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OZET

Diyabetin, implantasyon Penceresi Donemindeki Fare Endometriyumunda Laminin
Ekspresyonuna ve Ince Yapiya Etkisi

Bazal membran, epitel doku ile bag dokusu arasinda bulunan ve kas ve yag
hiicreleri ile periferik sinir liflerini ¢evreleyen, yiiksek derecede 6zellesmis ekstraselliiler
matriksten olusan, ince bir tabakadir. Tiim bazal membranlar, glikoproteinlerden
(laminin, nidojen-1 vb.) proteoglikanlardan (heparan siilfat vb.) ve bag dokusu
liflerinden (tip IV, XV ve XVIII kollajen) olusur. Cok fonksiyonlu bir bazal membran
glikoproteini olan laminin; hiicre adezyonu, migrasyonu, differansiyasyonu,
proliferasyonu gibi cesitli biyolojik aktiviteler ile iliskilidir. Laminin-1, alfa-1, beta-1,
gama-1 zincirinden olusur, embriyonun gelismesinde ve plasenta olusumunda rol oynar.
Diyabet; protein, yag ve karbonhidrat metabolizmasim etkileyen metabolik bir
hastaliktir. Bu calismada; implantasyon doneminde fare endometriyumunun ince
yapisinin, ve diyabetin gebe fare endometriyumunda laminin ekspresyonuna etkisinin
incelenmesi amaclandi.

Calismada 36 adet, 8-10 haftahk disi Balb/C fareleri kullanildi. Fareler kontrol
(n=18) ve diyabetik (n=18) olmak iizere iki gruba ayrildi. Her iki grup ta kendi i¢inde 2.,
4. ve 6. gebelik giiniinde Otenazi yapilmak iizere 3 alt gruba boéliindii. Hayvanlarda
diyabet olusturmak icin streptozotosin (200 mg/kg) uygulandi. Elde edilen uterus
dokular 151k mikroskobik immunohistokimyasal yontemle ve elektron mikroskobik
yontemle incelendi. Immunohistokimyasal isaretlemede gruplar karsilastirildiginda, 2.
ve 4. giinlerde fark goriilmezken, diyabet grubunda laminin ekspresyonunda sadece 6.
giinde ekspresyon artisi saptandi. Elektron mikroskobik incelemelerde diyabetik grupta,
luminal epitel hasari, epitel hiicre apikal yiizeyinde pinopodlarda bozulma,
mikrovilluslarda kisalma ve kayip, retikiiler laminada artis, bazal laminada kesintiler
oldugu gozlendi.

Bu veriler dogrultusunda, diyabetin gebelik siirecinde laminin ekspresyonunu
etkiledigi, endometriyumun ve bazal membranin yapisinda degisikliklere neden oldugu
ve bunun da implantasyon siirecini bozabilecegi goriisiine varildi.

Anahtar Sozciikler: Bazal membran, laminin, diyabet, endometriyum, elektron
mikroskopi.



ABSTRACT

The Effects of Diabetes on the Laminin Expression and the Ultra/Thin Structure
of the Mice Endometrium During the Implantation Window/Period

The basal membrane is a highly specialized thin layer composed of extracellular
matrix that located between the mesenchymal and epithelium tissues around the muscle,
pheripheral nevre. All of the basal membranes contains glicoproteins (laminins, such as
Nidogen-1 (N/E-1) known as Entaktin-1), proteoglycans (heparan sulfate) and conective
tissue fibers (type 1V, XV ve XVIII collagens).

Laminin, a multi-functional basal membrane glicoprotein, is associated with
several biological activities such as cell adhesion, migration and differentiation.
Laminin-1 is composed by alpha-1, beta-1 and gamma-1 chains and takes a role at the
embryonic development and placental formation. Diabetes is a metabolic disease which
effects protein, adipose and carbohydrate metabolism in the body. In the current study,
it is aimed to investigate the endometrium at the implantation window at the
ultrastructural level and effects of diabetes on the laminin expression at the
endometrium tissue of pregnant mice.

At this study, 36 Balb/C mice (8-10 weeks old age) are used. Mice are separated
in two groups as control (n=18) and diabetes (n=18). Both main groups are also formed
by 3 different sub-groups sacrificed at the 2", 4™ and 6™ gestational days. In order to
form the diabetes model, a dose of 200 mg/kg body weight streptozotosin is used for each
mice. Uterine tissues obtained from light microscopic and electron microscopic methods
are used for immunohistochemical analysis.

At the immunohistochemical labeling, despite there isn't any difference at the 2™
and 4™ gestational days, laminin expression has increased only at the 6" day of the
gestation in the diabetes group comparing to control. Additionally, luminal epithelial
damage, degradation of the pinopods on the apical surface of the epithelial tissue, loss
and shortage of the microvilli, thickening of the reticular lamina and interruptions of
the basal membrane are observed by ultrastructural examination.

Since diabetes effects the laminin expression and causes structural changes on
endometrium and basal membrane during pregnancy seen as the results of this study, it
is postulated that these changes might impair the implantation period.

Key words: Basal membrane, laminin, diabetes mellitus, endometrium, electron
microscopy



1.GIRIS

Implantasyon, genetik olarak farkli olan embriyonik ve maternal dokular
arasinda gelisen basarili bir kaynasmadir. Bu siire¢ olduk¢a karmasik bir sekilde
gerceklesir. Implantasyon basarisi i¢in, embriyo ile maternal doku arasindaki iletisim
korunmalidir. Implantasyon baslamadan once endometriyum ve blastokist arasinda
sinyaller araciligiyla etkilesim meydana gelir. Farelerde ¢iftlesmeden sonraki 4. giinde
embriyo ilk olarak uterusun luminal epitelinin antimezometriyal bélgesine tutunur.
Embriyo uterin epitele tutunduktan sonra trofoblast dev hiicrelerine dogru invaze
olmaya baglar. Ayn1 zamanda stromada proliferasyon ve desidualizasyon gercgeklesir ve
primer desidual zon sekillenir. Bu sirada embriyonun uterus epiteline tutunmasi ile
epitelde apopitozis gergeklesir (1,2).

Bazal membran; epiteli, periferik sinir liflerini, Schwann hiicrelerini, yag
hiicrelerini, kas hiicrelerini, kan beyin bariyerini ¢evreleyen 6zel matriks bilesenlerinden
olusan ince bir tabakadir (3,4). Doku biitiinliglini korumada, farkli gelisim
stireglerinde, filtrasyonda, farkli dokular1 bolmelere ayirmada 6nemli rol oynar (5). Tim
bazal membranlar tip IV kollajen, nidojen, siilfatli proteoglikanlar ve laminin igerir (3).

Ekstraselliiler matriks (ESM) proteinlerinden laminin ve fibronektin, trofoblastik
invazyonun seyrinde rol oynayan Onemli elemanlardir. Laminin polipeptitlerinin;
gelisimin 2, 4, 8 ve 16 hiicreli kompakt ve kompakt olmayan agamalarinda gozlenmesi,
embriyogenezin erken donemlerinde hiicre gocii, adezyonu ve farklilagmasi gibi
olaylara katildigint ve bu molekiilin hiicre biiylimesi ile hiicre iskeletinin
organizasyonunda da rol aldigin1 gostermektedir (2). Lamininin bu fonksiyonlarini,
tizerinde bulunan belli bolgelere hiicre yiizey reseptorlerinin ve diger ESM
molekiillerinin  baglanmasiyla gergeklestirdigi sanilmaktadir (2). Implantasyon
doneminde blastokist iizerinde morfolojik olarak saptanabilen tiim membranlarda
laminin bulunmasi bu kaniy1 giiglendirmistir (2). Laminin, hiicre adezyonu, hiicre gogii,
hiicre farklilagsmas1 ve cogalmasi gibi ¢esitli biyolojik aktiviteler ile iliskili ¢ok islevli
bir bazal membran glikoproteinidir. Alfa, beta ve gama alt zincirlerinden olusur.
Giiniimiize kadar, 5 alfa, 3 beta ve 3 gama alt zinciri gdsterilmistir (5). Bu zincirlerin

kombinasyonlarina bagli olarak da 15 farkli laminin alt tipi tanimlanmistir (6). Bu alt



tiplerden bazal laminada en ¢ok bulunani laminin-1’dir ve alfa-1, beta-1 ve gama-1
zincirlerinden olusur (5). Embriyonik gelisim sirasinda ve plasenta olusumunda rol
oynar. Insan embriyolarindaki laminin-1’in, tip IV kollajenaz ekspresyonunu artirdig
ve peri-implantasyon periyodunda, maternal matrikste trofoblast adezyonunu
kolaylastirdigir disiiniilmektedir. Laminin-1, implante fare embriyosunun erken
donemlerinde ve blastokistte bazal membranin trofoektoderminde ve i¢ hiicre kitlesinde
lokalize olmaktadir. Implantasyon siiresince laminin-1 koryonik bazal membranda ve
Reichert’s membraninda eksprese olur. Insan plasentasinin ilk trimesterinde laminin
alfa-1 zinciri trofoblastik bazal membranda eksprese olmustur. Ikinci trimester
plasentada, laminin alfa-1 zinciri, ¢ogalan trofoblastik adalarla veya siitunlarla temas
halinde olan vill6z bazal membran bolgesinde selektif olarak eksprese edilir. Bundan
dolayr laminin-1’in, embriyogenezis, implantasyon, plasenta olusumu ile ilgili
stireclerde onemli rol oynadig: diisiiniilmektedir (7).

Diyabet, sik goriilen sistemik bir hastaliktir. Insiilin eksikligi veya duyarsizlig
sonucu organlarin kronik hiperglisemiye maruz kaldigir klinik bir sendrom olarak
tanimlanir. Hastaligin ileri donemlerinde pek ¢ok organ ve sistemin olumsuz etkilendigi
ve bu etkilere bagli komplikasyonlarin ortaya c¢iktigi bilinmektedir. Gebeligin bu
hastalig1 siddetlendirdigi, gizli kalmig diyabeti ortaya ¢ikarabildigi ya da saglikli oldugu
disiintilen bireylerde oral glikoz tolerans testini bozdugu uzun zamandir bilinmektedir.
Diyabet gebelik dncesi teshis edilmis ise pregestasyonel, ilk kez gebelik sirasinda tespit
edilmis bir glikoz intoleransi ise gestasyonel diyabet adini alir. Gestasyonel diyabet
gebelerin yaklasik %4’iinde goriilirken, pregestasyonel diyabetin goriilme siklg
yaklagik 1000 gebelikte 1-3’tiir (8,9).

Uterusta hiicresel metabolizmada ve dokunun yapisinda obezite ve diyabete
baglt degisiklikler disi iireme sisteminin yapisini ve biitiinligini etkilemektedir.
Calismalarda uterusun endometriyal epitelinde ve stroma tabakasinda dokunun lipojenik
metobolizmasimin énemli oranda arttigi bildirilmistir (10). Ureme bozuklugu; iireme
siklusunun bozulmus olmasi, over steroid hormon sentezinin bastirilmasi, endokrin
uyar1 ve endometriyal atrofinin artmasi ile karakterizedir. Hiicre i¢i ve hiicreler arasi
yag birikiminin ¢ok miktarda artmasi, endometriyal yapiy1 etkiler. Diyabet ve obeziteye
bagli olarak iireme sistemi atrofiye ugramaktadir (10). Bunun yani sira diyabetin bazal

membran lizerinde etkisi oldugu diistiniilmektedir (10).



2. GENEL BIiLGILER

2.1. implantasyon

Embriyo implantasyonu pek ¢ok tiirde liremenin en 6nemli basamagini temsil
eden dinamik bir siirectir. Endometriyum igine blastokist implantasyonu; yaklasma,
adezyon ve invazyon asamalarini igerir (11).

Gebeligin 4. giiniinde blastokist evresindeki embriyo uterus boslugunun i¢inde
bulunur. Ostrojen ve progesteronun karsilikl etkisi sonucunda implantasyon bolgesinde
bulunan endometriyal damar gecirgenligi artar ve endometriyum implantasyon igin
hazirlanir. Blastokist zona pellusidadan ayrilir ve trofoektodermin uzantilari uterus
yiizey epiteli ile kars1 karsiya gelir (yaklasma asamasi). Eger zona pellusidanin
ayrilmasinda bir hata olursa embriyo implante olamaz. Implantasyonda trofoblast
hiicrelerinin sitoplazmik ¢ikintilari, uterus epitelinin apikal yilizeyindeki pinopod adini
alan yapilara baglanir (adezyon asamasi) ve endometriyum liimenini doseyen hiicrelerin
interselliiler alanina girerler (invazyon asamasi). Penetrasyon, apoptozis sonucu
endometriyum epitel hiicrelerini baglayan desmozomlarin sayica giderek azalmasiyla
kolaylagir (12,13).

Blastokist implante olurken daha fazla trofoblast endometriyuma temas ederek
sitotrofoblast ve sinsityotrofoblasta farklilasir. Sitotrofoblast tabakasi, mitotik olarak
aktif yeni hiicreler olusturan bir tabakadir. Olusan yeni hiicreler giderek biiyliyen
sinsityotrofoblast kitlesine go¢ eder ve burada birleserek hiicre zarmi kaybederler.
Sinsityotrofoblast tabakasi hizla genisler ve ¢ok ¢ekirdekli bir kitle olup higbir hiicre
smir1 gdzlenemez. Ilerleyen sinsityotrofoblast hiicreleri endometriyumun bag dokusuna
invaze olur ve blastokist endometriyum igine gomiiliir. Endometriyal hiicreler
apopitozise ugrayarak implantasyonu kolaylastirir (12,13). Implantasyon ¢evresindeki
bag doku hiicreleri glikojen ve lipid depolayarak polihedral goriinlim kazanirlar ve
desidual hiicreler adin alirlar. implantasyondan sonra primer desidual zon proteazlarin
etkisi sonucu yeniden sekillenir ve olusan sekonder desidual zon implante olan

embriyoya ev sahipligi yapar (12,14).



Adezyon ve sonrasindaki invazyon esnasinda embriyo ile anne arasinda goriilen
molekiiler etkilesimler, embriyonun implante olabilmesi i¢in hayati 6nem tagimaktadir.
Implantasyonun basarisi; blastokistin reseptif endometriyumla dogru zamanda
bulugsmasina baglidir. Endometriyum menstrual siklus boyunca dinamik bir yapilanma
icindedir ve sadece ‘implantasyon penceresi’ doneminde reseptiftir. Insanlarda, embriyo
ovulasyondan 4 giin sonra uterus bosluguna ulasir. Endometriyum ovulasyondan 6-8
giin sonra blastokist implantasyonu i¢in reseptif olur ve bu reseptivite 4 giin (20-24.

giinler) siirer (11).

2.2. implantasyon Hazirh@inda Uterus Epitelinde Meydana Gelen Degisiklikler

Implantasyon &ncesinde luminal epitelde (LE) bir takim degisiklikler meydana
gelir. iImplantasyon aninda LE hiicrelerinin apikal bazal polaritesi, apikal membrandaki
laterobazal belirteglerin ortaya ¢ikmasi ile belirginligini kaybeder. Epitel hiicrelerinin
yiiksekligi ve mikrovillus sayisi degisir, pinopod yapilari olusur. Bazal membran
kalinlig1 degisir. Hiicre ylizeyi molekiillerinin apikolateral dagiliminda degisiklikler
ortaya cikar. Ornegin, sekretuvar evresinde alfa-6 (06) integrinin dagilimi, bazaldan
hem bazal hem de laterale dogru degisir. Bu durum, implantasyon aninda LE'nin
hiicreleraras1 etkilesimdeki degisimine isaret eder. Desmozomal proteinler, fare
LE'sindeki lateral hiicre yiizeyleri boyunca tekrar dagilir ve regiile edilirler. Insan ve
fare LE'sinde implantasyon zamani desmozom yogunlugu azalir. Bu zaman igerisinde
insan da dahil bazi tiirlerde lateral membrandaki siki baglanti (tight junction)
komplekslerinin  dagilim1  degisir. Buna ek olarak, 0zgin ara baglantilar,
implantasyonun oldugu epitelde agiga cikar ve ovaryum steroidlerince siki bir sekilde

kontrol edilirler (15).



2.3. Integrinler

Integrin ailesi hiicre yiizeyinde bulunur. Alfa ve beta alt {initelerinden olusup
hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimini diizenlerler. Giiniimiizde 22 integrin
heterodimerinde 16 alfa, 8 beta alt iinitesi bulundugu bilinmektedir. Her alt iinite
ekstraselliiler, transmembran ve sitoplazmik alanlarda bulunur. Ekstraselliiler alandaki
fibronektin, vitronektin, kollajen ve laminin gibi ligandlar ekstraselliiler matriks i¢inde
bulunurlar. Adeziv 6zellikleri disinda integrinler, ekstraselliiler matriksten hiicre igine
sinyal tagimaktadirlar. Hiicresel cevaba bagli olarak gen transkripsiyonunda veya
hiicresel morfolojide, hiicrenin sekillenmesine, hiicre gerilmesine, hiicre gog¢iine, yara
iyilesmesine, tiimor metastazina aracilik edebilirler (16).

Implantasyon déneminde, embriyonun endometriyuma tutunmasi sirasinda,
implantasyon basarisizliklarinda ve infertilitede integrinlerin adezyonu major rol
oynamaktadir. Alfa-v beta-3 (avp3) ve odpl integrinler implantasyon penceresi
sirasinda luminal epitelde birlikte eksprese olurlar. ikisinin birlikte ¢alisarak embriyo
tutunmasina yardimer olduklart diisiiniilmektedir. avP3 integrinin yoklugu veya azlig
infertilite ile iliskilidir. Birgok arastirmaci integrinin uterin reseptivite ile iliskili
oldugunu diisiinmektedir. avp3 integrinin blokaji sonucu tavsanda implantasyon
bolgesinde dnemli bir azalma olur. avP3 igermeyen farelerde implantasyon gergeklesir,
fakat yasamini devam ettiren embriyo sayist azalir ve plasenta hasarlari olusur. Erken
hamilelik  siirecinde  endometriyumda  ¢esitli  integrinlerin  transkripsiyonlari
diizenlenmektedir. Fonksiyon bloklama antikorlarina karsi a5 ve B1 integrinler in vitro
olarak trofoblast ¢ogalmasini engellemistir. a5f1 ve avp3 gibi integrinler embriyo
invazyonu ve desidualizasyon ile iligkilidir. Endometriyumda hamilelik sirasinda
morfolojik ve fizyolojik degisiklikler olmakta ve desidua ile plasenta gibi 6zellesmis
dokular meydana gelmektedir. Bu iki doku embriyonun hayatta kalmasi ve basarili
hamilelik igin ¢ok Onemlidir. Bu dokularda c¢esitli hamilelik kusurlari ile ilgili
fonksiyonel anormalikler goriilmektedir. Hamilelik sirasinda farkli zonlar ic¢indeki
integrinlerin ve onlarin spesifik ligandlarinin ekspresyonlart agik bir sekilde
bilinmemektedir. Fare endometriyumunda c¢iftlesmeden sonraki 6,5, 8,5 ve 13,5.

giinlerde implantasyon bolgesinde integrinler (B3, a6 ve a5 alt initeleri) ve onlarin



ligandlarina (vitronektin, osteopontin, laminin ve fibronektin) bakilmistir ve bunlarin

implantasyonda rolii oldugu ileri siiriilmistiir (16).

2.4. Endometriyum Reseptivitesi

Son otuz yildir farelerde ve siganlarda embriyo implantasyonu i¢in maternal
dokuda reseptivite faz1 veya penceresinin varligi bilinmektedir. Bu tiirlerde reseptif faz
24 saatten daha az siirmektedir. Insanlarda bu faz, siklusun 20. giiniinden 24. giiniine
kadar yaklasik olarak 4 giin siirer. Ovulasyon siirecinde, ovulasyondan 36 saat once
luteinlestirici hormon (LH) pik yapar. Reseptif faz yaklasik olarak LH+7’den LH+11’e
kadar siirer. Implantasyon basaris1 farelerde yiiksektir. Streoidle tetiklenmis bir seri olay
reseptif evrenin olusmasini saglar. Buna paralel olarak blastokist tutunmaya hazirlanir.
Hamile endometriyumunun stromasinin yiizeyinde integrinle iligkili ¢esitli ligandlar
bulunmaktadir. Bunlar fibronektin, kollajen, laminin, entaktin, vitronektin ve
trombospondindir (17). Hiicre adezyon mekanizmalarinin embriyonun tutunmasinda ve
bundan sonra da intersitisyel penetrasyonda arttig1 bilinmektedir. Tutunmayla ilgili 6ne
stiriilen bir hipotez, luminal epitelin hiicre yiizeyinde bir veya daha fazla adezyon
molekiiliniin steroid hormon salinimini baglatmasi ve bu reseptorlerin daha sonra
ligandlariyla birlikte biiyiiyen embriyonun dis trofoektoderm yiizeyiyle iligkili kurdugu
gorisudir (17).

Farelerde desidualizasyon; maternal ekstraselliiler matriksin besleyici hale
gelmesidir. ilk safhada belirgin sekilde intersitisyel etkilesimler gerceklesir. Intersitisyel
penetrasyondan {ic giin sonra desidualizasyon olmaktadir. insanlarda ¢ok miktarda

embriyo implantasyon basarisizliklar1 gériilmektedir (17).



2.5. implantasyon ve Embriyonik Integrinler

Farede fertilizasyondan sonra gelisim sirasinda a5, a6B, aV, Bl ve a3 integrin
alt tiniteleri eksprese olmaktadir. a3 alt {initesi 8 hiicreli evrede eksprese olurken, a2,
a6A ve a7 geg blastokist evresinde eksprese olmaktadir. Fare blastokistlerinde 6zellikle
alBl, a2B1, a5p1, a6B1, a7p1, allbp3 ve aVB3 integrinler bulunmaktadir. Laminin 1
integrin ailesi i¢in gereklidir. Farelerde implantasyon siirecinde bir¢ok integrin inaktive
edilerek calisilmistir. B1 alt tinitesi olmayan embriyolarda blastokist gelisiminin normal,
ancak implantasyonunun basarisiz oldugu bulunmustur. Bunun da implantasyon
alaninda trofoblastin epitel bariyere tutunmasinda ve endometriyal stromayla iligkisinin
baslamasinda meydana gelen blokajdan dolay1 oldugu diisiiniilmiistiir. Bundan dolay1
trofoblastin B1 integrin ve ekstraselliiler matriks ligandlari ile iliskili olmasinin, plasenta
olusumunda énemli rolii olabilecegi diisiiniilmektedir. Integrin ligandlar1 olan laminin
ve fibronektin, desiduada bol miktarda bulunmaktadir. B1 integrin bulunmayan
embriyolarda i¢ hiicre kitlesinin yapisinda belirgin bir bozulma oldugu bilinmektedir

(18).

2.6 Maternal Integrinlerin implantasyondaki Rolii

Maternal integrinlerden oV alt initesi tutunmayr saglamaktadir. Daha 6nce
yapilan c¢aligmalarda infertil kadinlarda B3 integrin ekspresyonunun azaldigi
goriilmiistiir (18). Integrinler tutunmay: fibronektin, osteopontin, vitronektin ve diger
ekstraselliiler ligandlar i¢indeki Arjinin-Glisin-Aspartik Asit sekanslari ile saglarlar.
Tutunma mekanizmasinda rol oynayan oV integrinlerin maternal ve embriyonik
yiizeyde, ligandlarla reseptdrler arasinda cift yonlii bir koprii gérevi yapmasi gerekir.
Koprii gorevi goren bilesenlerin ya embriyonik hiicrelerden ya da maternal hiicrelerden
tiremis oldugu disiiniilmektedir. Bu ligandlardan biri olan osteopontin, dokuda
sekresyon fazinda apikal yiizeyde lokalize olur ve endometriyal epitelin sekresyon
komponentidir. Fibronektinin insan embriyolarinda zona pellusida ile iliskili oldugu
bilinmektedir. Perlekan fare blastokistinde dis yiizeyde eksprese olmaktadir.

Trombospondin aVB3 integrinlerin ligandidir, desiduada, trofoektodermde ve glandular



epitelde eksprese olur. Vitronektinin implantasyon siirecinde gerekli olmadigi one
stiriilmektedir (17).

2.7. Bazal Membran

Bazal membran (BM), viicutta epitel ve endotel hiicrelerinin bazolateral
kisminda bulunur (19). Epiteli, santral sinir sisteminde kan-beyin bariyerini, yag
hiicrelerini ve kas hiicrelerini ¢evreleyen 50-100 nm kalinliginda 6zel matriks
bilesenlerinden olusan ince bir tabakadir (4,5,6,7,20). Bazal membranin yapisi
transmisyon elektron mikroskobu ile goriilmektedir. Bazal membran o6zellesmis

ekstraselliiler matriks (ESM) bilesenlerinden olugmaktadir (19).

2.8. Bazal Membranin Bilesenleri

Bazal membran bilesenleri hiicre davranigini ve sinyal yollarini diizenler. Bazal
membranda 4 6nemli bilesen bulunmaktadir. Bu bilesenler; tip IV kollajen, laminin,
nidojen/entaktin ve perlekandir (Sekil 2.1) (21). Bazal membranin yapisal biitiinliigiinii
laminin ve tip IV kollajen saglamaktadir (5). Nidojen/entaktin ve perlekan, laminin ve
tip IV kollajen ag1 i¢in koprii gérevi gormektedir. Bunlar laminin ile tip 1V kollajenin
saglamlhigini artirarak bazal membrani1 desteklemis olurlar. Bazal membranin bu dort
bileseni disinda farkli bilesenleri de bulunmaktadir. Bu bilesenler; agrin, fibulin, tip XV
kollajen, tip XVIII kollajen, SPARC/osteonectin/BM40 ve BM90’dir. Bu o6zel
bilesenler bazal membran dokusunun belirginligini ve heterojenligini korumaktadirlar.
Bazal membranda en ¢ok bulunan laminin alt tipleri ve tip IV kollajen, dokularda bazal

membranin sekillenmesinden sorumludur (2,3,5).
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Sekil 2.1. Bazal membranin baslica bilesenleri. Laminin ve tip IV kollajen, heparan siilfat proteoglikani
ve nidojene baglanir. Endotel hiicre membraninda baglica laminin 8 ve 10 izoformu, tip IV kollajen
[a1(IV), 02(IV)], nidojen 1 ve 2 bulunur (21 nolu makaleden modifiye edilerek kullanilmustir).

2.9. Bazal Membranin Dokulara Gére Dagilim

Bazal membran her dokuda farkli bilesenler icermektedir. Bu farklilik bazal
membranmn iginde bulunan bilesenlerin miktarma bagl olarak degisir. Ornegin;
bobrekte en az ii¢ farkl tip IV kollajen goriilebilir (20). Belirli organlarda dokuya 6zel
bazal membranlarla karsilasilir. Bundan dolayr bazal membran hiicresel fonksiyona
bagli olarak degisir. Tiibiillerde epitel, su ve elektrolit dengesini diizenler. Bazal
membran bilesenindeki tip IV kollajen ve laminin etkilesim halindedir. Bunlar 6zellikle
glomeriiler bazal membranda farkl: oranlarda bulunurlar.

Bazal membran bilesenlerinden tip 1V kollajen ve lamininin dokuya 6zel farkli
oranlarda bulunmasi bazal membranin fonksiyonunda farkliliklara yol agmaktadir.
Laminin heterodimerinin yaklasik 15 kombinasyonu ve 6 tane tip IV kollajen dnciilleri
viicutta farkli dokularda eksprese olurlar (20). Memeli bobreginde a3odas tip IV
kollajen onciilleri glomertiler bazal membranda goriiliirken aSa5a6 ve ala2al onciilleri
Bowman kapsiiliinde goriiliir. Laminin izoformlar1 dokuya 6zel ekspresyon gosterirler.

al a3, a5 zincirleri ¢ogunlukla epitelin bazal membraninda goriiliirken, a2 zinciri



iskelet ve kalp kasinin bazal membraninda ve a4 zinciri vaskiiler bazal membranda
goriliir (3). Bazal membrana 0zgii reseptdrler bulunmadiginda bazal membran
olusabilir, fakat yapis1 pargali veya cift katli olabilir. Baz1 durumlarda bazal membran
bilesenlerindeki eksiklikler bazal membranin sekillenmesinde hata olusturabilir. Buna
ornek olarak parietal endodermin kalin ekstra embriyonik bazal membrani olan
Reichert’s membraninin laminin reseptdrii yoklugunda bozulmasi verilebilir. Buna
ragmen primitif bazal membran kalintilart bozulmamistir. Buna benzer olarak
distroglikansiz ve B integrinsiz hayvanlarda embriyoid cisimciklerde bazal membranin

sekillenmesinde hatalar gosterilmistir (22).

2.10. Bazal Membranin Gorevleri

Bazal membranin bircok biyolojik fonksiyonu bulunmaktadir. Doku
organizasyonunda rol oynar, ayrica birgok dokuda depo ve destek gorevi yapmaktadir.
Doku gelisimi sirasinda hiicre organizasyonunu diizenler. Memeli bobreginde segici-
gegirgen bir bariyer olusturur. a3a4a5 tip IV kollajen agi, laminin 10/11 polimeri ve
perlekan mekanik dayaniklilik saglar. Glomeriiler bazal membran kan filtrasyonu igin
uygun bir yapiya sahiptir. Bazal membran proteinleri hiicre adezyon molekiilleri igin
coklu baglanma bolgeleri igerir ve bazal membranda hiicre yiizey reseptorleri icin
bir¢ok ligand vardir. Hiicre yiizeyindeki reseptorlerin BM proteinlerine baglanmasiyla
hiicre i¢i sinyal baglar. BM bilesenleri hiicre farklilagsmasin1 baglatir. Hiicre
proliferasyonunu ve gogiinii diizenler. Bazal membran yaralanma veya neoplazi gibi

patolojik durumlar sonucunda yapisini degistirebilir (2,7,20).
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2.11. Bazal Membran Bileseni Laminin

Laminin glikoprotein heterodimeridir ve tek polipeptid zincirinden olusur. Bu
zincir uzun kol boyunca birbirine sarilmis sekilde bulunur ve 3 tane kisa alana sahiptir.
Farkli laminin genlerinde her zincir ig¢in bir kod vardir. Alandaki yapilar ayni
homolojiyi paylasir.

Su ana kadar memelilerde 5 alfa, 4 beta, 3 gama laminin tanimlanmistir. Bu alt
tiniteler 15 laminin heterodimerini olusturmak i¢in bir araya gelir. Laminin alt siniflar
asagidaki ¢izelgede gosterilmistir (Cizelge 2.1). Bu alt tiplerden bazal laminada en ¢ok
bulunani laminin 1’dir ve alfa-1, beta-1 ve gama-1 zincirlerinden olusur (23). Farelerde
gelisim sirasinda 4,5. giinde ilk olarak eksprese olmaktadir (3). Embriyonik gelisim
sirasinda ve plasenta olusumunda rol oynar. insan embriyolarindaki laminin 1’in, tip IV
kollajenaz ekspresyonunu artirdign ve peri-implantasyon periyodunda, maternal
matrikste trofoblast adezyonunu kolaylastirdigi disiiniilmektedir (17). Laminin 1,
implante fare embriyosunun erken donemlerinde ve blastokistte bazal membranin
trofoektoderminde ve i¢ hiicre kitlesinde lokalize olmaktadir. Implantasyon siirecince
laminin-1 koryonik bazal membranda ve Reichert’s membraninda eksprese olur. insan
plasentasinin ilk trimesterinde laminin alfa-1 zinciri trofoblastik bazal membranda
eksprese olurken ikinci trimesterde plasentanin trofoblastik adalari veya siitunlariyla
temas halinde olan villoz bazal membranda eksprese olur. Bundan dolay: laminin 1
embriyogenezis, implantasyon, plasenta olusumu ile ilgili siire¢clerde 6nemli rol

oynayabilir (17).
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Cizelge 2.1. Laminin trimerleri (24 nolu makaleden modifiye edilerek kullanilmistir).

Laminin alt simiflar:

Laminin-1 alBlyl
Laminin-2 a2plyl
Laminin-3 alp2yl
Laminin-4 a2p2yl1
Laminin-5 a3AB3y2
Laminin-5B a3Bp3y2
Laminin-6 a3plyl
Laminin-7 a3p2yl1
Laminin-8 adplyl
Laminin-9 adp2yl
Laminin-10 a5p1yl
Laminin-11 a5p2yl1
Laminin-12 a2P1y3
Laminin-14 adp2y3
Laminin-15 a5p2y3

12
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Sekil 2.2. Lamininin alfa, beta, gama zincirleri. Kisa alanlarda ¢ubuk seklinde EGF-benzeri alanlar ( LEa,
LEb, LEc) ve yuvarlak alanlar (LN, L4a, L4b, L4, LF) vardir. Uzun alanin her birini alfa heliks
sarmaktadir (LCC). Beta zincirinde Lp alan1 bulunmaktadir. Alfa zincirinde tekrarlayan 5 tane LG bolgesi
bulunmaktadir (LG1-5) (25 nolu makaleden modifiye edilerek kullanilmustir).

Alfa alt tinitesi 3A ve 3B olmak iizere ikiye ayrilir. Alfa3A kisa kola sahip
degilken, alfa3B kisa kola sahiptir. Laminin 1’den 4’e kadar N-terminal globiiler alanin
(LN) 3 kisa kolu vardir, gubuk seklindeki alanlarda laminin-EGF benzeri (LEa)
tekrarlardan olusur. i¢ globiiler (L4, IV) alanla ayni1 yerdedir ve cubuk seklindeki uzun
alan G alani ile sinirlanmustir (5,22,25). Alfa2 laminin (2 ve 4) lamininin o zincirindeki

LG-3’bolgesi proteaz furinler tarafindan ayrilir (24). Bu ayrilma kovalent olmayan
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baglantilar tarafindan gergeklesir, bundan dolay1 terminal segmentte ayrilma olmaz.
Laminin 5, alfa2 ve beta3 zincirlerini igeren tek laminin alt tipidir, ¢ubuk seklindeki
laminin epitelde ¢ok miktarda bulunmaktadir. Laminin 5’in tepesinde zincir yoktur.
Birgok proteazlar; kemik morfogenetik protein-1, matriks metalloproteinaz-2, membran
tip metalloproteinaz-1 ve plasmin gibi gama2 alaninin N terminal kismindan ve terminal
2LG modiiliinden ayrilir. Bu proteazlar nidojeni, fibulini, heparin baglayan aktiviteyi ve
keratinositin gog¢ etkisini uzaklastirir, ayrica lamininin ESM’e katilmasini etkiler.
Laminin 6’dan 9’a kadar birka¢ LE tekrarlar1 hari¢ alfa alt {initesinin kisa kollar1
eksiktir. Laminin 10-11’in her birinde alfa5 alt tinitesi LN alani ile birlikte bulunur ve
farkli sayidaki LEa,b,c tekrarlari kisa bolgedeki globiiler alanlar arasinda yer alir (Sekil
2.2) (7).

2.12. Lamininin Baglanma Aktiviteleri

Lamininler, ekstraselliiler matriks etkilesimine (polimerizasyon, nidojenlere ve
diger ESM molekiillerine baglanma) ve hiicre ylizey etkilesimlerine (glikolipid,
proteoglikan ve glikoprotein, reseptor aktivitelerinin birkaci ile) katilirlar. Genellikle,
cogu hiicresel olmayan ekstraselliiler matriks baglanmasi tiim ii¢ alt linitenin kollar ile
sinirlandirilir. Oysa tiim reseptor aracil etkilesimler alfa alt Ginitesinin N-terminal ve C-
terminal alanlariyla olur. Laminin 1-4 ve laminin 10-11’de lamininin Ca bagimli 3 LN
bolgesinde polimerizasyon gergeklesir ve bunun sonucunda bazal membran sekillenir
(5,25). Laminin 6’dan 9’a kadar alfa alt tinitesinin kisa kolu yoktur. Bundan dolay1
laminin 6-9 sadece 2 LN alanina sahiptir. Laminin 6-9 alt zincirleri kisa kollarindan
dolay1 ¢ok az polimerizasyon aktivitesine sahiptirler. Nidojen laminin 6 ve 7’ye, tip VII
kollajen ise laminin 5’e baglanir. Laminin 5, laminin 6 ve 7°ye kovalent olarak baglanir
ve bu bilesenler ESM’de gomiilii halde bulunur. Laminin 8 ve 9, bazal membran
icerisinde sabitlenmek i¢in hiicre yiizeyi ve nidojene baglanabilir (5). Alfa alt {initesinin
kisa kolunun diger molekiiller ve reseptorlerle etkilesime girdigi bulunmustur. Laminin

alfal ve alfa2 alt {initesinin LN zincirine baglanan alfal-betal ve alfa2-beta2 integrinler
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ve laminin 5’in IVa bolgesine baglanan alfaV-beta3 integrinler buna 6rnek olarak
verilebilir (5,25).

2.13. Diyabetes Mellitus Tanisi ve Simiflamasi

Diyabetes mellitus (DM), insiilin eksikligi veya insiilinin etkisiz kalmasi sonucu
olusur. DM, karbonhidrat, protein ve yag metabolizmasinin bozulmasiyla birlikte
hiperglisemi ile seyreden kronik metabolik bir sendromdur (26,27). Diyabetes mellitus,
cesitli mikro ve makrovaskiiler hastaliklara neden olarak viicudun tiim sistemlerini
etkiler (28). Hastaligin patogenezi klinik tiplere gore farklilik gostermektedir. Tip I
DM’da pankreasin P hiicrelerinde genetik ve immiinolojik faktorler sonucu gelisen
harabiyet vardir. Tip II DM’da insiiline kars1 periferik direng, insiilin sekresyonunda
azalma ve asir1 hepatik glikoz iiretimi mevcuttur. Insiilin direncinin nedeni periferdeki
inslilin fonksiyonunun azalmasi ve hepatik glikoz iiretiminin artmasidir. Tiim bu
olaylarda primer neden kesin olarak bilinmemekle birlikte hastaligin ¢evresel ve genetik
etkiler sonucu gelistigi diisiiniilmektedir (9,29).

Gliniimiizde uzlasmanin en fazla saglandigr diyabetes mellitus siniflamasi
Amerikan Diyabet Dernegi tarafindan 2000 yilinda kabul gérmiistiir (9).

Diyabetes Mellitusun Siniflandirilmasi

1) TIiP 1 Diyabetes Mellitus

a. Otoimmiin

b. Idiyopatik

2) TiP 2 Diyabetes Mellitus

a. Periferik instilin direnci

b. Insiilin salinim yetersizligi

3) Diger ozel tipler

a. Beta hiicre fonksiyonu ile ilgili genetik bozukluklar

b. Insiilin etkisi ile ilgili genetik bozukluklar

c. Ekzokrin pankreas hastaliklar1

d. Endokrinopatiler
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e. Ilaglar

f. Enfeksiyonlar

g. Immiin kékenli DM

h. Gestasyonel DM

Tip 1 DM, ¢ocukluk yas grubunda pankreasin beta hiicrelerinin otoimmiin veya
otoimmun dist nedenlerle haraplanmasi sonucu gelisen insiilin yetersizligi ve
hiperglisemi ile karakterize kronik metabolik bir hastaliktir. Diinyada genel prevalans 5
yasinda 1/1430, 16 yasinda ise 1/360 civarindadir. Ulkemizdeki prevalansi yaklasik
1/2000°dir. Etiyolojisinde genetik ve cevresel bircok etken rol oynamaktadir. Poliiiri,
polidipsi ve kilo kaybi ile kendini gosteren tip 1 DM, insiilin, egzersiz ve beslenmenin
planlanmas1 ile tedavi edilmektedir. Birgok farkli insiilin rejiminin yanisira
immiinoterapi gibi yeni tedavi yontemleri lizerinde de ¢alisiimaktadir (30).

Tip 2 DM en yaygin gorillen metabolizma hastaligidir. Gelismis iilkelerde
toplumun %5-10"u tip 2 DM’dur. Tiim diinyada tan1 konulan diyabet vakalarinin %90-
95’ini tip 2 diyabet, %5-10’unu tip 1 diyabet ve %2-3’iinii ise diger diyabet formlari
olusturmaktadir. Diyabetin topluma yiikii artmaktadir. Toplumlarin ¢ogunda korliik ve
son donem bdbrek yetersizliginin en onemli nedeni diyabettir. Diyabetli olmayan
yasitlarina kiyasla, tip 2 diyabetlilerde kardiyovaskiiler risk 2-4 kat daha fazladir (31).

Gestasyonel DM, gebelikte baslayan glikoz toleransi bozuklugunun herhangi bir
derecesi olarak tanimlanir. Diyabet, gebelik o6ncesinde teshis edilmis ise pregestasyonel
DM, ilk kez gebelik sirasinda tespit edilmis bir glikoz intoleransi ise gestasyonel DM
admi alir (32). Gestasyonel DM, 9 hamileligin 2’sinde goriiliir ve maternal ve perinatal
komplikasyonlar ile iligkilidir. Gestasyonel DM’de perinatal 6liim riskinde degisiklik
olmazken gigantism (irilik) riski artmaktadir. Diger perinatal riskler ise; omuz distosisi,
kemik catlamasi, beyin felci ve hipoglisemi gibi dogum hasarlaridir (33). Gestasyonel
diyabetli kadinlarin biiyiik ¢ogunlugunda glikoz intoleransi dogum sonrasinda normale
donmektedir. Ancak, ileri donemlerde bozulmus glikoz intolerans1 ya da DM ortaya
¢ikma riski oldukga fazladir (30,33). Insanlarda tip 1 diyabet veya insiilin bagiml
diyabetin, diisiik ve konjenital anomalilerin riskini artirmak gibi nedenlerle gebeligi
negatif sekilde etkiledigi bulunmustur. Ayrica maternal diyabetin, tip 1 diyabet
olusturulan kemiricilerde implantasyon Oncesinde embriyo gelisimini olumsuz

etkiledigi de gosterilmistir (30,33). Genetik olarak ketoniirik diyabet (KD) olan ¢in
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hamsterlarinda yapilan ¢alismalarda uterus morfolojisindeki degisiklikler ¢aligilmis ve
diyabet olmayan hamsterlarla karsilastirildiklarinda KD’li  hamsterlarin  uterus
yiizeylerinde mikrovillus bulunmadig1 ve sekresyon aktivitesi olmadigi saptanmistir. Bu
epiteli doseyen bazal laminasinin kalinliginda kontrol grubuna goére 2-5 kat artis
goriilmiistiir. KD’li hamsterlarin uterusunda bozulma ve hiicreler arasi matrikste artis
saptanmistir. Cin hamsterlarinda KD safhasi ile iliskili olarak uterin epitel ve stromada
bozulma oldugu ve bunun iireme bozuklugu ile muhtemel bir iliskisi oldugu
gosterilmistir  (34). Diyabet ve obezitenin zararli etkileri, uterusun hiicresel
metobolizmasint ve yapisint bozarak disi lireme sistemi yapisin1 ve fonksiyonunu
tehlikeye atar (10,35). Hem insan hem de deney modellerinde yapilan calismalarda,
uterusun endometriyal epitel ve stromal hiicre katmanimi indiikleyen hiicresel
lipotoksisitenin  dokuda belirgin lipojenik metabolizma artisina neden oldugu
bulunmustur (10). Bunun sonucunda iireme yetersizliginin; tireme asiklusu, ovaryan
folikiil gelisiminin baskilanmasi, ovaryan steroid hormon sentezinin baskilanmasi,
endokrin aktivite ile uyarilmis hiicresel metabolizma ve artan endometriyal atrofi ile
karakterize oldugu disiiniilmektedir. Diyabetten etkilenen endometriyal yapi ¢ok
miktarda artan hiicre i¢i ve hiicreler arasi lipid birikimleri ile karakterizedir. Bunlar;
interstisiyel perivaskiiler sizintt ve daha sonra da ¢ok miktarda trigliserid emilimi ve
serbest yag asidi konsantrasyonunun artmasi sonucu olusur. Obezite ve diyabete bagl
olarak tireme bolgesinin maturasyonunun tehlikeye girmesi sonucu, fetus ile plasenta
gelisimi baskilanir ve iireme bolgesinde atrofi meydana gelir (35). Yiiksek miktardaki
plazma glikozu renal hiicrelerde ve endotel hiicrelerinde ESM molekiillerinin gen
ekspresyonunu degistirir. Bununla iligkili olarak yapilan g¢alismalarda da diyabetik
sicanlarin  bobreginde ESM bilesenlerinin ekspresyonlart belirlenmis ve kollajen
sentezinde artig, heparan siilfattan zengin proteoglikanlarin sentezinde azalma ve
laminin MRNA protein ekspresyonunda artma oldugu goriilmiistiir. Diyabetik bireylerin
farkli dokularinda ESM bilesenlerinin ekspresyonlari degismektedir, bu degisimin
diyabetin patolojisine bagli oldugu ileri siiriilmektedir. Plasentanin yapisinda ve
fonksiyonunda ESM molekiillerinin potansiyel roli vardir ve bazi caligmalarda
diyabetik hayvanlarin plasentasinda ESM proteininin yapist ve dagilimi agiga
cikarilmigtir. Forsberg diyabetik siganlarda plasentada tip IV kollajen, laminin ve
fibronektindeki degisiklikleri gostermistir (36).

17



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlarimin Elde Edilmesi ve Deney Plani

Deney protokolii Mersin Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan
onaylandi. Calismamizda Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Arastirma Laboratuvari’ndan elde edilen, 36 adet 8-10 haftalik disi Balb/C fareleri
kullanildi. Fareler kontrol grubu (n=18) ve deney grubu (n=18) olmak iizere iki gruba
ayrildi. Farelerde, ciftlesmeden sonraki 4. giiniin implantasyon penceresi donemi olarak
kabul edilmesi nedeniyle (37), kontrol ve deney gruplar1 da kendi iglerinde 3 alt gruba
ayrildi. ilk alt grup implantasyon 6ncesi dénem (ciftlesme sonrasi 2. giin, n=6); ikinci
alt grup implantasyon giinii (giftlesme sonrast 4. giin, n=6) ve Ugilincii alt grup
implantasyon sonrast donem (¢iftlesme sonrasi 6. giin, n=6) olarak belirlendi.

Olusturulan gruplar ve her grupta yer alan hayvan sayist Cizelge 3.1.°de
belirtilmistir.

Cizelge 3.1. Kontrol ve deney gruplarinda giinlere bagli olarak secilen hayvan sayilart.

KONTROL GRUBU DENEY GRUBU
2. GUN 4. GUN 6. GUN 2. GUN 4. GUN 6. GUN
6 FARE 6 FARE 6 FARE 6 FARE 6 FARE 6 FARE

3.2. Deneysel Diyabet Olusturulmasi

Deney grubundaki farelere, konsantrasyonu 200 mg/kg olacak sekilde 4 giin

boyunca streptozotosin (Sigma Chemical Co.) sodyum sitrat tampon (pH:4,4)
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soliisyonunda ¢oziindiiriilerek periton ici yolla enjekte edildi. Enjeksiyondan 4 giin
sonra kan glikoz seviyeleri 200 mg/dl {izerinde olanlar diyabetik olarak kabul edildi.
Kontrol grubundaki streptozotosin verilmeyen farelerin tiimiiniin kan glikoz seviyeleri
200 mg/dl’den daha distiktii.

3.3. Ovulasyonun Uyarilmasi

Ovulasyonun uyarilmasi amaciyla, hem kontrol hem de deney grubundaki
hayvanlara (deney grubuna streptozotosin enjeksiyonundan 2 hafta sonra), denek basina
5 1U olacak sekilde gebe kisrak serum gonadotropini (Folligon, intervet®) periton ici
yoldan enjekte edildi. Gebe kisrak serumu verildikten 48 saat sonra da insan 5 U
koryonik gonodotropin hormonu (hCG) periton i¢i yolla enjekte edildi. Bu enjeksiyonun
yapildigr giin fareler bir kafeste 3 disi ve 1 erkek fare olacak sekilde ciftlesmeye

konuldu. Vajinal plagin goriildiigii sabah hamileligin birinci giinii olarak kabul edildi.

3.4. Uteruslarin Elde Edilmesi ve Fiksasyon

Her iki grupta gebeligin 2., 4. ve 6. giinlerindeki fareler Xsilazin (10 mg/kg) +
Ketamin (100 mg/kg) anestezisi ile uyutuldular. Farelerin agrili uyaranlara yanit
vermedigi anlagildiktan sonra hayvanlarin gogiis kafesleri agild1 ve transkardiak yoldan
once %0,9’luk izotonik NaCl ¢ozeltisi, bunu takiben ise %4’likk paraformaldehit +
%0,05 gluteraldehit soliisyonu ile perfiizyon yapildi. Yeterli perfiizyon ve fiksasyon
saglandiktan sonra, uterus iki tarafli olarak ¢ikartildi. Uterus kornularinin birisi
immunohistokimyasal isaretlenmeye uygun fiksasyonu saglamak icin %10’luk nétral
formalin c¢ozeltisinde 48 saat bekletildi. Diger uterus kornunun bir kismi RNA
izolasyonu i¢in ependorfa, kalan kismi ise elektron mikroskobik incelemeye uygun
fiksasyonu saglamak i¢in %2,5’lik gluteraldehit ¢ozeltisine alindi. Fiksasyondan sonra

151k ve elektron mikroskobik inceleme igin ayr1 ayri doku takip prosediirii uygulandi.
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3.5. Isik Mikroskobik Doku Takibi ve immunohistokimyasal Isaretleme

N o g A w D Pe

10.

11

12.
13.

14.

15.
16.

17.
18.

Isik mikroskubu i¢in dokular fikse edildikten sonra akarsuda yikandi.

Artan derecelerde alkollerden gegirildi (%70, 80, 90, 96).

Ksilol ile seffaflandirma islemi yapildi.

Ksilol + siv1 parafin karisiminda bekletildi.

Dokular siv1 parafine gomiildii.

Mikrotomla adeziv lamlara Sum kalinliginda kesitler alindi.

Kesitler deparafinizasyon islemi igin 60 °C etiivde 1 saat bekletildikten sonra
oda 1s1sinda 3X10 dakika ksilolden gegirildi.

Rehidratasyon islemi icin derecesi giderek azalan alkol serilerinden gecirilerek
distile suya alind1.

Fiksasyon ve parafine gOmiilmekten kaynaklanan antijen maskelenmesini
ortadan kaldirmak igin tripsin (pH:7,6) icinde 37°C’de (Bio-Optica Milano
Spa®) 30 dakika muamele edildi.

Bu islemden sonra taze hazirlanmis fosfatl tuz tamponu (PBS) ile 3X5 dakika

yikandi.

. Endojen peroksidaz aktivitesinin yok edilmesi igin distile suda %12,5’luk olarak

hazirlanmis hidrojen peroksit (H20,) ile 10 dakika inkiibe edildi.

PBS ile 3X5 dakika yikandi.

Nonspesifik antikor baglanmasin1 ve bundan dolayr olusabilecek zemin
boyamasini engellemek icin Novocastra ™ Protein Block ile 8 dakika inkiibe
edildi.

Dokularin iizerindeki protein blok uzaklastirildi ve yikama yapilmadan PBS
icinde %0,5’lik s1g1r serum albumin (BSA) ile sulandirilmis anti-laminin primer
antikoru (Abcam ab11575) 1/25 diliisyonda damlatildi. Kesitler nemlendirilmis
kapali bir kap i¢inde oda 1sisinda 1 saat inkiibe edildi.

PBS ile 3X5 dakika yikandi.

Biotin ile baglanmis polivalan sekonder antikor (Scytek®) damlatilarak oda
1s1sinda 10 dakika bekletildi.

PBS ile 3X5 dakika yikanda.

Streptavidin peroksidaz enzim soliisyonu ile 10 dakika inkiibe edildi.
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19. PBS ile 3x5 dakika yikandi.

20. Peroksidaz substrati olan diaminobenzidin (DAB) damlatildi ve boyanma
yogunlugu mikroskop altinda kontrol edilerek 3-5 dakika inkube edildi.

21. Distile suda 5 dakika yikandi.

22. Hematoksilen ile 5-10 saniye zit boyama yapildi.

23. Akarsuda berraklasana kadar yikandi.

24. Kesitler derecesi artan alkollerden gegirilerek dehidrate edildi.

25. Ksilolden 3x5 dakika gegirildi.

26. Entellan ile kapatildu.

Negatif kontrol amaciyla ayrilan kesitlere primer antikor igermeyen %0,5 PBS-
BSA damlatildi. Daha sonra protokole ayni sekilde devam edildi.

Dokular, 151tk mikroskobu (Olympus®BX50 Olympus GmbH, Almanya) ile
incelendi, ayn1 mikroskoba eklenmis dijital kamera (Nikon®CoolpiX5000, Nikon Corp.
Tokyo, Japonya) ile fotograflari gekildi.

3.6. Isik Mikroskobik Degerlendirme ve Istatistiksel Analiz

Isik mikroskobik diizeyde, kontrol ve deney gruplarinda endometriyal epitelin
bazal membraninda, laminin ile isaretlenme diizeyi degerlendirildi. Degerlendirme
asagidaki sekilde yapildi:

Hig isaretlenme yok: 0

Yer yer isaretlenme var: +

Orta diizeyde isaretlenme var: ++

Kuvvetli isaretlenme var: +++

Verilerin istatistiksel degerlendirilmesinde kategorik veriler frekans ve yiizde
cinsinden, siirekli veriler ise verinin dagilim sekline gore ortalama + standart sapma ya
da ortanca deger (ylizdelikler) cinsinden 6zetlenmisdi. Normal dagilim goéstermeyen

strekli degiskenlerin gruplarda karsilastirlmasinda Mann  Whitney U testi
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uygulandigindan Kontrol ve deney grubu arasinda laminin diizeyleri bakimindan
istatistiksel olarak fark olup olmadigina karar verebilmek icin Mann Whitney U testi
kullanild1. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3.7 Elektron Mikroskobik Doku Takibi ve inceleme

Elektron mikroskobik inceleme i¢in alinan dokular dncelikle 1mm®’lik pargalara
bolindii ve yaklasik 4-6 saat %2,5’lik gluteraldehit soliisyonunda fikse edildi.
Fiksasyon sonrasi dokular fosfat tampon soliisyonuna alindi. Daha sonra asagidaki
siraya gore doku takibi yapildi

1. %1’lik osmium tetraoksit soliisyonunda + 4° C’de 1 saat

2. Fosfat tamponda 2X10 dakika
% 50’1ik etil alkolde + 4 °C’de 15 dakika
% 70’1ik etil alkolde + 4 °C’de 15 dakika
% 85’1lik etil alkolde + 4 °C’de 15 dakika
% 96’1k etil alkolde + 4 °C’de 15 dakika
% 100’liik etil alkolde + 4 °C’de 15 dakika
% 100°liik etil alkolde + 4 °C’de 15 dakika
%100’liik etil alkolde oda sicakliginda 15 dakika
10. Propilen oksitte oda sicakligindal5 dakika

© ®© N o g bk~ o

11. Propilen oksitte oda sicakliginda 15 dakika
12. Propilen oksit + rezin oda sicakliginda 30 dakika
13. Propilen oksit + rezin oda sicakliginda 30 dakika
14. Epoksi rezinde oda sicakliginda 1 gece
Bu islemlerden sonra dokular rezine (EMBed-812 Embedding Kit Katalog
N0:13940) gomiilerek 60 °C’lik etiivde 24 saat siireyle polimerize edildi. Bu bloklardan
ultramikrotom (Leica Ultracut UCT125, Leica Avusturya-Viyana) ile 70 nm
kalinliginda kesitler, 300 gozenekli bakir gridlere alindi ve uranil asetat ve kursun sitrat
soliisyonlar ile kontrastlandi. Kontrastlama iglemi; asagidaki sekilde yapildi.
1. Kesitler uranil asetatta 5 dakika bekletildi.
2. Distile su ile yikandi.
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3. Kursun sitratta 5 dakika bekletildi.
4. Distile suda yikandi.
5. Kurutma kagidi ile kurutuldu.
Incelemek icin boyanan Kesitler transmisyon elektron mikroskobu (Jeol
JEM1011, Tokyo, Japonya) ile incelendi. Mikroskoba eklenmis dijital kamera
(Megaview I11, Olympus GmbH, Germany) ile incelenen Kesitlerin fotograflar: ¢ekildi.

3.8. RNA lizolasyonu ve Real Time-PCR

Uterus dokularindan RNA izolasyonu manuel olarak Asit Guanidinyum-Fenol-
Kloroform Yo6ntemi (AGPC) ile yapildi (38).

Kullanilan soliisyonlar asagidaki gibidir:
Sodyum Sitrat (0,75 M): 15,78 g sodyum sitrat tartildi ve DEPC-H,0 ile 100 mI’ye
tamamlanarak hazirlandu.
N-Lauroyl Sarkozil (%010): 1 gr sarkozil tartildi ve DEPC-H,0 ile 10 ml’ye
tamamlanarak hazirlandu.
DEPC-H,0: 1000 ml iyonize su igerisine 2 damla DEPC eklendi. 1 gece oda
1s1sinda bekletildi. Ertesi giin, pastor firmida 60 °C’de 2 saat sisenin kapag1 hafifce
gevsetilip bekletilerek hazirlandi.
Guanidinyum Tsotiyosiyonat (GSCN) Seliisyonu: 25 mg GSCN (4 M), 5 ml
sodyum sitrat (0,75 M), 2,5 ml sarkozil (%10) tartildi ve DEPC-H,0 ile 50 ml’ye
tamamlanarak hazirlandu.
Denatiirasyon Soliisyonu: 9,9 ml GSCN c¢ozeltisi igerisine 0,1 ml 2-
merkaptoetanol (14 M) eklenerek hazirlandi.
Islemler asagidaki gibi yapildi:
1) RNA izolasyonu i¢in ayrilan steril ependorftaki dokular steril PBS ile yikandi
2) Uzerine 500 ul denatiirasyon soliisyonu eklenip birkac saniye vortekslendikten
sonra 15 dk -20 °C’de bekletildi.
3) 500 pl fenol-kloroform-isoamilalkol (25:24:1) eklendi.
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4) 15 dk -20 °C’de bekletildi. 4 dk 10.000 rpm’de santrifiijlendi.

5) Ust faz alinip yeni bir 1,5 mI’lik tiipe aktarilda.

6) Uzerine 500 ul kloroform-isoamilalkol (24:1) eklendi.

7) 2 dk 10.000 rpm’de santrifiijlendi.

8) Ust faz yeni bir 1,5 mI’lik tiipe alinip iizerine 1 ml %96’lik etanol eklendi.

9) En az 1 gece beklemek iizere -20 °C’ye birakild.

10) 15 dk 12.500 rpm’de santrifiijlendi.

11) Tipteki etanol atilip, 500 ul %70’lik etanol eklendi.

12) Birkag saniye vortekslendi.

13) 5 dk 12.500 rpm’de santrifiijlendi.

14) Siipernatant atilip, tlipiin agz1 agik olarak en az 10 dk bekletildi.

15) Pellet tizerine 50 pul DEPC-H,0 eklendi.

16) 70 °C’de 1 saat birakildu.

17)Elde edilen total RNA, 200 iinite Moloney Murine Leukemia Virus Reverse
Transkriptaz enzimi kullanilarak cDNA’ya reverse transkribe edildi.

18) Bunun i¢in elde edilen RNA 6rnekleri ile (1 ul) RT-PCR yapildi.

19)PCR ortami; 5 pl 5X RT-PCR buffer, 10 ul 2 mM dNTP karisimi, 1ul poli-T
primeri, 0,1 ul reverse transkriptaz enzimi, 0,5 pul RNAse inhibitorii ve 12 pl
distile su ile hazirlandi.

20) RT-PCR kosullari; 37 °C’de 1 saat ve 95 °C’de 5 dakika olarak uyguland.

21) Elde edilen cDNA’lar ekspresyon analizi yapilana kadar +4 °C’de saklandu.

22)Elde edilen ¢cDNA o6rneklerinden; laminin ; ve kontrol geni olarak da beta
aktin’in gen ekspresyonlar1 Real Time PCR (ABI 7500, Applied Biosystems)
cihazi ile belirlendi.

23) Laminin ;1 ekspresyon tayini i¢in TagMan Gene Expression Assay (Applied
Biosystems, 186424853 1) kiti, kontrol geni olarak Mus musculus actin, beta
geni kullanildu.

24)Mus musculus actin, beta geni ekspresyon belirlemesi i¢in, Primer Express 3.0
(Applied Biosystems) programi kullanilarak “NM_007393.3, Mus musculus
actin, beta(ACTB), mRNA”, niikleotid dizisinden olusturulan asagida belirtilen
primer ve prob dizileri kullanildi. Primer ve problar, “Metabion International

AG, D-82152 Martinsried/Deutschland” tarafindan sentezlendi.
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ACTB-Mm-F,5’-GGCTCCTAGCACCATGAAG-3’

ACTB-Mm-R,5’-ACCGATCCACACAGAGTACT-3’

ACTB-Pr,5’-Yakima Yellow-TCAAGATCATTGCTCCTCCTGAGCGC-BHQ-1-3°
ACTB genine 6zgii prob “Yakima Yellow” isaretlidir. Degerlendirme siirecinde

“VIC” olarak degerlendirilmesinin sebebi “Yakima Yellow” ile “VIC”in benzer dalga

boylarinda 1s1ma yapmasidir. Yakima Yellow maksimum emiyon degeri 549 nm dir
(39,40).

3.9. Real-Time PCR Reaksiyon Ortaminin Hazirlamisi

Real-Time reaksiyon ortami, toplam 25ul olacak sekilde hazirlandi.

a) 12,5 ul, 2x TagMan Gene Expression Master Mix

b) Laminin B; i¢in 1,2 pl Assay Mix (Applied Biosystems, 186424853 1), ACTB
icin ACTB-Mm-F ve ACTB-Mm-R primerlerinden 900 nmol olacak sekilde
primerler, ACTB-Pr probundan 200 nmol olacak sekilde problar kullanildi.

c) 2,5ul cDNA Ornegi

d) 8.8 ul Distile Su

3.10. Real-Time PCR Reaksiyon Sartlar

50 °C’de 2 dakika 6n inkiibasyon (1 dongii)
95 °C’de 10 dakika aktivasyon (1 dongii)
95 °C’de 15 saniye denatiirasyon (40 dongii)
60 °C’de dakika baglanma/uzama (40 dongti)
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Real-time PCR iglemi ve kantitasyon “ABI Prism 7500 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems) cihaz1” ve “7500 Software; SDS 2.0.3 software for 7500 Real
Time PCR Product” programi kullanilarak gerceklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1. immunohistokimyasal Bulgular

Kontrol ve deneysel diyabet olusturulmus gebe farelerden alinan uterus
dokularinda laminin ekspresyonu immunohistokimyasal olarak degerlendirildi. Primer

antikor damlatilmayan negatif kontrol kesitlerinde herhangi bir isaretlenme gézlenmedi.

Kontrol Grubu: Kontrol grubundaki farelerde, gebeligin 2., 4. ve 6. giinlerinde
endometriyum yiizey ve bez epitelinin altinda yer alan bazal membranda lamininle
kuvvetli isaretlenme izlendi (Sekil 4.1.1, 4.1.2 ve 4.1.3). Giinler arasinda laminin
ekspresyonunda fark goriilmedi. Fakat implantasyon doneminden sonra desidua

hiicrelerinde laminin ekspresyonu goriildii.
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Sekil 4.1.1. Kontrol grubu. 2. giinde yiizey epitel hiicreleri (EP), laminin antikoru ile isaretlenmis bazal
membran (0k), kan damarlar (y1ldiz) (X1200).

20 UM

Sekil.4.1.2. Kontrol grubu. 4. giinde yiizey epitel hiicreleri (EP), bazal membran (0k), kan damarlari
(y1ldiz) (X1200).
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Sekil 4.1.3. Kontrol grubu. 6. giinde yiizey epitel hiicreleri (EP), bazal membran (0k), kan damarlari
(yildiz) (X1200).

Deney Grubu: Diyabet olusturulan deney grubunda gebeligin 2., 4. ve 6. giinlerinde
fare uteruslarindan alinan 6rneklerde endometriyum yiizey ve bez epitelinin altinda yer
alan bazal membranda lamininde isaretlenme gézlendi. Bu isaretlenme kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlaml sekilde artmusti (p=0,021) (Cizelge 4.1.1). ikinci,
dordiincii  ve altinct gilinlerdeki isaretlenme yogunlugu kontrol grubu ile
kiyaslandiginda; 2. ve 4. giinde epitelin bazal membraninda laminin ekspresyonu
acisindan bir fark goriilmedi (p=0,201) (p=0,214). Fakat gebeligin 6. giiniinde kontrol
grubuna gore laminin ekspresyonunda artis oldugu gorildi (p=0,023) ve bazal
membranda yer yer kesintiler oldugu saptand: (Sekil 4.1.4, 4.1.5, 4.1.6) (Cizelge 4.1.2).
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Sekil 4.1.4. Deney grubu. 2. giinde ylizey epitel hiicreleri (EP), bazal membran (0k), kan damarlari
(yildiz) (X1200).

Sekil 4.1.5. Deney grubu. 4. giinde yiizey epitel hiicreleri (EP), bazal membran (0k), kan damarlari
(y1ldiz) (X1200).

30



Sekil 4.1.6. Deney grubu. 6. giinde ylizey epitel hiicreleri (EP), bazal membran (0k), kan damarlari
(yildiz) (X1200).

Cizelge 4.1.1. Kontrol ve deney gruplar arasinda laminin ekspresyonunun istatistiksel analiz sonuglari.

Kontrol Deney

Ortalama Standart sapma Ortalama Standart sapma

1,58 0,84 2,21 0,85
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Cizelge. 4.1.2. 2.4.,6., giinlerde kontrol ve deney gruplar1 arasinda laminin ekspresyonunun istatistiksel

analizin sonuglart.

RUP Kontrol Deney
. Ortalama Standart sapma Ortalama Standart sapma
GUN
2. giin 2,166 0,983 1,500 0,547
4.giin 2,571 0,534 2,00 0,894
6.giin 2,166 1,169 2,871 1,975

[statistiksel anlamlilik smir1 p<0,05’dir. Laminin diizeyleri bakimindan kontrol
ve deney gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark vardir (p=0,021). Laminin
diizeyleri bakimindan ikinci giinde kontrol ve deney gruplari arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark yoktur (p=0,201). Laminin diizeyleri bakimindan dordiincii giinde
kontrol ve deney gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur (p=0,214).
Laminin diizeyleri bakimindan altinct glinde kontrol ve deney gruplar1 arasinda

istatistiksel olarak anlaml bir fark vardir (p=0,023).

4.2 Elektron Mikroskobik Bulgular

Kontrol Grubu: Ince yap:1 diizeyinde normal uterus histolojik yapisi goriildii.

Endometriyum, miyometriyum ve perimetriyum tabakalar1 ayirt edildi.
Endometriyumda ylizey ve bez epiteli, bazal membran ve altindaki stroma incelendi. Bu
yapilarin dogal goriinlimde oldugu tesbit edildi.

Kontrol grubu 2. giinde endometriyum yliizey epitelinde ¢ok sayida ve normal
morfolojik goriinime sahip mikrovillus izlendi (Sekil 4.2.1). Endometriyum epitel
hiicrelerinin apikal kisminda genis tabanli hiicre protriizyonlar1 olarak tanimlanan
pinopod yapilart gozlemlenmedi. Luminal epitel hiicrelerinin bazal kisminda az
miktarda lipid damlaciklar1 goriildii. Bazal ve retikiiler lamina kalinlig1 normaldi ve
bazal membran devamli olarak izlendi. Epitel tabakasinda dejenere hiicre goriilmedi.

Komsu epitel hiicreleri arasinda siki1 baglant1 kompleksleri gozlendi (Sekil 4.2.2).
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Sekil 4.2.1. Kontrol grubu. 2. giin endometriyum luminal epitelindeki mikrovilluslar (ok bas1), epitel
hiicresi nukleusu (N) (X4,000).

Sekil 4.2.2. Kontrol grubunda gebeligin 2. giiniinde epitel nukleusu (N), epitelin bazal kisminda lipid
damlaciklari (L), epitelin bazal laminasi (oklar) (X10,000).
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Kontrol grubunda 4. giinde, endometriyal luminal epitelde mikrovillus sayisinda
2. gline gore artis gézlemlendi. Ayrica ¢ok sayida pinopod vardi (Sekil 4.2.3, 4.2.4).
Luminal epitelin bazal kisminda lipid artig1 vardi. Retikiiler laminada bazi bolgelerde

hafif kalinlasma goriildi.

Sekil 4.2.3. Kontrol grubunda gebeligin 4. giiniinde endometriyal epitel hiicrelerindeki pinopod yapilart
(ok bas1), sik1 baglant1 kompleksleri (ok) (X12,000).
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Sekil 4.2.4. Kontrol grubunda gebeligin 4. giiniinde endometriyal epitel hiicrelerindeki pinopod yapilart
(ok bast) (X30,000).

Kontrol grubunda 6. giinde 4. giine gore az olmakla beraber mikrovillus yapilari
ve pinopodlar gorildii (Sekil 4.2.5). Endometriyal luminal epitel hiicrelerinin bazal
kisminda az miktarda lipid damlaciklar1 gortildii. Bazi epitel hiicreleri dejenere olmustu.
Bazal lamina kesintisiz olarak izlendi (Sekil 4.2.6, 4.2.7).
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Sekil 4.2.5. Kontrol grubunda gebeligin 6. giiniinde luminal epiteldeki mikrovillus (ok bas1) ve pinopod
(ok) yapisi. Epitel hiicre nukleusu (N) (X7,000).

Sekil 4.2.6. Kontrol grubunda gebeligin 6. giiniinde luminal epitelin nukleusu (N), epitelin altin1 déseyen
bazal lamina (ok baslar1) (X7,000).
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Sekil 4.2.7. Kontrol grubunda gebeligin 6. giiniinde luminal epitelin nukleusunun bazal kisminda bulunan
lipid damlaciklart (L), epitelin altini doseyen lamina densa (ok baglari) ve retikiiler lamina (RL)
(X20,000).

Deney Grubu: Diyabet olusturulan deney grubunun 2. giiniine ait uterus dokularinin
elektron mikroskobik incelemesinde, luminal epitel hiicrelerinde bdlgesel olarak
mikrovillus kaybi goriildii (Sekil 4.2.8). Lipid birikimi epitelin hem bazal hem de apikal
kisminda mevcuttu (Sekil 4.2.9). Bazal laminada kesintiler izlendi ve retikiiler laminada
kalinlasma oldugu saptandi (Sekil 4.2.10).
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Sekil 4.2.8. Deney grubunda gebeligin 2. giiniinde luminal epitelin apikal yiizeyindeki mikrovilluslar (ok
baglar1) (X10,000).

Sekil 4.2.9. Deney grubunda gebeligin 2. giiniinde epitel-hiicresinin bazal kisminda bulunan lipid
damlaciklar1 (L), lamina densada kesintiler (ok bast) (X15,000).
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Sekil 4.2.10. Deney grubunda gebeligin 2. giiniinde epitel hiicresinin bazal kisminda bulunan lipid
damlaciklar1 (L), lamina densada kesintiler (ok bas1) (X15,000).

Dordiincii glinde mikrovilluslarda kontrol grubuna gore azalma, kiintlesme ve
yer yer tiimiiyle kayip oldugu goriildii (Sekil 4.2.11). Pinopod yapilari izlenmedi (Sekil
4.2.11). Bazal lamina igerisinde lamina densada yer yer silinme ve retikiiler laminada
kalinlagsma goriildi (Sekil 4.2.12). Bu kalinlasmanin kontrol grubuna goére daha fazla
oldugu saptandi. Komsu epitel hiicrelerinin apikal yiizeylerinde yer alan baglanti
komplekslerinin boyunda genel olarak kisalma belirlendi. Epitel hiicrelerinin yani sira,

stromada yer alan desidua hiicrelerinde asir1 lipid birikimi dikkati ¢ekti (Sekil 4.2.12).
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Sekil 4.2.11. Deney grubunda gebeligin 4. giiniinde endometriyal epitelin apikal yiizeyinde az Sayida
mikrovilluslarda kontrol grubuna gére azalma (ok baglari), epitel hiicre nukleusu (N), siki baglantt
kompleksleri (ok) (X5,000).
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Sekil 4.2.12. Deney grubunda gebeligin 4. giiniinde endometriyal epitelin bazal yiizeyinde lipid
damlaciklart (L), desidual hiicrelerdeki lipid damlaciklar1 (DL), retikiiler laminada kalinlasma (RL),
lamina densada kesintiler (ok baslari) (X12,000).

Altinc1 glinde luminal epitel hiicrelerinin apikal ve bazal kisminda asir1 miktarda
lipid birikimi vardi. Yer yer mikrovillus sayisinda azalma ve kiintlesme goriildi (Sekil
4.2.13). Bazal laminadaki kalinlagmanin oldukg¢a belirgin ve yaygin oldugu saptandi.
Ayrica bazal laminada kesintiler goriildi (Sekil 4.2.14, 4.2.15).
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Sekil 4.2.13. Deney grubunda gebeligin 6. giininde endometriyal epitelin apikal yiizeyindeki
mikrovilluslar (ok baglar1), epitelin apikal ve bazal yiizeyinde lipid damlaciklar1 (L), epitel nukleusu (N),
(X5,000).

Sekil 4.2.14. Deney grubunda gebeligin 6. giiniinde retikiiler laminada kalinlagma (RL),-lamina densada
kesintiler (ok baslari) (X20,000).
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Sekil 4.2.15. Deney grubunda gebeligin 6. giiniinde retikiiler laminada kalinlagma (RL), lamina densada
kesintiler (ok baslar1) (X40,000).

4.3 Real Time PCR Bulgular

ACTB geninde (grafikte yesil renkle goriilen Yakima Yellow (VIC) ile isaretli)
bir amplifikasyon gozlenirken, Laminin B1 geninde (grafikte mavi renkli goriilen FAM
ile isaretli) amplifikasyon gozlenmedi. (Sekil 4.3.1). Bu durum ilgili dokudan elde
edilen cDNA’da ACTB genine ait ekspresyonun varligini, buna karsilik Laminin f;
genine ait ekspresyonun olmadigint gosterdi. Laminin ; geninde ekspresyon olmadigi
icin ACTB ile arasinda oransal veya miktarsal bir degerlendirme ve karsilastirma da

yapilamadi.
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Sekil 4.3.1. Kantitatif Real-Time PCR analizi ile Yakima Yellow ile isaretlenen ’ACTB’’ ve FAM ile
isaretlenen <’ Laminin B;’* genlerinin ekspresyon dagilimlar1. (ROX: Internal Pasif Referans boya).
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada diyabetik farelerde gebeligin 2., 4. ve 6. giinlerinde uterus dokusu
immunohistokimyasal ve elektron mikroskobik yontemlerle incelendi. Uterusta bazal
membran glikoproteini olan laminin ekspresyonunun 151tk mikroskobik diizeyde
degerlendirilmesi amaciyla immiinohistokimyasal boyama yapildi. Endometriyumun
morfolojik degerlendirmesi ise ince yap1 diizeyinde gergeklestirildi.

Blastokist tutunmasindan sonra endometriyum, endometriyal sinyallere
(sitokinler, steroid hormonlari, biiylime faktorleri gibi) cevap olarak degisikliklere
ugrar. Kemirgenlerde stromal cevap (desidualizasyon); ig seklindeki desidual hiicrelerin
epiteloid seklindeki desidual hiicrelere doniismesini, blastokistin etrafindaki
implantasyon bdlgesinin formasyonunu ve ESM bilesenlerinin yeniden sekillenmesini
icerir (1,41).

ESM, fibr6z proteinler, proteoglikanlar ve fibronektin, laminin, nidojen, tenasin
ve trombospondin gibi glikoproteinleri icerir. Bu ESM proteinleri farkli alt {initelerden
olusur ve ekstraselliiler alanda hiicre yiizey reseptorleri ile iligkilidirler. Bircok ESM
proteini hiicre yiizeyinden eksprese edilen integrinlerle iliski igerisindedir. Bu adezyon
molekiillerinin en 6nde gelenleri, fibronektin (a3-5, f1), laminin (al-3 B1, a6 B1) ve
kollajendir (a1-3, B1). Bu dinamik yapisindan dolayr ESM bilesenleri, sadece yetiskin
dokuda degil, embriyogenez sirasinda hiicre differansiyasyonu, gogii ve biiylimesinde
de 6nemli rol oynarlar. Ancak laminin ve fibronektinin benzer biyolojik 6zelliklerinden
dolayi, hiicre davramisinda farkli fonksiyonlari da vardir. Fibronektin embriyogenez
sirasinda hiicre adezyonunu ve gogiinii saglarken, laminin epitel histogenezinin erken
doneminde Onemli rol oynayabilir ve hiicre fonksiyonunu degistirebilir. ESM
molekiillerinin  endometriyal stromadaki dagilimlart ve farelerdeki hamilelik
basarisindaki rolleri hala tam olarak agiklanamamaktadir. Basarili bir gebelik igin,
blastokist implante olurken trofoblast hiicreleri endometriyal stroma boyunca invaze
olmalidir ve maternal ESM bilesenleri ile etkilesim i¢inde bulunmalidir (36). Ote
yandan ESM proteinlerinden laminin ve fibronektin, diyabet ve preeklampsi gibi
patolojik durumlarda embriyo ve maternal alandaki yiizeyde ekspresyonu degistirerek
embriyo kayiplarina sebep olabilir (36).

Endometriyumda implantasyonun gerceklesecegi bolgede ESM’in sekillenmesi

gerekir. Daha sonra trofoblast invazyonu, plasenta olusumu ve hiicre o6limii gibi
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stireclerde ESM bilesenlerinin ekspresyonlart incelenerek rolleri hakkinda daha fazla
bilgiye sahip olunabilir. Bu c¢alismada normal farelerde implantasyon bdlgesinde
laminin ekspresyonunun dinamik dagilimini ve diyabetin bu dagilima etkisini incelemek
amaglanmistir. Daha Once siganlarda yapilan bir ¢alismada, gebeligin 4., 5., 6., 7. ve 8.
giinlerinde bazal membranda, desidua hiicrelerinde ve bez epitellerinde laminin
ekspresyonu bulunmustur (2). Bir bagka ¢alismada, habes maymunlarinda implantasyon
doneminde ESM proteinlerinin ekspresyonlarina bakilmis ve endometriyumda BM
boyunca laminin ekspresyonu goriilmiis, ayrica implantasyon alaninda laminin
ekspresyonunun arttig1 saptanmistir (42). Bizim yapmis oldugumuz ¢aligmada, her iki
drupta luminal epitel ve bez epitelinin bazal membrani ile desidua hiicrelerinde laminin
ekspresyonu goriilmiistiir. Buna bagli olarak da lamininin implantasyon siirecinde rol
oynadig1 sonucuna varilmistir. Giinlere bagli olarak laminin ekspresyonunda farklilik
gozlenmemistir. Literatiirde, farelerde implantasyon penceresi doneminde (2., 4. ve 6.
giinlerde) ylizey epitelinin bazal membraninda laminin ekspresyonunu inceleyen
caligmaya rastlanmamustir. Bu ¢alismanin; farelerde implantasyon siirecinde, gebeligin
2., 4. ve 6. giinlerinde laminin ekspresyonunun degerlendirildigi ilk calisma oldugu
distiniilmektedir.

Diyabet olusturulmus hamile si¢anlarda, plasentada ESM bilesenlerinin
ekspresyonlarina bakilmig ve diyabete bagli olarak ekspresyonlarinin degistigi
goriilmiistiir (36). Tip 2 diyabet olusturulan yeni dogan siganlarda bobrek glomertiliinde
tip 1V kollajen ve degistirici biiytime faktorii-p (TGF-B) ekspresyonuna bakilmis ve
diyabete bagl olarak artis goriilmiistiir. Diyabete baglh olarak artan TGF-f’nin ESM
bilesenlerinin ekspresyonunu degistirdigi sonucuna varilmistir (43). Diyabetik
nefropatide epitel hiicrelerinde lokalize olan integrin alt iinitelerinin (aV, B3, aVp3,
aVPS) ekpresyonunun artti§i bulunmustur. Ayni ¢alismada bu artisin diyabette TGF-3
artigina bagli olarak ortaya ¢ikmis olabilecegi de One siiriilmiistiir (44,45,46). Daha once
implantasyon donemindeki farelerde laminin ekspresyonu c¢alisilmamistir. Bizim
calismamizda immunohistokimyasal olarak laminin ile yapilan immun isaretlemede,
diyabet grubundaki fare endometriyumunda kontrol grubuna gore isaretlemenin arttig
goriilmiistiir. Bu sonug literatiirdeki verileri desteklemektedir. Bu durum, onceki
calismalarda gosterildigi gibi, diyabetin TGF-B sentezini artirdigi, artan TGF-f’nin da

B1 integrin ekspresyonunun artmasina sebep oldugu bilinmektedir (45). Calismamizda
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diyabetik gruplarda sadece 6. giinde gézlenen laminin ekspresyonundaki artigin, integrin
ekspresyonunun artigina bagl olarak gerceklestigi diisiiniilmiistiir. Bunun sonucunda
lamininin implantasyon sonrasinda embriyodaki hiicre proliferasyonunu azaltabilecegi
ve boylece infertiliteye katkisinin olabilecegi sonucuna ulasilmistir. Implantasyon
doneminde diyabetik fare uterus epitelinde laminin ekspresyonu ilk defa bu ¢aligmada
gosterilmistir.

Pinopodlar, hem kemirgenlerde hem de insanlarda implantasyonun pencere
doneminde, uterusun luminal epitelinin apikal yiizeyinde ortaya cikmaktadir. Bazi
calismalar insanlarda pinopodlarin 48 saatten kisa bir dmre sahip olduklarini ortaya
koymustur (47). Siganlarda ise pinopodlarin omrii biraz tartismalidir. Gebeligin 4.
giiniinde artmakta, embriyo implantasyonu giinlinde yani 5. giinde pik yapmakta, 6.
giinde ise neredeyse gézden kaybolmaktadir (47).

Yukarida belirtildigi gibi diyabet ve obezite, uterusun hiicresel metabolizmasini
bozarak disi iireme sisteminin yapisini ve biitiinliigiinii tehlikeye atar. insanlarda ve
deney modellerinde yapilan g¢alismalarda diyabet, uterusun endometriyal epiteli ve
stromasini indiikleyerek hiicresel lipotoksisiteye sebep olur. Bu da dokuda belirgin bir
sekilde lipojenik metabolizma artis1 ile sonuglanir. Bunun sonucunda lireme yetersizligi;
tireme asiklusu, ovaryan folikiil gelisiminin baskilanmasi, ovaryan steroid hormon
sentezinin baskilanmasi, endokrin ile uyarilmis hiicresel metabolizma ve artan
endometriyal atrofi olusur. Diyabetten etkilenen endometriyal yapi, ¢ok miktarda hiicre
ici ve hiicreler arasi lipid birikimleri ile karakterizedir (10). Daha 6nce yapilan bir
calismada fare endometriyumunda diyabetin etkisine transmisyon elektron mikroskobu
ile bakilmis ve kontrol grubunda endometriyal epitel hiicrelerinin bazal kisminda lipid
birikimi goriiliirken, diyabete bagli olarak epitel hiicrelerinin bazal kismi ile apikal
yiizeylerinde lipid birikimleri birikimleri gériilmistir. (10,35). Bizim bulgularimiz da
bu ¢aligsmalarla uyumludur. Lipid artiginin diyabet komplikasyonu olarak epitel iskemisi
nedeniyle ortaya ¢ikabilecegi diisliniilmiistiir. Baska bir ¢alismada diyabete bagli olarak
mikrovilluslarda kayip oldugu bildirilmistir (34). Bizim yapmis oldugumuz ¢alismada,
elektron mikroskobik diizeyde, kontrol ve diyabet grubunda luminal epitel ve bazal
membran yapilarinin degistigi gozlemlendi. Kontrol grubunda gebeligin 2. giiniinde
pinopod goriilmedi, mikrovilluslar uzun ve diizenliydi. Dordiincii — giinde,

mikrovilluslarin arttigi ve ¢ok sayida pinopodun olustugu izlendi. Altinci gilinde
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mikrovilluslarin azaldig, yer yer yok oldugu, pinopodlarin da ¢ok azaldig: dikkati cekti.
Diyabet grubunda ise mikrovilluslarda azalma ve kiintlesme saptandi. Ayrica pinopod
yapilarinin olusmadigir belirlendi. Bu sonuglar daha Onceki c¢alismalar1 destekler
niteliktedir (34,35). Diyabetik hayvanlarda implantasyon giinlerinde mikrovilluslarin
azalmasinin ve pinopod yoklugunun, implantasyonu olumsuz yonde etkileyebilecegi
akla gelmektedir.

Koyunlarda embriyo invazyonu sirasinda komsu epitel hiicreleri arasindaki siki
baglantilarin artarak implantasyon i¢in trofoektodermin tutunmasini ve yapismasini
sagladigr distinilmektedir (48). Siki baglantilart olmayan hayvanlarda yapilan
calismalarda embriyo proliferasyonunun azaldigi goriilmiistiir (49). Baska bir ¢alismada
implantasyon doneminde siki baglantilarin implantasyon bolgesinde artarak embriyoyu
maternal immunoglobiilinlerden korudugu gorilmistir (50). Bizim ¢alismamizda
gebeligin 4. gilinlinde kontrol grubunda komsu epitel hiicreleri arasinda siki baglantilarin
arttigi, diyabet grubunda ise azaldigi izlenmistir. Kontrol grubundaki siki baglantilarin
artis1 daha 6nceki ¢alismalar destekler niteliktedir (48,49). Fakat diyabete bagli olarak
uterus epitelinde siki baglantilarda azalma ilk defa bu c¢alismada gosterilmistir.
Diyabetin etkisine bagli olarak siki baglantilardaki azalmanin, implantasyon
basarisizliklarina sebep olabilecegi ve embriyo kayiplart ile sonuglanabilecegi
distiniilmistiir.

Yapilan bir ¢alismada KD olusturulan ¢in hamsterlarin uterusunda bazal
membran kalinhgmm da diyabete bagli olarak 2-5 kat arttigi bildirilmistir (34).
Calismamizda bazal lamina kalinliklarinin diyabete bagli olarak arttigi bulunmustur. Bu
sonug da, daha 6nce yapilan ¢alismayi destekler niteliktedir. Diyabete bagli olarak bazal
membran kalinlagmasinin implantasyon basarisizliklarina sebep olabilecegi kanisina
varilmistir. Diyabetin endometriyal luminal epitel hiicrelerinde apopitoza yol actig1 ve
bu yoldan endometriyal atrofiye neden oldugu gosterilmistir (35,51). Diyabetli
hastalarda ve diyabet olusturulmus hayvanlarda yapilan ¢alismalarda, oksidatif stres ve
bunun sonucunda serbest oksijen radikallerinin yapiminda artis tespit edilmistir. Serbest
oksijen radikallerinin pek ¢ok yolak araciligiyla doku hasarina yol agabildigi
bilinmektedir (52).
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Elde ettigimiz bulgular degerlendirildiginde; farelerde implantasyon doneminde
laminin ekspresyonunun implantasyonda gorev alabilecegi sonucuna varildi. Diyabetin
embriyonun endometriyuma tutunmasini saglayan glikoprotein ekspresyonlarinda artisa
neden oldugu saptandi. Buna bagli olarak diyabetin implantasyon basarisizligia yol
acabilecegi sonucuna varildi. iskemiye bagl olarak gelisen epitel apopitozisi ve atrofisi,
serbest radikallerin artis1 gibi sebeplerin de implantasyon basarisizligina sebep
olabilecegi disliniildii. Ayrica, diyabetin uterus epiteli ve altindaki bazal membranda
ince yap1 diizeyinde bozulmalara neden oldugu ve bunlarin da implantasyon basarisini

olumsuz yonde etkileyebilecegi goriisii benimsendi.

49



6. SONUCLAR VE ONERILER

. Kontrol ve diyabet grubunda, implantasyon doneminde laminin ekpresyonu
uterus epitelinin bazal membran1 boyunca izlenmistir. Fakat gebeligin erken

donemlerinde laminin ekspresyonunda anlamli farkliliklar goriilmemistir.

. Diyabet gruplarinda 6. giinde endometriyumunda laminin ekspresyonu, kontrol
grubuna gore artmig olarak degerlendirildi. Bu durumun, diyabetin TGF-f
tizerinden integrin ekspresyonunu arttirmasina bagli oldugu diistiniildii ve bunun
da laminin ekspresyonunu degistirdigi sonucuna varildi. Implantasyondan sonra
artan laminin ekspresyonunun, embriyoda hiicre proliferasyonunu azaltarak

infertiliteye sebep olabilecegi diigtiniildii.

. Diyabet grubu endometriyal epitel hiicrelerinin apikal ylizeyindeki
mikrovilluslarin, kontrol grubuna gore sayilarinin ve uzunluklarinin azaldigi,
pinopodlarin da diyabet grubunda hemen hemen hi¢ bulunmadig: tespit edildi.

Bu sonuglara bagli olarak implantasyon basarisinda azalma oldugu diisiiniildii.

. Diyabet grubunda epitel hiicreleri arasindaki siki baglantilarin azaldigr ve
kisaldig1 goriildii. Embriyo, maternal immunoglobiilinlerden korunamadigi igin

diyabete bagli olarak embriyo kayiplar1 olabilecegi diisiincesi benimsendi.

. Bazal membran kalinliginin diyabete bagli olarak artmasi sonucu, embriyo
uterus epiteline tutunamayabilir. Bu da implantasyon basarisizliklar1 ile

sonuglanabilir.

. Diyabetin neden oldugu lipid metabolizma bozuklugu steroid hormon sentezinde

azalmaya yol agabilir.

. Uterus dokular1 i¢in yapilan Real Time PCR analizinde laminin ; genine ait
ekspresyonun olmadigi goriildii. Real Time PCR analizi igin lamininin diger alt

tinitelerinin de galisilmas1 daha kapsamli sonuglar verebilir.

. Literatiirde diyabetin endometriyumda ekstraselliiler matriks bileseni olan

laminin ekspresyonuna etkilerini inceleyen c¢alismalara rastlanmamustir.
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Sundugumuz bu ¢alisma bu konuda sinirli bir 6n degerlendirme olarak kabul
edilebilir, ancak implantasyonda 6nemli rol oynadigi diisiiniilen ekstraselliiler

matriks bilesenlerinin mekanizmasinin bozulmasiyla ilgili kapsamli ¢alismalar

yapilmalidir.
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