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1. GIRIS VE AMACLAR

Insan endometriumu her menstrual siklusta ve ayn1 zamanda erken
donem gebelikte temelinde endokrin-immiin interaksiyonlarin oldugu
0zel molekiiler yolaklarin kontrolii altinda siklik doniisiimler gecirir. Bu
olaylar menstrual kanama, doku onarimi ve rejenerasyonu, inflamasyon,
anjiyogenez, blastokist implantasyonu ve gebeligin ilerlemesi gibi bir
dizifarkl degisikligi icerir. Menstruel siklus siiresince glandular epitel ve
stromal dokunun relatif oranlari, spiral arteriollerin uzunluk ve
kivrimlar, gesitli proteinlerin ekspresyonu, doku igerisindeki 16kositlerin
say1r ve tipleri ongoriilebilir bir gsekilde dalgalanmalar ve degisimler
gosterir. Bu dokuya spesifik degismlerin modiilasyonundaendokrin
(Ostrojen ve progesteron) ve parakrin faktorlerin rolii oldugu aciktir.
Endometrial diferensiasyon, proliferasyon, hiicre sagkalimi, l6kositlerin
dokuda sekestrasyonu, apopitoz ve anjiogenez farkli seks steroidlerinin
kontroliinde meydana gelir. [1]

Sitokinler hormonlar ve norotransmitterler gibi, seliiler
kominikasyonda O6nemli roller olan sinyal protein ve glikoproteinleri
olarak tanimlanirlar. Sitokinler hematopoietik ve non-hematopoietik ¢ok
cesitli hiicre gruplaru tarafindan sentezlenirler ve otokrin, parakrin ve
endokrin etkiler gosterebilirler.[2,3]Sitokin ailesi genel olarak kiigiik
molekiillii daha ¢ok 8 ve 30 kDa molekiiler agirlikta suda ¢oziinebilir
protein ve glikoproteinlerden olugmaktadir.Sitokinler lemfokinler,
interlokinler ve kemokinler olarak fonksiyonlarina, salgilandiklar
hiicreye ve fonksiyon gosterdikleri hedefe gore simiflandirilabilirler.

Kemokinler esas olarak kemotaksisi indiikleme yetenekleri ile 6n planda



olmalarma ragmen hiicre proliferasyonu, differansiyasyonu ve
apoptoziste de etkinlikeri vardir.[4] Biitiin bunlara ek olarak sitokinler
anjiyogenez, hematopoez ve temel olarak da inflamasyonda etkilidirler.

Insan endometriumunda meydana gelen kritik reprodiiktif olaylar
olan menstruasyon ve implantasyonun inflamatuar karakterde
mekanizmalar ile iligkilidir.[5] Her iki olayda da prostoglandinlerin ve
sitokinlerin ayni zamanda lokositlerin de katilimiyla rol oynamasi sz
konusudur. Bu mekanizmalarla iligkili endometrial fizyoloji halen tam
olarak agiklanabilmis degildir ve bunun saglanabilmesi bir¢ok menstrual
patolojiler, dismenore, implantasyon basarisizligt gibi durumlarin
tedavisinde yeni yaklasimlar ortaya konulmasi i¢in 6nemli olabilir.

Niikleer Faktor Kappa B (NF-xB) cok sayida immiin ve
inflamatuar genlerin ekspresyonunu regiile eden bir transkripsiyon
faktortidiir. [6,7] Bir ¢ok sitokin icin gerekli DNA promotor bolgelerde
NF-xB reseptorii bulundugu ¢esitli yayinlarda bildirilmistir.[8] Hiicreler
arasi sinyalizasyonda gorevli olan interlokin-1 ve timor nekroz faktor-a,
interlokin-6 ve losemi inhibe edici faktor gibi Oonemli sitokinlerin
regiilasyonunda rol aldig1 ¢alismalarla ortaya konmustur.[9-11]

Bu ¢alismamizda gros metabolik olaylarin altinda yatan molekiiler
mekanizmalar, inflamasyon ve immiin sistemle iligkili kaskadlardan yola
cikarak endometriumun fizyolojik dongiisii olan menstruel siklus

boyunca NF-kB ekspresyonun degisimini incelemeyi amagladik.



2. GENEL BILGILER

Disi reprodiiktif sisteminde menstruasyon ve implantasyon iki
pivotal olay olarak gergeklesir ve inflamatuar prosesler olarak
diigiintilirler. Her i1kisi de 16kosit infiltrasyonu, doku yeniden
modellenmesi  ve inflamatuar sitokinlerin artmis ekspresyonunu
barindirir.[5,12] Bu olaylara dayanan endometrial fizyoloji halen tam
olarak anlasilmis degildir bu goz ardi edilme menoraji,dismenore
implantasyon basarisizlig1 gibi major patolojilere daha 6zgiin ve basarili
yaklasimlar gelistirilmesini engellemektedir.

Menstruasyonun mekanizmasi tizerine en agiklayici ¢calismalardan
biri 1940 yilinda Markee tarafindan gergeklestirilmistir. Markee
maymun gozinin 6n odacigmma endomerium transplante etmis ve
menstruasyonu olusturan olaylar1 mikroskobik olarak incelemistir.

Insan endometriumunun baslica fonksiyonlar;, hormonlarla
belirlenen bir implantasyon araligi saglanmasi[13], gebelik olusmamasi
durumunda kendi Olimiine giden olaylar1 baslatmak ve diger biitiin
mukozal ylizeylerle paylasilan bir fonksiyon olarak invazif patojenlere
karst korunma saglamak olarak belirlenmistir. Bu farkli fonksiyonlar
farkli hiicre bilesenleri arasinda interaksiyonlar gerektirir, ovaryan
steroid hormonlarin etkisindedir ve parakrin olarak da mikrogevre
icerisinden kontrol edilmektedir. Insan endometriumu yiizey ve
glandular epitelyumdan olusan mukozal epitelyal ylizey, heterolog bir
stroma ve sadece menstruasyonu gerceklestiren tiirlerde bulunan

karakteristik vaskuler sisteme sahiptir.[14]Bu komponentler sitokin



sentezinin kontrolii altinda interaksiyona girerler vehormonal kontrol
altinda sonlanirlar.

Steroid hormonlar niikleer hormon reseptorii siiperailesinin
spesifik iyelerine baglanarak transaktivasyon prosesi yoluyla belirli
hedef genlerin transkripsiyonunu arttirirlar. [15,16]

Son yillarda ortaya ¢ikarildi ki bu reseptorlerin  ¢ogu
transaktivasyonun yani sira hedef genleri major biiylime faktorii ve
sitokin aracili sinyal molekiillerini inhibe etmek yoluyla etkili bir sekilde
baskilayabilmektedirler. [17]

Immiinomodiilasyonda rol oynamasinin yaninda bu interaksiyon,
sitokinlerin ve steroid reseptorlerinin bir arada bulundugu kemik,
overler, endometrium, meme bezleri gibi non lenfoid dokularda ve
inflamatuar proseslere benzeyen menstruasyon, dogum ve ovulasyon
gibi olaylarla yakindan iligkilidir.

Siklik dejenerasyon gosteren dokularda inflamasyon ve immiin
cevaplar ic¢in sitokin ailelerinin bulunmasi1 sasirtict olmamalidir.
Interlkinlerprostoglandinlerin ve diger sitokinlerin yapmmini artirir.
Koloni uyaric1 faktor-1 seliiler proliferasyonu ve o bolgede makrofajlarin
¢ogalmasini artirir. Interferon-y aktive 16kositler tarafindan salgilanir ve
endometrial epitelyal proliferasyonu artirir. Losemi inhibe edici faktor
birgok sitokin ve bilyiime faktdrlerine cevap olarak olusur. Interldkinler
gibi LIF progesteronun etkili oldugu ge¢ sekretuar donemde ve erken
desiduada gozlenir ve embryo implantasyonunda rolii olabilir.[10]
Timor nekroze edici faktor-a (TNF-a) gen ekspresyonu endometriumda

gozlenir ve aktivitesi proliferatif fazda artar, erken sekretuar fazda azalir



ve tekrar sekretuar fazin ortalarinda artar. TNF-o’nin hiicresel biiyiimeye
birgok etkisi vardir. [18]

Biiylime faktorleri spesifik hiicre membran reseptorlerine baglanir
ve hiicresel iletisimi baslatirlar. Biiylime faktorleri giiclii mitojenler
olduklarindan siklusun follikiiler fazinda endometriumun proliferatif
aktivitesi ile beraber bulunmalari ve onemli oranda artmalar1 sasirtici
olmamalidir. Ostrojen epidermal biiyiime faktdriiniin  (EGF) ve
reseptoriiniin ve insulin benzeri biiylime faktoriiniin (IGF) iiretimini gen
diizeyinde ortaya koyar. EGF 0strojen reseptor mekanizmasi ile
etkilesimi sonucu Ostrojen benzeri etkiler gosterir. Transforme edici
bliyiime faktorii (TGF-a) ve EGF ayni1 reseptor lizerinden calisirlar. Ve
endomeriumun Ostrojen bagimli biiylimesinde Onemli mediatorlerdir.
TGF-a diizeyleri hemen hemen sabit olan ve siklik olmayan EGF
diizeylerinin aksine siklusun ortasinda en yiiksek diizeye ulagir.
Trombosit kaynakli biiylime faktorii(PDGF) ise stromal hiicrelerde
sentezlenen kuvvetli bir mitojendir.

Insiilin benzeri bilyiime faktorleri(IGF) seliiler mitozu ve
farklilasmay1 saglarlar,ayn1 zamanda Ostrojen ve progesteron tarafindan
kontrol edilen bir diizen i¢inde eksprese edilirler. IGF-I proliferatif ve
erken sekretuar endometriumda predominant iken IGF-II orta ile geg
sekretuar fazda ve erken gebelik desiduada goriiliir. IGF-I ekspresyonu
menstruel siklus boyunca dolagimda bulunan 0strojen diizeyleri

tarafindan kontrol edilir.

Menstriiel Siklusun Hormonal Kontrolii
Insanda menstriiel siklus 4 fonksiyonel faza ayrilarak incelenmektedir.



1. Folikiiler faz; yeni folikiillerin gelisimi, biiylimesi, matiir graaf
folikiili olusumu

2. Ovulatuar faz; oositin matiirasyonu; oositin matiirasyonu ve salinimi

3. Luteal faz; implantasyon i¢in hazirlayict hormonlar1 salgilayan yeni
bir yapinin (korpus luteum) olusumu

4. Menstriiel faz; luteal-folikiiler gecis

Insanlarda menstriiel siklus ile ilgili yapilan galigmalar sonucu
periodlar arasi ortalama siirenin reprodiiktif cagda 28 giin oldugu ve
reprodiiktif hayatin iki ucunda(adolesan ve menopozal gecis donemleri)
anovulatuar sikluslar sonucu bu siirenin uzayabildigi gosterilmistir.[19]
Yirmi sekiz giinlik tipik bir siklusta folikiiler ve luteal fazlar esit
uzunluktadir. Aslinda luteal faz siire olarak sabittir ve kisa veya uzun
sikluslarda degisken olan folikiiler faz siiresidir.

1. Folikiiler Faz

Siklusun 1lk yaris1 folikiiler faz olarak adlandirilmakta ise de
folikiilogenez onceki siklusun gegluteal fazinda baslar ve menstriiel faz
boyunca da devam eder. Overdeki folikiillerin ¢ogunlugu primordial
folikiillerdir ve bunlarin da sadece bir kismi biiylimeye devam edecektir.
Erken antral doneme kadar olan folikiiler biiylime pituiter kontrol altinda
degildir ve henliz netlesmemis intraovarian , non-steroidal
mekanizmalarin etkisinde oldugu diisiinilmektedir. Biiyiimekte olan
folikiiller erken antral doneme geldiklerinde biiylimenin devamliligi
gonadotropinlerin uyarict etkisine baghdir. [20] Menstriiel siklusun
basinda kisa bir donem (erken folikiiler donem) gonadotropin oran1 FSH

lehine artar ve bu daha sonra biiylimeye devam edecek genellikle 3-7



folikiiliin se¢ilmesine (recruitment) yol acar. Bu folikiillerden sadece
birisi matiirasyona ulasacaktir. Dominant folikiil se¢imi tam olarak
anlasilamamis olmasima ragmen en c¢ok aromataz ve dolayisiyla
ostrojenik aktivite kazanan folikiilin dominant folikiil oldugu ileri
siiriilmektedir. Bu se¢cim erken folikiiler fazda olmakta ve siklusun 5-6.
giinlerinde tamamlanmaktadir. Ostrojenin negatif feedback etki ile
periferal FSH sekresyonunu baskilamasi sonucu diger folikiiller atreziye
gitmektedir. Folikiiler faz gelismekte olan graaf folikiilii tarafindan
salinan inhibin B ve 0stradiol diizeylerindeki progresif artis ile
karakterizedir. Onceki siklusun ge¢ luteal ve menstriiel fazlarinda korpus
luteumun gerilemesi ve inhibin A ile Ostradiol ve progesteron
diizeylerindeki ani diislismenstruasyondan yaklasik 2 giin once FSH
saliniminda artisa sebep olur. Kisaca tekrarlarsak FSH diizeylerindeki
artis LH pulse frekansinin diistikten yiiksege doniistiile folikiiler fazin ilk
4-5 giinii folikiiler se¢ilmeyi baglatir. Bunu tek bir folikiiliin se¢imi (5-7.
giinler), dominant folikiiliin matiirasyonu (8-12. giinler) ve sonunda
ovulasyon (13-15. giinler) izler. [21] Bu olaylarsiklusun folikiiler fazini
olusturur (yaklasitk 13 giin) ve digerler1 atreziye giderken bir
preovulatuar folikiiliin olusumu ile sonlanir. Ovulasyon i¢in se¢ilen bu
dominant folikiil yiiksek androjen, Ostrojen, progesteron ve inhibin B
biyosentez ve sekresyon kapasitesine sahiptir.[22-25] Ostradiol ve
inhibin FSH sekresyonuna potent supresor olduklarindan FSH folikiiler
fazin sonuna dogru azalan bir trend izler.[24] LH diizeylerinin ise

tersine, progresif olarak arttig1 goriilmektedir.



2. Ovulatuar Faz (Folikiiler-luteal Gegis)

Midsiklus LH  salinnminin  tepe noktast tam  olarak
belirlenemeyeceginden LH saliniminin  baglangict  midsiklustaki
hormonal dinamiklerin referans noktast olarak
degerlendirilmektedir.[26] Midsiklus saliniminin baslangicindan 6nceki
2-3 gin 1icinde Ostradiol diizeylerindeki artisa paralel inhibin,
progesteron ve 17-alfa hidroksoprogesteron diizeylerinde artig
gortiilmektedir.

Graaf  folikilinin ~ matiirasyonuile yiiksek oOstradiol
konsantrasyonlarina ulasilir. Esik degere ulasildiginda ise Ostradiol
pozitif feedback etki ile hipotalamus ve hipofize folikiiliin ovulasyon i¢in
hazir oldugu sinyalini verir ve GnRH ile gonadotropin salinimi meydana
gelir.

Ovulatuar gonadotropin salinimi graaf folikiiliinde énemli yapisal
degisiklikler olusturur ve overin steroid sekresyon paterni degisir. LH
salintm1 graniiloza hiicre proliferasyonunu durdurur ve sonug¢ olarak da
ostradiol yapimi durur. Graniiloza hiicrelerinin luteinizasyonu olay1
baslar ve bunun sonucu olarak preovulatuar progesteron artis1 olusur.
Gonadotropin salmimi i¢in gerekli uyar1 siiphesiz Ostradioliin esik
degerin lizerine yiikselmesi ise de progesteron, midsiklus gonadotropin
saliniminin baslangicini ve boyutunu etkilemektedir. LH salinimimnin 17-
alfa-hidroksilaz-C-17,20-liyaz enzimini selektif olarak inhibe etmesi ile
androjen yapimi da azalir. Ovulasyon, yani oositin atilmasi, LH
salintminin baglangicindan yaklasik 35-44 saat sonra gerceklesir.[24,26]
Ortalama LH salinimi siiresi 48 saattir; hizla ¢ikan kolu 14 saat kadar

surer ve Ostradiol, 17-alfa  hidroksiprogesteron, inhibin B



konsantrasyonlarinda azalma ve inhibin A diizeylerinde artma ile
birliktedir; daha uzun olan inen kolu 20 saat kadar siirer ve inhibin A ile
progesteron diizeylerinde artis ve 17-alfa hidroksiprogesteron,dstradiol
ve inhibin B diizeylerinde daha fazla bir azalma ile birliktedir.

3. Luteal Faz

Luteal fazda, Ostrojen dominant folikiiler fazdan progesteron
dominansina gec¢ilmektedir. Teka-granuloza hiicrelerinin ovulasyon
sonrasi luteinizasyonu ile biiylik miktarda progesteron ve daha az oranda
ostradiol sentezlenir. Progesteron ve Ostradioliin midluteal fazda
maksimum konsantrasyonlara ulastig1 4 giinliik donem (20-24. giinler)
sekretuar endometriumun implantasyona uygun oldugu zamandir.
Inhibin A da bu dénemde maksimum diizeye ulasir fakat implantasyonda
rol oynamamaktadir. Implantasyon gerceklesmez ise progesteron,
ostradiol ve inhibin A diizeylerinde ani diisiis ile birlikte luteoliz olusur.
[24,27] Korpus luteumun sekretuar aktivitesi LH destegine bagimlidir.
[28-30] Luteal fazda FSH diizeyleri tiim siklustaki en diisiik seviyelere
iner; korpus luteum devamhiligi igin FSH gerekli degildir. Inhibinin
ostrojen ve progesteron ile sinerjistik etkisi sonucu FSH salinimi
baskilanir ve boylelikle luteal fazda folikiillogenezin baslamasi
engellenir.

4. Menstruel Faz (Luteal-folikiiler gecis)

Izleyen siklusun folikiiler gelisiminin baslamasi1 korpus luteumun
regresyonuna baglidir. Burada 6nemli olan inhibin A diizeyindeki diisiis
ile FSH diizeyindeki yiikselme arasindaki ters iliskidir ve bu olay
menstruasyonun baslangicindan 2 giin 6nce olusarak izleyen siklus icin

folikiiler gelisimi baslatir.[27,31] Bu faz luteal fonksiyonun bitimini ve



disiik frekansh, yiiksek amplitiidlii LH pulselarindan yiiksek frekansls,
disiik amplitiidli LH pulselarina gegisi temsil etmektedir. Birlikte
FSH’da artis olur, dolayisiyla da gelismekte olan folikiiller tarafindan
inhibin B yapimi uyarilir.[27,31,32] Bu dinamik degisiklikler korpus
luteum steroidleri, inhibin ve hipotalamik opioid peptidlerinin inhibitor

etkilerinin ortadan kalkmasinin bir sonucudur. [24,27-29,33]
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Hipotalamik GnRH pulse jeneratorii aktif olarak ¢alismadiginda pituiter-
ovarian aks uyarilmayacak ve siklus baslatilamayacaktir. GnRH salinimi
pulsatiftir. Fizyolojik salinim frekans1 60-90 dakikada birdir. Bu salinim
paterni  pituiter gonadotroplarin uyarilmasinda gereklidir. Over
fonksiyonunun gonadotropik kontroliinde de pituiter FSH ve LH
saliniminin pulsatil olmasi Onemlidir. Pulsatil pituiter gonadotropin
salintm1 GnRH’nin arkuat nucleus-median eminens bolgesindeki néronal
terminallerden epizodik salinnmi  ve hipotalamohipofizyal portal
damarlar ile gonadotrop hiicrelere tasmnmasinin direkt sonucudur.
Pulsatil GnRH aktivitesi komsu noron ve astrositlerden etkilenmektedir
ve bu noronal yapilarda Ostrojen ve progesteron reseptorleri
gosterilmistir.[34-37] Gonadotropin  saliniminin  pulse frekansive
amplitiidii. ovaryan steroidlerin de etkisindedir. Postmenopozal
kadinlarda oldugu gibi bu gonadal feedback ortadan kalktiginda yiiksek
amplitid ve frekansli pulsatil salimim ile gonadotropin seviyeleri
artar.[38, 39] Reprodiiktif ¢agdaki normal kadinlarda folikiiler fazda
yuksek frekansli diisiik amplitiidlii, luteal fazda ise diisiik frekansli,
yuksek amplitiidlii pulselar goriiliir.[38,40-43] LH pulse amplitiidiinii
etkileyen en Onemli faktor ovarian Ostradioldiir, progesteron ise LH
pulse frekansini azaltict etki gostermektedir.[44,45] Menstriiel siklusun
hipotalamik kontroliinde temel olay GnRH’nin arkuat niikleustaki
noronal sistem ile portal sirkiilasyona ritmik salinimidir. GnRH/LH
pulsatil aktivitesi santral ve periferal noroendokrin sinyallerden
etkilenmektedir. Norepinefrinin hipotalamik GnRH ndronlari lizerinde
uyarict etkisinin oldugu ileri siiriilmektedir fakat bu norotransmitterin

insanlarda gonadotropin sekresyonunun kontroliindeki rolii tam olarak
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ortaya konmamistir. Dopaminin de GnRH sekresyonunun kontroliindeki
rolii arastirilmig fakat etkisi net olarak belirlenememistir. Deneysel
calismalarda hem uyarici hem de inhibe edici etkisi goriilmiistiir.
Endojen opioidler de hipotalamik GnRH salinimina inhibitor etki
gostermektedir. [33] FSH ve LH’nin tonik sekresyonu ovarian negatif
feedback etki altindadir. Graaf folikiilii ve korpus luteum ovarian
elementlerdir ve menstriiel siklus zamanlamasinda 6nemlidir. Menstriiel
siklusun en dramatik olay1 ovulasyonu saglayan midsiklus gonadotropin
salinimidir. Over siklusunun ilk yaris1 pulsatil gonadotropin salinimi ile
yonetilir ve gelismekte olan graaf folikiiliince iiretilen Ostradiol esik
diizeyi gectiginde preovulatuar gonadotropin salinimi meydana gelir.
Siklusun ikinci yarisinda korpus luteum formasyonu ile dominant olan
progesteron Ostradiol ile sinerjistik etki gostererek yiiksek frekanshh LH
pulselarim1 diisiik frekanshyiiksek amplitiidli LH pulselarina ¢evirir.
Ayni sinerjistik etki ile FSH salinimi inhibe olur ve bdylelikle folikiiler
gelisim engellenir. Luteal fazin sonunda(menstruasyonun baslangicindan
yaklasik 2 giin 6nce) ovarian steroidler (graaf folikiiliive korpus luteum

tarafindan salinan) sinerjistik etki gosterir.

Implantasyon
Embriyolar uterin kaviteye fertilizasyondan yaklasik 2-3 giin

sonra, morula evresinde girmektedir. Implantasyon birkag giin sonra,
fertilizasyondan sonraki 6-7. giinlerde olmaktadir. Hayvan calismalari
normal implantasyon ve gelisim i¢in embryo ve endometrium

gelisiminin senkron olmasi gerektigini gostermistir. [46]
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Histolojik ¢alismalar ovulasyondan sonraki 12. giinde embriyonun
tamamiyle endometrium ile kaplandigini gostermektedir. Noyes ve
arkadaglarinin histolojik kriterlerine gore implantasyon alanindaki
endometrium gebe olmayan mid-sekretuar endometrium ile aynidir. [47]
Trofoblastlarin  agresif, migratuar ve invazif  Ozelliklerinin
diizenlenmesinde rol oynayan endometrial faktorler oldugu
gosterilmistir. TGF-B, makrofaj koloni stimule edici faktor(M-CSF),
Losemi inhibe edici faktor(LIF) bu endometrial faktorlerdendir ve

bunlarla ilgili ¢aligmalar stirmektedir.
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3. MENSTRUEL SIiKLUS SIRASINDA ENDOMETRIUMDAKI
HIiSTOLOJIK DEGISIKLIKLER

Ovulatuar menstriiel siklus sirasindakiendometrial degisiklikler
Noyes tarafindan insanlarda, Bartalamez ve Markee tarafindan da
insandan daha ilkel primatlarda calisilmistir. Bu bilgilerden hareketle
menstrual fizyolojinin tanimlanmast endometriumdaki bezler, damarsal
ve stromal yapidaki spesifik anatomik ve fonksiyonel degisikliklere

dayanilarak yapilmistir.

Proliferatif Faz

Proliferatif faz ovaryan folikiil gelisimi ve Ostrojen saliniminin
artis1 ile birliktedir. Steroidal etki sonucu endometrium gelismesi ve
rekonstruksiyonu gergeklesir. Ilk olarak endometrial bezler ince ve
tibiilerdir ve algcak kolumnar(prizmatik) epitel hiicrelerle doselidir.
Mitoz belirgin hale gelir ve psodostratifikasyon izlenir. Sonu¢ olarak,
bez epiteli perifere ilerler ve bir bez segmentini hemen yanindaki beze
baglar. Stromal komponent seliiler menstrual durumdan kisa bir 6dem
periyodu gecirerek, gevsek,sinsityal benzeri bir duruma gecer. Spiral
damarlar stroma i¢inden seyreder ve dallanma gdstermeden hemen epitel
baglayict membranin altina kadar ilerler. Burada gevsek kapiller bir ag
olustururlar. Tiim doku bilesenleri (bezler,stroma hiicreleri ve endotel
hucreleri) proliferasyon gosterir ve bu durum siklusun 8-10. giinlerinde
tepe noktasina erisir ve endometriumdaki maksimum Ostrojen reseptor
konsantrasyonuna ulasilir.[48]Intraniikleer Ostrojen ve progesteron
reseptor konsantrasyonlart ovulasyondan hemen once siklus ortasinda

tepe noktasina ulasir.
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Sekretuar Faz
Ovulasyondan hemen sonra endometrium hem ostrojene hem de

progesterona karsi reaksiyon gosterir. Devamli Ostrojen etkisi olmasina
ragmen endometrium preovulatuar donemdeki yiiksekliginde sabit kalir
(5-6 mm.) Ovulasyondan 3 gun sonra epitel proliferasyonu durur.[49] Bu
kontroliin ve inhibisyonun progesteron ile saglandigina inanilmaktadir.
Bu biiyiimedeki smirlanma mitoz ve DNA sentezindeki diismeye
belirgin sekilde progesteronun Ostrojen reseptor ekspresyonuna etkisi ve
ostradiolu Ostrojen siilfat’a (hizla hiicreden atilir) donistiiren 17p-
hidroksisteroid dehidrogenaz ve siilfotransferazin progesteron tarafindan
uyarilmasina baghdir.[50,51] Ek olarak ostrojen, Ostrojen aracili hiicre
cogalmasini diizenleyen pek ¢ok onkogeni uyarir. Progesteron da
ostrojenin yaptigi onkogen mRNA transkripsiyonunu bloke ederek bu
etkiyi antagonize eder. [52]

Stromal elemanlarin herbiri bityiimeye devam ederken ytiksekligin
sabit kalmasi bezlerde ve spiral damarlarda kivrilmaya neden olur.
Ovulasyon oldugunda ilk histolojik bulgu, siklusun 17-18. giiniinde,
subniiklear intrastoplazmik glikojen vakuollerinin bez epitelde
goriilmesidir. Dev mitokondriler ve ‘niikleolar kanal sistemi’ bez
hiicrelerinde goriliir. ‘Niikleolar kanal sistemi’ progesterona 6zgiin bir
olusumdur. Yapisal degisiklikleri takiben glikoprotein ve peptidlerin
endometrial kaviteye aktif sekresyonu baslar. Plazmanin transudasyonu
da sekresyona katkida bulunur. Sekresyonda tepe noktaya siklus ortasi
gonadotropin zirvesinden 7 giin sonra ulasilir, bu da blastokistin

implantasyonu ile ayn1 zamana denk diismektedir.
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Endometriumda ovulasyon sonrasi 7-13. giinler arasinda (siklusun
21-27. glnler1 arasi) Onemli degisiklikler olur. Bu periyodun
baslangicinda, genislemis kivrimli sekretuar bezler aradaki ¢ok az stroma
ile en belirgin haldedir. Implantasyon zamaninda, siklusun 21.-22.
giinlerinde, en belirginmorfolojik o6zellik stromanin o6demidir. Bu
degisiklik endometrium tarafindan Ostrojen ve progesteron aracilig ile
olusturulmus olan prostaglandin iiretimine sekonder olabilir. Kapiller
gecisteki artis bu prostoglandinlerin yerel artisinin bir sonucudur.
Endotelyal hiicrelerde mitoz ilk defa siklusun 22. giiniinde goézlenir.
Spiral damarlarin kivrimlagsmasina neden olan vaskiiler proliferasyon
seks steroidleri, prostoglandinler, dstrojen ve progesterona cevap olarak
olusan otokrin veya parakrin faktorlere bir cevaptir.

Predesidual transformasyon ile siklusun 25. giiniinde fonksiyonel
tabakanin st kisminda kompakt tabaka olusur. Fertilizasyon ve
implantasyon olmadiginda trofoblastlardan insan koryonik gonadotropin
desteginin bulunmayisi sonucu, korpus luteumun yasam siiresi
tamamlanir ve Ostrojen ve progesteron seviyeleri azalir.

Ostrojen ve progesteron cekilmesi vasomotor reaksiyonlar,

apoptoz, doku kayb1 ve sonrasinda menstruasyon olugsmasina neden olur.
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4. NUKLEER FAKTOR- KAPPA B

Niikleer faktor-kappa B(NF-«B) hiicresel olaylarda etkili yaklasik
olarak 150’den fazla genin ekpresyonunda gorevli olan, yapisal olarak
birbiri ile iligkili bir dimerik transkripsiyon faktorleri ailesidir.[53] NF-
kB ailesinin bilinen mevcut bes tiyesi;pS0 (NF-xB1),p52 (NF-kB2),p65
(relA), c-Rel ve RelB olmak iizere cesitli homo ve heterodimerler
olusturarak islev gorirler.[54]p50 ve p52 daha biiylik prekiirsor
proteinler olan p100 ve p105°ten kaynaklanirlar. Bes proteinin herbirinin
Rel homoloji domaini bulunaktadir ve bu boliim onlarin dimerizasyon,
DNA-baglanma ve baslica diizenleyici domaini olarak gorev yapar.[55]
Bircok hiicre tipindeinaktif NF-kB kompleksleri stoplazma igerisinde
IxB’ler olarak bilinen inhibitor proteinlerle non kovalen baglarla bagh
olarak bulunurlar. Sitokinler (TNF-a,IL-1,IL-11,IL-17) ve
lipopolisakkarit,bakteriyel,viral proteinler, ultraviyole,iyonizan
radyasyon, proteinkinaz C aktivatorleri (forbol esterleri, platelet aktive
edici faktor), oksidanlar (0zellikle hidrojen peroksit) gibi diger
stimuluslara yanit olarak latent stoplazmik NF-xB/ IxkBa kompleksi
[kB’nin N-terminal kismindaki serin rezidiileri lizerinden fosforilasyonla
aktive olur. [55] Fosforilasyon [kBa’y1 SCF-ubiquitin ligaz kompleks ile
ubiquitinasyonun hedefi haline getirir ve 26S proteozom ile inhibitor alt
Unitesinin  degradasyonuna neden olur. Fosforilasyon NF-xB’nin
niikleusa translokasyonu ve gen transkripsiyonunun baslatilmasi ile
iliskilidir. IkB’lerin fosforilasyonu IkB kinaz kompleksi (IKK) olarak

adlandirilan multimerik bir kompleks araciligi ile gergeklestirilir. IKK
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kompleksi iki katalitik alt iiniteden olusur; IKK-a ve IKK-y. NF kappa B
IKK-y’nin esansiyel modiilatoridiir.

Immiin, imflamatuar cevap, hiicre adhezyonu, hiicre
proliferasyonu, anti-apopitotik cevapta gorev alan bir¢ok geni de iceren
cok sayida hedef genlerin ekspresyonu NF-«B tarafindan regiile edilir.
NF-«B ile regiile edilen genler IL-1B,TNF-a, graniilosit makrofaj koloni
stimiile edici faktor (GMCSF),IL-2,IL-11,IL-17 gibi proinflamatuar
sitokinler, IL-8,RANTES,MIP-1a, MCP-2 gibi  kemokinler,
indiiklenebilir nitrik oksit sentaz, indiiklenebilir siklooksijenaz gibi
enzimler, ICM-1, VCAM-1, E-selektin gibi adhezyon molekiilleri ve IL-
2reseptorii gibi reseptorler olarak siralanabilir. NF-kB tek basina hareket
etmesinin yaninda AP-1, ATF ve C/EBP (NF-«B-bZip interaksiyonu)
gibi diger transkripsiyon faktorleri ile de birlikte islev gorebilir.

NF-kB komponentlerinin hedeflenerek islevsiz birakilmasi ile
yapilan calismalar bu transkripsiyon faktoriiniin 6nemini gozler Oniine
serer. Rel-A delesyonu farelerde yasamla bagdasmaz, p50 geninden
yoksun birakilanlarda enfeksiyonlara asir1 duyarlilik meydana gelir.[56]
IKBa hasarlanmasi uzamis NF-kB aktivasyonu ve inflamatuar stimulus
ile sonuclanmis ve yaygin inflamasyon sonucu oOlime neden
olmustur.[57]

Menstruasyonda interlokin-8 (IL-8), monosit kemotaksik protein-1
(MCP-1), timor nekroz faktor-o (TNF-a) ve prostoglandinler gibi
inflamatuar medyatorlerin artmis ekspresyonu so6z konusudur.[58-62]
Ayrica menstruasyon oncesinde gec sekretuar fazda reaktif oksijen
radikalleri diizeyinde artis meydana gelir. Reaktif oksijen radikalleri

siklooksijenaz (COX) iizerinden prostoglandin F2a (PGF2a) iiretimini
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stimiile ederler. Interlokin-1 (IL-1), interlokin-6 (IL-6) ve 16kosit
inhibitor faktéor (LIF) da implantasyonda Onemli rolleri oldugu
diistiniilen molekiillerdir.[58,63,64] Bu sozli edilen molekiillerin
kodlandig1 genlerin ¢ogu NF Kappa B icin hedef genlerdir. In vitro
caligmalarda TNF-o ve IL-la stimulasyonunun endometrial epitelyal
hiicrelerde 1L-6 ve LIF fretimini indikledigi gosterilmistir.[65,66]
AncakNF-kB inhibitorii olan SN50 veya proteozom inhibitérii MG-132
kullanildiginda TNF- ve IL-1 aracili IL-6 ve LIF artisinin suprese oldugu
gorilmiistiir.

Glukokortikoid, progesteron ve Ostrojen reseptorleri NF-kB
aktivitesini baskilarlar.[67-70] Immiinolojik ve inflamatuar yanittaki
santral rolii géz Oniline alindiginda, NF-kB aktivitesinin inhibisyonu
steroid hormonlarin anti-inflamatuar ve immiinsupresif aktivitelerini
aciklayici olabilir.

NF-kB ¢ogu tiimor dokusu hiicre dizilerinde aktif olarak
saptanmis olsa da normal dokulardaki hiicrelerde de bulunabilir. Insan
endometriumu da bunlardan biridir.

Normal insan endometrimundaki NF-«kB aktivitesi bir ¢ok
arastiricinin  ilgisini  ¢ekmistir. Ilk olarak Laird ve arkadaslar
endometrial biyopsi materyallerinde ve endometrial epitelyal hiicre
kiltiirlerinde yaptiklari immiinositokimyasal analizlerin sonuclarini
yaymlamislardir. Erken,gec proliferatif ve erken,mid ve ge¢ sekretuar
fazlardan alinan 14 endometrial doku oOrneginde NF-xkB p65 alt
linitesinin boyanma intensitesini proliferatif faz boyunca diisiik,
sekretuar faz boyunca artmis olarak buldular. Boyanma implantayon

sirasinda maksimum olarak elde edildi. Fazlar1 sadece proliferatif ve
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sekretuar faz olarak indirgediklerinde p65 ve p50 altiinitelerinin
endometrial epitelyal hiicrelerde sekretuar faz sirasinda arttigi, inhibitor
protein IkB’nin ise ayni sekilde azaldigi1 goriildii. Stromal hiicrelerde bu
tirden kayda deger bir degisiklik gozlemlemediler.[71] NF-kB’nin
sekretuar fazda artis1 ve proliferatif fazda azalisina karsilik progesteron
reseptor B (PRB) ekspresyonu tersine sekretuar fazda diisiik ve
proliferatif fazda yiliksek olarak gergeklesir.[69] Ovaryan steroidlerin

cekilmesi PGF2a iiretimini NF Kappa B ilizerinden stimiile eder.
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5. MATERYAL VE METOD

Dokularin Toplanmasi
Endometrium patolojileri disindaki benign jinekolojik nedenlerle

Yale Universitesi New Haven Hastanesi’nde laparoskopik veya
laparotomik olarak opere edilen hastalardan kiiretaj yolu ile elde edilen
endometrial dokulardan yapilan paraffin seri kesitler kullanildi. Son {ic
ay i¢erisinde steroid hormon iceren herhangi bir medikasyon almamis
olan hastalar calismaya dahil edildi. Hastalarin hi¢ birinde patolojik
inceleme sonucu endometrial patoloji bulunmadigi iki farkli patolog
tarafindan konfirme edildi. Menstruasyon fazlar1 hastadan alinan
menstrual siklus Oykiisiine gore belirlendi ve endometrial histolojik
inceleme sonuglar1 ile Noyes ve arkadaslari’nin yayimladiklar: kriterler
dogrultusunda konfirme edildi.[47]Endometrial dokular menstrual siklus
fazlarma gore proliferatif donem ic¢in erken, mid ve ge¢ proliferatif,
sekretuar donem icin de erken, mid ve geg¢sekretuar fazlar olarak alti
fazda incelenek tizere gruplandirildi.

Hastalarin herbirinden bilgilendirilme sonras1 yazili onam formlari
ile onay alindi, arastirma protokolleri Yale Universitesi Insan
Arastirmalart  Komitesi (Yale Human Investigation Committee)

tarafindan onaylanda.
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Immiinohistokimya
Parafin kesitler defarafinizasyon ve rehidrasyon islemlerinden

gecirildi ve antijen geri doniisiimii i¢in 10 milimolar (mM) pH’s1 6.0
olan tamponize sitrik asit soliisyonunda 15 dakika siire i¢inde 5’er
dakika araliklarla kaynatildi. Kesitler daha sonra methanol igerisinde
hazirlanan %3’liikk hidrojen peroksit soliisyonuna konularak 15 dakika
siireyle bekletildi ve endojen peroksidaz aktivitesinin baskilanmasi
saglandi. Tris-Buffered saline(TBS) ile yikanma islemi sonrasinda
kesitler 30 dakika siire ile TBS igerisinde hazirlanan %5 keci serumu
[5% goat serum (Vector, Burlingame, CA)] ile bloklanma islemine tabi
tutuldular. Bloklama sonrasi kesitler total NF-KappaB i¢in 1:50
konsantrasyonda tavsan monoklonal anti-NF-xB p65 antikoru (Cell
Signaling Technology Inc.,Beverly,MA), fosforile Nf Kappa B i¢in 1:50
konsantrasyonda tavsan monoklonal anti-fosfo-Nf Kappa B p65(Ser536)
antikoru (Cell Signaling Technology Inc.,Beverly, MA) ile bir gece siire
ile (12-18 saat) +4 santigrad derecede(°C) inkiibe edildiler. Kesitler
tizerinde total ve fosforile NF-kB i¢in birer adet negatif kontrol kesiti
ayirildi ve negatif kontroller non-spesifik olarak hazirlanmis tavsan
immiinglobiilini ile ayn1 konsanrasyon ve ayni siire ile inkiibe edildi.
Inkiibasyon bitiminde kesitler TBS iginde 15 dakika siire ile yikand.
Yikanma sonrasi, 1:400 konsantrasyonda hazirlanan, kec¢ide iiretilmis
biotinli anti-tavsan sekonder antikoru ile 30 dakika sureyle inkiibe edildi.
Antijen-antikor kompleksinin saptanmasi icin streptavidin-biotin-
peroksidaz kiti (Vector Laboratories) kullanildi. 3,3-diamonibenzidin

tetrahidroklorid dihidrat (Vector) pozitif boyanmay:r saptamak

lode]



amaclikromojen olarak kullanild1 ve kesitlere kontrast boyanma i¢in 15
saniye siireyle hematoksilen uygulandi.

Boyama intensitesi semikantitatif olarak su kategorilerde
degerlendirildi; 0, boyanma yok;l+,zayif boyanma; 2+,orta derecede
boyanma; 3+, yogun boyanma. Her doku i¢in HSKOR= X Pi (i + I)
formili kullanilarak histolojik skorlama degeri elde edildi. Formiildei
intensite skorunu, Pi ise sOzkonusu intensite skoruna sahip hiicre
grubunun yiizdesini temsil etmekteydi. Sonuglar sayisal deger olarak O-
300 araliginda bir deger olarak tespit edildi.Doku tipi ve kaynagi
acisindan kor iki farkli arastirmaci tarafindan her kesit icin rasgele
secilen bes alan 151k mikroskobu altinda X100 biiylitme ile
degerlendirildikten sonra farkli zamanlarda histolojik skorlamasi bu
sekilde yapildi. Histolojik skorlama degerlendirmesi i¢in kisisel ve
kisiler aras1 varyasyon katsayisi sirasiyla %11 ve %12 idi. iki

aragtirmacinin  degerlendirme  sonuglarinin  aritmetik  ortalamasi

kullanilda.
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6. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Tim in vivo datamizendometrial stromal hiicrelerde total NF-kB
boyanma kesitleri disinda normal dagilim gostermekteydi ve post hoc
Holm-Sidak testi ile birlikte One-Way ANOVA kullanilarak analiz
edildi. Total NF-xB’nin stromal hiicrelerde degerlendirilmesi ‘Kruskal-
Wallis One Way Analysis of variance on Ranks’ kullanilarak yapildi.
Istatistiksel hesaplamalar Windows igin hazirlanmis Sigmastatversion
3.00 (SPSS Inc., Chicago, IL) kullanilarak yapildi. Istatistiksel anlamlilik

P < 0.05 olarak tanimlandi.
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7. SONUCLAR

Menstriiel siklus toplam alt1 fazda incelenerek her faz i¢in en az ii¢
adet, en fazla ise 9 adet parafin kesit kullanildi(Erken proliferatif
endometrium n=3, mid proliferatif endometrium n=3, ge¢ proliferatif
endometrium n=4, erken sekretuar endometrium n=6, mid sekretuar
endometrium n=8, ge¢ sekretuar endometrium n=9).

Fosforile NF Kappa B i¢in elde edilen boyanma intensitesi daha
cok niikleer, total Nf Kappa B icin elde edilen boyanma hem stoplazmik
hem de niikleer olarak izlendi. Fosfo NF-Kappa B’nin
immiinohistokimyasal c¢alisma sonrasi histolojik skorlamasi sonucu
endometrial glandular hiicrelerde en yiliksek boyanma intensitesinin geg
proliferatif donemde, en diisiik boyanma intensitesinin ise gec¢sekretuar

donemde oldugu goriildii(Figiir 2).
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Tablo1. Fosforile NF-kB menstriiel siklus fazlarina dagilimi

Siklus Fazlan N Ortalama Std Dev SEM
skor
EP 3 174.000 1.732 7.636
MP 3 121.667 27.538 15.899
GP 4 211.250 45.162 22.581
ES 6 190.833 29.903 12.208
MS 8 196.250 26.152 9.246
GS 9 112.778 30.935 10.312

EP:erken  proliferatif MP:mid  proliferatif, =~ GP:ge¢ proliferatif, ES:erken
sekretuar,MS:mid sekretuar, GS:ge¢ sekretuar
Std Dev: Standard sapma, SEM: Ortlama farklarinin standard hatasi

Stromal hiicrelerde ise en yiiksek boyanma intensitesinin mid
sekretuar donemde, en diisiik boyanma intensitesinin ise ge¢ sekretuar

donemde gergeklestigi gozlendi (Figiir 3).
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Tablo2. Fosforile NF-kB’nin stromal hiicrelerde fazlara gore dagilimi

Siklus Fazlan N Ortalama skor Std Dev SEM

EP 3 84.000 1.734 9.667

MP 3 93.333 45.092 26.034

GP 4 116.250 30.653 15.326

ES 6 105.000 35.777 14.606

MS 8 131.875 33.160 11.724

GS 9 78.333 31.425 10.475
EP:erken  proliferatif MP:mid  proliferatif, =~ GP:ge¢ proliferatif, ES:erken

sekretuar,MS:mid sekretuar, GS:gec¢ sekretuar
Std Dev: Standard sapma, SEM: Ortlama farklarinin standard hatasi

Total NFKappa B i¢in elde edilen boyanma intensitesi glandular

hiicrelerde gec¢ proliferatif ve erken sekretuar donemde en yogun, gec

sekretuar donemde ise en az yogun olarak izlendi(Figiir4).
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Tablo3. Total NF-kB glandular hiicrelerde fazlara gore dagilimi

Siklus Fazlar N Ortalama skor Std Dev SEM
EP 3 177.976 4.566 9.632
MP 3 145.000 56.347 32.532
GP 4 178.750 72.958 36.479
ES 6 179.167 16.857 6.882
MS 8 131.250 38.243 113.521
GS 9 111.111 41.138 13.713

EP:erken proliferatif, MP:mid proliferatif, GP:ge¢ proliferatif, ES:erken
sekretuar,MS:mid sekretuar, GS:ge¢ sekretuar
Std Dev: Standard sapma, SEM: Ortalama farklarinin standard hatasi

Stromal hiicrelerde ise total NF kappa B i¢in en yogun boyanma
mid sekretuar fazda, en diisiikk yogunlukta boyanma ise gec¢ sekretuar

fazda elde edildi (Figiir 5).
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FOSFO-NF-kB (P-NF-xB)
Endometrial glandular hiicrelerde fosforile-NFkB i¢inyapilan

immiinohistokimyasal c¢aligmalar sonucunda elde edilen boyanma
intensitesinin menstriiel siklus fazlarina gore degerlendirilen histolojik
skorlanmasiile elde edilen sonuglarin istatistiksel analizi endometrial
glandular hiicrelerde ge¢ proliferatif donemde artan boyanma
intensitesinin mid proliferatif donem ve gec¢ sekretuar donemdeki
intensiteler ile olan farkinin istatistiksel olarak anlamli oldugunu ortaya
cikardi(Sirasiyla p=0.008 ve p<0.001).Aynt zamanda mid sekretuar
donemde erken ve gec sekretuar donemlere gore yiliksek bulunan
boyanma yogunlugu ozellikle ge¢ sekretuar donemle karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermekteydi (p<0.001). Erken
sekretuar fazda mid sekretuar faza gore diisiik ancak ge¢ sekretuar faza
gore yiksek bulunan histolojik skor degeri mid sekretuar fazla
istatistiksel olarak anlamli fark gostermemekle birlikte ge¢ sekretuar
fazdaki degere gore anlamli olarak farkliydi(Sirasiyla p=0.752,
p<0.001). Mid sekretuar faz ile mid proliferatif fazdaki boyanma
yogunlugu farki karsilastirildiginda da mid sekretuar fazda daha yiiksek
bulunan  yogunlugun  istatistiksel  olarak  anlamli  oldugu
bulundu.(p=0.009)Erken sekretuar fazdaki fosforile NF-kB boyanma
intensitesi mid proliferatif fazdaki histolojik skorlama degeri ile
karsilagtirildiginda  aralarinda  istatistiksel olarak anlamli  fark
bulundu(p=0.012)(Tablo 1).

Stromal hiicrelerde fosforile NF-kB i¢in elde edilen boyanma
intensitesinin  histoljik skorlamasi sonucu elde edilen degerlerin

istatistiksel analizi sonucu mid sekretuar fazda en yiiksek olarak bulunan
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boyanma yogunlugunun ge¢ sekretuar faz ile karsilastirildiginda
aralarinda istatististiksel olarak anlamli fark oldugu goriildii(p=0.035).
Proliferatif fazlar arasinda en yogun boyanma ge¢ proliferatif fazda elde
edilmekle beraber erken proliferatif ve mid proliferatif fazlarla aralarinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadi (Sirasiyla p=0.843,
p=0.656). Ayni sekilde mid sekretuar donemde erken sekretuar doneme
gore artmis olan boyanma yogunlugunu gdosteren histolojik skorlama
degeri de istatistiksel olarak anlamli farklihk gostermemekteydi

(p=0.325)(Tablo 2).

TOTAL NF-kB (T-NF-kB)
Endometrial glandular hiicrelerde Total NF-kB i¢in yapilan

imminhistokimyasal c¢alismalar sonucunda elde edilen boyanma
yogunlugunu gosteren histolojik skorlama degerleri karsilastirildiginda
erken proliferatif, ge¢ proliferatif ve erken sekretuar donemlerde diger
fazlara ytiksek ve birbirlerine ¢cok yakin ortalama degerler elde edilmekle
birlikte erken sekretuar donemde digerlerine gore daha yiiksek oldugu
goriildii. Bu fazlardaki ortalama degerler arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark elde edilmedi(Sirasiyla p=0.978,p=0.986,p=0.988).

Proliferatif fazlar arasinda mid proliferatif fazda histolojik skor
degeri ortalamasi erken proliferatif ve gec proliferatif fazlara gore daha
diisiik bulunmasina ragmen erken ve gec proliferatif fazlarla aralarinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmadi (Sirasiyla p=0.898,
p=0.321) (Tablo 3).
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Sekretuar fazlar incelendiginde erken sekretuar faz ortalama
degeri aralarinda en yiiksek olarak bulunurken mid sekretuar fazda da
ortalama histolojik skor degerinin ge¢ sekretuar faza gore daha yiliksek
oldugu goriildii. Bu ortalama degerlerden erken sektretuar fazdaki
histolojik skor degerinin ge¢ sekretuar faza ait degerden farki istatistiksel
olarak anlamli bulundu(p=0.047). Mid sekretuar faz ve gec¢ sekretuar
fazdaki ortalama degerler birbirlerinden istatistiksel anlamliolarak farkli
bulunmadi(p=0.351)(Tablo 3).

Endometrial stromal hiicrelerde Total NF-kB icin elde edilen
boyanma intensitelerini gosteren histolojik degerlendirme skorlar1 en
yuksek olarak mid sekretuar fazda bulunurken fazlar arasinda
istatistiksel agidan anlaml fark gozlenmedi. Proliferatif fazlar arasinda
en yiiksek ortalama deger gec proliferatif fazda elde edilirken bu fazin
erken ve mid proliferatif fazlarla karsilastirilmasi sonucu istatistiksel
olarak anlamli fark bulunmadi(p=0.740). Sekretuar fazlarda da mid
sekretuar faz en yiiksek olmakla birlikte, erken sekretuar fazda da
boyanmanin ge¢ sekretuar faza gore daha yogun oldugu goriildii. Ancak
sekretuar donemde de fazlar arasinda istatistiksel olarak anlamlifarklilik

bulunmadi(p=0.740).
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Figiir6. Endometrial dokuda NF-Kappa B
A: Mid sekretuar endometrium fosfo-NF-xB

B: Erken Sekretuar edometrium fosfo-NF-xB
C: Erken sekretuar endometrium total-NF-xB

D: Erken proliferatif endometrium total-NF-Kb
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8. TARTISMA

Niikleer faktér Kappa B’nin endometriumda ve endometrial
proseslerdeki rolii ile ilgili sinirli sayida ¢alisma mevcuttur. NF-xB’nin
cok sayida biyolojik molekiiler mekanizmada rol aliyor olmasi ve bu
mekanizmalar igerisinde birbirinden ¢ok sayida molekiil ile hem
etkilesiyor hem de bu molekiillerin bizzat genetik kodlanmasi sirasinda
DNA baglanma bolgelerindeki major promotor alanlara etki ediyor
olmas1 bu molekiilin major fizyolojik kaskatlardaki nihai etkisinin
anlasilmasini olduk¢a karmagsik bir hale getirmektedir. Niikleer Faktor
Kappa B’nin immiin ve inflamatuar proseslerde oynadigi énemli rol goz
oniine alindiginda arastirmacilar daha ¢ok bu molekiiliin patolojik bir
takim olaylardaki etkinligi iizerinde yogunlasmislardir.

Biz bu calismamizda NF-kB molekiiliiniin p65 komponentinin
fosforile ve non-fosforile durumdaki ekspresyonunu normal insan
endometriumu dokusunda inceledik. Inceledigimiz proteinin insan
endometrial epitelyal hucrelerindeki ekspreyonunun menstruel siklusa
bagimli degisiklik gosterdigini ortaya ¢ikardik. Page ve arkadaslar1 NF-
kB’nin p50 komponentini kullanarak yaptiklar1 ¢alismada benzer
sonuglar ortaya koydular.[71] p50 ilk once daha biiyiik bir molekiil olan
pl05 seklinde sentezlenir ve daha sonra pl05’ten p50’°ye
konversiyonunun ne sekilde gerceklestigi tam olarak acikliga
kavusturulmus degildir. P105’in ayrica zaman zaman inhibitor bir
protein olarak da islev gordiigu bilinmektedir. [10,72]

Bu c¢alisma ayn1 zamanda total ve fosforile NF-xB

komponentlerinin endometrial epitelyal hiicrelerde stromal hiicrelere
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gore daha yogun bulundugunu ortaya ¢ikarmistir. IL-6 ve LIF gibi
sitokinler ve ayrica yB3,alpl ve o4Pl gibi integrinlerinde gebelik
ger¢eklesmeyen siklusta endometrial hiicrelerde stromal hiicrelere gore
daha fazla eksprese edildiginin ortaya ¢ikarilmis olmasi da NF-kB’nin bu
faktorlerin  tretimini  kontrol  etmedeki  roliinii  destekleyici
olabilir.[64,73,74] Daha oOnce yapilmis olan c¢alismalarda NF-«B
molekiiliiniin p65 ve p50 komponentleri ile immiinohistokimyasal analiz
sonuglar1 yaymlanmisti.[10] Biz bu calismamizda fosforile-NF-xB
antikorlar kullanilarak fosforilasyon ile aktivasyon ve hiicre niikleusuna
translokasyon olan NF-kB oranlar1 incelendi.

Daha onceki calismalarda da bildirilmis oldugu ve bizim
caligmamizda da konfirme edildigi tlizere NF-«B’nin siklusun mid
sekretuar fazinda artis gosteriyor olmasi endometriumun implantasyona
hazirlanmas1 acisindan anlamli olabilir.Bir grup sitokinin belirli
reseptorler araciligi ile implantasyonda onemli rol oynadigi birgok
calismada gosterilmistir. Bu sitokinler baslica IL-6, LIF, onkostatin M,
IL-11 gibi molekiilleri igerirler. Homozigot LIF knockout farelerin
implantasyon basarisizligi nedeniyle infertil olmasi[75], LIF reseptor
ablazyonunun implantasyon basarisizlig1 ile sonlanmasi bunun 6nemli
gostergeleridir.[76] NF-xB’nin bu faktorlerin ekspresyonunda dogrudan
onemli oldugu daha once ortaya cikarilmisti. [10]Endometrial stromal
dokudaki lokositlerden de kaynaklandigi gosterilen LIF’in maternal
desidual dokunun blastokisti kabulunde de oOnemli oldugu
diistintilmektedir.[63,77]NF-kB’nin endometriumda bizim ¢alismamiza
O0zgii olarak c¢alisilan fosforile ve aktif formunun implantasyona

hazirlanan endometriumda hem glandular epitelyal dokuda hem de
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endometrial stromal dokuda artiyor oldugunun gosterilmesi bu agidan
ozellikle onem tasimaktadir.

Insan endometriumunun menstriiel siklus boyunca gecirdigi
degisimlerde hormonal kontroliin de 6nemi biiytiktiir. Steroid hormonlar
da endometrial fizyoloji tizerindeki etkilerini karmasik molekiiler
mekanizmalar  lizerinden  gostermektedirler. ~ Progesteron  ve
glukokortikoidlerin NF-«xB ile antagonistik etkilesimlerinin oldugu daha
once yapilan calismalarda gosterilmisti. Ozellikle ge¢ sekretuar donemde
meydana gelen progesteron c¢ekilmesi sonucunda menstruasyonun
meydana gelmesi siirecinde azalan progesteron seviyesinin prostoglandin
sentezini artirdigit ve bunu COX enzimi {lizerinden muhtemelen NF-
kB’nin de bu enzimi stimule etmesi sayesinde menstruasyonun basladigi
bildirilmisti.[69] Ancak progesteron ve NF-«B’nin karsilikli antagonistik
etkilerinin nasil gerceklestigi heniiz arastirma konusudur. Insan
menstruel fizyolojisinde steroid hormonlarin hakim rolii olmasi yaninda
steroid hormon reseptorleri ile NF-kB’nin farkli yondeki etkilesimlerini
ortaya koyan yine az sayida deneysel arastirma calismasi
mevcuttur.Endometrial hiicre kiiltiir serilerinde progesteron reseptor
ekspresyonunun sinirli miktarda gosterilmis olmasi ¢alismalarin baslica
kisitliligidir. Bu nedenle progesteron reseptor ¢aligmalar: bu respetoriin
belirgin olarak eksprese edildigi meme kanseri hiicrelerinden koken
almaktadir.[78]Glukokortikoidler ve progesteron endometrial sitokin
sentezi  lzerindeki  bir kistm  etkilerini  NF-«B  iizerinden
gosterirler.[79]Progesteronun  NF-xB  aktivitesi {izerindeki kontrol
mekanizmalarindan  biri transkripsiyon faktor genleri {izerindeki

baglanma noktalarinda  progesteron reseptorii  ve  NF-xB’nin
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kompetisyonu olabilir. [69,80]Ya da steroid reseptorleri ve NF-kB
arasindaki kompetisyon liclincii bir kofaktor i¢in gergeklesiyor olabilir.
Diger bir mekanizma da NF-kB’nin inhibitor proteini olan kB {izerinden
progesteron aracili bir inhibisyon olabilir. Ancak bu mekanizmalarin her
biri i¢in ayrintili ¢caligmalara ihtiya¢ vardir. Sonug olarak in vivo ve in
vitro calismalarda progesteronun temelde NF-«xB’nin kontroliinde oldugu
bilinen sitokinleri baskiladigi gosterilmistir.[62,81-83] Tiim bunlarin
1s51ginda progesteron seviyesinin yiiksek oldugu mid sekretuar fazda
fosforile-NF-kB’nin artmis olarak bulunmasi, devaminda da progesteron
cekilmesinin bagladigi gec sekretuar fazda azalmaya baslamasi
kompetisyonla aciklanabilir olmakla birlikte daha detayli caligmalara
thtiya¢ oldugunu gosterir. Cunkii  c¢alismamizda aynm1i zamanda
progesteron seviyesinin siklus boyunca en diisiik diizeyde oldugu donem
olan gec¢ proliferatif fazda hem fosforile hem de total NF-«B’nin en
yuksek diizeyde eksprese edildigini gosterdik. Bu bulgumuz s6z konusu
antagonistik etkilesimi dogrular niteliktedir.

Fizyolojik olaylar olduk¢a karmasik molekiiler mekanizmalardan
olusmaktadir. Ortaya cikarilan bulgularin her biri 6nemli ipuglart vererek
belirli asamalar1 aydinlatmaktadir. Ancak tiim neden-sonug iliskilerini
ortaya cikarabilmek i¢in daha kapsamli multi molekiiler caligmalara

thtiya¢ duyulmaktadir.
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9. 0ZET
GIRIS ve AMACLAR

Insan endometriumu her menstrual siklusta ve ayni1 zamanda erken
donem gebelikte temelinde endokrin-immiin interaksiyonlarin oldugu,
doku onarimi ve rejenerasyonu, inflamasyon, anjiyogenez, blastokist
implantasyonunu iceren 6zel molekiiler yolaklarin kontrolii altinda siklik
dontisiimler gecirir.

Niikleer faktor-kappa B (NFkB) inflamasyon, immiinite, hiicresel
adezyon, hiicre ¢cogalmasi, apopitozis ve anjogenezis gibi olaylarda kilit
rol oynayan bir transkripsiyon faktoriidiir.Proinflamatuar genleri regiile
etmek yaninda menstruasyon ve implantasyon gibi inflanasyon
proseslerinin rol oynamast muhtemel olan reprodiiktif mekanizmalarla
iligkili olabilir.

YONTEM ve GERECLER

Saglikli, herhangibir endometrial patoloji Oykiisii olmayan
kadinlardan elde edilmis olan endometrial 6rnekler (n=31) iizerinde
fosforile NFxB(p- NFxB ve total NFkB icin immunohistokimyasal
boyama yontemleri kullanilarak menstriiel siklusun degisik fazlarinda bu
molekiillerin hiicresel ekspresyonu endometrial glanduler epitel ve
stromal hiicrelerde arastirildi. Boyanma intensitelerit HSCORE yontemi
kullanilarak semikantitatif olarak analiz edildi.Istatistiksel analizler One-
Way ANOVA kullanilarak yapildi.

SONUCLAR

Immiinolojik boyanma glanduler ve stromal hiicrelerde fosfo-

NF«kB i¢in daha c¢ok niikleer olarak gerceklesirken, total NFxB i¢in

boyanma yogunlugu hem niikleer hem da stoplazmik olarak ger¢eklesti.
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Glanduler hiicrelerde NFkB fosforilasyonu ge¢ proliferatif fazda en
yuksek, ge¢ seketuar fazda ise en diisiik diizeyde saptandi(p<0.05). Geg
proliferatif fazdaki boyanma yogunlugu gec¢ proliferatif fazda orta (mid)
proliferatif faza gore (p<0.05), ve orta (mid) sekretuar fazda gecg
sekretuar faza gore istatistiksel anlamli olarak daha fazlayd:
(p<0.05).Endometrial stromal hiicrelerde ise p-NFkB boyanma
yogunlugu orta (mid) sekretuar fazda gec sekretuar faza gore anlaml
olarak fazla saptandi (p=0.035).
TARTISMA

Menstriial siklus boyunca Ostrojen ve progesteron erken
proliferatif ve ge¢ sekretuar fazlarda en diisiik seviyelerinde
izlenirler.Ostrojen diizeyi en yiiksek seviyesine gec proliferatif fazda
ulasir ve orta (mid) sekretuar fazda her iki streoid hormonun diizeyleri de
yuksek seviyededir.Sonugta ~ NF-kB’ninendometrial epiteldeki
ekspreyonunun steroid hormon diizeyleri ile baglantili olarak degistigini
ortaya ¢ikardik.Ayrca NF-«B’nin siklusun mid sekretuar fazinda artisi
endometriumun  implantasyona hazirlanmas1  agisindan  anlamh
olabilir.Implantasyonda 6nemli sitokinlerin ekpresyonunda NF-«B’nin
rolii oldugu daha onceden ortaya cikarilmisti.Calismamiza 6zgii olarak
calisilan fosforile ve aktif formunun implantasyona hazirlanan
endometriumda hem glandular hem de stromal dokuda artiyor oldugunun

gosterilmesi bu agidan 6zellikle 6nemlidir.
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