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Özet

Amaç: Bu çalışmanın amacı, siklüs ve erken gebelik dönem-
lerinde dinamik bir yapıya sahip olan kısrak endometriyu-
munda phosphatase and tensin homolog (PTEN) gen eks-
presyonunun mRNA düzeyinde belirlenmesidir. 

Gereç ve Yöntem: Araştırmada her güne 4 farklı kısrak ola-
cak şekilde (n=4/gün) siklik kısraklardan ovulasyon günün-
de (d0), geç diöstrusta (LD) ve luteolizis sonrası östrusta 
(AL), gebe kısraklardan ise gebeliğin 14. (P14), 18. (P18) ve 
22. (P22) günlerinde endometriyum biyopsi örnekleri top-
landı. Doku örneklerinden total RNA elde edildi ve cDNA’ya 
dönüştürüldü. PTEN ekspresyonlarında siklus ve gebeliğe 
bağlı muhtemel değişiklikler mRNA seviyesinde kantitatif 
polimeraz zincir reaksiyonu (qPZR) kullanılarak araştırıldı. 
Referans gen olarak GAPDH ekspresyonu ile normalize edi-
len veriler karışık model kullanılarak analiz edildi. Farklı 
olan grup(lar) Asgari Önemli Fark (LSD) testi ile tespit edildi.

Bulgular: PTEN ekspresyonu çalışmaya konu olan tüm siklüs 
ve erken gebelik dönemlerinde at endometriyumunda mRNA 
düzeyinde tespit edildi. LD’e göre AL'de ekspresyon seviye-
sinde anlamlı olmayan bir düşüş gözlendi. Benzer şekilde 
d0’a göre araştırılan P14, P18 ve P22 erken gebelik günlerin-
de PTEN ekspresyonunun baskılanmış olduğu tespit edildi. 
Ancak fark istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı (P>0.10). 

Öneri: PTEN aktivitesinin ve protein düzeyinde ekspresyo-
nun araştırılmasının anlamlı olacağı kanaatine varılmıştır.

Anahtar kelimeler: At, endometriyum, PTEN, gen ekspres-
yonu

Abstract

Aim: Aim of this study was to investigate PTEN expression 
in equine endometrium during the estrous cycle and early 
pregnancy.

Materials and Methods: Biopsies were obtained from ma-
res on day of ovulation (d0, n=4), late diestrus (LD, n=4) and 
after luteolysis in the beginning of estrus phase (AL, n=4) of 
the cycle and days 14 (P14, n=4), 18 (P18, n=4), and 22 (P22; 
n=4) of pregnancy. Total RNA was isolated from the endo-
metrial tissues and was converted to cDNA. Relative mRNA 
expression levels of genes were quantified using quantitative 
polymerase chain reaction (qPCR). GAPDH was used as refe-
rence gens. A mixed model was fitted on the normalized data 
and least significant difference (LSD) test was employed to 
determine significantly different groups.

Results: PTEN expression at mRNA level was detected in 
equine endometrium during all stages of estrous cycle and 
early pregnancy. Compared to LD, PTEN expression tended to 
decrease at AL. Similarly, comparing to the d0, the expression 
was lower during early pregnancy days including P14, P18 
and P22, but did not reach to significance (P>0.10). PTEN is 
expressed in equine endometrium and its level appears to be 
downregulated at cycle and early pregnancy.

Conclusion: It is important to investigate PTEN activity and 
expression at protein level.
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Giriş

Phosphatase and tensin homolog (PTEN) hücre proliferasyo-
nu, adezyon, migrasyon, programlamış hücre ölümü (apop-
tosis) ve kök hücre yenilenmesi gibi önemli hücresel olaylar-
da görev almaktadır. Phosphatidylinositide 3’ kinase (PI3K) 
antagonisti olan PTEN, phosphatidylinositol-2-phosphates 
(PIP2)’den PIP3 sentezlenmesini engeller. PI3K/AKT sinyal 
yolağı üzerine negatif regülasyonu nedeniyle PTEN hücre 
döngüsünü kontrol etmektedir ve aynı zamanda tümör sup-
ressor gen olarak bilinmektedir (Hill ve ark 2002, Downward 
2004). PTEN mutasyonları ovaryum, tiroit, prostat, göğüs, 
mide ve endometriyum kanser gelişimi ile ilişkilendirilmiştir. 
Endometrial adenokarsinom (EC) olgularında büyük oranda 
(~%83) PTEN mutasyonları tespit edilmiştir (Hollander ve 
ark 2011). PTEN geninin delesyonu farelerde erken embri-
yonik ölümler ile farklı organ ve dokularda kanser gelişimine 
neden olmaktadır (Suzuki ve ark 1998, Podsypanina ve ark 
1999).

Bir lipid fosfotaz olan PTEN aktivitesinin yok olması PIP3’ün 
hücre içinde kontrolsüz artışına ve dolayısıyla PI3K/AKT sin-
yal yolağının sürekli aktif kalmasına neden olur. Bunun sonu-
cunda hücre gelişimi, yaşama, invazyonu, metabolizması ve 
kanser gelişimi uyarılmaktadır. İn vitro çalışmaların sonuçla-
rı artmış PTEN seviyesinin cyclin D1 ekspresyonunu dolayı-
sıyla hücre bölünmesini (Weng ve ark 2001) ve meme epitel 
hücre sayısını baskılamaktadır (Zhao ve ark 2005).

Uterus gebeliğin oluşumu esnasında özellikle ovaryum kö-
kenli steroid hormonlar ve embriyo tarafından salgılanan 
farklı faktörler ile çok sıkı bir şekilde düzenlenmektedir. Ute-
rus eğer gebelik şekillenmiş ise bu durumunda embriyonun 
implantasyonu ve plasentasyon aşamalarına, aksi takdirde 
bir sonraki östrüs siklüsuna kendisini kısa sürede hazırlama-
sı gerekmektedir. Endometriyum, bütün bu karmaşık fizyolo-
jik olayları gerçekleştirmek için farklı mekanizmaları kullan-
maktadır (McLennan ve Rydell 1965, Groothuis ve ark 2007, 
Verdi ve ark 2014). Ayrıca dinamik bir fizyolojiye sahip olan 
endometriyumun (hızla prolifere olan ve gerileyen hücreler) 
kanser gelişiminde rolü bulunan moleküler mekanizmaların 
anlaşılmasında iyi bir model doku olacağı düşünülmektedir.

Bu çalışmanın amacı, siklüs ve erken gebelik dönemlerinde 
mitojenik ve apoptotik hücre faaliyetlerinin gözlendiği kıs-
rak endometriyum dokusunda PTEN gen ekspresyonunun 
mRNA düzeyinde belirlenmesidir.

Gereç ve Yöntem

Toplam 10 kısrak ve bir aygır bu çalışmanın hayvan mater-
yalini oluşturdu. Reproduktif muayeneler, hayvanların bakım 
ve beslenmesi, östrus ve ovulasyonların senkronizasyonu, 
tohumlama, östrüs günlerinin ve gebeliğin tespiti ile endo-
metriyum biyopsi örneklerinin toplanması işlemleri Atli ve 

ark (2010) tarafından açıklandı. Siklik olarak gruplandırı-
lan kısraklardan östrusta (d0, n=4) ve ovulasyon sonrası 14. 
(geç diöstrüs, LD, n=4) ve 18. günlerde (luteolizis sonrası, AL, 
n=4) biyopsi örnekleri alındı. Kısraklardan gebelik grubuna 
ayrılanlar gün aşırı (48 saatte bir) taze sperma ile tohum-
landı ve ultrasonografi ile 12 saat aralıklarla ovaryum mu-
ayenesi yapılarak ovulasyon günü belirlendi. Gebeliğin tes-
pitinin ardından 14. (P14, n=4), 18. (P18, n=4) ve 22. (P22, 
n=4) günlerde endometriyum biyopsi örnekleri toplandı. 
Alınan örnekler anında sıvı nitrojen içerisinde donduruldu 
ve –80°C’de muhafaza edildi.  

Gebe ve siklik hayvanlardan çalışma günlerine uygun şekilde 
toplam 24 adet endometriyum biyopsi örneğinden total RNA 
izolasyonu ile kalite kontrolü ve cDNA sentezi Kurar ve ark 
(2010a) tarafından detaylı olarak açıklandığı şekilde gerçek-
leştirildi. Kısaca, 50 mg endometriyum örneği 800 µL TRIzol 
içerisinde homojenize edildi. Ependorf tüpe alınan 800 µL 
süspansiyon üzerine 200 µL kloroform eklenerek vorteks-
lendi. Oda ısısında 10 dakika bekletilen örnekler +4°C so-
ğutmalı santrifüjde 12000 g hızda 15 dakika santrifüj edildi. 
Başka bir ependorf tüpe alınan 500 µL süpernatant üzerine 
600 µL butanol ilave edilerek, 10 dakika oda ısısında bekle-
tildi ve +4°C’de 12000 g hızda 10 dakika santrifüj edildi. RNA 
peletine 3 defa (sırası ile %70, %70 ve %95) +4°C’de 7000 g 
hızda 5’er dakika soğuk etanol ile yıkandı. RNA peleti yete-
rince kurutulduktan sonra 100 µL steril DEPC-ddH2O içeri-
sinde çözdürüldü.

Elde edilen RNA’ların miktarı ve kalitesi Nanodrop ND-100 
kullanılarak değerlendirildi. UV ölçümleri A260/A280 için 
2±0.1 ve A260/A230 için 2.0-2.4 arasında olan total RNA ör-
nekleri kullanıldı. Ayrıca 1 µg total RNA %1 agaroz jel elekt-
roforezi sonrası 28S ve 18S bant yoğunlukları gözlendi. Total 
RNA örnekleri -70°C’de muhafaza edildi.

DNase-I enzimi ile olası gDNA kontaminasyonları temizlen-
di. Total RNA’dan tek zincir cDNA (complementary DNA) 
üretilmesinde RevertAid First Strand cDNA Sentez kiti (Fer-
mentas, ABD) ve üretici firmanın protokolü kullanıldı. Sen-
tezlenen cDNA örnekleri -20°C'de muhafaza edildi. Genlerin 
ekspresyon seviyelerinin mRNA düzeyinde tespiti amacıyla 
kantitatif PZR (qPZR) teknolojisi kullanıldı. qPZR protoko-
lünde 10 µL 2x SYBR Green Master Mix (Fermentas, ABD), 
her bir primerden 5 pMol (Tablo 1), 1 µL cDNA ve toplam 20 
µL hacimde hazırlandı. Termal siklus profili olarak; 95°C’de 
10 dakika denatürasyon sonrası 40 siklus 95°C’de 30 saniye, 
60°C’de 30 saniye ve 72°C’de 30 saniye kullanıldı. Melting 
curve analizlerinde 95°C (1 dakika), daha sonra 55°C ve 95°C 
arasında her bir °C’de floresans ölçümü yapıldı. qPZR analiz-
lerinde Applied Biosytems 7500 Fast Real-Time PCR System 
kullanıldı. PZR ürünleri kontrol amacıyla %2.5 agaroz jel 
elektroforezde görüntülendi (Şekil 1). 

Kısrak endometriyumu gen ekspresyonu normalizasyon 
çalışmalarında en uygun referans gen olarak tespit edilen 
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glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) kulla-
nıldı (Kayis ve ark 2011). Verilerin normalizasyonunda Livak 
ve Schmittgen (2001) tarafından belirtilen  metodu kullanıl-
dı. Burada   dir ( ve  sırasıyla, hedef ve referans genlerin amp-
lifikasyonlarına ait eşik döngü değerleridir). Veriler General 
Linear Model (GLM)’de karışık model kullanılarak analiz 
edildi. Gebe ve gebe olmayan gruplar içinde ortalamaları is-
tatistiki olarak farklı olan günlerin tespiti için Asgari Önemli 
Fark (LSD) testi uygulandı. İstatistiksel analizlerde Genstat 
(Release 7, Payne ve ark 2003) yazılımı kullanıldı.

Bulgular

At endometriyumunda çalışmaya konu olan tüm siklüs ve 
erken gebelik dönemlerinde PTEN ekspresyonu mRNA dü-
zeyinde tespit edildi (Şekil 1). PTEN'in mRNA düzeyindeki 
ekspresyonu gebe endometriyumunda kontrol grubu ile 
kıyaslandığında düşme eğiliminde olduğu görüldü (P=0.07, 
Şekil 2). Benzer şekilde, kan progesteron seviyesinin yüksek 
olduğu geç diöstrüste (LD) AL'e göre yüksek olma eğilimi 
gösterdi (P=0.17, Şekil 3). Progesteron seviyesinin yüksek 
olduğu erken gebeliğin 14. günü (P14) ile LD karşılaştırıldı-
ğında progesteron varlığına rağmen gebelikte PTEN mRNA 
ekspresyonunu baskılanma eğiliminde olduğu tespit edildi 
(P=0.08, Şekil 3).

Tartışma

Sunulan çalışmada erken gebelik ve östrus siklusunun farklı 
aşamalarında kısrak endometriyumunda PTEN mRNA eks-
presyonunun varlığı karakterize edildi. Özellikle endomet-
riyumun gebelik sırasında ovaryum kaynaklı progesteron 
ve embriyonik faktörlerin, siklus döneminde folliküler faz 
sırasında ovaryumdaki preovulatorik follikülden salgılanan 
östrojenin, luteal fazda ise corpus luteumdan salgılanan pro-
gesteron hormonu etkisi altında olduğu bilinmektedir. Elde 
edilne sonuçlar genel olarak değerlendirildiğinde progeste-
ron varlığında PTEN ekspresyonu artma eğilimi göstermek-
te (LD), ancak embryonik faktörler progesteronun varlığına 
rağmen bu artışı baskılama eğilimindedir. 

Mutter ve ark (2000) insan edometriyumunda ovulasyon 
sonrası progesteronun yüksek olduğu sekretorik faz sıra-

Lokus

PTEN

GAPDH

Primer dizisi

CCCAGTCAGAGGCGCTATGTATAT

GTTCCGCCACTGAACATTGG

ATCACCATCTTCCAGGAGCGAGA

GTCTTCTGGGTGGCAGTGATGG

PZR ürünü

125 bç

341 bç

Kaynak

Dourdin ve ark 2008

Boerboom ve ark 2004

Tablo 1. qRT-PZR analizlerinde kullanılan primerler.

Şekil 1. PTEN ve GAPDH qPZR ürünlerinin agaroz jel elektroforezi. DNA bant-
ları 100 bp DNA standardı kullanılarak karşılaştırılmıştır.

Şekil 2.Siklik (kontrol) ve gebe kısrak endometriyumunda PTEN ekspresyonu.

Şekil 3. Kısrak endometriyumunda siklüsun ovulasyon günü (d0), geç diöst-
rüs (LD) ve luteolizis sonrası (AL) dönemleri ile gebeliğin 14. (P14), 18. (P18) 
ve 22. (P22) günlerinde PTEN ekspresyonu.

Şen ve ark                                                                                              Kısrak endometriyumunda phosphatase



Eurasian J Vet Sci, 2015, 31, 1, 282-287

54

sında PTEN mRNA ekspresyonunun östrojen etkisi altındaki 
proliferatik faz ile kıyaslandığında arttığını bildirmişlerdir. 
Sunulan bu çalışmada da benzer şekilde progesteron etkisi 
altında (LD) PTEN mRNA seviyesi yüksek olmasına rağmen, 
luteolizisis sonrası (AL) istatistiksek anlamlı olmasa da PTEN 
mRNA ekspresyonu azalma eğilimine girmiştir. Bu durum, 
progesteronun insanlarda olduğu gibi at endometriyumunda 
da PTEN mRNA ekspresyonunu arttırdığına işaret edebilir.

PTEN ekspresyonu ve hücrede etkinliği fosforilizasyon, hüc-
resel lokalizasyon gibi farklı postranskriptiyonel ve epigene-
tik mekanizmaların kontrolü altındadır. Promotor bölgesinin 
melitasyonunun bir sonucu olarak farklı kanser türlerinde 
PTEN ekspresyonun susturulduğu tespit edilmiştir (Kang ve 
ark 2002, Mirmohammadsadegh ve ark 2006). 

Epigenetik mekanizmanın önemli bir parçası olan 
mikroRNA’lar hedef genin mRNA’sına bağlanarak translasyo-
nu engeller veya mRNA stabilitesini azaltır. Liu ve ark (2013) 
miR-141’in fare endometriyumunda PTEN gen ekspresyonu-
nu negatif olarak düzenleyerek hücre proliferasyonunu ve 
apoptozu etkilediğini ve embriyo implantasyonunda önemli 
rolünü bildirmiştir. miR-26a, PTEN mRNA’sını hedefleye-
rek tümör proliferasyonunu baskılamaktadır (Huse ve ark 
2009). Farklı kanser dokularında ve hücre hatlarında artmış 
miR-21 ekspresyonu tespit edilmiştir. Deneysel olarak insan 
hepatocellular kanser (HCC) hücrelerinde miR-21 ekspres-
yonunun baskılanması ile PTEN ekspresyon seviyesi artmış 
olup tümör hücrelerinin çoğalması, göçü ve invazyonunda 
düşme gözlenmiştir. HCC (Meng ve ark 2007) ve EC (Qin 
ve ark 2012) hücrelerinde miR-21 transfeksiyonu ile PTEN 
ekspresyonunun baskılandığı ve onkojenik aktivitenin arttı-
ğı tespit edilmiştir. Bu durum, miR-21’in direkt olarak PTEN 
ekspresyonunu baskıladığını göstermektedir. Bu çalışmada 
kullanılan örneklerde mikroarray teknolojisi ile gerçekleş-
tirilen global miRNA ekspresyon çalışmasında, kısrak en-
dometriumunda ovulasyon gününe (d0) göre erken gebelik 
günlerinde miR-21 ekspresyonunun arttığı gözlenmiştir (Gü-
zeloğlu ve ark 2013). Bu çalışmada ise, erken gebelik gün-
lerinde d0 ve LD’e göre PTEN mRNA miktarında bir azalma 
tespit edilmiştir. 

Tyrosine kinase reseptörü olan insulin-like growth factor-1 
reseptör (IGF-IR), PI3K/AKT ve Ras/Raf/MAPK yolakları ile 
mitojenik etkilerini ortaya koymaktadır. Farklı in vitro ve in 
vivo çalışmalarda, artmış PTEN ekspresyonu AKT yolağı ve 
IGF-1R protein translasyonunu baskılanmıştır. Bunun sonu-
cunda hücre bölünmesi baskılanırken apoptozis mekaniz-
malarının uyarıldığı bildirilmiştir (Zhao ve ark 2005). Atların 
siklüs ve erken gebelik dönemlerinde IGF-1R ekspresyonu-
nun etkisi daha önce tespit edilmiştir (Kurar ve ark 2010b). 
PTEN benzer şekilde AKT aktivasyonunu ve dolayısıyla 
hypoxia inducible factor 1α (HIF1α) stabilizasyonunu kont-
rol etmektedir (Zundel ve ark 2000). Kurar ve ark (2013) 
endometriyumda HIF1α ekspresyonun östrüs siklüsü ve er-

ken gebelik günlerinde progesteron tarafından etkilendiğini 
göstermiştir.

Nehad ve ark (2009) immunohistokimyasal yöntemler kul-
lanılarak menstrüel siklus ve farklı endometrium patolojile-
rinde PTEN ekspresyonunu araştırmışlardır. EC’da PTEN ve 
progesteron reseptörü ekspresyonları arasında anlamlı ilişki 
tespit edilmiştir. Ayrıca, menstrüel siklüs boyunca PTEN eks-
presyonu farklılık göstermektedir. Menstrüel siklüs ve erken 
gebelik günlerinde endometriyum PTEN ekspresyonunun 
dönemsel olarak hormonal değişimlerden etkilendiği bildi-
rilmiştir. Östrojen PTEN etkinliğini fosforilizasyon ile bas-
kılamaktadır. Progesteron ise fosforilizasyonu baskılayarak 
protein seviyesini artırmaktadır. Dolayısıyla PTEN’in fosfo-
rilizasyonu ve defosforilizasyonu arasındaki denge PTEN’in 
proliferatif ve antiproliferatif etkinliğini kontrol etmekte-
dir (Guzeloglu-Kayisli ve ark 2003). Fosforolize PTEN daha 
stabil olmasına rağmen etkinliği daha kısıtlıdır (Romona ve 
Schepis 2012). PTEN’in defosforilize olması etkinliği kadar 
degredasyonunu da artırmaktadır.

PTEN proteininin etkinliği ve yarılanma ömrü ayrıca ase-
tilasyon, oksidasyon ve ubiquitinasyon reaksiyonları ile 
kontrol edilmektedir (Romona ve Schepis 2012). PTEN’in 
ubiquitinasyonu sitoplazma-çekirdek taşınması için gerekli-
dir. Hücre döngüsü, farklılaşma ve dinlenme durumuna göre 
hücresel lokalizasyonu dolayısıyla diğer proteinler ile etkile-
şimleri PTEN’in fonksiyonunu etkilemektedir. Yaygın kanıya 
göre PTEN sitoplazmada bulunmaktadır. Ancak son çalışma-
lar PTEN’in tümör süpressor etkisini çekirdekte bulunduğu 
zaman gösterdiği yönündedir. Nitekim farklı kanser türlerin-
de PTEN proteininin hücre çekirdeğinden kaybolduğu göz-
lenmiştir (Romona ve Schepis 2012).

Öneriler

PTEN ekspresyonu ve fonksiyonun gerçekleşmesinde farklı 
epigenetik mekanizmalar görev almaktadır. Sonuç olarak at 
endometriyumda PTEN ekspresyonun çalışmalarında hücre 
tipi, hücresel lokalizasyonu ile aktivitesinin ve protein düze-
yinde araştırılmasının anlamlı olacağı kanaatine varılmıştır. 
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