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TESEKKUR

Apopitozis, embriyogenez, normal doku ve organlarin involiisyonunda, sitotoksik
immunolojik reaksiyonlar sirasinda ve farklilasmis hiicrelerin  yasam  siiresinin
tamamlanmasini takiben dogal olarak sekillenir. Apopitozis hematopoietik, lenfoid ve
gastrointestinal dokularin yani sira ovaryum, uterus, testis ve prostat gibi genital Sistem
organlarinda da ger¢eklesmektedir.  Disilerde embriyonun implantasyonu icin uterus
endometriyumu ovaryumdan salgilanan Ostrojen ve progesteron hormonlarinin etkisi altinda
proliferasyon ve differensiyasyondan olusan siklik degisikliklere ugrar. Bu siklik
degisikliklerin diizenlemesinde apopitozisin 6nemli rol oynadigi insan, domuz, kdpek, sigan
ve fareyi de icine alan bir¢ok memelide incelenmistir. Sunulan ¢alismada Ostrus siklusu
sirasinda kedi endometriyumunda Survivin, Bax ve Bcl-2 proteinlerinin ekpresyonlarinin
siklusun fazlarina gore degisim gosterdigi saptanmis olup, apopitozis ile iligkili olan bu
proteinlerin endometriyumdaki hiicre apopitozu ve hiicre ¢cogalmasini ortaklasa diizenledikleri
kanisina varilmistir. Evcil kedilerde yapilmis olan bu g¢alismanin sonuglari yabani kedi
tiirlerinin iireme fizyoloji ve patolojilerinin anlasilmasinda bir model olarak hizmet edebilir.

Bu ¢alismanin yapilmasinda maddi destek saglayan Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri birimine tesekkiir ederiz.
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OZET

Apopitozun endometriyal fonksiyonun onemli bir diizenleyicisi oldugu gosterilmistir. Bu
calismada normal Ostrus siklusu sirasinda kedi uterusunda apopitozun diizenlenmesini
belirlemek icin apopitoz ile iliskili proteinler (Bcl-2 ve Bax) ve apoptozis inhibitér proteini
olan survivinin lokalizasyonu ile bunlar arasindaki korelasyon immiinohistokimyasal olarak
incelendi. Survivinin Ostrus siklusunun her fazinda endometriumun luminal ve glandiiler
epitel hiicrelerinde bulundugu gozlendi. Siklusun follikiiler ve andstrus fazlarinda sitoplazmik
boyanma goriildiigii halde, luteal fazda endometriyumun yiizlek ve derin boliimlerindeki
bezleri olusturan hiicrelerin hem sitoplazma ve hem de c¢ekirdeklerinin survivin
immunoreaktivitesi gosterdikleri tespit edildi. Anoéstrus fazinda luminal ve glandular epitel
hiicreleri ve miyometriyumun diiz kas hiicrelerininin sitoplazmalarinda orta yogunlukta bir
Bcl-2 immunoreaktivitesi goriildii. Erken follikiiler Bcl-2 icin sitoplazmik boyanma
cogunlukla glandular epitel hiicrelerinde saptandi. Orta follikiiler fazda glanduler epitelde
Bcl-2 proteininin  endometriyumun yiizlek katmanindan derin katmanina dogru arttigi
belirlendi. Luteal fazin ortalarina dogru derin  boliimdeki  bezlerdeki  Bcl-2
immunoreaktivitesinin kayboldugu izlendi. Bax proteini Ostrus siklusunun biitiin fazlarinda
oncelikli olarak luminal ve glandular epitel hiicrelerinde yerlesikti. Anostrusda, Bax
immunoreaktivitesi luminal ve glandular epitel hiicrelerinin, miyometriyal ve vaskiiler diiz
kas hiicrelerinin sitoplazmalarinda zayif olarak izlendi. Bax immunoreaktivitesinin glanduler
epitelde follikiiler fazda orta derecede oldugu ve luteal fazdan orta luteal faza dogru giderek
arttig1 belirlendi. Sonug olarak bulgularimiz, 6strus siklusu sirasinda kedi endometriyumunda
Survivin, Bax ve Bcl-2 proteinlerinin hiicre apopitozu ve hiicre ¢ogalmasini ortaklasa
diizenlediklerini diistindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Kedi, uterus, surviving, bax, bcl-2, apopitoz



ABSTRACT

Apoptosis has been shown to be an important regulator of endometrium function. To clarify
the regulation of apoptosis in the uterus of cat during the normal estrous cycle, the
expressions of the apoptosis related proteins (Bcl-2 and Bax) and their correlation to inhibitor
of apoptosis protein Survivin were analyzed by immunohistochemistry. Immunostaining of
Survivin was detected in the luminal and glandular epithelial cells of cat endometrium at all
phases of estrous cycle. Survivin expression was determined in both the cytoplasm and the
nucleus of the superficial and deep uterine gland cells at the luteal phase, while only
cytoplasmic staining was observed at the follicular and anestrous phases. The Bcl-2
immunostaining in the cytoplasm of luminal and glandular epithelial cells, smooth muscle
cells of myometrium exhibited a moderate staining, at anestrous phase. During the early
follicular phase, cytoplasmic immunostaining of Bcl-2 was detected mostly in glandular
epithelial cells. At the middle follicular phase, in glands, Bcl-2 protein increased from the
superficial to the deep layer. In contrast, the expression of Bcl-2 decreased in the secretory
phase, being very low or absent in the mid- and late luteal phase. The levels of Bax protein in
the cytoplasm luminal and glandular epithelial cells, smooth muscle cells of myometrium and
blood vessels were lowest in the anestrous phase. Compared with anestrous, levels of Bax
protein were modest in follicular endometrium and increased dramatically in the luteal phase.
Our findings suggest that Survivin, Bax and Bcl-2 proteins may cooperatively contribute to
cell apoptosis and cell proliferation in the cat uterus during the estrous cycle.

Key words: Cat, uterus, surviving, bcl-2, bax, apoptosis



1. GIRIS/AMAC VE KAPSAM

Doku homeostazisi hiicre proliferasyonu, differensiyasyonu ve hiicre 6liimii arasindaki hassas
dengenin bir sonucudur. Hiicre 6liimii nekroz ve apopitozis olmak iizere iki farkli sekilde
gerceklesir. Nekroz hiicre yaralanmalarini takiben meydana gelir ve yangisal cevabi baglatir.
Apopitozis programlanmis hiicre 6liimiinii ifade eden bir terim olup hiicre siklusunda 6zgiin
morfolojik degisiklikleri baslatan belirgin bir olaydir. Apopitozisde niikleazlarin
aktivasyonuyla DNA’nin kromatin yapist bozularak pargaciklara ayrildigi halde, nekrozda
rasgele DNA bozulmasit séz konusudur. Apopitozis, embriyogenez, normal doku ve
organlarin invollisyonu, sitotoksik immunolojik reaksiyonlar sirasinda ve farklilagsmis
hiicrelerin yasam siiresinin tamamlanmasini takiben dogal olarak sekillenir. Apopitozis ayrica,
cesitli fizyolojik aktivatorler, 1s1 soku, bakteriyal toksinler, onkogenler, kemoterapétik ilaclar,
ultraviyole ve gama radyasyonunu igine alan birgok farkli ajanin uygulanmasiyla da
hiicrelerde indiiklenebilir. Apopitozis hematopoietik, lenfoid ve gastrointestinal dokularin
yani sira ovaryum, uterus, testis ve prostat gibi genital sistem organlarinda da
gerceklesmektedir.  Disilerde embriyonun implantasyonu i¢in uterus endometriyumu
ovaryumdan salgilanan dstrojen ve progesteron hormonlarinin etkisi altinda proliferasyon ve
differensiyasyondan olusan siklik degisikliklere ugrar. Bu siklik degisikliklerin
diizenlemesinde apopitozisin 6nemli rol oynadigi insan, domuz, kopek, sican ve fareyi de
icine alan birgcok memelide incelenmistir. Ancak kedilerde uterusun luminal ve glandular
epiteli ile stromasinda olusan proliferatif, rejeneratif ve dejeneratif degisiklerde apopitozisin
rolii ve bu apopitozisin hangi apoptotik regiilatorler kullanilarak sekillendigi ile ilgili herhangi
bir bilgiye rastlanmamustir.

Ayrica insan endometriyumunun normal menstiiral siklus ve gebelik i¢in stromal, glandular

ve vaskiiler hiicrelerden ve l16kositlerden kdken alan parakrin faktorlere gereksinimi oldugu



bilinmektedir. Menstiiral siklus sirasinda 16kosit tipleri ve sayilarinda degisiklikler meydana
gelmektedir. Bu l6kositler uterusun gebelige hazirlanmasinda, gebelik sekillenmedigi zaman
da endometriyumun yikimlanmasinda rol oynarlar. Ayrica anjiyogenezde ve endometriyal
doku onariminda, implantasyon ve gebelikte de rol oynarlar. Apopitozisin insan
endometriumunda l6kositlerin say1 ve tiplerini kontrol eden énemli mekanizmalardan birisi
oldugu da gosterilmistir.

Bu calisma, kedilerde seksiiel siklusun farkli donemlerinde uterus endometriumunda olusan
proliferasyon, diferensiyasyon, dejenerasyon ve involusyon gibi degisikliklerin
diizenlenmesinde Apopitozisin roliiniin ve bu degisikliklere aracilik eden apoptotik
mediyatorlerin belirlenmesi, uterusdaki apopitozis ile ovariyal hormonlar arasindaki iligkinin
ortaya konmasi ve ayrica uterus endometriyumunda bulunan immun sistem hiicrelerinden
makrofajlarin yogunluklarinda sekillenen siklusa bagli degisimlerin saptanarak bu hiicrelerin

uterus endometriyumundaki olas1 fonksiyonlarinin tanimlanmasi amaglariyla planlanmastir.



2. GENEL BILGILER

Doku yasami, hiicresel ¢ogalma ve Apopitozis arasindaki dengeye bagli olarak siirdiiriiliir.
Apopitozis terimi ilk defa 1972 yilinda Kerr, Wyllie ve Currie tarafindan ¢esitli hiicre ve doku
tiplerinde gozlenen ortak hiicre 6liimiinii tanimlamak i¢in kullanilmistir. Yunanca’dan koken
alan bu terim bir agacin yapraklarini veya bir ¢igegin tag yapraklarin1 dokmesi gibi bir anlam
tasimaktadir (Hiramine 1997). Apopitozis doku homeostazisinin siirdiiriilmesinde kritik bir
rol oynayan, fonksiyon bozuklugu olan hiicrelerin uzaklastirilmasini saglayan ve normal
hiicre dongiisiinden sorumlu olan fizyolojik bir mekanizmadir. Apopitozis veya daha genel
anlamda hiicre 6limii uzun siire arastirmacilarin ilgilenmedikleri bir alan olarak kalmustir.
Fakat gelisim biyolojisinde (Galan et al. 2000), normal doku déniisiimiinde ve immun sistem
hiicrelerinin sitotoksik fonksiyonlar1 (Los et al. 2001) gibi baz1 énemli fizyolojik siireclerde
Apopitozisin rolii ortaya ¢iktikga onemi de hizla artmistir. Her saniye yaklasik bir milyon
hiicre Apopitozisle viicuttan uzaklastirilmakta, bunlarin yerine yenileri yapilmaktadir. Yapim
(mitozis) ile yikim (Apopitozis) arasinda kontrollii bir denge (homeostazis) vardir. Iste bu
dengenin apopitozisin lehine veya aleyhine bozulmasi bir¢ok énemli hastaligin patogenezine
katkida bulunur. Olmamasi gerekirken gerceklesen apopitozis veya hizlanmis ya da tam
tersine yavaslamis apopitozis organizma igin tehlikelidir. Apopitozisin gereksiz yere olustugu
veya hizlandig1 hastaliklara 6rnek olarak AIDS, norodejeneratif hastaliklar, insiiline bagiml
tip diyabet, hepatit C infeksiyonu, miyokard enfarktiisii, ateroskleroz gibi hastaliklar
verilebilirken; apopitozisin yavasladigi hastaliklara 6rnek olarak ise otoimmiin hastaliklar ve
kanser verilebilir (Kukhta et al. 2003, Ulukaya 2003).

Apopitozis morfolojik olarak 6zgiindiir. Nekrozisde hiicre icine asir1 sivi girmesi sonucu
hiicre siserken, apopitotik hiicre tam tersine kiigiiliir. Nekrozisde ¢ekirdek kromatini hemen
hemen normal hiicredeki goriintiiye benzerdir; ancak apopitotik hiicrenin kromatini niikleus

membraninin ¢evresinde toplanir ve kondanse olur. Nekrotik hiicrenin plazma membrani



biitlinliigiinii kaybeder ve hiicre i¢cinden disina hiicre i¢i materyallerinin ¢ikis1 gergeklesir.
Oysa apoptotik hiicre membrani saglamdir ve {izerinde kiiciik cepcikler olusur. Nekrotik
hiicre sonra lizise ugrar, fakat apopitotik hiicre membranla ¢evrili olan ve degisen miktarlarda
cekirdek veya diger hiicre i¢i yapilart igeren kiigiikk cisimciklere (apoptotik cisimcik)
parcalanir (Huppertz 2000). Nekrozisde plazma membranmin biitiinliigliniin bozularak
hasarlanmasi sonucu dis ortama salinan hiicre igerigi inflamasyona neden olur. Apopitozisde
ise apopitotik hiicre veya cisimcikler plazma membranlar1 hasarlanmadan komsu hiicreler
veya makrofajlar tarafindan fagosite edildiklerinden inflamasyon olusmaz (Falcieri et al.
1994). Apopitozisin en énemli yonii DNA’nin internukleozomal boélgelerden yaklasik 180-
200 baz c¢ifti veya bunun katlar1 boyutunda DNA parcalart olusturacak sekilde
par¢alanmasidir. Bu durum agaroz jel elektroforezi ile DNA analiz edildiginde merdiven
goriintiisii ortaya ¢ikmastyla sonuglamir. DNA Ca™ bagimli endoniikleaz ile pargalanir.
Ayrica, DNase I ve II de DNA parcalanmasindan sorumludurlar. Hangi parcalayict enzimin
rol alacag hiicre tipine ya da uyaranin 6zelligine gore degisebilir (Saraste and Pulkki 2000).
Apopitotik hiicrede goriilen 6nemli degisikliklerden biri normalde plazma membraninin ig¢
yiiziinde bulunan fosfatidilserin’in erken evrede membranin dis yiiziine dogru transloke
olmasidir. Bu mekanizma apopitotik hiicrelerin komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan
taninmasini saglar.

Apopitozis ¢ok sayida ve cesitte mediyatdr tarafindan diizenlenir. Bunlar arasinda, bazi
iyonlar (kalsiyum), molekiiller (seramid), genler (c-myc), proteinler (p53) ve hatta organeller
(mitokondri) bulunmaktadir. Apoptotik siire¢ boyunca hiicre igine siirekli kalsiyum girisi
olur. Kalsiyum iyonlar1 fosfolipazlar, proteazlar ve niikleazlar gibi Ca™ bagimli enzimler
araciligyla gerceklesen bir¢ok fizyolojik olay ile hiicre yaralanmasi ve apopitozis gibi
olaylarin regiilasyonunda gorev alir (Smaili et al. 2000; Smaili et al. 2003). Seramid,

membrana bagl asid sfingomyelinaz aktivasyonunun bir iirliniidiir. Plasma membran hasarina
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kars1 bir sinyal oldugu diistiniilmektedir. Mitokondriyonlar apopitotik mekanizmada ¢ok
onemli rol oynayan bir organel olup ¢esitli apoptotik mediyatorleri biinyesinde barindirir
(Granville and Gottlieb 2002). Apopitozis effektor molekiiller (Kaspazlar), adaptor molekiiller
(Apaf-1) ve diizenleyici molekiillerin [pro- and antiapoptotik Bcl-2 ailesi iiyeleri, Apopitozis
inhibitorleri (IAPs), ve Smac/DIABLO (Second mitochondria-derived activator of
caspase/direct 1AP-binding protein with low PI] katilimiyla gergeklesir (Hengartner 2000).
Intraselliiler membranla iliskili proteinler olan Bcl-2 ailesi apopitozisi indiikleyen —pro-
apototik— (Bax, Bim, Bak, Bok Bad, Bid, Bcl-Xs) ve apopitozisi inhibe eden—anti-apoptotik—
(Bcl-2, Bel-X I, Mcl-1) tiyelerden olusur (Antonsson et al. 1997; Boise et al. 1993; Gross et
al. 1999). Hiicrenin canliligi bu ailenin pro-apoptotik ve anti-apoptotik iiyelerinin nispi
oranina baghdir. Ciinkii oranin artmasi ya da azalmasi apopitozisin inhibisyonu veya
aktivasyonu ile sonuglanir. Bu da prognozu belirleyici bir deger tasiyabilir. Bcl-2 ailesinden
pro-apoptotik olanlar, sitokrom c’nin mitokondriden sitoplazmaya saliverilmesini indiiklerler.
Anti-apoptotikler ise sitokrom c¢ saliverilmesini baskilarlar. Pro-apoptotik iiyelerin anti-
apoptotik tyelerle baglanmasi halinde bu inhibitor etki ortadan kalkar ve sitokrom c
saliverilmesi gergeklesir. Bu yiizden, pro- ve anti-apoptotik tiyelerin dengesi yasam ile 6liim
arasindaki secenegi belirler. Anti-apoptotik iiyelerin asir1 ekspresyonlarinin apopitozisi
baskiladigi, oysa pro-apoptotik tyelerin asir1 ekspresyonunun ise hiicreleri o6ldirdigi
gorilmektedir.

Bcl-2 geni ilk olarak insan B hiicreli folikiiler lenfomada tanimlanmustir. Bu lenfoma tipinde,
Bcl-2 normalden uzun yasam siirelerine neden olur. Boylece malignite olusumuna zemin
hazirlamaktadir. Bcl-2 0Ozellikle mitokondri dis membraninda bulunmakta ve iyon
transportunu diizenlemektedir (Antonsson et al. 1997). Bax sitosolde bulunur ve apoptotik
uyar1 alinmasi halinde mitokondri membranina baglanir, burada pH ve voltaj bagimli kanallar

sekillendirir, boylece selektif iyon permeabilitesi kaybolur (Antonsson et al. 1997).
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Apopitozis Bax’in sitosolden mitokondriyal membrana eklenmesiyle baslar (Suzuki et al.
2000). Sonugda sitokrom c ve Apopitozis-indiikleyici faktor olarak bilinen AIF’in
mitokondriden sitosole ¢ikmasini saglar.

Bcl-2 ailesinin mitokondri iizerindeki etkileri:

1. Bid’in kirilmasi: Bid, Bak ve Bax gibi pro-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyeleri normalde
hiicrelerde sessiz “latent” halde bulunurlar. Bu pro-apoptotik iiyeler aktive edildiklerinde
sitokrom c¢’nin sitoplazmaya saliverilmesini saglarlar. Bid’in kirilmasina, dolayisiyla
aktiflesmesine yol acan etken, kaspaz-8’in aktivasyonudur. Aktif kaspaz-8, bid’i kirar;
boylece, 15 kDa’luk bir karboksi terminal fragmani olusur. Bid ayrica diger hiicre yiizey 6liim
reseptorleri olan TNF ve TRAIL araciligiyla da aktiflesir. Bid diger pro-apoptotik Bcl-2 ailesi
tiyelerle etkilesime girerek onlarin normalde bulunduklar1 sitoplazmadan mitokondriye goc
etmelerine (aktivasyonlarina) neden olur. Bu aktivasyon sonucu, sitokrom c saliverilir. Bid
karboksi terminal fragmani ayrica, bak-diizenlemeli sitokrom c saliverilmesini de aktiflestirir
(Wei et al. 2000).

2. Bad’in defosforilasyonu: Bad bir¢ok normal hiicrede bulunur. Bad’in diger Bcl-2 ailesi
tiyeleriyle kompleks yapmast fosforilasyon-defosforilasyon mekanizmasi ile diizenlenir.
Normal kosullarda bad yasam faktorlerinin etkisiyle fosforile durumda tutulur. Fosforile
durumda iken anti-apoptotik iiyelerle kompleks olusturamadigindan onlar etkisizlestiremez.
Yani, sitokrom c tutucu etkilerini antagonize edemez. Eger defosforile olursa anti-apoptotik
tiyelerle kompleks olusturarak anti-apoptotik (sitokrom c tutucu) etkilerini ortadan kaldirir.
Boylece sitokrom c saliverilmesi gergeklesir. Sitokrom c¢’nin mitokondriden sitoplazmaya
saliverilmesi kaspazlarin aktivasyonuna yol acar. Inaktif (zimojen) formdaki kaspazlar
kirilarak aktiflesirler ve dimerize olurlar. Kaspaz aktivasyonu (dimerizasyonu) ya hiicre yiizey
oliim reseptorlerinin aktivasyonu ya da kaspaz-9 baglayici protein olan Apaf-1’in oligomerize

olmak tizere indiikklenmesi ile gergeklesir. Apaf-1’in indiiksiyonu ise sitokrom c¢’nin
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mitokondriden saliverilmesi ile gergeklesir. Apaf-1’in  oligomerizasyonu kaspaz-9
monomerlerinin biraraya getirilmesini saglar. Boylece aktiflesen kaspaz-9, kaspaz-3’i
aktiflestirir (Ulukaya 2003).

3. Bim’in mikrotiibiillerden saliverilmesi: Bim, normalde mikrotiibiillerle iligski i¢inde olan
dynein motor kompleksi ile birlikte bulunur. Apopitozis indiiksiyonu esnasinda mitokondriye
go¢ eder. Pro-apoptotik aktiviteye sahiptir. Mitokondriden ayrica AIF (apoptosis indiikleyici
faktor)’ler saliverilir. Bunlar heniiz bilinmeyen bazi niikleazlar aktiflestirerek DNA
degredasyonuna yol agarlar (Ulukaya 2003).

p53, radyasyon ya da kemoterapi etkisiyle DNA hasar1 (niikleotid eksikligi) olustugunda, eger
hasar onarilabilecek diizeyde ise hiicre siklusunu G1 fazinda durdurur ve hiicreye DNA’sin1
tamir edebilmesi i¢in zaman kazandirir. Eger DNA hasar1 tamir edilemeyecek kadar biiyiikse
bu durumda p53 Apopitozisi indiikler. p53’iin Apopitozisi indiiklemesi Bax’in ekspresyonunu
artirmasi boylece Bel-2/Bax oranini degistirmesi yoluyla gergeklesir. Sitokrom c, mitokondri
i¢ membraninda bulunan elektron transport zincirinin bir proteinidir. Bu ylizden de sitokrom
c’nin mitokondriden sitoplazmaya saliverilmesi Apopitozis yoluna girmis bir hiicrede
irreversibl bir doneme girildigini isaret eder. Sitokrom c’nin mitokondriyon dis membranini
nasil gegtigi bilinmemekle birlikte, Bel-2 ailesinin {iyelerinin bu olayin diizenlenmesinde rol
oynadig bildirilmektedir. Internal hasar Bcl-2’ nin Bax’1 aktive etmesine neden olur. Bax dis
mitokondriyal membrandaki kanallar1 acar ve sitokrom c¢’nin disar1 ¢ikmasina neden olur
(Brady and Gil-Gomez 1998; Hengartner 2000). Sitokrom ¢ mitkondriden Apopitozis-
indiikleyici faktor (“AlF, apoptosis-inducing factor”) ile birlikte sitoplazmaya salinir.
Sitokrom c¢ sitoplazmik protein olan Apaf-1 (“apoptotic protease activating factor-17)’e
baglanir ve onu aktive eder, ardindan ATP’nin de katilimiyla apoptozom adi verilen bir
kompleks olusur. Bu kompleks inaktif olan prokaspaz-9’un aktif kaspaz-9 haline doniismesini

saglar. Aktif kaspaz-9 ise efektor kaspazlardan prokaspaz 3’i aktive eder (Zou et al. 1999).
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Aktif kaspaz-3, kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz inhibit6riinii (“ICAD, inhibitor of
caspase-activated deoxyribonuclease”) inaktiflestirir, boylece ICAD’ilinlin bagladig: kaspazla-
aktiflesen deoksiriboniikleaz (“CAD, caspase-activated deoxyribonuclease™) serbestlesir ve
bu da Apopitozisin karakteristik bulgularindan biri olan kromatin kondensasyonuna ve
oligoniikleozomal DNA fragmentasyonuna neden olur. Buraya kadarki mekanizma kaspaz-
bagimli Apopitozisi gosterir (Enari et al. 1998). Oysa kaspaz-bagimsiz Apopitozisin varligi da
bilinmektedir. AlIF, kaspaz-bagimsiz Apopitozisi baslatan mitokondriyal bir flavoproteindir
(Wu et al. 2002).

Kaspaz (“caspase”)’lar, inaktif prekiirsorler olarak sitoplazmada bulunan ve aktif
merkezlerinde sistein yer aldigindan sistein iceren aspartat spesifik proteazlar olarak
adlandirilan bir grup enzimlerdir. Kaspazlar normal fizyolojik kosullarda, zimojen veya
prokaspas olarak adlandirilan inaktif proteinlerdir (Fussenegger et al. 2000; Slee and Martin
1998). Su ana kadar ¢ogu Apopitozisde rol alan 15 adet kaspaz (Kaspaz-1 (ICE), Kaspaz-2
(ICH-1, Nedd-2), Kaspaz-3 (CPP32, apopain, Yama), Kaspaz-4 (ICH-2, TX, ICEgll),
Kaspaz-5 (ICEwlll, ICHIII, TY), Kaspaz-6 (Mch2), Kaspaz-7 (ICE-LAP3, Mch3, CMH-1),
Kaspaz-8 (FLICE 1, Mch5, MACH 1), Kaspaz 9 (Mch 6, ICE-LAPS6), (Kaspaz-10 (Mch4,
FLICE 2), Kaspaz-11 (ICH-3), Kaspaz-12, Kaspaz-13 (ERICE), Kaspaz-14 (MICE), Kaspaz-
15 tanimlanmistir (Alnemri 1997; Eckhart et al. 2005; Schwartz 1998). Kaspazlar birbirlerini
aktiflestirerek proteolitik bir kaskad (selale tarzi reaksiyon dizisi)’a neden olurlar. Bazilar
(Kaspaz-2, -8, -9, -10) baslatic1 kaspazlar olarak bilinirken bazilar1 da (Kaspaz-3, -6, -7)
efektor kaspazlar olarak bilinir. Baslatict kaspazlar apoptotik uyariyla baslayan olim
sinyallerini efektor kaspazlara naklederler. Efektor kaspazlar ise ilgili proteinleri (6rnegin,
hiicre iskeleti proteinleri aktin veya fodrin, niikleer membran proteini lamin A, DNA
tamirinde rol alan poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP) parcalayarak apoptotik hiicre

morfolojisinin meydana gelmesine neden olurlar. Kaspaz kaskadi, sitokrom c’nin
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sitoplazmaya saliverilmesiyle prokaspaz 9’un aktivasyonu yoluyla aktiflestirildigi gibi,
kaspazlar da sitokrom c’nin saliverilmesine neden olabilirler (Fuentes-Prior and Salvesen
2004; Schwartz 1998). Granzim B sitotoksik T lenfositlerin (CTL) ve “dogal katil hiicrelerin
(NK cell) sitoplazmik graniillerinde perforin ile birlikte bulunan serin proteaz ailesine ait olan
graniil proteinleridir. CTL’lerinin hedef hiicreye baglanmasiyla perforinler salgilanir ve hedef
hiicrenin membranina baglanarak membranda porlar meydana getirirler. Perforin porlar
sitosolik kalsiyum diizeylerinin hizla artmasina yol agar. Beraberinde salgilanan granzimin bu
porlar araciligiyla hiicreye girmesiyle hiicre i¢inde prokaspaz 8’in aktivitesi, dolayisiyla
kaspaz kaskad1 baglatilir. Bu da enfekte hiicreyi (veya kanser hiicresini) Apopitozise gotiiriir
(Pinkoski 2000).

Organ ve dokularin yapisal ve fonksiyonal biitiinliikleri koruyabilmesi, hiicrelerin proliferatif
ve apoptotik aktiviteleri arasinda homeostatik dengenin kurulmasina baglidir. Apoptosis farkl
evrelerde indiiklenebilir, stimule edilir veya inhibe edilir.

1. Apoptosis spesifik ligand-reseptdr etkilesimiyle indiiklenebilir. Memeli hiicrelerinde
apopitozis iki biiylik apopitotik yolla gergeklesir. Bunlar; 6liim reseptor yolu ve mitokondriyal
yoldur (Hengartner 2000). Apopitozis klasik olarak, hiicre 6lim reseptorleri olarak bilinen
TNF-reseptor ailesine ait Fas (APO-1, CD95) ve tiimor nekroz faktor reseptorii-1 (TNF-R1,
p55 veya CD120a)’in ilgili ligandlart ile etkilesime girmesi (uyarilmalar1) sonucu indiiklenir.
Membranda bulunan bu hiicre ylizey reseptorlerinden Fas, timusda, lenfoid hiicrelerde,
hepatositlerde, bazi tiimor hiicrelerinde, akcigerlerde, hatta miyokardta bulunur (Nagata 1997;
Mizuno et al. 2004). Fas’in ilgili ligandina Fas ligand (FasL) denir. FasL sitotoksik T
lenfositlerinde ve dogal katil hiicrelerde bulunur. TNFR-1’in ligand1 ise TNFa dir. Fas Fas
ligandina baglanmasi reseptor kiimelenmesine ve 6liim indiikleyici sinyal olusturan kompleks
(DISC) sekillenmesine neden olur. Bu kompleksin adaptoér bir molekiil olan Fas ile iliskili

oliim igerigi iceren protein (FADD) araciligiyla FADD-benzeri IL-1B—doniistiiriici enzimi
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(FLICE, prokaspaz-8) toplamasi kaspaz-8’in aktivasyonuyla sonuglanir. (Hengartner 2000;
Krammer 1999). Aktive olan kaspaz-8’in diizeyine gore iki farkli intraselliiler apoptotik yol
yiriitiliir. Birinci tip hiicrelerde yiiksek diizeydeki kaspaz-8 otoproteolitik olarak pargalanip
kaspaz-3 gibi effektor kaspazlara ayrilir ve boylece Apopitozisin infaz faz1 baslar. Ikinci tip
hiicrelerde Apopitozisi indiiklemek {izere kiiciik bir kaspaz-8 sinyali olusturulur. Aktif
kaspaz-8, proapoptotik bir protein olan bid’i kirar. Kirilan Bid, Bax, Bak gibi proapoptotik
Bcl-2 proteinlerinin - mitokondriye baglanmasini stimule eder, anti-apoptotik Bcl-2
proteinlerinin (Bcl-2, Bcl-w, Bcl-x.) baglanmasini ise inhibe eder. Bu sitokrom c¢’nin
mitokondriden sitosole gecmesine ve apoptozomun sekillenmesine ve kaspaz 3’lin
tetiklenmesine neden olur. Kaspaz 3’iin aktivasyonu DNA onarici enzimler, hiicre iskeleti ve
niiklear iskelet proteinleri gibi anahtar substratlarin yikimlanmasindan sorumlu olup
Apopitozisde idam evresinin sonu olarak diisiiniiliir (Scaffidi 1998).

2. Sitotoksik T lenfositlerden salinan perforin ve granzim B gibi sitolitikler de Apopitozisi
baslatir.

3. Hiicre-hiicre ve hiicre matrix baglantisin1 saglayan cadherin veya integrinler ile onlarin
ligandlarinin baglantisinin bozulmasi Apopitozisi baslatir.

4. Ozgiin biiyiime faktorlerinin varligi ya da yoklugu, 6rneginTGFB (Trasforming growth
factor beta)’ nin varligt veya CSF (Colony Stimulating Factor)’nin yoklugu Apopitozisi
baglatir.

5. Streoid hormonlar gibi spesifik hormonlarin azalmasi veya artmas1 Apopitozisi baslatir.

6. Irradyasyon gibi fizyolojik olmayan uyaranlar da Apopitozisi baslatir. Apopitozis
genotoksik ajanlarin etkisiyle yaratilan agir DNA hasarina yanit olarak p53’iin
indiiksiyonuyla da baslatilabilir. Indiiklenen p53, bir pro-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyesi olan

bax’in indiiksiyonuna yol acararak Apopitozisi baglatir (Hengartner 2000). p53 bax’in
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indiiksiyonu haricinde ayrica Fas gibi hiicre yiizey 6liim reseptorlerinin indiiksiyonuna neden
olarak da Apopitozisi bagslatabilir.

7. Apopitozis ayrica reaktif oksijen radikallerinin (oksidatif stress) hem mitokondri hem
plazma membrant hem de genom {izerinde olusturabilece§i hasarlara bagli olarak da
baglatilabilir.

Apopitozis inhibitor proteinleri (Inhibitor of Apoptosis Proteins, 1AP) kaspaz-3, -7 ve -9’a
baglanarak onlar1 inhibe eden antiapoptotik proteinlerdir. Bunlar kaspaz aktivasyonunu ya
mitokondriyal yolda ya da 6liim reseptdr yolunda inhibe ederler. Ayrica kaspaz-3’i direkt
olarak aktive eden granzim B’yi de etkileyerek de Apopitozisi inhibe ederler (Zapata 1998).
Apopitozis inhibitor proteinleri kaspaz aktivasyonunun inhibisyonu diginda hiicre
boliinmesini ve hiicre siklusunu da diizenlerler. Ayrica Niiklear Faktor B’yi aktive ederek
hiicre haberlesmesinde 6nemli rol oynarlar (Schimmer 2004). Apopitozis inhibitor proteinler
ailesinin bir liyesi olan Survivin hiicre boliinmesi ve Apopitozisi i¢ine alan hiicresel olaylarda
kritik bir rol oynar. Survivin insan kanserlerinin ¢cogunda eksprese edilirken normal dokularda
minimum diizeyde bulunur (Altieri 2003a, Caldas et al. 2005). Kanser hiicrelerinde
overeksprese olan survivin immun sistem hiicreleri tarafindan indiiklenmis olan Fas-aracili
apopitozisi inhibe eder. Survivin Fas-aracili apopitotik sinyalleri inhibe ederek kanser
hiicrelerine sadece immun sistem hiicrelerinin saldirilarin1 baskilama olanagi saglamaz, ayni
zamanda kanser hiicrelerinde eksprese olan Fas Ligandi indiikleyerek immun hiicrelere
saldirmalarin1 da saglar (Asanuma et al. 2004). Apoptotik uyarimlara yanitta mitokondride
bulunan survivin hizla sitosole salinir ve kaspazin aktivasyonunu 6nleyerek apopitozisi inhibe
eder. Bu nedenle mitokondriyal survivin apopitoz inhibisyonunun yeni bir yolu olarak tiimor
progresyonuna katilir (Dohi et al. 2004).

Disi kediler 7-12 aylikken seksiiel olgunluga (puberte) ulasirlar ve mevsime bagli polidstrik

siklusa sahiptirler. Kig sonunda, yaz basinda ve sonbahar baslarken periyodik olarak yilda 2-3
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defa siklusa gelirler, ancak bu sikluslarin uzunluklar1 degiskendir. Disi kediler irk, gevre
kosullar1 ve saglik durumlarina bagli olarak bireysel siklus gosterirler. Artan giin 1$181
kedilerde siklusu stimiile edici etki yapar. Ozellikle evde tutulan hayvanlarda giin
uzunlugunun suni yolla artirilmasi ile andstrus siiresinde kisalma oldugu goriilmiistiir. Hatta
hayvanlarin y1l boyunca siklus gosterdikleri saptanmistir. Artan giin 15181 GnRH iizerindeki
epifiz bezinin inhibisyonunu kaldirir ve 6strus siklusunun, prodstrus devresi 20-60 giin sonra
baslar. Kedilerde proostrus 2-3 giin kadar siirer. Bu esnada vulva dudaklarinda 6demlesme,
vaginal mukozada hiperemi, nemlilik artis1 ve giderek kizginlik semptomlarinda da artis
olusur. Prodstrus donemindeki kedilerin ovaryumlarinda ¢aplari 1 mm’e kadar varan ¢ok
sayida follikiiller bulunur. Ostrus siiresi degiskendir. Eger ortamda erkek kedi bulunmuyorsa
10-14 giin boyunca kizginlik semptomlar1 gosterirler. Daha sonra 2-3 haftalik dinlenme
periyodu olusur ve sonra tekrar Ostrus sekillenir. Ostrojenin artmasiyla vajina epiteli
keratinize olur. Erkek kedi ile birlikte tutulan ve onlarla ¢iftlesen kedilerde 6strus semptomlari
sadece 4-6 giin kadar siirer. Kedilerde ciftlesme istegi ilk giinlerde azdir, sonra giderek artar
ve 3-4. giinlerde en yogun ciftlesme istegi olusur. Kediler bu esnada kisa araliklarla erkek
kedilerle defalarca ciftlesir. Ciftlesme istegi daha sonra 24 saat icerisinde kaybolur. Yasl olan
kedilerde Ostruslar arasindaki gegen aralik uzun olup, kizginlik semptomlar1 da zayiftir.

Ovulasyon kedilerde c¢iftlesmeye bagli olarak olusan nérohormonal refleks sayesinde
gerceklesir. Ovulasyon, LH yiikselmesinden sonraki 24-48 saat igerisinde olur. Gelismis
follikiillerin ovulasyonu ¢iftlesmeden 22-24 saat sonra olusur (Provake ovulasyon). Ac¢iga
cikan ovumlar fimbria ovarica tarafinda yakalanip ovidukt’a sevk edilirler. Ovidukt’un ilk
ticte birine ulasan ovumlar burada spermatozoonlar ile karsilasirlarsa fertilizasyon sekillenir
ve olusan zigotlar 4-5 giin kadar burada kalir, daha sonra uterusa gecerler. Zigotlarin
uterustaki implantasyonu ovulasyondan sonraki 13.-14. giinlerde olusur. Ciftlesme olmazsa,

LH salimimi olmaz ve gelismis olan follikiillerin regresyonu baslar. Ciftlesmenin disinda,
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vajina ve servikse masaj yapilmasi, perineal bolge ve kuyruk kokiine ellenmesi, erkegin
ciftlesme olmaksizin disi lizerine atlamasi, swapla vaginal smear alinmasi, GnRH ve HCG
uygulamasi da kedide ovulasyona sebep olur (Chtdarong K, 2003).

Kedilerde her Ostrus doneminde ortalama 4 follikiil (ortalama caplar1 1,5-2 mm) gelisir ve
ovulasyon olur, boylece agiga ¢ikan ovumlar 24 saat boyunca fertilitelerini koruyabilirler.
Ovulasyondan sonra sekillenen corpus luteumlar 10-17 giin ig¢erisinde maksimal biiytlikliige
ulagirlar (ortalama c¢aplar1 2-3 mm kadar). Gebelik esnasinda corpus luteumlar bu
biiyiikliiklerini gebeligin 30. giine kadar korurlar ve sonra yavas yavas gerilerler. Kedilerde
gebeligin 50. giiniinden sonra ovaryumlarin operasyonla ¢ikarilmasiyla abortus olusmadigi
goriilmiistiir. Burada anlasilmaktadir ki gebeligin 50. giliniinden itibaren doguma kadar
uterusun relaksasyonu progesteron ile saglanmaz, bilakis plasenta tarafindan salgilanan
relaksin’e bagl olarak uterusun sakinligi olusturulmaktadir.

Steril bir ¢iftlesmeden sonra veya mekanik yada ilagla ovulasyon olusturulmasindan sonra
corpus luteumlar sadece 20 giin siireyle fonksiyonel kalir ve sonra giderek gerilerler
(regresyon). Bunu takiben 36-45 giin kadar siiren hayali gebelik semptomlar1 ortaya ¢ikar.
Laktasyondaki kedilerde ender olarak dogumdan 7 giin sonra fertil bir 6strus olusabilir. Ancak
normal olarak dogumdan sonra ilk siklus yavrularin anneden ayrilmasindan 3-4 hafta sonra
ortaya c¢ikar. Eger yeni dogmus yavrular dogumdan sonra 24 saat igerisinde anneden

ayrilmiglarsa, bu durumda anne kedilerde dogum sonrasi ilk siklus 3-4 hafta sonra olusur.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Doku almm ve islenmesi: Bu c¢alismada fakiiltemiz klinigine ovario-
hysterectomie operasyonlari i¢in gelen 37 adet saghikl disi kediler kullanildi. Kediler ovario-
hysterectomie operasyonundan 8 saat oncesinden a¢ birakildi. Preanestezik olarak Atropine
sulfate (0.045 mg/kg) subcutan olarak enjekte edildi. Takiben hayvanlar Xylazine (1mg/kg)-
ketamin hydrochloride (10 mg/kg)’in intramusular enjeksiyonlari ile anestezi edilerek opere
edildi. Operasyondan hemen sonra ovaryum ve uetruslar histolojik ve immunohistokimyasal
analizler i¢in kii¢iik parcalara ayrildi. Alinan pargalar %10 formaldehit soliisyonunda tespit
edildi ve yikamay:1 takiben dereceli alkoller, metil benzoat ve benzollerden gecirilerek
paraplastta bloklandi. Ostrus siklusunun fazlari histolojik olarak belirlemek igin bloklardan
6 um kalinliginda bir seri kesit alind1 ve Crossman’in ti¢lii boyamasi ile boyandi. Hazirlanan
preparatlar incelenmesi sonucu uterus Ornekleri folikiiler (n=18), luteal (n=7) ve andstrus

(n=12 fazlar1 olmak {izere gruplandirildi.

3.2. Enzim histokimyasal analiz (TUNEL-terminal deoxynucleotidyl

transferase mediated deoxyuridine triphosphate nick end labelling-metodu)

TUNEL isaretleme teknigi igin, parafine gomiilen dokulardan 3-Aminopropyl-ethoxy-silane
(APES) (Sigma-Aldrich Chemicals, St. Louis, MO, USA) ile kaplanmig lamlar {izerine 5
mikron kalinliginda kesitler alindi. Deparafinizasyon isleminden sonra kesitler Proteinaz — K
calisma soliisyonu (1020 mg/ml, 10mM Tris/HCL iginde pH =7,4-8) ile 15 dakika oda
1s1sinda bekletildi. Iki kez PBS ile yikandiktan sonra drnekler iizerine tunel reaksiyon karisimi
eklenerek nemli karanlik ortamda (nem kamarasi) 37 derecede 60 dk. inkiibe edildi. Ug kez
PBS ile yikandiktan sonra kesitler converter — POD ile 37 derecede 30 dakika nemli ortamda

inkiibe edildi. Tekrar ii¢ kez PBS ile yikandiktan sonra DAB substrat ile 15-25 derecede 10
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dakika muamele edilen kesitler, Gill’in hematoksileni ile 1 dakika zit boyanip alkoller ve

ksilen’den gecirilip kapatilarak 1s1k mikroskopta incelenmeye hazir hale getirildi.

3.3.  Immunohistokimyasal analiz

Uterus Orneklerinde apoptosis ile iligkili mediyatorleri (Bcl-2, Bax ve Survivin) ve
makrofajlart belirlemek igin bloklardan 3-Aminopropyl-ethoxy-silane (APES) (Sigma-
Aldrich Chemicals, St. Louis, MO, USA) ile kaplanmig lamlar iizerine 5 mikron kalinliginda
4 seri kesit alindi. Almman kesitlere Strepavidin Biotin Kompleks (Strept-ABC)
immunoperoksidaz teknigi uygulandi. Deparafinizasyon ve rehidrasyon islemlerinden sonra
phosphate-buffered saline (PBS; pH 7.4) e galkalanan kesitler methanolde hazirlanmis %3’
lik H,0O; ile muamele edilerek tekrar PBS’de yikandi. Doku antijeninin yeniden kazanimini
yeniden saglamak i¢in kesitler sitrat buffer ‘da (pH 6) 95°C’de 20 dak siireyle kaynatildi.
Takiben 20 dak ayni soliisyon icerisnde oda 1sisinda bekletildi. Tekrar PBS ile dort kez
yikamay1 takiben nonspesifik baglanmalar1 6nlemek i¢in kesitler 5 dakika bloking soliisyonu
(Ultra V Block, Thermo Fisher Scientific Lab Vision Corporation, Fremont, CA, USA; TA-
125UB) ile bir nem odasi (humidity chamber) i¢inde inkube edildi. Uygun dilusyonlarda
hazirlanmis primer antikorlar kesitler ilizerine eklendi ve nem odasinda oda 1sisinda 1 saat

inkube edildi.

Hazirlanan birinci seri kesitler survivin (rabbit polyclonal antibody, abcam, diliisyon orani
1:400 ), ikinci seri kesitler Bax (rabbit monoclonal antibody, Santa cruz, diliisyon orani
1:200), t¢iincii seri kesitler Bcl-2 (mouse monoclonal antibody, Novocastro diliisyon orani
1:50), dordiincii seri kesitler ise makrofaj marker1 olan CD68 (mouse monoclonal antibody,
Thermo Fisher Scientific, diliisyon oran1 1:50) antikoru ile muamele edildi. Negatif kontroller
olarak alman doku ornekleri ise primer antikorsuz PBS ile muamele edildi. Inkubasyonu
takiben PBS’te 3 kez yikanan kesitler, biotinlenmis sekonder antikor (Thermo Fisher
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Scientific Lab Vision Corporation, Fremont, CA, USA) ile 20 dakika oda 1sisinda inkube
edilip, tekrar 3 kez PBS ile yikandiktan sonra da enzim konjugath strepavidinde 20 dakika
bekletildi. Tekrar 3 kez PBS ile yikandiktan sonra 10-20 dakika kromojen solusyonunda
(DAB ya da AEC) bekletildi. Gill’in Hematoksileninde 3 dakika boyandiktan sonra ¢esme
suyunda mavilesinceye kadar yikanan kesitler kullanilan kromojene gére (DAB ya da AEC)
ya alkol ve ksilol serisinden gegcirilip ya da direkt olarak iizerine yapistirict damlatilip lamelle
kapatildi. Kirmiz1 veya kahverengi presipitasyonun goriilmesi sonucunda reaksiyon pozitif

olarak degerlendirilip 151k mikroskobunda incelendi ve fotograflandi.
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4. BULGULAR

4.1. Tunel reaktivitesi

Tunel metodunun calisip calismadigini test etmek amaciyla DNAase ile muamele edilmis
kontrol kesitlerinde hem ylizey epiteli ile bez epitel hiicrelerinde ve hem de miyometriyal kas
hiicrelerinde Tunel pozitif reaksiyon gozlenmistir (Sekil 1A ve C). Bununla birlikte sekstiel
siklusun biitiin fazlar1 incelendiginde sadece luteal fazda endometriyumdaki bezlerde TUNEL
pozitif reaksiyon veren bir iki adet hiicreye rastlanmis olup apopitotik hiicre sayimlar

yapilamamuigstir (Sekil 1B ve D).
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Sekil 1. Tunel reaktivitesi. DNAase uygulanan uterus dokusunda endometriyum (1A) ve
miyometriyumdaki (1C) Tunel pozitif hiicler (ok baslar1), normal tunel metodu uygulanan
uterus dokusunda endometriyum (1B) ve miyometriyumda(1D) Tunel pozitif hiicre ¢ok
nadir gozlenmektedir. Bar: 100pm.
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4.2. Survivin immunoreaktivitesi ve lokalizasyonu:
Ostrus siklusunun biitiin fazlarinda luminal ve glandular epitelin survivin igin pozitif
reaksiyon verdigi, ancak glandular epiteldeki boyanmanin fazlara bagli olarak degistigi
gozlendi (2A-B, 3A- 3C, 4A-B). Siklusun follikiiler ve andstrus fazlarinda sitoplazmik
boyanma goriildiigii halde (2A-B, 3A- 3C), luteal fazda endometriyumun yiizlek ve derin

boliimlerindeki bezleri olusturan hiicrelerin hem sitoplazma ve hem de ¢ekirdeklerinin

survivin immunoreaktivitesi gosterdikleri (4A-B) tespit edildi.

Sekil 2A ve 2B. Inaktif fazda endometriyumda survivin immunoreaktivitesi. L: lumen, Le:
Luminal epitel, g: endometriyal bez, c: kript, s: stroma. Bar: 100pum.
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Sekil 3A, 3B ve 3C. Follicular fazda endometriyumda survivin immunoreaktivitesi (3A).
Luminal epitel ve endometriyumun yiizlek bolgesindeki bezlerde (sg) survivin
immunoreaktivitesi (3B), endometriyumun derin bolgesindeki bezlerde (dg) survivin
immunoreaktivitesi (3C). L: lumen, Le: Luminal epitel, g: endometriyal bez, c: kript, s:
stroma. Barlar: 100um (3A), 50um (3B ve 3C).
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Luteal fazda, luminal epitel ve endometriyumun yiizlek bolimiindeki bezleri olusturan
hiicrelerde ise sitoplazmadaki boyanma yogunlugunun daha kuvvetli oldugu goézlendi (4A).
Endometriyumun derin boliimiindeki bezleri olusturan hiicrelerde ¢ekirdekteki boyanma
yogunlugunun sitoplazmadakinden daha kuvvetli oldugu; bu boyanmanin luteal faz siiresince
giderek arttig1 belirlendi (4B). Endometriyum stromasindaki hiicrelerin, miyometriyal diiz kas

hiicreleri ile damarlarin endotel ve diiz kas hiicrelerinin survivin pozitif olduklar1 tespit edildi

(5A, 5B, 5C).

Sekil 4A ve 4B. Luteal fazda endometriyumda survivin immunoreaktivitesi. Luminal epitel ve
endometriyumun yiizlek bolgesindeki bezlerde (sg) hem c¢ekirdek hem de sitoplazmada
survivin immunoreaktivitesi (4A), endometriyumun derin bolgesindeki bezlerde (dg) hem
cekirdek hem de sitoplazmada survivin immunoreaktivitesi (4B). L: lumen, Le: Luminal
epitel, g: endometriyal bez, c: kript, s: stroma, ok basi: survivin pozitif stromal hiicreler
Barlar: 100pum (4A), 50pum (4B).
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Sekil 5A, 5B, 5C. Inaktif (5A), follikiiler (5B) ve luteal (5C) fazlarda miyometriyal diiz kas
hiicreleri ile damarlarin endotel ve diiz kas hiicrelerinde survivin immunoreactivitesi. Bar:
100pm
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4. 3. Bcl-2 immunoreaktivitesi ve lokalizasyonu:
Inaktif (andstrus) fazda, luminal ve glandular epitel hiicrelerinin sitoplazmalarinda orta
yogunlukta bir Bel-2 immunoreaktivitesi goriildi (Sekil 6A ve 6B). Follikiiler fazda luminal
epitel hiicrelerinin luminal yiizeylerinin kuvvetli bir Bcl-2 immunoreaktivitesi sergiledikleri
goriildi (Sekil 7A). Erken luteal fazda endometriyumun derin bdliimiindeki bezleri olusturan
hiicrelerdeki Bcl-2 immunoreaktivitesinin follikiiler fazdakine benzer oldugu gozlendi. Ancak
luteal fazin ortalarina dogru derin boliimdeki bezlerdeki Bcl-2 immunoreaktivitesinin
kayboldugu izlendi (Sekil 7B). Luminal epitelde Bcl-2 immunoreaktivitesi heterojen nitelikte
ve oldukca zayifti. Luteal fazda Bcl-2 immunopozitif stromal hiicrelerde belirgin bir artig
goze carpt1 (Sekil 8A ve 8B). Siklusun tiim evrelerinde miyometriyumun diiz kas hiicrelerinin

orta derecede pozitif boyanirken, damarlarin medya katmanindaki diiz kas hiicrelerinin Bcl-2

icin negatif olduklari belirlendi (Sekil 9A ve 9B).

Sekil 6A ve 6B. Inaktif fazda luminal ve glandular epitel hiicrelerinde Bcl-2
immunoreaktivitesi. L: lumen, Le: Luminal epitel, g: endometriyal bez, c: kript, s: stroma.
Barlar: 100pum (6A), S0um (6B).
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Sekil 7A ve 7B. Follikiller fazda luminal ve glandular epitel hiicrelerinde Bcl-2
immunoreaktivitesi. L: lumen, Le: Luminal epitel, g: endometriyal bez, c: kript, s: stroma, ok
baslari: Bcl-2 pozitif stromal hiicreler. Barlar: 100pm.

Sekil 8A ve 8B. Luteal fazda luminal epitelde zayif Bcl-2 immunoreaktivitesi (8A), glandular
epitel hiicrelerinde negative Bcl-2 immunoreaktivitesi. L: lumen, Le: Luminal epitel, g:

endometriyal bez, c: kript, s: stroma, ok baslari: Bcl-2 pozitif stromal hiicreler. Barlar:
100pum.
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Sekil 9A. Follikiiler fazda miyometriyum diiz kas hiicrelerinde ve damar endotelinde pozitif
Bcl-2 immunoreaktivitesi (ok baslar1) (9A) v: kan damarlari. 9B. Luteal fazda miyometriyum
diiz kas hiicrelerinde ve damar endotelinde pozitif Bcl-2 immunoreaktivitesi, m: diiz kas
hiicreleri, ok baslari: Bcl-2 pozitif stromal hiicreler. Barlar: 100um.
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4.4. Bax immunoreaktivitesi ve lokalizasyonu:
Bax proteini Ostrus siklusunun biitiin fazlarinda oncelikli olarak luminal ve glandular epitel
hiicrelerinde yerlesikti. Andstrusda, Bax immunoreaktivitesi luminal ve glandular epitel

hiicrelerinin, miyometriyal ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinin sitoplazmalarinda zayif olarak

izlendi (Sekil 10A-B).
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Sekil 10A ve 10B. Inaktif fazda Iuminal ve glandular epitel hiicrelerinde Bax
immunoreaktivitesi. L: lumen, Le: Luminal epitel, g: endometriyal bez, c: kript, s: stroma.
Barlar: 100pum (10A), 50um (10B).
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Andstrusa kiyasla folllikiiler fazda Bax immunoreaksiyonunda bir artig goriildii. Damar disina
¢ikan eritrositlerin sitoplazmalarinda da Bax pozitif reaksiyon saptandi (Sekil 11A). Yiiksek
objektif biiyiitmeleri ile inceleme yapildiginda (objektif: x40 veya x100, okiiler: x10) Bax
proteinin luminal ve glanduler epitel hiicrelerinde hiicrenin supraniiklear sitoplazmasinda bir
vaya birkag iri nokta seklinde lokalize oldugu dikkkati ¢ekti ((Sekil 11B). Bax proteininin

miyometriyal ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde de paranuklear konumda yerlestikleri gortildii

(Sekil 13A-B). Bax protein stromal hiicrelerde de bulundu.

Sekil 11A ve 11B. Follikiiler fazda luminal ve glandular epitel hiicrelerinde Bax
immunoreaktivitesi. L: lumen, Le: Luminal epitel, sg: yiizlek endometriyal bez, c: Kkript, s:
stroma, ok baslar1: Bax pozitif supraniiklear sitoplazma. Barlar: 100um (11A), 50um (11B).
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Luteal fazda Bax immunoreaktivitesi luminal ve glanduler epitelde homojen ve sitoplamik bir
boyanma olarak izlendi. Glanduler epitelde Bax proteininin ekpresyonu erken luteal fazdan

orta luteal faza dogru giderek artis gosterdi (sekil 12A-B). Bu donemde Bax positive

immunoreaksiyon gosteren stromal hiicrelerin sayisinda da belirgin bir artig tespit edildi.

Sekil 12A ve 12B. Luteal fazda Iluminal ve glandular epitel hiicrelerinde Bax
immunoreaktivitesi. L: lumen, Le: Luminal epitel, sg: yiizlek endometriyal bez, dg:
endometriyal bez, s: stroma, ok baslari: Bax pozitif tromal hiicreler. Barlar: 100pm (12A),
50um (12B).
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Sekil 13A ve 13B. Follikiiler (13A) ve luteal (13B) fazlarda miyometriyum diiz kas
hiicrelerinde (m) ve damar duvarinda (v) pozitif Bax immunoreaktivitesi. Barlar: 100um.
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4.5. Makrofaj lokalizayonu
Ostrus siklusunun inaktif fazinda endometriyum stromasinda CD68pozitif reaksiyon veren
makrofajlarin ¢ok ¢ok nadir olarak bulundugu gorildi (Sekil 14A). Follikiiler fazin

baslamasiyla birlikte CD68 pozitif makrofajlarin sayica arttigr (Sekil 14B) ve luteal fazda

maksimum diizeye ulastig1 (Sekil 14C ve 14D) tespit edildi.

Sekil4. Inaktif (14A),follikiiler (14B) ve luteal (14C,14D) fazlarda CD68 poiztif makrofajlar

(ok baslar1). Barlar: 100um (14A, 14B ve 14C), S0um (14D).
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5. TARTISMA VE SONUC

Uterus ovaryumdan salgilanan 0Ostrojen ve progesteron hormonlarinin etkisi altinda
endometriyal hiicre biiylimesi (proliferasyon ve differensiyasyon) ve apopitozisden olusan
olusan siklik degisikliklerle karakterize olan bir disi genital sistem organidir. Memeli
hayvanlarda bu siklik degisiklikler ostrus siklusu olarak adlandirilir. Uterus, ovaryumdaki
siklik degisikliklere paralel olarak proliferasyon, sekresyon ve involiisyondan olusan {i¢ evre
gecirir. Proliferasyon ovaryumda follikiillerin olgunlastig1 (folikiiler faz) ve FSH nin etkisiyle
endometriumun kalinlastigi evredir. Bu evrede uterus endometriumu luminal epitel
hiicrelerinin yalanci ¢ok katliligi ile karakterizedir. Sekresyon evresi, ovaryumda ovulasyonu
takiben LH’nin etkisiyle uterus bezlerinin salgi yaptigi evre olup luteal evre olarak da
adlandirilir. Bu evrede luminal ve glandular epitelin her ikisi de yalanci ¢ok katlidir. Luminal
epitel hiicreleri folikiiler, glandular epitel hiicreleri ise luteal evrede en yiiksektirler
Involiisyon evresi ise endometriumun inaktif duruma gectigi evredir. Uterus kedilerde dstrus
siklusunun inaktif oldugu bu evrede ve dogum sonrasinda tek katli bir luminal ve glandular
epitel ile karakterizedir (Chtdarong, 2003). Bu calismada kedilerin seksiiel siklusu uterus ve
ovaryumdaki daha onceki ¢alismalarda (Chatdarong et al.2005; Reynaud et al. 2009; Bristol-
Gould and Woodruff, 2006) belirtilen 6zellikler dikkate alinarak degerlendirilmis ve Ostrus
siklusu inaktif (andstrus), follikiiler ve luteal faz olmak {izere ii¢ gruba ayrilmistir.
Apopitozisin insanda menstiiral siklusun diizenlenmesinde O6nemli bir rol oynadig cesitli
arastirmalarla ortaya konmustur. Bu ¢alismalarda normal menstiiral siklusda endometriyumda
aoptozisin regililasyonu incelendiginde apoptotik hiicrelerin ¢ogunlukla ge¢ sekretorik ve
menstiiral fazdaki endometriumun glandular epitelinde bulundugu rapor edilmektedir
(Kokawa et al. 1996, Shikone et al. 1997).

Dokularda sekillenen apopitosisi tespit etmek icin ¢esitli metodlar kullanilmaktadir.

Bunlardan bir TUNEL((TdT-mediated dUTP Nick-End Labeling) metodudur. The TUNEL
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teknigi apopitotik silirecin son basamaginda meydana gelen pargalanmis DNA’y1 enzim
histokimyasal olarak belrileyen bir metodtur. Sunulan c¢aligmada Ostrus siklusu sirasinda
endometriyumdaki apopitotik hiicrelerin  varligin1 = belirlemek i¢in TUNEL teknigi
uygulanmistir. Pozitif kontrol igin hazirlanan preparatlar Proteinaz K soliisyonu ile
muameleden sonra deiyonize ile yikandi ve takiben DNA niikleaz ile inkube edildi.
Permeabilizasyon ve isaretleme igsleminin c¢alisip ¢caligmadigini gosteren bu islem sonuunda
dokudaki hiicrelerin biiyiik ¢ogunlugu DAB kromojeni kahverengi boyanmaktadir. Ancak
normal TUNEI boyama prosediiriinde ancak bir ya da iki hiicrede pozitif boyanma izlenmistir
Krajewska ve ark. (1997) endometriyumda kuvvetli kaspaz-3 immunoreaktivitesi veren
hiicrelerin TUNEL negatif oldugunu bildirmektedir. Ayni sekilde Sohn ve ark. (2000) prostat
hiperplazileri ile prostatik karsinomlarda kaspaz-3 ve apoptotik indeks arasinda énemli bir
korelasyon bulunmadigini rapor etmektedirler. Kopeklerde 0Ostrus siklusunun farkl
evrelerindeki uterus endometriyumunda apoptotik hiicre 6liimii, TUNEL metodu ve kaspaz-3
aktivitesi immunohistokimyasal olarak incelendiginde 6strus siklusu boyunca yiizey epiteli ve
stromada TUNEL ve kaspaz pozitif hiicrelerin ender oldugu (apoptotik endeks<l1), bununla
birlikte andstrusda stromada ve ge¢ metostrusda stroma ve yiizey epitelinin her ikisinde
sadece kaspaz aktivitesinde dnemli bir artis gozlendigi bildirilmektedir. Apoptotik endeksin
ge¢ metostrus ve andstrus sirasinda kriptlerde ve bazaldeki bezlerde arttigindan, kriptlerdeki
artisin sadece kaspaz yontemi kullanildiginda 6nemli oldugundan, oysa bazaldeki bezlerde her
iki teknikle énemli farkliliklarin bulundugundan s6z edilmektedir. Ostrus siklusu sirasinda
kopegin endometriyal hiicrelerinde Apopitozisin bulundugu ve kaspaz-3’iin belirlenmesinin
TUNEL yontemine gore daha etkin oldugu belirtilmektedir (Van Cruchten et al. 2003). Bu
literatiir bilgiler bizim bulgularimiz1 desteklemektedir.

Apopitozis effektor molekiiller (Kaspazlar), adaptér molekiiller (Apaf-1) ve diizenleyici

molekiillerin [pro- and antiapoptotik Bcl-2 ailesi tiyeleri, Apopitozis inhibitorleri (IAPs), ve

37



Smac/DIABLO (Second mitochondria-derived activator of caspase/direct IAP-binding protein
with low PI] katilimiyla gergeklesir (Hengartner 2000). Bu c¢aligmada apopitoz inhibitor
protein aliesinin bir iiyesi olan survivin ile diizenleyici molekiillerden Blcl-2 ailesine ait olan
anti-apopitotik protein Bcl-2 ve pro-apopitotik Bax proteinlerinin kedilerin uterusundaki

lokalizasyonunda 0strus siklusuna bagli degisimler olup olmadig1 incelenmistir.

Survivin (BIRCS), apopitoz inhibitor protein (IAP) ailesinin en kiiciik iiyesi olup fonksiyonu
apopitozu inhibe etmektir. Son 12 yilda Survivinin fonksiyonu iizerinde yapilmis caligmalar
cok c¢esitli olup, sonuglar1 tartismalidir. Cesitli memeli hiicrelerinde survivinin asiri
ekspresyonu apoptitozun inhibisyonuyla hiicre canliliginin artmasini1 saglar, oysa survivin
yoksunlugu sinirsiz ve spontan apopitoza neden olur (Altieri 2003a, b). Survivin ekspresyon
ornekleri IAP ailesinin diger iiyelerininkinden farklidir. Survivin embriyonik vce fotal gelisim
sirasinda ve biitlin tiimor tiplerinde asir1 ekprese olur (Ambrosini et al. 1997; Li and Altieri,
1999; O'Driscoll et al. 2003). Oysa farkilagmasin1 tamamlamis eriskin dokularinda
transkripsiyonel olarak sessizdir. Bununla birlikte, beyinde, ovaryumda ve siklik insan
endometriyumunda menstriial siklusun proliferative fazinda ekprese olur (Konno et al. 2000;
Fukuda and Pelus, 2006). Nabilis ve ark. (2010) survivinin endometrial fizyolojide énemli rol
oynayabileceigini ileri siirmektedirler. Bununla birlikte survivinin insanda normal
endometriyumda ekprese oldugu ve bu ekpresyonun menstriial siklus siiresince sekillenen
hormonal dalgalanma ile iliskili oldugunu belirten bir ¢alisma bulunmaktadir (Konno et al
(2000). Yapilan literature tarama sonuglarina gore; Ostrus siklusu sirasinda hayvanlarin
uterusunda survivinin varligim1 géteren herhangi bir arastirma bulunmamaktadir. Bu nedenle
bizim ¢alismamiz, kedide normal endometriyumda survivinin lokalizasyonunu gosteren ilk
calisma niteligi tasimaktadir. Calismamiz sonuglart kedilerde 6strus siklusunun tiim
fazlarinda luminal ve glandular epitelin surviving pozitif oldugunu gdstermistir. Konno ve

ark. (2000) survivinin insan endometriyumunda sekretorik fazda ekprese oldugunu
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proliferative fazda hi¢ veya nadir bulundugunu bildirdigi halde, biz survivivn
immunoreaktivitersinin Ostrus siklunun tiim evrelerinde luminal ve glandular epitel

hiicrelerinde ekspre oldugunu gézlemledik.

Normal hiicrelerde survivin ekpresyonu hiicre siklusunun G,-M gegisi sirasinda pik yapar,
oysa survivinin hiicre siklusu bagimli trankripsiyonel kontrolii kanser hiicrelerinde ¢esitli
onkojenik yollarla bozulur (Altieri 2006). Survivin interfazdaki tiimor hiicrelerinin
cogunlugunda bulunur (Li et al. 2005; Engels et al. 2007). Hatta, survivin endoteliyal ve
CD34 pozitif koken hiicreler ile timor hiicrelerinin @ hem sitoplazma ve hem de
¢ekirdeklerinde bulunabilir (Fukuda and Pelus 2006). Bu nedenle survivinin sitoplazmik ve
niiklear olmak tizere iki havuzu vardir. Niiklear survivin metafaz kromozomlarinin
kinetekorlarina ve anafazda mitoz mekiginin orta bolgesine yerlesiktir. Bununla birlikte
sitoplazmik survivin interfaz mikrotubullerinde sentrozomlarda, mitoz mekigi kutuplarinda
ve metafaz ile anafazda mitoz mekigi mikrotubullerinde yerlesiktir. Nuklear survivinin hiicre
boliinmesini control ettigi, oysa sitoplazmik survivinin agirlikli olarak Survivinin sitoprotektif

faaliyetinden sorumlu oldugu bildirilmektedir (Fortugno et al. 2002).

Bu literatiir bilgiye dayanarak, calismamizda niiklear survivinin kedilerde follikiiler fazda
ekprese olabilecegini tahmin ettik. Ancak survivin immunoreaktivitesinin kedilerde luteal
fazda endometriyumun yiizlek ve derin katmanlarindaki bezleri olusturan epitel hiicrelerinin
hem ¢ekirdek hem de sitoplazmalarinda bulundugunu, dstrus siklusunun follikiiler ve andstrus
fazlarinda ise endometriyal bez epitel hiicrelerinin sadece sitoplamalarinda loklize oldugunu
tespit ettik. Konno ve ark. (2000) da benzer olarak survivivn immunoreaktivitesinin insan
endometriyumunda sekretorik faz sirasinda fonksiyonel katmandaki bez epitel hiicrelerinin
cekirdeginde eksprese oldugunu belirtmektedirler. Bu arastirmacilar sekretorik faz sirasinda

endometriyumun bazal boliimiindeki hiicrelerdekine benzer olarak, proliferatif bazda
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survivivn immunoreaktivitesinin sitoplazmik oldugunu da rapor etmektedirler. Ayrica,
aragtirmacilar ~ survivin  immunolokalizasyonundaki ~ farkliligin  survivin-mikrotubul
etkilesiminden kaynaklandigini ileri siirmektedirler (Konno et al. 2000).

Normal kosullar altinda, interfazda survivin agirlikli olarak sitoplazmada yerlesiktir. Hiicre
strese girdigi zaman aktive olan kaspazla etkilesir ve onu inhibe eder. Ancak, bu kaspaz
aktivitesinin sadece sitoplazma ile sinirli oldugu anlamina gelmez. Survivin chromosome
passenger complex’inin bir bileseni olarak Onemli bir bifonksiyonal proteindir ve ayni
zamanda apopitotik olaylarin negatif regililayonuna da katilir. Survivin apoptotik uyarana
maruz kaldiginda ubiquitin-proteozom proteolitik yolu aktif olarak uzaklastirilir. Apopitozun
erken fazinda RanGTP gradientinin ¢okiisiinden dolay1 sitoplazmadan ¢ekirdege gecer, oysa
pro-kaspaz-3 ve aktive edilmis kaspaz-3 sitoplazmada kalir. Survivin gekirdekte oldugu
zaman apopitozu Onleyemez. Ciinkii apopitozis sirasinda sitoplazma ig¢indeki hedef
proteinlere (kaspazlar gibi) ulasip onlarla etkilesemediginden endojen survivinin etkisi sadece
sitoprotektif etki ile smirli kalir (Chan et al. 2010). Bu c¢alismada luteal fazda
endometriyumun derin boliimlerindeki bezleri olusturan hiicrelerin ¢ekirdeklerindeki survivin
immunoreaktivitesinin kuvvetli oldugunu ve geg luteal fazda pik diizeye ulastigini belirledik.
Bununla birlikte luteal fazda endometriyumun luminal epiteli ile yiizlek bolimiindeki bezleri
olusturan hiicrelerde sitoplazmik boyanmanin kuvvetli oldugunu gézlemledik. Bu bulguya ve
Chan ve ark (2010)’nin raporlarina dayanarak biz survivinin luteal fazda sitoplazmadan
cekirdege yer degistirdigini, bunun sonucu olarak da endometriyal epitel hiicrelerinin
apopitozunda fizyolojik bir anahtar rol oynayabilecegini ileri slirmekteyiz. Ayrica luteal
fazda survivinin niiklear ve sitoplazmik havuzlarmin uterus bezlerinde hiicre canliligi ve
hiicre proliferasyonun kontroliinde gorev alabilecegi kanisindayiz (Fortugno et al. 2002). Bir
diger tezimiz ise anoestrus ve follikiiler fazlarda sitoplazmik survivinin hiicre canliliginin

kontroliine katiliyor olmasidir (Fortugno et al. 2002). Bununla birlikte, survivinin
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endometriyal hiicrelerdeki biyolojik rollerine iliskin olan bu ve diger hipotezleri
kesinlestirmek icin ek deneysel calismalar yapilmalidir. Sunulan c¢alismada surviving
loklizasyonu sadece immunohistokimyasal yontemle belirlendiginden, kedi uterusunda
seksiiel siklus sirasinda survivinin kesin rolii tam olarak belirlenememistir. Bununla birlikte
kedide Ostrus siklusu sirasinda luminal ve glandular epitelde survivinin farkli lokalizasyon
sergilediginin saptanmasi, survivinin bu doku tiplerindeki fonksiyonunun farkli olabilecegi ve
Survivinin bir¢ok splicing varyanta sahip oldugu bilgisini desteklemektedir (Mahotka et al.
1999; Badran et al. 2004) and it is a bifunctional molecule (Li, 2003; Li et al. 2005).

Konno et al. (2000)insanda endometriyal stromal hiicrelerin survivin negative oldugunu
bildirmekte olup kedi endometriyal stromal hiicrelerde de survivin immunoreaktivitesi
negative olarak saptanmigtir.

Bcl-2 ailesi proteinleri mitokondriyal apopitosisin anahtar diizenleyicileridir. Bu aile anti-
apopitotik ve pro-apoptotik iiyelerden olusur. Bcl-2 proteini anti-apopitotik, Bax proteini ise
pro-apoptotik iiyelere 6rnek verilebilir (Adams and Cory, 1998; Chao and Korsmeyer, 1998).
Memelilerden insan (Tao et al. 1997; Konno et al. 2000), sigan (Mendoza-Rodriguez et al.
2003) ve maymunda (Wei et al. 2005) endometriyal biiylime ve regresyon gibi siklik
degisikliklerin glandular epitel hiicrelerinde Bcl-2 ve bununla iligkili proteinler arasindaki
denge veya oran ile diizenlendigi rapor edilmektedir (Tao et al. 1997). Bu ¢alismanin
sonuglart kedi uterusunda apopitoz ile iligskili proteinler olan Bcl-2 ve Bax’in
ekspresyonlarmin &strus siklusuna bagl olarak degistigini gostermistir. Onceki calismalarda
bildirilenlere benzer olarak (Koh et al. 1995; Tao et al 1997; Konno et al. 2000; Vaskivuo et
al. 2000; Mendoza-Rodriguez et al. 2003) kedi uterusunda Bcl-2’nin follikiiler faz sirasinda
cogunlukla glandular epitel hiicrelerinde bulundugu, luteal fazda ise kayboldugu tespit
edilmistir (Otsuki et al., 1994; Gompel 1994; Jones et al. 1998a; Yamashita et al. 1999;

Konno et al. 2000; Vaskivuo et al. 2000). Calismanin bulgular1 Bax proteinin Ostrus siklusu
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sirasinda luminal ve glandular epitel hiicreleri, miyometriyal ve damar diiz kas hiicrelerinde
ekprese oldugunu ve bu ekspresyonun follikiiler fazda luteal faza gore arttigini ve ayrica
glandular epiteldeki Bax immunoreaktivitesinin erken ve orta luteal fazlarda hafif kuvvetli
oldugunu gostermistir . Bu bulgular insane (Tao et al. 1997) ve maymunun (Wei et al. 2005)
endometriyal hiicrelerindeki Bax immunorektivitesine benzerdir. Sunulan ¢alismada Bax ve
Bcl-2’nin 6strus siklusu sirasindaki karsit ekspresyonlart normal Ostrus siklusu sirasinda
apopitozun diizenlenmesinde Bax- Bcl-2 dengesinin kritik faktor olabilecigi bilgisini (Tao et
al. 1997; Wei et al. 2005) desteklemektedir. Luteal faz sirasinda Bcl-2 ekpresyonundaki
goreceli azalma Bax’1n yiikselmesine izin verir ki, bu apopitozun son basamaginda sekillenen
hiicre Oliim proteazlarindan kaspaz ailesinin direkt veya indirekt aktivasyonuna karigir
(Dragovich et al. 1998; Nunez et al. 1998; Reed 1998).

Bax, ilk olarak identifiye edilen ve Bcl-2 homologu olan pro-apopitotik bir proteindir (Oltvai
et al., 1993). Cesitli dokularda ¢ok farkli varyantlarinin ekprese oldugu bilinmektedir. (Oltvai
et al., 1993, Apte et al. 1995; Zhou et al. 1998; Shi et al. 1999; Schmitt et al. 2000). Baxa en
cok bilinen isoform olup BHI, 2 ve 3’ igerir, membrane baghdir ve apopitoz sitimulasyonu
sonucu mitokondriyonlarda yerlesir (Wolter et al. 1997). Baxf transmembran region i¢cermez,
sitoplazmada yerlesir, ama yine de apopitozu indiikler (Oltvai et al. 1993). Baxy, BH domain
veya membran baglanma domain I iceren 4.5kDa  agirliginda bir proteindir; ancak
fonksiyonel 6nemi bilinmemektedir (Oltvai et al., 1993). Bunlar ve diger Bax varyantlarinin
yapisal 6zellikleri tanimlandig1 halde, fonksiyonel 6zellikleri ve subselliiler loklaizasyonlari
hala acik degilidir. Bu nedenle biz onlarin apopitozu diizenleme yolllarin1 bilmemekteyiz
(Apte et al. 1995; Zhou et al. 1998; Shi et al. 1999; Schmitt et al. 2000). Ayrica, bugiine kadar
Bax proteininin endometriyal bez epitel hiicrelerindeki subselliiler lokalizasyonu hakkibda
herhangi bir bilgi rapor edilmemistir. Bu ¢alismada 6strus siklususnun follikiiler fazinda Bax

proteininin supraniiklear sitoplazmada hiicre basina bir veya birka¢ adet nokta veya vezikiiler
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nokta toplulugu olacak sekilde yerlestigini saptandi. Ayrica luteal faz sirasinda, luminal ve
glanduler epitelde Bax icin homojen sitoplazmik bir boyanmanin varligi gozlendi. Sunulan
calisgma immunohistokimyasal bir ¢alisma oldugu icin kedinin endometriyal bez epitel
hiicrelerinde Bax’in farkli varyantlarmi belirleyemedik. Ancak elde edilen bulgular ve
literatiir bilgiler 15181nda, Bax proteininin farkli subselliiler lokalizasyonlar gdstermesinin
nedeninin Bax geninin farkli varynatlarindan kaynaklanabilecegi kanisindayiz. Bununla
birlikte, kedinin endometriyal bez epitel hiicrelerindeki biyolojik roliine iliskin olan bu ve
diger hipotezleri dogrulamak i¢in ilave ¢aligmalarin yapilmasi gerekmektedir.

Insan endometriumunun normal menstiiral siklus ve gebelik i¢in stromal, glandular ve
vaskiiler hiicrelerden ve lokositlerden koken alan parakrin faktorlere gereksinimi oldugu
bilinmektedir. Menstiiral siklus sirasinda 16kosit tipleri ve sayilarinda degisiklikler meydana
gelmektedir. Bu 16kositler uterusun gebelige hazirlanmasinda, gebelik sekillenmedigi zaman
da endometriyumun yikimlanmasinda rol oynarlar. Ayrica anjiyogenezde ve endometriyal
doku onariminda, implantasyon ve gebelikte de rol oynarlar (Kayishi et al. 2004). Insan
endometriumu spesifik antijenlere karsi lokal olarak antikor sentezleyebilen ve immunolojik
olarak aktif bir dokudur (. Ogra and Ogra 1973). Bu tip immun cevap endometriyal lumenin
bakteriyolojik olarak streil kalmasinin saglanmasinda ve Ozellikle artan bakteriyal
enfeksiyonlarin  eradikasyonu ve taninmasinda Onemlidir. Apopitozisin  insan
endometriumunda 16kositlerin say1 ve tiplerini kontrol eden 6nemli mekanizmalardan birisi
oldugu gosterilmistir (Kayisli et al. 2004). Seksiiel siklusda endometriyal lenfoid doku
hiicrelerinin B lenfosit, T lenfosit ve alt tipleri ve makrofajlar ile dentritik hiicrelerin
mikroskopik organizayonlarina iligkin insan, domuz ve bazi laboratuar hayvanlarinda olmak
iizere ¢esitli calismalar yapilmis ve bu hiicrelerin siklusa bagli degisimler gdosterdikleri
saptanmistir (Butterworth et al. 2001; Chu et al. 2006; D’Hooghe et al. 2001; Jiwakanon et

al. 2006; Kaeoket et al. 2002; Morris et al. 1985; Rbeiro et al. 2006). Immun sistem
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hiicrelerinden sitotoksik T lenfositler hiicre Oliim reseptorlerinden Fas’in ligandi olan
FasLigand1 (6lim aktivatorii) yiizeylerinde tasirlar. Sitotoksik T lenfositler apoptosise
stiriiklenen hedef hiicreye baglandiklarinda ¢ok miktrda FasL iiretirler; bunun da hedef hiicre
membranindaki Fas’a baglanmasiyla hedef hiicrenin Apopitozisine neden olurlar (Hengartner
2000; Krammer 1999). Apopitozis sonucu olusan apoptotik cisimcikler makrofajlar tarafindan
fagosite edilirler.

Bu calismada Bcl ve Bax immunoreaktivitelerinin siklus boyunca endometriyumdaki bazi
stromal hiicrelerde bulundugu, bu pozitif hiicrelerin miktarinin siklusa bagimli sekilde artarak
luteal fazda maksimuma ulasti§1 gdzlenmistir. insanda (Critchley et al. 1999) ve maymunda
(Wei et al. 2005) bu hiicreler biiyiik graniiler lenfositler veya makrofajlarin alt popiilasyonlari
olan immunositler olarak tammmlanmaktdir. Insanda ayrica bu immunositlerin CD68
makrofajlar oldugu bildirilmektedir (Critchley et al. 1999). Calismamizda da bu hiicrelerin
CD68 pozitif makrofajlar oldugu ve bunlarin sayisinin luteal fazda maksimuma ulastig
saptanmis olup kedilerde luteal faz sirasinda veya sonrasinda olusacak olan apoptotik
cisimciklerin fagositozunda rol oynayabilecekleri diistiniilmektedir.

Tiim bulgular birlikte ele alindiginda kedi endometriyumunda Bcl-2 Bax ve Bcl-2’nin 6strus
siklusu sirasindaki karsit ekspresyonlar1 normal Ostrus siklusu sirasinda apopitozun
diizenlenmesinde Bax- Bcl-2 dengesinin kritik faktor olabilecegi ileri siiriilebilir.

Ayrica, anoestrus ve follikiiler fazlarda sitoplazmik survivinin hiicre canliliginin kontroliinde
luteal fazda ise niiklear ve sitoplazmik survivinin ise uterus bezlerinde hiicre canlilig1 ve hiicre
proliferasyonun kontroliinde gorev alabilecegi sOylenebilir. Sonu¢ olarak kedi uterusunda
endometriyal biiylime ve regresyonu igine alan siklik degisiklikler pro-survival, anti-

apopitotik ve proapopitotik faktorler arasindaki oran veya denge ile diizenleniyor olabilir.
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