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OZET

Bu aragtirma, gebelik siiresince inek uterusunda Epidermal Biiyiime Faktori
Reseptorleri ile Epidermal Biiyiime Faktori (EGF), Amfiregulin (AREG) ve
Norogulinl (NRG1) dagilimmi belirlemek amaciyla planlanmistir. Calismada
Diyarbakir’da bulunan 6zel kesimhanelerden temin edilen toplam 30 adet Holstein
irk1 gebe inek uterusu kullanildi. Uteruslarin gebeligin hangi donemine ait oldugunu
belirlemek amaciyla tasimis oldugu fotuslarin yaslari hesaplandi ve bu amagla
fotuslarin alin-sagr1 uzunlugu 6lciildii. Bu yas tayinine dayanarak gebeligin ilk, orta
ve son donemine ait uteruslar her grupta 10 uterus bulunacak sekilde ii¢ ayr1 grup
altinda toplandi. Biitliin gruplardan alinan uterus dokular1 %10 nétral formalin
soliisyonunda 24 saat tespit edildikten sonra rutin histolojik islemlerden gecirilerek
paraplasta bloklandi. Uterus ve plasentanin histolojik yapisini incelemek iizere bu
kesitlerden bir bolimiine Crossman’in {i¢li boyamasi, digerlerine ise
immunohistokimya boyamas1 yapildi.

Bu calismadan elde edilen verilerin Kruskal Wallis ve Mann-Whitney U testi
ile istatistiksel analizleri yapild1 ve gebelik donemleri arasinda 6nemli bir farklilik
(p<0,05) oldugu saptandi. Plasentomal ve interplasentomal bdolgeler dikkate
alimdiginda hem uterus hem de plasenta i¢in, yavruya (fGtalis) ve anneye ait
(maternalis) kisimlar saptanirken trofoblastik hiicrelerin tiim gebelik siiresince
varliklarmi siirdiirdiikleri gériilmiistiir. Streptavidin-peroksidaz yontemi kullanilarak
elde edilen immunohistokimyasal boyamada, gebelik siiresince inek uterusunda ErbB
reseptorleri ile EGF, AREG ve NRGI ligandlarinin farkli yogunluklarda ancak
belirgin olarak yiizey ve bez epitel hiicrelerinde lokalize oldugu gozlenmistir.
Endometrial fonksiyonlarin diizenlenmesinde ErbB reseptorlerinin etkin rol
oynamasi, buna ek olarak EGF, AREG ve NRG1’in de hem maternal hem de fotal
kistmda immunoreaktivite gostermesi, gebelik siiresince EGF reseptor-ligand
baglantisinda fonksiyonel iligkinin anlagilmasini saglamistir.

ErbB reseptorleri ile EGF, AREG ve NRGI1 ligandlarinin; uterusta gebelik
stiresince hiicrelerde ¢ogalma ve farklilagmay1 saglamakla kalmayip ayni zamanda
plasenta yoluyla embriyo-uterus arasindaki hiicresel iletisimde de 6nemli bir rol
oynadig1 diistiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: ErbB, EGF, AREG, NRG1, immunohistokimya, gebe uterus, inek
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ABSTRACT

Immunohistochemical Expression of ErbB Receptors and Epidermal
Growth Factor, Amphiregulin and Neuregulin Distribution in
Bovine Uterus During Gestation

This research was planned in order to determine the distribution of
Neuregulinl (NRG1), Amphiregulin (AREG), Epidermal Growth Factor (EGF) and
Epidermal Growth Factor Receptors in cow uterus during pregnancy period. 30
pregnant Holstein cattle uterus that obtained from local slaughterhouses in
Diyarbakir were used in study. Ages of fetus were evaluated in order to determine
the uterus’ pregnancy period and for this reason the crown rump length of fetus was
measured. In terms of this age assignation the uterus which belongs to the early, mid
and late period of pregnancy were collected in groups with 10 uterus samples
existing in each group. All uterus tissues taken from all groups were fixed in %10
neutral formaline solution for 24 hours and then blocked in paraplast after routine
histological processing. For analysis of histological structure of placenta and uterus,
a part of cross section was painted with Crossman’s triple and another part was
painted with immunhistochemistry.

Statistical analyses of data obtained from this study was performed by
Kruskal Wallis and Mann-Whitney U test and the significant differences (p<0,05)
among the terms of gestation was detected. When placentomal and interplacentomal
regions for both uterus and placenta were considered, trophoblastic cells perpetuated
their presence during the fixation of the parts that belongs to fetalis and maternalis. It
is observed that in immunohistochemical staining which was obtained streptavidin-
peroxidase method ErbB receptors and ligands of EGF, AREG and NRGI1 were
localized clearly on surface and gland epithelium cells but with different densities
during pregnancy in cow uterus. The active role of ErbB receptors in design of
endometrial functions and additionally the immunoreactivite demonstration of EGF,
AREG and NRG1 in both maternal and fetal parts made the functional relationship to
be understood during pregnancy period in EGF receptor and ligand connections.

It’s thought that ErbB receptors and ligands of EGF, AREG and NRG1 were

not only making proliferation and differentiation in cells during pregnancy but they
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were also playing an active role on cellular contact between embryo and uterus
through placenta.
Key words: ErbB, EGF, AREG, NRGI, immunohistochemistry, pregnant

uterus, bovine.
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3.1- GIRIS VE AMAC

Memelilerde disi lireme sisteminin 6nemli bir orgami olan uterus, yeni bir
canliyt meydana getirebilmek icin gerekli donanima sahip muazzam bir ortam
olusturur. Uterus; kas kontraksiyonlar1 sayesinde spermatozoonlarin ovidukta
nakledilmesi, kismen de olsa fertilizasyon i¢in spermatozoonlarin kapasitasyonu,
fotus ve plasentanin disar1 atilmasi, konseptusun gelisimi, plasentaya maternal katki,
siklusun kontrolii ve luteolizisi, absorbsiyon ve fagositoz gibi bir¢ok Onemli
fonksiyona sahiptir. Bilindigi gibi insan ve memeli hayvanlarda iireme, olgun erkek
(spermatozoon) ve disi (ovum) esey hiicrelerinin birlesmesi ile meydana gelen zigot
ve bu hiicrenin boliiniip geliserek 6nce embriyo daha sonra da fotusu sekillendirmesi
ile karakterize olan bir siireci kapsar. Prenatal donemde meydana gelen bu olaylar
memelilerde uterus iginde devam eder ve bu sayede uterus hem yeni bir canlinin
olusmas1 hem de tiirlerin devamliliginin saglanmasina aracilik ederek yasamin temel
amaclarindan biri olan iiremeye hizmet etmis olur. Bunun i¢in ise basarili bir
gebelige ihtiyag vardir ki, bu da embriyonik gelisim ve uterus arasinda karsilikli
etkilesim ile gerceklesebilecek dinamik bir siireci gerektirir. Bu siiregte uterus;
Ostrojen ve progesteron basta olmak iizere bir¢ok hormonal uyarimin hedef organmidir
ve bu etkilesimlerin uterusun gebelige hazirlanmasinda ve devamliliginda 6nemli
rolleri vardir (1).

Ineklerde uterus, luminal epitelle ortiilii stromal aglandular yapilar olan genis
karunkullardan ve ¢ok miktarda glandular epitel i¢eren interkarunkular alanlardan
olusur. Karunkular alanlar implantasyon alanlar1 olup (2), trofoektoderm’in % 15-20°
sini olusturan intraepitelyal ¢ift cekirdekli hiicreler, bu karunkular alanlarda uterus
epiteline ilk baglantiy1 saglarlar (3). Bu hiicreler, luminal epitel hiicreleriyle kaynasip
besin ve gaz aligverisine aracilik eden plasentomlar: da meydana getirirler (4).

Hiicreler, biiytime faktorleri olarak bilinen polipeptidlerden gelen sinyaller
yoluyla biiyiir ve farklilagirlar. Peptid kaynakli biiylime faktorleri memelilerde;
fizyolojik gelisim ve biiylime ile ilgili oldugu kadar patolojik degisiklikleri de
koordine eden molekiillerdir (5). Hem lokal hem de uzun mesafeler boyunca etki
edebilen bu biiyiime faktorlerinin farkli hiicre tiplerinde varligi ortaya konmustur.
Biiyiime faktorlerinin bir kismi, hiicre i¢inde proteolitik ayrisma yoluyla ¢oziinen

prekiirsorlerden koken alirken, bir kismi da membran-gomiilii molekiiller olarak
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sentez edilir, ayrica reseptor tirozin kinazlar (RTKs)’in ekstraseliiler bolgesi ile
etkileserek kendi biyolojik etkilerini hiicre ylizeyinde gosterebilir ve bdylece
jukstrakrin etki diye de adlandirilan hiicre-hiicre temas1 yoluyla uyarilmaya aracilik
etmis olurlar. Hiicre ylizey reseptorlerine baglanarak bir sinyal ileti yolagmi aktive
eden biiylime faktorleri boylece gen ekspresyonunu, hiicre metabolizmasini,
farklilasmay1, cogalmayi, go¢ii ve apoptozisi diizenlerler (6).

Biiyiime faktorleri gebelik doneminde uterusta biiyiime, farklilasma ve
fonksiyon ile ilgili bir¢cok etki gosterir. Uterus gelisiminin bu asamalarinda, uterus
kaynakli bliylime faktorleri; parakrin ve otokrin mekanizmalar aracilifiyla hiicresel
DNA sentezini tesvik edebilirler. Ayn1 zamanda epitel ve stroma etkilesimlerine
aracilik ederek blastosist implantasyonunu kolaylastirir, plasental kan dolasimini
arttirrr, fotal biiylime ve gelismeyi hizlandirir ve ekstraseliiler matriksi yeniden
bicimlendirmek i¢in indiiklerler (7, 8).

Bircok peptid biliylime faktorii izole ve karakterize edilmis olup, bunlar
arasinda Sinir Bilyiime Faktorii (NGF), Insiilin Benzeri Bilyiime Faktorleri (IGF-I ve
II), Platelet Kokenli Biiylime Faktorleri (PDGFs), Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF),
Interlokinler (ILs), Hepatosit Biiyiime Faktorii (HGF), Doniistiiriicii Biiyiime
Faktori-p (TGF-B) ve Epidermal Biiylime Faktorii (EGF) sayilabilmektedir (9).

EGF ailesinin iiyeleri, transmembran reseptor tirozin kinaz (RTKSs) ailesinin
ekstraseliiler bolgelerine baglanir ve onlar1 aktive eder (6, 10-14). RTKSs aktivitesine
sahip Epidermal Biiyiime Faktor Reseptorii (EGFR) ailesi 4 iiyeden olusur: ErbB1
(HER1 veya EGFR) (10), ErbB2 (Neu veya HER2) (15, 16), ErbB3 (HER3) (12, 17)
ve ErbB4 (HER4) (13).

ErbB reseptorleri, EGF-benzeri peptid biiylime faktorii ailesinden 11 iiye ile
secici ve spesifik bir sekilde etkilesime girer. ErbB reseptorlerinin aktivasyonunu
diizenleyen bu ligandlar sunlardir: Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF) (18-20),
Dénitistiiriicii Biiyiime Faktori-a (TGF-a) (21), Amfiregulin (AREG) (22), Epigen
(EPG) (23), Heparin Baglayan EGF Benzeri Biiyiime Faktori (HB-EGF) (24),
Betaselulin (BTC) (25), Epiregulin (EPR) (26) ve Norogulinler 1-4 (NRG 1-4) (27-
33).

ErbB1 ve ligandlar1 tiremede 6nemli etkilere yol acarlar. Bu fonksiyonel

iligkiyi arastiran bircok ¢alisma yapilmis olup, farkli EGFR ligandlarinin, daha ¢ok
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oosit maturasyonu ve ovulasyonda (34-37), peri-implantasyon sathasinda (38) ve
implantasyonda (39-41) rol aldig1 gosterilmistir. Yine EGFR ve ligandlariyla ilgili
olarak insan (42), maymun (43, 44), kedi (45), tavsan (46), sican (47) ve domuz (48)
gibi bircok tiirde yapilan ¢alismalar da daha cok gebeligin belli bir donemini
kapsamaktadir.

Yapilan literatlir taramalarinda, hayvanlarda tiim gebelik boyunca uterusta
EGF ailesi tiyelerinin gosterimi ile ilgili bilgiye az rastlanmasi, 6zellikle inekte tiim
gebelik siiresince bu faktorlerin varligini ortaya koyan ve fonksiyonel iliskisini
arastran herhangi bir ¢alismaya ulasilmamasi, daha =ziyade implantasyon
donemindeki gdsterimine agirlik verilmesi ve 6zellikle bu iiyelerin gebeligin orta ve
son donemlerine katilip katilmadiklarmnin ortaya konmak istenmesi bu ¢alismanin
tasarlanmasinda etkili olmustur.

Bu arastirma, gebelik siiresince inek uterusunda ErbB reseptorleri ile
epidermal  biliylime  faktorii,  amfiregulin  ve  ndrogulinl  dagilimini
immunohistokimyasal olarak belirlemek amaciyla planlanmais ilk ¢alismadir. Gebelik
sirecinde inek uterusunda bu faktorlerin roliiniin degerlendirilmesine ve foto-
maternal birlesmede EGF reseptor-ligand baglantisindaki fonksiyonel iligkinin
yorumlanmasina katki saglayacaktir. Bunun yanmi sira bu calismanin 6zellikle insan
ve memeli hayvanlarda wuterus hastaliklarinin  gelisim mekanizmalarmnin
anlagilmasina, hayvanlarda tireme ve dol verimi 6zellikleri ile ilgili iliskilerin ortaya
konulmasma, ayrica gebe uterusta yapilacak deneysel ¢alismalara yardimci

olabilecegi diisliniilmektedir.
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3.2- GENEL BIiLGILER

3.2.1- Uterusun Embriyolojik Gelisimi

Crista genitalis’ler (gonad’lar) kendilerini saran s6lom epiteli ile birlikte
bogumlanip karmn bosluguna sarkarak ovaryumlar1 meydana getirirler. Bunlarin
gerisindeki s6lom epiteli ise belalt1 bolgesinden cloaca’ya dogru uzayan bir diirim
yapar. Bu diiriimiin serbest kenari, sonraki gelismelerde 6nce oluklasir sonra da kanal
(Miiller kanal1) halini alir. Iki tarafli gelisen Miiller kanallar1 pelvis boslugunda
birbirlerine yaklasarak kaynasir ve tek kanal meydana getirirler. Bu gelismede crista
genitalis’ler ovaryumlari, iki Miiller kanali yumurta yollarmni, bu kanallarin
kaynasmasi ile olusan tek kanal da uterus ve vagina’yi1 yapar (49).

3.2.2- Uterusun Anatomik Yapisi

Uterus, i¢i bos kassal bir organdir. Onde tuba uterina, arkada vagina ile istirak
halindedir. Biiylik kismi1 karin boslugunda, kii¢iik bir kism1 da pelvis boslugunda yer
alir. Uterus, evcil hayvanlarda dnden arkaya dogru siralanmis {i¢ béliimden olusur.
Bunlar; cornu uteri, corpus uteri ve cervix uteri’dir (50).

Gebeligin sekillendigi cornu uteri’ler biliyilk ruminantlarda 30-40 cm
uzunlugunda olup caudodorsalden caudoventrale dogru uzanir. Birbirinden biraz
uzaklagsmis halde biri sag digeri sol olmak iizere karmm boslugunda yer alirlar.
Equidede cornu uteri’ler 6ne ve yukar1 doniik, ruminantlarda ise asagiya ve arkaya
dontik bir durum gosterir. Karnivorlarin cornu uteri’leri ise “V” harfi bi¢gimindedir.
Sus’ta her iki lateral tarafa dogru uzanan olduk¢a uzun bagirsak benzeri cornu
uteri’ler gozlenir. Silindirik ve kivrik olan cornu’lar, corpus uteri’ye dogru giderek
artan bir genisleme gosterir. Cornu uteri’ler bazi bagwsak kesimleri ile ve
ruminantlarda ayrica rumen’in saccus cecus caudoventralis’i ve vesica urinaria ile
komsuluk yapar (50, 51). Memelilerde uterus, cornu uteri’lerin anatomik
ozelliklerine gore ti¢ sinifa ayrilir.

+ Uterus duplex: Kemirgenlerde, tavsanlarda ve keseli memelilerde
gozlenen uterus tipidir. Ayr1 olarak bulunan iki cornu uteri, iki cervix
uteri mevcut iken corpus uteri goriilmez ve her bir cornu uteri
vagina’ya bagimsiz olarak acilir (52).

% Uterus bicornis: Inek, kisrak, koyun, domuz ve karnivorlarda

gozlenen uterus tipidir. Bagimsiz iki cornu uteri, bir cervix uteri ve bir
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corpus uteri’den olusur. Ruminantlarda cornu uteri’ler hemen hemen
cervix uteri’ye kadar uzanir ve oldukca kisa bir corpus uteri’den
bahsedilirken kisrakta ¢ok daha uzun bir corpus uteri mevcuttur.
Domuzda ve karnivorda ise her bir cornu uteri, corpus uteri’nin
kranial boliimiine kadar uzanir ve kisa bir corpus uteri gozlenir.

« Uterus simplex: Primatlarda ve insanda gdzlenen uterus tipidir.
Cornu uteri’ler gozlenmezken bir adet cervix uteri ve hacimli bir
corpus uteri mevcuttur (52, 53).

Corpus uteri, uterusun ortada yer alan parcasi olup ruminantlarda distan
equideninkine yaklasan bir uzunluk gostermesine karsin igten 3-4 cm kadardir.
Corpus uteri’nin bosluguna cavum uteri denir ve cavum uteri 6n ugta cornu uteriler
ile, belirgin bir daralma godsterdigi arka ucta ise cervix uteri ile istirak halindedir.
Cervix uteri, uterus’un vagina ile birlesen kesimidir. Distan belirgin bir smir1 yoktur
ve corpus uteri ile vagina arasindaki genital yolun kalinlagsmasindan olusmustur. Bu
nedenle cervix duvarmm kalinligi oldukga fazladir. Inekte yaklasik 10 cm
uzunlugunda ve 3-4 cm c¢apindadir. Cervix uteri equide ve sus’ta uzunlamasina
diirtimler (plicae longitudinales), ruminantlarda ise halka seklinde kivrimlar (plicae
circulares) gosterir. Diiz kas liflerinden olusan bu kivrimlar, canalis cervicis uteri’nin
zikzakli bir goriiniim almasina sebep olur (50, 53).

3.2.3- Uterusun Histolojik Yapis1

Memelilerde yavrunun gelistigi organ olan uterusun, tiim bosluklu
organlardaki gibi duvar1 tunica mucosa (endometrium), tunica muscularis
(myometrium) ve tunica serosa (perimetrium) olmak iizere ii¢ ana katmandan olusur
(54-58).

Endometrium, lamina epithelialis ve lamina propria olmak iizere 1iki
katmandan olusur. Endometrium’un epiteli kisrak, kopek ve kedide tek kath kiibik ya
da prizmatik, ruminantlarda ve domuzlarda ise ¢ok kathh ya da yalanci ¢ok kath
prizmatiktir. Gerek tek katl gerekse yalanci ¢cok katli dizilis gosteren prizmatik epitel
hiicrelerinin ~ bir  kismi  kinosilyumludur.  Silyum igermeyen hiicrelerin
sitoplazmalarinda salgi graniilleri bulunur. Lamina propria, kan damar agi ile
fibroblast, makrofaj ve mast hiicrelerinden zengin gevsek bag doku ve uterus

bezlerini igerir. Uterus bezleri, yer yer dallanma gosteren basit tubuler bezler olup
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siklusa bagli olarak degisik goriinim kazanirlar. Diger tiirlerden farkli olarak
ruminantlarda lamina propria’nin bez icermeyen bdlgeleri vardir. Bunlar gebelikte
digme seklinde ¢ok belirgin “caruncula” denilen olusumlara donistirler ve
plasentanin maternal yarimini olustururlar (54, 58).

Uterusun duvari 6zellikle de endometrium, monodstrik hayvanlarda polidstrik
hayvanlardan daha biiylik bir degisime ugrar ancak bu degisimler polidstrik
hayvanlarda daha belirgin gozlenebilmektedir. Evcil hayvanlar ya monodstrus ya da
polidstrus gosterirler. Kopek gibi monodstrik hayvanlar yilda bir dstrus siklusuna
sahiptir. Her siklus uzun bir andstrus periyodu ile takip edilir. Polidstrik hayvanlar ya
inek ve domuz gibi andstrus periyodu olmadan devaml siklus gosterir ya da koyun,
keci, kisrak ve kedi gibi andstrus periyodu ile mevsime bagl siklus gosterirler.

Uterus, ostrus siklusu boyunca degisim gosterir. Ineklerde prodstrusta;
endometrial bezler en diisiik hacimdedir. Ostrojen, ovariumda gelisen folikiiliin
granulosa hiicrelerinden salgilanir. Epitel hiicrelerinde hipertrofi gézlenirken uterus
bezlerinde proliferasyon sekillenmeye baslar ve kan dolasimi da artar. Ostrusta;
ovulasyon sonrasi progesteron corpus luteum’daki granulosa ve teka hiicreleri
tarafindan salinir. Epitel hiicrelerinde hipertrofi devam ederken, uterus bezlerinde de
proliferasyon ve kan dolagimi artar. MetOstrusta; progesteron seviyesi yiiksek
diizeyini korurken ve bezlerde salgi aktivitesi devam ederken uterus bezleri
kivrimlagsmaya baglar. Diostrusta; endometrial bezler, kivrilma ve salgi aktivitesi
yoniinden maksimum seviyeye ulasir. Dollenme sekillenmis ise gebelik boyunca
yavrunun beslenmesi i¢in salgi aktivitesinin devamlili§i korunur. Ddllenmenin
olmadig1 durumda salgi aktivitesi durdurulur ve tiim duvarmn vaskularizasyonu
azalmaya baslar. Boylece uterus duvari prodstrus donemindeki uterusa benzer bir hal
alir (59).

Myometrium, uterus duvarinin en kalin katmanmi olusturur. Canlinin
gelisimine uygun olarak hipertrofi ve hiperplazi gisterebilecek diiz kas hiicrelerinden
olusur. Gebelik esnasinda bir¢ok diiz kas hiicresinde aktif protein sentezi baslar.
Dogum sonrasinda ise hiicrelerin boyutlarinda azalma goriiliir ve uterusun
gebelikteki cap1 zamanla kiigiilir. Buradaki diiz kas hiicreleri, i¢te (endometrium
tarafinda) sirkiiler yonliidiir ve daha kalin bir katman olustururlar. Dista (perimetrium

tarafinda) bulunan katman ise longitudinal yonlii kas hiicrelerinden sekillenir ve daha
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incedir. Bu iki kas katmani arasinda kan ve lenf damarlarindan zengin stratum
vasculare bulunur. Buradaki kan damarlar1 ve sinirler ligamentum latum uteri’nin
icinde seyrederek organa gelir. Subperitoneal bag dokudan (parametrium) olusan bu
ligament, uterusu pelvis boslugunda asili tutan elastik bag1 yapar (54, 58).

Peritonun viseral yapragindan gelen perimetrium, uterusun en dig katmanidir
ve mezotel hiicreleri ile sarili gevsek bag dokusundan ibarettir. Perimetriumda c¢ok
sayida lenf, kan damari, sinir telleri ve olduk¢a az sayida diiz kas hiicreleri mevcuttur
(54, 57, 58).

3.2.4- Gebelik ve Plasentasyon

Ruminantlarda gebeligin sekillenmesi blastosist asamasinda baslar ve bu
siire¢ gebeligi tanima sinyali, konseptus implantasyonu ve plasentasyonu igerir (60-
63). Ciftlesmeden sonraki 4-6. giinde morula sathasindaki embriyo, uterusa giris
yapar ve daha sonra trofektoderm’in tek katmani ile ¢evrelenmis merkezi bir bosluk
(blastosdl) ve i¢ hiicre katmanmi igeren blastosist’i olusturur (61). Ineklerde 9-10.
giinde zona pellucida’nin yirtilmasindan sonra 13. giinde blastosist, oval veya tiip
seklinde gelisir ve yap1 konseptus diye adlandirilir (61, 64). Oval sekilli konseptus
14. giinde uzamaya baglar ve 19. giinde filamentdéz bir hal alir. Konseptusun
biiylimesi; ekstraembriyonik membranlarin farklilagmasinin yaninda trofektoderm’in
gittikce artan agirligi ve uzunlugu ile saglanirken endometrium’un ylizey ve bez
epitelinden salgilanan ve histotrof olarak adlandirilan aminoasit, iyon, glukoz, enzim,
biiylime faktorleri, hormonlar, protein ve diger maddelerden olusan bir komplekse de
ithtiya¢ vardir (65-67).

Gebelikte uterusun biiylimesi sadece steroid hormonlarin etkisinde degil,
fotusun biiyiimesi sonucunda uterusun mekanik olarak gerilmesine de baghdir.
Uterus oldukca esnektir ve biliylime birdenbire olmadigindan intrauterin hacim artisi
yavas sekillenir (68). Kas hiicrelerinin biiylimesinin yaninda bag dokusu ve
interseliiler matrikste de bir artis s6z konusudur. Boylece olusan ag, uterus duvarinin
saglamligina katkida bulunur. Bunlara damar ve lenfatiklerin say1 ve ¢ap olarak artis1
da eslik eder. Bunun yaninda gebeligin ilk birka¢ ayinda uterustaki hipertrofi
ozellikle 6strojen hormonunun etkisine bagl olup progesteronun rolii sinirhidir. S6z
konusu siirecte cesitli biiylime faktorleri de tek baslarina veya steroid hormonlarla

sinerjistik olarak etki yapar (69).
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Yumurtani déllenmesinden dogum siirecine kadar gebeligin siirdiiriilmesi ve
saglikli bir canlinin hayata baglamasinda foto-maternal iletisimin etkisi ¢ok biiytiktiir.
Fotus icin gerekli besinlerin alinmasi; oksijen, karbondioksit gibi gazlarin ve
atiklarin degisimi foto-maternal iligki ile yani plasenta yoluyla saglanir (70, 71).

Plasenta, gebelik boyunca yavruya ait koryon ile uterus mukozasi arasinda,
yavrunun biiylimesi ve korunmasi i¢in gelisen ekstraembriyonal dokudur. Plasenta,
insan ve hayvan tiirlerine gore degisik ozellikler gdsterir. Bu nedenle plasentalar
anatomik, histolojik ve jinekolojik olarak smiflandirilabilir. Anatomik olarak; diffuz
ve lokal plasenta olarak ikiye ayrilir. Diffuz plasentada koryon villuslar1 yaygindir.
Bu tip plasenta kisrak, esek ve domuzda goriiliir. Lokal plasentalarda ise koryon
iizerinde bulunan villuslar (villi choriales), belli noktalar {izerinde yerlesim
gosterirler. Buna gore lokal plasentalar, ruminantta plasenta cotyledonata, kedi ve
kopekte plasenta zonaria, insan ve maymunda plasenta discoidea olarak goriiliir.
Jinekolojik olarak plasenta; plasenta desiduata, plasenta adesiduata ve plasenta
intermedia olarak ti¢ gruba ayrilir (72).

Ruminantlarda plasenta, koryon ile uterus mukozasi arasindaki iliskinin
derecesine gore yarim (semi) plasenta grubuna girer. Ruminant koryonunda, koryon
villuslar1 belli odaklarda topluluk halinde bulunur ve bu yapilar kotiledon olarak
isimlendirilir. Biiyliik ruminantlarda uterus mukozasi ile koryon arasindaki iliski
yilizeysel oldugu i¢in desidua sekillenmez. Bunun yaninda kiigiik ruminantlarda,
uterus epitelinde yer yer erimeler olustugundan koryon villuslar1 uterus bagdokusu
ile kars1 karsiyadir. Kiiciik ruminantlarda plasenta, uterus epitelindeki yiizeysel
erimeler nedeniyle desiduatali plasentalar ile adesiduata tipi plasentalar arasinda yer
alir ve bu nedenle intermedier tip plasentadan s6z edilebilir. Buna gore
ruminantlardan inekte plasenta epiteliyo-koryal (epithelio-chorial), koyun ve kegide
sindesmo-koryal (syndesmo-chorial) plasenta tipi goriiliir (73).

Histolojik olarak inek plasentasi, ¢ift ¢ekirdekli trofoblast dev hiicreleri ile
uterus epitel hiicrelerinin fiizyonu sonucu ve foto-maternal sinsityumun sekillenmesi
nedeniyle sinepiteliokoryal kotiledonata tipi plasenta olarak adlandirilir (4). Fotal
koryon villuslar1 (cotyledon) ile maternal kriptlerin (caruncula) karsi karsiya gelmesi
ile olusan plasentomlar, foto-maternal proliferasyon alanlaridir. Bu yapilar, anne ile

yavru arasinda besin unsurlar1 ve metabolik atiklarin degisimini saglar (74, 75).
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Koryon villuslarinin dis yiizii, trofoblast hiicreleri tarafindan ortiilmiistiir. Bu
hiicreler, fonksiyonel bir corpus luteum’dan progesteron iiretiminin devamini
saglayan gebelik sinyalinden sorumludur (76). Koryon epiteli temelde tek cekirdekli
trofoblast hiicresi (UTC) ve ¢ift ¢ekirdekli trofoblast dev hiicresi (TGC) olmak iizere
iki tip trofoblast hiicresinden olusur. Tek cekirdekli trofoblast hiicrelerinin yogun
proliferatif aktivitesi ile siirekli bir trofoblast dev hiicre yedeklemesi yapilir ve gen
artisini da igeren trofoblast hiicrelerinde farklilagsma saglanir. Boylece inek trofoblast
hiicrelerinin biiyiik bir boliimii tek c¢ekirdekli trofoblast hiicresi ile olgun trofoblast
dev hiicresi arasinda, yani farklilasmanin ara asamasinda kalir (4, 77).

Cift ¢ekirdekli trofoblast dev hiicreleri, ruminant plasentasinin karakteristik
bir ozelligidir (4, 78). TGC, tek c¢ekirdekli trofoblast hiicrelerinden gelisir ve
asitokinetik mitoz ile c¢ift c¢ekirdekli hale gelir (4, 78, 79). Hiicre olgunlagmasi
sirasinda TGC’de poliploidi goriiliir (77) ve sitoplazmalarinda biiylik miktarlarda
vezikiiller birikir. Olgun TGC, uterus epiteline dogru go¢ eder ve uterusun epitel
hiicreleri ile kaynasir (4). Bu esnada graniillerini bazal membrandan uterus epiteline
serbestleyerek ti¢ ¢ekirdekli foto-maternal hibrid hiicrelerinin olusumunu saglar (80).
Bu siireglerin fonksiyonu hala belirsizligini korumakla beraber bu farkli hiicre
formlarmin, biiyiik sinyal molekiillerinin foto-maternal bariyer boyunca tasimmmasina
hizmet ediyor olabilecegi diisiiniilmiistiir.

TGC’nin iki temel 6zelligi vardir: Bunlardan birincisi, yukarida da deginildigi
gibi bu hiicreler, uterusun epitel hiicreleri ile kaynasarak plasentomal biiylime ve
implantasyon igin gerekli foto-maternal hibrid dokunun olusumunu saglar. ikincisi
ise, bu hiicreler yogun salg1 graniillerine sahiptir ve bu graniil i¢eriklerini (protein ve
steroid hormon) maternal sisteme aktarirlar (4).

3.2.5- Biiyiime Faktorleri ve Reseptorleri

Gecmisten bugiine biiyiime faktorii olarak adlandirilan peptidler, hiicre
¢ogalmasi iizerine giiclii stimiilasyon veya inhibitdr etki gosterir. Ustelik peptid
bliylime faktorleri sinyal iletimi, hiicre sagkalimi, farklilasmasi, hiicre adezyonu,
hiicre gocii, bagisiklik yaniti, hematopoez, inflamasyon, doku onarimi, ateroskleroz
ve kanser gibi kismen de olsa biiylime ile ilgili diger birgok kritik hiicre
fonksiyonlarmi da diizenler. Peptid biiyiime faktorleri bir hiicrenin yakin ¢evresiyle

iletisime ge¢cmesi ve dokuyu olusturan bir¢ok hiicre arasinda lokal homeostazisin
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saglanmasi i¢in gerekli yolu saglar (5). Normal hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasi, pek
cok sinyalizasyon yolagi ile diizenlenir. Sinyalizasyon yolagini, ekstraseliiler
ortamdaki biiylime faktorleri, ndrotropinler, sitokinler ve hematopoetinler kontrol
eder (81).

Biiyiime faktorleri, genellikle 6-30 kDa biiyiikliigiinde genis bir regiilator
molekiil grubudur. Bu faktorlerin bir kismu hiicre i¢inde proteolitik ayrigsma yoluyla
coziinen prekiirsorlerden koken alirken, diger kismi membran-gomiilii biliylime
faktorleri olarak reseptor tirozin kinazlar (RTKSs)’ 1n ekstraseliiler bolgesi ile etkilesip
kendi biyolojik etkilerini hiicre yiizeyinde gosterebilir ve bu sayede intraseliiler
sinyal yollarmi tetiklemis olur. Biiyiik bir aile olan bu molekiiller de kendi iginde
gruplara boliinmiistiir. Reseptorleri intrinsik tirozin-kinaz aktivitesine sahiptir. Son
yillarda reseptorlerin bir boliimiiniin serin/treonin-kinaz aktivitesi gosterdigi de tespit
edilmistir (TGF- ailesi gibi). Biiyiime faktorleri, hiicresel fonksiyonlar
endokrin, parakrin, otokrin veya intrakrin mekanizmalarla saglar. Bu
mekanizmalarin harekete gecmesi ¢ogunlukla hiicre boliinmesiyle sonuglanir. (6, 14,
82-84).

Bir hiicre hem bir biliyiime faktérii hem de onun reseptoriinii tasiyorsa,
kendisini uyaran biliyiime halkasina sahip demektir. Buna “Otokrin Biiylime Halkas1”
denir. Otokrin biliylime halkasi normal hiicrelerde bulunur, ancak sadece fizyolojik
uyarilara yanit verir (85). Biiylime faktorlerinin herhangi bir hiicreyi etkileyebilmesi,
o hiicrenin, o faktor i¢cin reseptore sahip olmasma baglidir. Reseptore baglanma
sonucu hiicre i¢inde 6zgiin bir cevaba neden olan bir seri sinyal ortaya ¢ikar. Etki,
cogunlukla tirozin kinaz uyarilarak saglanir. Her hiicrenin farkli biiylime faktorleri
icin farkli sayida reseptdrii bulunur. Biiyiime faktorlerinin o bolgedeki
konsantrasyonu ve reseptore baglanan miktari, elde edilecek sonucu belirler (86).

Bir¢ok peptid biiyiime faktorii izole ve karakterize edilmis olup bunlar
arasinda Sinir Biiyiime Faktorii (NGF), Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorleri (IGF-I
and II), Platelet Kokenli Biiyiime Faktorleri (PDGFs), Fibroblast Biiylime Faktorii
(FGF), Interlokinler (ILs), Hepatosit Bilyiime Faktorii (HGF), Doniistiiriicii Biiyiime
Faktori-p (TGF-B) ve Epidermal Biiylime Faktorii (EGF) sayilabilmektedir (9).

Biiylime faktorii reseptorleri membran i¢i bolge, sitoplazmik bolge ve hiicre

membrani1 disinda bulunan bir amino ucuna sahiptir. Hiicre disindaki boliim, ikisi



27

ligand baglayan, ikisi yon tayin eden toplam dort kisimdan olusur. Membran igi
bolge reseptorlerin  birbiriyle temasmndan ve dimerlesmesinden sorumludur.
Sitoplazmik bolge; ligand baglama Ozelliklerini degistiren fosforilasyon bdlgesi,
ikinci haberci sistemi ile etkileserek bu sistemi harekete geciren fosforilasyon bdlgesi
ve tirozin kinaz bdlgesi olmak iizere ii¢ kisimdan olusur. Biiyiime faktori
reseptorlerinde aktivite artis1 lic sekilde gergeklesebilir:
» Reseptorlerin yapisinda ve sayisinda bir degisiklik olmadigi halde ligand
sayisinda artis nedeniyle reseptOr aktivitesi artar,
» Reseptor molekiilii normal yapisini korudugu halde transkripsiyon ve/veya
gen amplifikasyonu sonucunda aktivasyon yiikselir,
» Reseptor molekiilii, lizerinde gerceklesen mutasyonlar sonucu aktivasyonu

devam ettirir (87).

Gelismenin oldugu biiylime ve farklilasma evrelerinde ¢ok sayida faktoriin
etkili oldugu, hiicrenin biiyiime ve ¢ogalmasinda ise biliyiime faktorlerinin temel rolii
oynadig1 gozlenmistir. Bu acidan bakildiginda hiicre ¢ogalmasimi saglayan sinyal
yollarinda gorevli bliylime faktorii reseptorlerinin ya da baska proteinlerin kontrolsiiz
aktivitesi anormal biiyiime ve gelismeye yol agabilir. Bununla birlikte biiylime faktor
reseptOrlerinin asir1 iiretimi de tiimoral gelisimde Onemli bir rol oynar. Bir¢ok
tiimorde, bu reseptorlerin normal sekillerinin mutasyonu ve ileri derecede artis1 da
ortaya konmustur. Ozellikle uterus tiimorleri, karnivor ve equide gibi tiirlerde daha
az goriilmesine karsin sigir ve insanlarda daha yaygindir, ayrica sigirda uterus
tiimorleri, cornu’larin bulundugu boliimde daha sik gériilmektedir (88-90).

3.2.5.1- ErbB Ailesi ve Ligandlan

Hiicre i¢ine ekstraseliiler ortamdan bilgi akisi, biyolojik sistemin fonksiyonel
bir gerekliligidir. RTKs bir¢ok sinyalin primer aracisidir ve boylece hiicrenin
biiylimesine, farklilasmasina, gociline veya oliip dlmeyecegine karar verilir. RTKs,
ekstraseliiler ligand-baglayan bdlgeden intraseliiler kinaz bélgeyi aywran tek bir
transmembran bolgeye sahip hiicre yiizeyindeki allosterik enzimlerdir (91).

RTKs alt sinif I’e mensup olan ErbB ailesi dort iiyeden olusur: ErbB1 (EGFR
ya da HER1), ErbB2 (Neu ya da HER2), ErbB3 (HER3) ve ErbB4 (HER4) (92, 93).
Bu reseptorler, avian erythroblastic leukemia viral oncogene v-erb-B ile EGFR’nin

yakin benzerliginden o6tirii ErbB diye adlandirilmistir (94). HER kisaltmasi ise
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“Human EGF Receptor’ kelimelerinin bas harflerinden gelir. Neu kisaltmasi da
sicanlarda neuroblastoma’ya neden olabilen c-neu oncogene ile HER2 nin bir dizi
homologundan tiiretilmistir (16).

3.2.5.1.1- Reseptoriin Yapisi

Tiim ErbB reseptorleri yaklasik 170-180 kDa biiytikliigiinde glikozillenmis ve
distilfit-bagli ekstraselliiler bdlge, tek bir hidrofobik transmembran bolge, tirozin
kinaz iceren intraseliiler bolge ve birden fazla fosforilasyon alanmna sahip
transmembran proteinlerdir. Her ErbB reseptoriiniin ekstraseliiler alan1 dort bolgeye
ayrilabilir. 1. ve III. bolge ligand baglanmasina; sisteinden zengin II. ve IV. bdlge ise
reseptor dimerlesmesine katilir (95).

3.2.5.1.2- Ligandlar

ErbB reseptorlerinin aktivasyonu benzer ligandlarin etkilesimi ile diizenlenir.
ErbB reseptorleri, EGF-benzeri peptid biliylime faktorii ailesinden 11 tiye ile segici ve
spesifik bir sekilde etkilesime girer. Bu ligandlar sunlardir: Epidermal Biiyiime
Faktorii (EGF) (18-20), Doniistiirtici Biiylime Faktori-o (TGF-a) (21), Amfiregulin
(AREG) (22), Epigen (EPG) (23), Heparin Baglayan EGF Benzeri Biiylime Faktori
(HB-EGF) (24), Betaselulin (BTC) (25), Epiregulin (EPR) (26) ve Norogulinler 1-4
(NRG 1-4) (27-33). Ayrica farkli ek varyasyonlarla ErbB ligandlarinin sayisi
¢ogaltilabilir. Ornegin alternatif ekleme sonucu NRG1 geninden en az 15 farkh

izoform iiretilir (96).
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Sekil-2.1: ErbB reseptorleri ve ligandlarinin spesifik baglanma iliskisi.
ErbB3’iin kinaz bolgesi (siyah bant) fonksiyonel degildir.

Her ErbB ligandi, kendi baglama spesifitesini belirleyen EGF benzeri bir
bolge igerir ve bu ligandlar spesifik baglanma 6zelliklerine gore {i¢ gruba ayrilir.
Birinci grubu EGFR i¢in spesifik olan ligandlardan EGF, TGF-0, AREG ve EPG;
ikinci grubu hem EGFR hem de ErbB4’e spesifik olan HB-EGF, EPR ve BTC;
ticlincli grubu ise ya ErbB3 ve ErbB4’e¢ (NRGI1 ve NRG2) ya da sadece ErbB4’e
baglanabilen (NRG3 ve NRG4) NRG’ler olusturur (Sekil-2.1), (31-33, 92, 97).

3.2.5.1.3- Sinyal letimi

Ligand’m ErbB reseptorlerinin dig bdlgesine baglanmasi, reseptor
dimerlesmesine ve yap1 degisikliklerine yol acar. ErbB reseptorleri hem homo hem
de heterodimerler olusturabilir. ErbB3 reseptorii aktif bir tirozin kinaza sahip

degildir, bu yiizden diger ErbB reseptorleri ile heterodimerler olusturur (98).
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ErbB'nin eksternal 1I. bolgesi, ligand baglandiktan sonra ortaya cikan bir
dimerizasyon koluna sahiptir. Ligand reseptore baglanmadiginda, II. bdlgenin
dimerizasyon kolu ile I'V. bolge etkilesime girer ve dimerlesme miimkiin olmaz (95).
Dimerlesme sonu¢ olarak reseptorlerin tirozin kinaz aktivitesini stimiile eder ve
sitoplazmik kuyrukta spesifik tirozin kalintilarinin otofosforilasyonunu baslatir. Bu
fosforlanmis kalintilar, intraseliiler sinyal yollarinin diizenlenmesini saglayan sinyal
molekiillerinin, Src homologu 2 (SH2) ya da fosfotirozin baglayan (PTB) alanlar1
gibi hizmet eder (93).

3.2.5.2- Epidermal Biiyiime Faktorii ve Reseptorii (EGF-ErbB1/EGFR)

EGF ve reseptorlerinde biiylime faktorii-aracili sinyallerin mekanizmasini
aciklayan paradigmalara dayali bir¢ok arastirma yapilmistir. Epidermal Biiyiime
Faktorii (EGF) kesfedilen ilk biiylime faktorlerinden birisidir (92, 99-102). EGF, ilk
kez 1962 yilinda Dr. Stanley Cohen tarafindan erkek farelerin submandibular
tikkilirik bezinden izole edilmistir. Cohen, NGF izole etmek iizere calismalar
yaparken, bezlerden hazirladigi ekstrenin NGF’den farklh etkide bulundugunu
gozlemistir. Bunu yeni dogan farelere her giin enjekte ettiginde g6z kapaklarinin
erken acgildigmi, dislerin erken patladigini saptamistir. Daha sonraki ¢aligmalarinda
bu etken maddeyi izole etmis, bunun epidermis gelisimini hizlandirdigin1 gozlemis
ve bu etken maddeye epidermal biiylime faktorii adin1 vermistir (18, 100).

EGF, 53 aminoasitli bir polipeptid olup alanin, fenilalanin ve lizin disinda
tim aminoasitleri biinyesinde bulundurur. Molekiil agirhigi 6040 daltondur.
Epidermal ve mezotelyal hiicrelerde mitojenik o6zellige sahiptir. Etkili oldugu
hiicrelerde iyon almimini, glikolizisi, DNA ve RNA ile protein yapimimi arttirict
ozellik gosterir. Idrarda, mide ve pankreas salgisinda, seminal ve prostat sivisinda,
sitte ve kanda bulunmaktadir. Aynm1 zamanda c¢ok cesitli dokularda da varhigi
saptanmistir (103-105).

EGF genelde hiicre yilizeyinde bulunan 6zel reseptorlere baglanarak islev
goriir. EGF reseptorleri O’Keefe ve arkadaslarinca belirlenmis ve Cohen tarafindan
izole edilmistir. EGF reseptorii kan hiicreleri disinda ¢ok genis hiicre ve doku
grubunda saptanmistir (106-108).

170 kDa molekiil agirhiginda ve glikoprotein yapisindaki EGF reseptorleri, ti¢

ana birimden olusur. Birinci kisim EGF’yi baglayan hiicre yiizeyindeki kisimdir ve
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sistein grubu karbonhidratlardan zengindir. Karbonhidrat igerigi EGF’nin reseptore
baglanmasmda énemlidir. ikinci kisim hiicre zar1 boyunca uzanan orta pargasidir.
Ugiincii kisim ise, karboksil ug olarak isimlendirilen sitoplazmik kisimdir ve burasi
reseptoriin katalitik bolgesi sayilabilir (100, 109, 110).

Hiicre disinda reseptdrii ile birlesen EGF, reseptoriin tirozine 6zgii protein
kinaz bolgesini aktive ettikten sonra hiicrede bir seri agregasyon ve fosforilasyon
olaylar1 gelisir. Sonugta EGF reseptorii sitoplazmaya gecer. Bu diizenek sOyle
ger¢ceklesmektedir: EGF ve reseptor, hiicre zarmin sitoplazmik kisminin kalatrinle
kapl oyugu i¢inde kiimeler olusturur. Daha sonra bu kisim endositozla hiicre i¢ine
almir. Reseptozom denilen bu yapmin i¢indeki baglanma bdlgelerinin ¢ogunlugu
Golgi kompleksi yoluyla lizozomlara taginir ve pargalanir. Bazen reseptozomlar
ekzositoz ile hiicre digma verilir. Secici bir yol olarak da EGF ve reseptor dogrudan
cekirdege gider ve orada kopyalanmay1 baslatir (100, 110, 111).

Disi lireme sisteminde biiylime ve gelisim, ovaryan steroidleri ve endojen
olarak firetilen c¢esitli biiylime faktorlerinin kontrolii altindadir. Bunlardan EGF,
uterusta biiylimeyi tesvik edici etkiye sahiptir ve trofoblastin ¢ogalma, istila ve
farklilasma fonksiyonlarim1 da kontrol eder. Biiylime faktorii ailesindekiler gibi
EGF’de etkisini EGFR aracilig1 ile gosterir (42, 99, 112-114).

3.2.5.3- Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii 2 (ErbB2/Neu/HER?2)

ErbB2, ErbB reseptorler ailesi olarak bilinen siif I reseptdr tirozin kinaz
ailesinin bir tyesidir (115). ErbB2, v-erb-b2 eritroblastik 16semi, viral onkojen
homolog 2 geni tarafindan kodlanan, 185-kDa agirliginda olan ve hiicre sinyalinde
merkezi role sahip bir elementtir (116, 117). ErbB2 reseptorii, normal kosullarda ve
patolojik durumlarda biiyiime hormonlarina karsi olusan hiicresel yanitlarda etkilidir
(118). Diger ErbB iiyelerinin ligandlar1 bilinmesine karsin ErbB2’nin ligandi
tanimlanamamstir (119). Bunun yerine ligand ile aktive olmus ErbB1, ErbB2’nin
heterodimerizasyon olusumu i¢in ortakligini yaparak mitojenik uyari sinyalinin
artmasmna sebep olur (120). ErbB2’de ekstraseliiler bdlgenin yapis1 diger
reseptorlerden olduk¢a olup II. ve IV. bolge etkilesimi yoktur ve II. bdlgenin
dimerizasyon halkas1 aciga ¢ikar (121, 122). Bu yap1 ve diger ligand bagl reseptorler
ile saglanan kalic1 etkilesim sayesinde ErbB2, diger aktif ErbB reseptorleri icin
ozellikle tercih edilen bir ortaktir (95).
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ErbB2, ligandsiz mekanizmalarla aktive olabilir. ErbB2 geninin
amplifikasyonu veya gosterimi 6zellikle gogiis ve ovaryum kanserinde yapilmistir
(123, 124). Ayrica ErbB2’nin gen gdosterimi fare uterus epitelinde de yapilmis ve
gebelik donemlerinde degisiklik saptanmistir. ErbB2 bunun yaninda, gozyasi ve
tiikiirtik bezleri gibi salgi epitelinde de gosterilmigtir (125-128).

3.2.5.4- Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii 3 (ErbB3/HER3)

ErbB ailesinin tigiincii liyesi olan ErbB3, yaygin olarak normal dokularda
ortaya konmustur. ErbB3 ve diger aile iiyeleri arasindaki en 6nemli fark; tirozin
kinaz aktivitesinin yoklugu veya c¢ok az olmasidir. Boylelikle, ErbB3'iin
homodimerleri etkin olmasa da, heterodimer olusumu iginde EGFR veya ErbB4 ile
esleserek ve daha ¢ok ErbB2 ile ortakligi tercih ederek etkili bir bicimde sinyal
olusturabilmektedir. ErbB3 proteini de ErbB2 gibi insan malignite dagiliminda
yiiksek seviyelerde gosterilmistir (129-132).

ErbB3’te diger reseptorlerin aksine intrinsik tirozin kinaz aktivitesi
bulunmamakta, bunun yerine hiicre i¢i alt1 adet fosfatidil inositol-3 kinaz (PI3K)
baglanma bolgesi bulunmaktadir. PI3K ve mitojen aktivasyonlu protein kinaz
(MAPK) yollar1 EGFR ile aktive olan sinyal yolaklarinin 6nemli kismini1 olustururlar
(133, 134). ErbB3’lin kinaz bdlgesi katalitik olarak aktif olmadigindan aktivite i¢in
bir heterodimerizasyon ortagina ihtiya¢ duyar (135).

3.2.5.5- Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii 4 (ErbB4/HER4)

ErbB ailesinin dordiincii ve son tanimlanan {iyesi ErbB4, normal dokular i¢in
yakin zamanlarda detayli olarak tasvir edilmis 180.000 M; glikozillenmis bir
reseptordiir. Bu reseptoriin kanserin yani sira normal dokularda da varhigi siklikla
rapor edilmistir (13, 136-139).

ErbB4, ErbBl1 gibi homodimerler olusturarak aktive edilir. Ligandin
indiikledigi ErbB4, kinaz bdlgesinin otofosforilasyonu sonrast ErbBl1 ile aktive
edilmis mekanizmayla benzer sekilde calisir (140).

ErbB4 reseptorii i¢in spesifik agonist ve antagonistler bilinmemektedir. EGF
ailesindeki peptid hormonlarin tamami, ErbB ailesinin diger iiyelerinden en az biri
ErbB4 ile baglanma yetenegindedir. ErbB ailesindeki reseptdrlere baglanmayan
ligandlar, ligand uyaran reseptor heterodimerizayonu yoluyla degisime ugratilarak

uyarimlar1 aktive ederler. Sonu¢ olarak ErbB4’li dogrudan aktive eden ve baglayan
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ligandlar (Norogulin gibi) ErbB1, ErbB2 ve ErbB3 sinyallerini de uyarirlar (141,
142).

3.2.5.6- Amfiregulin (AREG)

Amfiregulin (AREG) diger EGFR ligandlarindan farklidir ve cesitli hiicre
tiplerinin ¢ekirdegini hedef aldigma inanilan, hidrofilik NH,-terminal bdlgesine sahip
iki niikleer lokalizasyon dizisini igerir. (22, 143-147). Buna ragmen AREG’in diger
EGFR ligandlari ile bircok benzerligi de vardir. Ornegin AREG reseptdre baglanir,
p185°™® ve EGFR'min otofosforilasyonunu indiikler (148) ve hiicre yiizey
reseptoriine benzer biiylik bir transmembran prekiirsorden proteolitik olarak ayrilir
(149). Biiylime faktoriiniin ¢Oziiniir, olgun formu bu prekiirsoriin ekstraseliiler
bolgesine lokalize olur ve prekiirsériin COOH-terminal bolgesi EGF nin %38 ve
TGF-o’nin %32 oraninda sekans homologunu icerir. AREG bunun yaninda EGF
benzeri proteinlerin karakteristigi olan {ic molekiil i¢i disiilfit bagini olusturmak i¢in
etkilesen alt1 sistein kalintis1 igerir (150).

AREG, 78 ve 84 aminoasitten olusan iki biiyiikk ¢Oziiniir form ve 252
aminoasit’lik bir transmembran glikoprotein seklinde sentezlenir (22, 92). Kelime
anlami olarak, temel fonksiyonunun ¢ift yonli oldu§u manasma gelir. Yani hiicre
cogalmasini hem olumlu hem de olumsuz olarak diizenler. Ger¢gekte AREG, normal
ve neoplastik meme epitel hiicreleri, fibroblastlar ve keratinositleri igeren birgok
hiicre tipinin biiyimesini tesvik ederken diger bazi hiicre dizilerinin biiylimesini ise
inhibe eder (143, 146, 151-153).

AREG, fare uterusunun epitelinde tespit edilmis ve bu ekspresyon insan
ovaryum epitel hiicrelerinde de ortaya konmustur. Ayni1 zamanda, EGF ailesi i¢inde
glikoprotein yapidaki AREG’in basarili bir embriyonik implantasyon i¢in gerekli
oldugu da ileri stiriilmiistiir (39, 143).

3.2.5.7- Norogulinl (NRG1)

Norogulinler, ErbB reseptorlerine baglanan, aktivasyonu saglayan ayni
zamanda hiicre-hiicre etkilesimlerine aracilik eden ligandlar olup; NRG1, NRG2,
NRG3 ve NRG4 olmak tizere dort farkli gen ile kodlanmiglardir (92, 93, 96).

Norogulinler, EGF ailesine bagli parakrin, otokrin ve jukstrakrin sinyal
peptidleridir (96). Baslangicta, NRG cesitli sekillerde; 1) onkojen ErbB2 i¢in bir
ligand (27, 28, 154) 2) glial bliyiime faktorii (30, 155) ya da 3) kaslarda asetilkolin
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reseptOr sentezini uyaran bir faktor (156) olarak tarif edilmistir. Simdi ise ¢ok farkli
fonksiyonlar1 olan bu peptidlerin, tek bir genden (NRG1) meydana geldigi kabul
edilmektedir. NRGI1, EGF ailesindeki diger iiyelerinin aksine genis alternatif
baglanmalara tabidir. NRG1, gelisimsel olarak diizenlenmis en az on bes farkli
protein tiretir (96).

NRGI; 1) membran oryantasyonu ve glikozilasyon Orneklerini etkileyen N-
terminal bolge, 2) reseptore affinitesi olan ve direk baglanan EGF-benzeri bolge 3)
hiicre membranindan faktorii serbest birakmak icin ayrilmis olan jukstamembran
bolge ve 4) intraseliiler trafigi etkileyen C-terminal bdlge olmak {izere farkli alanlara
sahiptir. Islevsel olarak, bu genin gesitli iiriinleri embriyogenez, anjiyogenez, meme
kanseri, sinir sistemi gelisimi, miyogenez, gonadogenez gibi c¢esitli biyolojik
siireclerden sorumlu tutulmustur (157).

Norogulinler, ErbB ailesinin transmembran tirozin kinaz reseptorleri ile
etkileserek hedef hiicrelere sinyal gonderirler. Reseptor-ligand etkilesimleri, reseptor
monomerlerin heterodimerizasyonunu harekete gecirir ve bu sekilde hiicrelerde
¢ogalma, gd¢ ve farklilasmay: uyarir. In vivo ortamda fonksiyonel NRG1, ErbB3
veya ErbB4 molekiilleri ile heterodimerler olusturur. NRG1, bahsedilen reseptor
tiplerine spesifik ilgisinin yani sira sinyal yolunun biyolojik fonksiyonlarina da etki
ederek spesifite Ozelligi kazandirabilir (158). NRGI1, embriyo-uterus baglanti
noktasinda goriinen implantasyon-spesifik genler olup basarili bir blastosist

implantasyonu i¢in de gereklidir (159).



35

3.3- GEREC VE YONTEM

3.3.1- Doku Orneklerinin Toplanmasi

Bu ¢alismada toplam 30 adet Holstein irki gebe inek uterusu kullanildi.
Uteruslar Diyarbakir’da bulunan 6zel kesimhanelerden temin edildi. Uteruslarin
gebeligin hangi donemine ait oldugunu belirlemek amaciyla tagimis oldugu fotuslarin
yaslar1 hesaplandi. Bu amagcla, fotuslarin alin-sagr1 uzunlugu (Crown-rump length:
CRL) olgiildiikten sonra (Sekil-3.1), yas tayinleri Harris ve ark. (160)’nin verdigi
metoda gore, alin-sagr1 uzunlugu ve fotal yas arasindaki dogrusal iliski sonucunda
elde edilen y:54,6+2,46(x) esitligi kullanilarak yapildi. Bu esitlikte y fotal yasi, x ise
alm-sagr1 uzunlugunu temsil etmektedir (Sekil-3.2). Bu yas tayinine dayanarak
gebeligin ilk, orta ve son donemine ait uteruslar her grupta 10 uterus bulunacak
sekilde {i¢ ayr1 grup altinda toplandi (Tablo-3.1).

Materyal toplama asamasinda; kesim sonrasi disar1 alinan uterusun gebeligin
sekillendigi kornusuna lateral kenar1 boyunca yavrunun disar1 ¢ikabilecegi genislikte
bir ensizyon yapildi. Yavru zarlar1 kesildikten ve yavru sular1 bosaltildiktan sonra her
bir fotus, alin-sagr1 uzunlugu 6l¢iilmek iizere ayr1 bir yerde toplandi. Doku 6rnekleri
ise gebe kornunun plasentomal ve interplasentomal olmak tzere iki farkl
bolgesinden alindi. Calismada kullanilan uteruslarin, fotus yaslarina dayanarak

belirlenen gebelik yaslar1 Tablo-3.2°de gdsterilmistir.

Sekil-3.1: Sigir fotusunda alin-sagri uzunlugunun (CRL) 6l¢iimii.
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Tablo-3.1: Kullanilan materyalin gruplandirilmasi

Gebelik Donemi IIk Dénem Orta Donem Son Donem
Gebe uterus yasi 59-90 giinliik 98-168 giinliik 180-271 giinliik
Uterus sayisi 10 10 10

300

250

200

Y-Fotal Yas (giin)
[E=Y
(0]
o

100

50

0 20 40 60 80 100
X-Ahn-sagrt Uzunlugu (cm)

Sekil-3.2: Sigir fotuslarinda alin-sagri uzunlugu ve fotal yas arasindaki dogrusal

iliski.



Tablo-3.2: Fotus yaslarina dayanarak gebe uterus yaslari

Ornek Sayis1 | Alin-Sagr1 Uzunlugu (CRL) | Fotal Yas / Uterus Yasi

1 2 cm 59 giinliik
2 2,4 cm 60 giinliik
3 3,6 cm 63 giinliik
4 5,2 cm 67 glinliik
5 6,8 cm 71 glinliik
6 8 cm 74 glinliik
7 10,5 cm 80 giinliik
8 11 cm 82 giinliik
9 14 cm 89 giinliik
10 14,5 cm 90 giinliik
11 17,5 cm 98 giinliik
12 19,5 cm 102 giinliik
13 21 cm 106 giinliik
14 23 cm 111 giinliik
15 28 cm 123 giinliik
16 32 cm 133 giinliik
17 34 cm 138 giinliik
18 37 cm 146 giinliik
19 41 cm 155 giinliik
20 46 cm 168 giinliik
21 51 cm 180 giinliik
22 52 cm 182 giinliik
23 54 cm 187 giinliik
24 60 cm 202 giinliik
25 62 cm 207 giinlitk
26 63 cm 209 giinliik
27 65 cm 214 giinlitk
28 72 cm 231 giinliik
29 80 cm 251 giinlitk
30 88 cm 271 giinliik
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3.3.2- Rutin Histolojik Takip ve Boyama

Biitiin gruplardan alinan uterus dokular1 %10 nétral formalin soliisyonunda
24 saat tespit edildi ve ardindan bir giin siireyle akarsu altinda yikandi. Yikama
islemini takiben dokular dereceli alkoller, metil benzoat ve benzol serilerinden
gecirilerek  paraplasta  bloklandi. Hazirlanan parafin  bloklarindan, rotary
mikrotomunda (Leica RM-2125, Germany) 5 mikrometre kalinliginda seri kesitler
alind1.

Uterusun ve plasentanin histolojik yapismi incelemek iizere bu kesitlerden bir
boliimiine Crossman’in {i¢lii boyamas1 (161) uygulandi. Seri kesitlerin digerleri ise
Poly-L-Lysine (PLL, Menzel-Glaser, Art. No. J2800AMNZ) kapli lamlara alinarak
immunohistokimya boyamas1 yapildi.

3.3.3- Iimmunohistokimyasal Boyama

PLL kapli lamlara alinan parafin kesitlerde ErbB reseptorleri ile EGF, AREG
ve NRG1’in varligi immunohistokimyasal yontemlerden indirekt streptavidin-biotin-

kompleks yontemi kullanilarak gosterildi (47, 162, 163).

Tablo-3.3: Kullanilan antikorlara ait bilgiler

Antikorun Ad1 Antikorun Tiirii Katalog Numarasi
1- Epidermal Biiyiime Faktorii Rabbit Polyclonal Santa Cruz, sc-03
Reseptorii (ErbB1/EGFR)
2- ErbB2 Reseptorii Mouse Monoclonal  Santa Cruz, sc-7301
3- ErbB3 Reseptorii Rabbit Polyclonal Santa Cruz, sc-285
4- ErbB4 Reseptorii Rabbit Polyclonal Santa Cruz, sc-283
5- Epidermal Biiyiime Faktorii Rabbit Polyclonal Santa Cruz, sc-275
6- Amfiregulin Rabbit Polyclonal  Santa Cruz, sc-25436
7- Norogulinl Rabbit Polyclonal  Santa Cruz, sc-28916

Seri alman kesitler ksilolde deparafinizasyon ve dereceli alkollerde
dehidrasyon islemine tabi tutulduktan sonra distile suya alindi. Antijenlerin aciga

cikarilmast (antigen retrieval) islemi uygulanmaksizin, dokulardaki endojen
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peroksidaz aktivitesini engellemek i¢in distile suda hazirlanmis % 3’lik H,O,’de 25
dakika inkube edildi. Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (phosphate buffer saline; PBS) ile
yikand1 (3x5 dakika) ve bundan sonraki islemler nem kamarasi igerisinde
gergeklestirildi. Kesitler spesifik olmayan boyanmayr Onlemek iizere protein
blocking ¢ozeltisi (Ultra V Block) ile oda 1sisinda 10 dk. inkiibasyona birakildi. Bu
islemden sonra dokular yikanmadan; normal preparatlar primer antikor ile, negatif
kontrol preparatlari ise PBS ile +4° C’de 1 gece inkiibasyona birakildi. Preparatlar,
PBS ile yikandiktan (3x5 dakika) sonra 20 dk. biotinlenmis sekonder antikor
(Histostain Plus Bulk Kit, Zymed) uygulanarak primer antikora baglanmasi saglandi.
Bunu takiben PBS ile yikandi (3x5 dakika) ve preparatlar 20 dk. streptavidin
peroksidaz enzim kompleksine (Histostain Plus Bulk Kit, Zymed) etkin birakildi,
boylece enzimin biotine baglanmasi saglandi. PBS ile yikandiktan (3x5 dakika) sonra
antijen-antikor reaksiyonunda renklendirme amaciyla kromojen olarak 3°3-
diaminobenzidine hydrochloride (DAB) substrate ile 10 dk. inkiibe edildi.
Immunoreaktivitenin olusumuna gére reaksiyon durdurularak preparatlar distile suya
alimip yikandi. Cekirdek boyamas: i¢cin Gill hematoksilende 15 saniye tutuldu. Akar
suda 10 dk. yikandi. Daha sonra distile suda da yikanan preparatlar hizli bir sekilde
seri alkollerden gecirilerek ksilolde 30 dk. parlamaya birakildi. Son olarak DAB ile
isaretlenen preparatlar, ksilol bazli yapistirici olan entellan ile kapatildi. Pozitif
kontrol olarak oOnerilen kolon ya da meme tiimorleri temin edilemediginden,
boyanmalarin saglamasinda negatif kontroller kullanild.

Tim bu islemlerden sonra preparatlar dijital fotograf makinast (Nikon
Coolpix-4500) atagmanli arastirma mikroskobunda (Nikon Eclipse E-400,
Tokyo/Japan) incelenip fotograflandu.
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Tablo-3.4: Antikorlarm hiicresel lokalizasyonlar1

Hiicre Lokalizasyonu
Antikor Hiicre membrani Sitoplazma Cekirdek Ekstraseliiler
matriks

ErbBl1 + - - -
ErbB2 + - = -
ErbB3 + + - -
ErbB4 + + - -
EGF - + - -
Amfiregulin - + + =
Norogulinl - + - -

3.3.4- Iimmunohistokimyasal Boyanma Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Immunohistokimyasal boyanma, yogunluk (Intensity score) ve oransal skordan
(Proportional score) olusan total skor (Quick score) olarak isimlendirilen ikili
derecelendirme yontemi kullanilarak semikantitatif olarak degerlendirildi (164, 165).
Yogunluk  skorunda (I), hiicrelerdeki  pozitif = boyanma  yogunluklar:
degerlendirilirken, oransal skorda (P) ise pozitif boyanan hiicrelerin ylizde orani
belirlendi. Seri kesitlerde, X40 objektif biiylitmede gelisi giizel secilen ili¢ farkli
bolgede 100 adet hiicre sayildi. Daha sonra elde edilen degerlerin ortalamasi alinarak
her bir hayvan i¢in tek bir deger elde edildi.

Immunohistokimyasal boyanma sonuglarindaki skorlama islemi asagidaki gibi
yapild1

Yogunluk skoru

0: Negatif (yiiksek biiylitmede hicbir hiicrede boyanma yok)

1: Zayif (sadece yliksek biiyiitmede goriilen boyanmais hiicreler)

2: Orta (diisiik bliylitmelerde kolaylikla goriilen boyanmis hiicreler)

3: Giiclii (cok diisiik biiyiitmelerde goriilen boyanmis hiicreler)
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Oransal skor

0:0

% 1<:1

% 1-10: 2

% 11-33: 3

% 34-66: 4

% 67-100: 5

Yogunluk skoru ve oransal skor toplandiginda 0-8 arasindaki “Quick score-total
skor” elde edildi.

Elde edilen biitiin veriler bilgisayara girildi ve SPSS 13.0 (SPSS 13.0, SPSS, Inc.,
2004, Chicago, IL, USA) programu ile istatistiksel analizleri yapildi. Gruplar arasinda
farklilik olup olmadigini belirlemek i¢in non-parametrik testlerden Kruskal-Wallis
testi, farklilik varsa bunun hangi gruptan kaynaklandigini belirlemek i¢in de Mann-

Whitney U testi uygulandi (p<0,05) (166).
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3.4- BULGULAR

3.4.1- Uterusun Yapisal Ozellikleri

Caligmamizda gebeligin farkli donemlerine ait 30 adet uterus dokusu
plasentast ile birlikte alinmig ve uteroplasental doku, Crossman’m iiglii boyama
yontemi ile boyanip incelenmistir.

Gebeligin sekillendigi cornu uteri’nin makroskobik bakida gittikce gelismekte
oldugu, ozellikle de gebeligin son donemine dogru asir1 biiyilidiigii, hatta
plasentomlari gebeligin sekillenmedigi diger cornu uteri’nin i¢ine kadar uzandigi
gozlendi. Plasentomal ve interplasentomal bolgeler dikkate alindiginda hem uterus
hem de plasenta i¢in, yavruya (fotalis) ve anneye ait (maternalis) kisimlar saptand:.

Kotiledon ve karunkula’dan olusan plasentomlarin konveks bir yap1
gosterdigi ve plasentomun i¢ kisminin da tipki bir agag dallanmasina benzer sekilde
stromal uzantilara sahip oldugu belirlendi. Bu uzantilarin, aralarindaki koryon villus
kiimeleri ile baglantili olduklar1 ve birlikte ileri derecede dallanmalar yaptiklar
goriildii. Bununla birlikte plasentomal bolgede bolca kan damarinm oldugu fakat bu
bdlgenin bezden yoksun oldugu dikkati ¢ekti (Sekil-4.1).

Interplasentomal bolgede, uterus mukozasmin (endometrium) epiteli, hemen
altinda uterus bezlerinin de oldugu bag dokusu ve diiz kas hiicrelerinden olusan
myometrium katman aywrt edildi. Endometrium epiteli, yalanci ¢ok katli prizmatik
epitel olarak goriildii. Plasenta fotalis kisminda, koryon epitelini olusturan trofoblast
hiicreleri, koryon mezensimi (embriyonal bag doku) ve fotal kan damarlari; plasenta
maternalis kisminda ise epitel, bag doku ve kan damarlar1 gozlendi. Koryon villus
kiimelerinde tek ¢ekirdekli trofoblast hiicreleri ve ¢ift ¢ekirdekli trofoblast dev
hiicreleri izlendi. Ayrica bu trofoblastik hiicrelerin tiim gebelik siiresince de

varliklarin siirdiirdiikleri saptandi (Sekil-4.2, 4.3).
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Sekil-4.1: Gebeligin 74. giiniinde plasentomun genel goriiniimii. Yildiz: Maternal

stroma, oklar: Koryon villuslari, K: Kan damarlari, ii¢lii boyama X4.

RSy - af % A Fretd Rl ey it g
Sekil-4.2: Gebeligin 168. giliniinde interplasentomal bolgenin genel goriiniimii. E:
Endometrium epiteli, MS: Maternal stroma, M: Myometrium, yildizlar: Uterus
bezleri, T: Koryonun trofoblast hiicreleri, FS: Fotal stroma, ok: Fotal kan damari,

ticlii boyama X10.
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Sekil-4.3: Gebeligin 207. giiniinde plasentomun genel goriiniimii. MS: Maternal
stroma, K: Kan damari, ince oklar: Maternal epitel hiicreleri, yildizlar: Koryon
villuslari, okbaslari: Olgunlasmamig trofoblast dev hiicreleri, kalin oklar: Cift
cekirdekli trofoblast dev hiicreleri, kivrimli ok: Tek ¢ekirdekli trofoblast hiicresi,
ticlii boyama X20.
3.4.2- Uterusun immunohistokimyasal Olarak Degerlendirilmesi
Gebeligin tim donemleri i¢in primer antikorlar1 igermeyen negatif kontrol
preparatlarinda herhangi bir isaretlenme gozlenmedi (Sekil-4.4, 4.5). ErbB1, ErbB2,
ErbB3, ErbB4, EGF, AREG ve NRGI antikorlarinin ise DAB kromojen ile

boyanarak immun reaksiyon verdigi goriildi.
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Sekil-4.4: Primer antikor yerine non-immun serumun kondugu negatif kontrol. E:

Endometrium epiteli, S: Stroma, M: Myometrium, yildizlar: Uterus bezleri, X10.
vy - Y BT
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Sekil-4.5: Primer antikorun yerine non-immun serumun kondugu negatif kontrol.
MS: Maternal stroma, FS: Fotal stroma, K: Kan damari, ince oklar: Maternal epitel
hiicreleri, okbaslari: Cift ¢ekirdekli trofoblast dev hiicresi, kalin oklar:
Olgunlasmamus trofoblast dev hiicresi, kivrimli ok: Tek ¢ekirdekli trofoblast hiicresi,

X20.
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3.4.2.1- ErbB1 Reseptorii (EGFR/HER1)

Gebeligin her li¢ doneminde de uterus mukozasini orten epitel hiicrelerinin
membran ve sitoplazmasinda pozitif boyanma oldugu gériildii. Ozellikle gebeligin
son doneminde, yiizey epitel hiicrelerinin diger donemlere oranla daha yogun
boyandig1 gozlendi (Sekil-4.6). Dolayisiyla epitel hiicrelerindeki total boyanma
skorunun gebeligin ilk doneminden son donemine dogru istatistiksel olarak 6nemli
(p<0,05) derecede artis gosterdigi saptandi. Her {i¢ donem kiyaslandiginda yiizey
epitel hiicrelerinde oldugu gibi bez epitel hiicrelerinde de immunoreaktivitenin
izlendigi ve apikal hiicre membraninda tutulumun zayiftan giicliiye dogru degistigi
belirlendi (Sekil-4.7, 4.8). Endometriumdaki stromal hiicrelerin ve diiz kas
hiicrelerinin gebeligin ilk doneminde orta diizeyde boyandigi (Sekil-4.9, 4.10), orta
ve son donemde ise boyanmanin azaldig1 dikkat ¢ekti (Sekil-4.8, 4.11) ve gebeligin

ilk donemi ile diger donemleri arasinda istatistiksel olarak farkliligin 6nemli (p<0,05)

oldugu gozlendi (Tablo-4.1).

-

Sekil-4.6:  Gebeligin  son  doneminde (231  giinliikk) gorilen ErbBl

immunoreaktivitesi, E: Endometrium epiteli, L: Lumen, S: Stroma, X40.
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Sekil-4.7: Gebeligin ilk doneminde (67 giinliikk) goriilen ErbB1 immunoreaktivitesi.
S: Stroma, yildiz: Uterus bezi, oklar: Stromal hiicre, okbaslari: Bez epitel hiicreleri,
X40.

&

Sekil-4.8:  Gebeligin  son doneminde (214  giinliik) gorilen ErbBl
immunoreaktivitesi. S: Stroma, ok: Stromal hiicre, okbaglari: Bez epitel hiicreleri,

X40.
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Sekil-4.9: Gebeligin ilk doneminde (63 giinliik) goriilen ErbB1 immunoreaktivitesi.
E: Endometrium epiteli, L: Lumen, S: Stroma, oklar: Stromal hiicre, okbaslar1: Bez
epitel hiicreleri, X40.
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Sekil-4.10: Gebeligin ilk doneminde (82 giinliik) goriilen ErbB1 immunoreaktivitesi.
M: Myometrium, S: Stroma, yildiz: Uterus bezi, oklar: Diiz kas hiicreleri, okbaslart:

Bez epitel hiicreleri, X40.
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son doneminde goriilen ErbB1

immunoreaktivitesi. M: Myometrium, ok: Diiz kas hiicresi, X40.

Plasentanin fotal kisminda bulunan koryon villuslarinin tek ¢ekirdekli
trofoblast hiicrelerinin membranlarinda immunoreaktivitenin ilk donemde orta
diizeyde oldugu, ancak gebeligin orta ve son donemine dogru Oonemli (p<0,05)
derecede azaldig1 goriildii. Bunun yani sira ¢ift ¢ekirdekli trofoblast dev hiicrelerin
membranlarinda ise immun reaksiyonun, gebeligin ilk doneminde zayif oldugu ve
hem orta hem de son donemde daha da azaldigi belirlendi (Sekil-4.12, 4.13).
Gebeligin ilk donemi ile diger donemler arasindaki istatistiki farklilik Onemli
(p<0,05) iken gebeligin orta ve son donemi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik saptanmadi (p>0,05). Koryon villuslarin stromal hiicrelerinde ErbBl1

immunoreaktivitesi gozlenmedi (Sekil-4.14), (Tablo-4.1).
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Sekil-4.12: Gebeligin ilk doneminde (74 giinliik) goriilen ErbB1 immunoreaktivitesi.
MS: Maternal stroma, CV: Koryon villusu, ince oklar: Maternal epitel hiicreleri,
kalin ok: Tek ¢ekirdekli trofoblast hiicresi, okbaslari: Cift ¢ekirdekli trofoblast dev
hiicreleri, X40.

Sekil-4.13:  Gebeligin orta doneminde (111 giinliik) gorilen ErbBl
immunoreaktivitesi. MS: Maternal stroma, CV: Koryon villusu, ince oklar: Maternal
epitel hiicreleri, kalin ok: Tek cekirdekli trofoblast hiicresi, okbasi: Cift ¢ekirdekli
trofoblast dev hiicresi, X40.
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Sekil-4.14: Gebeligin ilk doneminde (60 giinliik) goriilen ErbB1 immunoreaktivitesi.
T: Koryon epiteli, FS: Fotal stroma, okbaslar1: Trofoblast hiicreleri, X100.
Plasentanin maternal kisminda, epitel hiicrelerinde gebeligin ilk donemi
boyunca son derece baskin goriilen immunoreaktivitenin orta ve son déoneme dogru
gidildik¢e azaldig1 saptandi (Sekil-4.12, 4.13). istatistiki olarak da gebeligin tiim
donemleri arasindaki farkliligm 6nemli (p<0,05) oldugu belirlendi. Bunun aksine
maternal stromal hiicrelerinde ise ErbB1 immunoreaktivitesine rastlanmadi (Tablo-

4.1).



Tablo-4.1: Inek uterusunda gebelik siiresince ErbB1/EGFR reseptorii boyanmasimin toplam skoru

- 4,02+0,07° 4,82+0,61° 5,46+0,52°
- 4,3+0,1° 4,84+0,53° 5,36+0,57°
- 3,55+0,56" 2,45+0,1° 2,540
- 3,25+0,63" 2,78+0,56" 3,06+0,57%°
- 6,49+0,49* 4,97+0,61° 2,75+0,52°
- 3,82+0,12° 3,52+0,1° 2,87+0,6°
- 2,37+0,13" 2,25+0° 2,25+0°

(UTC: Tek ¢ekirdekli trofoblast hiicresi, TGC: Cift ¢ekirdekli trofoblast dev hiicresi)

Ayni satirda bulunan degisik harfler i¢in farklilik 6nemli (P<0,05)
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3.4.2.2- ErbB2 Reseptorii (HER2)

Gebeligin tiim donemlerinden alman doku orneklerindeki ErbB2 immun
boyamasinda, yiizey ve bez epitel hiicreleri, stromal hiicreler ve diiz kas hiicrelerinde
tutulumun membran, sitoplazma ve bir kisim epitel hiicresinde ¢ekirdek oldugu
izlendi (Sekil-4.15). Stromal hiicrelerde orta derece boyanma yogunlugu gozlenirken
diger hiicrelerin ortadan giicliiye dogru bir boyanma benzerligi gosterdigi izlendi
(Sekil-4.16, 4.17). Bunun yaninda kan damarlarmin endotel hiicrelerinde de
immunoreaktivite oldugu belirlendi. Hem ylizey hem de bez epitel hiicrelerinin
apikal membranlarinda immunoreaktivite izlenmesine karsin epitel hiicreleri ve
stromal hiicreler i¢in gebeligin her li¢ donemi arasinda istatistiksel anlamliliga
rastlanmad1 (p>0,05). Diiz kas hiicrelerinde ise gebeligin sadece ilk ve orta donemi

arasindaki istatistiki farkliligin 6nemli (p<0,05) oldugu goriildii (Tablo-4.2).

4 -

Sekil-4.15:  Gebeligin son doneminde (202 giinlik) gorilen ErbB2
immunoreaktivitesi. E: Endometrium epiteli, S: Stroma, K: Kan damari, oklar:

Stromal hiicreler, okbaglar1: Yiizey epitel hiicreleri, X40.
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Sekil-4.16: Gebeligin ilk doneminde (82 giinliik) goriilen ErbB2 immunoreaktivitesi.
M: Myometrium, S: Stroma, K: Kan damari, ince oklar: Diiz kas hiicreleri, kalin
oklar: Stromal hiicreler, okbaslari: Bez epitel hiicreleri, X40.
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Sekil-4.17:  Gebeligin orta doneminde (138  giinliikk) goriilen ErbB2
immunoreaktivitesi. M: Myometrium, S: Stroma, K: Kan damari, ok: Diiz kas
hiicresi, okbasi: Bez epitel hiicresi, X40.
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Koryon villuslarindaki tek ¢ekirdekli trofoblast hiicrelerinin gii¢clii boyanma
Ozelligine sahip oldugu gozlendi. Gebeligin ilk doneminden son donemine gidildikge
total skorun azaldig1 (Sekil-4.18, 4.21), istatistiki olarak da gebeligin tiim donemleri
arasinda farkliligin 6nemli (p<0,05) oldugu ortaya kondu. Cift ¢ekirdekli trofoblast
dev hiicrelerinin membranlarinda boyanmanin orta diizeyde oldugu (Sekil-4.19),
ayn1 sekilde gebeligin ilk doneminden son donemine dogru gidildikge boyanmanin
azaldig1 (Sekil-4.20) ve gebeligin tim donemleri arasinda istatistiksel agidan bir
farklilik oldugu (p<0,05) saptandi. Koryon villuslarinin stromal hiicrelerinde orta
diizeyde immunoreaktivite goriilmekle beraber bu hiicreler i¢cin gebeligin sadece ilk
donemi ve ikinci donemi arasindaki farkliligm onemli (p<0,05) oldugu izlendi
(Tablo-4.2). Bunun yaninda gebeligin ikinci doneminde ¢ift ¢ekirdekli trofoblast dev
hiicreleri ile endometrial epitel hiicrelerinin flizyonu sonucu olusan ii¢ ¢ekirdekli

foto-maternal hibrid hiicresinin membraninda zayif immunoreaktiviteye rastlandi

(Sekil-4.21). Ayrica villuslarin fotal kan damarlarinda da immunoreaktivite gozlendi.

Sekil-4.18: Gebeligin ilk doneminde (82 giinliik) goriilen ErbB2 immunoreaktivitesi.
FS: Fotal stroma, K: Kan damari, oklar: Fotal stromal hiicreler, okbaslar:: Tek

cekirdekli trofoblast hiicreleri, X100.
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Sekil-4.19: Gebehgm orta doneminde (138 giinliikk) gorilen ErbB2
immunoreaktivitesi. FS: Fotal stroma, K: Kan damari, ok: Fotal stromal hiicre,
okbasi: Cift ¢ekirdekli trofoblast dev hiicresi, X40.
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Sekil-4.20:  Gebeligin son doneminde (251  giinliik) gorulen ErbB2
immunoreaktivitesi. FS: Fotal stroma, ok: Cift ¢ekirdekli trofoblast dev hiicresi,
okbast: Olgunlasmamis trofoblast dev hiicresi, X100.

-
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Sekil-4.21:  Gebeligin orta doneminde (106 giinliik) gorilen ErbB2

immunoreaktivitesi. FS: Fotal stroma, ince ok: Fotal stromal hiicre, kalin ok: Tek
cekirdekli trofoblast hiicresi, okbasi: Uc cekirdekli foto-maternal hibrid hiicresi,
X100.

Maternal kisimdaki epitel hiicrelerinde tiim gebelik siiresince orta diizeyde bir
boyanma oldugu izlenirken gebeligin her ii¢ donemi arasinda da istatistiksel agidan
onemli bir farklilik gézlenmedi (p>0,05). Bunun yaninda maternal kisimdaki stromal
hiicrelerde zayif immunoreaktivite gozlenirken (Sekil-4.22, 4.23) gebeligin ilk
donemi ile orta donemi arasinda istatistiksel agidan farkliligin 6nemsiz (p>0,05)
oldugu, gebeligin orta ve son donemi arasinda ise istatistiki farkliligin 6nemli

(p<0,05) oldugu saptandi (Tablo-4.2).
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Sekil-4.22:  Gebeligin orta doneminde (133  giinliikk) gorilen ErbB2
immunoreaktivitesi. MS: Maternal stroma, CV: Koryon villusu, oklar: Maternal

epitel hiicreleri, okbaslari: Maternal stromal hiicreler, X40.
B - )
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Sekil-4.23:  Gebeligin  son doneminde (214 giinlik) goriilen ErbB2
immunoreaktivitesi. MS: Maternal stroma, CV: Koryon villusu, ok: Maternal stromal
hiicre, okbasi: Maternal epitel hiicresi, X100.



Tablo-4.2: Iinek uterusunda gebelik siiresince ErbB2 reseptdrii boyanmasmin toplam skoru

Endometrium

Plasenta

maternalis

Plasenta
fotalis

1.Dénem (I1k) 2.Dénem (Orta) 3.Dénem (Son)
(n=10) (n=10) (n=10)

540,52 5,15+0,56 5,15+0,56
4,98+0,53 5,08+0,55 5,12+0,55
4,35+0,41 4,2240,07 4,25+0
4,94+0,57* 4,52+0,37° 5,1+0,52°
5,15+0,56 540,52 540,52

2,5+0° 2,62+0,39* 2,25+0°
6,7+0,56" 6,22+0,07" 5,3+0,56°
4,36+0,08" 4,22+0,06° 3,94+0,09°

3,5+0,52° 2,75+0,52° 2,9:+0,64%

(UTC: Tek ¢ekirdekli trofoblast hiicresi, TGC: Cift ¢ekirdekli trofoblast dev hiicresi)

Ayni satirda bulunan degisik harfler i¢in farklilik 6nemli (P<0,05)
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3.4.2.3- ErbB3 Reseptorii (HER3)

Uteroplasental doku  oOrneklerindeki ErbB3  immun boyamasinda,
endometrium epitel hiicreleri ve bez epitel hiicrelerinde gebelik siiresince ortadan
giicliiye dogru bir tutulum oldugu goriildi. Reaktivitenin membrandan ziyade
sitoplazmada sekillendigi gozlemlendi. Gebeligin tiim donemleri incelendiginde,
yiizey epitel hiicreleri igin istatistiki agidan farkliligin 6nemli (p<0,05) oldugu ve
gebeligin ilk doneminden son donemine dogru gidildikge boyanmanin artis yaptigi
dikkat ¢cekerken (Sekil-4.24, 4.25), bez epitel hiicreleri i¢in gebeligin ilk doneminden
son donemine dogru gidildikge boyanmanin azaldigi (Sekil-4.26, 4.27), gebeligin
sadece ilk ve orta donemleri arasinda istatistiki a¢idan farkliligin 6nemli (p<0,05)
oldugu belirlendi. Ayn1 sekilde stromal ve diiz kas hiicrelerinde ortadan giigliiye
dogru bir boyanmanin oldugu goriildii ancak istatistiki ac¢idan gebeligin tiim

donemleri arasinda onemli bir farklilik gézlenmedi (p>0,05), (Tablo-4.3). Ayrica

damar endotelinde de immunoreaktivite goriildii.

E: Endometrium epiteli, S: Stroma, okbaslar1: Stromal hiicreler, X40.
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Sekil-4.25:  Gebeligin  son doneminde (214  gilinlik) gorilen ErbB3
immunoreaktivitesi. E: Endometrium epiteli, S: Stroma, okbaglari: Stromal hiicreler,

T et SR R O,
Sekil-4.26: Gebeligin ilk doneminde (67 giinliik) goriilen ErbB3 immunoreaktivitesi.
S: Stroma, K: Kan damari, yildiz: Uterus bezi, okbasi: Stromal hiicre, X40.
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Sekil-4.27: ‘ Gebeligin >0rta doneminde (146  giinliikk) goriilen ErbB3

immunoreaktivitesi. S: Stroma, yildiz: Uterus bezi, okbaslar1: Stromal hiicreler, X40.

Plasenta fotalis’in koryon villuslarindaki immunoreaktivitenin tek ¢ekirdekli
trofoblast hiicrelerinde ve stromal hiicrelerinde orta diizeyde oldugu, ¢ift ¢ekirdekli
trofoblast dev hiicrelerinde ise zayif diizeyde oldugu izlendi. Fotal damar endotelinde
de tutulumun oldugu belirlendi. Tek ¢ekirdekli trofoblast hiicrelerinde, ¢ift ¢ekirdekli
trofoblast dev hiicrelerinde ve stromal hiicrelerde gebeligin ilk doneminden son
donemine dogru boyanmanin azaldigr (Sekil-4.28, 4.29) ve bu azalmanmn da

istatistiksel olarak dnemli (p<0,05) oldugu belirlendi (Tablo-4.3).
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Sekil-4.28:  Gebeligin orta doneminde (102 giinlik) gorilen ErbB3
immunoreaktivitesi. FS: Fotal stroma, ince ok: Tek ¢ekirdekli trofoblast hiicresi,
kalin ok: Cift ¢ekirdekli trofoblast dev hiicresi, okbaslar1: Fotal stromal hiicreler,X40.
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Sekil-4.29:  Gebeligin  son doneminde (202 giinliik) goriilen ErbB3
immunoreaktivitesi. MS: Maternal stroma, CV: Koryon villuslari, ince ok: Maternal
stromal hiicre, kalin ok: Fotal stromal hiicre, okbasi: Cift ¢ekirdekli trofoblast dev
hiicresi, kivrimli ok: Maternal epitel hiicre, dirsekli ok: Tek cekirdekli trofoblast
hiicresi, X40.
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Plasenta maternalis’in epitel ve stromal hiicrelerinde orta diizeyde bir
boyanma oldugu goriildii. Epitel hiicreleri i¢in gebeligin 6zellikle son doneminde,
stromal hiicrelerde ise gebeligin ilk doneminden son donemine dogru boyanmanin
onemli (p<0,05) derecede azaldigi belirlendi (Sekil-4.29, 4.30), (Tablo-4.3).
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Sekil-4.30: Gebeligin ilk doneminde (82 giinliik) goriilen ErbB3 immunoreaktivitesi.
MS: Maternal stroma, CV: Koryon villuslari, oklar: Maternal epitel hiicreler,

okbaslar1: Maternal stromal hiicreler, X40.



Tablo-4.3: Inek uterusunda gebelik siiresince ErbB3 reseptdrii boyanmasmin toplam skoru

ErbB3 1.Dénem (ilk) 2.Donem (Orta) 3.Donem (Son)
(n=10) (n=10) (n=10)

6,16+0,47 5,56+0,51° 5,94+0,09%°

4,68+0,5 4,94+0,57 5,1+0,62

maternalis

54+0,52° 4,42+0,6° 4+0°

fotalis

2,75+0,52° 2,62+0,39* 2,25+0°

(UTC: Tek ¢ekirdekli trofoblast hiicresi, TGC: Cift ¢ekirdekli trofoblast dev hiicresi)

Ayni satirda bulunan degisik harfler i¢in farklilik 6nemli (P<0,05)
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3.4.2.4- ErbB4 Reseptorii (HER4)

Gebeligin tim donemlerine bakildiginda yiizey ve bez epitel hiicreleri,
stromal hiicreler ve diiz kas hiicrelerinin immun boyamasinda ¢ekirdek, membran ve
sitoplazmik tutulum s6z konusuydu. Yiizey ve bez epitel hiicreleri ile diiz kas
hiicrelerinde ortadan giicliye dogru bir boyanmanin oldugu gozlenirken stromal
hiicrelerde boyanmanm orta diizeyde oldugu izlendi (Sekil-4.31). Yiizey epitel
hiicreleri i¢in gebeligin her li¢ donemi arasindaki farkliligin istatistiki agidan onemli
(p<0,05) oldugu ve gebeligin son doneminde boyanmanin artis gosterdigi tespit
edildi. Stromal hiicreler i¢in de boyanma, gebeligin orta doneminden itibaren dnemli
derecede (p<0,05) artis gosterirken (Sekil-4.32, 4.33), bez epitel ve diiz kas hiicreleri
icin donemler arasinda istatistiki acidan Onemli bir fark saptanmadi (p>0,05),

(Tablo-4.4).

“ £ ot WM 'f %%&:l;’ﬂ i .-:a-?!';.t 2 & A
Sekil-4.31: Gebeligin ilk doneminde (74 giinliik) goriilen ErbB4 immunoreaktivitesi.
M: Myometrium, S: Stroma, yildizlar: Uterus bezleri, X40.
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Sek11-4 32: Gebeligin ilk doneminde (74 giinliik) goriilen ErbB4 immunoreaktivitesi.
E: Endometrlum ep1te11 S: Stroma, okbasi: Stromal hiicre, X100.

X bl

Sekil-4.33:  Gebeligin  son doneminde (207 giinlik) goriilen ErbB4
immunoreaktivitesi. E: Endometrium epiteli, S: Stroma, okbaglari: Stromal hiicreler,
oklar: Bez epitel hiicreleri, X20.
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Tek c¢ekirdekli trofoblast hiicrelerinde, ¢ift ¢ekirdekli trofoblast dev
hiicrelerinde ve stromal hiicrelerde immun reaksiyonun orta diizeyde oldugu izlendi.
Gebeligin tiim donemleri géz oniinde bulunduruldugunda tek g¢ekirdekli trofoblast
hiicrelerinde gebeligin ilk doneminden son donemine dogru boyanmanin azaldig ve
istatistiki acidan farkliligin 6nemli (p<0,05) oldugu saptandi. Cift ¢ekirdekli
trofoblast dev hiicrelerinde ise istatistiksel yonden dnemli bir farkliligin bulunmadigi
(p>0,05) tespit edildi. Bunun yaninda stromal hiicrelerde gebeligin orta doneminden
sonra boyanmanin azaldig1 ve bu azalmaya dair istatistiki agidan farkliligm 6nemli
(p<0,05) oldugu belirlendi (Sekil-4.34, 4.35, 4.36), (Tablo-4.4).

Maternal epitel ve stromal hiicrelerin orta diizeyde boyandigi gozlenirken
(Sekil-4.35, 4.36), hem epitel hem de stromal hiicrede gebeligin ilk ve orta
donemlerine gore gebeligin son doneminde boyanmanimn azaldigi ve bunun da

istatistiki agidan 6nemli (p<<0,05) oldugu saptandi (Tablo-4.4).
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Sekil-4.34: Gebeligin ilk doneminde (74 giinliik) goriilen ErbB4 immunoreaktivitesi.

FS: Fotal stroma, okbaslar1: Fotal stromal hiicreler, X100.
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Sekil-4.35:  Gebeligin orta doneminde (155 giinlik) gorilen ErbB4
immunoreaktivitesi. MS: Maternal stroma, FS: Fotal stroma, ince ok: Maternal epitel
hiicre, okbaslari: Maternal stromal hiicreler, kivrimli ok: Cift ¢ekirdekli trofoblast

dev hiicresi, dirsekli ok: Olgunlasmamis trofoblast dev hiicresi, kalin ok: Tek
cekirdekli trofoblast hiicresi, X40.
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Gebeligin  son doneminde (202 giinliikk) gorillen ErbB4
immunoreaktivitesi. MS: Maternal stroma, CV: Koryon villuslari, oklar: Maternal
epitel hiicreler, okbagi: Maternal stromal hiicre, kivrimli ok: Cift ¢ekirdekli trofoblast
dev hiicresi, dirsekli ok: Olgunlasmamis trofoblast dev hiicresi, kalin ok: Tek
cekirdekli trofoblast hiicresi, X40.



Tablo-4.4: Inck uterusunda gebelik siiresince ErbB4 reseptdrii boyanmasmin toplam skoru

ErbB4 1.Dénem (ilk) 2.Donem (Orta) 3.Donem (Son)
(n=10) (n=10) (n=10)

5,24+0,6 5,24+0,6 5,38+0,59

- 4,8+0,55 4,92+0,59 5,22+0,53
maternalis

- 3,25+0,64" 3,25+0,64" 2,4+0,12°
fotalis

3,9+0,12 3,85+0,12 3,9+0,12

(UTC: Tek ¢ekirdekli trofoblast hiicresi, TGC: Cift ¢ekirdekli trofoblast dev hiicresi)

Ayni satirda bulunan degisik harfler i¢in farklilik 6nemli (P<0,05)
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3.4.2.5- Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF)

EGF, gebeligin her ii¢ doneminde de yilizey ve bez epitel hiicreleri, stromal
hiicreler ve diiz kas hiicrelerinde ortaya konurken maternal stromal hiicrelerde
gosterilemedi. Bununla birlikte bu hiicrelerde tutulumun sitoplazmik oldugu gorildi.

Yiizey ve bez epitel hiicreleri ve diiz kas hiicreleri ortadan gii¢liiye dogru
degisen boyanma yogunluguna sahipti (Sekil-4.37, 4.38, 4.39). Ayrica baz1 bez epitel
hiicrelerinin bazal sitoplazmalarinda boyanma yogunlugu dikkat ¢ekti (Sekil-4.40).
Stromal hiicrelerin ise orta diizeyde boyandigi goriildii. Bunun yaninda kan

damarlarinin endotel hiicrelerinde de reaktivite oldugu izlendi.
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Sekil-4.37: Gebeligin ilk doneminde (89 giinliik) goriilen EGF immunoreaktivitesi.

E: Endometrium epiteli, S: Stroma, okbaslar1: Stromal hiicreler, X40.
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Sekil-4.38: Gebehgln ilk déoneminde (60 giinliikk) goriilen EGF immunoreaktivitesi.
S: Stroma K Kan damarl ylldlzlar Uterus bezlerl okbaslarl Stromal hucreler X40.

Sekil-4.39: Gebeligin ilk doneminde (60 giinliik) goriilen EGF immunoreaktivitesi.
M: Myometrium, S: Stroma, yildizlar: Uterus bezleri, okbaglari: Stromal hiicre, X40.
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Sekil-4.40: Gebeligin ilk doneminde (60 ginlik)
S: Stroma, K: Kan damari, yildizlar: Uterus bezleri, okbaslari: Stromal hiicreler,
X40.

Gebelik donemleri birbirleriyle karsilastirildiginda, yiizey epitel hiicreleri i¢in
gebeligin orta doneminden sonra boyanmada artis olmadigi ve bunun da istatistiki
acidan oOnemli olmadig1 (p>0,05); aksine bez epitel hiicrelerinde gebeligin tiim
donemleri arasinda istatistiki agidan farkliligin 6nemli (p<0,05) oldugu ve en yiiksek
boyanma yogunlugunun gebeligin orta doneminde oldugu tespit edildi (Sekil-4.41).
Stromal ve diiz kas hiicresinde boyanmanin gebeligin orta doneminden sonra artig
gosterdigi ve bu farkliligi istatistiki agidan 6nemli (p<0,05) oldugu belirlendi
(Sekil-4.42, 4.43), (Tablo-4.5).
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Sekil-4.41:  Gebeligin  orta doneminde (168  giinliik) gorilen EGF
immunoreaktivitesi. E: Endometrium epiteli, S: Stroma, yildizlar: Uterus bezleri,
okbaslar1: Stromal hiicreler, X20.
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Sekil-4.42: Gebeligin son doneminde (231 giinliik) goriilen EGF immunoreaktivitesi.
M: Myometrium, okbaslari: Diiz kas hiicreleri, X20.
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E: Endometrium epiteli, S: Stroma, okbaslar1: Stromal hiicreler, X40.

Plasenta fotalisin koryon villuslarindaki tek ¢ekirdekli trofoblast hiicrelerinde,
cift cekirdekli trofoblast dev hiicrelerinde ve stromal hiicrelerde orta diizeyde
immunoreaktivitenin oldugu gozlendi (Sekil-4.44). Gebeligin ilk doneminden son
donemine dogru boyanmanin azaldigi, 6zelikle de ¢ift ¢ekirdekli trofoblast dev
hiicrelerinde ve stromal hiicrelerde bu azalmanin ¢ok daha belirgin (Sekil-4.45) ve
istatistiki agidan 6nemli (p<0,05) oldugu dikkat ¢ekti (Tablo-4.5).

Plasenta maternalisin epitel hiicrelerinde orta diizeyde bir boyanma oldugu ve
gebeligin ilk doneminden sonra boyanmanin dnemli oranda azaldigi izlendi. Bu
azalmada istatistiki agidan farkliligin 6nemli (p<0,05) oldugu saptandi (Sekil-4.44,
4.45), (Tablo-4.5).
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Sekil-4.44: Gebeligin ilk doneminde (89 giinliik) goriilen EGF immunoreaktivitesi.
MS: Maternal stroma, CV: Koryon villuslari, ince oklar: Maternal epitel hiicreler,
okbaslar1: Fotal stromal hiicreler, kivrimli ok: Cift ¢ekirdekli trofoblast dev hiicresi,
dirsekli ok: Olgunlagmamis trofoblast dev hiicresi, kalin ok: Tek ¢ekirdekli trofoblast
hiicresi, X40.

A AT

Sekil-4.45: Gebeligin son doneminde (214 giinliik) goriilen EGF immunoreaktivitesi.
MS: Maternal stroma, CV: Koryon villuslari, ince ok: Maternal epitel hiicre, okbasi:
Fotal stromal hiicre, kivrimli ok: Cift ¢ekirdekli trofoblast dev hiicresi, dirsekli ok:
Olgunlasmamis trofoblast dev hiicresi, kalin ok: Tek g¢ekirdekli trofoblast hiicresi,

X40.



Tablo-4.5: Inek uterusunda gebelik siiresince EGF boyanmasimin toplam skoru

EGF 1.Dénem (ilk) 2.Dénem (Orta) 3.Dénem (Son)

(n=10) (n=10) (n=10)

Plasenta
maternalis

Plasenta
fotalis

Bez 5,940,1° 6,32+0,4° 6,02+0,06°
Kas 5,84+0,08° 5,86+0,09° 6+0°
Stroma 0 0 0

TGC 4,32+0,1° 3,98+0,14° 1,44+0,5¢

(UTC: Tek ¢ekirdekli trofoblast hiicresi, TGC: Cift ¢ekirdekli trofoblast dev hiicresi)

Ayni satirda bulunan degisik harfler i¢in farklilik 6nemli (P<0,05)

77
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3.4.2.6- Amfiregulin (AREG)

Uterus doku 6rneklerindeki AREG immun boyamasinda, yiizey ve bez epitel
hiicreleri ile diiz kas hiicrelerinde ortadan giigliiye dogru bir tutulum saptanirken
stromal hiicrelerde tutulumun orta seviyede, ayni zamanda ¢ekirdek ve sitoplazma
diizeyinde oldugu belirlendi. Kan damarlarinin endotel hiicrelerinde de reaktivite
oldugu izlendi.

Yiizey epitel hiicrelerinde gebeligin tiim donemleri arasinda istatistiksel
acidan onemli bir fark saptanmadi (p>0,05). Buna ek olarak gebeligin ilk ve orta
doneminde goriilen ¢ekirdek tutulumunun, gebeligin son doneminde gozlenmedigi

dikkat ¢ekti (Sekil-4.46, 4.47).

Sekil-4.46:  Gebeligin orta doneminde (123  giinliikk) gorilen AREG

immunoreaktivitesi. E: Endometrium epiteli, S: Stroma, okbaglari: Stromal hiicreler,

X40.
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Sekil-4.47:  Gebeligin  son doneminde (207 giinliik) gorilen AREG

immunoreaktivitesi. E: Endometrium epiteli, S: Stroma, okbaglari: Stromal hiicreler,
X40.

Bez epitel hiicrelerinde gebeligin ilk doneminden orta donemine dogru
boyanmanin az da olsa artis yaptig1 (Sekil-4.48, 4.49) ve istatistiksel olarak
farkliligin 6nemli (p<0,05) oldugu tespit edildi. Stromal hiicrelerde ve diiz kas
hiicrelerinde ise gebeligin son doneminde boyanmada azalma oldugu (Sekil-4.50,

4.51) ve bunun da istatistiki agidan 6nemli (p<0,05) oldugu saptandi (Tablo-4.6).



80

Sekil-4.48: Gebeligin ilk doneminde (60 giinliik) goriilen AREG immunoreaktivitesi.
S: Stroma, K: Kan damari, kalin ok: Stromal hiicre, ince ok: Immun reaksiyonun
sekillenmedigi bez epitel hiicre cekirdegi, okbast: Immun reaksiyonun sekillendigi
bez epitel hiicre ¢ekirdegi, X40.

3

Sekil-4.49:  Gebeligin orta doneminde (98 giinliik) gorilen AREG
immunoreaktivitesi. S: Stroma, kalin ok: Stromal hiicre, ince ok: Immun reaksiyonun
sekillenmedigi bez epitel hiicre cekirdegi, okbasi: Immun reaksiyonun sekillendigi
bez epitel hiicre ¢ekirdegi, X40.
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Sekil-4.50: Gebeligin ilk doneminde (60 giinliik) goriilen AREG immunoreaktivitesi.

Sekil-4.51: son giinlik) gorilen AREG
immunoreaktivitesi. M: Myometrium, kalin ok: Diiz kas hiicre ¢ekirdegi, ince ok:
Immun reaksiyonun sekillenmedigi bez epitel hiicre ¢ekirdegi, okbasi: Immun
reaksiyonun sekillendigi bez epitel hiicre ¢ekirdegi, X40.
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Plasentanin fotal kisminda bulunan koryon villuslarindaki tek c¢ekirdekli
trofoblast hiicrelerinde, ¢ift ¢ekirdekli trofoblast dev hiicrelerinde ve villuslarin
stromal hiicrelerinde immunoreaktivitenin ortadan giicliiye dogru degistigi goriildi
(Sekil-4.52). Her iki trofoblast hiicre tipinde de gebeligin son doneminde
boyanmanin O6nemli derecede azaldigi, Ozellikle ¢ift c¢ekirdekli trofoblast dev
hiicrelerinde bu azalmanin ¢ok fazla oldugu dikkati c¢ekti (Sekil-4.53) ve bu
azalmanin istatistiki agidan 6nemli (p<0,05) oldugu belirlendi. Buna karsilik stromal
hiicrelerde, gebeligin tiim donemleri arasinda istatistiksel agidan bir farklilik
saptanmadi (p>0,05), (Tablo-4.6).

Plasentanin maternal kismindaki epitel hiicrelerinde ortadan giicliiye dogru
bir tutulum gozlenirken gebeligin 6zellikle son doneminde boyanmanin azaldigi ve
istatistiki ac¢idan farkliligin 6nemli (p<0,05) oldugu saptandi. Maternal stromal
hiicrelerde ise AREG immunoreaktivitesine rastlanmadi (Sekil-4.53, 4.54), (Tablo-
4.6).

"
,.a"‘_n‘ \f‘ et ™ *
Sekll-4 52: Gebehgm ilk doneminde (60 giinliik) goriilen AREG immunoreaktivitesi.

FS: Fotal stroma, okbaslari: Fotal stromal hiicreler, ince ok: Cift ¢ekirdekli trofoblast
dev hiicresi, kalin ok: Tek cekirdekli trofoblast hiicresi, kivrimli ok: Olgunlagsmamis

trofoblast dev hiicresi, X40.
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Sekil-4.53:  Gebeligin son doneminde (187 giinliik) gorilen AREG
immunoreaktivitesi. MS: Maternal stroma, ince ok: Tek c¢ekirdekli trofoblast hiicresi,
okbasi: Cift cekirdekli trofoblast dev hiicresi, kalin ok: Maternal epitel hiicre,

kivr gunlasmamis trofoblast dev hiicresi, X40.
L -a 55 ﬂ D THY W y

Sekil-4.5 ligin ilk doneminde (71 gilinliik) g
MS: Maternal stroma, okbasi: Fotal stromal hiicre, ince ok: Maternal epitel hiicre,
kalin ok: Olgunlagsmamig trofoblast dev hiicresi, kivrimli ok: Cift ¢ekirdekli
trofoblast dev hiicresi, X20.




Tablo-4.6: Inek uterusunda gebelik siiresince AREG boyanmasinin toplam skoru

AREG 1.Dénem (ilk) 2.Donem (Orta) 3.Donem (Son)
(n=10) (n=10) (n=10)

Endometrium

- 5,86+0,09* 5,96+0,08" 5,88+0,1%
- 5,84+0,08" 5,38+0,59™ 5,54+0,49°

Plasenta
maternalis

Plasenta
fotalis

5,36+0,57° 4,82+0,54° 1,08+0,37°

(UTC: Tek ¢ekirdekli trofoblast hiicresi, TGC: Cift ¢ekirdekli trofoblast dev hiicresi)

Ayni satirda bulunan degisik harfler i¢in farklilik 6nemli (P<0,05)
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3.4.2.7- Norogulinl (NRG1)

NRGI1 immunoreaktivitesi, uterus mukozasini orten epitel hiicrelerinde, bez
epitel hiicrelerinde ve diiz kas hiicrelerinde ortadan giigliiye dogru gozlenirken
stromal hiicrelerde orta diizeyde izlendi. Reaktivite sitoplazmik olarak belirlendi.
Ayrica kan damarlarinin endotelinde de boyanmanin pozitif oldugu saptandi. Yiizey
epitel hiicreleri ve diiz kas hiicrelerinde tutulum agisindan gebeligin her ii¢ donemi
arasindaki istatistiksel farklilik 6nemsizdi (p>0,05). Bez epitel hiicrelerinde gebeligin
orta ve son donemlerinde boyanma yogunlugunun arttigi ve bunun da istatistiki
acidan Onemli oldugu (p<0,05) saptandi. Stromal hiicrelerde ise gebeligin tiim
donemleri arasinda istatistiki agidan farkliligin 6nemli (p<0,05) oldugu ve gebeligin
ilk doneminden son donemine dogru boyanmanin azalma yaptig1 dikkati ¢ekti (Sekil-
4.55, 4.56, 4.57), (Tablo-4.7).

B P

5 Y

i

[ 24N %

= A.‘,..
%

Z

3§5 ‘.,((-v‘ 2
YN
T R A

3 w? _ ;iv.,.,vfw,,. $‘ ? 7 PR 1, i 3 o c:‘)t & W d
RS PIRLE A4 ?ﬂg i€ f'& M.l 4"?-".-:‘.'3[ '\'j( BS Y 6 dvian
Sekil-4.55: Gebeligin ilk doneminde (74 giinliik) goriillen NRG1 immunoreaktivitesi.

E: Endometrium epiteli, S: Stroma, okbaslar1: Stromal hiicreler, X40.



Sekil-4.56: Gebeligin ilk doneminde (82 giinliik) goriillen NRG1 immunoreaktivitesi.
M: Myometrium, S: Stroma, K: Kan damari, yildiz: Uterus bezi, okbaslar1: Stromal
hiicreler, X40.
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Sekil-4.57:  Gebeligin  son doneminde (207 gilinlik) gorilen NRGI1
immunoreaktivitesi. E: Endometrium epiteli, S: Stroma, yildiz: Uterus bezi,
okbaslar1: Stromal hiicreler, X20.
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Uteroplasental dokudan alman kesitlerde fotal kisimda bulunan koryon
villuslarindaki tek ¢ekirdekli trofoblast hiicrelerinde ve ¢ift ¢ekirdekli trofoblast dev
hiicrelerinde immunoreaktivitenin orta, villuslarin stromal hiicrelerinde ise zayiftan
ortaya dogru degistigi izlendi. Tek ¢ekirdekli trofoblast hiicrelerinde ve cg¢ift
cekirdekli trofoblast dev hiicrelerinde gebeligin orta ve son donemi arasinda
istatistiksel agidan 6nemli (p<0,05) bir farklilik oldugu ve gebeligin son doneminde
boyanmanin azaldigi tespit edildi. Villuslarin stromal hiicrelerinde ise gebeligin her
lic donemi arasinda istatistiki agidan Onemli bir farklilik gozlenmedi (p>0,05),
(Sekil-4.58, 4.59, 4.60), (Tablo-4.7).

Uteroplasental dokudan alinan kesitlerde maternal kisimda bulunan epitelde
ortadan giigliiye dogru bir tutulum oldugu izlendi. Ozellikle gebeligin son doneminde
boyanmanin 6nemli derecede azaldig1 ve bunun da istatistiki acidan 6nemli (p<0,05)
oldugu saptandi. Maternal stromal hiicrelerde ise NRG1 immunoreaktivitesine
rastlanmadi (Sekil-4.58, 4.60), (Tablo-4.7).
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Sekil-4.58: Gebeligin ilk doneminde (82 giinliik) goriillen NRG1 immunoreaktivitesi.
MS: Maternal stroma, CV: Koryon villuslari, ince ok: Maternal epitel hiicre, kalin
ok: Olgunlagsmamis trofoblast dev hiicresi, okbasi: Cift c¢ekirdekli trofoblast dev
hiicresi, kivrimli ok: Tek ¢ekirdekli trofoblast hiicresi, X40.
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FS: Fotal stroma, K: Kan damari, okbasi: Fotal stromal hiicre, ince ok: Tek
cekirdekli trofoblast hiicresi, kalin ok: Cift ¢ek

4
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Sekil-4.60:  Gebeligin  son doneminde (202  gilinlik) gorilen NRGI1
immunoreaktivitesi. MS: Maternal stroma, CV: Koryon villuslari, ince oklar:
Maternal epitel hiicreler, kalin ok: Tek cekirdekli trofoblast hiicresi, okbast: Cift
cekirdekli trofoblast dev hiicresi, X40.



Tablo-4.7: Inek uterusunda gebelik siiresince NRG1 boyanmasimin toplam skoru

(UTC: Tek ¢ekirdekli trofoblast hiicresi, TGC: Cift ¢ekirdekli trofoblast dev hiicresi)

Ayni satirda bulunan degisik harfler i¢in farklilik 6nemli (P<0,05)

- 5,86+0,09 5,84+0,08 5,84+0,08
- 4,66+0,49 5,82+0,06™ 5,84+0,08°
- 4,52+0,39° 4,240,16° 3,88+0,1°
- 5,72+0,41 5,54+0,55 5,5+0,48
- 5,72+0,41° 5,7+0,4° 4,82+0,54°
- 3,22+0,53° 3,54+0,49° 3,08+0,59°
- 4,54+0,37 4,38+0,48" 3,84+0,08°
- 2,82+0,54 2,9+0,6 2,82+0,54
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3.5- TARTISMA

Endometrium farkli biyokimyasal ve fonksiyonel karakteristige sahip bircok
hiicre popiilasyonundan olusan heterojen bir dokudur. Farkli hiicre tiplerini
barindiran bu dokuda gebeligin sekillenmesi endokrin faktorlerle 6zellikle de steroid
hormonlarin kontroliinde, maternal ve fotal kisimlar arasindaki uyum sonucunda
gerceklesmektedir. Bu baglamda hem in vitro hem de in vivo deneylerle bir¢ok
calisma (44, 48, 189, 190) yapilmis ve bu calismalardan bir¢ok bilgi elde edilmis
olmasmna ragmen EGF ailesi iiyelerinin genital sistemdeki 6zellikle de gebelik
stirecindeki kritik rolii hala tam olarak ortaya konulmamastir.

Bugiline kadar arastirmalardan elde edilen bulgular, uterusta tiretilen biiyiime
faktorleri ve sitokinlerin, uterus fonksiyonlarmin diizenlenmesinde merkezi bir rol
oynadigini gostermektedir (167, 168). Ayni zamanda biliylime faktorlerinin uterusta
ozellikle de gebelik doneminde parakrin ve otokrin mekanizmalar araciligiyla
biiylime, farklilagma ve fonksiyon ile 1ilgili bircok etki gosterebildigi
vurgulanmaktadir (7, 8).

Bu calisma FErbB reseptorleri ve bazi ligandlar1 ile yapilan
immunohistokimyasal analizler sonucunda, bu faktorlerin inek uterusunda gebelik
donemi boyunca olas1 rolleri ve gebeligin donemleri arasindaki etki farkliliginin
ortaya konulmasi amaciyla yapilmistir.

Biiyiime faktorlerinden EGF ailesi, fonksiyonlarini hiicre yiizey reseptdrlerine
baglanarak gergeklestirir. Egzotik bir tiir olan kokarcada (169) ErbB1’in, ylizey ve
bez epitel hiicrelerinde, tanimlanamayan stromal hiicre tiplerinde, myometriumdaki
myositlerde ve kan damarlarinda lokalize oldugu goézlenmistir. Bununla beraber
gecikmis implantasyonda ErbB1 aktivitesinin azaldigi, embriyoda seri mitotik
aktiviteden oOtiirli peri-implantasyon stiresinde ise ErbB1 aktivitesinin arttigi
goriilirken ErbB1’in fonksiyonel durumundaki degisimin bu tiirde embriyonik
gelisimle iliskili olabilecegine isaret edilmistir (169).

Brown ve Lamartiniere (170), kontrol grubundaki siganlarn uterusunda
ylizey epitel hiicrelerinde boyanmanin yok denecek kadar az oldugunu, bez epitel
hiicrelerinde boyanmanin zayif oldugunu ve stromada bazi hiicrelerin orta diizeyde

boyandigini ortaya koymustur. Bu calismaya paralel olarak erken gebelik doneminde
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fare (171) uterusunda ErbB1’in sadece stroma ve myometriumda bulundugu ancak
ylizey ve bez epitelinde bulunmadigi belirlenmistir.

Gebe kedilerde (45) gebelik siiresinin 3 doneme ayrildig1 farz edilirse;
gebeligin ilk doneminden (16. giiniinden) son donemine kadar ErbB1’in yiizey, bez
epiteli ve stromada artarak boyandigi saptanmistir. Aymi sekilde gebeligin ilk
doneminde hem sinsityotrofoblast hem de sitotrofoblast hiicrelerinde boyanma
gozlenirken gebeligin ikinci doneminde sadece sitotrofoblast hiicrelerinin boyandigi
izlenmistir. Gebeligin son doneminde ise trofoblast hiicrelerinde immun reaksiyonun
sekillenmedigi saptanmustir (45).

Ejskjaer ve ark. (172) menstriiel siklus boyunca insan endometriumunda
ErbB reseptorlerinin varligmi ortaya koymus ve ErbB1’in yiizey epiteli (reaksiyon
gliclii) ve ylizeye yakm yerlesimli bezlerin bazalinde lokalize oldugunu tespit
etmistir. Yine menstriiel siklus boyunca insan (173) endometriumunda ErbB1’in
ylizey ve bez epitel hiicrelerinde iyi reaksiyon verdigi, stromal hiicreler ve kan
damarlarinda da gosterildigi tespit edilmistir. Sonu¢ olarak, menstriiel siklusta
ErbB1’in kan damarlar1 (sadece arterlerde) ve stromada daha belirgin oldugu
vurgulanmig, boylece ErbB1’in parakrin veya otokrin yolla arterlerde anjiogenezi
indiikleyebilecegi belirtilmistir (173).

Yue ve ark. (44) menstriiel siklus ve erken gebelik boyunca maymun
endometriumunda ErbB1’in varligini arastrmiglardir. ErbB1’in, menstruel siklus
siiresince Ozellikle ylizey ve bez epitel hiicrelerinde ve myometriumdaki diiz kas
hiicrelerinde lokalize oldugunu rapor etmislerdir. Hem yiizey hem de bez epitel
hiicrelerinde boyanma yogunlugu siklusun 1. ve 6. giinlerinde zayifken 9. giinden
itibaren artmaya baslamis ve 16-25. gilinlerde ise en yiiksek seviyeye ulasmistir.
Menstriiel siklusun ge¢ salgi fazi boyunca stromal hiicrelerde zayif boyanma
gozlenmistir. Ayrica myometriumdaki diiz kas hiicrelerinde ¢ok zayif boyanma tiim
siklus boyunca goriilmiistiir. Erken gebelik siiresince hem yiizey hem de bez epitel
hiicrelerinde boyanma yogunlugu 1. ve 2. giinlerde zayitken 3. giinden itibaren
artmaya baglamis ve 9-11. giinlerde ise en yiiksek seviyeye ulagsmistir. Stromada
ErbBl  immunoreaktivitesine rastlanmamisken myometriumdaki diiz  kas

hiicrelerinde ise zay1f immunoreaktivite erken gebelik boyunca gdzlenmistir.
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Tamada ve ark. (174) koyun uterusunda ErbB1’in immunohistokimyasal
lokalizasyonunu erken implantasyon doneminde incelemislerdir. ErbB1’in pozitif
immunoreaktivitesi 14. ve 15. giinde trofektoderm’de, yiizey ve bez epitelinde,
karunkular ve interkarunkular stromada gozlenmistir. Bazi1 yiizey ve bez epitel
hiicrelerinin apikal kisimlar1 pozitif boyanirken, reaktivite 16. giin ve sonraki
giinlerde azalma siirecine girmistir. Stromal hiicrelerde 14. ve 15. gilinlerde pozitif
boyanma gozlenirken bu hiicrelerde giiglii boyanma 16., 18. ve 20. giinlerde
izlenmistir. Myometrium incelenen donemde hi¢ boyanmamis veya yok denecek
kadar az reaktivite gostermistir.

Wollenhaupt ve ark. (175) domuz endometriumunda ErbB1’in hem yiizey
hem de bez epitelinde gozlendigini, stromal hiicrelerin ise olduk¢a zayif boyandigini
bildirmislerdir. Bunun yaninda erken gebelik doneminde (1., 6. ve 12. giinde) domuz
(176) endometriumuna ErbB1’in baglanma kapasitesi 1. giine oranla 6. ve 12. giinde
daha yiiksek ¢ikarken normal siklustaki domuzlardan elde edilen degerler diisiik
ctkmistir. Yine bu donemde gebe ve normal siklustaki domuzlarda steroid hormon
konsantrasyonlarinda farklilik gozlenmemis, reseptor konsantrasyonundaki artisin
maternal plazma steroid hormonlar1 ile koordineli olmadig1 varsayilmistir. Boylece
konseptus kaynakli Ostrojenin, erken gebelik siiresince ErbB1’1 tetikleyerek
endometrium fonksiyonlar1 tizerine etkisini gostermis oldugunu diisiinmiislerdir.

Domuzda (163) yapilan baska bir calismada da gebelik siiresince EGF
ailesinin daha ¢ok implantasyon doneminde belirgin bir fark yarattig1 bildirilmistir.
ErbBl mRNA ekspresyonu gebeligin 12. giinlinde tespit edilmis, gebeligin ilk
doneminden (30. giliniinden) son donemine (110. giiniine) kadar azalan bir siirecte
devam etmistir.

Tavsanlar (177) lizerinde yapilan bir ¢alismada implantasyon doneminde
ErbBI mRNA ve proteinin ekspresyonu, sitotrofoblastlarda goézlenirken
sinsityotrofoblastlarda zayif olarak izlenmistir. Bununla beraber gebe olmayan,
yalanc1 gebe ve gebeligin 6. giiniindeki tavsanlarda ErbB1 immunoreaktif proteini
hem ylizey hem de bez epitel hiicrelerinde gdzlenmistir.

Tiim gebelik stiresince sigan (47) uterusunda ErbBl mRNA’nm; 6zellikle
gebeligin ilk doneminde (3-6. giin) yiiksek seviyede ¢iktig1l, gebeligin kalan

giinlerinde ise ErbB1’in tespit edilemedigi veya yok denecek kadar az bulundugu
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belirlenmistir. Sicanlarda implantasyon 4. giinde sekillendigi i¢in ErbB1’in gebeligin
ilk donemi i¢inde yani peri-implantasyon doneminde etkili oldugu sdylenmistir.

Inekte (178) gebeligin 13. ve 16. giiniinde blastosist ve yine gebeligin 13.
giiniinde endometrium incelenmis, ErbB1 mRNA ve proteini gebeligin 13. gilinlinde
trofoblast hiicrelerinde ayrica endometriumun yiizey ve bazi bez epitel hiicrelerinde
tespit edilmistir. ErbB1 proteinin hem blastosist hem de endometrium epitelinde
tespit edilmis olmasi nedeniyle, implante olan embriyonun c¢evresel iletisime
gecmesinde ErbB1’in etkili olabilecegi diisiintilmiistir.

Insanda (179) gebelik boyunca plasental dokulardaki ErbB1 mRNA’nin
diizeyi, gebeligin son donemine oranla orta donemde ve orta doneme oranla ilk
doneminde onemli derecede yiiksek ¢ikmistir. ErbB1 immun reaksiyonu, gebeligin
ilk doneminde sitotrofoblast hiicrelerinde izlenirken sinsityotrofoblast hiicrelerinde
ilk donemden son doneme kadar gozlenmis, ayni zamanda orta ve son doneme
kiyasla gebeligin ilk doneminde daha yogun boyanma saptanmistir. Bu ¢aligmaya
paralel olarak Fukami ve ark. (180) gebeligin ilk doéneminde ErbB1’in
sinsityotrofoblast hiicrelerinin sitoplazmasinda ve sitotrofoblastlarin hiicre yiizeyinde
pozitif boyandigini ortaya koymus, ancak gebeligin son doneminde her iki hiicre
tipinde de boyanmanin olduk¢a azaldigmi tespit etmislerdir.

Das ve ark. (171)’nin yiizey ve bez epiteli i¢in, Brown ve Lamartiniere
(170)’nin ylizey epiteli i¢in bildirdiklerinin aksine ve diger calismalarla (45, 169,
172, 174, 175, 177) uyumlu olarak bu ¢alismada ErbB1’in yiizey ve bez epitel
hiicrelerinde, stromal ve diiz kas hiicrelerinde degisik yogunluklarda bulundugu
tespit edilmistir. Farkl: tiirler arasinda 6zellikle de kemirgenlerin (170, 171) epitel
hiicrelerinde reaksiyonun gozlenmemesi ErbB1’in lokalizasyonundaki spesifik ilgisi
ile a¢iklanabilir. Boomsma ve ark. (45) nin ¢aligmasinda oldugu gibi 6zellikle yiizey
epitel hiicrelerindeki boyanmanin gebeligin son donemine gidildikce artis gosterdigi,
istatistiksel olarak da bu artisa dair farkliligin 6nemli (p<0,05) oldugu saptandi. Buna
karsin stromal hiicre ve diiz kas hiicrelerinde gebeligin orta ve son doneminde
boyanmanin azaldigi ve gebeligin ilk donemi ile diger donemler arasindaki
farkliligin 6nemli (p<0,05) oldugu gozlendi. Bu sonucla ErbB1’in epitel hiicre
cogalmasinda fonksiyonel bir rol iistlendigi soylenebilir. Buna ek olarak stromadaki

bazi hiicrelerin de bu faktdrlerle boyanmis olmasi, ErbB1’in otokrin ve/veya parakrin
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olarak uterustaki diger hiicre elemanlar1 ile etkilesimde oldugunu diisiindiirmektedir.
Myometriumda ise boyanma azlig1 bu faktoriin diiz kas hiicreleri lizerinde direkt
etkisinin azalmasina bagli olabilir.

Memelilerde plasenta, fotus ve anne arasinda besin ve gaz aligverigini
saglayan bagimsiz ve gecici bir organ olup (181) plasental biiylime, endokrin
faktorler ve/veya lokal biiylime faktorleri tarafindan diizenlenir (179). Diger
calismalara (45, 177-179) paralel olarak sunulan caligmada, ErbB1’in trofoblast
hiicrelerinde  farkli yogunluklarda bulundugu belirlendi. Ayni zamanda her iki
trofoblast hiicre tipinde de oOzellikle gebeligin ilk doneminden sonra boyanma
yogunlugunun azaldig1 ve gebeligin ilk donemi ile diger donemler arasindaki
farkliligin 6nemli (p<0,05) oldugu saptandi. Bunun yaninda plasentanin maternal
kismmda gebeligin ilk donemi boyunca epitel hiicrelerinde  goriilen
immunoreaktivitenin gebeligin orta ve son donemine dogru gidildikce azaldigi
izlendi. Istatistiki olarak da gebeligin tiim donemleri arasindaki farkliigm &nemli
(p<0,05) oldugu belirlendi. Boyanma yogunlugunun gebeligin ilk doneminde daha
yiiksek olmasi ErbB1’in, inek trofoblast hiicrelerinde ¢ogalmanin diizenlenmesinde
otokrin/parakrin rol oynadigini diistindiirmektedir. Ayn1 zamanda gebeligin orta ve
son donemine dogru trofoblast hiicrelerinde ErbB1 immun boyanma azligi, ErbB1’in
sekestrasyonu veya lokal sentezindeki yetersizlige bagli olabilir.

ErbB2 reseptorii birgok epitelde mevcuttur. ErbB2 ile hem meme bezi hem de
uterus, gelisimsel olarak diizenlenir. ErbB2 geninin ekspresyonu, fare (128)
uterusunun epitelinde izlenmis ve gebeligin seyri sirasinda boyanma yogunlugunun
degistigi gosterilmistir. Ayni  zamanda ErbB2’nin epiteldeki konumundan
bahsedilmis olup ErbB2’nin o6zellikle epitel hiicrelerinde hem apikal hem de
bazolateral yilizeyde var olabilecegine deginilmektedir (128). Sunulan g¢alismada
ErbB2 reseptorii icin, plasentanin fotal kisminda bulunan tek cekirdekli trofoblast
hiicrelerindeki bazolateral tutulumun, reseptor lokalizasyonu ve hiicrenin davranisi
ile ilgili olabilecegi diisiiniilebilir.

Peri-implantasyon donemde fare (182) uterusundaki hiicre c¢ogalmasinda
ErbB2 mRNA'nimn gosterimi yapilmistir. ErbB2 gosteriminin ylizey ve bez epiteli ile
sinirli oldugu ve foto-maternal kisimda 7. ve 8. giinlerde embriyonun trofoblast dev

(giant) hiicrelerinde ErbB2 mRNA birikiminin goriildiigli vurgulanmastir.



95

Farede (183) yapilan bagka bir calismada da ErbB2 reseptoriiniin, peri-
implantasyon sathasinda uterus ve embriyoda gosterimi yapilmistir. Bu faktoriin
uterus epitelinde belirgin olarak gozlendigi ancak farede (182) yapilan diger
calismanin aksine reaktivitenin stromada minimal diizeyde izlendigi belirtilmistir.

Tavsanda (177) implantasyon doneminde ErbB reseptorlerinin, trofoblast
hiicrelerinde farkli gosterimi yapilmistir. Gebeligin 7. ve 8. giinlerinde hem
sitotrofoblastlarda hem de sinsityotrofoblastlarda immunoreaktivite izlenmezken
gebeligin 9. giinlinden sonraki gilinlerde ErbB2 reseptorii icin sadece zayif
immunoreaktivite saptanmistir. Gebeligin 12. giiniinde desidual dev hiicrelerinde
ErbB2 gosterimi yapilmistir. Bununla beraber gebe olmayan, yalanci gebe ve
gebeligin 6. glinlindeki tavsanlarda ErbB2 immunoreaktif proteini hem yilizey hem de
bez epitelinde gozlenmistir.

Ejskjaer ve ark. (172), insanda siklusun salgi fazinda ylizey ve bez epitel
hiicrelerinin ErbB2 ile giiglii reaksiyon gosterdigini ve bez epitel hiicrelerinin yiizey
epitel hiicrelerine oranla daha yogun boyandigini tespit etmislerdir. Ayn1 sekilde
insanda (184) yapilan baska bir calismada, menstriiel siklusun proliferatif fazi
sirasinda bez epitel hiicrelerinin ErbB2 reseptorii ile pozitif reaksiyon verdigi,
stromal ve diiz kas hiicrelerinde ise reaksiyonun negatif oldugu bildirilmistir.

Kedilerde (185) didstrus boyunca yiizey ve bez epitel hiicrelerinin ErbB2 ile
olumlu immunoreaktivite iirettigi, aksine stromal ve diiz kas hiicrelerinde ErbB2
immunoreaktivitesine rastlanmadigi bildirilmistir.

Fareler (182) ilizerinde yapilan calismaya paralel olarak bu caliymada da
ylizey ve bez epitel hiicrelerinde reaksiyon goriilmiis ancak farelerdekinin aksine
stromal hiicrelerde de farkli yogunluklarda boyanma gézlenmistir. Yine fare (183)
uterusunda yapilan diger bir g¢alismada stromada zayif da olsa reaktiviteye
rastlanmigtir. Bazi g¢alismalarin (184, 185) aksine sunulan c¢alismada diiz kas
hiicrelerinde de immunoreaktivite gézlendi. Epitel hiicreleri ve stromal hiicreler i¢in
gebeligin her ii¢ donemi arasinda istatistiki agidan bir fark bulunmazken diiz kas
hiicrelerinde gebeligin sadece ilk donemi ve orta donemi arasinda istatistiki a¢idan
onemli (p<0,05) farlilik saptandi. Ayrica kan damarlarinin endotel hiicrelerinde de
immunoreaktivite belirlendi. Elde edilen bulgular, ErbB2’nin gebelik dénemi

boyunca epitelde hiicre ¢ogalmasi ve farklilagsmasimi uyardigini, benzer sekilde
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reaksiyonun kan damarlarinin endotellerinde de izlenmesi ErbB2’nin endotel hiicre
cogalmasinda rol oynadigini diisiindiirmektedir.

Tavsan (177) ve fare (182) iizerinde yapilan ¢aligmalarla uyumlu olarak
sunulan ¢alismada trofoblast dev hiicrelerinde reaksiyon gozlendi. Ayni zamanda
trofoblast hiicreleri i¢in gebeligin ilk, orta ve son donemleri arasinda istatistiki agidan
onemli (p<0,05) farklilik saptandi. Koryon villuslarinin stromal hiicrelerinde de
immunoreaktivite goriilmekle beraber bu hiicreler i¢in gebeligin sadece ilk ve orta
donemi arasinda istatistiki agidan onemli (p<0,05) farklilik tespit edildi. Maternal
kisimdaki epitel hiicrelerinde ve maternal stromal hiicrelerde de reaksiyonun varligi
goriildii ve maternal stromal hiicrelerde istatistiksel olarak gebeligin orta ve son
donemi arasinda farkliligin 6nemli (p<0,05) oldugu saptandi. Bu sonugla ErbB2’nin
fotal stromal hiicrelerin ¢ogalma ve farklilagmasinda fonksiyonel bir rol oynadigi
diistiniilebilir.

Inek ve geyik plasentasinda ii¢ cekirdekli foto-maternal hibrid hiicrelerinin
olusumu gebeligin biliyiikk ¢ogunlugunda goriilen standart bir durumdur (80). Bu
calismada da ti¢ ¢ekirdekli foto-maternal hibrid hiicresi tespit edilmis, ayrica hiicre
membraninda zayifta olsa immunoreaktiviteye rastlanmistir. Hiicrenin tam olarak
fonksiyonel mekanizmasi bilinmemekle beraber ErbB2’nin hiicrenin fonksiyonel
mekanizmasi tizerinde etkili olabilecegi sdylenebilir.

Srinivasan ve ark. (186) insan endometriumunda menstriiel siklusun hem
proliferatif hem de salg1 fazi boyunca bez epitel hiicrelerinde ve stromal hiicrelerde
zayif bir boyanma bildirmislerdir. Bunun yaninda menstriiel siklusun iki fazi
arasinda onem arz eden bir farkliligin oldugunu, 6zellikle bez epitel hiicrelerinin
salg1 fazinda daha giiglii boyandigini gozlemislerdir. Diger bir ¢alismada Ejskjaer ve
ark. (172), insan uterusunda siklusun 6zellikle salg1 fazinda ylizey epitel hiicrelerinin
apikal bolgelerinde zayif ErbB3 lokalizasyonunu belirlemislerdir.

Farede (183) ErbB3 reseptorii, uterus epitelinde belirgin olarak gozlenmistir.
Ayrica stromal hiicrelerin desidual hiicrelere doniisiimiinde gebeligin 6. ve 7.
giinlerinde izlenen ErbB3 mRNA’nin rolii olabilecegine isaret edilmistir.

Tavsanda (177) implantasyon doneminde ErbB3 reseptoriiniin  hem
sitotrofoblastlarda hem de sinsityotrofoblastlarda gosterimi yapilmistir. Gebe

olmayan, yalanc1 gebe ve gebeligin 6. giiniindeki tavsanlarda ErbB1 ve ErbB2’de
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oldugu gibi ErbB3 immunoreaktif proteini hem yiizey hem de bez epitelinde
gozlenmistir. S6z konusu durum g6z Oniine alindiginda bu reseptorlerin epitel
fizyolojisinde fonksiyonel bir roliiniin olabilecegini diistindiirmektedir.

Bu calismada da tavsan (177), fare (183) ve insanda (186) belirtildigi gibi
ErbB3 reseptorii icin endometrium epitel hiicreleri ve bez epitel hiicrelerinde tutulum
gozlenirken Ejskjaer ve ark. (172)’nin bildirdiginin aksine reaktivitenin membrandan
ziyade daha ¢ok sitoplazmada sekillendigi belirlendi. Gebeligin tiim dénemleri
incelendiginde, istatistiki olarak ylizey epitel hiicreleri i¢in farkliligin Onemli
(p<0,05) oldugu ve gebeligin ilk doneminden son donemine gidildikce boyanmanin
arttig1 dikkati ¢ekerken, bez epitel hiicreleri i¢in gebeligin ilk doneminden son
donemine dogru gidildikge boyanmanin azaldigi ve bunun da istatistiki agidan
onemli (p<0,05) oldugu belirlendi. Bu veriler 1s513inda ErbB3’iin endometrial
olgunlasmada ve farklilasmada 6nemli rol oynayabilecegini, bezlerdeki boyanma
azliginm ise bez tarafindan reseptor kullanimindaki azalmadan kaynaklanabilecegini
disinmekteyiz. Srinivasan ve ark. (186)’nin belirttigi gibi bizim ¢alismamizda da
stromal hiicrelerde boyanma goriilmiistiir. Bunun yaninda diiz kas hiicrelerinde
ortadan giicliiye dogru bir boyanmanm oldugu gorildii ancak istatistiki agidan
gebeligin tiim donemleri arasinda 6nemli bir farklilhik gozlenmedi. Ayrica damar
endotelinde de immunoreaktivite izlenmesi ErbB3’iin, ErbB2’de oldugu gibi endotel
hiicre ¢cogalmasinda rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir.

Plasenta fotalis’in koryon villuslarindaki trofoblast hiicrelerinde Klonisch ve
ark. (177)’nn bildirdigi gibi farkl diizeylerde immunoreaktiviteye rastlandi. Ayrica
fotal stromal hiicrelerde ve damar endotelinde de reaktivite belirlendi. Tek ¢ekirdekli
trofoblast hiicrelerinde, ¢ift c¢ekirdekli trofoblast dev hiicrelerinde ve stromal
hiicrelerde gebeligin ilk doneminden son donemine dogru boyanmanin azaldig1 ve bu
durumun da istatistiksel olarak oOnemli (p<0,05) oldugu belirlendi. Plasenta
maternalis’in epitel ve stromal hiicrelerinde orta diizeyde bir boyanma saptanirken
epitel hiicrelerinde gebeligin 6zellikle son doneminde boyanmanin azaldigi, stromal
hiicrelerde ise boyanmanin gebeligin ilk doneminden son déonemine dogru azaldigi
belirlendi ve bunun da istatistiki agcidan 6nemli (p<0,05) oldugu saptandi. Elde edilen
bulgular, ErbB3’iin trofoblast hiicrelerinde c¢ogalma ve farklilasmanin

diizenlenmesinde otokrin/parakrin rol oynadigmi diisiindiirmektedir.
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Srinivasan ve ark. (139) insan endometriumunda ErbB4 reseptoriiniin
varligin1 incelemisler, ylizey epitel hiicrelerinin orta diizeyde immunoreaktiviteye
sahip oldugunu gozlemislerdir. Erken proliferatif fazda uterus bezlerindeki reaktivite
cok zayif veya negatitken geg¢ proliferatif faza dogru reaktivite goriilmeye baslamis
ve salg1 fazinda giiclii immunoreaktiviteye rastlanmistir. Endometrial stromada ise
siklus boyunca orta diizeyde bir boyanma izlenmistir. Ayn1 sekilde insanda (172)
yapilan diger bir ¢calismada salgi fazinin basinda ve sonunda yiizey ve bez epitel
hiicrelerinin baz1 kisimlarinda ErbB4 immunoreaktivitesi sitoplazmik olarak
belirlenmistir. Chobotava ve ark. (187) ise menstriiel siklus boyunca 6zellikle salgi
fazinda, bez epitel hiicrelerinin yiizey epitel hiicrelerine kiyasla ErbB4 ile daha giiclii
bir tepki verdigini, ancak ErbB4’ilin de bez epitel hiicrelerine kiyasla stromal hiicreler
ile gii¢lii reaksiyon olusturdugunu saptamislardir.

Fare (183) uterusunda ErbB4 reseptoriiniin submyometrial ve myometrial bag
dokuda gosterimi yapilmistir. Daha Once de bahsedildigi gibi diger ErbB
reseptorlerinin farkli bolgelerde gosterimleri ile ilgili olarak olasi1 dimerizasyon
tertiplenmesi varsayilmistir.

Insanda (179) gebelik boyunca plasental dokularda ErbB4 mRNA diizeyinin
gebeligin orta ve son donemine oranla ilk doneminde diistik ¢iktig1, gebeligin orta ve
son donemi arasinda da onemli bir farkin olmadigi tespit edilmistir. ErbB4’iin
gebeligin ¢ok erken doneminden orta donemine kadar sinsityotrofoblast hiicrelerinde
immun lokalizasyonu izlenmis ve erken donemde boyanmanin orta doneme oranla
daha yogun oldugu bildirilmistir. Son donemde ise hem sitotrofoblast hem de
sinsityotrofoblast hiicrelerinde ErbB4 immunoreaktivitesine rastlanilmamistir.

Yapilan diger calismalarda (139, 172) belirtildigi gibi bu ¢alismada da yiizey
ve bez epitel hiicrelerinde immunoreaktivite gozlendi ve reaktivitenin daha c¢ok
sitoplazmik oldugu izlendi. Chobotava ve ark. (187)’nin bildirdiklerinin aksine
Srinivasan ve ark. (139) ile Lim ve ark. (183)’nin bulgulariyla uyumlu olarak stromal
hiicrelerde de orta diizeyde reaksiyon gozlendi. ErbB4 reseptorii igin, yiizey epitel
hiicrelerinde gebeligin her {i¢ doneminde istatiksel acidan 6nemli (p<0,05) bir
farklilik izlenirken en yiiksek boyanma gebeligin son doneminde gozlendi. Stromal
hiicreler icin de boyanmanin gebeligin ikinci doneminden itibaren 6nemli (p<0,05)

oranda artig gosterdigi belirlendi. Bunlarin aksine istatistiki acidan bez epitel
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hiicreleri ve diiz kas hiicrelerinde donemler arasinda herhangi bir farklilik tespit
edilmedi. Elde edilen bulgulara gore, ErbB4’iin gebelik siiresince endometrial
fonksiyonlara katki saglayabilecegi ayni zamanda ErbB3 ile benzer bulgular
gostermesi sebebiyle de her iki reseptoriin sinerjik olarak calistig1 soylenebilir.

Tanimura ve ark. (179)’nmin bildirdigi gibi bu c¢alismada da trofoblast
hiicrelerinde ErbB4 immun reaksiyonu gozlenmis ancak yazarlarin belirttiginin
aksine reaksiyon gebelik boyunca azalarak devam etmistir. Sunulan caliymada tek
cekirdekli trofoblast hiicrelerinde gebeligin ilk doneminden son donemine dogru;
fotal stromal hiicrelerde ise gebeligin ikinci ddneminden sonra boyanmanin azaldigi
ve istatistiki agidan farkliligin 6nemli (p<0,05) oldugu saptandi. Maternal epitel ve
stromal hiicrelerin de orta diizeyde boyandigr ve gebeligin son doneminde
boyanmanin azaldig1 gozlendi. Elde edilen bulgular, hem trofoblast hiicrelerinin hem
de fotal stromal hiicrelerin ¢ogalmasinda ErbB4’iin fonksiyonel bir roliiniin oldugunu
diistindiirmektedir.

Epidermal biiyiime faktorii epitel hiicreleri, fibroblastlar ve cesitli hiicre
tipleri tarafindan tretilir (98, 188). Bu baglamda farede (189) in vitro ve insanlarda
(190) in vivo deneysel ¢alismalarinda EGF’nin uterus epitel hiicrelerine baglandig:
ve cogalmay: arttirdigr bilinmesine ragmen EGF ailesinde epitel ¢ogalmasini
saglayan mekanizma yeterince agik degildir.

Ovariyektomi uygulanmis kedilerin (45) uterusunda EGF’nin varligi
incelenmis ve endometrium epiteli, uterus bezleri ve stromada boyanma
gozlenmistir. Buna karsin 7-14 giinliik 6strojen tedavisi goren kedilerde epitel ve bez
icin boyanmada devamlilik go6zlenirken stromada EGF immunoreaktivitesi
saptanamamistir. Bu durum epitel ve stroma etkilesimlerine aracilik edebilecek
EGF’nin 6strojen tarafindan baskilandigini akla getirmektedir.

Gebe kedilerde (45) gebelik siiresinin 3 doneme ayrildigi distiniildiigiinde;
gebeligin 10-18 giinliik ilk doneminde ve 24 giinliik orta doneminde incelenen
hayvanlarda ylizey ve bez epitel hiicrelerinde EGF’nin boyanma yogunlugu artarken
stromada azalmistir. Ancak bu boyanma o6zelliginin 42-63 giinliik son donemde
ylizey epitel hiicreleri ve stroma lehine arttigi, bez epitel hiicrelerinde ise azaldigi
belirlenmistir. Plasentada ise gebeligin ilk doneminin sonuna dogru (16. giin) koryon

villuslarinin trofoblast (sinsityotrofoblast) hiicrelerinde boyanma goézlenirken kedi
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dev hiicrelerinde boyanmanin olmadigi, ancak gebeligin orta doneminde dev
hiicrelerinin boyandig1 saptanmistir. Gebeligin son doneminde ise trofoblast
hiicrelerinde immun reaksiyonun sekillenmedigi belirlenmistir.

Sican (47) uterusunda yapilan bir ¢calisgmada EGF mRNA’nin gebeligin ilk
doneminde (0-7. giin) yiiksek oldugu, gebeligin kalan giinlerinde ise EGF’nin
bulunmadigi ya da yok denecek kadar az oldugu belirtilmektedir. Bagka bir
calismada (170), kontrol grubundaki siganlarin uterusunda EGF i¢in; ylizey ve bez
epitel hiicrelerinin orta diizeyde boyandigi, stromal hiicrelerin boyanmadigi, igte
bulunan sirkiiler kas hiicrelerinin orta diizeyde boyanirken dista bulunan longitudinal
kas hiicrelerinin zayif boyandigi bildirilmistir.

Yue ve ark. (44) maymun endometriumunda EGF’ nin hem menstriiel siklus
hem de erken gebelik siiresince 6zellikle ylizey ve bez epitel hiicrelerinde lokalize
oldugunu go6zlemislerdir. Menstriiel siklusta boyanma yogunlugu ilk giinlerde
zayitken 9. giinden itibaren artmaya baslamis, 16-25. giinlerde en yiiksek seviyesine
ulagmustir. Erken gebelik siirecinde ise 11. giine kadar artan diizeyde boyanma
gozlenmistir. Hem menstriiel siklus hem de erken gebelik siiresince stromada EGF
immunoreaktivitesine rastlanmamigken myometriumdaki diiz kas hiicrelerinde zayif
immunoreaktivite gozlenmistir.

Moller ve ark. (173) menstriiel siklus boyunca insan endometriumunda
EGF’nin 6zellikle yilizey, bez epitel hiicreleri ve stromal hiicrelerde gosteriminin
yapildigini; proliferatif fazin ortasinda bez epitel hiicrelerinde giiclii bir boyanma
oldugunu, menstriiel faz ve salg1 fazinda ise boyanmanin yok denecek kadar az
oldugunu bildirmislerdir.

Diger bir calismada insanda (191) EGF immunoreaktivitesi, menstriiel
siklusta, gebelik desiduasinda ve gebelik siiresince trofoblast hiicrelerinde
izlenmistir. Proliferatif endometriumda orta siddette EGF immun boyanmasi; baskin
olarak stromal hiicrelerde ve minimal diizeyde de yiizey epitel hiicrelerinde
gozlenmistir. Salgr doneminde ise yine baskin olarak stromal hiicrelerde 6zellikle de
spiral arteriollerin ¢evresindekilerde yogun EGF immun boyanmasi izlenirken yiizey
epitelinde boyanma c¢ok az diizeyde tespit edilmistir. Plasentada EGF
immunoreaktivitesi hem sinsityotrofoblast hem de sitotrofoblast hiicrelerinde tespit

edilmis, gebeligin ilk doneminde sitotrofoblast hiicrelerinde EGF immun boyanmasi
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zayiftan orta diizeye dogru gozlenirken sinsityotrofoblast hiicrelerinde gii¢lii olarak
izlenmistir. Her iki hiicre tipinin boyanma yogunluklari gebeligin orta ve son
doneminde azalmistir. Bunun yaninda gebeligin ilk doneminde villdz stromada zay1f
EGF immunoreaktivitesi gozlenirken gebeligin orta ve son doneminde bu yogunluk
artmistir. Yine insanda yapilan bir ¢alismada (179) EGF’nin villoz trofoblastlarda
sitolojik lokalizasyonu belirlenmistir. EGF, otokrin lokal faktor olarak ilk trimestirda
gebelik yasma bagli olarak cift etki gostermistir. 30-37 giinliik plasentada trofoblast
cogalmasini, 45-90 giinliik plasentada ise diferansiye trofoblast fonksiyonunu stimiile
ettigi gdzlenmistir. Bu bulgular 1s1g1inda plasental biiyiimede EGF’nin hayati bir rol
oynadigina isaret edilmistir.

Flores ve ark. (162) keci uterusunda EGF’nin gebeligin 22-30. giinlerinde
ylizey ve bez epitel hiicrelerinin apikal bolgesinde tespit edildigini, aksine trofoblast
hiicrelerinde ve diger embriyonik yapilarda bulunmadigini, ayrica bez epitel
hiicrelerinin yiizey epitel hiicrelerinden daha az yogunlukta boyandigini
saptamislardir. Yine Johnson ve Chatterjee (192) sicanlarda gebeligin 4-6. giinlerinde
ylizey epiteli hiicrelerinde EGF’nin varligmi tespit etmislerdir. Benzer sekilde
Shiraga ve ark. (193) EGF’yi hem immatiir hem de yetigkin farelerin yiizey ve bez
epitel hiicrelerinde immunohistokimyasal olarak saptamislardir. Hem gebe hem de
gebe olmayan domuzlarm (194) uterusunda bez epitel hiicrelerinde EGF
immunoreaktivitesine rastlanirken koyunlarda (195) gebeligin 15-30. giinleri
arasinda EGF’nin ne uterus ne de konseptusta bulunmadigi ortaya konulmustur.

Bu c¢alismada EGF, gebeligin her lic doneminde de yiizey ve bez epitel
hiicreleri, stromal hiicreler ve diiz kas hiicrelerinde sitoplazmik olarak gosterildi.
Gharib-Hamrouche ve ark. (195)nin belirttiginin aksine ylizey ve bez epitel
hiicrelerinde bazi ¢aligmalarda (44, 45, 162, 179, 192-194) oldugu gibi reaksiyon
gozlendi. Sunulan ¢aligmada Brown ve Lamartiniere (170) ile Yue ve ark. (44)’nin
bildirdiklerinin aksine stromal hiicrelerde ve uyumlu olarak diiz kas hiicrelerinde
immunoreaktivite izlendi. Gebelik donemleri birbirleriyle karsilastirildiginda yilizey
epitel hiicreleri i¢in gebeligin orta doneminden sonra boyanmada artis olmadigi, bez
epitel hiicrelerinde ise aksine gebeligin tiim donemleri arasinda boyanmada meydana
gelen farkliligin istatistiki agidan onemli (p<0,05) oldugu ve bunun yami sira orta

donemde dikkate deger boyanma artis1 oldugu tespit edildi. Gebeligin orta
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doneminde boyanma yogunlugunun artmasi muhtemelen gelisen konseptusta artan
talebe cevap olmasi nedeniyle endometrium bezlerinde asir1 faaliyetin bir gostergesi
olarak kabul edilebilir. Stromal ve diiz kas hiicrelerinde ise boyanmada gebeligin orta
doneminden sonra istatistiksel olarak onemli (p<0,05) derecede artig saptand.

EGF immun boyanmasimin 6zellikle gebeligin ilk doneminde bazi bez epitel
hiicrelerinin bazal sitoplazmasinda gozlenmesi; yogun salgi aktivitesinin oldugunu,
endometriumdaki epitel hiicreleri i¢cin mitojen etki gosterdigini ve gelisen konseptus
icin uygun cevre kosullarinin hazirlanmasinda roli olabilecegini diistindiirmektedir.
Ayn1 zamanda stromal hiicrelerde reaksiyonun gozlenmesi EGF’nin parakrin/otokrin
mekanizmalarla epitel ve stroma etkilesimlerine aracilik edebilecegi seklinde
yorumlanabilir. Gardner ve ark. (196), EGF’nin uterus kontraksiyonlarini stimiile
ettigini rapor etmis, yazarin baska bir calismasinda da (197) Ostrojen verilen,
ovariyektomili siganlardan elde edilen izole myometriumda EGF’nin kasilmalari
uyardigi bildirilmistir. Sunulan ¢alismada myometriumda boyanmanin 6zellikle de
gebeligin orta ve son doneminde yogun olmasi, EGF’nin myometriumdaki gelisime
giiclii katki sagladigini diisiindiirmektedir.

Sunulan c¢aligmada keg¢i (162) ve koyunda (195) bildirilenin aksine
insanlardaki (191) gibi plasenta fotalisin koryon villuslarindaki trofoblast ve stromal
hiicrelerde orta diizeyde immunoreaktivite oldugu belirlendi. Boomsma ve ark.
(45)’nin bildirdiklerinin aksine Hoffmann ve ark. (191)’nin bulgulariyla uyumlu
olarak gebeligin son doneminde yogunlugu az da olsa trofoblast ve stromal
hiicrelerde boyanmanin var oldugu, hatta gebeligin ilk doneminden son donemine
dogru boyanma yogunlugunun azaldigi ve bunun da istatistiki agidan Onemli
(p<0,05) oldugu dikkat c¢ekti. Hoffmann ve ark. (191)’nin belirttiginin aksine
calismada trofoblast hiicrelerinde oldugu gibi fotal stromal hiicrelerde de gebeligin
ilk doneminden sonra boyanmanin azalarak devam ettigi belirlendi. Plasenta
maternalisin epitel hiicrelerinde de orta diizeyde bir boyanma oldugu ve boyanmanin
gebeligin ilk doneminden sonra istatistiksel olarak 6nemli (p<0,05) derecede azaldig1
saptandi. Hem tek c¢ekirdekli trofoblast hiicresinde hem de ¢ift ¢ekirdekli trofoblast
dev hiicresinde reaksiyonun gozlenmesi, EGF’nin muhtemelen bu hiicrelerden
salgilandigini ve hiicre ¢ogalmasimni arttirdigini, gebeligin sonuna dogru 6zellikle ¢ift

cekirdekli trofoblast dev hiicre boyanmasinda azalma olmasi yine EGF’nin tek
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cekirdekli trofoblast hiicreleri i¢cin mitojenik faktor olabilecegini, ayn1 zamanda
EGF’nin fotal stromal hiicrelerin c¢ogalmasinda da fonksiyonel bir rol
oynayabilecegini diisiindiirmektedir.

ErbB2, ErbB3 ve ErbB4, tirozin kinaz reseptorlerinden EGF reseptori
altsinifinin iiyeleridir. Bu reseptorler, ligandin baglandigi genis glikozillenmis
ekstraseliiler bolge, hidrofobik transmembran bdlge ve tirozin kinaz aktivitesi
gosteren sitoplazmik bolgeye sahip oldugu i¢in ortak bir molekiiler yap1 gosterir.
Yapisal ve islevsel benzerlik olmasma ragmen, bu reseptorlerin her bir1 6zel
baglanma aktivitesine sahiptir. Ligandlar1 olan norogulinler, ErbB reseptorleri ile
homodimer veya heterodimerler olusturarak bir¢ok hiicresel aktiviteyi diizenler.
Boylece tirozin kinaz aktive edilerek intraseliiler sinyal yollar1 uyarilmis olur (198).

Srinivasan ve ark. (186) insan endometriumunda hem bezlerin hem de
stromanin NRGI ile reaksiyon verdigini gdzlemislerdir. Bu ¢alismada da NRGI1
immunoreaktivitesi, yiizey ve bez epitel hiicrelerinde, stromal ve diiz kas
hiicrelerinde sitoplazmik olarak belirlendi. Ayrica kan damarlarinin endotelinde de
boyanmanin pozitif oldugu goriilmekteydi. Bez epitel hiicrelerinde gebeligin orta ve
son donemlerinde boyanma yogunlugunun istatistiksel olarak 6nemli (p<0,05)
derecede arttigi, stromal hiicrelerde ise gebeligin ilk doneminden son donemine
dogru boyanmanin giderek azaldig1 ve gebeligin tiim donemleri arasindaki farkliligin
istatiksel agidan 6nemli (p<0,05) oldugu saptandi. Bu veriler, NRG1’in uterus epitel
hiicre fonksiyonlarinin diizenlenmesinde etkili olabilecegini akla getirmektedir.

Uteroplasental dokudan alman kesitlerde fotal kisimda bulunan koryon
villuslarindaki tek ¢ekirdekli trofoblast hiicrelerinde ve ¢ift ¢ekirdekli trofoblast dev
hiicrelerinde immunoreaktivitenin orta, villuslarin stromal hiicrelerinde ise zayiftan
ortaya dogru degistigi izlendi. Aynmi sekilde donemler arasinda istatistiki verilere
bakildiginda tek g¢ekirdekli trofoblast hiicrelerinde ve ¢ift ¢ekirdekli trofoblast dev
hiicrelerinde gebeligin orta ve son donemi arasindaki farkliligin 6nemli (p<0,05)
oldugu ve gebeligin son doneminde boyanmanin azaldigi tespit edildi. Maternal
kisimda bulunan epitelde ortadan gii¢liiye dogru bir tutulum oldugu ve gebeligin son
doneminde boyanmanin 6nemli (p<0,05) oranda azaldigi izlendi. NRG1’in hem

maternal hem de fotal kisimda gozlenmesi, plasental biliyiimeden de sorumlu
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olabilecegini ve lokal biiyiime faktorii olarak fonksiyonu stimiile edebilecegini
diistindiirmektedir.

AREG, EGF ailesi iyelerinin aminoasit homologudur ve biliylimeyi
diizenleyen &nemli bir glikoproteindir. Etkisini EGF reseptorii ile gosterir. Insan
(199) plasentasinin gebelik siiresince immunohistokimyasal olarak incelenmesi
sonucu; gebeligin 83., 106. ve 136. giinlerinde AREG'in sinsityotrofoblast
hiicrelerinde hem sitoplazma hem de c¢ekirdekte immun reaksiyon gosterdigi,
sitotrofoblast hiicrelerinde ise boyanma goriilmedigi ancak ¢ok az hiicrede ¢ekirdek
boyanmasina rastlanildigi bildirilmistir. AREG’in gebeligin ilk ve son doneminde
sadece sinsityotrofoblast hiicrelerinin sitoplazmasinda goézlendigi vurgulanmistir
(180). Bunun yaninda Ejskjaer ve ark. (172) menstriiel siklus boyunca insan
endometriumunda AREG’in yiizey ve bez epitel hiicrelerinde tespit edilemedigini
fakat stromadaki baz1 hiicrelerde saptandigini rapor etmislerdir.

Yue ve ark. (44) menstriiel siklus ve erken gebelik boyunca maymun
endometriumunda AREG’in varligint arastirmiglardir. Menstriiel siklus siiresince
ozellikle ylizey ve bez epitel hiicrelerinde ve myometriumdaki diiz kas hiicrelerinde
lokalize olan AREG’in boyanma yogunlugu 1-6. gilinlerde zayifken 9. giinden
itibaren artmaya baslamig, 16-20. gilinlerde yliksek seviyeye ulagsmis ve 25. giinde
belirgin sekilde azalmistir. Myometriuma yakin yerlesimli bezlerdeki hiicrelerin,
ylizey epiteline yakin yerlesimli olanlardan daha giiclii boyandig1 gorilmiistiir.
Menstriiel siklusun ge¢ salgi fazi boyunca stromal hiicrelerde zayif boyanma
gozlenirken myometriumdaki diiz kas hiicrelerinde menstriiel siklus boyunca zayif
immunoreaktivite izlenmistir. Erken gebelik siiresince hem ylizey hem de bez epitel
hiicrelerinde boyanma yogunlugu 1. ve 2. gilinlerde zayitken 3. giinden itibaren
artmaya baglamig, 9. giinde yiiksek seviyeye ulasmis ve 11. giinde ise tekrar
azalmigtir. Stromada AREG immunoreaktivitesine rastlanmamisken erken gebelik
boyunca myometriumdaki diiz kas hiicrelerinde zayif immunoreaktivite gozlenmistir.

Sican (47) uterusunda AREG mRNA’nin 6zellikle gebeligin ilk (4. giin) ve
orta doneminde (11-12. giin) yiiksek diizeyde oldugu gebeligin son doneminde ise
AREG’in tespit edilemedigi rapor edilmistir. Ayni zamanda progesteronun da
gebeligin orta doneminde (8-14. giin) yiiksek seviyede bulunmasi AREG’in

sicanlarda 6zellikle progesteron ile diizenlendigini diislindiirmiistiir.



105

Farede (39) AREG mRNA diizeyi gebeligin 4. gilinlinde pik yapmistir. Ayni
zamanda ovariyektomili fare uterusunda AREG mRNA gosteriminin, sadece
progesteron takviyesi ile indiiklendigi belirlenmistir.

Domuzda (163) AREG proteini yiizey epitel hiicrelerinde giicli
immunoreaktivite gosterirken bez epitel hiicrelerinde de gosterimi yapilmustir.

Bu calismada insanda (172) bildirilenin aksine maymun (44) ve domuzda
(163) belirtildigi gibi AREG immun boyamasinda, yiizey ve bez epitel hiicrelerinde
tutulum gozlendi. Bunun yaninda Yue ve ark. (44)’nin bulgulariyla paralel olarak
sunulan caligmada gebelik siiresince diiz kas hiicrelerinde cekirdek ve sitoplazma
diizeyinde tutulumun oldugu, Yue ve ark. (44)’nin bildirdiginin aksine stromal
hiicrelerde de immun reaksiyonun oldugu saptandi. Kan damarlarinin endotel
hiicrelerinde de reaktivite oldugu izlendi. Bez epitel hiicrelerinde gebeligin ilk
doneminden orta donemine dogru boyanmanin az da olsa artig yaptig1 ve istatistiksel
olarak farkliligin 6nemli (p<0,05) oldugu tespit edilirken, stromal hiicrelerde ve diiz
kas hiicrelerinde boyanmanin gebeligin son doneminde azaldig1 ve bu durumun da
istatistiksel olarak dnemli (p<0,05) oldugu belirlendi. Elde edilen bulgular, AREG’in
uterusta biiyiime ve endometrial hiicrelerin cogalma ve farklilasmasinda fonksiyonel
bir rol oynadigini diisiindiirmektedir.

AREG proteini, epitel hiicrelerinin daha ¢ok sitoplazma ve ¢ekirdeginde
lokalize olmasia ragmen cekirdek iizerindeki etkisi tam olarak aydmlatilamamistir
(199). Sunulan ¢alismada yilizey epitel hiicrelerinde o©zellikle gebeligin son
doneminde, diger donemlerde goriilen cekirdek tutulumunun goézlenmedigi dikkat
cekti. Cekirdekte boyanmanin olmamasi ¢ekirdek-sitoplazma etkilesiminin sadece
sitoplazmaya yansidiginin bir belirtisi olabilecegini, hiicrenin artik bu donemde
boliinme ve biiylime faaliyetlerini durdurmus olabilecegini diisiindiirmektedir.

Bazi ¢aligmalarin (180, 199) aksine bu calismada plasentanin fotal kisminda
bulunan koryon villuslarindaki tek ¢ekirdekli trofoblast hiicrelerinde, ¢ift ¢ekirdekli
trofoblast dev hiicrelerinde ve villuslarin stromal hiicrelerinde immunoreaktivite
izlendi. Gebeligin son doneminde tek cekirdekli trofoblast hiicrelerinde ve ¢ift
cekirdekli trofoblast dev hiicrelerinde boyanmanin azaldigi ve bu azalmanin
istatistiksel olarak 6nemli (p<0,05) oldugu saptandi. Plasentanin maternal kismindaki

epitel hiicrelerinde tutulumun ortadan giigliiye dogru degistigi gorildi. Gebeligin
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ozellikle son doneminde epitel hiicrelerinde boyanmanin azaldigi ve istatistiksel
olarak farklilign 6nemli (p<0,05) oldugu belirlendi. Elde dilen bulgular 1s1ginda
muhtemelen trofoblast kaynakli AREG’in, gebelik siiresince tek ¢ekirdekli trofoblast
hiicreleri i¢in parakrin/otokrin biiyiime tetikleyici faktor olabilecegi ayni zamanda

fotal stromal hiicrelerde metabolik aktiviteyi destekledigi ileri stirtilebilir.
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3.6- SONUC VE ONERILER

Gebelik siiresince inek uterusunda ErbB reseptorleri ile EGF, AREG ve
NRGI1 ligandlarinin farkli yogunluklarda ancak belirgin olarak yiizey ve bez epitel
hiicrelerinde lokalize oldugu go6zlendi. Sonuglar incelendiginde, EGF ailesi
iiyelerinin hem yiizey hem de bez epitel hiicrelerinden salgilandigi ve bu hiicrelerin
faaliyetlerini de otokrin/parakrin mekanizma ile etkiledigi diisiiniildii. Bundan dolay1
EGF ailesi iiyelerinin epitel fizyolojisinde fonksiyonel bir rol oynayabilecegi
sonucuna varildi. Buna ek olarak stromadaki bazi hiicrelerin bu faktorler ile pozitif
boyanmis olmasi, EGF ve reseptorlerinin otokrin ve/veya parakrin yolla uterustaki
diger hiicre elemanlar: ile etkilesimde olabilecegini akla getirdi. ErbB1 ve ErbB2
reseptorlerinin  dagilimindaki donemsel farkliligin, endometriumdaki fonksiyonel
degisikliklerinin diizenlenmesi ile yakin iligkili oldugu, ayn1 zamanda NRG1 gibi
ligandlar yoluyla aktive olan ErbB3 ve ErbB4 reseptorlerinin de sinerjik etkiyle bu
fonksiyonel duruma katkida bulunduklari varsayildi. EGFmnin endometriumdaki
epitel hiicreleri icin mitojen oldugu kadar gelisen konseptus i¢in de uygun ¢evrenin
hazirlanmasinda roliiniin olabilecegini, AREG’in gebelik siiresince tek cekirdekli
trofoblast hiicreleri i¢in parakrin/otokrin biliylime tetikleyici faktor olabilecegini,
NRG1’in de hem maternal hem de f6tal kisimda gozlenmesinin plasental biiyiimeden
sorumlu olabilecegini ve lokal biiylime faktorii olarak fonksiyonu stimiile
edebilecegini diisiindiirdii. Ayrica foto-maternal kisimda immunoreaktivitenin
gozlenmesi, EGF  reseptor-ligand  baglantisinda  fonksiyonel  iligkinin
yorumlanabilmesini sagladi. Incelenen bu faktdrlerin, uterusta gebelik siiresince
sadece hiicrelerde ¢ogalma ve farklilasmayi saglamakla kalmayip, ayni zamanda
plasenta yoluyla embriyo-uterus arasindaki hiicresel iletisimde oOnemli bir rol
oynayabilecegi diistiniildii.

EGF ve diger ligandlarin gebeligin siirdiiriilmesinde kritik fonksiyonlara
sahip olmasi1 sebebiyle gebeligin takibinde fizyolojik ¢alismalara da fayda
saglayabilir. Ayn1 zamanda gebelikte patolojik siireclerin tespitinde ve plasenta ile
fotusa ait problemlerin 6nlenmesinde yeni tedavi yontemlerinin bulunmasina katki

sunabilecegi kanaatindeyiz.
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