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ABSTRACT
Aliyeva, E. (2023). Demonstration of the Effect of Circadian Rhythm on the Mouse Uterus
through the Hippo Signaling Pathway. Yeditepe University, Institute of Health Sciences,
Department of Histology and Embryology, Master Thesis, Istanbul.

The circadian rhythm coordinates many physiological functions in all mammals, including humans. The
female reproductive system is regulated by the central circadian system. Studies have shown that the
synchronization of circadian rhythm genes is critical for reproductive functions, and that any disruption in
the light and dark cycle may adversely affect the mother's sleep pattern, early embryonic development, and
the development of the fetus. In our thesis, we hypothesized that the relationship between the circadian
rhythm and the uterus may be related to the Hippo signaling pathway and telomerase activity. Therefore,
we aimed to show the Hippo signaling pathway components and mTERT expression in the uterus of animals
with impaired circadian rhythm. In our study, we created two groups (n=10) using a total of 20 BalbC 6-8
weeks old female mice. In the control group, mouse caged on a 12:12 hour light/dark cycle for one week.
In the experimental group mice, the circadian rhythm was disrupted by keeping the mice on a 12:12 hour
light/light cycle for one week. At the end of the one-week experimental period, mice were dissected and
uterine tissues were isolated. While the right uterine horn of the uterus was placed in fixative for tissue
processing for morphological analysis and immunofluorescence staining, the left uterus tissue was isolated
for use in quantitative real-time polymerase chain reaction (QRT-PCR). While PER2, YAP1, TEAD4 and
MTERT localization were determined by immunofluorescence method, YAP1, TEAD4 and mTERT
expressions and circadian rhythm genes BMAL1, CLOCK, PER2 and CRY were detected at mMRNA level
by qRT-PCR. All the comparisions between groups were performed using ImageJ and GraphPad programs.
The obtained data were statistically evaluated with Student's t test (p<0.05). We determined that the
thickness of the lumen epithelium of the endometrium decreased in the experimental group compared to
the control group, the number of glands and lumen diameter increased, the thickness of the myometrium
decreased, and there was no significant difference in endometrial thickness and diameter of vessel lumen.
We showed that the expression of the Hippo signaling pathway proteins YAP1 and TEAD4 were increased
in the experimental group and the expression of mMTERT was decreased. When the expressions of YAP1,
TEAD4, mTERT, BMAL1, CLOCK, PER2 and CRY were evaluated at the mRNA level, it was determined
that YAP1, TEAD4, BMAL1, CLOCK and PER2 expressions did not change between groups, CRY
expression increased and mTERT expression decreased in experimental group. In conclusion, we showed
that the effect of circadian rhythm disruption on the mouse uterus may be mediated through the Hippo
signaling pathway. We though that the Hippo signaling pathway may be important in regulating the
circadian rhythm of the uterus in cases such as night shifts workers, repetitive light/dark changes or jetlag-
like conditions in women. We suggested that Hippo signaling pathway components may be considered as

therapeutic targets in unexplained infertility as a result of circadian rhythm disruption.

Keywords: Circadian rhythm, Hippo signaling pathway, mTERT, Uterus.



OZET
Aliyeva, E. (2023). Sirkadyen Ritmin Farede Uterus Uzerindeki Etkisinin Hippo Sinyal
Yolag Uzerinden Gosterilmesi. Yeditepe Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Histoloji

ve Embryoloji Anabilim Dal, Yiiksek Lisans Tezi, istanbul.

Sirkadiyen ritim, insanlar da dahil olmak tizere tiim memelilerde bir¢ok fizyolojik fonksiyonu koordine
etmektedir. Disi lireme sistemi, merkezi sirkadyen sistem tarafindan diizenlenir. Yapilan arastirmalar ile
sirkadiyen ritim genlerinin senkronizasyonunun iireme basarist i¢in kritik oldugu, 1s1ik ve karanlik
dongiisiinde meydana gelen herhangi bir bozulmanin annenin uyku diizenini, embriyo gelisiminin erken
asamalarini, fetiisiin gelisimini olumsuz olarak etkileyebilecegi gosterilmistir. Biz tez calismamizda,
sirkadiyen ritim ile uterus arasindaki iliskinin Hippo sinyal yolagi ve telomeraz aktivitesi ile baglantili
olabilecegini hipotez ettik. Buradan yola ¢ikarak, sirkadiyen ritmin bozuldugu hayvanlarin uteruslarinda
Hippo sinyal yolag bilesenleri ve mTERT ekspresyonunu gostermeyi amagladik. Caligmamizda, toplam
20 adet BalbC tiirii 6-8 haftalik disi fare kullanarak iki grup olusturduk (n=10). Kontrol grubu fareler bir
hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/karanlik dongiisiinde, deney grubu fareler bir hafta boyunca 12:12 saat
aydinlik/aydinlik dongiisiinde tutularak sirkadiyen ritmin bozulmasi saglanmstir. Bir haftalik deney
stiresinin sonunda fareler diseke edilerek uterus dokular1 izole edildi. Deneklerin sag uterus boynuzu
morfolojik analiz ve immiinofloresan boyama yapmak iizere doku takibi icin fiksatif icerisine alinirken,
sol uterus dokusu kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PZR) yonteminde
kullanilmak iizere izole edildi. Immiinofloresan yontemi ile PER2, YAPl, TEAD4 ve mTERT
lokalizasyonu belirlenirken, gRT-PCR yontemi ile YAP1, TEAD4 ve mTERT ekspresyonlari ile sirkadiyen
ritim genleri BMAL1, CLOCK, PER2 ve CRY’in ekspresyonlart mRNA diizeyinde gosterildi. Gruplar
arasindaki tim degerlendirmeler, ImageJ ve GraphPad programlar1 kullanilarak yapildi. Elde edilen
veriler, student’s t testi ile istatistiksel olarak degerlendirildi (p<0.05). Elde ettigimiz bulgular ile, bir hafta
boyunca 12:12 saat aydinlik/aydinlik doéngiisiinde tutulan sirkadyen ritmin bozuldugu uteruslarda;
endometriyumun liimen epiteli kalinliginin deney grubunda kontrol grubuna kiyasla azaldigini, bez sayisi
ve liimen gapinin arttigini, miyometriyum kalinliginin azaldigini, endometriyum kalinlig1 ve damar liimeni
capinda ise anlamli bir farklilik olmadigini belirledik. Hippo sinyal yolagi proteinleri YAP1 ve TEAD4’{in
ekspresyonlarinin deney grubunda arttiginmi ve mTERT ekspresyonunun azaldigimi gosterdik. YAP1,
TEAD4, mTERT, BMAL1, CLOCK, PER2 ve CRY’in eckspresyonlari mRNA diizeyinde
degerlendirildiginde, YAP1, TEAD4, BMALL, CLOCK ve PER2 ekspresyonlarinin degismedigi, CRY
ekspresyonunun arttigt ve MTERT ekspresyonunun azaldig: belirlendi. Sonug olarak, sirkadiyen ritim
bozulmasimin farede uterus tizerindeki etkisinin, Hippo sinyal yolagi iizerinden gerceklesebilecegini
gosterdik. Tez calismamiz sonucu elde ettigimiz verilerin, gece vardiyasinda c¢alisan kadinlarda,
tekrarlayan 1sik/karanlik degisimi veya jetlag benzeri durumlarda uterusun kendi sirkadiyen ritminin
diizenlenmesinde Hippo sinyal yolaginin 6nemli olabilecegini diislinmekteyiz. Sirkadiyen ritim bozulmasi
neticesinde karsilagilan agiklanamayan infertilitede, Hippo sinyal yolagi bilesenlerinin terapotik hedef
olarak degerlendirilebilecegini onermekteyiz.

Anahtar kelimeler: Sirkadiyen ritm, Hippo sinyal yolagi, mTERT, Uterus.



1. GIRIS VE AMAC
Sirkadiyen ritim, birden fazla fizyolojik durumu kontrol eder. Molekiiler diizeyde
transkripsiyonel-translasyonel geri besleme dongiileri araciligiyla isler (1). Gece-giindiiz
dongiisiine uyarlandiginda; organizmalarin 24 saatlik gilinliik dongiileri algilamasini
saglar, bu dongliye uyum saglamak ve ayrica davramissal ve fizyolojik tepkiler

olusturmakta rol oynar (2).

Sirkadiyen ritim uyku-uyaniklik dongiisiinii diizenleyerek kardiyovaskiiler
sistem, bagisiklik sistemi, endokrin ve lireme sistemi gibi hem hiicreleri hem de organ
sistemlerini etkiler (3, 4). Memeli hiicrelerinde; Periyot 1 (PER1), Periyot 2 (PER2),
Periyot 3 (PER3), Cryptochrome 1 (CRY1), Cryptochrome 2 (CRY2) ve Beyin ve Kas
ARNT benzeri Protein 1 (BMALI) genleri, sirkadiyen ritim diizenleyicileri olarak bilinir

ve bazi sinyal yolaklarinda kritik rol oynarlar (5) .

Sirkadiyen ritimin olugsmasinda, sirkadiyen ritim proteinleri arasindaki pozitif ve
negatif regililasyon mekanizmalar1 rol oynamaktadir (6). Molekiiler saat, hem CLOCK
hem de BMAL arttiricilar ve Periyod proteinleri (PER1, PER2 ve PER3) ve
Kriptokromlar (CRY1 ve CRY2) dahil olmak {izere etkilesimli transkripsiyon
faktorlerinden olusur. Sigan ve farelerde yapilan ¢alismalar ile bu genlerde geceleri 1s1ga
maruz kalmanin ritmik azalmaya neden oldugunu gostermistir. BMAL1, CLOCK,
CRY1, PER2 genlerinin suprakiazmatik ¢ekirdekteki mRNA seviyeleri karaciger ve yag
dokusu gibi dokularda yapilan galigmalarda bakilmigtir (7).

Hippo sinyal yolunun timérgenez ile yakindan iliskili oldugu gésterilmistir ve bu
nedenle yeni bir arastirma noktas1 haline gelmistir (8-10). Hippo sinyal yolu ii¢ boliimden
olusur: yukari akis aktif bilesenler, ¢ekirdek molekiiller ve asag1 akis efektor molekiiller.
Yukar1 akis aktif bilesenler arasinda FAT Atipik Cadherin 4 (FAT4, Yag homolojisi),
FEMD6 (Ex homoloji), norofibroma protein 2 (NF2, Mer homoloji) ve Dachsousl/2
(DCHS1/2) bulunur. Asagi akis efektor molekiilleri, “yes” ile iligkili proteini (YAP) ve
PDZ baglama motifli (TAZ) transkripsiyonel ko-aktivatorii igerir. Transkripsiyonla ilgili
kisimlar, EA alani aile iiyelerini (TEAD'ler) igerir (11).

Telomer kisalmasi, hiicrelerin yaslanma siirecinde Onemli bir gorev
istlenmektedir. Telomer uzunlugu, kronolojik yasimizin bilgisini vermenin aksine
biyolojik yasimizi temsil etmektedir. Birgok bilimsel ¢calismanin sonucu, kisa telomerler

ile hiicresel yaslanma arasinda giiglii bir baglanti oldugunu gostermektedir (12).



Telomeraz enzimi (telomer terminal transferaz, telomer deoksiniikleotidil transferaz),
telomer bakimindan sorumlu, kromozomlarin terminal DNA dizileri olan telomerleri
uzatan bir holoenzimdir (13). Bu islev ¢ogunlukla, dahili bir RNA sablonu (TERC)
kullanarak telomerik DNA'ya TTAGGG tekrarlar1 ekleyerek calisan katalitik alt birimi
olan TERT tarafindan gergeklestirilmektedir (13).

Tiim bu literatiir bilgileri 1s18inda, calismamizda farede sirkadyen ritim
bozulmasinin uterus iizerindeki etkisinin Hippo sinyal yolagi iizerinden arastirilmasi

amagclanmaktadir.



2. GENEL LITERATUR BIiLGiSi

2.1. Sirkadiyen Ritim

Diinya kendi ve giinesin ekseni etrafinda doner, sonug olarak, aydinlik ve karanlik
dongiisiindeki giinliik degisikliklerin en belirgin oldugu, ¢cevrede diizenli olarak yinelenen
bir dizi degisiklik saglar. Canli organizmalar, diizenli olarak tekrar eden ¢evresel
degisiklikleri, davranigsal ve fizyolojik tepkileri en iyi sekilde kontrol etmek igin,

yaklasik 24 saatlik zamanlama sistemleri gelistirmislerdir (14).

Fizyolojik siiregler, biyolojik saat (zeitgebers) tarafindan diizenlenen bir ritme
gore gerceklesir ve sirkadiyen ritim olarak tanimlanir. Sirkadiyen ritm, uyku-uyaniklik
zamani meydana gelen bir ¢ok degisimi kendi igerisinde barindirir (15). Memeli
sirkadiyen sistemi, merkezi bir ana saatin periferik dokulardaki davranigsal, fizyolojik ve
gen ekspresyon ritimlerini senkronize ettigi, ¢ok osilatorlii, hiyerarsik olarak organize
edilmis bir sistemdir (16). Uyku bozukluklari, uykusuzluk, uyku ile iliskili solunum
bozukluklar1 ve uyku-uyaniklik zamani ile ilgili sapmalar sirkadiyen ritim bozukluklari

olarak kategorize edilebilir (17).

Sirkadiyen ritimleri olusturan siire¢ ve yapilar sirkadiyen saatler olarak
adlandirilir. insanlardaki birincil sirkadiyen saat, beynin tabanindaki hipotalamusta yer
alan ve suprakiazmatik nucleus (SKN) olarak adlandirilan yaklagik 20.000 sinir
hiicresinin eslestirilmis bir kiimesidir (18). Sirkadiyen saatlerin periyodu yaklasik 24
saattir; glin boyunca giinliik 151k maruziyeti, bu periyotlar1 tam olarak 24 saate ayarlar.
Cevreye uygun olarak aydinlik-karanlik ritimlerine ayarlanmis sirkadiyen saatlere sahip

olmak, fizyoloji ve davranist optimize eder (19).

Sirkadiyen ritimlerin senkronizasyonu, bir endojen osilatér kompleksinin
(biyolojik saat), "zeitgebers" olarak da bilinen ¢evresel ipuglart olarak hizmet eden dis
uyaranlarla diizenlenmesinde rol oynar Bu anlamda, giinliikk aydinlik/karanlik dongiisii,
sirkadiyen ritmin birincil osilatoriinti (zeitgeber) temsil eder (20). Bununla birlikte, kafein
(21) ve diyet polifenolleri (22) gibi bazi besinlerin fotik olmayan zeitgeberler gibi
davrandig bildirilmistir (22).

Sirkadiyen saatler, bu gezegendeki yasamin neredeyse evrensel bir 6zelligidir,
ancak son 140 yilda elektrigin icad1 ve genis ¢capta benimsenmesinden bu yana, insanlar
hem i¢ mekanlarda hem de dis mekanlarda 151k siiresini ve yogunlugunu manipiile etmeyi

basarmiglardir. Kapali ortamlar ve bu ortamlarda kullanilan 1sik, sirkadiyen ritm



bozulmalarini1 yayginlastirmistir. Giindiiz saatleri disinda 1s18a maruz kalma, bu endojen

sirkadiyen saatlerin altinda yatan genetik mekanizmay1 bozmaktadir (23, 24).

Gece vardiyalarin1 igeren vardiyali calisma, vicudun uyku ve uyaniklik
zamanlarinin diizenlemesini yoneten sirkadiyen biyolojik saati bozar, bu da enerji
metabolizmasini etkiler ve kilo alimimi arttirabilir (25). Gece uykusu sirasinda viicut,
glikozun kas enerjisinden ziyade merkezi sinir sistemi tarafindan tercihli kullanimina izin
vermek i¢in depolanmis glikozun salinmasi ve nispi insililin direncini (giindiiz ile
karsilastirildiginda) destekleyen bir aglik durumundadir (26, 27). Viicudun uykuya
programlandigi gece saatlerinde yemek yemek metabolik ortami bozar (28). Akut
deneysel ¢aligmalar, gece yenen bir yemegin, giindiiz yenen ayni 6giline kiyasla abartili

bir glikoz ve lipid tepkisi olusturdugunu gostermektedir (29, 30).

2.1.1. Sirkadiyen Ritim Bozulmasina Neden Olan Faktorler

Ulasim veya endiistriyel tesislerden gelen giiriiltii gibi gece meydana gelen
cevresel giiriiltii, uyku kalitesinde bozulmalara, metabolic, psikiyatrik ve uyku yapisinda
degisikliklere neden olabilir (31). Giiriiltiiye maruz kalmanin bir sonucu olarak, (32)
farkli uyku evrelerinde harcanan zamanin yeniden dagilimi uyanikligin ve birinci asama
uykunun artmasi, yavas dalga uykusu ve REM uykusunun azalmasi-kognitif performansi,
ruh halini ve enerji restorasyonunu olumsuz etkilerken giindiiz uyku durumunu
artirmaktadir (33). Gece ortam giiriiltiisiine maruz kalma, merkezi sirkadiyen saatin
diizensizligi ile iliskilidir ve periferik saat genlerindeki degisimlere neden olabilmektedir
(Sekil 2.1.) (34).
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Sekil 2.1. Sirkadiyen ritmin bozulmasina neden olan faktorler (32).

Sirkadiyen ritm bozulmasi (SRB), jetlag ile prostat kanserine neden olabilir. Daha
uzun havada kalma saatleri, ¢alisma yili ve radyasyona maruz kalmak artan prostat
kanseri riski ile pozitif korelasyon gostermektedir (35, 36). Genel popiilasyonda erkek
pilotlarda prostat kanseri olusma riski normal islerde ¢alisan erkeklerden en az iki kat
daha fazladir. Askeri pilotlar dahil olmak {izere bir¢ok alt grubun prostat kanseri igin

yiiksek riske sahip oldugu gosterilmistir (37, 38).

Gece vardiyasinda calismanin kanser riski lizerindeki etkisini ortaya koyan ¢ok
sayida calisma mevcuttur. 2017'de Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi, sirkadiyen
bozulmayla baglantili olarak vardiyali ¢alismay1 olasi bir insan kanserojeni olarak
tanimlayarak ultraviyole radyasyon, benzo(a)piren ve akrilamid ile ayn1 risk kategorisine

yerlestirmistir (39, 40).

2.1.2. Sirkadiyen Ritmin Molekiiler Mekanizmasi

1997 yilinda yapilan bir aragtirmada suprakiazmatik c¢ekirdekte bulunan
noronlarin 24 saatlik bir molekiiler dongii olusturdugu gosterilmistir (41, 42). Bu
calismalarla birlikte, bu alandaki en sasirtici bulgulardan biri, hiicresel-molekiiler saat
mekanizmalarinin sadece beyinde degil, viicudun neredeyse tiim hiicrelerinde bulundugu

belirlenmistir (43).



SKN, giindiiz-gece dongiisiine dncelikle 1sikla senkronize edilirken, periferik
osilatorler hem SKN sinyalleri hem de yemek yeme gibi davranislarla senkronize edilir.
Sirkadiyen ve homeostatik uyku diizenleyici siireclerin etkilesiminin, uykunun
zamanlamasini, stiresini ve iliskili fizyolojiyi kontrol ettigi bilinmektedir, ancak
insanlarda uyku ihtiyacinin diizenlenmesi ve islevinin biyolojik ve molekiiler temeli tam
olarak anlasilamamistir (44-46). Memelilerde, sirkadiyen saat sistemi, sirkadiyen ritim
genlerinin ekspresyonuna yol agan, birbirine bagimli bir dizi pozitif ve negatif
transkripsiyon geri besleme dongiisii yoluyla hiicresel seviyelerde iiretilir. Pozitif dongii,
BMALL1 (Beyin ve Kas ARNT benzeri 1) ve CLOCK (Sirkadiyen Lokomotor Cikti
Dongiileri Bozuk) proteinlerinikodlayan genlerden olusur. Bu proteinler, sonugta
kendisini Periyod (PER),Kriptokrom (38) genlerinin bir siklik AMP yanit elemanina
(CRE)/E-box elemanma (E-box) baglayan ve bunlarin transkripsiyonunu (47)
destekleyen bir heterodimer olusturur. Onciilleri BMAL1 ve CLOCK'a benzer sekilde,
PER ve CRY’de dimerize olabilir, Kazein Kinaz 1'e (CK1) baglanabilir ve son olarak
hiicre ¢ekirdegine gegerek BMALI1/CLOCK dimerine baglanarak transkripsiyonel
asamayiengeller (negatif dongiiler) (48, 49).
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Sekil 2.2. Sirkadiyen saat molekiiler mekanizmasi, negatif ve pozitif dongiiler (50).



Ikinci bir transkripsiyonel déngiide CLOCK/BMALI, REV-ERB olarak da
bilinen niikleer reseptorler i¢in genlerin NR1D1 (Niikleer Reseptor alt ailesi 1, grup D,
iiye 1). transkripsiyonunu aktive eder. Bu proteinler, hem pozitif (51) hem de negatif
(REV-ERB) transkripsiyonel diizenleme saglayan BMALI1 geni iizerindeki ROR
baglayic1 elementlerin (RORE) baglanma bdlgeleri igin retinoik asitle iliskili orphan
reseptorler (51) ile etkilesirler ( Sekil 2.2) (48).

Ote yandan, biyolojik saat sadece transkripsiyonel mekanizmalara dayali degildir,
ayni zamanda membran depolarizasyonu, hiicre i¢i kalsiyum akis1 ve siklik AMP (52)
(Sekil 2.3) sinyalinin aktivasyonu, memeli transkripsiyonel saatinin Onemli
diizenleyicileri olarak bilinmektedir (53). Buna gore hiicre i¢i kalsiyum, SKN
dilimlerinde (54) noronal aktivasyon ritimleri igin esastir ve SKN noronlarinda (55-57)
cekirdek saat bilesenlerinin ritmik ekspresyonu igin yeterli membran depolarizasyonu,
periyodik kalsiyum akis1 ve cAMP sinyalinin giinliik aktivasyonu gereklidir. Ozellikle,
bu tir etkilere, DNA {izerindeki kalsiyum/cAMP diizenleyici elementlere (CRE'ler)
baglanan kalsiyum/cAMP yanit elementi baglayici proteinin (CREB) fosforilasyona
bagiml aktivasyonu aracilik eder. PER1 ve PER2 (57, 58) gibi birkag sirkadiyen ritim
geninin promotorlerinde CRE dizileri bulunmustur. Membran potansiyeli (59), kalsiyum
akist (54) ve cAMP sinyalinin (55, 57) aktivasyonunun da SKN'de ritmik oldugu rapor
edildiginden, muhtemelen ritim olusumuna katilan pozitif geri besleme dongtileri kurarak

transkripsiyonel saatin diizenlenmesinde rol oynamaktadirlar (Sekil 2.3).
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SKN, epifiz bezinde ve adrenal kortekste onemli rol oynar. Epifiz bezinden
melatonin salgilanmasin1 ve adrenal kortekste de glukokortikoid ile katekolaminlerin
salgilanmasinda gorev alir. Endokrin sinyaller araciligiyla hipotalamik-hipofiz-adrenal

eksen (60, 61) sirkadiyen ritim dongiisiinii diizenlemektedirler.

2.1.3. Sirkadiyen Ritim ve Metobolik Bozukluklar

Sirkadiyen ritim bozulmasi (tercih edilenden daha erken veya daha ge¢ uyumak
olarak tanimlanir) meme kanseri olan kadinlarda kanserin daha hizli ilerlemesi ile
iliskilendirilmistir (62). Ayrica, ABD'de yapilan bir arastirma erkeklerde vardiyali

calisma ile prostata dzgii antijen artis1 arasinda bir iliski oldugu gosterilmistir (63).

Insanlar da dahil olmak iizere tiim memeli tiirlerinde, disi iireme sisteminin
gelisiminde sirkadiyen ritim 6nemli rol oynar. Ornegin, diizensiz uyku veya calisma
programlarina sahip kadinlarin dogurganligi daha diistik olup, diisikk yapma sansi daha
yiiksektir (64). Insanlara benzer sekilde siganlar, sirkadiyen ritimlerindeki degisikliklerin
bir sonucu olarak ovulasyon, dogurganlik ve cinsel diirtiide 6nemli anormallikler sergiler
(65, 66).

Epidemiyolojik ¢aligmalar, geceleri trafik giiriiltiisine maruz kalmanin
hipertansiyon, kalp hastalig1 ve fel¢ gecirme riskini artirdigin1 bulmugstur. Gece giirtiltiisii,
kortizol, noradrenalin ve adrenalin dahil olmak {izere endokrin hormonlarin daha fazla

salgilanmast ile kardiyovaskiiler komorbidite riskinin artmasina neden olmaktadir (31).

Ispanyol kohortunda, daha uzun ¢aligma saatleri olan iscilerin kétii prognozlu
timorlere sahip olma olasiligi daha yiiksek iken, yapilan baska bir kontrollii vaka
calismasi, gece vardiyasinda c¢alisan iscilerin, gece vardiyasinda calismayan iscilere
kiyasla daha yiiksek prostat kanseri riskine sahip oldugunu gostermistir. Bu risk, daha
uzun siire 1518a maruz kalindiginda artmakta ve yiiksek riskli prostat tiimorleri igin daha
belirgin olarak bildirilmektedir (67). Kanada’da yapilan bir popiilasyon g¢alismasinda,
calisma stiresinden bagimsiz olarak gece calisanlarinda prostat kanseri riskinin arttigi

gosterilmistir (67, 68).

2.2. Disi Ureme Organlan
Disilerdeki iireme sistemi, oositin olgunlagmasi, ovulasyon, seks hormonlarinin
tiretilmesi, fertilizasyondan sonra gelisen embriyo ve fetusun korunarak doguma hazir

hale gelmesinden sorumludur. Bir disinin ireme hayati, puberte ile menopoz arasindaki



stirectir. Bu donemde, olgunlasan oositlerin atilim1 gergeklesir. Oositlerin her ay dongiisel

olarak atilmasiyla, ovariyal ve mensturel siklus gergeklesir (69).

Ovaryumlar; oogenezin, folikiilogenezin, ovulasyonun gerceklestigi ve seks
hormonlarinin salgilandig1 disi gonadlardir. Ovaryumlar, korteks ve medulla olarak
adlandirilan iki kistmdan olugsmaktadir. Kortekste gelisimin farkli asamalarinda bulunan

folikiiller izlenirken, igteki medullada ise kan damarlar1 ve bag dokusu bulunur (70).

Fallop tiipleri, oosit veya zigotun ovaryumlardan uterusa tasinmasina yardimci
olan bir organlardir (71). Her bir fallop tiipliniin ovaryuma en yakin kismi fimbria olarak
adlandirilir, ovule olan oositin fallop tiipiiniin i¢ine alinmasina ve tasinmasina yardimci
olan parmak benzeri ¢ikintilardir. Tiipiin en genis liimene sahip kismi ampulladir ve
fertilizasyon burada gergeklesir. Uterusa dogru ilerledik¢e liimen daralir. Fallop tiipi
daha sonra interstisyel kisimdan uterusa gecer (72). Bu kisim oositin fallop tiipiinden

¢ikip uterus bosluguna girdigi yerdir.
2.2.1. Uterus

Uterus, govde ve serviks olmak iizere iki kisimdan olusur. Uterin gévdenin st
kismi1 fundus iken, servikse bitisik olan alt kisim isthmus/alt uterin segment olarak
adlandirilir. Uterinal duvar; endometriyum, miyometriyum ve perimetriyum olmak tizere
ti¢ farkli tabakadan olugmaktadir. Endometriyum uterusun i¢ kismini déseyen liimen
epitelidir, kalinligt ve yapist hormonal uyari ile degisir. Miyometriyum diiz kas
hiicrelerinden olusur ve uterus duvarmin orta ve en kalin tabakasidir. Perimetriyum;

uterusun en dis tabakasidir, bag dokudan olugmustur ve organi distan sarar (73).

Endometriyum, epitel hiicrelerinden, stromal hiicrelerden (popiilasyonun biiyiik
kismi), bagisiklik hiicrelerinden ve damar sistemini olusturan endotel hiicrelerinden
olusur. Uterusun epitel hiicreleri iki ¢esittir. Luminal epitel hiicreleri uterusun liimenine
bakar. Digerleri uterus bezlerini olusturmak i¢in endometriyal stromaya miyometriyumun
tabanina dogru yayilir. Endometriyumun tamami, popiilasyonunu yenilemek ve boylece
sagligini glivence altina almak icin siki hormonal diizenleme altinda dongiisel olarak

dinamik bir sekilde yeniden sekillenmeye maruz kalir (74).

Serviks, uterus boslugu ve vajina ile bitisik, ikisi arasinda bir kanal gérevi goren
bir yapidir. Alt serviks servikal osta, tist Serviks ise vajinaya agilir. Vajinanin i¢ine dogru
cikint1 yapan serviks kismina ektoserviks denir ve ¢ok Kkatli yassi epitelden olusur.

Servikal kanalin i¢ini kaplayan, kolumnar epitelden olusan endoservikstir (71, 75).



2.2.1.1. Uterinal siklus (Menstural siklus)

Hem kadinlarda hem de erkeklerde hormonal diizenleme hipotalamus ve hipofiz
bezi tarafindan kontrol edilir. Cinsiyetler arasindaki hormonal diizenlemedeki temel fark,
degisimin sikligidir, yani kadinlar, yasamlar1 boyunca meydana gelen degisikliklere ek
olarak her ay tam bir disi tireme dongiisii yasarken, erkeklerde hormonal degisiklikler
yasamlari boyunca meydana gelir. Hipotalamustan gonadotropin salgilatici hormon
(GnRH) etkisi altinda 6n hipofiz bezinde gonadotrop hiicreleri uyarilarak ovariyal ve
uterinal siklus igin gerekli iki hormon olan folikiil uyarict hormon (FSH) ve luteinize
edici hormonun (36) salininir (76). Bu hormonlarin konsantrasyonu, estradiol saliniminda
bir geri bildirim etkisine sahip oldugundan, menstrual dongii sirasinda dalgalanma izlenir.
Siklusun ¢ogunda estradiol, GnRH iizerinde homeostatik negatif geri bildirimi uygular
(77). Siklusun ortalama uzunlugu 28 giindiir (78) ve dort asamaya ayrilabilir (Sekil 2.4):
ilk olarak dongiiniin 1-5. giinleri olarak tanimlanan menstural faz, bu faz igin 1. giin
mensturasyonun ilk giiniidiir (mensturasyon siklusunun baslangici). Ikinci asama
siklusun 5-14. giinleri olarak tanimlanan folikiiler fazdir (14. giin — ovulasyon). Ugiincii
asama ise dongiiniin 15-27. giinleri olarak tanimlanan luteal fazdir ve son asama
dongiinlin 27-28. giinleri olarak tanimlanan iskemik faz olarak tanimlanmaktadir.
Ovulasyon siireci ise tipik olarak 16. giinde biter (bir sonraki mensturasyon dongiisiiniin
baglamasindan 12-14 giin 6nce). Bu fazlara estradiol ve progesteron gibi farkli hormonlar
etki etmektedir (69). Folikiiler fazin sonunda, estradiol seviyeleri yiikselir ve bu da pozitif
geri bildirime ve GnRH'in salinmasina yol agar, LH ve FSH'"1 stimiile ederek ovulasyonu
baslatir. GnRH salimimi, her iki gonadotropinin salinim oranini belirler. Ostradiol
seviyesinin mensturel siklus sirasinda dalgalanma gostermesi ile luteal fazda FSH
salgilanmasi pik seviyeye ulasir. Boylece folikiil gelisimi desteklenir. Yiiksek estradiol
seviyeleri, pozitif geri bildirime ve LH'nin salinmasina neden olur, bu da sonug olarak
sekresyonunu artirir. Yiiksek LH seviyesi ovulasyonu ve dominant folikiiliin salinmasini
tetikler (genellikle 28 giinliik bir dongiiniin 14. giiniinde) (79) (Sekil 2.4).

Ovulasyon sonras1 (14. giin), dstradiol seviyesi diistiikce LH seviyesinin diistiigii
luteal faz baslar (76). Korpus luteum, estradiol ve progesteron fliretir, progesteron

seviyesi bu asamada artmaya baslar ve 21. giin civarinda zirveye ulasir (80) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Menstural siklus ve hormonal regiilasyonu (81).

2.2.1.2. implantasyon

Endometriyumun temel islevlerinden biri, embriyoyunun implantasyonunu
saglamak ve ona destek olmaktir. Paradoksal olarak, endometriyum, menstural siklus
boyunca embriyo implantasyonuna direnglidir (82). Fare, rat, kobay ve insan i¢in uterus
anatomisi farklidir (Sekil 2.5.). Bu hayvanlarda uterus uzun tiip seklindenir. Insanlarda
ise piramit benzeri bir yapidadir. Uterus histolojisine baktigimizda yine her canli igin
uterusun farkli yapida oldugunu inceleyebiliriz. Ayrica bir batinda dogan yavru sayist da
farklilik gostermektedir. Bazi literatiirlerde bu durumun canlinin boyutu ile ters orantili
oldugu sdylenir yani, boyut biiylidiik¢e bir batinda dogan yavru say1 azalmaktadir, ancak

aksine gebelik siiresi uzar.
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Sekil 2.5. Memelilerde uterus farkliliklari, kas farkliligi, bir batinda dogan yavru sayisi

ve gebelik siireleri (83).

Endometriyumda, embriyonun yerlesebilecegi asamaya "implantasyon penceresi"”
denir (Sekil 2.7.). Ostrojen ve progesteron etkisi altinda olusan bu pencere, cogu primatta
yaklagik 3 ila 5 giin, kemirgenlerde ise birkag saat siirer (82, 84). Reseptif endometriyum,
pinopod ad1 verilen apikal ¢ikintilarin varligi ile karakterize edilir (85). Pinopodlarin
varliginin yanisira, luminal epitel yalanci ¢ok katli, kolumnar ve polarizedir. Bezler
biiyiik, olduk¢a kivrimlidir ve ¢ok fazla sivi salgilar. Endometriyal stroma ddemlidir ve

doku oldukga vaskiilarizedir.
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Sekil 2.6. Insan uterus endometriyumu, hormon seviyesi ve implantasyon bolgesi (86).

Endometriyal reseptivite, blastosist implantasyonu igin bir 6n kosuldur.
Implantasyon sirasinda, tiiy benzeri epitel hiicresi mikrovilluslar1 gegici olarak 'pinopod'

ad1 verilen bir yap1 halini alir.

Elektron mikroskobu ile incelendiginde, pinopodlarin ovulasyondan yaklagik 1
hafta sonra ortaya ¢ikt181 ve sadece 2 giin icinde gelisip geriledigi goriilmektedir. {lging
bir sekilde, pinopodlarin ortaya ¢iktig siklus giinleri, farkli bireyler arasinda 5 giine kadar
degisebilir. Ortalama olarak, dogal dongiilerde 20-21. giinlerde; hormon ile uyarilmig
dongiilerde ise
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daha erken (19-20. giinlerde) ortaya cikarlar. Pinopodlarin fazla sayida olmasi,
implantasyon basarisi ile ilgilidir ve tekrarlayan implantasyon basarisizligt olan birgok

hastada pinopod olusumu gerceklesemez (85).

Yaygin inanisin aksine, hamileligin baslamasi i¢in maternal olarak anne
endometriyumuna embriyonun kabulu ¢ok yonlii baskilayict faktorler bakimindan
karmagik bir durumdadir. Embriyo implantasyonunun ii¢ asamali bir siire¢ igerdigi
bilinmektedir. (Sekil.2.6.). Ilk olarak, alic1 bir endometriyumun tanimlanmasi, iKincisi
implantasyondan once alici endometriyuma blastosistin ulagmasi, son olarak
desidualizasyon ve plasentasyon ile sonuglanan embriyo ve trofoblast invazyonunun

olusmasi gergeklesmektedir. (87).

Implantasyon bibirbirine bagimli ve olduk¢a karmasik asamalardan olusmaktadir.
Baslica bu asamalar; apozisyon, adezyon ve invazyondur (88). Insan blastosisti yaklagik
1-3 giin boyunca uterin kavite icerisinde bulunmaktadir. Implantasyonun gerceklestigi
yer uterusun 1/3’likk kismudir. Implantasyon, ¢ogunlukla morulanin ovudukti gegerek
uterusa girigini takip eder ve 2-4 giin sonra, blastosistin uterusun epiteline karsi pozisyon
almasi ile baglar. Blastosist endometriyumda implantasyona hazirlanarak implante
olacagi alana dogru yonelir. Apozisyon, blastosistin embriyonik kutbuyla endometriyum
duvarina temas etmesidir (89). Ovulasyondan 6-7 giin sonra ise adezyon yani tutunma
fazi, endometriyumda “implantasyon penceresi” (Sekil 2.7.) olarak adlandirilan zamana

denk gelmektedir.

Blastosistin trofoektodermi ile endometriyumun yiizey epiteli arasinda dogrudan temas
meydana gelir (90). Invazyon, gémiilme faz1 anlamina gelir. Bu fazda trofoblast hiicreleri,
endometriyum epitelinin bazal membraninm1 asarak buradaki stromaya geger ve uterus
damarlarina ulasir (91). Blastosist, gelisimin 11-12. giiniinde endometriyuma tamamem
gomiilmektedir ve implantasyon bolgesindeki hasar, yilizey epiteli ile Ortiilmiis

durumdadir (88). Plasenta olustugu zaman ise implantasyon tamamlanmis olur (90).
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Sekil 2.7. Fare uterusu, enine kesitinde endometriyum ve implantasyon bolgesi (86).

Insanda implantasyon siireci, oosit matiirasyonunun erken ddnemlerinde
baslayan, embriyo ve endometriyum arasindaki kompleks bir iliski ile kontrol
edilmektedir. Implantasyonda bazi olaylar inflamatuar, bazilar1 da timér invazyon
olaylari ile benzerlik gosterir. Ancak bunlarin aksine, implantasyon tamamen kontrollii

ve gesitli faktorlerle diizenlenen bir¢ok olay1 icermektedir (90, 91).

2.2.2. Hipotalamik Hipofizer Gonadal Eksen

Luteinize edici hormon (36) artis1 ile ovulasyon dongiisiiniin olusumu baslar (92).
Hipofiz bezinden gonadotropik hormonlarin salinmasi i¢in GnRH pulsatilitesi gereklidir
(93-95) ve "GnRH puls iireteci" olarak adlandirilan bir mekanizma gergeklesir. Pulsatil
GnRH sekresyonu, arkuat ¢ekirdegin (ARC) hipotalamik kisspeptin néronlari tarafindan
uretilir. Bu hiicreler, her 90 dakikada bir senkronize GnRH salinimi olusturarak pulsatil
hipofiz gonadotropin salgilanmasini saglarlar. Plazma gonadal steroid seviyelerindeki

pulsatilite gegici olarak pulsatil hipofiz gonadotropin ile baglantilidir.

GnRH pulsatilite frekansi, salinan FSH’a kargi LH oranini belirler. GnRH'nin
diisiik frekans pulsatilitesi FSH sentezini desteklerken yiiksek frekans pulsatilitesi LH
sentezini kolaylastirir (96). Her iki cinsiyette de testosteron (T) ve progesteron (P) pikleri,
LH pikinin zirvesinden yaklasik 10-40 dakika sonra ortaya cikar. Ostrojenler T ve P
pikleri ile eszamanli sentezlenirler. Kadinlarda, LH ve 0stradioliin (E2) epizodik
salgilanmasi, menstural dongii boyunca sistematik degisikliklerle iliskilidir. LH ve E2'nin
salimimlar1 arasindaki araliklar folikiiler faz boyunca siirekli olarak azalir ve luteal faz

sirasinda 6nemli Ol¢iide artar (94). Bununla birlikte, GnRH salinimlarinin frekansi
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ovulasyon sirasinda artmaz, bu da ovulatuvar LH artisinin altinda bagka bir

mekanizmanin varligini gosterir (97).

Gonadotropik hormonlarin ve ovaryum hormonlarinin yukarida belirtilen
pulsatilitesi SKN tarafindan diizenlenir. SKN, hormonal salinimlarla ilgili bilgileri
entegre ederek, LH saliniminin pik yaparak ovulasyonun olusmasinda anahtar haline
gelir. Cevresel 151k ipuglari, AVP'nin (Arginin Vasopressinin) zamanlamasini ve
SKN'den VIP (Vasoactive Intestinal Peptide) salinimimni senkronize eder. Ogleden sonra,
yiiksek dolasimdaki E2 kosulu altinda, VIP dogrudan GnRH néronlarini aktive eder.
Vasopressin, rostral hipotalamik bolgelerdeki POA/AVPV'de bulunan Kisspeptin
noronlart {izerinde pozitif geri bildirim saglar (98). Ek olarak, preoptik alandaki
(POA)/anteroventral periventrikiiler g¢ekirdekteki (AVPV) Kisspeptin noronlart hem
erkeklerde hem de kadinlarda GnRH pulsatilitesi tiretirken, sadece disilerde POA/AVPV
bolgesindeki Kisspeptin noronlari1 preovulatuar GnRH/LH artisina aracilik eder. Bu
nedenle, anatomik olarak farkli hipotalamik bolgeler ve néropeptit projeksiyon yollari,

LH dalgalanmas1 ve GnRH puls1 zamanlamas: i¢in kritik 6neme sahiptir.

Kisspeptin, Ostrojen gibi seks steroidlerinin HPG ekseni yoluyla salgilanmasin
diizenler (99). Kisspeptin sinyali, GhnRH'nin pulsatil ve mensturasyon dongiisii dahil
tireme aktivitesinin zamanlamasi igin gereklidir (51, 100). GnRH sekresyonunun
dolagimdaki hormonlar, kisspeptin ve norotransmitterler tarafindan diizenlendigi
bilinmektedir (101-105). Kisspeptine yanit veren GnRH salinimindaki giinlik
degisiklikler de bildirilmistir (106). GnRH sisteminin kisspeptin stimiilasyonuna
duyarlilig giin icinde 6nemli 6l¢iide dalgalanma gdsterir ve 6gleden sonra zirveye ulasir
(107). Kisspeptin noronlari, hipotalamusun AVPV ve ARC ¢ekirdeklerinde bulunur ve
SCN, AVPV ¢ekirdegini kontrol eder. Aktivitesi E2'ye bagimli bir sekilde SCN sinyalleri
tarafindan diizenlenen AVPV kisspeptin néronlari, LH artisinin kontroliinden sorumludur
(108). ARC'deki kisspeptin noronlari, SCN sinyallerinden daha fazla E2 ve leptinden
etkilense de (109), infertiliteyi etkileyen bir faktor olarak sirkadiyen diizensizligin etkileri
(6rn. kahvaltiyr atlama, vardiyali ¢alisma ve transmeridyen seyahat) gozardi edilemez

(110-112).

2.3. Hippo Sinyal Yolag:
Hippo sinyal yolagi, hiicre proliferasyonu inhibe ve apoptozu aktive ederek organ

gelisimini diizenleyen, ilk olarak Drosophila melanogaster'da kesfedilen, evrimsel siire¢
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boyunca korunmus bir sinyal yolagidir (113). Son yillarda, Hippo sinyal yolaginin timor
olusumu ile yakindan iliskili oldugu gosterilmis ve bu nedenle yeni bir arastirma konusu

haline gelmistir (8-10).

Hippo sinyal yolag: yukari akis efektor bilesenler, ¢ekirdek bilesenleri ve asagi
akis efektor bilesenleri olmak {izere ii¢ boliimden olusur. Yukar: akis efektor bilesenler
arasinda FAT Atipik Cadherin 4 (FAT4, Yag homolojisi), FEMD6 (Ex homoloji),
norofibroma protein 2 (NF2, Mer homoloji) ve Dachsous1/2 (DCHS1/2) bulunur. Asagi
akis efektor molekiilleri, “YES” ile iligkili proteini (Y AP) ve PDZ baglama motifli (TAZ)
transkripsiyonel ko-aktivatorii icerir. Transkripsiyonla ilgili kisimlar, TEA alani aile
tiyelerini (TEAD'ler) kapsamaktadir (11) (Sekil 2.8).

Normal fizyolojik durumda, Hippo sinyal yolagi aktivitesi siki bir gekilde
diizenlenir. Hippo sinyal yolag: aktif oldugunda, MST1/2 veya MAP4K ler aktive edilir,
bunlar daha sonra LATS1/2 kinaz: fosforile eder ve SAV1 ile bir kompleks olusturur.
Daha sonra YAP/TAZ', sitoplazmik 14-3-3 proteinlerini daha fazla baglayan ve
YAP/TAZ'm sitoplazmik ayrigsmasina neden olan baska bir iskele proteini MOBI ile
kompleks halinde fosforile eder. Ardindan proteaz tarafindan pargalanir ve sonugta hiicre
cogalmasini engeller (114). Hippo sinyali inaktif oldugunda, YAP/TAZ ¢ekirdege tasinir
ve gen ekspresyonunu diizenlemek i¢in TEAD1-4 ile etkilesime girer (Sekil 2.8). Boylece
gen transkripsiyonunu aktive eder, sonugta doku biiylimesini tesvik ederek apoptozu
inhibe eder (115). Bu yolaktaki herhangi bir molekiil mutasyona ugrarsa veya anormal
sekilde eksprese edilirse, hiicre proliferasyonu ile apoptoz arasindaki denge bozularak
anormal doku proliferasyonu veya tiimor olusumuna yol acar. Yiiksek hiicre
yogunlugunda hiicre-hiicre temasi, organ gelisimindeki fiziksel kisitlamalara ve hiicre
dis1 mekanik uyarilara uyum saglayan ve biiylimeyi inhibe eden sinyal ortaya ¢ikarir
(116). Konfluent hiicrelerde artan yapistirict baglanti ve siki baglantilar Hippo sinyal
yolagini aktive eder (117). Yolagin aktive edilmesi iizerine, memeli STE20 benzeri kinaz
1 ve 2'nin (MST1/2) (Sekil 2.8.) ana bilesenleri, asag1r akis kinazi, bliyiik timor
baskilayici 1 ve 2'yi (LATS1/2) (118) fosforile eder. Adaptor proteini yardimiyla fosforile
edilmis LATS1/2, Mps bir baglayict1 1 (MOBI), ardindan fosforile YAP/TAZ, 14-3-3
proteinlerinin taninmasi yoluyla sitoplazmik degisimlere katkida bulunur (119).
YAP/TAZ'm fosforilasyonu, SCF E3 ubikuitin ligazin1 toplayarak sonraki proteasomal
degradasyona yol agar (120, 121). Hiicre yogunlugu diisiik oldugunda, LATS1/2 inaktiftir
ve fosforile olmayan YAP/TAZ ¢ekirdege tasimnir (122). DNA baglama alaninin
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yoklugunda, YAP/TAZ'!n hedef gen ekspresyonunu ikili olarak diizenlemek igin
transkripsiyon faktorlerinin transkripsiyonel gelistirilmis ortak alan (TEAD) ailesine
baglanmas1 ve onunla etkilesime girmesi gerekir (123, 124). Niikleer YAP/TAZ-TEAD
kompleksi, transkripsiyonu gelistirmek igin NCOAG6 histon metiltransferaz kompleksini
stimiile edebilir (125, 126) veya transkripsiyonu baskilamak i¢in niikkleozom yeniden
modelleme ve deasetilasyon (NuRD) kompleksini aktive eder (127). Hippo yolaginda
asag1 akis transkripsiyonel kofaktorler olarak gorev yapan YAP/TAZ, yaklasik %50
amino asit sekans 6zdesligi (128) ve TEAD'da (129) ayn1 baglanma bolgesini paylasir
(129). Genel olarak, MST1/2 ve LATS1/2 kinaz kaskadi, fosforilasyon yoluyla
YAP/TAZ aktivitelerini inhibe ederek farkli biyolojik olaylara neden olur (Sekil 2.8).

Memelilerde, MST1/2'nin NDR1/2 (130) gibi Hippo'nun ¢ekirdekte olmayan
diger bilesenlerini fosforile ettigi goriilmektedir. Benzer sekilde MST1/2, LATS1/2'nin
tek aktivasyon yolu degildir. Enerji stresine ve besin yoksunluguna yanit olarak,
mitojenle aktive olan protein kinazlar (MAP4K'ler), YAP/TAZ'n sitoplazmik
ekspresyonunu stimiile etmek i¢in LATS1/2'yi dogrudan fosforile edebilir ve aktive
edebilir (131). Diger mekanizmalarin da LATS kinazini etkilemeden YAP/TAZ'n hiicre
alt1 lokalizasyonunu ve transkripsiyonel aktivitesini dogrudan etkiledigi bildirilmistir

(116, 132) (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Hippo sinyal yolagi mekanizmasi (133).
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2.3.1. Uterus Endometriyumunda Hippo Sinyal Yolag

Yapilan ¢alismalar ile YAP ekspresyonu, endometriyal stromal hiicrelerde ve
desidual hiicrelerde gosterilmistir (134). Endometriyal stromal hiicrelerin korunmasi,
implantasyon basarisi ve gebeligin siirdiiriilmesi i¢in 6nemlidir. YAP 1, insan desidual
hiicrelerinde ekspresyonu artar ve desidual hiicrelerdeki YAP ekspresyon seviyesi, gebe
olmayan kadinlarin endometriyal stromal hiicrelerinden daha yiiksektir (134).
Endometriyozisli kadinlarda endometriyal stromal hiicrelerde YAP’in mRNA diizeyi,
endometriyozissiz kadinlara kiyasla daha yiiksektir (135-137). mTOR’un endometriyal
stromal hiicrelerde ¢ok fazla eksprese edildigi bilinmektedir. Bu durum otofajinin
azaldigin1 gosterir. YAP ekspresyonunun, endometriyal stromal hiicrelerde mTOR-
otofaji yoluna aracilik ederek hiicresel otofajiyi etkiledigi, endometriyal stromal
hiicrelerin mTOR inhibitérii rapamisin ile tedavisinin, otofajiyi iyilestirdigi ve YAP
ekspresyonunu 6nemli 6lglide azalttigi gosterilmistir. Bu durum, endometriyal stromal
hiicrelerde  YAP ve otofaji arasinda negatif bir diizenleyici iliski oldugunu
distindiirmiistiir (135). Bu nedenle YAP, endometriyozis tedavisi i¢in bir biyobelirteg
olarak diistintilmektedir (138).

2.4. Telomeraz Ters Transkriptaz (TERT) Transkripsiyonu

Telomerler, kromozomal stabilite ve hiicre yasami igin gerekli olan, kromozom
uclarinda bulunan koruyucu basliklardir. Telomerler, bir katalitik alt birim (TERT), bir
RNA sablonu (TERC) ve bazi proteinleri de i¢eren bir riboniikleoprotein kompleksi olan
telomeraz tarafindan yenilenir (139). Telomeraz, kromozomlarin 3' ucuna hekzamerik
TTAGGG tekrarlar1 ekleyerek telomer uzunlugunu korumaktadir (140). Cogu doku ve
hiicrede TERT, telomeraz kompleksinin sinirlayici bir bilesenidir ve telomeraz aktivitesi,
TERT mRNA ve protein seviyeleri ile iliskilidir. Insanlarda, telomerler yaslanma saati
gorevi goriir ¢linkii somatik hiicrelerin ¢ogunda telomeraz yani insan TERT (hTERT)
ekspresyonu yoktur. Somatik hiicrelerin telomerleri, ardisik hiicre boliinmesi ile asamali
olarak kisalir. Yapilan arastirmalar, telomer kisalmasinin insan yaslanmasinda kritik bir
faktor oldugunu ve bunun stabilizasyonunun ¢ogu insan kanserinin gelisimi i¢in gerekli
oldugunu gostermistir (141). hTERT ekspresyonu, kanser hiicrelerinin artan proliferatif

potansiyeli ile iligkili olarak, timdr olusumu sirasinda 6nemli 6l¢iide artmaktadir (142).

Telomer uzunlugunun diizenlemesi ve proliferatif yaslanma mekanizmalari,

memeliler arasinda evrimsel olarak korunma farkliligin1 gostermektedir. 60'tan fazla

19



memeli tiriniin hiicrelerinde telomer uzunlugu ve telomeraz ekspresyonunun
karsilagtirmali bir analizinde Gomes ve arkadaslari, atalarimiz oldugu diisiiniilen
memelinin insan benzeri kisa telomerlere sahip oldugu sonucuna varmislardir (143). Bu
hayvanlardaki hiicreler, timdriin ilerlemesi i¢in bir bariyer saglayarak replikatif
yaslanmaya maruz kalirlar. Ote yandan, diger bir¢ok memelide, 6zellikle kemirgenler
gibi baz1 daha kii¢iik ve daha kisa 6miirlii hayvanlarda, telomerler ¢ok daha uzun hale
gelir ve cogu somatik dokuda telomeraz bulunur. Bu caligmalar, memelilerde farkli
telomer homeostazini anlamak i¢in kavramsal bir ¢er¢eve saglamaktadir ve telomerlerin
insanda kanser ve yaslanmadaki roliinii incelemek i¢in uygun modellerin kullanilmasi

ihtiyacini belirlemektedir.

2.4.1. mTERT ve Sirkadiyen Ritim

CLOCK/BMALL1 kompleksi, telomeraz, c-Myc ve benzeri gesitli genlerin ritmik
ifadesini  diizenler (144). Insanlarda ve farelerde telomeraz aktivitesinde
CLOCK/BMALL heterodimerlerinin, TERT mRNA ekspresyonunun sirkadiyen ritm
genlerinin salinimina aracilik ettigi bildirilmistir. Ayrica CLOCK gen eksikliginin
farelerde ritmik telomeraz aktivitesini ve TERT mRNA salinimini1 6nleyerek telomer
kisalmasina neden oldugu bildirilmistir. Telomeraz aktivitesinin sirkadiyen ritim
kontroliiniin insanlarda ve farelerde benzer oldugu, ancak aralarinda halen bazi

farkliliklarin da oldugu ileri siiriilmektedir (144).

Ote yandan, farelerde BMALI eksikliginin, zebra baliklarinda ise TERRA
ekspresyonununun sirkadiyen ritmi ve telomerik heterokromatin olusumunu bozdugu
gosterilmistir. Ozellikle yas ilerledikce bu sirkadiyen ritim bozulmasinin telomer
biitiinliigiinii bozabilecegi de ileri siiriilmektedir (145). Ozellikle zebra baligi insan
benzeri telomerler igerdiginden insanlarda da benzer sonuglar beklenmektedir. Birgok
calisma BMALI transkripsiyonunun farelerde ve insanlarda SIRT1 tarafindan pozitif
olarak diizenlendigini bildirmektedir (146, 147). SIRT1'in BMALI aracili ritmik TERRA
ifadesine CLOCK geninden daha fazla katkida bulunabilecegini diisiiniilmektedir.
Bulgular, BMAL1'in hangi molekiille etkilesime girdigine bagl olarak TERT ifadesini
farkli sekilde etkileyebilecegini diislindiirmektedir. c-Myc, telomeraz aktivitesini
diizenleyen bir TERT ifadesi indiikleyicisidir. c-Myc saat kontrollii bir gen olmasina
ragmen, c-Mycnin hTERT promotoriine baglanmasi ritmik olarak gerceklesmez.

CLOCK/BMALL sirkadiyen ritim genleri, TERT ekspresyonunda ve telomeraz
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aktivitesinde sirkadiyen ritmin diizenlenmesinde rol oynar. SIRT1, c-Myc stabilitesine ve
BMALI1/CLOCK kompleksi olusumuna katkida bulunur (144).

Sonug¢ olarak SIRT1, c¢-Myc/BMAL1L/CLOCK gen kompleksi telomeraz
promotoriiniin  E-kutularina baglanarak telomeraz aktivitesi ile sirkadiyen ritminin
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayabilecegi yapilan arastirmalarda gosterilmistir.
SIRT1 veya c-Myc ile gelecekteki sirkadiyen ritm arastirmalari, c-Myc ve
CLOCK/BMALI arasindaki karmasik iliski i¢in bilgi saglayacaktir (148).

Yaslanma siireci sirkadiyen ritimleri etkiler. Ozellikle melatonin ve kortizoldeki
giinliik hormonlarin saliniminin yash bireylerde azaldig: belirtilmistir. Saglikli bireylerin
6liim sonrasi beyinlerinde ve obez yasli hastalarin olgun adipositlerinde, transkriptlerde
ritmikligin kaybi1 veya kazanimi ve sirkadiyen ritim diizenlenmesi ile ilgili sorunlar
bildirilmistir (149). Dogal yaslanma siirecinde fare ve insan karacigerinde, SIRT1 ve Per2
arasinda ters bir korelasyon oldugu bildirilmistir. Bu bulgulara dayanarak, SIRT1'in dogal
yaslanma sirasinda azalabilecegini ve bu nedenle sirkadiyen saatin bozulmasina ve

telomer kisalmasina neden olabilecegi diistiniilmektedir (149).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Hayvanlar ve Deney Tasarim

Tez ¢alismamizda 6strus siklusuna giren 6-8 haftalik toplam 20 adet disi Balb/c

fare kullanilmistir. Calismada kullanilan deney hayvanlar1 Yeditepe Universitesi Hayvan

Etik Kurulu onay1 ile YUDETAM'dan temin edilmistir. Hayvanlar 4 giinliik alisma

stirecinin sonunda rastgele olarak Kontrol ve deney olmak tizere iki gruba ayrilmistir.

Kontrol grubu (n=10) 1 hafta boyunca 12:12 saat aydmlik:karanlik dongiisiinde

barmdirildi. Siirekli 151k maruziyeti ile olusturulan deney grubu (n=10) 1 hafta boyunca

sabit 151k kosullarinda barindirild: (Sekil 3.1). Hayvanlar 21-23°C sicaklikta tutulmus,

yiyecek ve su ad libitum olarak verilmistir.

Kontrol grubu (n=10)
12 saat r 12 saat
o Isik Karanhk
Szt
Aligtirma siireci Deney siiresi
i
6-8 haftalik 4 giin 7 giin Diseksiyon
Deney grubu (n=10)
12 saat 4 12 saat
M Isik Isik
'-1{'/,%/
Aligtirma stireci Deney siiresi
>
6-8 haftalik 4 giin 7 giin Diseksiyon

Sekil 3.1. Deney modelinin sematik tasarimi

Bir haftalik deney siiresinin sonunda fareler diseke edilerek uterus dokular1 izole

edildi. Deneklerin sag uterus boynuzu histolojik analiz ve immiinofloresan boyama

yapmak tizere fiksatif icerisine alinirken, sol uterus dokusu kantitatif ger¢cek zamanl

polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PZR) yonteminde kullanilmak tizere izole edildi (Sekil

3.2)
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Sekil 3.2. Calisma dizayni

3.2. Doku takibi, Hematoksilen ve Eozin Boyama ve Morfolojik Degerlendirmeler

izole edilen fare uteruslar;, nétral buffer formalin soliisyonunda (Formalin,
Tamponlu, %10 (FosfatTampon), Fisher Scientific, SF100-4) 12 saat inkiibe edilerek
fikse edildi. Fiksasyonu takiben uterus dokular1 akan ¢esme suyunda yikandi. Dokular
dehidratasyon igin artan alkol serilerinden (%70, %80, %90 ve %100) gegirilerek 3 kez
10’ar dakika ksilen igerisinde seffaflagtirildi. Daha sonra 3 kez 1’er saat parafin
infiltrasyonu yapilan dokular temiz parafin igerisine dik olarak gémiildii (Leica, EG
1160).

Parafine gomiilmiis uterus dokularindan mikrotom (Leica, RM 2245) ile 5 pm'lik
histolojik kesitler alindi. Uterus morfolojisini degerlendirmek amaciyla alinan kesitlerin
bir kism1 hematoksilen ve eozin ile boyandi. Kesitler, parafini uzaklastirmak amaciyla
60°C'lik etiivde 40 dakika inkiibe edildi ve ardindan ksilen igerisinde 2 kez 20 dakika
bekletildi. Daha sonra kesitler azalan alkol serisinden (%2100, %96, %90, %80 ve %70)
gecirildi. Rehidratasyondan sonra kesitler distile su ile yikandi ve hematoksilen (Gill's
hematoxylin No.3, Bio-Optica, 05-06015/L) ile 2 dakika boyandi. Kesitler daha sonra
akan ¢esme suyunda yikanarak eozin (Eosin Y Alkol Soliisyonu, Bio-Optica, 05-
10003/L) boyasi igerisinde 1 dakika inkiibe edildi. Boyamanin ardindan kesitler 2 dakika
yikanarak artan alkol serisi ile dehidrate edilerek, ksilende 40 dakika inkiibe edildi. Son
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olarak kesitler, ksilen bazli kapatma soliisyonu (Bio Mount HM, Bio-Optica, 05-
BMHMS500) kullanilarak lamel ile kapatildi.

Gruplar arasindaki morfolojik farkliliklar1 géstermek igin, rastgele olarak her
gruptan 5 farkli bloktan alinan kesitlerde uterus liimeni genisligi, miyometriyum kalinlig1,
endometriyum kalinligi, epitel kalinlig1 ve bez sayis1 3 farkli alanda yapilan 6l¢iimlerin

ortalamasi alinarak ve ImagelJ programi kullanilarak degerlendirildi.

3.3. Immiinofloresan Boyama

Parafin bloklardan poli-L-Lizin lamlar iizeine alinan 5 um kalinligindaki kesitler,
60°C’deki etiivde 30 dakika inkiibe edildi. Ardindan ksilende 2 kez 20 dakika bekletilerek
azalan alkol serisinden (%2100, %90, %80 ve %70) gecirilerek rehidrate edildi. Kesitler
once distile su ile ardindan PBS (Phosphate Buffer Saline, pH:7.2-7.4) ile yikandi.
Antijen kazanimi igin, tim Kesitler sitrat tamponu (10 mM, pH 6.0) igerisinde
mikrodalgada (yaklasik 600 Watt) kaynatildi. Ardindan oda sisinda sogumaya birakildi.
Bu islem iki kez tekrar edildikten sonra kesitlerin ¢evresi hidrofobik bariyer kalemi
(Liquid Blocker, Super Pap Pen) ile ¢izildi. Sonra lamlar PBS ile 3 kez 5 dakika yikandi.
Bloking i¢in %5 normal kegi serumu (0.1%Triton-X-PBS) (Normal Keg¢i Serumu,
Chemicon International, S26-100mL) hazirlanarak kesitler oda 1sisinda 1 saat inkiibe
edildi. Ardindan kesitler bloklama soliisyonu icerisinde hazirlanan primer antikor ile
(anti-TERT (ThermoFhisher Scientific, #PA5-11446; 1:100 diliisyon), YAP (Cell
Signalling, #1A12-12395, 1:100 diliisyon), TEAD4 (Abcam, #ab97460, 1:100 diliisyon),
PER2 (PER2 Polyclonal Antibody, Abcam #ab180655, 1:100 diliisyon) +4°C'de gece
boyu inkiibe edildi. Ardindan TBS-T (1L TBS iginde 1000 ul tween) ile 3 kez 5 dakika
stireyle yikanarak bloklama soliisyonunda hazirlanan sekonder anti-rabbit IgG H&L
(Alexa Flour 488) (Abcam, #150077, 1:750 diliisyon) ile oda 1sisinda 1,5 saat inkiibe
edildi. Daha sonra ¢ekirdek boyamasi i¢in DAPI’li kapama mediumu (Sigma, F6057) ile
kapatilarak konfokal mikroskopta goriintiilendi (Zeiss, LSM780).

3.4. Kantitatif Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PZR)
Sirkadiyen ritm genlerinin mRNA seviyelerini gostermek i¢in qRT-PZR yontemi

uygulandi.
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3.4.1. RNA izolasyonu

gRT-PZR yontemi igin, diseke edilen uterus dokulari 300 pL lizis tamponu
icerisine alindi. Homojenizasyonun ardindan ependoflar 100 pL aktivasyon tamponu ile
30 saniye yikandi ve 10,000xg'de santrifiij edildi. Ardindan 6rnek silipernatantini igeren
ependorfa 300 pL izopropanol eklendi. Filtreli ependorfun dibine ¢oken aktivasyon
bufferi bosaltildiktan sonra, izo-propanol ilave edilen 6rnekler eppendorfa aktarildi ve 30
saniye 10.000 g'de santrifiij edildi. Filtreli ependorfun altinda kalan kisim atildi, 6rnek
RNA'lar bu agsamada filtrede kaldi. RNA igeren filtreli ependorflar 700 uL birincil yikama
soliisyonu ile 30 saniye yikanarak 10.000xg'de santrifiij edildi. Filtrenin altinda kalan
ependorf bosaltildi. Filtrenin {izerine 700 pl sekonder yikama soliisyonu eklendi ve 30
saniye bekletildi. Ardindan 10.000 g'de santrifiij edilerek filtre altindaki tiip bosaltildi.
Daha sonra fitreli boliim yeni bir tiipe aktarilarak iizerine 40 pl eliisyon tamponu filtrenin
merkezine gelecek sekilde eklendi ve 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Ardindan
10.000 g'de 1 dakika santrifiij edilerek RNA'larin tiipte toplanmasi saglandi. Elde edilen
RNA o6rnekleri 20°C'de saklandi.

3.4.2. cDNA sentezi

Orneklerden izole edilen RNA'lardan RNA 6lgiimii yapildi, belirlenen miktarda
RNA-template, 0.5 pL OIligo-DT ve su karisimi hazirlandi. 70°C'de 10 dakika
denatiirasyon islemine tabi tutuldu. cDNA eldesi i¢in hazirlanan karisimin igerigi Tablo
1'de verilmistir. gRT-PCR reaksiyonu i¢in kullanilan soliisyonlar ve miktarlart Tablo
2'de verilmistir. PZR reaksiyon dongiileri Tablo 3'te verilmistir. Reaksiyonlarda

kullanilan primer dizileri Tablo 4'te verilmistir.
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Tablo 1. cDNA eldesi igin hazirlanan karigimim igerigi

Bilesen Reaksiyon basina hacim (nL)

SCRIPT RT Buffer 4
dNTP Mix 1
DTT Stock Solution 1
RNase inhibitor 1

SCRIPT Reverse e
Transcriptase '

RNase-free Water 25

Toplam hacim 10 pl mix

Tablo 2. gRT-PZR deneylerinde kullanilan karisimin igerigi
Maxima SYBR Green qPCR Master Mix (2x) 5 ul

PCR Grade Water 3.5ul
Forward Primer 0.5 ul
Reverse Primer 0.5 ul
Ornek DNA 1 ul

Bu islem sonucunda elde edilen mix soliisyonunun 10 pL'si 10 pL numune RNA
ile karistirildi. Ardindan 6rnekler 50°C'de 45 dakika, 42°C'de 10 dakika PCR cihazinda

inkiibe edildi. cDNA sentezi islemi tamamlandiktan sonra 6rnekler -20°C'de saklandi.
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Tablo 3. gRT-PZR reaksiyonunda kullanilan sicaklik degerleri ve stireleri

Derece (Duration

Adimlar Dongii sayis1
(sec))

Baslangic

8 95°C (30) 1
Denatiirasyon
Denatiirasyon 95°C (15)
Annealing 53°C (20)

45

Extension (Uzama) 60°C (20)

Tablo 4. gRT-PZR deneylerinde kullanilan primerler

Gen Primer Primer dizileri

CLOCK Forward CTTCCTGGTAACGCGAGAAAG
Reverse GTCGAATCTCACTAGCATCTGAC

CRY1 Forward CTGGCGTGGAAGTCATCGT
Reverse CTGTCCGCCATTGAGTTCTATG

BMAL1 Forward CCAAGAAAGTATGGACACAGACAAA
Reverse GCATTCTTGATCCTTCCTTGGT

PER?2 Forward GAAAGCTGTCACCACCATAGAA
Reverse AACTCGCACTTCCTTTTCAGG

YAP1 Forward CGCTCTTCAACGCCGTCA
Reverse AGTACTGGCCTGTCGGGAGT

TEADA4 Forward GGACACTACTCTTACCGCATCC
Reverse TCAAAGACATAGGCAATGCACA

P-ACTIN Forward ATAGCACAGCCTGGATAGCAACGTAC
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MTERT

Reverse

Forward

Reverse

CACCTTCTACAATGAGCTGCGTGTG

CCTGCGGCCCATTGTGAAC

GTGGACTTGGCCTTGGCTATCTCT
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4. BULGULAR

4.1. Kontrol ve Sirkadiyen Ritmin Bozuldugu Deney Grubunda Fare Uterus
Dokularinin Morfolojik ve Histolojik Olarak Degerlendirilmesi

Bir hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/karanlik dongiistinde tutulan kontrol grubu
ve 1 hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/aydinlik dongiisiinde tutulan sirkadiyen ritmin
bozuldugu deney grubundan elde edilen uterus kesitlerine rutin H-E boyama yapildiktan
sonra kesitler 151k mikroskobu ile degerlendirildi (Sekil 4.1).

Kontrol grubu uterus kesitlerinde, uterusun endometriyum, miyometriyum ve
perimetriyum tabakalar1 belirgin olarak belirlendi. Uterus liimeninin tek katli prizmatik
epitel ile doseli oldugu, endometriyum tabakasindaki uterinal bezler ve uterinal damar

yapilari belirgin olarak gézlemlendi (Sekil 4.1).

Sirkadiyen ritmin 1 hafta siirekli 151k maruziyeti ile bozuldugu grupta, kontrol
grubuna benzer olarak uterusun ii¢ tabakasi belirgin olarak ayirtedilebilir sekilde

gozlendi.

Uterusun luminal epitelinin kalinligi, bez sayisi, endometriyum kalinligi,
miyometiyum kalinligi, damar ¢ap1 ve liimen ¢ap1 kontrol ve deney gruplari arasinda
karsilastirildi (Sekil 4.2). Sirkadiyen ritmin bozuldugu deney grubunda uterus liimeninin
capmin azaldigi, endometriyum ve miyometriyum tabakalarinin kalinliginin azaldigs,
damar liimeni ¢apinin artt1g1, liimen epitelinin boyunun azaldig1 ve endometriyal bezlerin

sayisinin artt1g1 belirlendi.
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Uterus epiteli Uterinal bez Uterinal damar

KONTROL

Uterus epiteli Uterinal bez Uterinal damar

Sekil 4.1. Bir hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/karanlik dongiisiinde tutulan kontrol
grubu ve 1 hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/aydinlik dongiisiinde tutulan sirkadiyen
ritmin bozuldugu deney grubundan elde edilen uterus kesitlerinde uterus limen epiteli,
uterinal bezler ve uterinal damar yapilart H-E boyama ile gosterilmistir. Siyah oklar
uterus liimenini, yesil oklar uterinal bezleri, sar1 oklarla ise uterinal damarlar

gostermektedir. (Objektif: 40x, 50 um).
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Sekil 4.2. Kontrol ve deney grubu arasinda uterus dokularimin morfolojik olarak
degerlendirilmesi. Gruplar arasinda (A) Liimen ¢ap1, (B) Endometriyum kalinligi, (C)
Miyometriyum kalinligi, (D) Damar limen c¢api, (E) Liimen epitel kalinligi ve (F)
Endometriyal bez sayisinin degerlendirme grafikleri gosterilmektedir. Hesaplamalar
ImageJ ve GraphPad programlar1 kullanilarak yapildi. Gruplar, student’s t testi ile
istatistiksel olarak degerlendirildi. (p<0.05) anlamli olarak kabul edildi.
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4.2. PER2 Lokalizasyonunun immiinofloresan Yontem ile Gosterilmesi

Sirkadiyen ritim bozulmasini degerlendirmek i¢in, bir hafta boyunca 12:12 saat
aydinlik/karanlik dongiisiinde tutulan kontrol grubu ve 1 hafta boyunca 12:12 saat
aydinlik/aydinlik dongiisiinde tutulan sirkadiyen ritmin bozuldugu deney grubundan
alman kesitlerde, sirkadiyen ritim geni olan PER2 (Period Circadian Regulator 2)
lokalizasyonu degerlendirildi. Sirkadiyen ritim bozulmasini gostermek amaciyla igin
PER2 antikoru kullanilirken, ¢ekirdek boyamasi i¢in DAPI kullanildi ve elde edilen

goriintiiler konfokal mikroskop altinda incelenmistir.

Uterus dokularinda uterus liimen epiteli, uterinal bezler ve uterinal damarlar
incelendi. Genel olarak kontrol ve deney grubunda uterus dokusunda PER2
ekspresyonunun liimen epitelinde, bez epitelinde ve damarlarin endotel hiicrelerinde
oldugu belirlendi. Gruplar arasinda PER2’nin ekspresyonu degerlendirildiginde, 1 hafta
boyunca 12:12 saat aydinlik/aydinlik dongiisiinde tutulan sirkadyen ritmin bozuldugu
deney grubunda PER2 ekspresyonunun kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli derecede azaldig1 gozlendi (Sekil 4.3., Sekil 4.4.). PER2 sirkadiyen ritmin en
onemli genlerinden birisidir ve PER2’nin ekspresyonun azalmasi, 1 hafta boyunca
stirekli 1518a maruz birakilan hayvanlarda sirkadiyen ritmin bozuldugunu géstermektedir

(Sekil 4.5.).
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Sekil 4.3. Bir hafta boyunca 12:12 saat aydimnlik/karanlik dongiisiinde tutulan kontrol
grubu uterus dokusunda immiinofloresan boyama ile PER2 lokalizasyonu gosterilmistir.
PERZ2: turuncu renk, DAPI: beyaz renk. Uterus liimen epiteli beyaz oklarla, uterinal bez

yapilar yesil oklarla, uterinal damarlar ise sar1 oklarla gdsterilmistir.
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Sekil 4.4. Bir hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/aydinlik dongiisiinde tutulan sirkadiyen
ritmin bozuldugu deney grubundan elde edilen uterus kesitlerinde PER2 lokalizasyonu
gosterilmistir. PER2: turuncu renk, DAPI: beyaz renk. Uterus liimen epiteli beyaz
oklarla, uterinal bez yapilar1 yesil oklarla, uterinal damarlar ise sar1 oklarla gosterilmistir.
Uterus liimen epitelinde, uterinal bez yapisinda ve uterinal damarda PER2
ekspresyonunun azaldigi goriilmektedir. Kiigiik resimler, negatif kontrol boyamasini

gostermektedir.
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Sekil 4.5. Kontrol ve deney gruplarinda PER2 ekspresyonunun degerlendirilmesi
gosterilmistir. Hesaplamalar ImageJ ve GraphPad programlart kullanilarak yapildi.

Gruplar, student’s t testi ile istatistiksel olarak degerlendirildi. (p<0.05) anlamli olarak
kabul edildi.

4.3. Sirkadiyen Ritim Bozulmasinda Hippo Sinyal Yolagi Proteinlerinden YAP1 ve

TEADA#’iin Lokalizasyonunun immiinofloresan Yéntem ile Belirlenmesi

Sirkadiyen ritim bozulmasmim Hippo sinyal yolagi {iizerindeki etkilerini
degerlendirmek amaciyla Hippo sinyal yolagi komponentlerinden olan YAP1 ve
TEADA4’lin lokalizasyonlar1 incelendi. Uterus dokusunun tiim bilesenlerinde her iki

proteinin de eksperesyonu gézlemlendi.

YAPI ve TEAD4 ekspresyonlart uterusun liimen epiteli, uterinal bez epiteli ve
uterinal damarlarin endotel hiicrelerinde degerlendirildi. YAPL (Sekil 4.6, Sekil 4.7) ve
TEAD4 (Sekil 4.8., Sekil 4.9.) ekspresyonlart hiicrelerin hem ¢ekirdek hemde
sitoplazmasinda belirlendi. YAP1 (Sekil 4.6, Sekil 4.7) ve TEAD4 (Sekil 4.8., Sekil
4.9.)ekspresyonlarinin uterusun liimen epitelinde yogun olarak eksprese oldugu
gozlendi. Gruplar arasindaki YAP1 ve TEAD4 ekspresyonlart karsilastirildiginda,
kontrol grubuna kiyasla 1 hafta siirekli 151k maruziyeti uygulanan sirkadiyen ritmin
bozuldugu grupta YAP1 ve TEAD4’iin daha yogun bir sekilde eksprese oldugu gosterildi
(Sekil 4.10).
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Bulgularimiz  YAP1 ve TEAD4 aktivasyonunun anlamli sekilde arttig

yoniindedir ve ayrica bu artis istatistiksel olarakda gosterildi (Sekil 4.10)

DAPI YAP1 DAPI /| YAP1

Uterus epiteli

Uterinal bez

Uterinal damar

Sekil 4.6. Bir hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/karanlik dongiistinde tutulan kontrol
grubu uterus dokusunda immiinofloresan boyama ile YAPL ekspresyonu konfokal
mikroskop ile goriintiilenmistir. YAP1: Turkuaz renk, DAPI: beyaz renk. Beyaz oklar
liimen epitelini, yesil oklar uterinal bezleri, sar1 oklar ise uterinal damarlari
gostermektedir. Uterus epitel yapisi, uterinal bez ve uterinal damarlar gosterilmistir.
Uterinal epitel ve bez 40x objektif ile goriintiilenmistir. Damar yapilar1 63x objektif ile

goriintlilenmistir.
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Sekil 4.7. Bir hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/aydinlik déngiisiinde tutulan sirkadiyen
ritmin bozuldugu deney grubundan elde edilen uterus kesitlerinde YAPL ekspresyonu
konfokal mikroskop ile goriintiilenmistir. Ozellikle uterus liimen epitelinde YAP1
ekspresyonunun yogun oldugu gosterilmistir. YAPL: Turkuaz renk, DAPI: beyaz renk.
Beyaz oklar liimen epitelini, yesil oklar uterinal bezleri, sar1 oklar ise uterinal damarlar1
gostermektedir. Uterus epitel yapisi, uterinal bez ve uterinal damarlar gosterilmistir.
Uterinal epitel ve bez 40x objektif ile goriintiilenmistir. Damar yapilar1 63x objektif ile

goriintiilenmistir.
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Sekil 4.8. Bir hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/karanlik dongiisiinde tutulan kontrol
grubu uterus dokusunda immiinofloresan boyama ile TEAD4 ekspresyonu konfokal
mikroskop ile goriintiilenmistir. TEADA4: kirmizi renk, DAPI: beyaz renk. Beyaz oklar
limen epitelini, yesil oklar uterinal bezleri, sar1 oklar ise uterinal damarlar
gostermektedir. Uterus epitel yapisi, uterinal bez ve uterinal damarlar gosterilmistir.
Uterinal epitel ve bez 40x objektif ile goriintiilenmistir. Damar yapilar1 63x objektif ile

goriintiilenmistir.
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Sekil 4.9. Bir hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/aydinlik dongiisiinde tutulan sirkadiyen
ritmin bozuldugu deney grubundan elde edilen uterus kesitlerinde TEAD4 ekspresyonu
konfokal mikroskop ile goriintiilenmistir. Ozellikle uterus liimen epitelinde TEAD4
ekspresyonun daha yogun oldugu gosterilmistir. TEAD4: kirmizi renk, DAPI: beyaz
renk. Beyaz oklar liimen epitelini, yesil oklar uterinal bezleri, sar1 oklar ise uterinal
damarlar1 gostermektedir. Uterus epitel yapisi, uterinal bez ve uterinal damarlar
gosterilmistir. Uterinal epitel ve bez 40x objektif ile goriintiilenmistir. Damar yapilari

63x objektif ile goriintiilenmistir.
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Sekil 4.10. Kontrol ve deney gruplar1 arasinda YAP1 ve TEAD4 ekspresyonunun
degerlendirilmesi. (A) YAP1 ekspresyonu deney grubunda kontrole kiyasla anlamli
derecede artmistir. (B) TEAD4 ekspresyonu deney grubunda kontrole kiyasla anlamli
derecede artmistir. Hesaplamalar ImageJ ve GraphPad programlari kullanilarak yapildi.

Gruplar, student’s t testi ile istatistiksel olarak degerlendirildi. (p<0.05) anlamli olarak
kabul edildi.

4.4. Sirkadiyen Ritim Bozulmasinda mTERT Lokalizasyonunun Degerlendirilmesi

mTERT, kromozomlarin ucunu uzatan ve kromozomal stabiliteyi koruyan,
hiicresel oOliimsiizlesme ve tiimor olusumu ile sonuglanan telomerazin 6nemli bir
bilesenidir. Sirkadiyen ritimlerdeki kusurlar yaglanma veya yaglanmaya bagh
hastaliklarla iliskilendirilmistir. Tez ¢aligmamizda, sirkadiyen ritim bozulmasinda
uterustaki telomeraz aktivitesini belirlemek amaciyla mMTERT ekspresyonunu

immiinofloresan yontem ile gdstermeyi amacladik.

Bir hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/karanlik déngiisiinde tutulan kontrol grubu
ve bir hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/aydinlik dongiisiinde tutulan sirkadiyen ritmin
bozuldugu deney grubundan elde edilen uterus kesitlerinde MTERT ekspresyonu
degerlendirildi. Kontrol grubunda mTERT lokalizasyonu uterus epiteli, bez epiteli ve
damarlarin endotel hiicrelerinde hem sitoplazmada hem de cekirdekte goriildii (Sekil
4.11). Buna karsin sirkadiyen ritmin bir hafta siirekli 151k ile bozuldugu grupta mTERT’in
sadece cekirdeklerde lokalize oldugu gozlemlendi (Sekil 4.12). Buna ek olarak, deney
grubunda sirkadiyen ritim bozulmasinin mTERT ekspresyonunun azalmasina neden

oldugu belirlendi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.11. Bir hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/karanlik dongiisiinde tutulan kontrol
grubu uterus dokusunda immiinofloresan boyama ile mTERT ekspresyonu konfokal
mikroskop ile goriintilenmistir. MTERT mor renkle hem sitoplazmada hem de
cekirdekte, ¢ekirdek boyamasi ise DAPI ile beyaz renkle gosterilmistir. Uterus epitel
yapist, uterinal bez ve uterinal damarlar gosterilmistir. Beyaz oklar liimen epitelini, yesil
oklar uterinal bezleri, sar1 oklar ise uterinal damarlar1 gostermektedir. Uterus epiteli ve
bez i¢in 40x objektifle goriinteleme yapilmistir. Damar yapilar1 63x objektifte
¢ekilmistir.
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Uterus epiteli

Uterinal bez

Uterinal damar

Sekil 4.12. Bir hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/aydinlik dongiisiinde tutulan sirkadiyen
ritmin bozuldugu deney grubundan elde edilen uterus kesitlerinde mTERT ekspresyonu
konfokal mikroskop ile gosterilmistir. mTERT mor renkle ¢ekirdekte lokalize olmustur,
cekirdek boyamasi ise DAPI ile beyaz renkle gosterilmistir. Uterus epitel yapisi, uterinal
bez ve uterinal damarlar gosterilmistir. Ozellikle uterus liimen epitelinde mTERT
ekspresyonun daha fazla oldugu gosterilmistir. Uterus epiteli ve bez igin 40x objektifle
yapilmustir. Damar yapilar1 63x goriintiilemede ¢ekilmistir. Beyaz oklar liimen epitelini,

yesil oklar uterinal bezleri, sar1 oklar ise uterinal damarlar1 géstermektedir.
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Sekil 4.13. Kontrol ve deney gruplarinin mTERT ekspresyonunun degerlendirilmesi.
mTERT ekspressyonu deney grubunda kontrole kiyasla anlamli sekilde azalmistir.
Hesaplamalar ImageJ ve GraphPad programlari kullanilarak yapildi. Gruplar, student’s t
testi ile istatistiksel olarak degerlendirildi. (p<0.05) anlamli olarak kabul edildi.

4.5. Uterus Dokularinda Sirkadiyen Ritim Genlerinin mRNA Seviyesinde

Gosterilmesi

Bir hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/karanlik dongiistinde tutulan kontrol grubu
ve bir hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/aydinlik dongiisiinde tutulan sirkadiyen ritmin
bozuldugu deney grubundan elde edilen uterus dokularinda BMAL1, CLOCK, PER2 ve
CRY1 gen ekspresyonlart JRT-PZR yontemi kullanilarak mRNA diizeyinde gosterildi.

Kontrol ve siirekli 1s1k ile sirkadiyen ritmin bozuldugu gruptan elde edilen uterus
orneklerinde PER2’nin mRNA seviyesindeki ekspresyonun anlamli bir farklilik
gostermedigi gosterildi. Ayni sekilde sirkadiyen ritmin 6nemli genlerinden olan CLOCK

ve BMAL1 i¢cin de mRNA diizeyinde gruplar arasinda anlaml bir farklilik gortilmedi.

Kontrol ve siirekli 151k ile sirkadiyen ritmin bozuldugu gruplar
karsilastirildiginda, CRY1 ekspresyonunun deney grubunda kontrole kiyasla anlamli bir

artig gosterdigi belirlendi (Sekil 4.14.)
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Sekil 4.14. Bir hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/karanlik dongiisiinde tutulan kontrol
grubu ve bir hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/aydinlik dongiisiinde tutulan sirkadiyen
ritmin bozuldugu deney grubundan elde edilen uterus dokularinda BMALI1, CLOCK,
PER2 ve CRY1 gen ekspresyonlar1 qRT-PZR yontemi kullanilarak mRNA diizeyinde
gosterilmesi. (A) CLOCK, (B) BMAL1, (C) CRY1 ve (D) PER2 genlerinin mRNA
seviyesinde ekspresyonunun belirlenmesi. Hesaplamalar ImageJ ve GraphPad
programlart kullanilarak yapildi. Gruplar, student’s t testi ile istatistiksel olarak

degerlendirildi. (p<0.05) anlamli olarak kabul edildi.

4.6. Uterus Dokularinda Hippo Sinyal Yolagi mRNA Seviyesinde Gosterilmesi

Sirkadiyen ritim bozulmasimin Hippo sinyal yolag: ile olan iliskisini mRNA
seviyesinde goéstermek amaciyla uterus dokularinda YAP1 ve TEAD4 ckspresyonlari
MRNA diizeyinde gosterildi. Yapilan degerlendirmeler ile bir hafta siirekli 1518a maruz

kalan deney grubunda YAP1 ve TEAD4 ekspresyonlariin azaldigi belirlendi (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Bir hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/karanlik dongiisiinde tutulan kontrol
grubu ve bir hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/aydinlik dongiisiinde tutulan sirkadiyen
ritmin bozuldugu deney grubundan elde edilen uterus dokularinda YAP1 ve TEAD4 gen
ekspresyonlart qRT-PZR yontemi kullanilarak mRNA diizeyinde gosterilmesi. (A6
YAP1 (B) TEAD4 genlerinin mRNA seviyesinde ekspresyonunun belirlenmesi.
Hesaplamalar ImageJ ve GraphPad programlari kullanilarak yapildi. Gruplar, student’s t
testi ile istatistiksel olarak degerlendirildi. (p<<0.05) anlamli olarak kabul edildi.

4.7. Sirkadiyen Ritim Bozulmasinda mTERT Ekspresyonunun mRNA Seviyesinde
Gosterilmesi

Bir hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/karanlik dongiisiinde tutulan kontrol grubu
ve bir hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/aydinlik dongiisiinde tutulan sirkadiyen ritmin
bozuldugu deney grubundan elde edilen uterus dokularinda mTERT gen ekspresyonu

gRT-PZR yontemi kullanilarak mRNA diizeyinde gosterildi.

Kontrol ve siirekli 151k ile sirkadiyen ritmin bozuldugu gruptan elde edilen uterus
orneklerinde mMTERT ekspresyonu karsilastirildiginda, sirkadiyen ritmin bozuldugu

grupta mTERT ekspresyonunun azaldigi degerlendirildi (Sekil 4.16.)
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Sekil 4.16. Bir hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/karanlik dongiisiinde tutulan kontrol
grubu ve bir hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/aydinlik dongiisiinde tutulan sirkadiyen
ritmin bozuldugu deney grubundan elde edilen uterus dokularinda mTERT gen
ekspresyonunun (RT-PZR yontemi ile mRNA diizeyinde gosterilmesi. mTERT
ekspresyonu deney grubunda kontrol grubuna kiyasla azalma gostermistir. Hesaplamalar
ImageJ ve GraphPad programlart kullanilarak yapildi. Gruplar, student’s t testi ile
istatistiksel olarak degerlendirildi. (p<0.05) anlaml1 olarak kabul edildi.
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5. TARTISMA

Sirkadiyen ritim, insanlar da dahil olmak {izere tim memelilerde bir¢ok fizyolojik
fonksiyonu koordine eder. Disi iireme sistemi, merkezi sirkadyen sistem tarafindan
diizenlenmektedir. Memelilerde sirkadiyen ritim; hipotalamusun 6n kisminda bulunan
suprakiazmatik cekirdek haricinde pankreas, karaciger, kas, bobrek, yag dokusu,
ovaryum ve uterus gibi diger organlar tarafindan da diizenlenmektedir (150, 151).
Sirkadiyen ritim; uyku, bilissel fonksiyonlar, gen ekspresyonlari, metabolik
diizenlemeler, hormon iiretimi/salinim1 ve implantasyon gibi fizyolojik siireglerde kadin
tireme sagligi agisindan biiyiik 6neme sahiptir (152). Yapilan arastirmalar ile sirkadiyen
ritim genlerinin senkronizasyonunun iireme basarisi igin kritik oldugu gosterilmistir (52,
153, 154). Gece vardiyasinda g¢alisan kadinlar iizerinde yapilan ¢alismalarda, ekstra
maruz kalinan yapay 1s181n sirkadiyen ritmi bozarak ovulasyonda ve menstruyal siklusta
diizensizliklere neden oldugu, tireme fonksiyonunu azalttigi, tekrarlayan gebelik
kayiplarina yol acarak gebelik oranlarin1 diisiirdiigii ve fetusta diisiik dogum agirligina
sebep oldugu gosterilmistir (155, 156). Isik ve karanlik dongiisiinde meydana gelen
herhangi bir bozuklugun, annenin uyku diizenini, embriyo gelisiminin erken asamalarini,
fetiisiin gelisimini ve dogum sonras1 kilo alimini etkileyebilecegi de 6ne siiriilmiistiir.
Bunun aksine, tekrarlayan i1sik/karanlik degisimi veya jetlag benzeri durumlarin, disi
farelerde uterus reseptivitesi iizerinde herhangi bir etkisinin olmadigin1 gosteren

calismalar da mevcuttur (65, 157, 158).

Hippo sinyal yolagi; hiicre c¢ogalmasi, apoptoz ve kok hiicrelerin kendi
kendilerini yenileme mekanizmasini diizenleyerek organ biiyiikliigiiniin belirlenmesinde
rol alan, evrimsel siire¢ boyunca korunmus bir sinyal yolagidir (159, 160). Bunun yani
sira, Hippo sinyal yolaginda meydana gelebilecek regiilasyon hatalarinin kanser
gelisimine neden olabilecegi gosterilmistir. Literatiirde sirkadiyen ritim ile Hippo sinyal
yolagi bilesenlerinin iliskisini gosteren ¢aligmalar mevcuttur (161-163). Yaslanmayla
iliskili telomeraz aktivitesinin diizenlenmesinde birgok sistem etkilidir. insanlarda
yaslanma stirecinin sirkadiyen ritim ile iligkili oldugu daha 6nce yapilan ¢aligmalar ile
gosterilmistir (164). Ancak sirkadiyen ritim ve telomer arasindaki etki mekanizmalari ve
potansiyel islevleri hala belirsizligini korumaktadir. Tez projemizde tim bu literatiir
bilgileri 1s181nda, sirkadiyen ritim ile uterus arasindaki iliskinin Hippo sinyal yolag1 ve
telomeraz aktivitesi ile baglantili olabilecegini ortaya koymayi amacladikSirkadiyen

ritmin 1 hafta 151k maruziyeti ile bozuldugu farelerin ovaryumlar: incelendiginde, total
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folikiil sayisinin azaldigi belirlenmistir. Buna ek olarak folikiiler gelisimde 6nemli bir
role sahip olan mTOR protein ekspresyonu seviyesinde de azalmaya neden oldugu
gosterilmistir (165, 166). 2022 yilinda Das ve arkadaslarmin yaptigi bir ¢alismada,
sirkadiyen ritmi bozulmus farelerin uterus liimen epitelinde ve endometriyum
tabakasinda kalinlagsma oldugu belirlenmistir (167). Ayrica ¢aligmada sirkadiyen ritmin
bozulmasi ile endometriyum kalinliginda belirlenen artisin, ilerleyen siiregte kontrol
grubuna yaklastig1 bildirilmistir. Bu sonuglar siirekli 1s18a maruz kalmanin belirli bir siire
sonunda hayvanlar i¢in normalizasyona ulastigin1 gostermektedir (167). Biz de
calismamizda, endometriyumun liimen epiteli kalinligimmin deney grubunda kontrol
grubuna kiyasla azaldigini belirledik. Buna ek olarak, miyometriyum kalinligi, bez
sayisi, limen capini degerlendirdigimizde, bez sayist ve liimen c¢apmin arttiini,
miyometriyum kalinliginin azaldigini, endometriyum kalinlig1 ve damar liimeni ¢apinda

ise anlamli bir farklilik olmadigin1 belirledik.

Tez c¢alismamizda, Per2 lokalizasyonunu uterus limen epitel hiicrelerinde,
uterinal bez epitelinde ve uterinal damar endotelinde gosterdik. Per2 proteinin
immiinofloresan yogunlugunun deney grubu uterus dokularinda kontrol grubuna kiyasla
azaldigini belirledik. Calismamiz sonucunda elde ettigimiz Per2 immiinofloresan ve qRT-
PZR wverileri degerlendirildiginde, Per2’nin mRNA diizeyinde degigsmezken protein
diizeyinde degisiklik gostermesi, bize 1 hafta 151k maruziyetinin sirkadiyen ritim genleri
tizerinde transkripsiyonel seviyede degil, translasyonel diizeyde etkili olabilecegini

distindiirmektedir.

Hippo sinyal yolagi, Drosophila melanogaster'den memelilere kadar evrimsel
olarak korunmus bir sinyal yolagidir. Hippo sinyal yolagi esas olarak bir kinaz kaskadi,
DNA baglama kompleksleri ve transkripsiyon koaktivatorlerinden olugmaktadir (168).
Hippo sinyal yolagi aktif oldugunda, LATS1/2 kinazlar tarafindan YAP ve TAZ'n
fosforilasyonu gergeklesir ve YAP/TAZ’in sitoplazmada kalmasini saglar (169-171).
Hippo sinyali hiicrelerde inaktif oldugunda YAZ/TAZ fosforile edilir ve hiicre
cekirdegine gecisi saglanir. YAP/TAZ 1n hiicre cekirdegine gecisi TEAD ve SMAD
genleri gibi onkojenik transkripsiyon faktorler ile birlikte onkogenlerin de
transkripsiyonunu tesvik edebilir (172). Ayrica, Hippo sinyal yolagindaki bozukluklar
neoplaziye ve anormal hiicre biiylimesine neden olur (173). Endometriyal stromal

hiicreler basarili bir implantasyon i¢in olduk¢a
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onemlidir ve Hippo sinyal yolagi bilesenlerini gosteren bir ¢alismada, endometriyal
stromal hiicrelerde ve desiduada YAP ekspresyonu belirlenmistir (134). YAP, insanda
desidual tabakada eksprese edilir ve ekspresyon seviyesinin gebe olmayan kadinlarin
endometriyal stromal hiicrelerine kiyasla desidual hiicrelerde daha yiiksek oldugu
belirlenmistir (134). Uterus, dstrojen ve progesteron tarafindan indiiklenen endometriyal
hiicre proliferasyonu ve desidualizasyon dahil olmak iizere dinamik degisikliklere
ugramaktadir. Anjiyogenezi, hiicre proliferasyonunu, farklilasmayr ve apoptozu
diizenledigi bilinen Hippo sinyal yolaginin uterusun dongiisel degisiklikleri sirasinda
neden oldugu olaylar yapilan ¢alismalar ile gdsterilmistir. Song ve arkadaslar1 saglikli
kadinlara ait endometriyum ile endometriyozlu kadimnlara ait eutopik ve ektopik
endometriyum Orneklerini kullandiklart ¢alismalarinda normal endometriyuma kiyasla
eutopik ve ektopik endometriyumlarda YAP1 ekspresyonunun arttigini, fosforile YAP1
(pYAP)’m ise azaldigin1 gostermislerdir (136). Tez ¢alismamizda; sirkadiyen ritmin 1
hafta boyunca siirekli 151k maruziyeti ile bozulmasi sonrasinda Hippo sinyal yolag: ko-
aktivatorleri olan YAP1 ve TEAD4 ekspresyonlar1 fare uterusunda immiinofloresan ve
gRT-PZR yoéntemi ile belirlenmistir. YAP1 ve TEAD4 ekspresyonlar1 endometriyumun
liimen epiteli, uterinal bez epiteli ve uterinal damar endotelinde, hiicrelerin ¢ekirdek ve
sitoplazmalarinda belirlendi. Genel olarak YAP1 ve TEAD4’iin endometriyal epitel
hiicrelerinde yogun bir sekilde eksprese oldugu gozlendi. Deney grubundaki YAP1 ve
TEAD4 proteinlerinin  immiinofloresan  yogunluklarin1  kontrol — grubu ile
karsilastirdigimizda, sirkadiyen ritmin bozuldugu uterusta YAP1 ve TEAD4
ekspresyonun daha fazla oldugu degerlendirildi. Kontrol ve deney gruplarindan elde
dilen uterus dokularinda YAP1 ve TEAD4 ekspresyonlarini degerlendirdigimizde,
gruplar arasinda mRNA diizeyinde bir farkliligin olmadigin1 belirledik. Bulgularimiz
dogrultusunda, sirkadiyen ritmin bir hafta siirekli 151k ile bozulmasi durumunda, uterusta
eksprese olan YAP1 ve TEAD4 Hippo sinyal yolagi bilesenlerinin transkripsiyonel

seviyede degil translasyonel seviyede etkilendigini diisiinmekteyiz.

Memelilerde yapilan c¢aligmalarda, sirkadiyen ritim genlerinin (PER1, PER2,
CRY1, CRY2, CLOCK ve BMAL1) sirkadiyen ritim diizenleyicileri olarak rol aldigi
gosterilmistir. Sirkadiyen ritimde gorev alan tiim bu genler, hiicrede bir¢ok farkli genler
ile iletisim kurarak farkli mekanizmalarda gorev almaktadir. Yapilan bir ¢alismada, uzun
stire 1518a maruz kalmanin, disi hamsterlarda, merkezi ve periferik sirkadiyen ritim

genlerindeki (BMAL1, PER1, PER2, CRY1, CRY2, CLOCK) ekspresyon farkliliklarinin
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ve diisiik progesteron seviyesinin uterus adenomiyozisine neden oldugu gosterilmistir.
Ayni c¢alismadan elde edilen sonuglar, farelerde adenomiyozisin endometriyal
reseptiviteyi etkiledigini ve subfertilite ile sonuglandigini gostermektedir (174). Uzun
siire 1518a maruz kalmanin gebelikte sirkadiyen senkronizasyon bozukluguna yol actig1,
kontrol grubuna kiyasla deney gruplarinda Bmall ve Clock ekspresyonlarini artirdig;
Perl, Per2, Cryl ve Cry2 sirkadiyen ritim genlerinin ekspresyonlarini azalttigi
belirlenmistir (174). Calismamizda; Per2, Clock, Bmall ve Cryl sirkadiyen ritim
genlerinin mRNA seviyesinde ekspresyonu incelendiginde, bir hafta siirekli 1518a maruz
kalan deneklerden izole edilen uterus dokularinda sadece Cryl ekspresyonunda azalma
oldugunu belirledik. Diger genlerde ise mRNA seviyesinde anlamli bir degisiklik
belirlemedik. Cryl mRNA ekspresyon seviyesinde diger ¢alismalara gére bulunan bu
farkliligin ve Clock, Bmall ve Per2 transkripsiyon seviyelerinde anlamli bir farklilik
goriilmeme sebebinin deney modelimizin yalnizca 1 hafta 151tk maruziyeti ile
olusturulmasi olabilecegini diisiinmekteyiz. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda sirkadiyen
ritmin bozulmasi i¢in olusturulan modellerde 151k maruziyeti 1 ay siire ile uygulanmaistir.
Calismamizda kisa siirekli 151k maruziyetinin etkisi degerlendirilmistir. Bu durum bize
bir hafta stirekli 1518a maruz kalmanin, diger genlerin ekspresyon seviyeleri tizerinde etki
gostermek i¢in yeterince uzun bir siire olmadigini diigiindiirdii. Buna ek olarak, Cryl’in

uterusta fonksiyonel olarak daha etkili bir sirkadiyen ritim geni olabilecegini gdsterdi.

Telomerler, kromozomlarin u¢ kisimlarinda bulunan ve tekrarlayan TTAGGG
dizilerinden olusur. Telomerler, kromozom uglarint farkli kromozomlar veya kardes
kromatitler arasinda meydana gelebilecek flizyondan koruyarak genomik biitiinliigi
saglarlar (175). Telomer uzunlugu her hiicre béliinmesi ile kisalir ve hiicrelerin biiyiime
kapasitesini sinirlandirir. Telomeraz aktivitesinin diizenlenmesinde bir¢ok sistem
etkilidir. Bunlardan bazilar1 TERT geninin ekspresyonunun kontrolii, enzimatik
fosforilasyon ve telomer kompleksi alt biriminin birikimi ve taginmasidir (176). Yapilan
arastirmalarda sirkadiyen ritim ile yaslanma siirecinde meydana gelen fizyolojik
degisiklikler arasinda baglanti olabilecegi ileri siiriilmiistir (164). Drosophila’da
aydinlik/karanlik dongiisiiniin bozulmas1 veya sirkadiyen ritim genlerinde meydana
gelen mutasyonlar sonucunda yasam siiresinin kisaldigi gosterilmistir (177). BMAL1,
CLOCK ve PER1/2 gen eksikligi olan fareler ile yapilan ¢alismalarda, erken yaslanma
stireci izlenmigtir (178). Yash fareler lizerine yapilan caligmalarda 151k maruziyeti

etkilerine kars1t sirkadiyen ritim genlerinin ekspresyon seviyelerinin azaldig
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bildirilmistir (179). Bu bulgular, sirkadiyen ritim ve telomeraz aktivitesi arasinda
potansiyel olarak 6nemli bir iligskinin oldugunu gostermektedir. Calismamizda, kontrol
grubu uterus kesitlerinde mTERT’in uterusun liimen epitelinde, uterinal bez epitelinde
ve uterinal damarlarin endotel hiicrelerinde sitoplazma ve ¢ekirdekte lokalize oldugunu
gosretdik. Buna karsin deney grubu uterus kesitlerinde, mTERT’in genel olarak
cekirdekte lokalize oldugunu belirledik. Ayrica, kontrol ve deney grubundan elde
ettigimiz qRT-PZR sonuglarimiz ile deney grubunda mTERT ekspresyonunun mRNA
diizeyinde de azaldigim belirledik. Calismamiz sonucunda elde edilen veriler, bir hafta
stirekli 15182 maruziyet sonucu sirkadiyen ritim bozulmasinin mTERT ekspresyonunun
azalmasina neden oldugunu gostermektedir. Yapilan bir ¢aligmada YAP’in ektopik
ekspresyonunun veya fizyolojik aktivasyonunun hTERT mRNA ve protein seviyelerinde
artisa sebep oldugu, YAP’ 1n asagi regiile edilmesinin ise hTERT ekspresyonunu azalttigi
bildirilmistir. Bu durum hTERT’in bir YAP hedef geni oldugunu diisiindiirmektedir
(180). Biz ¢alismamizda, sirkadiyen ritmin bir hafta siirekli 151k ile bozulmasinda, YAP
ekspresyonunun translasyonel seviyedeki artisinin mTERT ekspresyonunun azalmasina
neden oldugunu ortaya koyduk. Elde ettigimiz sonug¢larimiz, insandan farkli olarak fare
uterusunda Hippo sinyal yolagi ile mTERT arasinda ters orantili bir iliskinin

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Sonug olarak, bir hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/aydinlik dongiisiinde tutulan
sirkadyen ritmin bozuldugu uteruslarda; morfolojik degisikliklerin meydana geldigini,
Hippo sinyal yolagi proteinleri YAP1 ve TEAD4’lin ekspresyonlarinin arttigini ve
mTERT ekspresyonunun azaldigini belirledik. Elde ettigimiz bulgular, sirkadiyen ritim
bozulmasinin farede uterus iizerindeki etkisinin, hippo sinyal yolagi iizerinden
gerceklesebilecegini gostermektedir (Sekil 5.1). Tez calismamiz sonucu elde ettigimiz
verilerin, gece vardiyasinda ¢alisan kadinlarda, tekrarlayan 1sik/karanlik degisimi veya
jetlag benzeri durumlarda uterusun kendi sirkadiyen ritminin diizenlenmesinde Hippo
sinyal yolagmin 6nemli olabilecegini diisinmekteyiz. Sirkadiyen ritim bozulmasi
neticesinde karsilasilan agiklanamayan infertilitede, Hippo sinyal yolagi bilesenlerinin

terapotik hedef olarak degerlendirilebilecegini 6nermekteyiz.
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Isik Karanhk

Telomeraz Aktivasyonu

Hippo Sinyal Yolagi

Sekil 5.1. Bir hafta boyunca 12:12 saat aydinlik/aydinlik déngiisiinde tutulan sirkadiyen
ritmin bozuldugu fare uterusunda, Hippo sinyal yolag: bilesenleri YAP1 ve TEAD4 ve
telomeraz katalitik alt Tinitesi mTERT arasindaki iliskinin gosterilmesi.
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