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Ozet

Amag: Bu ¢alismanin amacy, sikliis ve erken gebelik donem-
lerinde dinamik bir yapiya sahip olan kisrak endometriyu-
munda phosphatase and tensin homolog (PTEN) gen eks-
presyonunun mRNA diizeyinde belirlenmesidir.

Gerec ve Yontem: Arastirmada her giine 4 farkl kisrak ola-
cak sekilde (n=4/giin) siklik kisraklardan ovulasyon giliniin-
de (d0), ge¢ diostrusta (LD) ve luteolizis sonrasi dstrusta
(AL), gebe kisraklardan ise gebeligin 14. (P14), 18. (P18) ve
22. (P22) glinlerinde endometriyum biyopsi 6rnekleri top-
land1. Doku 6rneklerinden total RNA elde edildi ve cDNA'ya
dontstiirildii. PTEN ekspresyonlarinda siklus ve gebelige
bagli muhtemel degisiklikler mRNA seviyesinde kantitatif
polimeraz zincir reaksiyonu (qPZR) kullanilarak arastirildi.
Referans gen olarak GAPDH ekspresyonu ile normalize edi-
len veriler karisik model kullanilarak analiz edildi. Farkl
olan grup(lar) Asgari Onemli Fark (LSD) testi ile tespit edildi.

Bulgular: PTEN ekspresyonu ¢alismaya konu olan tiim sikliis
ve erken gebelik dénemlerinde at endometriyumunda mRNA
diizeyinde tespit edildi. LD’e gére AL'de ekspresyon seviye-
sinde anlamli olmayan bir diisiis gozlendi. Benzer sekilde
d0’a gore arastirilan P14, P18 ve P22 erken gebelik giinlerin-
de PTEN ekspresyonunun baskilanmis oldugu tespit edildi.
Ancak fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (P>0.10).

Oneri: PTEN aktivitesinin ve protein diizeyinde ekspresyo-
nun arastirilmasinin anlaml olacagi kanaatine varilmistir.

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.

Keywords: Equine, endometrium, PTEN, gene expression.
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Giris

Phosphatase and tensin homolog (PTEN) hiicre proliferasyo-
nu, adezyon, migrasyon, programlamis hiicre 6limii (apop-
tosis) ve kok hiicre yenilenmesi gibi 6nemli hiicresel olaylar-
da gorev almaktadir. Phosphatidylinositide 3’ kinase (PI3K)
antagonisti olan PTEN, phosphatidylinositol-2-phosphates
(PIP2)’den PIP3 sentezlenmesini engeller. PI3K/AKT sinyal
yolag1 lizerine negatif regiilasyonu nedeniyle PTEN hiicre
dongilisiinii kontrol etmektedir ve ayni zamanda timor sup-
ressor gen olarak bilinmektedir (Hill ve ark 2002, Downward
2004). PTEN mutasyonlar1 ovaryum, tiroit, prostat, gogiis,
mide ve endometriyum kanser gelisimi ile iligkilendirilmistir.
Endometrial adenokarsinom (EC) olgularinda biiyilik oranda
(~%83) PTEN mutasyonlar tespit edilmistir (Hollander ve
ark 2011). PTEN geninin delesyonu farelerde erken embri-
yonik 6limler ile farkli organ ve dokularda kanser gelisimine
neden olmaktadir (Suzuki ve ark 1998, Podsypanina ve ark
1999).

Bir lipid fosfotaz olan PTEN aktivitesinin yok olmasi PIP3’{in
hiicre icinde kontrolsiiz artisina ve dolayisiyla PI3K/AKT sin-
yal yolaginin siirekli aktif kalmasina neden olur. Bunun sonu-
cunda hiicre gelisimi, yasama, invazyonu, metabolizmasi ve
kanser gelisimi uyarilmaktadir. In vitro caligmalarin sonugla-
r1 artmis PTEN seviyesinin cyclin D1 ekspresyonunu dolayi-
styla hiicre boliinmesini (Weng ve ark 2001) ve meme epitel
hiicre sayisini baskilamaktadir (Zhao ve ark 2005).

Uterus gebeligin olusumu esnasinda 6zellikle ovaryum koé-
kenli steroid hormonlar ve embriyo tarafindan salgilanan
farkl faktorler ile ¢cok siki bir sekilde diizenlenmektedir. Ute-
rus eger gebelik sekillenmis ise bu durumunda embriyonun
implantasyonu ve plasentasyon agsamalarina, aksi takdirde
bir sonraki dstriis sikliisuna kendisini kisa siirede hazirlama-
s1 gerekmektedir. Endometriyum, biitiin bu karmasik fizyolo-
jik olaylar1 gerceklestirmek icin farkli mekanizmalari kullan-
maktadir (McLennan ve Rydell 1965, Groothuis ve ark 2007,
Verdi ve ark 2014). Ayrica dinamik bir fizyolojiye sahip olan
endometriyumun (hizla prolifere olan ve gerileyen hiicreler)
kanser gelisiminde rolii bulunan molekiiler mekanizmalarin
anlasilmasinda iyi bir model doku olacag diistiniilmektedir.

Bu calismanin amaci, sikliis ve erken gebelik donemlerinde
mitojenik ve apoptotik hiicre faaliyetlerinin gézlendigi kis-
rak endometriyum dokusunda PTEN gen ekspresyonunun
mRNA diizeyinde belirlenmesidir.

Gereg¢ ve Yontem

Toplam 10 kisrak ve bir aygir bu ¢alismanin hayvan mater-
yalini olusturdu. Reproduktif muayeneler, hayvanlarin bakim
ve beslenmesi, dstrus ve ovulasyonlarin senkronizasyonu,
tohumlama, 6striis giinlerinin ve gebeligin tespiti ile endo-
metriyum biyopsi drneklerinin toplanmasi islemleri Atli ve
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ark (2010) tarafindan agiklandi. Siklik olarak gruplandiri-
lan kisraklardan dstrusta (d0, n=4) ve ovulasyon sonrasi 14.
(geg diostriis, LD, n=4) ve 18. giinlerde (luteolizis sonrasi, AL,
n=4) biyopsi 6rnekleri alindi. Kisraklardan gebelik grubuna
ayrilanlar giin asir1 (48 saatte bir) taze sperma ile tohum-
land1 ve ultrasonografi ile 12 saat araliklarla ovaryum mu-
ayenesi yapilarak ovulasyon giinii belirlendi. Gebeligin tes-
pitinin ardindan 14. (P14, n=4), 18. (P18, n=4) ve 22. (P22,
n=4) giinlerde endometriyum biyopsi ornekleri toplandi.
Alinan 6rnekler aninda sivi nitrojen icerisinde donduruldu
ve -80°C’de muhafaza edildi.

Gebe ve siklik hayvanlardan ¢alisma giinlerine uygun sekilde
toplam 24 adet endometriyum biyopsi 6rneginden total RNA
izolasyonu ile kalite kontrolii ve cDNA sentezi Kurar ve ark
(2010a) tarafindan detayl olarak agiklandig: sekilde gergek-
lestirildi. Kisaca, 50 mg endometriyum 6rnegi 800 uL TRIzol
icerisinde homojenize edildi. Ependorf tiipe alinan 800 puL
slispansiyon tlizerine 200 pL kloroform eklenerek vorteks-
lendi. Oda 1sisinda 10 dakika bekletilen 6rnekler +4°C so-
gutmali santrifiijde 12000 g hizda 15 dakika santrifiij edildi.
Baska bir ependorf tiipe alinan 500 pL siipernatant iizerine
600 pL butanol ilave edilerek, 10 dakika oda 1sisinda bekle-
tildi ve +4°C’de 12000 g hizda 10 dakika santrifiij edildi. RNA
peletine 3 defa (siras1ile %70, %70 ve %95) +4°C’de 7000 g
hizda 5’er dakika soguk etanol ile yikandi. RNA peleti yete-
rince kurutulduktan sonra 100 pL steril DEPC-ddH20 iceri-
sinde ¢ozdiirildu.

Elde edilen RNAlarin miktar: ve kalitesi Nanodrop ND-100
kullanilarak degerlendirildi. UV 6l¢iimleri A260/A280 i¢in
2+0.1 ve A260/A230 i¢in 2.0-2.4 arasinda olan total RNA o6r-
nekleri kullanildi. Ayrica 1 pg total RNA %1 agaroz jel elekt-
roforezi sonrasi 28S ve 18S bant yogunluklar1 gézlendi. Total
RNA 6rnekleri -70°C’de muhafaza edildi.

DNase-I enzimi ile olast gDNA kontaminasyonlar1 temizlen-
di. Total RNA'dan tek zincir cDNA (complementary DNA)
tiretilmesinde RevertAid First Strand cDNA Sentez kiti (Fer-
mentas, ABD) ve iiretici firmanin protokolii kullanildi. Sen-
tezlenen cDNA 6rnekleri -20°C'de muhafaza edildi. Genlerin
ekspresyon seviyelerinin mRNA diizeyinde tespiti amaciyla
kantitatif PZR (qPZR) teknolojisi kullanildi. qPZR protoko-
liinde 10 pL 2x SYBR Green Master Mix (Fermentas, ABD),
her bir primerden 5 pMol (Tablo 1), 1 uL. cDNA ve toplam 20
uL hacimde hazirlandi. Termal siklus profili olarak; 95°C'de
10 dakika denatiirasyon sonrasi 40 siklus 95°C’de 30 saniye,
60°C’de 30 saniye ve 72°C’de 30 saniye kullanildi. Melting
curve analizlerinde 95°C (1 dakika), daha sonra 55°C ve 95°C
arasinda her bir °C’de floresans 6l¢iimii yapildi. qPZR analiz-
lerinde Applied Biosytems 7500 Fast Real-Time PCR System
kullanildi. PZR {riinleri kontrol amaciyla %2.5 agaroz jel
elektroforezde goriintiilendi (Sekil 1).

Kisrak endometriyumu gen ekspresyonu normalizasyon
calismalarinda en uygun referans gen olarak tespit edilen
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Tablo 1. qRT-PZR analizlerinde kullanilan primerler.

Lokus Primer dizisi PZR triint Kaynak
PTEN CCCAGTCAGAGGCGCTATGTATAT 125 bg Dourdin ve ark 2008
GTTCCGCCACTGAACATTGG
GAPDH ATCACCATCTTCCAGGAGCGAGA 341 bg Boerboom ve ark 2004
GTCTTCTGGGTGGCAGTGATGG
Tartisma

100 bp
GAPDH
PTEN

500-
400-
300-

200-
100-

Sekil 1. PTEN ve GAPDH qPZR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi. DNA bant-
lar1 100 bp DNA standardi kullanilarak karsilastirilmigtir.

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) kulla-
nild1 (Kayis ve ark 2011). Verilerin normalizasyonunda Livak
ve Schmittgen (2001) tarafindan belirtilen metodu kullanil-
di. Burada dir (ve sirasiyla, hedef ve referans genlerin amp-
lifikasyonlarina ait esik dongii degerleridir). Veriler General
Linear Model (GLM)'de karisik model kullanilarak analiz
edildi. Gebe ve gebe olmayan gruplar i¢inde ortalamalari is-
tatistiki olarak farkh olan giinlerin tespiti icin Asgari Onemli
Fark (LSD) testi uygulandu. Istatistiksel analizlerde Genstat
(Release 7, Payne ve ark 2003) yazilim1 kullanildi.

Bulgular

At endometriyumunda ¢alismaya konu olan tiim sikliis ve
erken gebelik donemlerinde PTEN ekspresyonu mRNA dii-
zeyinde tespit edildi (Sekil 1). PTEN'in mRNA diizeyindeki
ekspresyonu gebe endometriyumunda kontrol grubu ile
kiyaslandiginda diisme egiliminde oldugu gortldii (P=0.07,
Sekil 2). Benzer sekilde, kan progesteron seviyesinin yiiksek
oldugu gec¢ diostriiste (LD) AL'e gore yiiksek olma egilimi
gosterdi (P=0.17, Sekil 3). Progesteron seviyesinin ytiksek
oldugu erken gebeligin 14. glinii (P14) ile LD karsilastirildi-
ginda progesteron varligina ragmen gebelikte PTEN mRNA
ekspresyonunu baskilanma egiliminde oldugu tespit edildi
(P=0.08, Sekil 3).

Sunulan ¢alismada erken gebelik ve dstrus siklusunun farkl
asamalarinda kisrak endometriyumunda PTEN mRNA eks-
presyonunun varhg karakterize edildi. Ozellikle endomet-
riyumun gebelik sirasinda ovaryum kaynakli progesteron
ve embriyonik faktorlerin, siklus déneminde follikiiler faz
sirasinda ovaryumdaki preovulatorik follikiilden salgilanan
ostrojenin, luteal fazda ise corpus luteumdan salgilanan pro-
gesteron hormonu etkisi altinda oldugu bilinmektedir. Elde
edilne sonuglar genel olarak degerlendirildiginde progeste-
ron varliginda PTEN ekspresyonu artma egilimi gostermek-
te (LD), ancak embryonik faktorler progesteronun varligina
ragmen bu artis1 baskilama egilimindedir.

Mutter ve ark (2000) insan edometriyumunda ovulasyon
sonras1 progesteronun yiiksek oldugu sekretorik faz sira-

0,35
0,3

0,25

0,15 I

0,05

o
N
L

o
.
|

Relatif ekspresyon (RE)

Kontrol Gebe

Sekil 2.Siklik (kontrol) ve gebe kisrak endometriyumunda PTEN ekspresyonu.
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Sekil 3. Kisrak endometriyumunda sikliisun ovulasyon giinii (d0), ge¢ diost-
riis (LD) ve luteolizis sonrasi (AL) donemleri ile gebeligin 14. (P14), 18. (P18)
ve 22. (P22) giinlerinde PTEN ekspresyonu.
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sinda PTEN mRNA ekspresyonunun dstrojen etkisi altindaki
proliferatik faz ile kiyaslandiginda arttigini bildirmislerdir.
Sunulan bu ¢alismada da benzer sekilde progesteron etkisi
altinda (LD) PTEN mRNA seviyesi yliksek olmasina ragmen,
luteolizisis sonrasi (AL) istatistiksek anlamli olmasa da PTEN
mRNA ekspresyonu azalma egilimine girmistir. Bu durum,
progesteronun insanlarda oldugu gibi at endometriyumunda
da PTEN mRNA ekspresyonunu arttirdigina isaret edebilir.

PTEN ekspresyonu ve hiicrede etkinligi fosforilizasyon, hiic-
resel lokalizasyon gibi farkli postranskriptiyonel ve epigene-
tik mekanizmalarin kontrolii altindadir. Promotor bélgesinin
melitasyonunun bir sonucu olarak farkli kanser tiirlerinde
PTEN ekspresyonun susturuldugu tespit edilmistir (Kang ve
ark 2002, Mirmohammadsadegh ve ark 2006).

Epigenetik mekanizmanin O6nemli bir pargast olan
mikroRNA'lar hedef genin mRNA’sina baglanarak translasyo-
nu engeller veya mRNA stabilitesini azaltir. Liu ve ark (2013)
miR-141’in fare endometriyumunda PTEN gen ekspresyonu-
nu negatif olarak diizenleyerek hiicre proliferasyonunu ve
apoptozu etkiledigini ve embriyo implantasyonunda dnemli
roliinii bildirmistir. miR-26a, PTEN mRNA'sin1 hedefleye-
rek timor proliferasyonunu baskilamaktadir (Huse ve ark
2009). Farkl kanser dokularinda ve hiicre hatlarinda artmis
miR-21 ekspresyonu tespit edilmistir. Deneysel olarak insan
hepatocellular kanser (HCC) hiicrelerinde miR-21 ekspres-
yonunun baskilanmasi ile PTEN ekspresyon seviyesi artmis
olup timor hiicrelerinin ¢ogalmasi, gocli ve invazyonunda
diisme gozlenmistir HCC (Meng ve ark 2007) ve EC (Qin
ve ark 2012) hiicrelerinde miR-21 transfeksiyonu ile PTEN
ekspresyonunun baskilandig1 ve onkojenik aktivitenin artti-
g1 tespit edilmistir. Bu durum, miR-21’in direkt olarak PTEN
ekspresyonunu baskiladigini géstermektedir. Bu ¢alismada
kullanilan 6rneklerde mikroarray teknolojisi ile gercekles-
tirilen global miRNA ekspresyon calismasinda, kisrak en-
dometriumunda ovulasyon giiniine (d0) gore erken gebelik
gilinlerinde miR-21 ekspresyonunun arttigi gézlenmistir (G-
zeloglu ve ark 2013). Bu ¢alismada ise, erken gebelik giin-
lerinde dO ve LD’e gore PTEN mRNA miktarinda bir azalma
tespit edilmistir.

Tyrosine kinase reseptorii olan insulin-like growth factor-1
reseptor (IGF-IR), PI3K/AKT ve Ras/Raf/MAPK yolaklari ile
mitojenik etkilerini ortaya koymaktadir. Farkli in vitro ve in
vivo ¢alismalarda, artmis PTEN ekspresyonu AKT yolag: ve
IGF-1R protein translasyonunu baskilanmigtir. Bunun sonu-
cunda hiicre boliinmesi baskilanirken apoptozis mekaniz-
malarinin uyarildigi bildirilmistir (Zhao ve ark 2005). Atlarin
sikliis ve erken gebelik dénemlerinde IGF-1R ekspresyonu-
nun etkisi daha 6nce tespit edilmistir (Kurar ve ark 2010b).
PTEN benzer sekilde AKT aktivasyonunu ve dolayisiyla
hypoxia inducible factor 1a (HIF1a) stabilizasyonunu kont-
rol etmektedir (Zundel ve ark 2000). Kurar ve ark (2013)
endometriyumda HIF1a ekspresyonun 6striis sikliisii ve er-
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ken gebelik giinlerinde progesteron tarafindan etkilendigini
gostermistir.

Nehad ve ark (2009) immunohistokimyasal yontemler kul-
lanilarak menstriiel siklus ve farkli endometrium patolojile-
rinde PTEN ekspresyonunu arastirmiglardir. EC’da PTEN ve
progesteron reseptorii ekspresyonlari arasinda anlamlr iliski
tespit edilmistir. Ayrica, menstriel sikliis boyunca PTEN eks-
presyonu farklilik gostermektedir. Menstriiel sikliis ve erken
gebelik giinlerinde endometriyum PTEN ekspresyonunun
dénemsel olarak hormonal degisimlerden etkilendigi bildi-
rilmistir. Ostrojen PTEN etkinligini fosforilizasyon ile bas-
kilamaktadir. Progesteron ise fosforilizasyonu baskilayarak
protein seviyesini artirmaktadir. Dolayisiyla PTEN’in fosfo-
rilizasyonu ve defosforilizasyonu arasindaki denge PTEN’in
proliferatif ve antiproliferatif etkinligini kontrol etmekte-
dir (Guzeloglu-Kayisli ve ark 2003). Fosforolize PTEN daha
stabil olmasina ragmen etkinligi daha kisithdir (Romona ve
Schepis 2012). PTEN’in defosforilize olmasi etkinligi kadar
degredasyonunu da artirmaktadir.

PTEN proteininin etkinligi ve yarilanma émri ayrica ase-
tilasyon, oksidasyon ve ubiquitinasyon reaksiyonlar1 ile
kontrol edilmektedir (Romona ve Schepis 2012). PTEN’in
ubiquitinasyonu sitoplazma-gekirdek tasinmasi i¢cin gerekli-
dir. Hiicre déngiist, farklilasma ve dinlenme durumuna gére
hiicresel lokalizasyonu dolayisiyla diger proteinler ile etkile-
simleri PTEN’in fonksiyonunu etkilemektedir. Yaygin kaniya
gore PTEN sitoplazmada bulunmaktadir. Ancak son ¢alisma-
lar PTEN’in tiimor slipressor etkisini ¢ekirdekte bulundugu
zaman gosterdigi yonlindedir. Nitekim farkl kanser tiirlerin-
de PTEN proteininin hiicre ¢ekirdeginden kayboldugu goz-
lenmistir (Romona ve Schepis 2012).

Oneriler

PTEN ekspresyonu ve fonksiyonun gergeklesmesinde farkl
epigenetik mekanizmalar gorev almaktadir. Sonug olarak at
endometriyumda PTEN ekspresyonun ¢alismalarinda hiicre
tipi, hiicresel lokalizasyonu ile aktivitesinin ve protein diize-
yinde arastirilmasinin anlaml olacagi kanaatine varilmistir.
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