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OZET

Kiibra Simay Aydin Akkurt, Endometrial Stromal Hiicrelerde Ovaryan Hormonlar ile
CKAP4 iliskisinin incelenmesi, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Tipta Uzmanhk Tezi, Ankara, 2023. Endometrial stromal hicreler
menstriel siklus ve desidualizasyonda ovaryan hormonlarin etkisi ile degisikliklere
ugramaktadir. Bu sireglerdeki aksakliklar; infertilite, tekrarlayan gebelik kayiplari,
preeklampsi gibi klinik sonuglarla karsimiza cikabilmektedir. CKAP4’(in endometrial
stromal hiicrelerde varligi bilinmekle birlikte; ovaryan hormon degisikliklerine verilen
CKAP4 ekspresyon yaniti ve desidualizasyon ile iliskisi bilinmemektedir. Bu amacla
steroid hormonlar (Medroksiprogesteron asetat (MPA) ve 17-B-Ostradiol (E2))
ve/veya cAMP ile uyarilan ve uyarilmayan stromal hiicreler 6 grup (kontrol, E2, MPA,
cAMP, E2+MPA, E2+MPA+cAMP) olusturularak 3, 6 ve 9 giin sonunda PRL dizeyi
ELISA, CKAP4 immin reaktivitesi akim sitometri, sito-ELISA ve immiinofloresan
yontemleri ile gosterilmis; CKAP4 ve PCNA ekspresyonu western blot yontemi ile
kantitatif olarak belirlenmistir. CKAP4’iin endometrial stromal hiicrelerde hiicre
membrani, sitoplazma ve c¢ekirdekte varhgi gosterilmistir. E2 uygulamasi CKAP4'{i
sitoplazmada artirirken; MPA ve E2+MPA gruplarinda sitoplazmada 6. giinde pik 9.
ginde gerileme gozlenmistir. Desidualizasyon olusturulan gruplarda (cAMP,
E2+MPA+cAMP) hem sitoplazmada hem de hiicre membraninda arttigi saptanan
CKAP4 ekspresyonu, desidualizasyon ile sitoplazmada CKAP4 sentezinin ve hiicre
membranina transferinin arttigini géstermistir. Sonug olarak, CKAP4 ekspresyonunun

steroid hormonlardan etkilendigi, desidualizasyonda CKAP4'{in arttigi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Desidualizasyon, Endometrial stromal hiicre, Progesteron,

Ostrojen, cAMP, CKAP4

Destekleyen Kurum: Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinasyon Birimi (TSA-2020-18507), TUBITAK (1235378)
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ABSTRACT

Kiibra Simay Aydin Akkurt, Investigation of the Relationship between Ovarian
Hormones and CKAP4 in Endometrial Stromal Cells, Hacettepe University Faculty of
Medicine Department of Histology and Embryology Residency Thesis, Ankara,
2023. Endometrial stromal cells undergo changes in the menstrual cycle and
decidualization with the effect of ovarian hormones. Disruptions in these processes
may result in clinical outcomes such as infertility, recurrent pregnancy loss, and
preeclampsia. Although the presence of CKAP4 in endometrial stromal cells is known;
CKAP4 expression response to ovarian hormone changes and its relationship with
decidualization is unknown. For this purpose, 6 groups (control, E2, MPA, cAMP,
E2+MPA, E2+MPA+cAMP) stimulated by Medroxyprogesterone acetate (MPA) and
17-B-estradiol (E2)) and/or cAMP) was formed and at end of the 3, 6 and 9 days, the
PRL level was demonstrated by ELISA, CKAP4 immunoreactivity by flow cytometry,
cyto-ELISA, and immunofluorescence methods; CKAP4 and PCNA expressions were
determined by western blot. The presence of CKAP4 in the cell membrane,
cytoplasm, and nucleus was demonstrated in the endometrial stromal cells. While E2
stimulation increases CKAP4 in the cytoplasm, a peak on the 6th day and regression
on the 9th day was observed in the MPA and E2+MPA groups. In decidualized groups
(cAMP, E2+MPA+cAMP), increased CKAP4 expression both in the cytoplasm and cell
membrane indicated increased synthesis of CKAP4 in cytoplasm and transfer to the
cell membrane. In conclusion, it has been shown that CKAP4 expression is affected

by steroid hormones, and CKAP4 increases in decidualization.

Keywords: Decidualization, Endometrial stromal cell, Progesterone, Estrogen, cAMP,

CKAP4
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1. GIRiS

Uterus, endometriyum tabakasi ile gebelik olusumu ve sirdurilebilirligi
acisindan ozellikli bir organdir. Endometriyum tabakasinin ovaryan hormonlara
sekonder ugradig dongisel degisikliklere menstriel siklus adi verilir (1). Menstriel
siklus; menstriel evre (1-5. giin), proliferatif evre (5-14. glin), sekretuar evre (15-27.
gin) ve iskemik evre (27-28. giin) olmak Uzerek 4 evreden olusmaktadir (2).
Endometriyumda ylizeyi ve bezleri doseyen epitel hiicreleri yani sira stromada
bulunan endometrial stromal hiicreler (ESC) donglisel siirecte 6nemli degisimlere
ugramaktadir. Proliferatif evrede ESC‘lerde mitotik aktivite hakimiyeti gézlenirken,
progesteron hormonu etkisi ile erken sekretuar evrede proliferasyon; orta sekretuar
evrede mitotik aktivitede azalma, endometriyum yeniden yapilanmasinda yavaglama
ve desidualizasyon adi verilen cesitli morfolojik ve biyokimyasal degisimler
gozlenmektedir (2—-4).

ESC'ler proliferatif fazda kigik sitoplazma ve uzun, girintili cekirdekler ile
fibroblast benzeri bir gérliniime sahiptir. Sekretuar evrenin ortalarinda hiicrelerde
cekirdek yuvarlaklasir, cekirdekgik sayisi artar, graniilli endoplazma retikulumu (GER)
ve Golgi aparatinin sisternalari dilate olur, sitoplazmada glikojen ve lipid damlaciklari
birikir ve mitokondri sayisi artar. ESC'ler hiicre iskeletin aktin flamanlari yeniden
diizenlenerek fibroblast benzeri goériinimden polihedral epiteloid fenotipe gecis
yapar (5,6). Spiral arterlerin cevresinde baslayan bu degisim otokrin ve parakrin
yolaklarin etkisi ile tim stromaya yayilir (7). Olusan desidualize ESC’ler, plasenta
olusumuna kadar olan siirecte blastosist icin ana besin kaynagini olusturmaktadir (8).
Desidual degisimler her ne kadar implantasyonu desteklemekle iliskili olsa da
blastosist varligindan bagimsiz olarak her ay gerceklesmektedir (9). Bu morfolojik ve
biyokimyasal degisimler neticesinde desidualize ESC'ler prolaktin (PRL), insilin
benzeri bliyiime faktori baglayici protein-1 (IGFBP-1) ve ekstraseliiler matriks (ECM)
proteinlerini sekrete etmeye baslamaktadir (10). ESC’lerde morfolojik degisimin yani
sira hem invazyon kabiliyetinde hem de migrasyonda artis gézlenmektedir (7,11).

invazyon ve migrasyon kapasitelerindeki bu artis, desidualizasyon ve implantasyon



streglerinde endometrial dokunun yeniden sekillenmesini saglamaktadir (12).
ESC’lerin migrasyonunun insan Ureme basarisi Uzerinde etkili olabilecegi 6ne
strtlmektedir (11).

Progesteron sekretuar evrede ve desidualizasyon strecinde esas rol oynayan
lipofilik yapida bir hormondur. Hiicre zarindan serbestce gecen progesteron,
progesteron reseptoriine (PGR) baglanarak etki etmektedir (13). ESC’lerde
progesteron ile PGR etkilesimi PRL ve IGFBP-1 ekspresyon yaniti olusturmaktadir (14).
PGR'nin desidua spesifik genler tzerinde transkripsiyonel kontrol kazanmasi igin es
zamanli olarak 3',5'-siklik adenozin monofosfat (cAMP) yolunun aktivasyonu
gerekmektedir (15). Ostrojen de proliferatif evrede ve desidualizasyonda etkili bir
diger steroid yapili hormondur ve overlerde oosit ¢cevresini saran graniloza hiicreleri
tarafindan Uretilir (2). Ostrojen ile 8strojen reseptor (ER) etkilesimi sekretuar evrede
PGR ekspresyonu artirmakta ve boylece progesteron etkisinin daha belirgin
gorilmesi saglanmaktadir (16). cAMP, hiicre disi ligandlarin Gs protein bagl
reseptorlere (GPCR) baglanmasi ile Uretilen ve ¢ok sayida hiicresel yaniti diizenleyen
bir ikincil habercidir (17). Endometriumda cAMP seviyeleri 6zellikle sekretuar fazda
daha yiiksek saptanmaktadir (18). Hiicre i¢ci cAMP konsantrasyonunun yiiksek
seviyelerde tutulmasi desidualizasyon icin 6nem arz etmektedir. Diger hiicre
tiplerinden farkh olarak ESC’lerde Protein kinaz A (PKA) a alt biriminin asag
reglilasyonu ile surekli artan kinaz aktivitesi olusturulmakta ve desidualizasyon
surecinin devamhligi saglanmaktadir (19).

ESC'lerin desidualizasyon siireci gebeligin kurulmasi ve sirdirilebilmesi igin
on kosullardan biridir. Desidualizasyondaki aksamalar klinikte karsimiza infertilite,
implantasyon basarisizliklari ve subfertilite gibi sonuclarla c¢ikabilmektedir (20).
Progesteron, 6strojen ve cAMP’nin kombine uygulamalari ile desidualizasyonun in
vitro kosullarda modellenmesi siirecin arastirilmasi icin yaygin olarak tercih
edilmektedir (21).

CKAP4 (Hicre iskeleti iliskili protein 4), 602 amino asitten olusan bir tip Il
transmembran proteinidir (22). Cesitli posttranslasyonel modifikasyonlara ugrayarak

farkli gorevler Ustlenir (23). Palmitoilasyon mikrotiibiller ile baglanma, niikleer



lokalizasyon ve hilicre membranina transport ile iliskili iken; fosforillenmesi
mikrotlbil etkilesimi ile iliskilidir ve mitoz sirasinda arttigi bilinmektedir (24). Ek
olarak, CKAP4’iin siilfasyona ugramasiyla potansiyel bir ligand-reseptor baglanma
bolgesi olusturulmus olunur (25). CKAP4, GER’de sisterna morfolojisinin
diizenlenmesinde gorev almakta (26) ve GER’de bulunan nanodomainler ile
etkileserek periferik ER tubullerindeki dinamikleri diizenlemektedir (27). GER’de
lokalize iken sitoplazmik kismi ile mikrotibulleri baglayarak hiicre igi organel
dagihimlarini diizenlemekte ve otofajik bozulmayi baskilamaktadir (28). CKAP4'(in
baskin lokalizasyonu GER'de olmasina ragmen, farkli hiicre tiplerinin membranlarinda
reseptor olarak islev gordigiu (29-31) ve bazi hiicrelerde cekirdekte de lokalize
oldugu gosterilmistir (24,32—34). Ayni zamanda kanser hiicrelerinde a531 integrinin
geri dontusiminu kisitlayarak, hiicre yapisma bolgelerini ve goci koordine ettigi de
kanitlanmistir (35). CKAP4 ekspresyonunun kadin genital sisteminde vajina, tuba
uterina, serviks, endometriyum, plasenta ve overlerde mevcut oldugu bilinmektedir.
Endometriyumda, glandiler hicrelerde yiiksek, stromal hiicrelerde orta diizeyde
varligi bildirilmistir (36). Ancak ESC'lerin ovaryan hormon degisikliklerine verdigi
CKAP4 ekspresyon yaniti ve desidualizasyon sireci ile iliskisi bilinmemektedir. Ayrica
bu sireclerde ESC'lerde CKAP4’Un hiicrenin farkli bélimlerindeki (hlicre membrani,
sitozol, niikleus) lokalizasyonu gosterilmemistir.

Calismanin amaci, menstriel siklus ve desidualizasyon siirecinde etkili ovaryan
hormonlarin, insan ESC (hESC)'lerde, CKAP4 ekspresyonuna etkisinin belirlenmesidir.
Bu amacla hESC’lerde 17B-6stradiol (E2), medroksiprogesteron asetat (MPA) ve
cAMP ile menstriiel siklusun farkh evre modelleri ve in vitro desidualizasyon
olusturularak, CKAP4 ekspresyonunun western blot ile kantitatif olarak saptanmasi
ve hiicredeki lokalizasyonunun belirlenmesi icin akim sitometri, sito-ELISA ve
immunofloresan isaretleme yontemleri kullanilmasi planlanmistir.

Calismanin hedefleri;

1- hESC’lerin MPA, E2 ve cAMP uygulanarak desidualize edilmesi ve
desidualizayonun, ELISA yontemi ile besiyerinde prolaktin miktar

Olclilerek degerlendirilmesi,



2- Desidualize olan ve olmayan gruplarda CKAP4’in lokalizasyonunun akim

sitometri, sito-ELISA ve immiunofloresan yontem kullanilarak

gosterilmesi,

3- Desidualize olan ve olmayan gruplarda CKAP4 ekspresyonunun western

blot yontemi ile dlgllmesidir.



2. GENEL BiLGILER
2.1. Uterus Histolojisi

Uterus, kadin genital sisteminde tuba uterina ve vajina arasinda yer alan; 30-
40 gr agirhginda, yaklasik 7,5 cm boya; 5 cm ene ve 2,5 cm kalinliga sahip bir organdir.
Anteriorda mesaneye, posteriorda rektuma komsulugu bulunmaktadir. Anatomik
olarak korpus uteri ve serviks olmak Uzere iki ana bélimden olusmaktadir. Korpus
uteri; uterusun govdesi olarak adlandirilan Ustte bulunan genis kisimdir. Fundus adi
verilen bolim Ustte sag ve sol yanlardan tuba uterinalar ile devam eder. Serviks; altta
bulunan silindir seklindeki kisimdir. Serviks, korpus uteriden isthmus adi verilen
bolim ile ayrilir ve devaminda vajina ile iliskilidir (1).

Uterus duvar histolojik olarak 3 tabakadan olusur. Bu tabakalar Iimenden
disari dogru sirasi ile; endometriyum (tunika mukoza), miyometriyum (tunika
muskularis) ve perimetriyum (tunika seroza)’dur. Endometriyum; en icte bulunan,
uterusun mukozasi olarak adlandirilan tabakadir. Fonksiyonel ve bazal olmak Uzere
iki kisimdan olusur. Ureme ¢agi boyunca her ay, uterusu embriyo implantasyonuna
hazir hale getiren dongiisel degisikliklere ugrar. Miyometriyum; ortada bulunan 3
katmandan olusan kalin diiz kas tabakasidir. i¢ ve dis katman uterusun uzun eksenine
paralel kas demetleri icerirken, orta katman icerdigi kan damarlari ve lenfatiklerden
dolayi stratum vaskulare adini alir ve buradaki kas demetlerinin halkasal yerlesimi ile
diger katmanlardan ayrilir. Miyometriyum tabakasi, tuba uterina ve vajinanin kas
tabakasi ile devamlilik gostermektedir. Perimetriyum; uterusu disardan saran seroz
tabaka (tunika seroza) veya visseral periton tabakasidir. icte ince gevsek bag dokusu
Ustte ise mezotel adi verilen tek kath yassi epitelden olusur. Pelvik ve abdominal
periton ile devamlidir. Periton uterusun arka ylizeyinin tamamini kaplarken, 6n
ylzeyinin bir kismini kaplar, 6n yizeyinin geri kalan kisim ise adventisya olarak

adlandirilan bag dokusundan olusur (1) (Sekil2.1.).
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Sekil 2.1. Kadin genital organlarinin sematik ¢izimi. Kadin genital sistemi overler,
tuba uterinalar, uterus, serviks ve vajinayi igerir. Uterus en icte endometriyum,
ortada miyometriyum ve en dista perimetriyum tabakasindan olusmaktadir. (Bu sekil
BioRender programi kullanilarak gizilmistir.)

2.2 Endometriyum

Endometriyum uterusun liimene bakan ylizeyinde lokalize tabakadir. Ylzeyi
tek kath prizmatik bicimli sekretuar hiicreler ile doselidir. Bu hiicreler silyum ve
mikrovillus olarak farkh tipte apikal ylizey farklanmalarina sahiptir (37,38). Epitel
hiicreleri lateral ylzeylerde siki baglanti birimleri ve desmozomlarla birbirine
baglanmislardir. Hicre cekirdekleri oval ya da yuvarlak sekilde olup merkezi
yerlesimlidir. Homojen kromatin dagihimina ve bir veya iki cekirdekgige sahiptir (39).

Epitelin altinda gevsek bag dokusu yapisina sahip lamina propriya tabakasi
bulunur. Epitel hicreleri bu tabakaya dogru girintiler yaparak tibiler bezlerin
olusumunu saglar. Endometrial bezler de silyumlu ve mikrovilluslu prizmatik hiicreler
ile doselidir (39). Bu hiicreler de luminal epitel hicrelerine benzer sekilde oval
cekirdege, belirgin cekirdekciklere, hticreler arasi siki baglanti birimleri ve
desmozomlara sahiptir (40). Silyumlu ve mikrovilluslu hiicre dagilimlari menstriel
siklusun farkli dénemlerinde degisiklik gostermektedir.

Bez yapilarinin arasinda kalan bag dokusu alani; endometrial stroma olarak

isimlendirilir. Damar yapilari, endometrial stromal hicreler (ESC), ekstraseliler



matriks ve immin sistem hicreleri endometrial stromanin bilesenleridir. Uterin
arterden dallanan ve miyometriyum tabakasini besleyen arkuat arterler, radyal arter
adini alarak endometriyum icine dagilir. Endometriyumun bazal tabakasinda diz
devam eden bu arterler fonksiyonel tabakada kivrintili hal alarak spiral arterler olarak
adlandirilmaktadir (41). Endometriyumda ESC'’ler spiral arterlerin arasinda stromaya
yayllmis olarak bulunan oval sekilli 6kromatik ¢ekirdege ve belirgin bir cekirdekgige
sahip hicrelerdir. Hiicre ici organel dagilimi ve miktarlari menstriiel siklus siirecinde
farkhliklar gostermektedir (42). Tip 1, 3, 5, 6 kolajen, tenaskin ve fibronektin Gretimi
yaparak ekstraselliler matriks olusumunu saglamaktadir (43).

Ureme caginda endometriyum yapisal ve fonsiyonel olarak farkl iki tabaka
icerir; 1- fonksiyonel tabaka, 2- bazal tabaka. Fonksiyonel tabaka, endometriyumun
2/3 ust kismi ifade eder (41). Bu bolim daha ¢ok kan damari ve hiicresel bilesen
icerirken, menstriel siklus boyunca dejenere olup yenilenerek periyodik degisiklik
gosterir. Bazal tabaka, 1/3 alt kismi ifade eder. Uterus bezlerinin dallanmis son
kisimlarini barindirir ve fibroz tipte bag dokusu icerir. Dogumda ve menstriiasyonda

korunarak fonksiyonel tabakanin yenilenmesini desteklemektedir (2,41) (Sekil2.2.).
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Sekil 2.2. Endometriyumun sematik ¢izimi. Endometriyum, daha ¢ok kan damari ve
hiicresel komponent iceren fonksiyonel tabaka ve uterus bezlerinin dallanmis son
kisimlarini ve fibroz tipte bag dokusu iceren bazal tabakadan olusmaktadir. (Bu sekil
BioRender programi kullanilarak gizilmistir.)



2.3 Menstriiel Siklus

Endometriyumun fonksiyonel tabakasi, overlerden salinan hormonlara yanit
olarak cesitli donglsel degisimler gosterir. Hipofiz 6n lob hormonlarindan olan Folikiil
uyarici hormon (FSH) ve luteinizan hormon (LH), overlerden 6strojen ve progesteron
salgilanmasini uyarir ve dizenler. Folikillerin ¢evresini doseyen graniiloza hiicreleri
tarafindan oOstrojen, ovulasyon sonrasi olusan korpus luteumdan ise progesteron
salgilanmaktadir (41). Bu hormonlara sekonder gelisen endometriyum yanitina
menstriel siklus adi verilmektedir. Menstriel siklus 4 evreden olusmaktadir;
menstriel evre (1-5. giin), proliferatif evre (5-14. glin), sekretuar evre (15-27. glin) ve

iskemik evre (27-28. giin) (2) (Sekil 2.3.).

2.3.1 Menstriiel Evre (1-5. giinler arasi)

Menstriel evrenin ilk glini menstriel dongliniin baslangici olarak kabul edilir.
iskemik fazi takiben fonksiyonel tabakanin yikilan epitel ve stromal hiicrelerinin,
uterus bezlerinin salgilari, arteriyel ve venoz kan ile atilmasi stirecidir. Kanama evresi
4-5 giin sireyle devam eder ve her déngiide yaklasik 35-40 ml kan kaybi meydana

gelmektedir (41). Sirec sonunda endometrial kalinlik 1 mm civarinda saptanir (2).

2.3.2 Proliferatif Evre (5-14. giinler arasi)

Proliferatif evre, menstriiasyonun bitiminden itibaren devam eden 9 ginlik
sireci ifade eder. Olgunlasan folikillerden salinan Ostrojenin etkisi ile
endometriyumun fonksiyonel tabakasinin vyeniden vyapilandigi evredir (2).
Endometriyumun bazal tabakasinda bulunan uterus bezlerine ait epitel hiicreleri bez
yapilarinin yeniden olusumunu saglarken, luminal yizeyi désemek icin gb¢c etmeye de
baslarlar (44). Glandiler epitel hiicreleri erken proliferatif fazda tek kath prizmatik
ozellikteyken, gec proliferatif evrede yalanci cok kath prizmatik epitel 6zelligi gosterir
(45). Yeniden olusturulan bez yapilari proliferatif evre sonunda dar bir [imen ve hafif
kivrintili yapiya sahiptir (2). Epitel hiicrelerinin yani sira stromada bulunan ESC’ler ve
endotel hiicrelerinde de mitotik aktivite artisi gortilmektedir (2). ESC sayisinda artis
beraberinde ECM yapiminda artisi getirmektedir. ESC’ler erken proliferatif evrede

daha yogun cekirdege sahip iken, gec proliferatif evrede hiicrelerde 6kromatik



cekirdek ve artmis GER varhgl dikkat ¢eker (45). Endometrial stromada bazalde

bulunan arterler de proliferatif evrede ylizeye dogru yeniden yapilanmaktadir (41).

2.3.3 Sekretuar Evre (15-27. giinler arasi)

Menstriel siklusun 14. gininde LH pikinin ovulasyonu tetiklemesinin
ardindan sekretuar evre baslar. Gelisen korpus luteumdan salgilanan progesteron,
sekretuar fazinin esas hormonudur. Sekretuar evre; erken, orta ve ge¢ olmak lzere 3
fazda incelenmektedir. Progesteron seviyesi erken sekretuar evrede yilikselmeye
baslarken, orta sekretuar evrede pik yapmakta ve ge¢ sekretuar evrede diismektedir
(46,47). Yikselen progesteron ESC'lerin erken sekretuar evrede prolifere olmasini
saglarken (3); orta sekretuar evrede endometriyumdaki mitotik aktivite iyice azalr,
yeniden yapilanma yavaslar (4). Progesteron etkisi ile bez epitelinde glikojenden
zengin sekresyon artisi baslar (48). Bez yapilari dilate olur, kivrimlar belirgin hale gelir
ve limeni salgi ile dolar. Bu evre 12-13 giin kadar siirer ve endometriyum kalinligi
7mm’yi bulur (2). Bu slrecte spiral arterler endometriyumun yiizeyine kadar uzar ve
kivrintili  gériinime sahip olur. Spiral arterlerin g¢evresindeki ESC’lerde ise
desidualizasyon adi verilen morfolojik ve metabolik degisimler baslar ve bu degisimler
zamanla tim stromaya yayilir. Endometrial bag dokusundaki sivi artigi ile birlikte bu

evrede stroma 6demli bir gériinlime sahip olur (41).

2.3.4 iskemik Evre (27- 28. giinler)

Gebelik gelismemesi durumunda korpus luteum geriler ve Ostrojen,
progesteron salgilanmasi azalir (2). Hormonal degisimlerin etkisi ile
menstriasyondan 2 glin once spiral arterlerde aralikh kontraksiyonlar olusur ve
normal kan akisinda azalma meydana gelir. Kontraksiyonlar neticesinde dokuda,
iskemiye sekonder hipoksi hakim olur. Siire¢ fonksiyonel tabakanin nekroza gitmesi

ve devaminda menstriiasyonun gerceklesmesi ile devam eder (2,41).
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Sekil 2.3. Menstriiel siklus siiresince endometriyumda yasanan morfolojik
degisimler. Menstriel siklus 4 evreden olusmaktadir; (1) Fonksiyonel tabakanin
yikildig menstrual evre (1-5. glin), ovulasyona kadar fonksiyonel tabakanin yeniden
yapilandirildigi proliferatif evre (5-14. gin), mitotik aktivitenin sinirlandinldigi ve
ESC’lerin desidualize oldugu sekretuar evre (15-27. giin) ve gebelik gelismemesi
durumunda spiral arter kontraksiyonuna sekonder, fonksiyonel tabakada iskemi ve
nekrozun gorildigi iskemik evre (27-28. giin). (Bu sekil BioRender programi
kullanilarak cizilmistir.)

2.4 Desidualizasyon

Sekretuar evrenin ortalarinda progesteron artisi, 6strojen, cAMP ve lokal
parakrin faktorlerin etkisi ile endometriyumun stromal kompartimaninda meydana
gelen degisikliklere desidualizasyon adi verilmektedir (49). Desidua terimi ilk kez Dr.
William Potts Dewees’a ait “Diseases of Females” kitabinda uterus kavitesinde
gozlenen yumusak slingerimsi yapi i¢in kullanilmis; 6lmek, diismek veya ayrilmak
anlamina gelen latince “decidere” fiilinden tiretilmistir. Desidualizasyon temelde
embriyo implantasyonu ve plasentanin gelisimi icin gecirilen bir siire¢ olsa da her
menstriiel  siklusta  blastosist  varligindan  bagimsiz  gerceklesmektedir.
Sinsityotrofoblast invazyonu ve plasenta olusumu sirasinda artan progesteron
seviyeleri ile desiduanin varligi devam ettirilmektedir (9). Desidua, gelisen embriyo
icin besin saglama, kontrolsiiz trofoblast invazyonunu engelleme ve embriyoyu
maternal rejeksiyondan koruma gorevlerini Ustlenmektedir (50,51). Gebelik

gerceklesmemesi durumunda ise progesteron seviyelerindeki ani disisu takiben
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iskemik faz ve menstriel kanama sonucu endometriyumun fonksiyonel tabakasi
dokilmektedir (2).

ESC'ler proliferatif fazda, kiiclk sitoplazma ve uzun, girintili cekirdekleri ile
fibroblast benzeri bir goriinime sahiptir. Menstriel siklusun 23. gliniinde, sekretuar
fazda ESC’lerde morfolojik ve biyokimyasal farklilasma ilk olarak spiral arterlerin
cevresinde ESC’lerde baslar. Bu hiicrelerde g¢ekirdek yuvarlak bir hal alir, cekirdekgik
sayisI artar, GER ve golgi aparatinin sisternalari dilate olur ve sitoplazmada glikojen
ve lipid damlaciklari birikir. Yiiksek metabolik aktiviteye bagli olarak da mitokondri
sayisinda artis goriilmektedir (52). ESC'ler hiicre iskeletin aktin flamanlari yeniden
dizenlenerek fibroblast benzeri gorinimden polihedral sekilli epiteloid fenotipe
gecis yapar (5,6). Degisim otokrin ve parakrin yolaklarin etkisi ile tim stromaya yayilir
(7).

Desidua esas olarak su sekilde buyir: (1) halihazirda farklilagsmis desidual
hiicre populasyonunun periferinde yeni hiicrelerin ¢ogalmasi ve farkhlasmasi
(apozisyonel biylime) ve (2) desidual hiicrelerin farklilasmasi sirasinda hicre
hacminde artis. Buna ek olarak, desidual hiicreler poliniikleer ve poliploid hale gelir
ve hiicre bollinmesi ve sitokinez tamamlanmadan tekrarlanan DNA replikasyon
dongiileriile elde edilen yliksek diizeyde DNA icerigi gosterir.

Olusan bu desidualize ESC'ler, plasenta olusumuna kadar olan siirecte
blastosist icin ana besin kaynagini olusturmaktadir (53). ESC’ler ge¢ sekretuar evrede,
ECM igine dogru psddopodia benzeri uzantilar gonderirken, hiicre igi fagozom ve
lizozomlarin sayisi da artmaktadir (52). Bu degisimlere ek olarak adezyon (yapisma)
kompleks proteini olan kadherin ailesi Gyesi Cadherin-11, 6zellikle spiral arterleri
cevreleyen ESC'lerde, desidualizasyon sireci ile artmakta ve komsu hiicreler
arasindaki homofilik etkilesimleri kolaylastirmaktadir (54). Bu morfolojik ve
biyokimyasal degisimler neticesinde desidualize ESC’ler PRL, IGFBP-1 ve ECM
proteinlerini sekrete etmeye baslamaktadir (10). ECM elemanlarindan tip | kolajen,
tip lll kolajen ve tip VI kolajen endometrial stroma icinde siklus boyunca yaygin
sekilde bulunmaktadir. Desidualizasyon ile birlikte ECM; tip IV kolajen, laminin,

fibronektin ve heparan siilfattan zengin bir yapi halini alir (55). Desidual hiicreler
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vimentin ve desmin icin pozitif fakat sitokeratin icin negatif isaretlenme gostermekte
ve bu ozellikleriyle epitel ve trofoblast hiicrelerinden kolayca ayirt edilebilmektedir

(56).

2.4.1 Desidualizasyonda Progesteron, Ostrojen ve cAMP

Desidualizasyonu kontrol eden en dnemli ve olmazsa olmaz mekanizma
hormonal kontrol mekanizmasidir. ESC'de meydana gelen morfolojik ve hicre igi
degisimlerden sorumlu ana hormon progesteron iken, Ostrojen de sirecte
progesterona destek olmaktadir (19). Ostrojen ve progesteron etkilesimi ile dzellikle

sekretuar fazda yikselen cAMP seviyeleri desidualizasyon igin dnemlidir (18,19).

Progesteron

Progesteron lipofilik yapida bir hormondur ve hiicre zarindan serbestce
gecebilmektedir. Hicredeki etkilerini PGR’e baglanarak ve ya GPCR {izerinden
gostermektedir (4,57,58). Hiicre zarindan gecen progesteron, sitoplazmik-nikleer
reseptorlerden biri olan PGR’e baglanarak etki etmektedir (13). Ligand baglanmamis
PGR, ¢ok birimli bir kompleks halinde bulunmaktadir (59). Ligand baglanmasi, PGR’de
konformasyonel degisikligi tetiklemekte ve sire¢c hedef genlerin promotorlerine
baglanma ile sonuglanmaktadir. Bu baglanma ile hedef genlerin transkripsiyonu
desteklenmekte ya da baskilanmaktadir (60). ESC’'de progesteron ile PGR etkilesimi
PRL ve IGFBP-1 ekspresyon yaniti olusturmaktadir (14). PGR'nin desidua spesifik
genler lzerinde transkripsiyonel kontrol kazanmasi icin es zamanli olarak cAMP
yolunun aktivasyonu gerekmektedir (15).

PGR’nin, tek bir gende bulunan farkh promotoérlerden tiiretilen 2 baskin
izoformu bulunmaktadir; PGR-A ve PGR-B. PGR-B, PGR-A'dan farkl olarak, amino
terminalinde fazladan 164 amino asit icermektedir (61). PGR-B ekspresyonu ESC’'de
proliferatif fazin ortasinda pik yapip sonrasinda azalmasi ve buna ek olarak PGR-A
ekspresyonunun sekretuar fazda ve gebelikte stromada yiksek olmasi, PGR-A'nin
desidualizasyonda baskin izoform olarak adlandiriimasina yol agcmaktadir (62,63).
PGR-B ise ESC farkhlasmasinda daha etkin rol oynamaktadir (64). PGR-A ve B'nin

progesteron duyarh hiicrelerde farkli gen aglarini yonettigi gosterilmistir. Ligand
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baglanmis PGR-A esas olarak PGR-B'nin inhibitéri olarak goérev almakla beraber
IGFBP-1 ve PRL promotdrlerinin daha gligli transaktivatoriadir (14).

Progesteron ayni zamanda PGR‘e baglanarak, GPCR ile etki eden cesitli
maddelerle hiicre ici cAMP seviyelerini artirmaktadir (65). Progesteronun, hiicre
membranindaki Progesteron reseptor membran komponent-1 (PGRMC1), progestin
ve adipo Q gibi reseptorlere baglanarak genomik olmayan yolu aktif hale getirdigi
kabul edilmektedir (66,67). Bu reseptorlere ek PGR-B'nin de mitojenle aktive olan
protein kinaz (MAPK) yolagini aktiflestirerek genomik olmayan yola aracilik
edebilecegi gosterilmistir (68) (Sekil 2.4.). Ayrica progesteron etkisi ile sekretuar
fazda ESC’'de WNT sinyal yolagi inhibitori olan Dickkopf'un (Dkk) da ekspresyonunun
arttigl saptanmistir ve boylece farkli sinyal yolaklari tizerinden de siirecin yonetildigi

gosterilmistir (69,70).

Ostrojen

Ostrojen de bu siirecte etkili bir diger steroid yapili hormondur. Ostron,
dstradiol ve dstriol olmak iizere (g alt tipi mevcuttur. Ostradiol en etkin alt tipi olup
overlerde folikiil cevresini saran graniloza hicreleri tarafindan Uretilir (2). Hicre
canliigi ve hayatta kalma, hicre proliferasyonunu diizenleme (zerine etkileri
mevcuttur (71). Ostrojen, bu etkilerini genomik ve genomik olmayan yollar tizerinden
gosterir. ER-a ve ER-B‘a baglanan dstrojen farkl hiicre tiplerine ve gevresel etkilere
gore cesitli gen ekspresyonlarini genomik yol Gzerinden artirip azaltmaktadir (72).
Uterusta baskin olan reseptor tipi ER-a iken, overlerde ER-B aracili etkinin hakim
oldugu belirtilmistir (73). Ostrojen-ER etkilesimi sonrasinda cekirdege transfer ve
Ostrojen yanit elemani (estrogen response element (ERE)) nin hedef genin promotor
bolgesine baglanmasi gercekleserek genomik yol aktive olur (74). Klasik genomik
yolun yani sira protein-protein etkilesimi sonucu hiicre ici sinyal yolaklarinin (PKA,
MAPK, fosfatidilinositol-3-kinaz (P13K)-Akt yolagi) dizenlenmesi ile genomik olmayan
yol izerinden de etkisini gostermektedir (75-77) (Sekil 2.4.).

Ostrojen ESC’lerde hiicre proliferasyonunu uyarmak, hiicre iskeletinin
yeniden diizenlenmesini saglamak ve proliferatif evrede ESC’ler lizerinden parakrin

etkilesimlerle anjiyogenezi artirmak gibi etkilere sahipken, sekretuar evrede PGR
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ekspresyonu artirmakta ve boylece progesteron etkisinin daha belirgin goriilmesini
saglamaktadir (78-80). Progestin sinyalleri ise parakrin etkiyle Ostradioliin lokal
inaktivasyonuna sebep olmaktadir. Boylece sekretuar evrede endometrial epitel

hicrelerinin 6strojene bagl blylimesinin dniine gegilmektedir (16).

cAMP

cAMP, hiicre disi ligandlarin GPCR’e baglanmasi ile iUretilen ve ¢ok sayida
hiicresel yaniti diizenleyen bir ikincil habercidir. Gonadotropinler, prostaglandinler,
relaksin gibi hormonlarin GPCR’e baglanmasi sonucu membrana bagl adenilat siklaz
aktive olarak, ATP’den cAMP olusumuna yol acmaktadir (17) (Sekil 2.4.). Progesteron
da Wnt5a’nin ekspresyonunu artirarak sekrete olan Wnt5a ile GPCR (zerinden hiicre
ici CAMP artisini desteklemektedir (81). Endometriyumda cAMP seviyeleri 6zellikle
sekretuar fazda daha yuksek saptanmaktadir (18). Hiicre ici CAMP seviyeleri spesifik
fosfodiesterazlar (PDE) tarafindan inaktif formuna hidrolizi katalizlenerek kontrol
edilmektedir (82). cAMP’nin hiicre icinde birikimi sonucu, ana hedef proteini olan PKA
aktiflesmekte; boylece ¢gesitli  transkripsiyon  faktorlerinin  dizenlenmesi
saglanmaktadir. CCAAT gliclendirici baglayici proteinler (CCAAT-enhancer-binding
proteins (C/EBPs)), Forkhead box protein O1 (FOXO1), cAMP yanit elemani baglayici
protein (CAMP response element-binding protein (CREB)) desidualizasyon siirecinde
gorev alan temel transkripsiyon faktorlerindendir (58).

EPAC (Exchange protein activated by cyclic adenosine monophosphate),
dogrudan cAMP tarafindan aktive edilen proteinlerdir. EPAC1 ve EPAC2 olmak lzere
iki izoformu vardir. EPAC’lar, Rapl ve Rap2’de GDP ile GTP degisimi ile kalsiyum
homeostazisi ve hiicre iskeleti dinamiklerinde ve dokunun yeniden yapilanmasinda
etkilidir. EPAC1, EPAC2’nin siRNA aracili susturulmasi sonucu ESC farklilasmasini
engelledigi bulunmustur (83). Hiicre ici cAMP konsantrasyonunun yiiksek seviyelerde
tutulmasi desidualizasyon icin 6nemlidir. Diger hiicre tiplerinden farkh olarak
ESC’'lerde PKA a alt biriminin asagi regilasyonu ile siirekli bir artan kinaz aktivitesi

olusturulur ve desidualizasyon siirecinin devamhligi saglanmis olur (19).
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Sekil 2.4. Ostrojen, progesteron ve cAMP’nin endometrial stromal hiicreler iizerine
etkisi. (Bu sekil BioRender programi kullanilarak gizilmistir.)

2.5 in vitro Desidualizasyon

Endometriyum nispeten kolay elde edilebilen bir dokudur ve desidualizasyon
calismalari endometrial biyopsilerden elde edilen stromal hiicreler ile primer hiicre
kiltlrleri kurularak yapilabilmektedir. Primer hiicre kiltird icin kullanilan yaygin
protokolde islem 6ncesi 3 ay siire ile hormon tedavisi gormemis, diizenli menstriel
siklusa sahip, endometrial disfonksiyonu olmayan hasta secimi esastir. Kiiretaj yolu
ile elde edilen endometrial doku 6rnekleri steril besiyerine alinip ardisik yikamalar ile
temizlenerek kiiclik pargalara ayrilir. Sonrasinda kollajenaz ve DNaz-1 ile muamele
edilerek mekanik ve enzimatik olarak pargalanir. Filtre yardimi ile ESC’ler ayristirilip
flasklara ekilerek primer hicre kultlri kurulmus olur (84,85). Primer hiicre kiltir
kurmak her ne kadar yapilabilir olsa da bu sekilde elde edilen hiicreler sinirli bolinme
yetenegine sahiptir ve bu durum uzun sireli ve ¢ok tekrarl in vitro ¢alismalar icin
sinirlayici bir faktor olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu sebeple hiicre bankalarinca
gelistirilen 6limslzlestirilmis hiicre hatlari in vitro deneyler icin iyi bir alternatif olarak
kullanilmaktadir. T0O533-Immortalized Human Endometrial Stromal Cells (hESC) hiicre
hatti da malign olmayan uterin miyoma sahip eriskin kadinlarin biyopsi 6rneklerinden

elde edilen ESC’lere telomeraz muamelesi ile olusturulmus 6limsuzlestirilmis hiicre
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soyudur (86). Karyotip anomalisi icermeyen ve steroid hormonlara desidualizasyon
yaniti olusturabilen bu hicreler kanser, implantasyon c¢alismalarinin yani sira
desidualizasyon modellemelerinde de tercih edilmektedir (86—88).

Gerek primer hicre kiltlrd ile gerek ticari olarak elde edilmis olan hESC'ler in
vitro ortamda progesteron, 6strojen ve cAMP ile muamele edilerek desidualizasyon
gerceklestirilebilmektedir (85). in vitro desidualizasyon modellemesi icin ¢ok sayida
protokol belirlenmistir (19) (Tablo 2.1.). Uygulanan protokollerde ila¢ secimi ve tedavi
suresi gibi farkhliklar olsa da hESC'lerde morfolojik degisimlerin gozlenmesi ve
desidual belirteglerin varliginin saptanmasiile desidualizasyon stirecinin modellendigi
kanitlanmistir (19). Yaygin olarak kullanilan protokoller; dstrojen ve progesteronun
beraber uygulanmasi, cAMP uygulanmasi; cAMP ve progesteronun beraber
uygulanmasi ve cAMP, progesteron ve Ostrojenin beraber uygulanmasi seklindedir
(19,89,90). in vitro desidualizasyon modeli hESC'lerdeki farklanma ve siiregle ilgili

yeni bilgilerin edinilmesi igin iyi bir alternatif olarak kullaniimaktadir.
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Tablo 2.1. in vitro Desidualizasyon Modelleri

Uygulama protokolii Uygulama siiresi
Endometrial Eksplantlar
P4+E2 6-10 glin
P4 2-28 guin
Primer hESC Kiiltiirii
8-Br-cAMP 12-24 saat
8-Br-cAMP 1-3 giin
8-Br-cAMP 2 gln
8-Br-cAMP 2-4 gilin
CRH 8 gilin
db-cAMP 4 giin
FSH+LH /hCG 4-6 glin
MPA 10-20 giin
MPA + cAMP 4-10 gilin
MPA + E2 + aktivin A 10 giin
MPA + E2 + PGE2 3 gun
P4 +E2 10-15 glin

in vitro desidualizasyon icin eksplant ve primer hiicre kiiltiirlerinde uygulanan farkli protokoller
tabloda gosterilmistir olup, tablo ilgili kaynaktan modifiye edilerek kullanilmistir (19). Kisaltmalar: P4,
progesteron; E2, ostradiol; 8-Br-cAMP, 8-Bromoadenosin 3',5'-siklik adenosin monofosfat; CRH,
kortikotropin salgilattirict hormon; db-cAMP, N8, 2'- O- Dibutiriladenosin- 3', 5'- siklik monofosfat; FSH,
follikll stimile edici hormon; LH, luteinlestirici hormon; hCG, insan koryonik gonadotropin; MPA,
medroksiprogesteron asetat; PGE2, prostaglandin E2.

2.6 Akt Sinyal Yolagi

AKT, Protein kinaz B (PKB) olarak da bilinen bir serin/treonin kinazdir. Sirasiyla
14932, 19913, 1944 kromozomlari lizerinde lokalize genlerce kodlanan; AKT1/PKBa,
AKT2/PKBB ve AKT3/PKBy olmak tzere 3 farkli izoformu mevcuttur (91). Her bir AKT
izoformu, fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfat (PIP3) gibi membran lipitleri ile etkilesen bir
PH (plekstrin homolog) domaini, treonin rezidisi iceren bir katalitik domain ve serin

rezidlsu iceren bir hidrofobik domain bulundurmaktadir (92) (Sekil 2.5.). AKT1 ve
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AKT2 sitozolde lokalize iken, AKT3’Gn agirlikh olarak c¢ekirdekte bulundugu
saptanmistir (93,94).
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Sekil 2.5. AKT izoformlari. AKT1/PKBa, AKT2/PKBP ve AKT3/PKBy olmak Gzere 3 farkl
izoformun her biri; bir PH domaini (pleckstrin homology domain), bir katalitik domain
ve bir hidrofobik domain icermektedir (95).

Hiicre membraninda lokalize cesitli reseptorlerce alinan uyarilar ile PI3K
aktifleserek AKT fosforilasyonu gerceklestirilir. Ligandi ile birleserek fosforile olan
reseptorler PI3K’'nin p85 diizenleyici alt Unitesi ile etkilesir ve PI3K’'nin plazma
membranina tasinmasi saglanir. Sonrasinda PI3K’lar GTPazlarin p110 katalitik alt
birimine baglanmasiyla aktiflesir ve fosfatidilinositol-3,4-difosfat (PIP2) inositol
halkasinin 3" pozisyonundan fosforillenerek PIP3’e ¢evrilir. Olusan ikinci haberci PIP3,
PH bolgesinden fosfoinositid bagimh kinaz 1 (PDK1)’e baglanir. PDK1 katalitik
domainde bulunan treonin rezidiisiyle etkilesir ve AKT fosforilasyonu gerceklesmis
olur (96-98) (Sekil 2.6.).

AKT fosforile olduktan sonra, hiicre proliferasyonu, diferansiyasyonu , hiicre
canlihginin  slrduridlmesi, migrasyon, apoptoz ve glukoz metabolizmasinin
diizenlenmesi gibi bir cok 6nemli siirecte gorev almaktadir (99-102). Desidualizasyon

sirecinde de desidualize ESC'den salinan prolaktin, anti apoptotik etkinligini bu
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hicrelerde AKT yolagi aktivasyonu ile gostermektedir (95,103,104). Buna karsin
desidualize ESC’lerde her 3 AKT izoformunun da fosforilasyonunun azaldigi ve bu
etkinin cAMP bagimli oldugu da ortaya konmustur (20,85). Progesteron ise ESC'de
AKT fosforillenmesini inhibe ederek FoxO1l'in artisina sebep olmakta ve hiicre
apoptozisten korunabilmektedir. Bu da progesteron cekilmesine sekonder
menstriasyon kanamasinda AKT-FOXO1 etkilesiminin ve Akt yolaginin 6nemli
oldugunu gostermektedir (105—-108). Progesteron bu etkisinin yani sira Akt yolagi
Uzerinden, DNA sentezi i¢in deoksiniikleotid lretimini kisitlayan bir enzim olan
Riboniikleosit-difosfat rediiktaz alt birimi M2 (Ribonucleoside-diphosphate reductase
subunit M2 (RRM2))'nin ekspresyonunu artirarak ESC proliferasyonunu

dizenlemektedir (109).
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Sekil 2.6. Akt sinyal yolaginin sematik cizimi. Hiicre membraninda lokalize gesitli
reseptorlerce alinan uyarilar sonucu PI3K aktiflesir ve PIP2, PIP3’e cgevrilir. Olusan
ikinci haberci PIP3, PDK1'e baglanir. PDK1, katalitik domainde bulunan treonin
rezidislyle etkilesir ve AKT fosforilasyonu gerceklesir. (Bu sekil BioRender programi
kullanilarak cizilmistir.)

Akt sinyal yolagini aktive eden bircok reseptér tanimlanmistir. ESC'lerde
RTK’lar (Reseptor tirozin kinazlar; EGFR, VEGFR, FGFR) (110), GPCR (111), PTGER4
(Prostaglandin E2 reseptor 4) (112), ve CXCR6 (C-X-C Motif Kemokin Reseptor 6)
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reseptorleri Akt sinyal yolagi aktivasyonuna aracilik etmektedir. Yeni calismalarla
CKAP4 de farkh hicre gruplarinda Akt sinyal yolagi iliskili reseptorlerden biri olarak
tanimlanmistir (31,113).

2.7 CKAP4

CKAP4, 475 amino asitten olusan endoplazma retikulumu limeninde yer alan
karboksil terminal bdlgesi (C terminali), 106 amino asitten olusan sitozolde yer alan
amino-terminal bolgesi (N-terminali) ve 21 amino asitten olusan transmembran alani
ile toplam 602 amino asit igeren, bir tip Il transmembran proteini olarak
siniflandiriimaktadir (114). N-terminal bolgede 2-21'inci amino asitler endoplazma
retikulumu sabitleme alani olarak islev goriirken, 24-101 arasindaki amino asitler
mikrotibil baglanma alani olarak islev gormektedir (115) (Sekil 2.7.).

CKAP4 12. kromozomun 23.3. bandindan transkripsiyonu olduktan sonra
translasyonu takiben endoplazma retikulumunda posttranslasyonel modifikasyona
ugrayarak GER membrani ve hiicre membranina transfer olmaktadir. Reseptor olarak
gorev aldiginda klatrin ile kaph sekilde sitozole alindiktan sonra ya ligandindan
ayrilarak tekrar membrana yol almakta ya da ubiquitinlenerek proteazomlarca
yikilmaktadir (116).

CKAP4 endoplazma retikulumunda cesitli posttranslasyonel modifikasyonlara
ugramaktadir. Palmitoilasyonu mikrotibiiller ile baglanma, nikleer lokalizasyon ve
hiicre membranina transport ile iliskili iken; fosforillenmesi mikrotlibul etkilesimi ile
iliskilidir (Sekil 2.7.) ve mitoz sirasinda arttig1 bilinmektedir (24). Bunlara ek olarak,
CKAP4 siilfasyona da ugramaktadir. Stilfatasyonun gerceklestigi tirozin bolgesi pozitif
yukli alanlar ile kompleks olusturma yetenegine sahiptir ve potansiyel bir ligand-
reseptdor baglanma bolgesi oldugu distnidlmektedir (34). N-terminalinde
glikozilasyon icin bir bélgenin olmamasi sebebiyle CKAP4'lin glikozile olmadigi ortaya
konmustur (22).

CKAP4, intraselller olarak GER membraninda yer almaktadir (117). GER'de
saptanmadan once, kararli Endoplazma retikulumu-Golgi ara bdlmesinde (ERGIC-
stable ER-Golgi intermediate compartment) bulunan bir protein olarak

tanimlanmistir. Fakat daha sonra yapilan incelemelerde Golgi aparatindan ziyade GER
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ile iligkili oldugu ortaya konmustur (118). GER’de o6zellikle sisterna morfolojisinin
diizenlenmesinde gorev almakta ve luminal kismi ile sisternalarda karsilikh bulunan
GER membranlarinin birbirine baglanmasina aracilik etmektedir (26) (Sekil 2.7).
Sisterna morfolojisinin belirlenmesinin yani sira GER’de bulunan nanodomainler ile
etkileserek periferik endoplazma retikulumu tibdlllerindeki dinamikleri diizenledigi
ortaya konmustur (27). GER’de lokalize iken sitoplazmik kismi ile sentrozomal
mikrotibllleri baglayarak hiicre ici organel dagilimlarini diizenlemekte ve otofajik
bozulmayi baskilamaktadir (28). GER’deki gorevlerine ek endoplazma retikulumu -
mitokondri temas bélgeleri olusumunda ve mitokondriye Ca?* akisinda da gérev
almaktadir (119). GER’deki yerlesimin yani sira farkli hicrelerde cekirdekte de
lokalizasyonu gosterilmistir (24,32—-34). Hela hiicre hattinda yapilan galismalarda
APF (Anti-proliferatif faktor)'nin CKAP4’lGn cekirdege translokasyonunu artirdigi

ortaya konmustur (24).
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Sekil 2.7. CKAP4’iin hiicresel fonksiyonlari ve etkilesimleri. (A) GER sisterna
genisligini ayarlamada, (B) GER’de ribozomlarin tutulmasinda, (C) Mikrotibuil
baglanmasinda, (D-E-G) sirasiyla tPA, SP-A ve APF icin reseptor olarak, (F) EGF
yoklugunda EGFR ile etkilesime girerek, (H) cekirdekte transkripsiyon faktorlerini
aktive etmede gorevlidir (120).



22

CKAP4'lin endoplazma retikulumu luminal bolgesi ile hicre disi bdlgesi
esdegerdir ve hiicre ylizey membraninda lokalize oldugunda ligandlari baglama
gorevi gormektedir. CKAP4'Un baskin lokalizasyonu GER'de olmasina ragmen
baslangicta vaskiler diiz kas hicrelerinin, tip Il pnomositlerin ve mesane epitel
hlcrelerinin hilicre ylzey membraninda da mevcut oldugu ve sirasiyla doku
plazminojen aktivatoria (tPA), slirfaktan protein A (SP-A) ve APF icin bir reseptor
olarak islev gordigl gosterilmistir (29,30,121) (Sekil 2.7.). SP-A'nin cAMP aracil
olarak AKT aktivasyonu yoluyla GER'den hiicre ylizey membranina CKAP4
translokasyonunu indiikledigi bildirilmektedir (122). ilerleyen calismalar ile A549
akciger, S2-CP8 pankreas, HelaS3 servikal ve TE-8 6zofageal kanser hicreleri ve
HepG2 hepatoblastoma hiicrelerinin hiicre ylizey membraninda da bulundugu tespit
edilmistir. CKAP4'lUn hicre ylizey membraninda lokalize olup olmadigi hiicre tipine
bagli olarak degiskenlik gdstermektedir. MDCK (Madin-Darby canine kidney (MDCK)
epithelial cells - Madin-Darby kdpek bébrek (MDCK) epitel hiicreleri) hiicrelerinin
apikal membraninda da Dkk1 icin reseptor olarak islev gormekte ve PI3K aracili Akt
yolagini etkinlestirerek hiicre proliferasyonu desteklemektedir (113). Yeni
calismalarda Dkk1’in prognozda rol oynadigi kanser tipleri icin CKAP4 kansere karsi
yeni bir hedef olarak ele alinmaktadir. Pankreas kanserlerinden salgilanan
ekzozomlarda CKAP4 bulunmasi ve serumda ELISA yontemi ile saptanmasi bazi
kanserler igin belirte¢ olarak kullanilabilecegini ve tedavi hedefi olarak
disinilebilecegini desteklemistir (123). Bazi kanser tiirleri icin de Dkk1’den bagimsiz
olarak B1 integrin ile etkilesime girip ve a5B1 integrinin geri donlisimind kontrol
ederek hiicre migrasyonunda artmaya sebep olmaktadir (35).

CKAP4 genel olarak kanser calismalarinda karsimiza ¢ikmakla beraber, kadin
genital sisteminde de vajina, tuba uterina, serviks, endometriyum, plasenta ve
overlerde varligi bildirilmistir (36). ESC’ler, menstriel siklus slirecinde gecirdikleri
degisimler ve gebeligin surdirilmesindeki gorevlerinden 6tiri kadin genital sistemi

icin 6zel ve 6nemli hiicrelerdir. CKAP4'(in ESC’lerdeki lokalizasyonu ve bu hiicrelerin
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menstriel siklustaki hormonal degisimlere ve desidualizasyon slrecine verdigi CKAP4
ekspresyon yaniti bilinmemektedir.

Sonu¢ olarak c¢alismanin gerekgesi, desidualizasyon sirecinde yasanan
aksakliklarin klinikte karsimiza infertilite, implantasyon yetersizlikleri, tekrarlayan
gebelik kayiplari ve preeklampsi ile ¢ikabilmesi ve bu siirecte etkili olan Akt yolagi ve
Dkk1 icin reseptor gorevi goren ve hiicre icinde GER sisternalarinin morfolojisinin
belirlenmesi, mikrotlbill organizasyonu gibi 6nemli gorevleri olan CKAP4’ln
hESC’lerdeki lokalizasyonunun ve ovaryan hormonlar ile CKAP4 iliskisinin bilinmiyor
olmasidir.

Bu gerekce ile menstriel siklusta ve desidualizasyonda etkili ovaryan
hormonlarin, hESC'lerde, CKAP4 ekspresyonuna etkisinin belirlenmesi amaglanmistir.
hESC’lerde E2, MPA ve cAMP ile menstriel siklusun farkli evreleri ve desidualizasyon
in vitro kosullarda modellenmis, CKAP4 ekspresyonunun western blot ile kantitatif
olarak saptanmasi ve hiicredeki lokalizasyonunun akim sitometri, sito-ELISA ve

immunofloresan isaretleme yontemleri ile belirlenmesi hedeflenmistir.



24

3. GEREGve YONTEM
3.1 Deney Tasarimi

Calismada hESC’ler ovaryan hormonlardan olan 6strojen ve progesteron ile
hicre igi ikincil haberci olan cAMP kullanilarak in vitro desidualizasyon olusturulmus
ve sirecgte gorev alan 6strojen, progesteron, cAMP ile CKAP4 iliskisi incelenmistir.
“Endometrial Stromal Hiicrelerde Ovaryan Hormonlar ile CKAP4 iliskisinin
incelenmesi” baslikli tez calismasi, 3 Aralik 2019 tarihinde GO 19/1150 kayit numarasi
ile Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Calismalar Etik Kurulu tarafindan
gerekce, amag, yaklasim ve yontemleri dikkate alinarak degerlendirilmistir ve etik
acidan uygun bulunmustur.

Tez calismasi kontrol grubu iceren ileriye yonelik (prospektif) in vitro deneysel
arastirma olarak planlanmistir. Bagimh degiskenler PRL-ELISA ile elde edilen prolaktin
miktari sonuclari, sito-ELISA ile elde edilen optik dansite sonuglari, immiinofloresan
isaretleme sonrasi ¢ekilen mikrograflardan hesaplanan floresan yogunlugu sayisal
sonuclari, akim sitometri ile belirlenen hiicre yiizdeleri ve western blot yontemi ile
Olglilen protein degisimlerinin kantitatif sonuglari olup, bagimsiz degiskenler ise
uygulanan hormon (kontrol besiyeri, E2, MPA, cAMP, E2+MPA, E2+MPA+cAMP)
farkhhklaridir.

Ticari olarak elde edilen hESC hiicre hattina ait hiicreler ¢ogaltildiktan sonra
deney icin 6 grup belirlenmis olup, gruplarin deney baslangicindan itibaren (glincu,
altinct ve dokuzuncu glinlerde o6lgim ve degerlendirilmelerinin  yapilmasi
planlanmistir. Deney gruplari su sekildedir:

Kontrol (K)

Ostrojen ile indiiklenen hESC (E2)

Progesteron ile indiiklenen hESC (MPA)

1

2

3

4. cAMP ile indiklenen hESC (cAMP)

5. Ostrojen ve Progesteron ile indiiklenen hESC (E2+MPA)
6

Ostrojen, Progesteron ve cAMP ile indiiklenen hESC (E2+MPA+ cAMP)
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Tez calismasi hiicre kiltird, ELISA, akim sitometri, sito-ELISA, immUinofloresan
analiz ve western blot is paketlerinden olusmaktadir. Her is paketi 3 tekrarh olarak
olusturulmustur. Calismanin tamami Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’'nda gergeklestirilmistir. Calismaya ait is akisi

Sekil 3.1.de sematize edilmistir.

hESC B | %5C0;
Hicre  © /—E 137°C Qg
Hatti S Sk = S “w

| Hiicre Hattinin Gozilmesi Hicrelerin Sayica Cogaltiimasi |

V ] )
Kontrol E2 MPA cAMP E2+MPA E2+MPA+cAMP

| 3,6 ve 9. glin degerlendirmeleri igin 6 deney grubunun belirlenmesi |

I :
-

V..
w1

Hiicre Sayimi Yapilmasi

.

-20°C

y \

@ =

PRL-ELISA Olciimii Sito-ELISA Olgimi Immiinofloresan Isaretleme

v v

N

A > |-80°C

_\
ﬁr... "// ~\.t’>2iif

=
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Akim Sitometri Western Blot

Sekil 3.1. Calismaya ait is akisi semasi. E;: Ostrojen, MPA: progesteron, Ex+MPA:
Ostrojen ve progesteron, E;+MPA+cAMP: 6strojen, progesteron ve cAMP uygulanan
grup (Bu sekil BioRender uygulamasi kullanilarak cizilmistir.)
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3.2 Hiicre Kulturu
3.2.1 hESC Hiicre Hatti Kiiltiiru

Calismada insan kokenli 6limsuzlestirilmis hESC hiicre hatti (T-0533, abm,
Kanada) kullaniimistir. hESC hiicre hatti ticari olarak elde edilmis ve soguk zincirde
tlp icinde donmus olarak teslim alinmistir. Teslim alindiktan sonra hticreler 196°C sivi
azot tankina yerlestirilmistir. hESC hicre hattina ait hiicreler teslim alinma sonrasi 1
hafta icinde Uretici firmanin talimatlari dogrultusunda -196°C sivi azot tankindan
(Carbide 35HC LN2, Taylor Wharton Union, Amerika Birlesik Devletleri) alinip 37°C su
banyosunda 1 dk siiresince bekletilerek ¢ézildi. Su banyosundan alinan hESC hiicre
hattina ait hiicreleri iceren tip, kontaminasyonun énlenmesi igin %70’lik alkol ile
temizlendikten sonra laminar akim kabini icine alindi. Donmus olarak gelen hESC’leri
ilk cozerken Uretici firmanin onerisi dogrultusunda Prigrow IV (TM004, abm, Kanada)
besiyeri kullanildi. Laminar akim kabininde tlipte bulunan ¢6zilmis hiicreler daha
onceden hazirlanip oda isisina getirilmis 15 ml komplet Prigrow IV besiyeri igine
alinarak 200 g hizda 3 dakika santrifijlendi. Slipernatant uzaklastirilarak pelet
onceden hazirlanmis %10 FBS (Fetal sigir serumu, HyClone Cat# SH30068.03, GE,
ABD), %1 L-glutamin (L-Glutamine, 200 mM, Capricorn Scientific, Almanya), %1
Penisilin-Streptomisin (Penicillin/Streptomycin Solution 100x, Capricorn Scientific)
iceren 4 ml komplet Prigrow IV besiyerinde resiispanse edildi ve PriCoat T25 kilttr
kabina (G299, abm, Kanada) ekildi. Ardindan 37°C sicaklik ve %5 CO; konsantrasyonu
iceren nemli inkiibatore (Heraeus HeraCell 150 CO2 incubator, Almanya) yerlestirildi.
Kiltar kaplarina ekilen hESC hiicreler 48 saat araliklarla faz kontrast mikroskopta
kontrolleri yapildiktan sonra besiyeri degistirilip deneylerde kullaniimak Uzere 4.

pasaja kadar ¢ogaltildi.

3.2.2 Kiltiir Hiicrelerinin Pasajlanmasi ve Dondurulmasi

Ekilen hicreler faz kontrast mikroskobu (TMS Inverted Microscope, Nikon,
Japonya) ile incelendi. Kiltiir kabinda %80 konfluensiye ulasan hiicreler mevcut
besiyeri uzaklastirilarak 37°C’ ye isitilmis DPBS (Dulbecco’nun fosfath tampon

solisyonu 1x) w/o Ca & Mg, Capricorn Scientific, Almanya) ile yikandi. DPBS
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cekildikten sonra oda isisina getirilmis %0,25 Tripsin (Capricorn Scientific, Almanya)
eklenerek inkibatoérde 4 dk tripsin ile muamele edildi. Tripsin FBS iceren komplet
besiyeri ile durdurularak karisim 1200 rpm hizda 5 dk santrifiij edildi. Stipernatant
atilarak pelet komplet Prigrow IV besiyerinde ¢oziildi ve her bir T25 flasktan elde
edilen hiicreler 1:2 oraninda boéllinerek iki yeni T25 flaska esit miktarda ekildi. Pasaj
numarasi bir artirilarak bilgileri not alindi. ikinci pasajda komplet besiyeri
hazirlanirken Prigrow IV ve DMEM/F12 (DMEM (Dulbecco's modified Eagle's
medium)/Ham’s F-12, w/o L-Glutamine, with 15mM HEPES, Capricorn Scientific,
Almanya) 1:1 oraninda karistirildi ve igine %2 FBS, %1 L-glutamin, %1 Penisilin-
Streptomisin eklendi. Uciincii ve doérdiincii pasajda ise komplet besiyeri icin
DMEM/F12 kullanildi. Bu pasaja ait hiicreler igin komplet besiyeri DMEM/F12, %2
FBS, %1 L-glutamin, %1 Penisilin-Streptomisin eklenerek hazirlandi.  Ostrojen,
progesteron hormonlari ve cAMP muamelesi bu besiyeri icinde uygulandi.

Faz kontrast mikroskobu ile incelemede %80 konfluensiye ulastigi saptanan ve
pasajlanmasi planlanmayan hicreler, %0,25’lik tripsin ile 4 dk inkibe edildi.
Sonrasinda tripsinin etkisi, 1:1 oraninda komplet besiyeri ile durdurularak 1200
rom’de 5 dk santrifiij edildi. Sipernatant kismi atildi ve hiicre peleti 700 pl Prigrow IV
besiyeri ile ¢6ziildii. Hiicre siispansiyonu kriyovial icine alindi. Uzerine 200 pl FBS
eklendi. Buz akdsu Gizerine alinan kriyoviallere 100 ul dimetil siilfoksit (DMSO, D2650,
Sigma Aldrich, Amerika Birlesik Devletleri) eklendi. Daha sonra kriyovialler dondurma
kabina (BCS-136 CoolCell, Biocision, Amerika Birlesik Devletleri) alinarak -80°C derin
dondurucuya (DF290, Nive, Turkiye) koyuldu. Ertesi gline kadar derin dondurucuda

bekleyen kriyovialler uzun sireli saklama amaciyla sivi azot tankina (-196°C) alindi.

3.2.3. Kiltiir Hiicrelerinin Sayilmasi

T25 ve T75 kiltir kaplarinda c¢ogaltilan hiicreler mevcut besiyeri
uzaklastirilarak %0,25 tripsin ile kaldirildi. FBS iceren besiyeri ile tripsin etkisi
durdurulduktan sonra 1200 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Slipernatant atildiktan sonra
pelet 1 ml komplet besiyeri ile ¢6zlildi. Hicre siispansiyonundan 100 pl alinarak 1
ml’ye tamamlandi. Dillie edilmis hiicre siispansiyonundan 50 pl alinarak 50 pl tripan

mavisi ile karistirildi. Hemositometre lamina 10 pl siispansiyon konularak faz kontrast
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mikroskobunda 5 farkli alanda canh hicreler sayilarak ortalamasi alindi. “Toplam
hiicre sayisi = x.2.10.10* (x: Hemositometre laminda 5 farkli alanda sayilan hiicrelerin
ortalamasi)” formaliu kullanilarak toplam hiicre sayisi belirlendi.

Her is paketi icin deneye baslangi¢ hiicre sayilari belirlendi ve toplam
hiicreden uygun derisimlerde hesaplanarak Uclnci, altinci ve dokuzuncu ginler icgin
PRL-ELISA o6lgiimi is paketinde kullanilacak stipernatant eldesi igin 6 kuyulu plaklara;
akim sitometri ve western blot is paketleri icin 6 kuyulu plaklara; sito-ELISA 6l¢imi
icin 96 kuyulu plaklara; immuinofloresan isaretleme icin 8 kuyulu lamlara kuyu basina
siras! ile 200.000; 200.000; 1000; 1000 hiicre olacak sekilde 3’er tekrarli ekilerek

deneye baslandi.

3.3 hESC’lerin Ovaryan Hormonlar ile indiiksiyonu

hESC’lerde ovaryan hormonlar ile CKAP4 iliskisinin incelenmesi amaciyla
kiiltiire edilen ve sayica ¢ogaltilan hESC’ler ovaryan hormonlar ve cAMP’nin etkisinin
Uglincy, altinci ve dokuzuncu glinlerde degerlendirilmek lizere 6strojen, progesteron,

Ostrojen+progesteron, cAMP ve 6strojen+progesteron+cAMP ile uyarildi.

3.3.1 Ostrojen (E2) igeren Sollisyonun Hazirlanmasi ve Hiicrelerin
Uyarilmasi

Ostrojen ile indiiklenen hESC grubunda doz olarak, hiicre hattinin iretici
firmasinin 6nerdigi doz olan 108 M tercih edildi. Stok sollisyonu, 50ml etanol icinde
5mg 17B-Estradiol >98% (Sigma, E8875-250MG, ABD) olacak sekilde ¢ozilerek
hazirlandi. Stok soliisyonundan alinan 1 ml, 1:10 etanol ile dillie edilerek ara stok
solisyonu elde edildi ve deneyde kullanilmak lizere ependorflara bollinerek -20°C’'de
saklandi. Ara stoktan alinan 1,6 ul sollisyon total hacim 6000 ul olacak sekilde 1:1
fenol kirmizisi icermeyen DMEM ve Ham's F-12 besiyerine, 1% L-glutamin, 1%
penisilin-streptomisin, 2% FBS eklenen besiyeri icinde ¢dzilerek 108 M 6strojen
iceren besiyeri elde edildi. hESC’ler kuyu basina 800 pl 10°® M dstrojen iceren besiyeri
ile 36 saatte bir beslenerek 3, 6 ve 9 giin dstrojen indiiksiyonu yapildi. Ostrojen ile

indliklenen kuyulardaki besiyeri 36 saatte bir toplanarak -20°C’de saklandi.
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3.3.2 Progesteron (MPA) igeren Soliisyonun Hazirlanmasi ve
Hiicrelerin Uyarilmasi

Progesteron ile indiklenen hESC grubunda doz olarak, hiicre hattinin lretici
firmasinin énerdigi doz olan 107 M tercih edildi. Ana stok soliisyonu 1.5 ml etanol
icinde 1 mg Medroksiprogesterone 17-acetate 297% (Sigma, M1629-1G, ABD) olacak
sekilde ¢oziilerek hazirlandi. Ana stoktan alinan 1,15 pl soliisyon total hacim 6000 ul
olacak sekilde 1:1 fenol kirmizisi igermeyen DMEM ve Ham's F-12 besiyerine (Sigma
Cat# D 2906, ABD), 1% L-glutamin, 1% penisilin-streptomisin, 2% FBS eklenen besiyeri
icinde ¢ozulerek 10”7 M progesteron iceren besiyeri elde edildi. hESC’ler kuyu basina
800 pl 107 M progesteron iceren besiyeri ile beslenerek 3, 6, ve 9 giin boyunca
progesteron indiksiyonu yapildi. Her kuyudaki eski besiyeri 36 saatte bir toplandi ve
kuyulara 10”7 M progesteron iceren taze besiyeri eklendi. Toplanan besiyeri -20°C’de
muhafaza edildi. Progesteron uygulamasi icin ilag her uygulamada taze olarak

hazirlandi.

3.3.3 Ostrojen ve Progesteron (E2+MPA) iceren Soliisyonun
Hazirlanmasi ve Hiicrelerin Uyarilmasi

Ostrojen ve progesteron ile indiiklenen hESC grubunda 108 M &strojen, 10”7
M progesteron kullanildi. ilaglar yukarida anlatildigi sekilde ara stoklar hazirland.
Ostrojenin ara stogundan alinan 1,6 pl ve progesteronun ana stogundan alinan 1,15
pl soliisyon total hacim 6000 ul olacak sekilde 1:1 fenol kirmizisi igermeyen 1% L-
glutamin, 1% penisilin-streptomisin, 2% FBS iceren DMEM/F-12 besiyeri iginde
cozulerek 10 M 6strojen, 107 M progesteron iceren besiyeri elde edildi. hESCler
kuyu basina 800 pl besiyeri (108 M 6strojen, 10”7 M progesteron iceren besiyeri) ile
3, 6 ve 9 gilin boyunca beslendi. Her kuyunun besiyeri 36 saatte bir toplanarak

yenilendi. Toplanan besiyerleri -20°C’de saklandi.

3.3.4 cAMP igeren Soliisyonun Hazirlanmasi ve Hiicrelerin Uyariimasi

cAMP ile indiklenen hESC grubunda doz olarak 0,5 mM tercih edildi
(20,89,90). Ana stok sollisyonu 500 pl amonyum hidroksit icinde 25 mg 8-
Bromoadenosine 3,5’ — cyclic monophosphate (Sigma, B5386, ABD), olacak sekilde
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¢ozulerek hazirlandi. Ana stoktan alinan 24,4 ul soliisyon total hacim 6000 pl olacak
sekilde 1:1 fenol kirmizisi icermeyen 1% L-glutamin, 1% penisilin-streptomisin, 2%
FBS iceren DMEM/F12 iginde ¢ozllerek 0,5 mM cAMP igeren besiyeri elde edildi.
hESC’ler kuyu basina 800 ul besiyeri (0,5 mM cAMP iceren besiyeri) ile 3, 6 ve 9 giin
boyunca beslendi. Her kuyunun besiyeri 36 saatte bir toplanarak yerine taze besiyeri

eklendi. Toplanan besiyeri -20°C’'de muhafaza edildi.

3.3.5 Ostrojen, Progesteron ve cAMP (E2+MPA+cAMP) igeren
Soliisyonun Hazirlanmasi ve Hiicrelerin Uyarilmasi

Ostrojen, progesteron ve cAMP ile indiiklenen hESC grubunda 108 M &strojen,
10”7 M progesteron ve 0,5 mM cAMP kullanilmak tzere yukarida anlatildigi sekilde
ara stoklar hazirlandi. Ostrojenin ara stogundan alinan 1,6 ul, progesteronun ana
stogundan alinan 1,15 ul ve cAMP’nin ana stogundan alinan 24,4 pl total hacim 6000
ul olacak sekilde 1:1 fenol kirmizisi icermeyen DMEM/F-12 besiyerine, 1% L-glutamin,
1% penisilin-streptomisin, 2% FBS eklenerek hazirlanmis komplet besiyeri icinde
cozulerek 10 M dstrojen, 107 M progesteron ve 0,5 mM cAMP iceren besiyeri elde
edildi. hESC’ler kuyu basina 800 pl besiyeri (10 M 6strojen, 10”7 M progesteron ve
0,5 mM cAMP iceren besiyeri) ile 3, 6 ve 9 giin boyunca beslendi. Her kuyunun
besiyeri 36 saatte bir toplanarak yerine taze besiyeri eklendi. Toplanan besiyerleri

tiplere alinarak -20°C’de saklandi.

3.3.6 Kontrol Grubu Soliisyonun Hazirlanmasi ve Hiicrelerin
Uyarilmasi

Kontrol grubu icin 1:1 fenol kirmizisi icermeyen DMEM ve Ham's F-12
besiyerine, 1% L-glutamin, 1% penisilin-streptomisin, 2% FBS eklenen besiyeri
kullanild.

hESC'ler (i, alti ve dokuz glin boyunca ovaryan hormonlar (E2, MPA, E2+MPA)
ve/veya cAMP (cAMP, E2+MPA+cAMP) ile uyarilarak calismanin deney gruplari
olusturuldu (Tablo 3.1).
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Tablo 3.1. Deney gruplari 6rneklem biiyikliigi

indiiksiyon | Kontrol | 10%M 10'M 10%M 0,5mM | 10%M &strojen
ostrojen | progesteron | ostrojen cAMP +10’M  progesteron
+107M +0,5mM cAMP
Gin progesteron
3. giin n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3
6. giin n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3
9. glin n=3 n=3 n=3 n=3 n=3 n=3

*Sito-ELISA Olgimlerinde 3 deney yapildi. Her deneyde gruplar 3’er tekrarli hazirlanarak toplam 9

tekrar olarak olgulmustar.

3.4 Prolaktin 6lglimii

Ug, alti ve dokuz giin boyunca ovaryan hormonlar (E2, MPA, E2+MPA) ve/veya
cAMP (cAMP, E2+MPA+cAMP) ile uyarilan hESC'lere ait slipernatantlarda Human
Prolactin PicoKine™ ELISA Kit 96T (Sciencell-Boster; EK0593) ile prolaktin 6l¢imu

gerceklestirildi.

3.4.1 Kullanilan Soliisyonlarin hazirlanmasi

Kullanimdan 6nce tiim sollisyonlar oda isisina getirildi.

Yikama Soliisyonu:

Kit icinde toz formunda mevcut olan 1X PBS (fosfat tampon sollisyonu) lizerine
1000 ml distile su eklenerek yikama soliisyonu elde edildi.

1X insan PRL Antikoru (Human PRL Biotinylated antibody):

Kuyu basina 1 ul 100x Human PRL Biotinylated antibody Uzerine 99 ul Antikor
seyreltici eklenerek kullanimdan hemen 6nce 1x Human PRL Biotinylated antibody
hazirlandi.

1X Avidin-Biotin-Peroksidaz Kompleks:

Her kuyuya 1 pl 100x Avidin-Biotin-Peroksidaz Kompleks 99 ul Avidin-Biotin-
Peroksidaz seyreltici eklenerek kullanimdan hemen 6nce 1x Avidin-Biotin-Peroksidaz
Kompleks hazirlandi.

insan PRL Standart:
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10 ng liyofilize insan PRL standardi 1 ml numune seyreltici kullanarak

seyreltildi.

3.4.2 Prolaktin Olgiimiinde Kullanilan Protokol

Kullanimdan oOnce tim malzemeler ve hazirlanan soliisyonlar oda isisina
getirildi. Her numuneden 100 pl kadari kit icinden ¢ikan 96 kuyulu plagin bir kuyusuna
eklendi ve 37°C de 90 dk inklibe edildi. Kuyulardaki sivilar kagit havlu {izerine ters
cevrilerek uzaklastirildi. Her kuyucuga 1x Biotinylated Anti-Human PRL antikorundan
100 pl eklendi ve 37°C de 60 dk inkibe edildi. Kuyular yikama sollisyonu ile 3 kez
yikandi. Kuyulardaki soliisyon kagit havlu Uzerine ters gevrilerek uzaklastirildi. Her
kuyucuga 100 pl 1x Avidin-Biotin-Peroxidase Complex eklendi ve 37°C de 30 dk
inkiibe edildi. Kuyular yikama sollisyonu ile 5 kez yikandi. Kuyu basina 90 pl Color
Developing Reagent (Renk Gelistirme Reaktifi) eklendi ve 37°C de 20 dk inklbe edildi.
Her kuyucuga 100 pl Stop Solution (durdurma solisyonu) eklendi ve kuyularda sari
renge donisiim gozlendikten sonra 96 kuyulu plagin absorbans 6l¢imi 450 nm’de

mikroplaka okuyucuda (Versamax microplate reader, Molecular Devices) yapildi.

3.5 Akim sitometri yéntemi ile CKAP4 Pozitif Hiicre Yiizdesinin Olgiimii

Optimal kosullarda kiiltirde cogaltilip, faz kontrast mikroskopi ve PRL ELISA
degerlendirmesi sonucu 6. glinde cAMP ve E2+MPA+cAMP uygulanarak desidualize
edilen hESC'ler ile kontrol grubu hiicreleri permeabilize edilmeden ve Triton-X ile
permeabilize edildikten sonra immiun isaretleme yapilarak akim sitometride CKAP4

immin pozitif hiicre ylizdesi agisindan degerlendirildi.

3.5.1 Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

PBS:

- Sodyum klorur (NaCl, 58,44 g/mol, Kimetsan, Turkiye)

- Potasyum klorur (KCl, 74,56 g/mol, potassium chloride extra pure, Merck,
Almanya)

- Disodyum hidrojen fosfat heptahidrat (Na2HPO4*7H20, 268,03 g/mol

diSodium hydrogen phosphate heptahydrate, Merck, Almanya)
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- Sodyum dihidrojen fosfat dihidrat (NaH2PO4*2H20, 156,01 g/mol Sodium
dihydrogen phosphate dihydrate, Merck, Almanya)

Hassas tarti kullanilarak 80 g sodyum klortr, 2 g potasyum klorir, 107,212 g
disodyum hidrojen fosfat heptahidrat, 15,6 g sodyum dihidrojen fosfat dihidrat
hazirlandi. Balon joje igine alinan tozlar, manyetik karistirici Gzerinde 1000 ml distile
su ile ¢6zuldu. Elde edilen 10X PBS tampon soltisyonu +4 °C de saklandi. Kullanmadan
once distile su ile 1:10 oraninda dillie edilerek 1X PBS tamponu haline getirilip pH’i
7,4’e ayarlandi.

PBS-BSA Soliisyonu Hazirlanmasi:

PBS-BSA soliisyonu icin %3 oraninda sigir serum albimini (Bovine Serum
Albumi (BSA), >96%, Sigma, Almanya) PBS igcinde manyetik karistirici Gzerinde
¢ozulerek hazirlandi. PBS-BSA sollisyonu hazirlandi.

Primer Antikorun Hazirlanmasi:

e CKAP4 poliklonal antikor (Bioss-USA, bs6520R, ABD)

Segilen primer antikor tavsanda Uretilmis ve insan antijenini isaretleyecek
ozellikte olup, 1/75 diliisyonda %3 PBS-BSA iginde ¢ozilerek kullanild.

Sekonder Antikorun Hazirlanmasi:

e FITC- Goat-anti rabbit 1gG (H+L) (Jackson Immunoresearch, 111-095-003,
ABD)

Calismada kullanilan primer antikor tavsanda Uretildigi icin tavsan antijenine
karsi kecide Uretilmis yesil floresan veren FITC ile konjuge sekonder antikor segildi.
Secilen sekonder antikor, 1/1000 diliisyonda %3 PBS-BSA icinde ¢6zulerek kullanildi.

Solisyon her kullanimdan dnce taze hazirlandi.

3.5.2 Akim Sitometri isaretleme Protokolii

Dordincl pasaja kadar cogaltilan hESC'ler hazirlanan indiksiyon besiyerleri
(cAMP ve E2+MPA+cAMP) ile 6 glin muamele edildikten sonra kuyulardaki besiyerleri
alinarak DPBS ile yikandi ve %0,25 tripsin ile kaldirildi. Ardindan gruplar 1ImL PBS ile
¢Ozllerek sayildi ve her tlipe 100.000 hiicre olacak sekilde hiicreler tlplere aktarildi
(Tablo 3.2.). Tipler 4°C'de 1200 rpm devirde PBS ile 5 dk yikandiktan sonra

sipernatant atilip pelet %4 PFA (paraformaldehit) ile reslispanse edilerek 20 dk
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4°C’'de tespit edildi. PBS ile iki kere 4°C’'de 1200 rpm devirde 5 dk sireyle yikandi.
Permeabilizasyon yapilacak gruplara 1’er ml %0.1 TritonX-100 eklenerek hiicreler
restispanse edildi ve 15 dk inklbe edildi. Hlcreler 2 kere 4°C’'de 1200 rpm devirde
5’er dk yikandiktan sonra biitlin gruplara %3 BSA iceren PBS ile 37°C’'de 30 dk serum
blokaji yapildi. Hiicreler blokaj sonrasi 4°C’'de 1200 rpm’de 5 dk 2 kere yikanarak
primer antikor uygulandi. Primer antikor olarak CKAP4 polyclonal antibody (Bioss-
USA, bs6520R, ABD) kullanildi. immiin isaretleme igin %3 PBS+BSA icinde 1:75
oraninda dilie edilen primer antikor ile hiicreler ile 37°C'de 1 saat inkiibe edildi.
Ardindan PBSile 2 kere 5 dk 1200 rpm ile santrifiij edilip restispanse edilerek yikandi.
Sekonder antikor olarak FITC- Goat-anti rabbit IgG (H+L) (Jackson Immunoresearch,
111-095-003, ABD) kullanildi.  Kuyulardaki hicreler %3 PBS+BSA iginde 1/1000
oraninda dillie edilen sekonder antikor ile oda sicakliginda karanlikta 1 saat bekletildi.
iki kere 5 dk PBS ile yikandiktan sonra pelet 200 ul PBS ile ¢oziilerek akim sitometri
cihazinda (NovoCyte Flow Cytometer Systems, Amerika Birlesik Devletleri)
degerlendirildi. Akim sitometri analizleri icin NovoExpres 1.6.1 analiz programi

kullanildi.

Tablo 3.2. Akim Sitometri igin Olusturulan Gruplar

1.Tiip 2.Tup 3. Tiip 4.Tup 5.Tip 6.Tlp 7.Tup 8.Tup 9.Tip
Triton-X uygulanmayan (Yiizey isaretlenmesini Triton-X uygulanan (Yiizey ve hiicre igi
gosteren gruplar) isaretlenmeyi gosteren gruplar)
izotip Unstained Kontrol | cAMP E2+MPA+cAMP Unstained | Kontrol | cAMP E2+MPA+cAMP

Desidualize edilen cAMP ve E2+MPA+cAMP gruplarina ek izotipik kontrol i¢in
primer antikorun uygulanmadigi ve yine yéntem kontroli icin Triton-X uygulanan ve
uygulanmayan her iki protokol icin birer tane primer ve sekonder antikorun
uygulanmadigi “Unstained” gruplar da ilgili basamaklar atlanarak kalan tim
basamaklar deney gruplari ile ayni olacak sekilde hazirlandi. Tim deney gruplari ikiser

tekrarh olarak planlandi.
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3.6 Sito-ELISA yontemi ile CKAP4 miktarinin 6l¢liimii

Ug, alt1 ve dokuz giin boyunca ovaryan hormonlar (E2, MPA, E2+MPA) ve/veya
cAMP (cAMP, E2+MPA+cAMP) ile uyarilan hESC'lerde sito-ELISA yontemi ile CKAP4

Olclimi gerceklestirildi.

3.6.1 Soliisyonlarin hazirlanmasi

PBS yukarida belirtildigi sekilde hazirlanmistir.

PBS-BSA Soliisyonu Hazirlanmasi:

PBS-BSA sollisyonu icin %2 oraninda BSA, PBS icinde manyetik karistirici
Uzerinde c¢ozillerek hazirlandi. PBS-BSA soliisyonu her kullanimdan 6nce taze
hazirlandi.

Primer Antikorun Hazirlanmasi:

® CKAP4 poliklonal antikor (Bioss-USA, bs6520R, ABD)

Secilen primer antikor tavsanda Uretilmis ve insan antijenini isaretleyecek
ozellikte olup, 1/200 dilusyonda PBS-BSA icinde ¢ozilerek kullanildi. Soltisyon her
kullanimdan 6nce taze hazirlandi.

Sekonder Antikorun Hazirlanmasi:

* Goat anti-rabbit IgG (H+L) (HRP) (Peroxidase-AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG
(H+L) (Jackson Immunor esearch, 111-035-003, ABD)

Calismada kullanilan primer antikor tavsanda Uretildigi icin buna karsi kecide
Uretilmis ve tavsan antijenini isaretleyecek 6zellikte sekonder antikor segildi. Secilen
sekonder antikor, 1/1000 dilisyonda PBS-BSA icinde ¢6zulerek kullanildi. Soliisyon
her kullanimdan 6nce taze hazirlandi.

Diamino benzidin (DAB) Soliisyonu Hazirlamasi:

Kromojen olarak DAB (Lab vision, TA-125-HDX, ingiltere) kullanildi. 1 damla
DAB kromojeni, 1 ml DAB substrati icinde dillie edilerek kullanildi. Hazirlanan DAB
solisyonunun 1sik ile temasi tlpilin cevresi aliminyum folyo ile sarilarak kesildi.

Solilisyon kullanimdan hemen 6nce taze hazirlandi.
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3.6.2 Sito-ELISA Yontemi i¢in Uygulanan Protokol

Uclincii pasaja kadar ¢ogaltilan endometrial stromal hiicreler %0,25 tripsin ile
kaldirildiktan sonra sito-ELISA olgimleri i¢in 96 kuyulu plaklara her grup 3 tekrarli
olacak sekilde ve her kuyucuga 1000 hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicrelerin tutunmasi
icin 24 saat inklibatorde kiltlre edildi. Hicreler tutunduktan sonra besiyerleri; her
grup igin ayri ayri hazirlanan E2, MPA, cAMP, E2+MPA, E2+MPA+cAMP iceren
komplet besiyerleri ile degistirildi. Uglinci, altinci ve dokuzuncu giinlerin sonunda
kuyucuklardaki besiyerleri bosaltilarak DPBS ile yikandi. Ardindan %0.05 glutaraldehit
ile oda isisinda 10 dakika tespit edildi. PBS ile 3 kez 5 dakika yikandi. Primer antikor
olarak CKAP4 polyclonal antibody (Bioss-USA, bs6520R, ABD) 1:200 dillisyonda
PBS+BSA iginde dillie edilerek 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. PBS ile 3 kez 5 dk yikandi.
PBS+BSA icinde 1/1000 dilisyonda dilie edilerek hazirlanan sekonder antikor
Peroxidase-AffiniPure Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) (Jackson Immunoresearch, 111-
035-003, ABD) ile oda sicakliginda 1 saat inklibe edildi. PBS ile 5 kez 5 dk yikandi.
Kuyulara DAB (Lab vision, TA-125-HDX, ingiltere) soliisyonu eklendi ve 20 dk siireyle
yatay sallayicl Ustliinde oda isisinda inkiibe edildi. 96 kuyulu plaklarin optik
yogunluklari 495-600 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucu (Versamax microplate

reader, Molecular Devices) ile yapildi.

3.7 hESC hiicre hattinda immiinofloresan isaretleme Yéntemi
Uygulanmasi

Ug, alti ve dokuz giin boyunca ovaryan hormonlar (E2, MPA, E2+MPA) ve/veya
cAMP (cAMP, E2+MPA+cAMP) ile uyarilan hESC’lerde CKAP4 lokalizasyonu ve

intensitesinin belirlenmesi icin immiinofloresan isaretleme gerceklestirildi.

3.7.1 Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

PBS, %2 PBS-BSA Soliisyonu yukarida belirtildigi sekilde hazirlanmistir.

Serum Blokaji Soliisyonu:

Keci serumu (Goat serum, Capricorn Scientific, Almanya) PBS-BSA i¢inde 1:50
dilisyonda  hazirlandi. Serum blokaji soliisyonu kullanimdan hemen 6nce taze

hazirlandi.
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Primer Antikorun Hazirlanmasi:

e CKAP4 poliklonal antikor (Bioss-USA, bs6520R, ABD)

Secilen primer antikor tavsanda Uretilmis ve insan antijenini isaretleyecek
ozellikte olup, 1/200 dilisyonda PBS-BSA icinde ¢ozilerek kullanildi. Sollisyon her
kullanimdan 6nce taze hazirlandi.

Sekonder Antikorun Hazirlanmasi:

e FITC- Goat-anti rabbit 1gG (H+L) (Jackson Immunoresearch, 111-095-003,
ABD)

Calismada kullanilan primer antikor tavsanda Uretildigi icin buna karsi kegide
Uretilmis ve tavsan antijenini isaretleyecek 6zellikte yesil floresan veren FITC ile
konjuge sekonder antikor secildi. Secilen sekonder antikor, 1/1000 dilisyonda PBS-
BSA icinde c¢ozilerek kullanildi. Soliisyon her kullanimdan 6nce taze hazirlandi.
Cekirdek boyamasi icin DAPI (4, 6-diamidino-2-fenilindol) iceren kapatma ortami
(Antifade Mounting Medium with DAPI, VECTASHIELD®, cat: H-1200-10, Amerika

Birlesik Devletleri) kullanildi.

3.7.2 immiinofloresan isaretleme Protokolii

Uglincii pasaja kadar ¢ogaltilan endometrial stromal hiicreler %0,25 tripsin ile
kaldirildiktan sonra immiinofloresan isaretleme icin 8 kuyulu steril lamlara (Cell
Culture Slide 8well, SPL Life Sciences, Giiney Kore) her kuyuya 1000 hiicre/cm? olacak
sekilde ekildi. Hlicrelerin tutunmasi icin 24 saat inktibatorde kiiltlire edildi. Hiicreler
tutunduktan sonra DPBS ile yikandi ve besiyerleri; her grup icin hazirlanan indiksiyon
besiyerleri ile degistirildi. Uclincii, altinci ve dokuzuncu giinlerin sonunda kuyulardaki
besiyerleri bosaltilarak DPBS ile yikandi. Metanol (Extra pure methanol, Merck,
Almanya) ile oda isisinda 5 dk tespit edildi. PBS ile 3 kez yikandi. BSA iceren PBS icinde
1:200 oraninda diliie edilmis keci serumu ile oda sicakliginda 1 saat serum blokaji
yapildi. Primer antikor olarak CKAP4 polyclonal antibody (Bioss-USA, bs6520R, ABD)
kullanildi. PBS+BSA icinde 1:200 oraninda diliie edilen primer antikor ile hiicreler gece
boyu +4°C’de inkiibe edildi. Ardindan PBS ile 3 kez 5 dk yikandi. Sekonder antikor
olarak FITC- Goat-anti rabbit IgG (H+L) (Jackson Immunoresearch, 111-095-003, ABD)
kullanildi.  Kuyulardaki hucreler PBS+BSA icinde 1/1000 oraninda diliie edilen
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sekonder antikor ile oda sicakhginda karanlikta 1 saat bekletildi. 3 kez 5 dk PBS ile
yikandiktan sonra g¢ekirdek isaretlemesi icin DAPI (4, 6-diamidino-2-fenilindol) iceren
kapatma ortami (Antifade Mounting Medium with DAPI, VECTASHIELD®, cat: H-1200-
10, Amerika Birlesik Devletleri) kullanildi. Floresan mikroskopta (Leica DMG6B
microscope, DFC7000T camera, Almanya) yesil ve mavi kanalda gorintilendi ve her
gruptaki her ornekten X20 bilyitmede 7 alan, X40 biyltmede 5 alan ve X63
biylitmede 3 alan fotograflandi. intesite 6lgiimleri icin X20 biiyiitmede ¢ekilen 7 alan
kullanildi ve her mikrografta minimum 8 ve maksimum 12 hiicre mevcuttu. Floresan
Isima yogunlugunun sayisallastiriimasi icin gorlintilerin ham verileri Image J (Fiji, 64
bit for Windows NIH, ABD) goriintli analiz yazilimi kullanilarak degerlendirildi.
Olgiimler yalnizca yesil kanalin ham gériintiilerinde, her hiicrenin siniri belirlenerek
icinde kalan alanin ortalama isima yogunlugu o6lcilip, bu dlcimden zemin i1sima
yogunlugu cikarilarak analiz gerceklestirildi. TiUm gruplara ait mikrograflarda dlglimler
yapildiktan sonra ortalamalari alinarak gruplar arasi floresan isima yogunlugu sayisal

verileri karsilastirildi.

3.8 Western Blot yontemi ile CKAP4 ve PCNA Kantitatif Ol¢iimii

Deney gruplarinda western blot yontemi ile CKAP4 ve PCNA kantitatif 6lgim
icin gruplara ait 6rneklerden ilk olarak protein izolasyonu, ardindan protein 6l¢im{i,
sodyum dodesil sulfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile proteinlerin
yuritilmesi, membrana aktarilmasi, isaretlenmesi ve gorintiileme sistemi ile
gorintilendikten sonra bant analizleri yapiimistir. Bu basamaklarin detaylari asagida

ilgili bolimlerde aciklanmistir.

3.8.1 Western Blot Analizi igin Protein izolasyonu

Protein izolasyonu icin 6 kuyulu plaklara kuyu basina 4. pasajdaki 200.000
hiicre ekilerek deneye baslandi. Hiicreler tutunduktan sonra her grup icin ayri
hazirlanan E2, MPA, cAMP, E2+MPA, E2+MPA+cAMP iceren komplet besiyerleri ile
hiicreler 36 saatte bir beslendi. Uciincii, altinci ve dokuzuncu giinlerin sonunda
besiyerleri toplanarak hiicreler PBS ile yikandi. Ardindan buz {izerinde soguk PBS ve

kaziyici yardimi ile 6 kuyulu plaklarin yizeyinden hiicreler kazinarak 15 ml santrif(ij
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tiplerinde toplandi. Tupler 1200 rpm devirde 5 dk santrifiij edildi ve olusan pelet 1
ml PBS igerisinde ¢ozildl. Cozilen pelet 2 ml tiiplere aktarildi ve tekrar 1200 rpm’de
5 dk santriflijlendi. Stpernatant uzaklastirildi ve hicre peletinden total protein
izolasyonu liziz tampon kullanilarak yapildi.

Total protein izolasyonu igin 6 ml liziz tampon (final konsantrasyonlari; 50mM
Tris-HCL pH 7.4, 150 pM NaCl, 1 mM EDTA, %0.5 TritonX-100, %0.5 NP-40, %10
Gliserol, 1 mM PMSF, 10 mM B-gliserofosfat, 10 mM NaF, 1 mM Na3VO04, 1x Proteaz
inhibitorl (ProteoGuard EDTA-Free Protease Inhibitor Cocktail, Cat#635673, Takara,
Japonya) olacak sekilde buz lzerinde karistirilip) 4032 pl filtrelenmis distile su ile
seyreltilerek hazirlandi. Elde edilen hiicre peletine hazirlanan soguk 1X liziz tamponu
eklendi. Liziz tamponlu hiicre peleti 10 dk’da bir vortekslenerek 40 dk kadar buz
tizerinde inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda tiipler, 1000 g’de 5 dk santrifiijlendi
ve siipernatant kismi yeni 2 ml'lik tiiplere alindi. Ornekler kullanima kadar -80°C’de

muhafaza edildi.

3.8.2 BCA ile Protein Konsantrasyonu Belirleme

Protein konsantrasyonlarinin karsilastiriimasi icin BCA kit (Pierce™ BCA
Protein Assay Kit, 23225, Thermo Scientific, Amerika Birlesik Devletleri) kullanildi.
Standartlar, firmanin belirledigi cesitli konsantrasyonlarda BSA sollisyonu kullanilarak
hazirlandi (Tablo 3.3.). Hazirlanan standartlar 25 pl miktarda 96 kuyulu plaga sirasiyla
alindi. Liziz tampon ile hazirlanan o6rneklerden 10’ar ul alinarak 96 kuyulu plaga
eklendi ve Uzerlerine kitte bulunan A ve B soliisyonu 50:1 oraninda karistirilip
hazirlanarak 200’er ul eklendi. 37°C'de 30 dk inkibe edildikten sonra 96 kuyulu plak
mikroplaka okuyucuda (Versamax microplate reader, Molecular Devices) 450 nm’de

okutuldu.
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Standartlar | dH20 (ul) BSA (pl) Final BSA konsantrasyonu

(ng/ml)

A 0 300 2000

B 125 375 1500

C 325 325 1000

D 175 175 (B soltisyonundan) 750

E 325 325 (C soliisyonundan) 500

F 325 325 (E soliisyonundan) 250

G 325 325 (F solisyonundan) 125

H 400 100 (G sollisyonundan) 25

| 400 0 0 (Blank)

3.8.3 SDS-PAGE

BCA ile total protein 6lgimi sonrasi konsantrasyonlari belirlenen protein

ekstraktlari, SDS-PAGE ile agirliklarina gore ayrildi. Protein yiritme islemi igin %10 jel

Tablo 3.4.”de belirtilen konsantrasyonlarda hazirlandi.

Tablo 3.4. %10 Ayirici Jel ve %5 Toplayici Jel hazirlamak igin kullanilan soliisyonlar

Sollisyonlar Ayirici Jel (%10) (20 | Toplayici Jel (%5)
ml) (5 ml)
%30 akrilamid/Bisakrilamid (Bioshop, 6.7 0.83
Kanada)
1.5M Tris-HCl pH 8.8 5 -
1.0M Tris-HCI pH6.8 - 0.63
%10 SDS 0.2 0.05
ddH,0 7.9 3.4
%10 Amonyum Perslilfat (APS) 0.2 0.05
TEMED 0.0008 0.005

Daha 6nce belirlenen protein konsantrasyonlariyla 20 ug protein érnekleri 4x

Laemmli tampon (4x Laemmli Sample Buffer, #1610747, BioRad, Amerika Birlesik

Devletleri) ile hazirlandi ve 95°C 5 dk inkiibe edildi. Ornekler daha sonra jelin her bir

kuyusuna, ilk kuyuya protein marker (GeneDirex, PM007-0500, Amerika Birlesik

Devletleri) koyularak yiklendi. Jel, yiritme tamponu ile 120V’'da yaklasik 90 dk

ylritdlda. Proteinler, 6nceden metanol ile aktive edilmis ve transfer tamponu ile

islatilmis PVDF (polivinilidenflorit) membranina (Transblot- turbo mini size PVDF
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membrane- L0O02045A, BioRad, Amerika Birlesik Devletleri) Trans-blot turbo transfer
sistem (Biorad, Amerika Birlesik Devletleri) ile 25V’da 7 dk yirtilerek transfer edildi.
Transferden sonra, spesifik olmayan baglanmalari 6nlemek amaciyla membranlar %5
sut tozu (BioRad, 170-6404, Amerika Birlesik Devletleri) ile 90 dk galkalayici (izerinde
oda isisinda inkiibe edilerek blokaj uygulandi. Membranlar TBS-T (Tris tamponlu
sollisyon + Triton-X) ile 3 kez 5 dk yikandiktan sonra primer antikorlar ile (CKAP4
(BiossUSA, BS6520R) 1:1000, PCNA (CST,2586) 1:1000, B-aktin (Sigma, A4700) 1:1000
dilisyonlarda blok sollisyonu seyreltilerek hazirlandi) gece boyu +4°C’de calkalayici
Uzerinde inkiibe edildi. Membranlar ertesi sabah TBS-T ile 5 kez 5 dk yikandiktan
sonra 1:2500 dilisyonda hazirlanan anti-rabbit (Cytivia, NA934V) ve anti-mouse
(Cytivia, NA931V) HRP konjuge sekonder antikorlari ile 70 dk oda sicakhginda
calkalayici Gzerinde inkiibe edildi. TBS-T ile yikandiktan sonra kemiliiminesans kit
(western enhanced chemiluminescence (ECL) kit, Thermo Fisher, 34095) ile 5 dk
inkiibe edildi. Membranlar Biorad ChemiDoc Touch gorintiileme sistemiyle ile
gorintilendi. Elde edilen protein bantlarinin yogunluklari Biorad Image Lab

programiyla Olclldi ve B-aktin ile normalize edildi.

3.9 istatistiksel Analiz

Tim is paketlerine ait bagimli ve bagimsiz sayisal degiskenlerin dagilimi
normallik testleri (n<50 ise Shapiro-Wilk, n>50 ise Kolmogorov-Smirnov normallik
testi) ve grafikler (histogram, kutu ve ¢izgi grafigi) ile incelenmistir. Tanimlayici
istatistikler normal dagilim gostermeyen degiskenler icin ortanca, 25. ylzdelik, 75.
Yizdelik olarak verilmistir. Parametrik test varsayimlari saglanmadigi icin ikiden fazla
bagimsiz grup arasindaki karsilastirmalar Kruskal Wallis testi ile, ikiden fazla bagimli
grup arasindaki karsilastirmalar Friedman testi kullanilarak yapilmistir. Gruplar
arasinda anlamh fark bulunmasi durumunda ikili Karsilastirma Testleri (Pairwise
comparison ikili karsilastirma testi) kullanilarak farkhligin hangi gruplardan
kaynaklandigi incelenmistir. Sito-ELISA ve immiinofloresan intensite 6lcimlerinde
orneklem genisligi %99 glg ile ¢alisilirken, akim sitometri ve western blot verilerinde
%95, PRL-ELISA verilerinde %92 giic ile deneyler yapilmistir. Analizler icin IBM SPSS

Statistics V23 programi kullanilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 Oliimsiizlestirilmis hESC Hiicre Hatti Hiicrelerinin Faz Kontrast
Mikroskobu ile incelenmesi

Ticari olarak alinip soguk zincirde temin edilen hESC hicre hatti, Uretici
firmanin 6nerdigi protokol uygulanarak hiicre kiltiri laboratuvarinda laminar akim
kabini iginde ¢ozuldikten sonra flasklara ekildi. Hiicrelerin ekim yapildiktan hemen
sonraki degerlendirmelerinde (0. Saat) yuvarlak morfolojide ve farkli seviyelerde
tutunmamus hiicreler izlendi. inkiibatére alinan ve hareketsiz sekilde 24 saat inkiibe
edilen flasklarin, ekiminden 24 saat sonra yapilan faz kontrast mikroskopi
kontrollerinde ise hESC hiicrelerinin flask tabanina tutunarak igsi morfoloji kazandigi

gozlendi (Sekil 4.1.).

Sekil 4.1. hESC hiicre hattina ait hiicrelerinin faz kontrast mikrograflari. hESC
hicrelerinin ¢ozlllip ekildikten hemen sonra (0. saatte) yapilan incelemesinde flask
tabanina tutunmamis, yuvarlak hitcreler izlenirken 24. saatte flask tabanina
tutunmus igsi hiicreler izlenmektedir. hESC hiicre hatti hiicreleri (A) 0.saat, (B) 24.saat
(Faz Kontrast, x200)

Deney gruplariicin yeterli sayida hiicre, pasaj 4’e kadar kiiltlirde cogaltildiktan
sonra hiicreler sadece komplet besiyeri veya 6strogen (108 M E2), progesteron (1077
MPA), cAMP (0,5 mM), ostrojen+progesteron (108 M E2 + 107 M MPA) ve
dstrojen+progesteron+cAMP (10% M E2+ 107 M MPA+ 0.5 mM cAMP) iceren
besiyerleri ile 3, 6 ve 9 giin boyunca 36 saatte bir beslenerek sirasiyla kontrol, E2,

MPA, E2+MPA, cAMP, E2+MPA+cAMP gruplari olusturuldu.
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Kontrol grubundaki hiicreler faz kontrast mikroskobunda incelendiginde igsi
morfolojide, sitoplazmik uzantilar gelistirerek kiltir kabina ve birbirine tutunan
fibroblast benzeri hiicreler gozlendi. Hiicreler merkezi yerlesimli igsi ¢ekirdekleri ve
seffaf sitoplazmalari ile ayirt edildi. Ardisitk 1., 3., 6. ve 9. ginlerde yapilan
incelemelerde hiicrelerde sayica artis saptandi. izlenen 9 giin boyunca hiicrelerin igsi
formunu korudugu ve sayica artisa ek birbirleri ile tutunma bdlgelerinin arttig

gozlendi (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. Kontrol grubu hESC'lerin faz kontrast mikrograflari. Flask tabanina tutunan
igsi hiicrelerin takip edilen glinlerde bir 6nceki degerlendirme gliniine oranla sayica
arttigi, hicreler arasindaki bosluklarin kapandigi, hicrelerin 9 giin boyunca igsi
morfolojiyi korudugu izlenmektedir. Yildizlar endometrial stromal hiicrelere ait seffaf
sitoplazmalari, ok baslari hiicresel sitoplazmik uzantilari ve birbirlerine tutunma
noktalarini gostermektedir. Kontrol grubu (A) 1.gln, (B) 3.giln, (C) 6.giin, (Ci) 6. gline
ait mikrografta (C) dikdortgen ile isaretli alanin biyutilmus gorintisa, (D) 9.gln, (Di)
9. gline ait mikrografta (D) dikdortgen ile isaretli alanin buyutilmis goérintisi (Faz
Kontrast, x200)
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Ostrojen (108M E2) ile muamele edilmis hESC grubunun faz kontrast
mikroskop degerlendirmesinde, kontrol grubuna benzer sekilde, ilerleyen giin sayisi
ile hiicre sayisinda artis oldugu ve hiicrelerin baslangictaki igsi formunu koruduklari
saptandi. Hicre sitoplazmalari saydam ve homojen goériinimde izlendi. Hiicresel
uzantilarda ve hiicrelerin birbirine olan tutunma bdlgelerinde 3. glinden itibaren artis

gozlendi (Sekil 4.3.).

Sekil 4.3. Ostrojen ile muamele edilmis hESC (E2) grubunun faz kontrast
mikrograflari. E2 grubunda hiicrelerin igsi morfolojiyi korudugu, hiicre sayilarinda
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hlcresel uzantilarda ve hiicrelerin birbirine olan tutunma bdlgelerinde 3. giinden
itibaren artis izlenmektedir. Yildizlar endometrial stromal hicrelere ait seffaf
sitoplazmalari, ok baslari hiicresel sitoplazmik uzantilari ve birbirlerine tutunma
noktalarini gostermektedir. E2 grubu (A) 1.gin, (B) 3.gin, (C) 6.gin, (Ci) 6. gline ait
mikrografta (C) dikdortgen ile isaretli alanin blyutilmus gorintisa, (D) 9.glin, (Di) 9.
gine ait mikrografta (D) dikdortgen ile isaretli alanin buyitiulmus goriintlisi (Faz
Kontrast, x200)

Progesteron (10’M MPA) ile muamele edilmis hESC grubunun faz kontrast
degerlendirmesinde, Onceki iki gruba benzer sekilde artan glin sayisi ile hiicre
sayisinda artis oldugu gozlendi. Hiicrelerin deney siresince igsi formunu koruduklari
ve hiicresel uzantilara sahip oldugu saptandi. Hiicre sitoplazmalari berrak ve homojen

izlendi (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. Progesteron ile muamele edilmis hESC (MPA) grubunun faz kontrast
mikrograflari. MPA grubunda hiicrelerin birbirini takip eden giinlerde igsi formu
koruduklari, hiicreler arasi mesafenin kapandigl ve hiicresel uzantilarinin arttig
izlenmektedir. Yildizlar endometrial stromal hiicrelere ait seffaf sitoplazmalari, ok
baslari hiicresel sitoplazmik uzantilari gostermektedir. MPA grubu (A) 1.glin, (B)
3.glin, (C) 6.glin, (Ci) 6. gline ait mikrografta (C) dikdortgen ile isaretli alanin
blyutllmls goriantisi, (D) 9.glin, (Di) 9. glne ait mikrografta (D) dikdortgen ile
isaretli alanin bliyluttlmus gorintlsu (Faz Kontrast, x200)



48

cAMP (0.5 mM cAMP) uygulanmis hESC grubunun faz kontrast mikroskop
incelemesinde 3. glinde hiicrelerin uzantilarinin sayica azaldigi gézlendi. Altinci ve 9.
gln degerlendirmelerinde ise hiicre morfolojisinin igsi formdan daha poligonal bir
forma degistigi saptandi. Hiicrelerin sitoplazmalarinda perinikleer alanda 3. glinden
itibaren yogunluk artisi izlendi. Daha dens goriilen perinlikleer alan
desidualizasyonda beklenen protein sentez artisina sekonder endoplazma retikulum,
Golgi aparati, mitokondri gibi organellerin yogunlastigi alanlar olarak degerlendirildi.
Bu alanlarda goérilen daha ylksek dansite gdsteren noktalanmalar ise genislemis
endoplazma retikulumu sisternalari lehine yorumlandi. Altinci ve 9. glinde incelenen
poligonal goriinimll hicrelerin birbirlerine temas ettigi ylzeylerin ve baglanti
alanlarinin arttigi saptandi (Sekil 4.5.). Hiicrelerin ¢ekirdeklerinde niikleolus sayisinda

artis ve bazi hiicrelerde gift ¢ekirdek varligi gdzlendi.
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Sekil 4.5. cAMP ile muamele edilmis hESC (cAMP) grubunun faz kontrast
mikrograflari. Birinci glin degerlendirmesinde fibroblast formunda igsi hiicreler
gozlenirken, 3. gilnde hdicrelerin sitoplazmik uzantilarinin sayica azaldigl ve
perinlkleer yogunlasmanin basladigi izlenmektedir. Altinci ve 9. glinlerde hiicrelerin
poligonal forma diferansiasyonu ve periniikleer dansite artisi dikkat ¢ekmektedir.
Yildizlar desidualize endometrial stromal hiicre sitoplazmalarinda periniikleer dansite
artisini, ok baslari hiicrelerin birbirleri ile olan baglanti noktalarini gdstermektedir.
cAMP grubu (A) 1.glin, (B) 3.glin, (C) 6.giin, (Ci) 6. gline ait mikrografta (C) dikdortgen
ile isaretli alanin buyutilmas gorseli, (D) 9.glin, (Di) 9. gline ait mikrografta (D)
dikdortgen ile isaretli alanin blyttlilmus gorseli (Faz Kontrast, x200)
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Ostrojen ve progesteron (10 M E2+ 10”’M MPA) uygulanmis hESC grubunun
faz kontrast degerlendirmesinde, birbirini takip eden gilinlerde hiicre sayisinda artis
oldugu ve bu artisa sekonder hiicreler arasi bosluklarin kapandigi gézlendi. Hiicrelerin
igsi morfolojiyi ilk degerlendirmeden son degerlendirme gliniine kadar koruduklari ve
ilerleyen giuinlerde artmis hiicresel sitoplazmik uzantilara sahip olduklari saptandi

(Sekil 4.6.).

Sekil 4.6. Ostrojen ve progesteron ile muamele edilmis hESC (E2 + MPA) grubunun
faz kontrast mikrograflari. Hcrelerin birbirini takip eden glinlerde igsi formu
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koruduklari, hiicreler arasi mesafenin kapandigl ve hiicresel uzantilarinin arttig
izlenmektedir. Yildizlar endometrial stromal hiicrelere ait seffaf sitoplazmalari, ok
baslari hiicresel sitoplazmik uzantilari géstermektedir. E2 + MPA grubu (A) 1.gin, (B)
3.glin, (C) 6.glin, (Ci) 6. gline ait mikrografta (C) dikdortgen ile isaretli alanin
blyutilmus gorseli, (D) 9.glin, (Di) 9. gline ait mikrografta (D) dikdortgen ile isaretli
alanin bliytttlmus gorseli (Faz Kontrast, x200)

Ostrojen, progesteron ve cAMP (103M E2+ 107M MPA+ 0.5mM cAMP) ile
muamele edilmis hESC grubunun faz kontrast mikroskop incelemesinde 3. giinden
itibaren hicre uzantilarinin sayica azaldigl goézlenirken; 6. giin ve sonrasinda
hiicrelerin poligonal morfolojiye farklandigi saptandi. Hicrelerin perinikleer
sitoplazmalarinda 3. glinden itibaren yogunluk artisi belirgindi. Daha yogun gorilen
perinlkleer alanlar, cAMP grubundakine benzer sekilde desidualize hiicrelerdeki
protein sentez artisina sekonder organellerin yogunlastigl alanlar ve genislemis ER
sisternalari olarak degerlendirildi. Altinci ve 9. giinde gbzlenen poligonal formdaki
desidualize hESC'lerin birbirleri ile temas ettigi ylizey ve baglanti alanlarinin arttig
saptandi (Sekil 4.7.). Cift cekirdekli hicrelerin varhg ve hiicre cekirdeklerinde

nikleolus sayilarinda artis gozlendi.
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Sekil 4.7. Ostrojen, progesteron ve cAMP ile muamele edilmis hESC (E2 + MPA +
cAMP) grubunun faz kontrast mikrograflari. Hiicrelerin 1. glin degerlendirmesinde
fibroblast benzeri igsi form gozlenirken, 3. glinde hiicrelerin sitoplazmik uzantilarinin
sayica azaldig1 ve perinlkleer yogunlasmanin basladig izlenmektedir. Altinci ve 9.
ginlerde hicrelerin poligonal forma diferansiasyonu ve periniikleer dansite artisi
dikkat  ¢ekmektedir.  Yildizlar  desidualize  endometrial stromal hiicre
sitoplazmalarinda perinlkleer dansite artisini, ok baslari hiicrelerin birbirleri ile olan
baglanti ylzeylerini ve noktalarini géstermektedir. E2 + MPA + cAMP grubu (A) 1.gln,
(B) 3.glin, (C) 6.giin, (Ci) 6. gline ait mikrografta (C) dikdortgen ile isaretli alanin
blyltiulmis goruntisi, (D) 9.gln, (Di) 9. gine ait mikrografta (D) dikdortgen ile
isaretli alanin blyGtilmis gorintlsi (Faz Kontrast, x200)
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4.2 Hiicre Siipernatantinda Prolaktin ELISA  Olgiimiiniin
Degerlendirilmesi

Desidualizasyona ozgu hicre morfolojilerindeki degisikliklerin
degerlendiriimesinden sonra bu degisimler K, E2, MPA, cAMP, E2 + MPA ve
E2+MPA+cAMP gruplarinin stipernatantlarindaki PRL miktarlari ELISA yontemi ile
Olcllerek biyokimyasal olarak da desteklendi. Standardizasyonun saglanmasi
acisindan her gruba ait stipernatantlardan total protein miktarlari da BCA protein
Olgim kiti ile olglilerek saptanan PRL miktarlari total proteinlere oranlandi ve
karsilastirmalar vyapildi. Gruplarin 3. gline ait PRL/total protein oranlari
degerlendirildiginde gruplar arasinda anlamh fark saptanmadi (Sekil 4.8.). Altinci
glne ait Olglimler degerlendirildiginde ise desidualize hlicrelerin gézlendigi cAMP ve
E2+MPA+cAMP gruplarinda kontrol grubuna oranla PRL/total protein oraninin
anlamli sekilde yukseldigi saptandi (sirasiyla p=0.0022, p=0.0026, Sekil 4.9.).
Dokuzuncu giin degerlendirmesinde ise cAMP ve E2+MPA+cAMP gruplarinin her
ikisinde de PRL/total protein oranlarinin 6. gline gore azaldigI saptanmakla birlikte,
kontrol grubu ile olan karsilastirilmalarinda iki grupta da anlamli fark oldugu bulundu

(sirasiyla p=0.0011, p=0.0022, Sekil 4.10.).
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Sekil 4.8. Deney gruplarinda 3. giine ait PRL/total protein oranlari. MPA, cAMP ve
E2+MPA+cAMP uygulanan gruplarda 3.giinde PRL de hafif artis olmakla birlikte bu
gruplardaki PRL/total protein oranlari ile kontrol grubu arasinda istatistiksel anlamli

fark saptanmamuistir.
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Sekil 4.9. Deney gruplarinda 6. giine ait PRL/total protein oranlari. cAMP ve
E2+MPA+cAMP uygulanan gruplarin 6. gline ait orneklerinde PRL artmistir ve bu
gruplardaki PRL/total protein oranlari, kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel
anlamli fark saptanmistir. **p<0.01.
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Sekil 4.10. Deney gruplarinda 9. giine ait PRL/total protein oranlari. cAMP ve
E2+MPA+cAMP uygulanan gruplarin 9. giine ait orneklerinde PRL artmistir. Bu
gruplardaki PRL/total protein oranlari kontrol grubu ile karsilastirildiginda artis
kontrole gore istatistiksel olarak anlamhdir. **p<0.01.
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4.3. CKAP4 Varhginin Akim Sitometri Yontemi ile Degerlendirilmesi

Hiicre kiltlrinde cogaltildiktan sonra hiicre morfolojik goriiniimleri ve PRL
Olciimdi ile desidualize oldugu kanitlanan 6. gline ait kontrol, cAMP ve E2+MPA+cAMP
gruplarinda CKAP4 immdn ifadesinin hiicre ylzeyi ve hiicre igi degerlendirmesi igin
akim sitometri yontemi kullanildi. Kontrol grubu ile cAMP ve E2+MPA+ cAMP gruplari
hicre boyutu ve graniil yogunlugu agisindan degerlendirildiginde akim sitometrisinde
cAMP ve E2+MPA+ cAMP gruplarinda grafikte saga kayma ile bu gruplarda hiicre
boyutunun arttigi saptandi. Hiicre ylzeyinde CKAP4 isaretlenmesi gosteren hiicre
ylzdesi, Triton-X uygulanmayan kontrol grubunda %52,05-54,86, cAMP grubunda
%68,27-68,85, E2+MPA+cAMP grubunda ise %69,79-70,51 olarak saptandi (Sekil
4.11.). Triton-X uygulamasi sonrasi ise oranlarin kontrol grubunda %96,14-96,93,
cAMP grubunda %97,94-98,45, ve E2+MPA+cAMP grubunda %98,71-98,75 oldugu
belirlendi (Sekil 4.12.). Triton-X uygulanmadan ylizey isaretlemesi yapilan cAMP ve
E2+MPA+ cAMP gruplarinda CKAP4 pozitif hiicre yizdesi kontrol grubuna oranla
istatistiksel olarak anlamli yiiksek bulundu (Sirasiyla p=0,0022, p=0,0022, Sekil 4.13.).
Triton-X uygulanan gruplarda ise istatistiksel acidan fark gozlenmedi (Sekil 4.13.).
Triton-X uygulanmayan ve uygulanan gruplar kendi iginde karsilastirildiginda (kontrol
ile Triton-X uygulamasi yapilan kontrol, cAMP ile Triton-X uygulanmasi yapilan cAMP
ve E2+MPA+ cAMP ile Triton-X uygulamasi yapilan E2+MPA+ cAMP) Triton-X
uygulamasi sonrasi CKAP4 pozitif hiicre ylizdesinin uygulanmayanlara gore daha fazla
oldugu belirlendi. Yuzdeler arasindaki fark istatistiksel anlamli idi (Sirasiyla p=0,031,

p=0,031, p=0,031, Sekil 4.13.).
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Sekil 4.11. Triton-X ile permeabilize edilmeyen hESC’lerde 6. giine ait kontrol, cAMP
ve E2+MPA+cAMP gruplarinda CKAP4 pozitif hiicrelerin degerlendirilmesine ait
grafikler. cAMP ve E2+MPA+cAMP gruplarinda kontrole oranla daha fazla hiicrede
hicre ylzeyinde pozitif CKAP4 isaretlenmesi belirlenmistir. Kontrol grubu (A) 6. glin
histogrami, (Ai) 6. glin nokta grafigi, cCAMP grubu (B) 6. glin histogrami, (Bi) 6. giin
nokta grafigi, E2+MPA+cAMP grubu (C) 6. glin histogrami, (Ci) 6. glin nokta grafigi.
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Sekil 4.12. Triton-X ile permeabilize edilen hESC’lerde 6. giine ait kontrol, cAMP ve
E2+MPA+cAMP gruplarinda hiicre i¢i ve hiicre membraninda CKAP4 pozitif
hiicrelerin degerlendirilmesine ait grafikler. Permebilizasyon sonrasi tiim gruplarda
CKAP4 pozitif hiicre ylzdesi benzer olarak saptanmistir. Kontrol grubu (A) 6. gilin
histogrami, (Ai) 6. glin nokta grafigi, cCAMP grubu (B) 6. glin histogrami, (Bi) 6. gin
nokta grafigi, E2+MPA+cAMP grubu (C) 6. gilin histogrami, (Ci) 6. glin nokta grafigi.
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Sekil 4.13. Kontrol, cAMP ve E2+MPA+cAMP gruplarinin 6.giine ait érneklerinde
Triton-X uygulanmadan ve wuygulanarak CKAP4 immiin reaktivitesinin
degerlendirilmesi. Gruplar ylizey isaretlenmesi agisindan degerlendirildiginde cAMP
ve E2+MPA+cAMP gruplarinda kontrole gore anlamli fark saptanirken, hiicre igi
isaretlenme oranlari karsilastirildiginda ise gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark
saptanmamistir. Gruplarda Triton-X uygulamasi yapilan ve yapilmayan 6l¢iimlerdeki
farklar ise istatistiksel anlaml bulunmustur. *p<0.05, **p<0.01.

4.4 CKAP4 Miktarinin Sito-ELISA Yontemi ile Degerlendirilmesi

Hiicre kiltlrinde ¢ogaltilmis ve planlandigi gibi 6 gruba ayrilmis hiicrelerde
3., 6. ve 9. glinlerde CKAP4 imm{n reaktivitesi sito-ELISA yontemi ile degerlendirildi.
Kontrol grubunda birbirini takip eden giinlerde optik dansite artisi gbzlenmis ve bu
artisin istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulunmustur (p=0,173, Sekil 4.14.). Bu

durumun artan hiicre sayisi ile ilintili oldugu distintlmustir. Ostrojen ile muamele
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edilen ESC (E2) grubunda da benzer sekilde birbirini takip eden dlgciimlerde yikselme
saptanmistir. Alti ve 9 glin E2 uygulanan her iki grup da 3 giin E2 uygulamasi yapilan
grup ile anlamh fark géstermistir (sirasiyla p=0.004, p=0.016, Sekil 4.14.). Progesteron
uygulanan ESC (MPA) grubunda ise progesteron uygulamasinin 3. gliniinden 6.
gunlne kadar CKAP4 immiin reaktivitesinde istatistiksel olarak anlaml diizeyde artis
saptanmistir (p=0,006, Sekil 4.14.). Bu artisi 9. glinde CKAP4 immdiin reaktivitesinde
azalma izlemistir. MPA grubunda 6. glinden 9. giine gbézlenen bu azalma istatistiksel
olarak anlaml diizeyde saptanmamistir (p=0,368). Ostrojen ve progesteron ile
muamele edilen ESC (E2+MPA) grubunda da MPA grubuna benzer sekilde optik
dansite 6lcimiinde 6. giinde pik saptanmis ve bunu takip eden 9.giin Ol¢limiinde
CKAP4 immin reaktivitesinde azalma goze ¢arpmistir. E2+MPA grubunda 3. gline
kiyasla 6. gilin 6lcimlerindeki yikselme ve 9. glin 6lciimlerinde 6. gline gore saptanan
diststin her ikisinin de istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur (sirasiyla
p=0,000, p=0,018, Sekil 4.14.). cAMP uygulanan ESC (cAMP) grubunda ise yapilan
sirali 6l¢cimlerde CKAP4 immin reaktivitesinin ilerleyen giin sayisi ile peyderpey
arttig1 saptanmis olup; ozellikle 9.glin dlcimlerinde artisin fazlaligi géze carpmistir.
cAMP grubunun 9. giin 6l¢iimlerindeki artisin hem 3. gline hem de 6. gline goére
anlamli oldugu saptanmistir (sirasiyla p=0,000, p=0,010, Sekil 4.14.). Ostrojen,
progesteron ve cAMP verilen ESC (E2+MPA+cAMP) grubunun CKAP4 optik dansite
Olgiimi de cAMP grubunun 6l¢iimlerine benzer sekilde 3., 6. ve 9. glinlerde artarak
devam etmis ve hem 6 hem de 9. giin 6lciimlerindeki artisin 3. glin dlcimiine gore
anlamli diizeyde oldugu bulunmustur (sirasiyla p=0,041, p=0,026, Sekil 4.14.).

Uclincii ve altinci giinlere ait deney gruplarinin CKAP4 optik dansite él¢iimleri
karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli fark gézlenmemistir. Dokuzuncu gin
verileri degerlendirildiginde; cAMP ve E2+MPA+cAMP uygulanan gruplarin her
ikisinin de CKAP4 optik dansitesi kontrol grubuna kiyasla anlaml diizeyde yiksek
saptanmistir (sirastyla p=0,015, p=0,030, Sekil 4.15.).
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Sekil 4.14. Deney gruplarin 3, 6 ve 9. giinlerinde CKAP4 immiin reaktivitesinin sito-
ELISA yontemi kullanilarak optik dansite 6l¢iimii ile degerlendirilmesi. K, E2, MPA,
cAMP, E2+MPA ve E2+MPA+cAMP gruplarinda grup icinde zaman ile degisen CKAP4
immdn reaktivitesinin karsilastirilmasi. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Sekil 4.15. Ug, 6 ve 9. giinlerde deney gruplarinda CKAP4 immiin reaktivitesinin sito-
ELISA yéntemi kullanilarak optik dansite él¢iimii ile degerlendirilmesi. Uc ve altinci
glinde gruplar arasinda fark izlenmezken, dokuzuncu giinde K ile cAMP ve K ile
E2+MPA+cAMP gruplar arasinda CKAP4 immiin reaktivitesi acisindan istatistiksel
anlamli fark izlenmistir. *p<0.05.
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4.5 CKAP4 immiinofloresan isaretlenmesinin Degerlendirilmesi

Kontrol grubuna ait CKAP4 immiinofloresan isaretlemelerde 3, 6 ve 9.
glnlerde birbirine benzer sekilde sitoplazmada ve gekirdekte disik floresans veren
graniiler isaretlenmeler gdzlendi. isaretlenme yogunlugu sitoplazmada daha belirgin
olmakla beraber perinlkleer bolgeden hiicre zarina dogru dagilim gostermekteydi
(Sekil 4.16.). Kontrol grubunda CKAP4 floresan yogunlugu analiz edildiginde ise
birbirini takip eden glnler arasinda istatistiksel olarak anlamh fark olmadigi

saptanmistir (p=0,345, Sekil 4.17.).

i - KUTU ICINDEKI
FITC DAPI BIRLESIK ALAN

A/'/f

Sekil 4.16. Kontrol grubu hESC’lerin immiinofloresan isaretlemesi. hESC’lerde hiicre
membrani, sitoplazma ve cekirdekte CKAP4 ile immiin floresan isaretlenme
gozlenmektedir. Hiicrelerde birbirini takip eden giinlerde birbirine benzer graniler
tarzda (beyaz ok) isaretlenme izlenmektedir. Kontrol grubu (Aé 3. glin FITC, (Aé) 3.
gln DAPI, (Aéid) 3. giin birlesik, (Ai) 3. gline ait birlesik mikrografta beyaz kutu ile
isaretli alanin blyutilmis gorseli, (B 6. giin FITC, (Bég) 6. glin DAPI, (Béi) 6. giin
birlesik, (Bé) 6. gline ait birlesik mikrografta beyaz kutu ile isaretli alanin blayttilmas
gorseli, (Cé 9. glin FITC, (Céi) 9. giin DAPI, (Céig) 9. giin birlesik, (Citg 9. gline ait birlesik
mikrografta beyaz kutu ile isaretli alanin blyatilmis gorseli, Negatif kontrol (Dé) 3.
glin FITC, (Dé) 3. glin DAPI, (Déé) 3. giin birlesik (Floresan mikroskop, x400)
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Sekil 4.17. Kontrol grubu hESC’lerin CKAP4 immiin floresan yogunlugu. Image J
kullanilarak yapilan immunofloresan yogunlugu analizinde kontrol grubunun 3, 6 ve
9. glinlere ait oOrnekleri arasinda CKAP4 immiin floresan yogunlugu agisindan
istatistiksel anlamh fark gézlenmemistir.

Ostrojen uygulanmis hESC (E2) grubunun immiinofloresan isaretlemesinde 3.
glinde kontrol grubuna benzer isaretlenme ve i1sima gozlenirken; 6. ve 9. gin
degerlendirmelerinde perinlikleer sitoplazmada daha belirgin olmak (zere
sitoplazmanin geneline yayilan artmis graniler isaretlenme gozlendi (Sekil 4.18.).
CKAP4 floresan yogunlugu degerlendirildiginde de 6. ve 9. gline ait 1simalarin 3. giine
gore anlamli sekilde arttig1 ortaya konmustur (p=0,000, p=0,000, Sekil 4.19.). 6. ve 9.
ginler arasinda ise 1sima yogunlugu acisindan anlamli fark saptanmamistir (p=0,921,

Sekil 4.19.)
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i i KUTU ICINDEKI
FITC DAPI BIRLESIK ALAN

Sekil 4.18. E2 grubunun immiinofloresan isaretlemesi. Hiicrelerde 6. ve 9. glinlerde
3. glne gobre artmis graniler tarzda periniikleer isaretlenme goézlenmektedir. E2
grubu (A 3. glin FITC, (Aé) 3. glin DAPI, (Aéi) 3. glin birlesik, (Aéy 3. gline ait birlesik
mikrografta beyaz kutu ile isaretli alanin blyGtilmis gorseli, (Bé) 6. glin FITC, (Bé) 6.
gin DAPI, (Béii) 6. glin birlesik, (Béi) 6. gline ait birlesik mikrografta beyaz kutu ile
isaretli alanin blyGtdlmas gorseli, (Cé 9. gin FITC, (Cég 9. glin DAPI, (Céié) 9. glin
birlesik, (Cé) 9. gline ait birlesik mikrografta beyaz kutu ile isaretli alanin blyutilmus
gorseli (Floresan mikroskop, x400)
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Sekil 4.19. E2 grubu hESC’lerin CKAP4 floresan yogunlugu. E2 grubuna ait 6rneklerde
Image J kullanilarak yapilan CKAP4 immiuinofloresan yogunlugu analizinde 6 ve 9. giin
Olclimlerinin her ikisinde de 3. gline gore istatistiksel anlaml fark gézlenmemistir.
***p<0.001.
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Progesteron ile muamele edilmis hESC (MPA) grubunun imminofloresan
isaretlemesi degerlendirildiginde 6nceki iki gruptan farkli olarak; 6. giinde, 3. giline
gore perintkleer alanda ve ¢ekirdekte artmis grantler isaretlenme saptandi. 9. giinde
yapilan immiinofloresan isaretlemede ise benzer sekilde perinlkleer isaretlenme
mevcutken 6. gline gore isaretlenmenin daha az oldugu gozlendi (Sekil 4.20.). MPA
grubuna ait CKAP4 floresan yogunlugu analizinde 3. glinden 6. gline dogru olan i1sima
yogunlugu artisinin anlamli diizeyde oldugu saptandi (p=0,000, Sekil 4.21.). 6. ginden
9. giline olan floresan yogunlugu dislisi de istatistiksel olarak anlamli idi (p=0,000,

Sekil 4.21.).

i i KUTU ICINDEKI
FITC DAPI BIRLESIK ALAN

Sekil 4.20. MPA grubunun immiinofloresan isaretlemesi. Hiicrelerde 6. giinde
siddetli, 9. giinde ise 6. gline kiyasla azalan perintkleer alanda immiinofloresan
isaretlenme gozlenmektedir. MPA grubu (Aé 3. giin FITC, (Aé&) 3. glin DAPI, (Add) 3.
gin birlesik, (Aé) 3. gline ait birlesik mikrografta beyaz kesikli kutu ile isaretli alanin
blyutllmus gorseli, (Bé 6. glin FITC, (Bi) 6. giin DAPI, (Béi) 6. glin birlesik, (Béiw) 6.
gline ait birlesik mikrografta beyaz kesikli kutu ile isaretli alanin bly(tilmus gorseli,
(Cé 9. glin FITC, (Cé) 9. glin DAPI, (Céi) 9. glin birlesik, (Céi) 9. gline ait birlesik
mikrografta beyaz kesikli kutu ile isaretli alanin blyitilmis gorseli (Floresan
mikroskop, x400)
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Sekil 4.21. MPA grubu hESC’lerin CKAP4 floresan yogunlugu. Image J kullanilarak
yapilan CKAP4 immiunofloresan yogunlugu analizinde MPA grubunun 6. giin intensite
artisinin ve 9. glinde saptanan azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu
saptanmistir. ***p<0.001.

cAMP ile muamele edilmis ESC (cAMP) grubunun 3., 6. ve 9. gin
immunofloresan degerlendirmesinde her Ug¢ glinde de sitoplazmada ve cekirdekte
granller isaretlenmeler mevcuttu. Birbirini takip eden ginlerde vyapilan
isaretlemelerin perintikleer alanda daha belirgin oldugu ve isaretlenme miktarinin
gin sayisi arttikca arttigl gozlendi (Sekil 4.22.). CKAP4 floresan yogunlugu zamanlar
arasi karsilastirildiginda da 6. giin ve 9. giin intensite Olglimlerinin 3. gline goére
anlamli sekilde attig1 saptandi (p=0,000, p=0,000, Sekil 4.23.). 6. glinden 9. gline olan
artisinda anlamh oldugu ortaya kondu (p=0,000, Sekil 4.23.) Desidualizasyonun
gozlendigi bu grupta hiicre membranlarinda lineer tarzda CKAP4 isaretlemesi de

dikkat cekici idi.
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i e KUTU ICINDEKI
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Sekil 4.22. cAMP grubunun immiinofloresan isaretlemesi. Hiicrelerde birbirini takip
eden gilinlerde giderek artan granller tarzda perinikleer isaretlenmeler
izlenmektedir. cAMP grubu (A 3. gin FITC, (Aé) 3. glin DAPI, (Aid) 3. gln birlesik,
(Adi) 3. gline ait birlesik mikrografta beyaz kesikli kutu ile isaretli alanin blyitiImis
gorseli, (B 6. glin FITC, (Bég) 6. glin DAPI, (Béic) 6. glin birlesik, (B 6. gline ait birlesik
mikrografta beyaz kutu ile isaretli alanin buyatialmis gorseli, (Cé) 9. glin FITC, (Céé) 9.
gin DAPI, (Céi) 9. glin birlesik, (Céi) 9. gline ait birlesik mikrografta beyaz kesikli kutu

ile isaretli alanin blytilmis gorseli (Floresan mikroskop, x400)
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Sekil 4.23. cAMP grubu hESC’lerin CKAP4 floresan yogunlugu. cAMP grubuna ait
orneklerde Image J kullanilarak yapilan CKAP4 immiinofloresan yogunlugu analizinde
3ve 6;3ve9; 6ve9.glinler arasindaki 6lctimlerin her birinde istatistiksel anlamli fark
gozlenmemistir. ***p<0.001.
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Ostrojen ve progesteron ile muamele edilmis ESC (E2+MPA) grubunun
immunofloresan isaretlemesinin, progesteron ile muamele edilen grup ile benzer
oldugu gozlendi. Periniikleer alanda ve ¢ekirdekte mevcut graniler isaretlenmenin 6.
glinde belirgin oldugu, 9.glin degerlendirmesinde ise 6. gline gore azaldigi saptandi
(Sekil 4.24.). CKAP4 floresan yogunluklari karsilastirildiginda da 6. glindeki artisin 3.
gine gore anlamli oldugu (p=0,030, Sekil 4.25.), 9. gline ait floresan yogunlugu
azahisinin ise 6. gline gére anlamli oldugu bulundu (p=0,004, Sekil 4.25.).

i i KUTU IGINDEKI
FITC DAPI BIRLESIK ALAN

Sekil 4.24. E2+MPA grubunun immiinofloresan isaretlemesi. Hiicrelerde 6. gilinde
artan, 9. glinde ise 6. gline kiyasla azalan perinikleer isaretlenme godzlenmektedir.
E2+MPA grubu (Aé) 3. glin FITC, (Aé) 3. glin DAPI, (Aéé) 3. glin birlesik, (Aiy 3. gline
ait birlesik mikrografta beyaz kesikli kutu ile isaretli alanin buyutilmus gorseli, (Bé) 6.
gln FITC, (Bé) 6. giin DAPI, (Béi) 6. glin birlesik, (Bit) 6. gline ait birlesik mikrografta
beyaz kesikli kutu ile isaretli alanin biyutalmis gorseli, (Cé) 9. glin FITC, (Céi) 9. gin
DAPI, (Cii) 9. guin birlesik, (Cé) 9. gline ait birlesik mikrografta beyaz kesikli kutu ile
isaretli alanin blyuttlmus gorseli (Floresan mikroskop, x400)
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Sekil 4.25. E2+MPA grubu hESC’lerin CKAP4 floresan yogunlugu. Image J kullanilarak
yapilan CKAP4 immiinofloresan yogunlugu analizinde E2+MPA grubunun 6. gilin
intensite artisinin ve 9. glinde saptanan azalmanin istatistiksel olarak anlamli oldugu
saptanmistir. ¥p<0.05, **p<0.01.

Ostrojen, progesteron ve cAMP uygulanan ESC (E2+MPA+cAMP) grubun
CKAP4 immiunofloresan isaretlemesine bakildiginda, cAMP ile muamele edilen gruba
benzer bulgular saptandi. Graniiler tarzda isaretlenmeler perintikleer alanda daha
belirgin olmak Uzere, Ozellikle 6. giin ve 9. giin degerlendirmelerinde hiicre
membraninda da lineer tarzda CKAP4 immiinofloresan isaretlenmesi gozlendi. Giin
sayisi arttikca isaretlenme miktarinin arttigi saptandi. Ozellikle 9. giine ait
mikrograflarda hiicrelerdeki morfoloji degisimi ve perinikleer isaretlenme belirgindi
(Sekil 4.26.). CKAP4 floresan yogunlugu zamanlar arasi karsilastirildiginda 9. glindeki
intensite degerlerinin 3. ve 6. glin 6lciimlerine gore anlamli yiksek oldugu ortaya

kondu (sirasiyla p=0,000, p=0,003, Sekil 4.27.).
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Sekil 4.26. E2+MPA+cAMP grubunun immiinofloresan igsaretlemesi. Hiicrelerde 3.,
6. ve 9. ginlerde giderek artan graniiler tarzda perinlkleer isaretlenmeler
izlenmektedir. E2+MPA+cAMP grubu (Ad) 3. glin FITC, (Aé) 3. glin DAPI, (Aéic) 3. glin
birlesik, (Aiy) 3. gine ait birlesik mikrografta beyaz kesikli kutu ile isaretli alanin
blyutilmus gorseli, (Bé 6. glin FITC, (Bé) 6. glin DAPI, (Béié) 6. glin birlesik, (Béw) 6.
glne ait birlesik mikrografta beyaz kesikli kutu ile isaretli alanin blyltilmus gorseli,
(Cé 9. glin FITC, (Cé) 9. glin DAPI, (Céié) 9. glin birlesik, (Ci) 9. gline ait birlesik
mikrografta beyaz kesikli kutu ile isaretli alanin blyitilmis goérseli (Floresan
mikroskop, x400)
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Sekil 4.27. E2+MPA+cAMP grubu hESC’lerin CKAP4 floresan yogunlugu.
E2+MPA+cAMP grubuna ait orneklerde Image J kullanilarak yapilan CKAP4
immunofloresan yogunlugu analizinde 9. glin 6lcimleri 3. ve 6. glne kiyasla
istatistiksel acidan anlamli diizeyde yliksek bulunmustur. **p<0.01, ***p<0.001.
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CKAP4 floresan yogunluklari ayni zaman dilimlerinde gruplar arasi
karsilastirildiginda ise; 3. glin oOlglimlerinde MPA, E2+MPA ve E2+MPA+cAMP
gruplarinin kontrol grubuna gore anlamli diizeyde i1sima artisi oldugu ortaya kondu
(sirasiyla p=0,000, p=0,000, p=0,000, Sekil 4.28.). Altinci giin CKAP4 floresan
yogunlugu olciimlerinde ise her grupta (E2, MPA, cAMP, E2+MPA, E2+MPA+cAMP)
kontrol grubuna oranla istatistiksel anlamli intensite artisi saptandi (sirasiyla p=0,000,
p=0,000, p=0,000, p=0,000, p=0,000, Sekil 4.28.). Dokuzuncu gin olctimleri
degerlendirildiginde ise E2, cAMP ve E2+MPA+cAMP gruplarinda kontrole gore
yuksek dizeyde anlaml fark saptanirken (sirasiyla p=0,000, p=0,000, p=0,000, Sekil
4.28.), MPA grubu o6lciimlerinde kontrol grubu ile fark olmadigi gorilmustir (p=1,
Sekil 4.28.). E2+MPA grubuna ait ol¢climlerde de kontrol grubu ile daha disik

diizeyde anlamli fark oldugu ortaya konmustur (p=0,032, Sekil 4.28.).
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Sekil 4.28. Gruplar arasi CKAP4 floresan yogunlugu karsilagtirilmasi. Image J
kullanilarak yapilan CKAP4 imminofloresan yogunlugu analizleri ayni zamanlara ait
gruplar karsilastirilarak degerlendirildiginde; 3. glin 6lciimlerinde MPA, E2+MPA ve
E2+MPA+cAMP gruplarinin kontrole kiyasla anlamli dizeyde yilksek oldugu
bulunmustur. Altinci giin dlcimlerinde her grup kontrole kiyasla istatistiksel anlamli
intensite artisi gostermistir. Dokuzuncu glin dlcimlerinde ise E2, cAMP, E2+MPA ve
E2+MPA+cAMP gruplarinda kontrole goére anlaml diizeyde farklilik saptanmistir.
*p<0.05, ***p<0.001.
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4.6 CKAP4- PCNA Ekspresyonunun Western Blot Yontemi ile
Degerlendirilmesi

Hiicre kultlrinde ¢ogaltilarak 6 gruba ayrilmis hiicrelerde 3, 6 ve 9. giinlerde
CKAP4 ve PCNA protein ekspresyonu western blot ydntemi ile degerlendirildi. Ugiincii
gine ait ornekler degerlendirildiginde; cAMP ve E2+MPA+cAMP uygulanan
gruplardaki CKAP4 protein miktarinin kontrol grubuna gére anlaml diizeyde yiiksek
oldu saptandi (sirasiyla p=0,000, p=0,008, Sekil 4.29.). Altinci giin CKAP4 miktari
Olgiimlerinde 3. Gline benzer sekilde cAMP ve E2+MPA+cAMP uygulanan gruplarda
kontrol grubuna gore istatistiksel agidan anlamli artis goézlendi (sirasiyla p=0,000,
p=0,000, Sekil 4.30.). Dokuzuncu giine ait 6rneklerde, cAMP grubunda daha az
olmakla beraber, desidualizasyon olusturulan her iki grupta da CKAP4 miktari
kontrole gore istatistiksel anlamli ylksek bulunmustur (sirasiyla p=0,006, p=0,000,

Sekil 4.31.).
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Sekil 4.29. Ugiincii giine ait deney gruplarinda CKAP4 miktarinin western blot
olciimii sonuglari. cAMP ve E2+MPA+cAMP uygulanan gruplarda olclilen CKAP4
miktari agisindan kontrol grubu ile istatistiksel anlamli fark saptanmistir. **p<0.01,
***p<0.001.
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Sekil 4.30. Altinci giine ait deney gruplarinda CKAP4 miktarinin western blot 6lgiimii
sonuglari. CKAP4 miktari, cAMP ve E2+MPA+cAMP uygulanan gruplarda kontrol
grubuna oranla ile istatistiksel anlamli yliksek saptanmistir. ***p<0.001.
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Sekil 4.31. Dokuzuncu giine ait deney gruplarinda CKAP4 miktarinin western blot
olciimii sonuglarli. cAMP ve E2+MPA+cAMP uygulanan gruplarda CKAP4 miktar
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde yliksek bulunmustur.

**p<0.01, ***p<0.001.



73

Ug, alti ve dokuz giin takip edilen deney gruplari PCNA protein ekspresyonunu
degerlendirmek icin western blot yéntemi kullanildi. Ugiincii giine ait érneklerde; E2
ve MPA uygulanan gruplarda PCNA ekspresyonunda kontrole gbre gozlenen artis
istatistiksel anlamli degildi (sirasiyla p=0,241, p=0,190, Sekil 4.32.); cAMP ve
E2+MPA+cAMP uygulanan gruplarda ise kontrol grubuna kiyasla PCNA anlamli
diizeyde disuk saptandi (sirasiyla p=0,05, p=0,002, Sekil 4.32.). Altinci glin PCNA
protein miktarlari kontrole gére kiyaslandiginda E2+MPA grubunda hafif artis; E2,
MPA ve cAMP gruplarinda ise diisme oldugu gozlendi. Bu degisimler istatistiksel
anlamli degildi (Sekil 4.33.). Dokuzuncu gline ait oOrneklerde PCNA miktari
degerlendirildiginde E2 grubunda kontrole gore anlamli fark gozlenirken (p=0,000),
cAMP ve E2+MPA+cAMP gruplarinda onceki degerlendirmelere benzer sekilde
kontrol grubuna gore istatistiksel acidan anlamh dislis saptanmistir (sirasiyla

p=0,014, p=0,000, Sekil 4.34.).
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Sekil 4.32. Ugiincii giine ait deney gruplarinda PCNA miktarinin western blot
olciimii sonuglari. E2 ve MPA gruplarindaki PCNA ekspresyonun kontrole gore artisi
istatistiksel anlamh degilken; cAMP ve E2+MPA+cAMP gruplarinda kontrole kiyasla
PCNA diizeyleri anlamli diisik saptandi. *p<0.05, **p<0.01.
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Sekil 4.33. Altinci giine ait deney gruplarinda PCNA miktarinin western blot 6l¢iimii
sonuglari. E2 ve MPA gruplarinda kontrole gore gézlenen PCNA ekspresyonu artisi ve
cAMP ve E2+MPA+cAMP gruplarinda saptanan disus istatistiksel anlamli degildi.
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Sekil 4.34. Dokuzuncu giine ait deney gruplarinda PCNA miktarinin western blot
olglimii sonuglari. E2 grubunda PCNA ekspresyonu kontrole gére artarken; cAMP ve
E2+MPA+cAMP gruplarinda kontrole kiyasla PCNA dizeyleri anlamh disik saptandi.
*p<0.05, ***p<0.001.
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5. TARTISMA

Endometriyum olusturan luminal ve bez epitel hiicreleri gibi bag dokusunda
yerlesen hESC'ler de menstriiel siklus ve hamilelikte kritik bir rol oynar. Menstriel
siklUs sirasinda hESC’ler Ostrojen, progesteron ve parakrin faktorlerin etkisi altinda
bir dizi degisiklige ugrar(49). Bu degisiklikler endometriyum rejenerasyonu, blastosist
varliginda embriyo implantasyonu ve plasenta gelisimi icin gereklidir(9). Endometrial
stromal hicrelerin degisiminde hormonlarin yani sira, gesitli interlokinler, blylime
faktorleri ve sinyal yolaklari gorev alir (19). Bu sinyal yolaklarindan biri, PI3K/Akt
sinyal yolagidir ve gesitli reseptoérlerce alinan uyarilar, bu yolak tGizerinden hESC'lerin
proliferasyonunu,  desidualizasyonunu  ve  apoptozis sirecini  dlzenler
(20,21,95,103,104,107). PI3K/Akt yolagini aktive eden reseptorlerden birinin CKAP4
oldugu bildirilmistir (121,124). CKAP4 ekspresyonunun kadin genital sisteminde
vajina, tuba uterina, serviks, endometriyum, plasenta ve overlerde mevcut oldugu
bilinmektedir. Endometriyumda, bez epitel hiicrelerinde yliksek, stromal hiicrelerde
orta dizeyde varhg bildirilmistir (36). Ancak hESC'lerin ovaryan hormon
degisikliklerine verdigi CKAP4 ekspresyon yaniti ve desidualizasyon sureci ile iligkisi
bilinmemektedir. Ayrica bu silreglerde CKAP4’lGn hicrenin farkli bolimlerindeki
(hGcre membrani, sitozol, nikleus) lokalizasyonu hESC'lerde gosterilmemistir.
Calismamizda steroid hormonlar ve/veya cAMP ile uyarilan ve uyarilmayan
hESH'lerde CKAP4 immiin reaktivitesi akim sitometri, sito-ELISA ve immuinofloresan
ile gosterilmis; CKAP4 ve PCNA ekspresyonu western blot yontemi ile kantitatif olarak
belirlenmistir.

CKAP4, intraseliler olarak GER membraninda vyer alarak sisterna
morfolojisinin diizenlenmesinde gérev almakta ve luminal kismi ile sisternalarda
karsilikli bulunan GER membranlarinin birbirine baglanmasina aracilik etmektedir
(26,117). CKAP4'in baskin lokalizasyonu GER'de olmasina ragmen hiicre
membraninda yer alarak reseptor olarak islev gordiugii ve cekirdekte de lokalize
olabildigi bilinmektedir (24,29,32—-34,121,125). Calismamizda kontrol grubuna ait
hESH’lerin, Triton-X uygulanmayan ve uygulanan orneklerinin her ikisinde de akim

sitometri ile CKAP4 ekspresyonu saptanmistir. Triton-X uygulanmayan hESH’lerde



76

CKAP4 pozitif immun reaktivitesi CKAP4'lin membranda lokalizasyonunu gosterirken;
Triton-X uygulanan oOrnekler permeabilizasyon sonrasi saptanan CKAP4 immiin
reaktivitesinin hiicre i¢i ve membranda lokalizasyonunu gostermektedir. Sito-ELISA
yonteminde fiksatif olarak glutaraldehit kullanmamiz ve permeabilizasyon
uygulamamamiz nedeniyle sonuclarimiz  hiicre yilizeyi immin isaretleme
yogunluklarini gosterirken; immiinofloresan isaretlemede permeabilizasyon yapan
metanol kullanimi sebebiyle sonuglarimiz hiicre membrani ve hiicre igi isaretlenme
yogunluklarini gostermektedir. Gerek sito-ELISA gerekse immiinofloresan isaretleme
sonuclarimiz akim sitometri sonuglarimizi desteklemektedir. immiinofloresan
incelemede kontrol grubu hESH’lerde hicre membraninda, sitoplazmada ve
cekirdekte graniler CKAP4 pozitif immiin isaretlenmeler gosterilmistir. CKAP4
isaretlenme yogunlugunun sitoplazmada daha belirgin olmakla beraber periniikleer
bolgeden hiicre zarina dogru giderek azalan bir dagilim gostermesi, CKAP4'lin
intraseliler olarak GER membraninda lokalizasyonu ile uyumludur. Kontrol grubunda
sito-ELISA, immuinofloresan yontemleri ile belirlenen CKAP4 immin reaktivite
yogunlugu ve western blot ile kantitatif CKAP4 protein 6lciimiinde 3, 6 ve 9. glinlere
ait 6rnekler arasinda fark izlenmemistir. Onceki calismalarda CKAP4’{in pndmositler,
vaskuler diiz kas hiicreleri, mesane epitel hiicreleri, gesitli kanser hiicre hatlarinda
hiicre membraninda, HelLaS3 ve bobrek epitel hiicrelerinde sitoplazmada ve bazi
kanser hiicre hatlarinda cekirdekte lokalizasyonu bildirilmistir (24,30-34,126).
CKAP4’in membran, perintikleer ve cekirdekteki lokalizasyonu hESC'lerde ilk kez
¢alismamizda gosterilmistir.

Menstriel siklus ve desidualizasyonda gozlenen aksakliklar infertilite,
implantasyon yetersizlikleri, tekrarlayan gebelik kayiplari ve preeklampsi gibi klinik
sonuglar ile karsimiza cikabilmektedir. Bu nedenle endometriyumdan elde edilen
hESC’lerle kurulan primer kiltirler (84,85) ve hiicre bankalarinca gelistirilen
Olimsuzlestirilmis hiicre hatlari (86—88) ile proliferatif, sekretuar evre ve
desidualizasyonu yansitan in vitro modeller siklikla kullanilmaktadir (19,21,88). Bu
modellerde 17B-0stradiol uygulamalari ile proliferatif evredeki degisiklikler

arastirilmaktadir (127,128). Yapilan calismalar ile 17B-6stradiollin, hESC’leri de icine
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alan farkh hiicrelerde proliferasyona neden oldugu gosterilmistir (129-131).
Cahsmamizda da E2 grubunda proliferasyon, faz kontrast mikroskopi
degerlendirmelerinde incelenen alana diisen hESC hiicre sayisinda artis ve PCNA
ekspresyonunda kontrole gore artis saptanmasiyla kantitatif olarak western blot
analizi ile belirlenmistir. Bulgumuz literatiir ile uyumludur. E2 grubunda PCNA
ekspresyonu 9. giinde daha belirgin olmak lzere 3 ve 9. glnlerde kontrole gére
artmistir, 6. glinde belirlenmeyen PCNA artisinin hiicrelerin bolinme zamani ile iliskili
oldugu dustnllmistir. 17B-6stradioliin hESC'ler lizerindeki proliferatif etkisini Akt
ekspresyonu ve fosforilasyonunu arttirarak gosterdigi bilinmektedir (131). Agirlikh
olarak farkh kanser hiicre hatlarinda yapilan calismalar ile CKAP4’(in de hiicre
proliferasyonunda rol aldigi gosterilmistir (124,132—-134). Kimura ve ark.'lar
tarafindan CKAP4’iin hiicre proliferasyonunu PI3K aracili Akt sinyal yolagini
etkinlestirerek destekledigi bildirilmistir (113). Fakat 17B-6stradiol ve CKAP4 iliskisi
gosterilmemistir. Calismamizda E2 grubunun CKAP4 sito-ELISA Ol¢limlerinin kontrol
grubuna gore fark géstermemesi, E2 uygulamasinin hESC’lerde hiicre membraninda
CKAP4 artisina sebep olmadigi seklinde yorumlanmistir. Hiicre membrani ve
intraselller isaretlenmeleri ayirt edebildigimiz immuinofloresan analizinde CKAP4
immun reaktivitesi hlicre membranindan ziyade hiicre sitoplazmasinda gozlenmistir.
E2 grubu hESC'lerin sitoplazmasinda CKAP4 floresan yogunlugunda 6 ve 9. glinlerde
kontrol grubuna kiyasla artis saptanmistir. Tim hticre ekstraktini iceren western
analizinde ise E2 grubu hESC’lerde belirlenen CKAP4 ekspresyon artisi istatistiksel
anlamli bulunmamistir. Bu bulgularisiginda, E2 uygulamasiile hESC’lerde total CKAP4
ekspresyon miktarinin ¢ok degistirmedigi; 17B-6stradioliin asil etkisini CKAP4’{in
hlcresel kompartmanlardaki (membran, sitozol, niikleus) dagilimini sitozol lehine
artirarak gosterdigi dasinilmustlr. hESC'lerde E2 maruziyet slresinin etkisi
degerlendirildiginde sito-ELISA optik dansite ve immiuinofloresan isaretleme CKAP4
intensite 6lcimlerinde 6. ve 9. glinlerde 3. gline kiyasla istatistiksel anlaml artis
saptanmistir. Calismamizda hESC’lerde artan E2 maruziyeti siresi ile sitoplazmada
CKAP4 artisinin belirginlestigi gosterilmistir. Literatlirden hareketle E2 grubu icin

bulgularimiz toplu ele alindiginda; 17B-6stradioliin hESC’lerde proliferasyonunu
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zaman bagimh olarak, sitoplazmada artan CKAP4 araciligiyla Akt sinyal yolagi
Uzerinden gergeklestirmesi olasidir. 17B-6stradioliin hESC'lerde CKAP4’G hiicre
sitoplazmasinda artirdigl ilk olarak c¢alismamizda gosterilmis olup, proliferasyon
surecinde etkili Akt ve diger sinyal yolaklari ile CKAP4 iliskisinin aydinlatiimasi igin ileri
calismalar gereklidir.

Progesteron, menstrual siklusun sekretuar fazinin esas hormonudur.
Sekretuar faz; erken, orta ve ge¢ olmak lizere 3 evrede incelenmektedir. Progesteron
seviyesi erken sekretuar evrede yilkselmeye baslarken, orta sekretuar evrede pik
yapmakta ve gec¢ sekretuar evrede diismektedir (46,47). Yikselen progesteron
hESC'lerin erken sekretuar evrede prolifere olmasini (3); orta sekretuar evrede ise
desidual hicrelere diferansiye olmasini saglamaktadir (4). Calismamizda MPA
grubunda erken sekretuar evreyi temsil eden 3. glin western blot PCNA analizinde
kontrol grubuna gore artis gozlenmesi, progesteronun erken sekretuar evrede
hESC’lerde proliferatif etki gostermesi ile uyumludur. Progesteron desidualizasyon
siirecinde etkili esas hormondur. Onceki yillara ait calismalarda progesteron ve
MPA’'nin 20-28 gilin gibi uzun sireli uygulamalari ile in vitro desidualizasyon
olusturuldugu bildirilmistir. Desidualizasyon icin hiicre i¢ci cAMP konsantrasyonunun
yliksek seviyelerde tutulmasi onemlidir ve slrekli artan kinaz aktivitesi ile
desidualizasyon siirecinin devamhligi saglanir (19). Calismamizda orta sekretuar
evreyi temsil eden 6 glin ve gec¢ sekretuar evrenin basina denk gelen 9 giin MPA
uygulanan gruplarda, faz kontrast mikroskopi degerlendirmelerinde hESC’lerde
morfolojik degisim gdzlenmemesi ve PRL degerinde artis olmamasiile 6 ve 9. glin MPA
uygulamasinin desidualizasyon icin yeterli olmadigi saptanmistir. Bu gruplarda in vitro
desidualizasyonun gozlenmemesi, alti/dokuz ginliik MPA inkiibasyon stiresinin hESC
hiicre hatti hiicrelerinde diferansiasyon icin gereken intraseliiler cAMP dizeylerini
yeterince yikseltememesine baglanmistir. Ek olarak cAMP uygulanan gruplarda
desidualizasyonun gozlenmesi bunu desteklemektedir. Graham ve ark’larinin meme
kanseri hiicrelerinde yaptigi calismada progestin tedavisi ile CKAP4 ekspresyonunun
arttig bildirilmis ve bu etkinin surekliliginin PGR-A/PGR-B orani ile iliskili oldugu

gosterilmistir (135). Calismamizda 6. gin MPA grubunun imminofloresan
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degerlendirmelerinde CKAP4’lin sitoplazmada belirgin artisi, MPA’nin literatirdeki
progestin uygulamasina benzer sekilde CKAP4 ekspresyonunu arttirdigini
gostermektedir. Tip Il pndmositlerde, cAMP’nin Akt yolagi aktivasyonu ile CKAP4’lin
hicre membranina transferini arttirdig1 bildirilmistir (122). Calsmamizda MPA
uygulamasi sonrasi yetersiz intraselller cAMP seviyeleri sebebi ile CKAP4’ln hiicre
membranina transferinin olmamasi, MPA grubunun 3, 6 ve 9. glin CKAP4 sito-ELISA
Olcimlerinde kontrol grubuna goére fark saptanmamasi ile gosterilmistir. Ek olarak
imminofloresan isaretlemelerde de hiicre membranlarinda belirgin immin
isaretlenme artisi saptanmamasi bu bulgumuzu desteklemektedir. hESC'lerde gen
ekspresyon paternleri sekretuar evre boyunca farkllik gostermektedir; erken
sekretuar fazda sekresyon, iyon transportu ve metabolizmayla ilgili; orta sekretuar
fazda hiicre adezyonu ve diferansiasyona iliskin; gec sekretuar fazda da
menstriasyon ile iliskili gen ifadeleri artmakta ve PGR ekspresyonu azalmaktadir
(136,137). Yeni yapilan galismalar ile CKAP4’(in integrinler ile etkilesime girerek
hicrelerin adezyon ve migrasyon sireglerini yonettigi bildirilmistir (35). Ayni
zamanda CKAP4 Akt sinyal yolag ile iliskili olarak hiicre diferansiasyonunda rol
oynamaktadir  (138,139). MPA  maruziyet siresinin  hESC'lere  etkisi
degerlendirildiginde; imminofloresan isaretlemede 6. glinde nikleer alanda artan
graniler isaretlenme, sito-ELISA optik dansite ve CKAP4 intensite Olciimlerinde
CKAP4 immiin reaktivitesinin 6. glinde pik yapip 9. glinde gerilemesi, literatiirle
uyumlu sekilde CKAP4’lin 6. glinde hESC diferansiyasyonu ve adezyonu ile iliskili gen
ekspresyonlarina nukleusta ve integrin geri déniisimiine sitozolde eslik ederek MPA
etkisinde araci rol oynayabilecegini diistindiirmUstir. Progesteron hESC’lerde etkisini
agirhkli olarak PGR’e baglanarak gostermektedir (13). PGR ekspresyonu sekretuar
evrenin sonunda azalmakta ve PGR yoklugunda desidualizasyon gelisememektedir
(4). Cloke ve ark.larinin ESC’'lerde yapmis oldugu calismada PGR susturulmasi ile
CKAP4’in gen ekspresyonunun azaldigi bildirilmistir (140). Calismamizda MPA
grubunda dokuzuncu giin 6lciimlerinde saptanan CKAP4 disisu, literatirde belirtilen
gec sekretuar evrede PGR ekspresyonunda azalma sonucu hESC’'lerde MPA etkisinin

zayiflamasina ve gen ekspresyon paterninin menstriasyon ile iliskili genler lehine
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dénmeye baslamasina baglanabilir. Literatirden hareketle MPA grubu icin
bulgularimiz toplu ele alindiginda; hESC’lerde MPA uygulamasi erken dénemde
proliferasyonu desteklemekte, orta sekretuar donemde CKAP4’U hiicre
sitoplazmasinda belirgin artirmakta ve bu artis muhtemelen hiicre adezyonu-
diferansiasyonu ile iliskili olmakta, gec donemde ise PGR ekspresyonunda azalmaya
sekonder CKAP4 miktari disebilmektedir. Calismamiz hESC'lerin progesterona verdigi
erken, orta ve ge¢ donem yanitlarinda MPA-CKAP4 iligskisinin ayrintili arastiriimasiigin
yeni bir kapi aralamistir.

Desidualizasyon, sekretuar evrenin ortalarinda progesteron, dstrojen, cAMP
ve lokal parakrin faktorlerin etkisiyle endometriyumun stromal kompartmaninda
meydana gelen degisiklikleri tanimlar (49). Desidualizasyonun esas hiicreleri
hESC’lerdir. Bu suiregte hESC'ler fibroblast benzeri goériiniimden polihedral fenotipe
gecis yapar (5,6), organel dagilimlari degisiklik gosterir (52) ve PRL - IGFBP-1 eksprese
eder (14). Desidua, gelisen embriyo icin besin saglama, kontrolsiiz trofoblast
invazyonunu engelleme ve embriyoyu maternal rejeksiyondan koruma gibi goérevler
ustlenmektedir (50,51). Onemli gérevlerinden dolayi uzun yillardir ¢ok gesitli in vitro
desidualizasyon modelleri kullanilarak  desidualizasyonun mekanizmasi
arastinlmaktadir (19,21,88). Progesteron ve 0Ostrojenin birlikte uygulanmasi
desidualizasyon modelleri arasinda yer alir (19). Krikun ve ark.lari 108 M E2 ve 1077
M MPA kullanarak 8 glinde morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerle
desidualizasyonun olusturuldugunu bildirmislerdir (141). Yaptiklari calismada
immortalize hilicre ve primer hicre kiltiriine ait htcrelerin PRL dlzeyleri
karsilastirildiginda immortalize hiicrede desidualizasyonun ayni konsantrasyonlarda
steroid hormon uygulanmasiyla olusturuldugu, ancak PRL diizeyinin primer hiicre
kiltirlerine gbre daha duslik oldugu saptanmistir (141). Calismamizda ayni
konsantrasyonda E2 ve MPA’nin birlikte kullanildigi ve 9. giline kadar izlenen
orneklerde morfolojik degisimin, PRL artisinin goriilmemesi ve desidualizasyonun
saptanmamasi kullanilan hiicrelerin ticari olarak elde edilen immortalize hiicreler
olmasina bagh oldugu diistintlmustiir. Sekretuar evrede 6strojen PGR ekspresyonunu

artirmakta; boylece progesteron etkisinin daha belirgin gorilmesini saglamaktadir
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(142). Calismamizda da E2+MPA grubu sito-ELISA ve western blot sonuglarimiz MPA
grubuna paralellik gostermekle birlikte imminofloresan isaretlemede 9. giinde
kontrol grubuna kiyasla CKAP4 floresan yogunlugunda anlamli artisin saptanmasi E2
etkisi ile hESC'lerde PGR ekspresyon artisina baglanmistir. Meme kanseri
hiicrelerinde de benzer sekilde PGR oranindaki degisimler ile birlikte CKAP4
ekspresyonunda  artis  bildirilmistir  (135). E2+MPA  maruziyet  slresi
degerlendirildiginde de yine MPA grubuna benzer sekilde sitoELISA ve
imminofloresan degerlendirmelerde 3. gline oranla, 6. giinde CKAP4 immin
reaktivitesinde pik ve 9. giinde gerileme gozlenmistir. hESC'lerde immiinofloresan
yontemde 6. glinde gézlenen artis ve 9. glindeki azalisin MPA grubuna gore daha az
olmasi yine E2’ye bagl PGR miktarinda artisa sekonder MPA’'nin etkisini daha dengeli
gostermesi ile iliskilendirilmistir. Desidualizasyonun devamliligiigin strekli artan kinaz
aktivitesi ile hiicre i¢ci cAMP konsantrasyonunun yuksek seviyelerde tutulmasi gerekir
(19) ve cAMP’nin CKAP4’Gn hilicre membranina transferinde 6nemli oldugu
bilinmektedir (122). Calismamizda E2+MPA grubunda hiicre membranini ifade eden
sito-ELISA sonuglarinda kontrol grubuna gore fark gézlenmemesi sonraki bolimde
tartisacagimiz cAMP uygulanan gruplarda sonugclarimizin farkli olmasindan destekle
hiicre ici yetersiz cAMP seviyelerinden dolayi CKAP4’in membrana transferinin
gerceklesmedigini  gostermisti.  E2+MPA  grubu igin  sonuglarimiz  toplu
degerlendirildiginde; E2+MPA uygulamasinin immortalize hESC desidualizasyonu igin
ilk tercih olmayacagi, CKAP4 lokalizasyonu ve ekspresyonu acgisindan MPA grubu ile
benzer oldugu fakat E2 etkisi ile PGR ekspresyonunda muhtemel artisin CKAP4’(in 9.
glin degerlendirmelerinde yikselmesine sebep oldugu ve hiicre ici yetersiz cAMP
sebebi ile CKAP4’(in membrana transferinin olmadigini séylemek mimkinddr.
Primer hiicre kultliri veya ticari olarak elde edilmis hESC’lerde cAMP,
E2+MPA+cAMP, cAMP+MPA uygulamalari E2+MPA uygulamasi yani sira
desidualizasyonun in vitro modelinin olusturulmasinda yaygin olarak kullaniimaktadir
(19,85,89,90). Calismamizda igsi hESC'ler 6 ve 9 giin cAMP veya E2+MPA+cAMP
uygulamasi sonucu epiteloid benzeri poligonal gorinim kazandigl faz kontrast

mikroskop incelemesi ile gdsterilmistir. hESC'lerin bu morfolojik degisimine 6. glinde
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PRL artisinin eslik etmesi desidualizasyonun gerceklestigini biyokimyasal acidan
desteklemistir. Yu ve ark.lari endometrium biyopsilerinden kurulan primer kiiltlrlere
10 nM 17B-estradiol, 100 nM progesterone and 0.5 mM dibutyryl cAMP ile
inklibasyon sonrasi 4. ve 8. glinlerde PRL diizeyinde kontrole goére anlaml artis
saptamislardir (143). Ayni arastirmacilar baska bir ¢alismalarinda ayni protokol ile 7.
giinde kontrole gore hormon uygulanan grupta PRL artisi ile desidualizasyonun
saglandigini bildirmislerdir (144). Calismamizda cAMP ve E2+MPA+cAMP uygulanan
gruplarda 3. ginde morfolojik ve biyokimyasal olarak desidualizasyon gézlenmezken,
6 gln inklbasyon ile desidualizasyon basarili sekilde olusturulmustur. E2+MPA
grubunda morfolojik ve biyokimyasal olarak desidualizasyon saptanmazken,
E2+MPA+cAMP ve cAMP gruplarinda desidualizasyonun goérilmesi, hESC in vitro
desidualizasyon modellemesinde cAMP’nin tek ya da kombinasyonlarinin
kullaniminin daha uygun modeller oldugunu ortaya koymaktadir. Western blot
analizlerinde 3 ve 9. gin PCNA verilerinde kontrol grubuna goére anlamli azalmanin
olmasi hESC’lerin proliferasyondan ziyade diferansiasyona gidisini desteklemektedir.
hESC’lerin desidual hicrelere diferansiasyonunda morfolojik degisiklikler icinde
endoplazma retikulum sisternalarinda dilatasyon (52), mikrotiibiil organizasyonunda
degisiklikler, hiicre iskeletinin diizenlenmesi yer almaktadir (5,6). CKAP4’Un GER’de
sisterna morfolojisinin diizenlenmesinde (26), ER-mikrotiibil iliskisi ile hiicre igi
organel dagilimlarinin dizenlenmesinde (28), ER-mitokondri temas bolgelerinin
olusumunda (119) gorev aldigi bilinmektedir. Calismamizda desidualizasyon gozlenen
bu gruplarda western blot analizleri ile CKAP4 artisi ortaya konmus olup,
immunofloresan incelemeler ile 6 ve 9. glinlerde, periniikleer alanda belirgin artis
gosteren granller tarzda CKAP4 isaretlenmeleri GER lokalizasyonu ile uyumlu
bulunmus ve bu alanda gozlenen intensitesi diisiik yuvarlak alanlar genislemis GER
sisternalari lehine yorumlanmistir. Huicre iskeleti iliskili protein 4 olarak bilinen
CKAP4'(in, vaskiler diiz kas hicreleri, tip Il pndmositler, mesane epitel hiicreleri ve
cesitli kanser hicre hatlarinda hiicre ylizeyinde reseptor olarak gorev aldig
gosterilmistir (29,30,121). Posttranslasyonel modifikasyon sonrasi (palmitoilasyon)

hiicre membraninda lipid raft (sinyalazom)larda yer alarak hiicre sinyallerinin hizla
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iletiimesinde gorev yaptigl  bilinmektedir (145). Ayrica palmitoilasyon
gerceklesmediginde hicre membrani (zerinde sinyalazom disi alanlarda da
bulundugu gosterilmistir (145). Cahismamizda cAMP ve E2+MPA+cAMP uygulanan
hESC'lerde hiicre ylzeyinde CKAP4 pozitif immin reaktivitesi immiinofloresan
isaretleme ile gosterilmis olup, bu bulgumuz sito-ELISA ve akim sitometri yontemi ile
desteklenmistir. CKAP4’(in farkh hiicre tiplerinde hiicre membraninda lokalize olarak
Dkk1 icin reseptor gorevi gordigi bildirilmistir (113) ve progesteron etkisi ile
sekretuar fazda hESC'de Dkk1l ekspresyonunun arttigi bilinmektedir (69,70).
Calismamizda hiicre membraninda saptanan kontrol grubuna gére artmis CKAP4
miktari desidualize hiicrelerde de Dkk1l icin reseptor gorevi olabilecegini
dislindirmektedir. Dkkl multiple miyelom hicrelerinde CKAP4 {izerinden NF-kB
sinyalini uyararak IL-6 artisina sebep olmaktadir (146). ilerleyen desidualizasyon ile
hESC’'lerde NF-kB’nin arttig1 bilinmektedir (147,148). cAMP ve E2+MPA+cAMP
uygulamasi ile desidualize olan 6. giine ait 6rneklerde hiicre membraninda CKAP4
immin reaktivitesinin kontrol grubuna goére artmasi CKAP4’(in desidualizasyon
sonrasi arttigini ve desidualizasyonla iliskili gesitli sinyal yolaklarinda ve immin
cevabin dizenlemesinde rolliiniin olabilecegini gdstermektedir. cAMP ve
E2+MPA+cAMP grubu bulgularimiz  toplu degerlendirildiginde; immortalize
hESC’lerde desidualizasyon modellemesi icin cAMP iceren uygulamalarin daha uygun
secenekler oldugu, desidualize hESC’lerde CKAP4'(in sitozolde artisinin GER sisterna
genigliklerinin ayarlanmasinda, mikrotiibillerin organize edilmesinde ve hiicre
iskeletinin yeniden dizenlenmesinde goérev aldigl ve hiicre membranina transferi
artarak desidualizasyonda cesitli sinyal yolaklari icin reseptér gérevi gorebilecegi
sonuclarina varilmistir. Desidualize hESC’lerde CKAP4 ekspresyonunda artis ilk defa
calismamizda gosterilmis olup, desidualizasyon ile hESC hiicre ylizeyinde CKAP4 artisi
da ayni sekilde literatilire katkimizdir.

Ayrintili sekilde tartisildigi Gizere tez calismamiz belirlenen amaca ve hedeflere
ulasilmis olmasina ragmen bazi sinirhliklar icermektedir. Calismamizda ovaryan
hormonlarin hESC'lerde CKAP4 ekspresyonu (izerine etkisi in vitro kosullarda ortaya

konmustur. Kiltir ortaminda optimum sartlar saglanarak hormon uygulamalari ile
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menstriel siklus evreleri ve desidualizasyon modelleri olusturulmus olmasina ragmen
bez epitel hiicreleri ve ECM etkilesimleri ile lokal parakrin faktorlerin etkisi
gozlenemedigi icin bulgular, in vivo isleyisi birebir yansitmayabilir. Desidualize
hESC’lerde CKAP4 ekspresyon artisi western blot yontemi ile ortaya konmustur; fakat
CKAP4’Un desidualizasyon surecindeki etkisinin net sekilde gosterilebilmesi igin
CKAP4’lUn gen dizeyinde susturulmasi mimkin olmamistir. Bu da ¢alismamizdaki
baska bir kisithliktir.

CKAP4’Un hESC'lerde hicrenin farkli bélimlerdeki lokalizasyonu, ovaryan
hormonlar (E2, MPA) ile iliskisi, desidualizasyondaki ekspresyon artisi ve hicre
membranina transferi ilk defa ¢alismamizda ortaya konmustur. Endometriyumdaki
mikro ¢evrenin etkilerinin gézlenebilmesi igin in vitro modeller kullandigimiz ¢alisma
bulgularinin, in vitro ko-kultir ve in vivo ¢alismalarla desteklenmesi dnerilmektedir.
Saglikh bir gebelik olusumu icin embriyo ile maternal endometriyum iliskisinde
aksama olmamasi 6n kosuldur. Desidualizasyonda yasanan aksakliklar infertilite,
subfertilite, tekrarlayan gebelik kayiplari ve preeklampsi gibi klinik sonuglarla
karsimiza cikabilmektedir. Giderek artan bu saglk problemleri, uzun soluklu takip ve
tedavi gerektiren intra uterin inseminasyon (lUl), in vitro fertilizasyon (IVF) ve intra
sitoplazmik  sperm  enjeksiyonu  (ICSI) gibi uygulamalar ile ¢6ziime
kavusturulmaktadir. hESC'lerde CKAP4 ekspresyonu steroid hormonlardan etkilenir
ve desidualizasyonda CKAP4 ekspresyon artisi olur ve bu durum hiicre membranina
transferde artis ile sonuclanir. Calisma sonuglarimiz literatiire katkida bulunarak,

Ureme biyolojisinde ileri calismalar icin temel olusturacaktir.
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6. SONUCLAR

Steroid hormonlar ile menstriel siklusun proliferatif, sekretuar evresinin ve

orta sekretuar evrede gozlenen desidualizasyonun in vitro modelinde hESC’lerde

CKAP4 ekspresyonunun lokalizasyonu ve steroid hormonlarin ekspresyona etkisinin

arastinildigi bu ¢alismada asagida sunulan sonuglar elde edildi:

1.

hESC’lerde CKAP4 ekspresyonu hiicre membrani, sitoplazma ve c¢ekirdekte
mevcuttur. CKAP4’ln intraseliler lokalizasyonu GER’in yeri ile uyumludur.
Menstriel siklusun proliferatif evre modellemesi icin kullanilan 17B-6stradiol
uygulamasi ile hESC'lerde 3. ve 9. glinlerde saptanan PCNA artisi proliferatif
evrede gozlenen hESC proliferasyonunu destekledi.

Alti ve 9 gin 17B-6stradiol uygulanmalariyla hESC'lerde sitoplazmada
saptanan CKAP4 artisi bu molekilin proliferatif evrenin ortasinda arttigini ve
surecin sonuna kadar etkili oldugu gosterdi.

MPA uygulamasi ile olusturulan sekretuar evre modelinde 3 giin MPA
uygulamasi sonrasi belirlenen PCNA artisi ile hESC'lerin erken sekretuar
donemde proliferasyonu saptandi.

MPA’'nin 6 ve 9 glin uygulanmalarinda hESC’lerde sitoplazmada saptanan
CKAP4'te 6. glinde artis ve 9. glinde ise azalma, CKAP4'(in sekretuar evrenin
ortasinda artip ge¢ sekretuar evrede de azaldigini gésterdi.

MPA ve E2+MPA uygulamalari ile immortalize hESC hiicrelerinde in vitro
desidualizasyon olusturulamayip cAMP ve E2+MPA+cAMP uygulamalari ile
desidualizasyon olusturulabilmesi bu hiicre hattinda 9 gilin siireyle izlenen
modellerde desidualizasyon icin cAMP gerekliligini gosterdi.

E2+MPA uygulamasi ile de MPA grubuna benzer sekilde hESC’lerde CKAP4’(in
hiicre sitoplazmasinda 6. glinde arttig1 9. glinde ise azaldigi saptandi.

cAMP ve E2+MPA+cAMP uygulamalari ile hESC'lerde in vitro desidualizasyon
modeli basarili sekilde olusturuldu. Hiicrelerin 6. glinde poligonal hiicrelere
donistigl ve bu goriinimiin 9. gline kadar korundugu faz kontrast mikroskop

ile saptandi. ELISA olg¢limleri ile hiicrelerin 6 ve 9. giinlerde PRL diizeylerinin
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kontrole gbre anlamli yiiksek bulunmasi ile desidualizasyon biyokimyasal
olarak da desteklendi.

9. cAMP ve E2+MPA+cAMP gruplarinda CKAP4 ekspresyonunun istatistiksel
anlamli diizeyde artisi ile desidualizasyonda CKAP4 varlig saptandi.

10. Desidualize hESC’lerde (cAMP ve E2+MPA+cAMP gruplarinda) CKAP4’(in
hlcre sitoplazmasinda arttigl ve hiicre membranina transferinde de artis

oldugu gosterildi.
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