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PERI-IMPLANTASYON DONEMINDE SICAN
ENDOMETRIUMUNDA WNT-$ KATENIN YOLAGININ
ANGIOGENETIK FAKTORLER UZERINDEKIi ROLU

Ozan ONDER
Yiiksek Lisans Tezi
Histoloji-Embriyoloji A.D.
Danisman: Prof.Dr. Celal KALOGLU
2019, 183 sayfa

Memelilerde implantasyon, blastosist asamasindaki embriyo ile reseptif
endometrium arasindaki diyalog sonucu meydana gelen en karmagsik biyolojik
olaylardan biridir.

Wnt proteinleri, fonksiyonlarin1 plazma membraninda yerlesmis 6zel reseptorler
tizerinden intraseliiler kanonikal ve non-kanonikal olmak iizere iki esas haberlesme
yolagi aracilifiyla gerceklestirirler.

Implantasyon sirasinda, calisilan Ang-1, ET-1 ve VE-kadherin proteinlerinin,
endometriumda ve embriyo invazyonu sirasinda vaskiiler proliferasyonda, endotel ve
¢evresindeki matriks ve mezensim arasindaki karsilikli etkilesime aracilik etmekte kritik
rol oynadig1 bilinmektedir.

Bu caligmada, sigan endometriumunda Ostrus siklusu ve gebelik giinlerinde Wnt-
B katenin sinyal yolagi ile Ang-1, ET-1 ve VE-kadherin proteinlerinin
immiinolokalizasyonlar1 belirlenerek anjiogenezdeki olasi rollerinin arastirilmasi
amaclandi. Uterus dokularindan alman kesitlere hematoksilen&eozin (H&E) ve
immiinfloresan (IF) boyamalar uygulandi. Ayrica uterus endometriumu kiiretaj yoluyla
kazinarak alinan parcalardan bu proteinlerin mRNA ekspresyonlart Real-Time PZR
yontemi ile belirlendi.

Real-Time  PZR  analizleri,  peri-implantasyon =~ doneminde  sigan

endometriumunda Wnt3, Wnt7a, B-katenin, Ang-1, ET-1 ve VE-kadherin proteinlerinin
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mRNA’larinin ekspresyon diizeyleri gosterilmistir. Wnt7a, B-katenin, Ang-1, ET-1 ve
VE-kadherin’in ifadeleri 6zellikle 6strus ve/veya metadstrus evrelerinde daha yiiksekti.
Ozellikle 6strus siklusunda B-katenin ve VE-kadherin mRNA’s1 i¢in metadstrusta; ET-1
icin ise dstrus evresinde ¢ok kuvvetli sinyaller tespit edildi. ilerleyen gebelik giinlerinde
ise cogunlukla biitlin proteinlerin mRNA’sinda ifade artis1 s6z konusudur.
Immiinfloresan analizlerinin sonuglarma gore, peri-implantasyon siirecinde sigan
endometriumunda Wnt’lerin ve Ang-1 ile ET-1’in tiim O&strus evreleri boyunca
genellikle endometrial luminal epitelde ve kan damarlarinin endotelinde, B-kateninin
hemen hemen endometriumun biitiin bolgelerinde, VE-kadherin’nin ise ¢ogunlukla
endometrial bazal stroma ve kan damarlarinin endotelinde lokalizasyonlar1 gdsterildi.
Gebe sican uterusunda ise calisilmis olan biitliin proteinlerin artan gebelik gilinlerine

bagli olarak ekspresyon ifadelerinde bir artis s6z konusudur.

Sonug olarak, Wnt-f katenin sinyal yolagmin c¢alisilan anjiogenetik faktor
proteinleri {lizerinde etkili bir roliiniin olmasi, Ostrus siklusundaki degisimlerin ve
embriyo implantasyonunda gerceklesen anjiogenik olaylarin 6nemli bir modiilatorii
olabilecegi ve insan endometriumunda implantasyon, desidualizasyon ve plasentasyon

gibi kritik fonksiyonlar1 listlenebilecegi diisiincesini desteklemektedir.

Anahtar kelimeler: Implantasyon, Wnt, ET-1, Ang-1, VE-kadherin,
Endometrium, Sican, Immunfloresan, Real-Time PZR
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ABSTRACT

THE ROLE OF WNT-B CATENIN SIGNALING ON THE ANGIOGENETIC
FACTORS IN THE RAT ENDOMETRIUM DURING PERI-IMPLANTATION
PERIOD

Ozan ONDER
Master of Sciences Thesis
Department of Histology-Embryology
Supervisor: Prof. Dr. Celal KALOGLU
2019, 183 pages

Implantation in mammals is one of the most complex biological events that
occurs as a result of the dialogue between the blastocyst stage embryo and the receptive

endometrium.

Wnt proteins carry out their functions through two major pathways, intracellular

canonical and non-canonical, via specific receptors on plasma membrane.

Ang-1, ET-1 and VE-cadherin proteins are known to play critical roles during
implantation, in mediating the interaction between the endothelium and its surrounding
matrix and the mesenchyme in vascular proliferation during endometrial and embryonal

invasion.

In the present study, we aimed to investigate the angiogenesis in the rat
endometrium by determining the immunolocalization of Ang-1, ET-1 and VE-cadherin
proteins along with Wnt/B catenin proteins in the estrous cycle and pregnancy. Paraffin
sections were stained by haematoxylene-eosine and immunoflouroscence methods. The
mRNA expressions of these proteins from fragments by scraping the uterine

endometrium through curettage were also determined by using Real-Time PCR.

Real-Time PCR analysis showed the expression levels of mRNAs of Wnt3,
Wnt7a, B-catenin, Ang-1, ET-1 and VE-cadherin proteins in rat endometrium during
peri-implantation period. The expressions of Wnt7a, B-catenin, Ang-1, ET-1 and VE-
cadherin were higher in the estrous and/or metaestrous stages. The mRNA of -catenin
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and VE-cadherin were detected as very strong in the metaestrous stage, while the ET-1
mRNA was very strong in the estrous stage of estrous cycle. On the days of progressing

pregnancy, there is mostly an increase in the expressions of mRNA of all proteins.

According to the findings of immunofluorescence analysis, during the peri-
implantation process, Wnts, Ang-1 and ET-1 were usually found in endometrial luminal
epithelium and blood vessel endothelium in almost all regions of rat endometrium in the
estrous cycle; B-catenin in all parts of the endometrium throughout all stages; and VE-
cadherin was mostly localized in the endometrial basal stroma and blood vessels in
endothelium. There is an increase in expressions of all proteins studied in pregnant rat

uterus, depending on the progressing pregnancy days.

In conclusion, the role of Wnt-f catenin signaling pathway on angiogenetic
factor proteins may be a crucial modulator of angiogenic events in estrous cycle and the
embryo implantation and support the idea that they can modulate critical functions such

as implantation, decidualization and placentation in the human endometrium.

Key Words: Implantation, Wnt, ET-1, Ang-1, VE-cadherin, Endometrium, Rat,

Immunoflorescence, Real-Time PCR
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1. GIRIS

Memelilerde implantasyon, blastosist asamasindaki embriyo ile reseptif
endometrium arasindaki diyalog sonucu meydana gelen en karmasik biyolojik
olaylardan biridir. Bu siirecte, blastosist tarafindan uterinal dokuda bir¢cok genin
ekspresyonu indiiklenir. Sonrasinda blastosiste komsu epitel ile adezyonu saglayan
yeni molekiiller aciga c¢ikar. Endometrial stroma hiicreleri epiteloid karakterli
desidua hiicrelerine farklilasirken ekstraseliiler matriks kompozisyonu da tamamen
degisir (Kaloglu vd., 2003).

Endometrial stromal hiicreler iizerinde yapilan c¢alismalar sonucunda, Wnt
proteinlerinin ekspresyon diizeyleri desidualizasyon siiresince artis gostermektedir.
Desidualizasyon siiresince aktif hale gelen Wnt/B katenin sinyal yolunun,
endometrial stromal hiicrelerin proliferasyon ve diferansiasyonunu stimiile ettigi
diisiiniilmektedir (Rider vd., 2006; Herington vd., 2007).

Wnt proteinleri, fonksiyonlarmi plazma membraninda yerlesmis 6zel reseptorler
izerinden intraseliiler kanonikal ve non-kanonikal olmak iizere iki esas haberlesme
yolagr aracilifiyla gerceklestirirler. Kanonikal Wnt’ler, hiicre membraninda Frizzled
reseptor ailesi ve diisiik yogunluklu lipoprotein-iligkili proteinden (LRP/5-6) olusan
reseptor kompleksini kullanirlar (Goodwin ve D’Amore, 2002). B-katenin olarak da
bilinen kanonikal Wnt yolaginin, programli hiicre ¢ogalmasi ve hiicre 6lim
olaylarini, hiicre farklilagsmasin1 ve hiicrenin son durumunu gelisim ve neoplazinin
baslama ve devamindaki programlanmis olaylar1 da diizenledigi bilinir (Croxatto vd.,
1978; Lessey ve Lovely, 2000). Wnt sinyalinin aktivasyonu, embriyonik gelisim
sirasinda beyin mikrovaskiilaritesinde ve damarlarin birgok tiirlinde gézlenmistir.

Wnt-f katenin sinyal yolagi, deneysel olarak bloke edildiginde bu sinyal yolaginin
engellenmesi siirecine miidahale olarak implantasyon bolgesinde kritik bir fonksiyon
tistlenmektedir (Mohamed vd., 2005). Yapilan son c¢aligmalarda, implantasyon
esnasinda embriyo-uterus haberlesmesinde daha oOnceden tanimlanmis bir¢ok
molekiile ek olarak Wnt’lerin de potansiyel bir ara¢ olduklart ileri stirilmistiir
(Lessey ve Lovely, 2000). Birkagc Wnt proteinleri (Wnt4, Wnt5a, Wnt6, Wnt7a)
erigskin uterusta yiiksek seviyede eksprese edilirler (Hayashi vd., 2011; Li vd., 2013;
Wang vd., 2013). Eriskin fare uterusunda Wnt4’iin yoksunlugu uterus luminal
epitelinde hipertrofiye ve implantasyon basarisizligima yol acar (Franco vd., 2011).
Eriskin fare uterusunda Wnt5a’nin inaktivasyonu, fertilizasyon basarisizligina yol
acar (Cha vd., 2014). Calismalardan elde edilen sonuglar, desidualizasyonun normal
gebelik ve desidualizasyon olaylari i¢in uygun miktarda Wnt5a’ya gereksinim
duydugu ileri siiriilmektedir (Wang vd., 2013).



Yapilan caligmalar, organa 6zgii endotelyal hiicre farklilasmasinda ve embriyodaki
vaskiiler morfogenezde Wnt sisteminin 6nemli roliiniin oldugunu belirtmektedir
(Matsumura vd., 1997; Bach vd., 1998; Dejana vd., 2009).

Anjiogenez, iskemik dolagim hastaligi ve karsinogenez gibi ¢esitli patofizyolojik
durumlar disinda vaskiiler gelisim ve yara iyilesmesinde de anahtar bir rol
iistlenmektedir. Ureme siklusu ve gebelik sirasinda over ve uterusta mevcut vaskiiler
yataktan yeni kan damarlar1 gelisimi ger¢eklesmektedir. Normal bir implantasyon,
desidualizasyon ve plasentasyon siirecinde vaskiiler permeabilitede artis ve
neovaskiilarizasyon goriliir. Bu siireclerde Ostrojen ve progesteron hormonlarinin
potansiyel etkileri s6z konusudur. Vaskiiler permeabilite ve anjiogenezin
diizenlenmesi; anjiogenik faktorleri, vazoaktif faktorleri ve hormonlari, vaskiiler
endotelyal biliylime faktorii (VEGF) ve VEGF reseptorlerini, insiilin-benzeri biiyiime
faktorlerini (IGF), angiopoietinleri, fibroblast biiyiime faktorlerini, TGF-B ve hCG’yi
igerir (van Gijn vd., 2002; Franco vd., 2009).

Kemirgenlerde implantasyonun baglamasinin dikkat c¢ekici ilk isareti blastosistin
baglanacagi alanda anjiogenez ve endometrial vaskiiler permeabilitedeki artistir
(Matsumoto vd., 2006; Wang vd., 2006). Implantasyon siirecinde aktif olarak
anjiogenez gerceklesmektedir ve muhtelemen VEGF aracilik etmektedir.
Angiopoietinler ise VEGF ve prostaglandinler ile iligkili sinyal yollan ile etkilesim
halindedir (Paria vd., 1993; Tranguch vd., 2005; Franco vd., 2009).

Anjiogenez’de VE-kadherin uygulamasmin ilk kanitlari, in vitro anjiogenez
caligmalarinda fonksiyon-engelleyici antikorlar kullanilarak tiiretilmistir (Longjiang
vd., 2001; Torry vd., 2007). Embriyolar ve vitellus kesesindeki VE-kadherin
yeterizliginde vaskiilarizasyon siireci anjiogenik filizlenme isareti olmadan ¢ok ilkel
bir asamada bloke edilir (Gory-Faure vd., 1999). VE-kadherin aktivitesi, eriskinlerde
vaskiiler proliferasyon i¢in gereklidir. B-katenin hiicre-hiicre adezyon baglantilarinda
kadherinlere (Endotelyal hiicrelerde VE-kadherin ve N-kadherin) baglanir ve hiicre
iskeleti ile olan etkilesimini stabilize eder. Bu yolla, B-katenin hiicre-hiicre adezyonu
ve doku biitiinliigiinii stabilize etmeyi saglar (Meng ve Takeichi, 2009; Stepniak vd.,
2009).

Endotelin-1, endotelinlerin biiyiik ailesinin bir {iyesi olan 21 amino asitten olugmus
bir peptidtir. Ailenin 3 iiyesi de (Endotelin-1, -2, -3) c¢ok cesitli dokularda
iiretilmektedir ve vazomotor diizenleyicilerdir (Knowles vd., 2005).

Endothelin-1, endotel ve perivaskiiler hiicreler lizerinde dogrudan anjiogenik etkilere
sahiptir. Aynm1 zamanda hipoksi indiiklenebilir faktor vasitasiyla giiglii bir
proanjiogenik maddedir. Vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriiniin (VEGF) artmasi
yoluyla dolayl1 bir etkiye sahiptir.



Angiopoietin-1 (Ang-1) geni angiopoietin ailesine ait salgilanan bir glikoproteini
kodlar. Bu ailenin iiyeleri vaskiiler gelisim ve anjiogenezde oOnemli roller
oynamaktadir. Biitiin angiopoietinler benzer affinite ile tirozin protein kinaz
reseptoriine baglanir. Bu gen tarafindan kodlanan protein, tirozin fosforilasyonunu
indiikleyen reseptorii aktive eden bir glikoproteindir. Endotel ve ¢evresindeki matrix
ve mezensim arasindaki karsilikli etkilesime aracilik etmekte kritik rol oynar ve
endotel gecirgenligini engeller. Bu protein ayrica kan damarlarinin olgunlagsmasina

ve stabilitesine katkida bulunur ve kalbin erken gelisimine katilabilir.

Bu c¢aligmada, peri-implantasyon sican embriyosunda Wnt-f3 katenin sinyal yolagi
aracilifiyla Ang-1, VE-kadherin ve Endotelin-1’in immiinofloresan yontemi ile
immiinolokalizasyonlar1 belirlenerek anjiogenezdeki etkilerinin arastirilmasi ayrica
uterus endometriumu kiiretaj yolu ile kazinarak alinan parcalardan bu proteinlerin

mRNA ekspresyonlar1 Real-Time PZR ile incelenmesi amaglanmaktadir.



2. GENEL BILGILER
2.1.  Uterus Yapisi ve Menstrual Siklus

Uterus distan ice dogru sirasiyla peritona bitisik olan perimetrium, ¢cok sayida damar
ile diiz kaslardan olusan miyometrium ve en icte endometrium tabakasindan olusur
(Sekil 2.1). Endometrial stroma, bezler ve damarlardan olusur (Stevens ve Lowe,
1992). Endometrium ise arterler, venler ve lenfatik damarlar igeren ¢ok zengin
vaskiiler bir agaca sahiptir (Blackwell ve Fraser, 1981).

Endometriuma giden kan akimi, araliklarla dogrudan igeriye giren radyal dallar veren
arkuat arterlerden gelir. Radyal arterler, endometriuma girmeden Once terminal
dallar1 diiz ve spiral arterioller olmak iizere iki ayr1 arteriyole (kiiciik arter) ayrilir.
Bunlardan, kisa olan diiz arterioller, endometriumun sadece bazal tabakasini
beslemekte ve terminal govdesinin az ¢ok yatay kollarinda sona ermektedir. Bu
arterioller siklik hormonal degisikliklerden etkilenmez, bodylece siirekli olarak
sirkiilasyon saglarlar ve sagladiklar1 alan menstruasyonda yer almaz. Siirekli olarak
beslenen bazal tabaka, tiim epitel tabakasinin yeniden ortaya ¢iktig1 bez kalintilarini,
ara donem boyunca meydana getirir.

Diger taraftan spiral arterioller, endometriumun yiizeyine ulagir ve normal dongii
boyunca hormonal uyarilara yanit olarak belirgin degisiklikler gosterir. Dallari, salgi
bezlerine ve stromaya ulasir. Stromada yer alan yapilar proliferasyona ugradiginda,
spiral arterioller proliferatif fazda kayda deger uzamaya maruz kalirlar. Spiral
arteriollerin biiyiime hizinin, arteriollerin kivrilmasina katkida bulunduguna
inanilmaktadir. Ostrojen iiretiminin ilk preovulatuvar pikiyle baslayan interstisyel
O0dem sivisinin eszamanli birikimi olmasayd: bu sarmal yapilar daha da belirgin
olurdu.

Doéllenmis, implantasyona hazir bir blastosistin yoklugunda, korpus luteum,
dongiiniin bitiminden birka¢ giin 6nce dejenere olmaya baslar. Bu duruma, dstrojen
ve progesteronun dolagimdaki konsantrasyonlarin da bir azalma ve ardindan siirece
interstisyel sivinin emilmesi eslik eder. Endometrium kiigiiliir, daha yogun hale
gelirken spiral arterleri egilmeye zorlar. Azalan bir dolasim, hatta duraganlik durumu
ortaya ¢ikar. Menstrual kanamanin baslangicindan 4 ila 24 saat 6nce, Endotelinin
(ET) dahil olabilecegi (Marsh vd., 1996) yogun vazokonstriksiyon ortaya c¢ikar

(Markee, 1940). Vazokonstriksiyon, 6nceki egilme ile birlikte, ciddi iskemiye ve bu



nedenle endometriumun yiizeysel kisimlarinin nekrozuna yol agar. Endometrial
stromal hiicrelerin, progesteron konsantrasyonundaki hizli diisiisiin bir sonucu olarak

kaybina inanilmaktadir (Irwin vd., 1991).

Peritoneum

Tubka

= )
— —Luminal
T epithelium

Endometrium

Functionalis
I —Gland

Spiral
artery
Vein

Basalis

: S 7 Straight
Vagina > ) artery
2 i . Myometrium
)

Sekil 2.1. Insan uterusu; bosluga bakan kisimda yer alan endometrium (a), her
ikisinin de kan damarlari i¢erdigi bir bazal ve fonksiyonel tabakadan olusur (b).

Endometrium siirekli olarak yenilenmekte ve steroid hormonlar tarafindan
etkilenmektedir, bu durum menstrual dongili sirasinda her zaman degisiklik gosterir.
Menstrual dongii iic asamadan olusur: (i) Ostrojen hormonu etkisi altindaki
proliferasyon fazi; (ii) progesteronun etkisi altindaki sekretuvar faz; (iii) korpus
luteum kaybmin bir sonucu olarak progesteron hormonunun azalmasinin etkisi
altinda bilinen menstruasyon fazi. Menstrual dongiiye yanit olarak ortaya ¢ikan bu
degisikliklerin tiimii endometriumda morfolojik degisikliklere neden olur (Noyes vd.,
1950).

Aragtirmalar, anjiyogenezin endometriumda embriyonun implantasyonu i¢in uygun
bir ortam yaratabilecegini ve basarili implantasyon i¢in bir 6n kosul oldugunu
gostermektedir. Vaskiiler gelisim ve endometrium arasindaki koordinasyon, embriyo
yiizeyi ve maternal yiizey arasindaki iletisime baglidir (Snijders vd.,1992) .
Endometrium iki tabakadan olusur ve steroidal hormonlar i¢in hedef bir dokudur.
Yiizey tabakasi, menstrual dongii boyunca dokiilen ve tekrar proliferatif fazda bazal

tabaka tarafindan tamir edilen fonksiyonel bir tabakadir. Proliferatif faz genellikle



Ostrojenin etkisi altindadir ancak menstruasyonun ikinci yaris1 progesteronun etkisi

altindadir ve erken/orta/ge¢ sekretuvar fazin olusumundan sorumludur (Sekil 2.2).

Disiler, yumurtalik steroid hormonu seviyelerinin dalgalanmasi sonucu
endometriumda meydana gelen dongiisel modifikasyonlar nedeniyle iireme 6zelligi
kazanirlar. Bu degisiklikler, menstrual dongiiyli olusturan proliferasyon, farklilasma,

enflamasyon, apopitoz ve rejenerasyonun farkli asamalarina neden olur.

Proliferatif faz, 28 gilinliikk bir dongiiniin 5-13 giinlerini kapsar ve ovaryum
folikiiliinde bulunan graniiloza hiicrelerinin Gstrojen iiretiminin artmasi nedeniyle
endometrial epitelin 1-2 ila 7-8 mm kalinlasmasina neden olur. Kalinlagsma, spiral
arterlerin uzamasi ve sirasiyla endotel ve epitel hiicrelerinin cogalmasiyla dar uterus
bezlerinin olusumu ile birlikte ortaya ¢ikan endometrial stromal hiicre bélmesinin

mitotik proliferasyonundan kaynaklanmaktadir (Gray vd., 2001; Brosens vd., 2002).

Sekretuvar fazi, artmis serum Ostrojen diizeyleri, bir protestoron iiretimini tegvik
etmek icin korpus luteum iizerinde etkili olan bir luteinizan hormon (LH) artis
meydana getirdiginde baslatilir. Progesterondaki bu ovulasyon sonrasi yiikselme,
proliferatif siireci durdurur ve oldukca koordineli bir farklilagsma siirecini baglatir.
Sekretuvar evre, bu yeni kalinlasmis endometrial epiteli, genis morfolojik ve
fizyolojik degisimler yoluyla embriyo implantasyonu ve gelisimini destekleyebilen
reseptif bir fenotip ile donatir. Spiral arterler olduk¢a sarmal hale gelirken, rahim
bezleri genisler, sarilir ve glikojen bakimindan zengin bir salgiya yol agar. Lokal
O0dem bolgeleri stromal tabaka i¢cinde meydana gelir, hiicre dis1 matriks 6nemli
Olciide yeniden sekillenir ve uterin dogal oOldiiriicii hiicreler (uNK) olarak
adlandirilan 6zellesmis dogal bagisiklik hiicrelerinin bir akis1 vardir (Gellersen ve
Brosens, 2003; Hanna vd., 2006; Gellersen ve Brosens, 2014). Varsayilan
implantasyon penceresinin kapanmasi ile ayn1 zamana denk gelen dongiiniin 23.
giinii, stromal fibroblastlar 6zellesmis desidual hiicrelere doniisiir. Trofoblast tiirevli
insan koryonik gonadotropin (hCG) varliginda implante bir embriyo korpus luteumu
korur ve bu destekleyici ortamin siirdiiriilmesine izin veren progesteron iiretimini
stirdiirtir. Embriyo yoklugunda korpus luteum dejenere olur ve proteolitik bozulma
ve menstrual kanama ile sonuclanan bir olaylar zincirini baglatan progesteron

seviyelerinin diismesine neden olur.



Menstruasyon, adet dncesi tlim hiicre popiilasyonunun %40'n1 olusturan endometrial
kompartimandaki yliksek l6kositlerin vurguladigi enflamatuar bir yanit1 taklit eder
(Salamonsen vd., 2002). Lokositler, pro-enflamatuar sitokinlerin salinmasina
yardimci olurken matriks metalloproteinazlar (MMP), hiicre disi matriksin (ECM)
bozulmasina neden olur. Lokal prostaglandinler, iskemiye yol acan spiral arterlerin
ani daralmasma ve yiizeysel endometrial desidual hiicrelerin doékiilmesine neden

olur.

Menstruasyon, hamilelik yoklugunda implantasyon i¢in bir endometrial onarim
dongiisiinli yeniden baglatma islemi olarak goriiliir. Menstruasyonun neden evrimsel
olarak avantajli olacagi konusunda cesitli teoriler olmustur. Menstruasyonun siirekli
reseptif bir endometriumu desteklemenin metabolik basinglarini hafiflettigi veya
uygun olmayan bir konsepte gereksiz maternal yatirnrm yapilmasini 6nledigi olabilir
(Teklenburg vd., 2010a). Uterus 6n hazirlanmanin teorisi, endometriumun ve bunun
vaskilatiiriiniin - dongilisel dokiilmesi ve yenilenmesi ile iligkili tekrarlanan
enflamasyon ve oksidatif stres olaylarina maruz kalmanin endometriumun
plasentasyon i¢in hazirlanmasina ve hiper enflamasyona karsi korunmasina hizmet

ettigini géstermektedir (Brosens vd., 2009).

Ovarvan dongoi

Sekil 2.2. Insanda menstrual dongii



2.2. Ratlarda ostrus siklusu

Ureme dongiisiiniin asamasi, kisa bir dstrus dongiisiine sahip olan sican gibi bir
tiirdeki yumurtalik folikiillerinin goriiniimiine bakarak kolayca belirlenemez.
Neredeyse tiim gelisim evrelerinde folikiiller genellikle dongiiniin tiim asamalarinda
yumurtaliklar i¢inde bulunur. Ancak korpus luteumun olusumu, ilerlemesi ve
gerilemesi biraz senkronizedir ve bir yardimer olarak kullanilabilir (Yuan ve Foley,
2002). Her bir korpus luteum 12 ild 14 giin boyunca morfolojik olarak devam
ettiginden, {i¢ veya daha fazla korpus luteumun, dnceki ovaryan dongiilerinden ayri
bir yumurtalikta mevcut olabilecegi not edilmelidir (Long ve Evans, 1922; Yuan ve
Foley, 2002). Bu nedenle, korpus luteum morfolojisinin, 6strus siklusu i¢in dogru bir
ara¢ olarak kullanilmasi kafa karistirict olabilir. Ancak, kesin olmasa da, korpus

luteumlarin belirli morfolojilerinin varlig1 evrelemeyi desteklemek i¢in kullanilabilir.

Prodstrus agsamasinda uterin endometrial epitelin boyu artarak prizmatik bir hal alir.
Mitotik figlirler evre sonunda kaybolmasina ragmen, ¢ok az enflamatuar hiicre
infiltrasyonu, luminal epitel ve bezlerin epitelyal dejenerasyonlarin ¢ok az ya da hig
olmadig1 sik mitoz olayr vardir. Endometrial damarlama daha belirgin hale gelir ve
stroma 6dem gosterebilir, liimen genellikle evrenin sonuna dogru belirgin sekilde
dilate olur. Endometrial proliferasyonun oldugu bu evrede LH ve Ostradiol seviyesi

en yiiksek seviyeye ulasir.

Ostrus evresinde endometrial epiteldeki degisiklikler ostrusun baslangicim
tanimlamaktadir, ilk 6nce bezlerde hiicresel dejenerasyon/nekrozun ortaya ¢ikmasi,
ardindan oldukgca belirgin hale gelen luminal epitel ortaya ¢ikmaktadir. Buna mitotik
aktivite kayb1 ve 16kosit infiltrasyonu eslik eder. Luminal dilatasyon ge¢ Ostrusta
kalabilir, ancak genellikle bu durum bu sekilde olmaz. Bazi endometrial epitelyal
mitotik aktivite dstrusun sonuna kadar devam eder. Ovulasyonun oldugu bu evrede

LH hormonu seviyesi en iist diizeye ulagmistir.

Metadstrus  sirasinda, uterus endometrial epitelinde devam eden vakuolar
dejenerasyonu ve ayni zamanda belirgin bir mitotik aktivite doniisii gosterir, bu
yiizden ikisi de birlikte goriiliir. Ayrica degisken bir 16kosit infiltrasyonu vardir. Bu

evrede Ostradiol ve progesteron diizeyleri diismiistiir.



Diostrusun baslangicinda uterus kiigiik ve inaktiftir ve boynuzlarda belirgin bir
damarlanma yoktur ve genellikle yarik benzeri limen goriiliir. Bunlar ara sira
dejenere hiicreleri gosteren diislik kiibik veya prizmatik epitel ile kaplidir. Asama
baslangicinda az sayida mitoz vardir ve bezler Ozellikle inaktiftir, ancak fazin
ilerlemesi sirasinda aktivitede bir miktar artis vardir. Ayrica, fazin sonuna dogru,
endometrial epitele bitisik stromada hafif bir 6dem goriilebilir. Bu evrenin erken
donemlerinde Ostradiol salinimi diisiiktiir ge¢ didstrus evresine dogru gidildikce

kademeli olarak dstradiol seviyesinde bir artis goriiliir.

2.3. Endometrial Anjiogenez

Endometrial kan damarlarinin onarimi ve yeni bir endometrial damar agmin
kurulmasi, menstrual dongli sirasinda kritik olaylardir. Menstruasyondan sonra
yirtilmis damarlar ve bezler, parcalanmis stromal bilesenlerle c¢evrili kiint ug¢larini
birakir. Anjiyogenik aktivite, kan kaybini en aza indirmek ve endometrial fonksiyonu
yeniden olusturmak i¢in, mensturasyon sirasinda ve hemen sonrasinda oldukca
yogundur. Cogu calisma, menstrual dongii sirasinda degisen bir endometrial
anjiyogenez yogunlugunu gostermistir (Gargett ve Rogers, 2001). Bulgular
menstruasyon dongiisii sirasinda li¢ farkli anjiyogenik aktivite pikinin oldugunu,
menstruasyonda vaskiiler onarim sirasinda birinci pik, proliferatif faz sirasinda
ikincisi ve spiral arteriollerin 6nemli biiylime ve kivrilmasinin sergilendigi erken
sekretuar fazda tiglincii pikin oldugunu gostermistir (Gargett vd., 1999). Buna
ragmen, proliferatif endotel hiicrelerinin sayisi1 agisindan degerlendirilen anjiyogenik
aktivite, endometriyal anjiyogenezin menstrual dongli sirasinda oldukc¢a sabit

oldugunu gostermektedir (Rogers vd., 1993).

2.4. Pre-implantasyon Embriyo Gelisimi

Memeliler, cogunlukla fare embriyolarmin caligmalari, erken embriyo gelisimine
iliskin temel goriisler saglamistir (Wang ve Dey, 2006). Ancak tiire 6zgii farkliliklar,
bu bulgularin insanlarda implantasyon Oncesi embriyo gelisimi hakkindaki
anlayisimizla sinirli oldugu anlamina gelir. Yardimci tireme teknolojilerinin 6zellikle
dogurganlik problemlerini tedavi etmek i¢in, insanda implantasyon ve embriyo
gelisimi konusundaki bilgilerimizin temelini olugturmustur. Fertilizasyon sirasinda

oosit ve spermin flizyonunu, pronukleuslarin gog¢ii ve singamisi izler. Bagil



transkripsiyonel durgunluk, implantasyon oncesi embriyo gelisiminin ilk agsamasini
karakterize eder, burada genetik ve epigenetik modifikasyonlar ve bir dizi hiicresel
boliinme, tamamen maternal olarak kalitsal materyale baglidir. Bu faz, insanlarda
1000'den fazla maternal transkriptin down-regiilasyonunu ve bozulmasini igerir ve
nihayet biiyiik bir embriyonik genom aktivasyon dalgasi (EGA) ile sona erer. EGA
aktivasyonunun zamanlamasi farelerde 2-hiicre asamasi, domuzlarda 4 hiicreli asama
ve koyunlarda 8 hiicreli asamadan Once degiskenlik gostermektedir (Braude vd.,
1988; Crosby vd., 1988). 8 hiicreli evrenin 6tesinde, insan embriyolari kompaksiyona
maruz kalir, bu sayede morulaya ait dis hiicreler sikigma ve bosluk kavsaklariyla siki
bir sekilde baglanir. Bu, kesintiye ugramis radyal simetrinin ilk gostergesidir ve bu
noktadan sonra morfolojik kontrol noktalari, hiicre numarasinin aksine embriyo
gelisim zamanlamasinin bir fonksiyonu haline gelir. Blastosist gelisimi, sonraki
hiicre boliinmeleri ve bir blastosol boslugunun olusumuyla karakterize, boylece; sivi
dolu blastosdl boslugunu cevreleyen ayri bir i¢ hiicre kitlesi (ICM) ve dis
trofoektoderm (TE) katmani ile karakterizedir. Implantasyondan 6nce ICM, fetiisii
olusturacak olan erken epiblast ve vitellus kesesini olusturan ekstraembriyonik
endoderm hiicrelerine yol acacak olan ilkel endoderm olarak ayrilir. Insan
implantasyon Oncesi gelisimi biiyiik dl¢lide embriyonun tuba uterina boyunca uterus
bosluguna dogru gecisi sirasinda meydana gelir. Embriyolarin blastosist agamasina
ulastigi zaman (5. gilin), tuba uterinadan ¢iktig1 ve endometriumla temas ettigi
diistiniilmektedir. 6. ve 7. giinler arasindaki periyodik kasilmalar ve genislemeler,
blastosistin koruyucu glikoprotein kabugundan (zona pellusida) ¢ikmasina aracilik
eder. Hatchinge ugramis blastosist ve implantasyonda endometriyumun basarili bir
sekilde adezyonu, insan embriyosunun daha sonraki hayatta kalmasi ve gelismesi

icin gereklidir ve 8. giin civarinda meydana geldigi diisiiniilmektedir.

Insan ve fare embriyolar1 benzer sekilde, belirgin ICM ve TE ile bir blastosist
olusturmak iizere hiicre boliinmelerine ugrarlar. Insan ve farenin pre-implantasyon
embriyolarinin morfolojik benzerligine ragmen, gelisim zamanlar1 ve hiicre sayilari
acisindan onemli farkliliklar vardir. Bir insan blastosisti, preimplantasyon embriyo
gelisiminin 5. ve 6. glinii arasinda olusur ve tipik olarak yaklagik 256 hiicre igerir.
Buna karsilik, 3. ve 4. giinlerde olusan bir fare blastosistinin hiicrelerinin, daha az

hiicre boliinmesi gecirdigi ve yaklasik 164 hiicre igerdigi diisiintilmektedir (Niakan
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vd., 2012). Bu gecikmis embriyo gelisimi, EGA'nin zamanlamasinda bir gecikme,
kompaksiyon ve blastosist olusumunu igerir. Tiirlere 6zgili farkliliklar, implantasyon
sonrasi donemde ve trofoektoderm hiicre kaderlerinin ve invaziv kapasitenin benzer
sekilde farkli oldugu implantasyon siirecine kadar uzanir. Her iki tirde de ICM,
epiblast (Epi) ve ilkel endoderm (PE) katmanlarina farklilagirken, TE plasenta'nin
trofoblast populasyonunu olusturur. Epiblast fetiisiin tiim dokularini olustururken, PE
vitellus kesesini olusturan ekstraembriyonik endodermi olusturur. Insanlarda,
trofektoderm hiicreleri, ¢cok c¢ekirdekli sinsityotrofoblast hiicrelerin ¢ogalmasina ve
farklilasmasina neden olan plasental sitotrofoblast hiicreleri ve desidualize
endometrial hiicrelere invaze olan ekstravillous trofoblastlar1 olusturur (Norwitz vd.,
2001, Moftett ve Loke, 2006). Farelerde, insanlarda goriilen erken invazyondan
farkli olarak, TE hiicreleri, bir endo-reduplikasyon islemi yoluyla poliploid dev
trofoblast hiicrelerine tomurcuklanan, ekstraembriyonik ektoderm hiicrelerinin
proliferatif bir kok hiicre havuzu iiretir (Simmons vd., 2007). Insan ve fare
embriyolar1 arasinda goézlenen gelisimsel farkliliklar, benzersiz gen ekspresyon
paternleri (Dobson vd., 2004; Wang vd., 2004; Zeng ve Schultz, 2005; Bell vd.,
2008), epigenetik modifikasyonlar (Beaujean vd., 2004; Fulka vd., 2004), genetik
instabiliteye yatkinlik (Vanneste vd., 2009; Vanneste vd., 2011) ve insanlarda uzun
stireli transkripsiyonel sessizlik siiresi (Braude vd., 1988; Flach vd., 1982) igeren

temel molekiiler tutarsizliklar ile agiklanabilir.

Implantasyon tiirler arasinda belirgin farklilik gosterir. Yapilan ¢alismalarda hayvan
modellerinde 'invazyon' asamasindaki embriyonik trofoblast ile endometrial luminal
epitel ve stromal hiicreler arasindaki fiziksel etkilesimlerin karsilagtirilmasinda bu
siireg onemli yer tutar. insan implantasyonu icin kullamlan birincil hayvan fare
modelidir. Yaklasik 10 embriyo tek bir implantasyon olayi i¢ine implante edilir. Bu
durum, maternal olarak kontrol edilen embriyonik duraklama siirecini gerektirir;
bdylece embriyo gelisiminin askiya alinmasi implantasyonu geciktirir (Lopes vd.,
2004). Boylece, implantasyon i¢in endometrial hazirliga gore embriyo gelisiminin
koordinasyonu saglanir. Coklu embriyolarin implantasyonu uterus 6demi ve liimen
kapanmasina neden olurken, uterin boynuz boyunca benzersiz embriyo araligi
mekanizmalar1 gergeklesir (Wang ve Dey, 2006). Buna karsilik, insan implantasyonu

genellikle, gelisimi iizerinde bilinen bir maternal kontrole sahip olmayan tek ve
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olduk¢a invaziv bir embriyo kabuliinii icerir. Insanlarda tamamen uterin kapanma
ozelligi yoktur ve embriyo, uterus boslugu icerisinde farkli bir apozisyon siireci
gerektiren “serbest yiizer bir cisim” olarak tanimlanmistir (Genbacev vd., 2003).
Plasentasyon ve gebeligin tiirler arasi g¢esitliligi de evrimsel bir farklilik
gostermektedir. Bu durum, insan maternal-embriyo arayiiziinde siki bir embriyo

se¢imi i¢in rol sunmaktadir.

2.5. Implantasyon

Blastosist, implantasyonu baglatmak i¢in ilk olarak maternal endometrium ile fiziksel
ve fizyolojik etkilesime katilir (Red-Horse vd., 2004; Wang ve Dey, 2006). Normal
implantasyon i¢in ve gebeligin basarisi i¢in iki yonlii bir etkilesim gereklidir, ¢linkii
bu diizenin bozulmasi, gebelikte potansiyel kayip ile birlikte desidualizasyon ve
plasentasyon da dahil olmak iizere sonraki gelisim siire¢leri i¢in olumsuz sonuglar
doguracaktir. (Wilcox vd., 1999; Song vd., 2002; Ye vd., 2005; Chen vd., 2011).
Klinik olarak kabul edilen gebelik oncesi peri-implantasyon periyodunda meydana
gelen erken gebelik kaybi, insanlarda goreceli olarak yaygin bir olgudur (Norwitz
vd., 2001; Cockburn ve Rossant, 2010). Ornegin, dogal bir siirecte bile, belirli bir
menstrual dongiide gerceklesen basarili hamilelik sans1 yaklagik %30 ile siirhidir
(Zinaman vd., 1996). Tim konseptuslarin sadece %350-60"1 20 haftalik gebeligin
Otesine gecmektedir (Norwitz vd., 2001). Gebelik kayiplarinin %75’inin temel
nedeni implantasyon basarisizligidir (Wilcox vd., 1988). Ayrica, diinya capinda 7
ciftin 1' infertilite sikint1 yasamaktadir (Forti ve Krausz, 1998). Infertilitenin altinda
yatan bir¢cok nedenin iistesinden gelen in vitro fertilizasyon ve embriyo transferi
(IVF-ET) teknolojisindeki onemli gelismelere ragmen, gebelik basari oranlari, esas
olarak implantasyon basarisizligina bagli olarak nispeten diisiik kalmaktadir (Wilcox
vd., 1993; Norwitz vd., 2001; Miller vd., 2012). Bu nedenle, embriyo
implantasyonunun gizemlerini arastirarak bu kiiresel meseleyi ele almak zorunludur.
Basarili implantasyon, implantasyon yetkinliginin blastosist tarafindan alinmasi ile
uterus endometriumunda reseptif bir durum arasinda senkronizasyonu gerektirir (Dey
vd., 2004; Tranguch vd., 2005b; Wang ve Dey, 2006). Bu iki olay, ozellikle de
ovaryan Ostrojen ve progesteron gibi maternal hormonlar tarafindan hassas bir
sekilde diizenlenir (Conneely vd., 2002; Curtis Hewitt vd., 2002). Molekiiler ve

genetik kanitlar, ovaryan hormonlarinin, sitokinler, bliylime faktorleri, homeobox
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transkripsiyon faktorleri, lipid mediatorleri ve morfojen genleri dahil olmak tizere
lokal olarak iiretilen sinyalleme molekiilleri ile birlikte, implantasyonun karmasik
siirecini belirlemek i¢in otokrin, parakrin ve justakrin etkilesimleri yoluyla islev
gordiigiinii  gostermektedir (Dey vd., 2004). Bununla birlikte, erken gebelikte
embriyo-uterin etkilesimlerini yoneten molekiiler sinyal yollarinin hiyerarsik yapisi
arastirilmaya devam edilmektedir. Blastosist ve uterus arasindaki capraz etkilesim
sadece kisa bir siire boyunca, yani "implantasyon penceresi" olarak ortaya ¢ikabilir
(Yoshinaga, 1980; Rogers ve Murphy, 1989; Paria vd., 1993; Ma ve vd., 2003).
Implante embriyoya yanit olarak, uterin cevredeki stroma embriyonik biiyiimeyi ve
invazyonu gerceklestirmek i¢in desidualizasyon olarak bilinen bir siire¢ olan hiicresel
transformasyona ugrar (Lim ve Wang, 2010). Lokal olarak indiiklenen desidua,
embriyonun hayatta kalmasin1 desteklemek i¢in olumlu bir geri doniisiim saglar.
Desiduanin ayrica yari allojenik embriyoya yanit olarak maternal immiin reaksiyona
kars1 bir bariyer islevi gordiigii diigiiniilmektedir. Farelerde gen-susturma modelleri,
implantasyonun gegici molekiiler temelini olusturmak i¢in kullanilan degerli bilgiler
saglar. Embriyo implantasyonu, bircok sinyalleme molekiiliinii kesin olarak
diizenlenmis bir programa entegre eden dinamik bir gelisimsel siire¢ oldugu igin,
implantasyon basarisizligin1 diizeltmek ve kadinlarda gebelik oranlarini iyilestirmek
icin yeni stratejiler liretmek iizere bu siiregleri yoneten yollarin hiyerarsik

mekanizmasini anlamak 6nemlidir.

2.5.1. Embriyo implantasyonu i¢in Gerekli Maternal Hormonal Ortam

Erigskin memelilerin cogunda implantasyon, ovulasyondan sonra belirli bir zaman
araliginda gergeklesir (Finn ve Martin, 1974). Insanlarda bu, menstrual siklusun
luteal fazi sirasinda, kemirgenlerde ise Ostrus dongiisiiniin didstrus fazindadir. Bu
siirecte Ostrojen ve progesteronun baslica hormonlar oldugu iyi bilinmektedir.
Dinamik dalgalanma diizeylerine gore, lireme donglisii li¢ asamaya ayrilir (Finn ve
Martin, 1974; Wang ve Dey, 2006). Ik asama, dstrojen diizeylerinin ¢ok yiiksek
oldugu kadinlarda prodstrus veya folikiiler fazdir (Yoshinaga vd., 1969; Michael,
1976). Ikinci asama, her iki hormon seviyesinin ovulasyondan hemen sonra diisiik
oldugu bir donemdir. Son olarak, korpus luteumdan hem progesteron hem de
Ostrojen hormonlarinin salgilandigr luteal evredir. Embriyo implantasyonu luteal

fazda gerceklesir. Ornegin, embriyo implantasyonu 4. giiniin gece yarisinda
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gerceklesirken, farelerde bu agamada, gebeligin 4. giiniinde (glin 1= vajinal tikanma
giini) bir preimplantasyon Ostrojen artisinin eslik ettigi yeni olugan corpus luteumun
gelismis bir sekresyonundan &tiirli, progesteron seviyesi giderek artmaktadir.
(McCormack ve Greenwald, 1974; Wang ve Dey, 2006). Preimplantasyonda
ovaryum steroid profillerine dayanarak, disardan Ostrojen ve progesteron verilerek,
ovaryumlar1 alinmis farelerin uterusu reseptif bir duruma getirilebilir (Lim vd., 1997;
Paria vd., 1999b). Bu hormonlar farelerde ve sicanlarda implantasyon i¢in uterusun
hazirlanmasini yonlendirir (Harper ve Walpole, 1967; Roblero vd., 1987; Vinijsanun
ve Martin, 1990). Embriyo implantasyonu Oncesi progesteron ve luteal fazda iki
Ostrojen dalgalanmasinin rolii hala tartisilirken, progesteronun neredeyse tiim
implantasyon i¢in gerekli oldugu kabul edilmektedir (Finn ve Martin, 1972; Dey vd.,
2004; Tranguch vd., 2006; Wang ve Dey, 2006). Progesteronun tek basina
implantasyona aracilik ettigi diisiiniilmiistiir. Bununla birlikte, fareler ve si¢anlarda
normal progesteron salgilanmasi ile istege bagli geciken bir implantasyonun
gozlenmesi, implantasyonda yer alan bagka bir hormon olabilecegini de
diistindiirmektedir (Whitten, 1955; Mantalenakis ve Ketchel, 1966; Yoshinaga ve
Adams, 1966; McLaren, 1968; Malafaya vd., 2008). Bu sliphe, kiiclik bir ostrojen
dozunun enjekte edilmesiyle emziren si¢anlarda indiiklenebilecegine dair kanitlarla
desteklenmektedir (Krehbiel, 1941). Bu bulgular, preimplantasyon &strojen
sekresyonunun, blastosist implantasyonu ic¢in progesteronla hazirlanan bir reseptif

uterusa dogru ¢ok 6nemli oldugunu gostermektedir.

Cogu tiirde preovulatér fazda Gstrojen salgilanmasi nedeniyle, prodstrus dstrojenin
implantasyondan hemen sonraki yanit1 optimize ettigi diisiiniilmektedir (Barkley vd.,
1979). Ozellikle, implantasyonda yumurtalik dstrojen gereksinimi tiire dzgiidiir. Gine
domuzu, rhesus maymunu, tavsan ve hamster gibi tiirlerde progesteron tek basina
implantasyon i¢in yeterlidir (Heap ve Deanesly, 1967; Kwun ve Emmens, 1974;
Psychoyos, 1973, 1986). Bununla birlikte, bu tiirlerin implantasyonunda Ostrojenin
katilimi tamamen gozardi edilmeyebilir. Bu tiirdeki blastosistlerin, implantasyonu
baslatmak icin lokal olarak Ostrojen sentezleyebildigi ve salgilayabilecegi seklinde
bir hipotez Onerilmistir (Dey vd., 2004; Wang ve Dey, 2006). Bununla uyumlu
olarak, hamster ve tavsanin blastosistinde Ostrojen sentezi i¢in bir enzim olan

aromataz bulunurken, bu enzim farelerde bulunmaz (Dickmann vd., 1975;
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Hoversland vd., 1982a; Sengupta vd., 1983; Sholl vd., 1983; Reese vd., 2008).
Implantasyon sirasinda blastosist-uterus baglantisinin, insanlarda veya primatlarda
ovaryan Ostrojen gerektirip gerektirmedigi belirsizdir. Orta-luteal 0strojenin gebelik
olusumu i¢in 6nemli olduguna dair kanitlar vardir (Rao vd., 2007). Son yillarda,
genetik olarak tasarlanmis fare modelleri, embriyo implantasyonu sirasinda

progesteron ve Ostrojenin rollerini anlamak i¢in degerli ipuglart saglamistir.

Implantasyon siireci ii¢ temel adimdan olusur: ilk adim apozisyon asamasidir. Bu
adimin karakteristik 6zelligi pinopodlarin goriilmesidir. Pinopodlar uterus epitelinin
yiizeyinde bulunan kiigiik tiimseklerdir (Sharkey ve Smith, 2003). Bir sonraki adim
gezici blastosist ve reseptif endometrium arasindaki baglantinin baslangicinda olan
adezyondur. Adezyon biiyiime faktorleri ve hormonlarin lokal etkisi ile desteklenir
(Tabibzadeh ve Babaknia, 1995) ve blastosistin baglanmasina katilan endometrial
hiicrelerden olusan luminal epitelyumdaki degisikliklerle ortaya ¢ikar (Fazleabas ve
Strakova, 2002). Implantasyonun {iciincii asamasi invazyondur. Bu siirec,
embriyonun luminal epitele penetrasyonunu ve anneye endometrial stromadaki
vaskiiler baglant1 ile sonu¢lanmasini igerir. Bu faz sirasinda endometrium ovaryal
hormonlarin etkisi altinda ¢ok 6nemli degisiklikler gecirir (Oborna vd., 2004). Insan
endometrial reseptivitesi muhtemelen korpus luteumun dejenrasyonuyla sonuglanir

(Grahamm ve Lala, 1992; Clark, 1993).

2.6. Desidualizasyon

Desidualizasyon iglemi, endometriumun implante olan embriyoyu desteklemek i¢in
gecirmesi gereken kapsamli yeniden sekillenme siirecini belirtir. Desidualizasyon
siireci her seyden Once uzun stromal fibroblastlarin yuvarlak, salgisal desidua
hiicrelerine morfolojik doniisiimii ile karakterize edilir. Bu islem, in vivo olarak
karakteristik desidual hiicre morfolojisi ge¢ luteal fazda daha belirgin hale gelmesine
ragmen, endometrium ile gegici olarak bir reseptif fenotip elde etmekle cakisan
dongiiniin orta luteal fazinda baslatilir. “Implantasyon penceresi” luteinizan
hormonun (LH) yiikselmesinden yaklasik 6 giin sonra baslar ve 2-4 giinden daha

uzun stirmeyecegi diisliniiliir.

Desidualizasyon, 0Ostrojen hiicrelerinin progesteronda post-ovulatuvar bir artisa

duyarli hale getirilmesi ve luteal fazda hiicre i¢i siklik adenozin monofosfat (cAMP)
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seviyelerinin yiikselmesiyle uyarilir. Bu yeniden modelleme islemi, ilk olarak
endometrium boyunca uzamadan 6nce terminal spiral arter bolgelerinde baslatilir ve

spesifik immiin hiicreleri ile birlikte olur (Gellersen ve Brosens, 2003).

Sinyal yolaginin karmasik bir sistemi, transkripsiyon faktorleri ve ¢apraz etkilesim
desidual reaksiyonun temelini olusturmaktadir (Christian vd., 2002). Elde edilen
morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler dramatiktir ve prolaktin (PRL), insiilin
benzeri bliylime faktorii baglayici protein-1'in (IGFBP-1) salgilanmasini ve NODAL
sinyal yolu inhibitérii LEFTY2, BMP2 (kemik morfogenetik protein 2) ve WNT4
(wingless tip MMTV entegrasyon bdlgesi ailesi, liye 4) gibi bir¢cok faktorii igerir
(Gellersen ve Brosens, 2003; Gellersen vd., 2007; Gellersen ve Brosens, 2014).

2.7. Plasentasyon

Plasenta, memeli embriyosunun uterus ortaminda hayatta kalmasin1 saglayan hayati
bir organdir. Fetal ve maternal ortamlar arasinda bir arayliz gorevi goriir, anne ve
bebek arasinda gaz, besin ve atik irlinlerinin degisimi i¢in gereklidir. Ek olarak,
plasenta gebelikle iliskili hormonlarin ve biiylime faktorlerinin 6nemli bir kaynagi
olarak iglev goriir ve fetiisiin immiin korunmasinda rol oynar. Hem farelerde hem de
insanlarda plasenta veya bilesenlerinin gelisimini etkileyen herhangi bir genetik veya
cevresel travma plasental yetmezligi, fetal biiylime geriligi ve dliime yol agabilir.
Plasentadaki en 6nemli hiicre tipleri, fetal ve maternal kan sistemlerini yakin temasa
sokmak icin gereken ana yapisal ve fonksiyonel bilesenleri saglayan trofoblast
soyunun hiicreleridir. Embriyo ve maternal bilesenler maternal damar sistemi ve
uterin desidual hiicrelerinden kaynaklanir. Bu nedenle, plasental birimin biitiinliigii,

embriyonik, trofoblast veya maternal komponentlerdeki kusurlardan etkilenebilir.

Temel olarak faredeki hedeflenen mutasyonlarin analizinden kaynaklanan plasenta
gelisiminin genetik kontrolii konusundaki anlayista 6nemli gelismeler olmustur.
Bir¢cok hedef mutasyonla iligkili embriyo Oliimiinlin plasenta kusurlarini icerdigi

gosterilmistir (Cross, 2000).

Bu, gen ailelerinin o6zellikle trofoblast-spesifik tiyeleri olarak tanimlanan ve
trofoblast gelisiminde rolleri oldugu tahmin edilen ve plasentada yer almasi

beklenmeyen, 6rnegin, niikleer hormon reseptorii, PPARy (peroksizom proliferator
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ile aktiflestirilen reseptdr y), bircok genin rol oynadigi tahmin edilen temel sarmal-
dongii-sarmal (bHLH) genleri, Mash2 ve Hand1 gibi genleri icerir (Barak vd., 1999).
Gelisim sirasinda veya yetiskinlerde diger hiicre soylarinda rol oynayan genler,

genellikle plasenta gelisiminde de islev gortir.

Plasental gelisim i¢in bir gene ihtiya¢ duyulursa, hedeflenen mutant embriyo daha
sonra fenotipler ortaya c¢ikmadan oOnce Olebilir. Bu, bir genin fetusta veya
yetiskinlerde iglevini ¢aligmakla ilgilenen aragtirmacilar i¢in elverigsizdir. Bununla
birlikte, plasental gelisim ile iligkili olanlar i¢in plasentanin genetik bozulmaya kars1
olan duyarliligi, yeni molekiiler iggoriilere sahip altin degerinde bir bilgi birikimi
saglamaktadir. Trofoblast soyunun baglatilmasindan ve korunmasindan olgun
plasentanin karmagsik fonksiyonlarina kadar plasenta gelisiminin ana agamalarinin
¢ogu icin diizenleyici genler bulunur (Cross, 2000). Bu genetik caligsmalar, {i¢ bolme
arasindaki etkilesimlerin sinyallesmesinin kritik 6nemini gdéstermistir: embriyonik /
fetal, trofoblast ve maternal. Trofoblast hiicreleri ile maternal uterin ve vaskiiler
dokular arasindaki etkilesimler vardir. Bu genetik c¢aligmalar, embriyonik/fetal,
trofoblast ve maternal gibi ii¢ bilesen arasindaki etkilesimlerin sinyallesmesinin
kritik 6nemini gostermistir. Trofoblast hiicreleri ve maternal uterin ve vaskiiler
dokular arasindaki etkilesimler, hem kemirgen hem de insan plasentasi i¢in baska

yerlerde genis dl¢iide incelenmistir (Damsky ve Fisher, 1998; Cross vd., 2002).

2.7.1. Farelerde ve insanlarda Plasental Gelisim

Her ne kadar insan ve fare plasentalariin mimari ayrintilarinda biraz farklilik olsa
da, genel yapilar1 ve plasental gelisimin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin
oldukca benzer oldugu diisiiniilmektedir (Rossant ve Cross, 2001). Sonu¢ olarak,
fareler giderek artan bir sekilde plasental gelisimin temel unsurlarini incelemek i¢in
bir model olarak kullanilmaktadir. Farelerde plasenta gelisimi, blastosistte
embriyonik giin (E) 3.5'te baslar, trofoektoderm katmani i¢ hiicre kiitlesinden (Cross
vd., 1994) ayrilir. Implantasyon sirasinda (E4.5), i¢ hiicre kiitlesiyle temas etmeyen
fare trofoektoderm hiicreleri, insan ekstra villoz sitotrofoblast hiicrelerine benzeyen
trofoblast dev hiicreleri olur (Rossant ve Cross, 2001). Bu hiicreler bdliinmeyi
durdururlar, ancak poliploid olmak iizere DNA'y1 (endoreduplikasyon) kopyalamaya

devam ederler. Buna karsilik, iki diploid hiicre tipi, i¢ hiicre kiitlesine hemen bitisik
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olan hiicreler olan polar trofoektodermden ortaya c¢ikar: bunlar ekstraembriyonik
ektoderm ve ektoplasental koni hiicreleridir (Rossant ve Cross, 2001). Daha sonra,
ekstraembriyonik ektoderm, koryon tabakasinin trofoblast hiicrelerinde ve ardindan
labirentte gelisecektir. Gelismekte olan labirent, spongiotrofoblast adi verilen
ektoplasental koni kokenli bir tabaka ile yapisal olarak desteklenir. Labirent ve dig
dev hiicre tabakas1 arasina sikistirilmis kompakt bir hiicre tabakasi olusturur ve insan
plasentasinin (Rossant ve Cross, 2001) sitotrofoblast hiicre siitununa karsilik gelir.
Gebeligin ilerleyen donemlerinde, glikojen igerikli trofoblast hiicreleri,
spongiotrofoblast tabakasi i¢inde farklilagsmaya baslar ve daha sonra uterus duvarini
(Adamson vd., 2002) yaygin sekilde istila ederler. Plasentanin vaskiiler kismi, E8.0
(Cross vd., 2003)'te embriyonun arka wucundan wuzanan ekstraembriyonik
mezodermden (allantois) tliretilmistir. E8.5'te, koryon ve allantois koryoallantoik
baglanma denilen bir siirecte birlesir. Kisa siire sonra koryon, villuslar1 olusturmak
icin katlanmaya baslar ve allantoisten fetal kan damarlarmin biiyiidiigli bir bosluk
yaratir (Cross vd., 2003). Bu zamanda, koryonik trofoblast hiicreleri iki labirent
hiicre tipinde farklilagsmaya baslar. Trofoblast hiicrelerinin flizyonu ile olusan ¢ok
cekirdekli sinsityotrofoblast hiicreleri, kilcal damarlarin fetal endotelini ¢evreler. Bir
mononiikleer trofoblast hiicre tipi, maternal kan siniislerini gosterir. Trofoblast ve
fetal vaskiilatiir birlikte labirentin (insan koryon villusuyla karsilastirilabilir) genis
Olctlide dallanmis bir villuslarini olusturur; bunlar doguma kadar biiyiir ve daha genis
bir sekilde dallanir (E18.5-19.5) (Adamson vd., 2002). Maternal ve fetal kan, besin
taginimini en iist diizeye ¢ikarmak icin labirent i¢inde ters akim olarak akar
(Adamson vd., 2002). Eger labirent uygun modellenme, dallanma ve dilatasyon ile
uygun sekilde vaskiilarize edilmezse plasental perflizyon bozulur, bu da zayif oksijen

ve besin diflizyonu ile sonuglanir (Pardi vd., 2002).
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Sekil 2.3. Farelerde plasental gelisim (Watson ve Cross, 2005). Ekstraembriyonik
soylarin kdkeni embriyonik giinde (E) 3.5'te blastosist olusumu ile baslar. E8.0'da,
korioallantoik baglanma meydana gelir, bunu takiben i¢inde besin aligveriginin
gergeklestirildigi yogun bir villus olusturmak i¢in labirentin morfogenezi olusur
(E8.5-10.5). Olgun plasenta (E14.5) {i¢ katmandan olusur: Labirent,
spongiotrofoblast ve maternal desidua.

2.8. Wnt-p Katenin Sinyal Yolag:

Yiiksek oranda korunan Wnt sinyal yolu, embriyogenez sirasinda hiicre-hiicre
etkilesimlerinin kritik bir aracidir (van Amerongen ve Nusse, 2009). Boylelikle,
blastosist ve uterus arasindaki karmasik etkilesimle iliskili oldugu implantasyon
stirecine dahil oldugu varsayilir. Wnt sinyali, farkli islevlerine gore kanonikal ve
nonkanonikal yollara ayrilabilir (van Amerongen ve Nusse, 2009). Kanonikal Wnt
yolagina gore, Wnt ligandlari, frizzled (Fzd) reseptorii ve diisilk yogunluklu
lipoprotein reseptdriiyle baglanmis protein (LRP) Lrp5/6 ortak reseptorleri
kompleksi ile birleserek sinyallerini iletirler (Logan ve Nusse, 2004). Bu baglanma,
yolun aktive edilmesinden Once siirekli proteazom aracili bozunma altinda olan
sitoplazmik B-katenin'i serbest birakacaktir (Metcalfe ve Bienz, 2011). Daha sonra
sitoplazmik birikmis B-katenin, niikleusa translokasyona ugrayacak ve hedef genlerin
transkripsiyonunu yonlendirmek icin lenfoid artiric1 baglanma faktorii/T hiicresine
0zgii transkripsiyon faktorii (LEF/TCF) ile bir kompleks olusturacaktir (Behrens vd.,
1996). Non-kanonikal yolak, B-katenin'den bagimsizdir, sadece Fzd reseptorlerini

icerir ve Ca"*/Planar Hiicre Polaritesi (PCP) yolu, Rho sinyali ve Wnt-PKA sinyali
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dahil olmak tizere asagi akim efektorleri farklidir (Barrow, 2006; Semenov vd.,
2007). Sistein bakimindan zengin ligand baglayici alanda Fzd reseptorlerine benzer
sekans isaretlemelerine sahip olan ve transmembran bdlgesinden yoksun olan
salgilanmis Fzd ile ilgili proteinler (sFRP'ler), Wnt proteinlerinin biyoaktivitelerini
inhibe edecektir (Rattner vd., 1997; Suzuki vd., 2004). Alternatif olarak, ko-reseptor
Lrp5/6, Kremen ile etkilesime girerek hiicre yiizeyi LRP reseptorlerini down-regiile
etmek i¢in Dickkopf proteinleri (Dkks) tarafindan da diizenlenebilir (Glinka vd.,
1998; Bafico vd., 2001; Mao vd., 2001; Semenov vd., 2001; Mao vd., 2002; Mao ve
Niehrs, 2003).

Whnt ailesinin proteinlerinin, reseptorlerinin, hiicre dis1 antagonistlerinin ve hiicre i¢i
sinyal bilesenlerinin karmasikligi ve fazlaligi, hiicre i¢i ve hiicreler arasi Wnt
mekanizmalarimin dogasini, gelisim sirasinda bu sinyal yolunun oryantasyonunu
belirledigini gostermektedir. Onceki c¢alismalarda, farelerde periimplantasyon
periyodu sirasinda erken embriyolarda ve uterusta Wnt yolu elemanlarmin spesifik
ekspresyon modelleri ortaya ¢ikmistir (Paria vd., 2001a; Hamatani vd., 2004a;
Mohamed vd., 2004; Zeng vd., 2004; Wang vd., 2004c; Kemp vd., 2005; Mohamed
vd., 2005) ve blastosist olusumunda kanonikal Wnt sinyallemesinin dagitilabilir rolii
1yl ¢alisilmig ve daha 6nce gozden gegirilmistir (Chen vd., 2009; Sonderegger et.al.,
2010). Ozellikle, implantasyon sirasinda, blastosist yetkinligi icin kanonikal Wnt
sinyali gereklidir. SFRP molekiilii ile Wnt yoluna miidahale etmek de implantasyon
siirecini bozar (Mohamed vd., 2005). Adenoviral aracili Dkk1 stratejisini kullanarak,
yapilmis olan ¢aligmada, kanonikal Wnt/B katenin sinyallesmesinin susturulmasi i¢in
uterusu negatif yonde etkilemedigini, ancak farelerde implantasyon icin blastosist
yetkinligini 6nemli Ol¢lide engelledigini agik¢a gostermistir (Xie vd., 2008).
Blastosistlerde bu yolun 6nemi, gecikmis implantasyon modeli ile, niikleer B-katenin
sinyalleme aktivitesinin, hareketsiz ve yeniden aktive edilmis blastosistler arasinda
farkli oldugunu gostermektedir (Xie vd., 2008). Dahasi, Wnt3a trofoektoderm
hiicrelerinde B-kateninin hiicre i¢i birikimini ve niikleer translokasyonunu
indiikleyebilir (Xie vd., 2008). Toplu olarak, bu bulgular Wnt sinyallemesinin
implantasyon i¢in blastosist yetkinligini belirleyen en az bir yol olduguna dair

dogrudan kanit olusturmaktadir.
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2.8.1. Kanonikal Yolak

Wnt/B katenin veya kanonikal Wnt sinyal yolu olarak da adlandirilan B-katenin'e
bagl yolak, hedef gen ekspresyonunu aktive etmek i¢in ¢ekirdege giren sitoplazmik
protein B-katenin ile karakterize edilen ¢esitli tiirler arasinda yiiksek oranda korunan
bir yoldur (Aberle vd., 1997; Saito-Diaz vd., 2013). B-katenin hem hiicre-hiicre ve
hiicre-ekstraseliiler matriks yapigmasina katilan bir kadherin baglayici proteindir hem
de bu kanonikal sinyal yolundaki merkezi bir oyuncu olan ¢ok islevli bir proteindir
(Ikeda vd., 2002). Wnt stimiilasyonunun yoklugunda, sitoplazmik B-katenin,
ubikitinlestirilir ve axis inhibisyon proteini (Axin), adenomatous polipozis koli
(APC), glikojen sentaz kinaz 3B (GSK3P) ve kazein kinaz la (CKla) ile bir
multiprotein yikim kompleksi olusturarak proteozomda pargalanir (Sekil 2.3a)
(Hurliston ve Clevers, 2002; Liu vd., 2002; Bilic vd., 2007). Sitoplazmik aktif -
katenin diisiik bir seviyede tutulur ve toplam B-katenin esas olarak hiicre-hiicre ve
hiicre- ekstraseliiler matriks yapismasinda rol oynar (Ikeda vd., 2002). Diisiik bir
aktif B-katenin seviyesinde, transkripsiyon faktérii T hiicre faktorii/lenfoid arttirici
baglanma faktori (TCF/LEF), transkripsiyonun baskilanmasina neden olan
transkripsiyon inhibitorleri Groucho ve histon deasetilaza (HDAC) baglanir (Daniels
ve Weis, 2005). Wnt ligandlari, hiicre yiizeyi ko-reseptorlerine FZD ve LRP5/6'ya
baglandiginda, B-katenin-bagimli yol tetiklenir. Ayrintili olarak Wnt stimiilasyonu,
LRP ve Dsh'nin fosforilasyonunu ve Axin/APC/GSK3B/CKla yikici kompleksinin
bozulmasini indiikler ve son olarak sitozolde B-katenin bozulmasina ve birikmesine
neden olur (Sonderegger vd., 2010; Revel vd., 2011). Bu nedenle, biriken B-katenin
cekirdege transloke olur ve Wnt hedef genlerinin transkripsiyonel bir yardimci
diizenleyicisi olarak gorev yapar. Groucho ve HDAC TCF/LEF'den uzaklasir ve
cAMP yanit elementi baglayici protein (CREB)-baglayict protein (CBP)
transkripsiyon faktorii veya bununla yakindan iliskili homolog p300 ve diger
transkripsiyonel ko-aktivatorler ile transkripsiyonel olarak aktif bir kompleks
olusturur, transkripsiyon faktorii ailesi TCF/LEF'in Wnt hedef genlerinin
transkripsiyonunu diizenlemesini saglar (Rao ve Kiihl, 2010; Kikuchi vd., 2011). C-
myc, c-jun, siklin D1, CD44, matrilisin, matriks metaloproteinazlar (MMP'ler) ve
tirokinaz plazminojen aktivator reseptorii (WPAR) gibi TCF/LEF hedef genleri daha
sonra hiicre ¢ogalmasina ve gogiine katilir (Sekil 2.3b) (Rattner vd., 1997; Glinka
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vd.,, 1998). Wnt sinyallerinin iki ana antagonist sinifindan olumsuz
etkilenebilecegine dair 6nemli kanitlar vardir; bunlar salgilanmis FZD ile ilgili
proteinler (sFRP'ler) ve Dickkopf (Dkk) ailesi proteinleri’dir. sFRP'ler yapisal olarak
FZD ailesinin hiicre dis1 alanlarina benzer ve Wnt’lerin FZD reseptorlerine
baglanmasini 6nlemek i¢in hiicre dis1 Wnt ligandlar1 ile dogrudan etkilesime girebilir
[29]. Diger smif, LRP reseptorlerinin Kremen aracili endositoz yoluyla hizli bir
sekilde ¢ikarilmasini saglamak i¢in LRP5/6 ko-reseptorleri ile dogrudan iliskili Dkk
familyas1 proteinlerinden olusur (Mao vd., 2001; Semenov vd., 2007; Dijksterhuis
vd., 2014). Ek olarak, bu kanonikal Wnt sinyallesme yoluaginda Axin2, FZD, TCF1

ve diger Wnt yolu bilesenlerinin B-katenin-bagimli ekspresyonu yoluyla bir geri

besleme diizenlemesi gézlemlenebilir (Rattner vd., 1997).
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Sekil 2.4. Kanonikal Wnt/f katenin sinyal yolaginin sematik gosterimi (Tepekoy vd.,
2014)

Son arastirmalar, embriyoda ve organa 6zel endotel hiicre farklilasmasinda Wnt
sisteminin vaskiiler morfogenezdeki énemli roliiniin altin1 ¢izmektedir (Van Gijin
vd., 2002; Cohen vd., 2008; van de Schans vd., 2008; Zerlin vd., 2008; Dejana vd.,
2009). Wnt sinyali, hiicre akibeti, proliferasyon ve genel organogenez dahil olmak
tizere gelisimin temel yonlerini diizenler (Clevers vd., 2006; van Amerongen vd.,
2008; Angers ve Moon, 2009; Franco vd., 2009; Kikuchi vd., 2009; Macdonalt vd.,
2009).
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B-katenin hiicre-hiicre baglanti kavsaklarinda kadherinlere (endotelyal hiicrelerde
VE-kadherin ve N-kadherin) baglanir ve sitoskeleton ile etkilesimlerini stabilize
eder. Bu sekilde, B-katenin, hiicre-hiicre yapigsmasini ve doku biitiinliigiinii stabilize
ederek etkisini gosterir (Meng ve Takeichi, 2009; Stepniak vd., 2009). Kadherinler,
B-katenin komplekse baglanmasini tesvik edebilir ve bu sekilde Wnt sinyalini
siirlar. Bu nedenle, Wnt sinyali, hiicreler aras1 baglantilarla dolayli olarak module

edilir. (Taddi vd., 2008; Heuberger ve Birchmeier, 2010)

2.8.2. Wnt Sinyal Yolagi ve Anjiogenez

Wnt sinyali endotel hiicre ¢ogalmasi ve anjiyogenez i¢in gereklidir. Son zamanlarda
anormal neovaskiilarizasyon ile bazi patolojik kosullarda Wnt sinyalinin rolleri
ortaya ¢cikmistir. (Logan ve Nusse, 2004; Masckauchan ve Kitajewski, 2006). Wnt
sinyallemesinin damar olusumundaki rolii, hayvan modellerinde veya insanlarda
Wnt/Fzd genlerindeki bozulma ve mutasyonlardan kaynaklanan fenotiplere
dayanilarak olusturulmustur. Wnt-2 ve Wnt-7b genlerinin bozulmasi farelerde
plasental ve pulmoner vaskiilatiirlerde kusurlara neden olur (Monkley vd., 1996; Shu
vd., 2002). Fzd-5 knock-out gen fenotipi, embriyonik plasentadaki kilcal pleksusun

diizensizlestirmesinden dolay1 dldiriictidiir (He vd., 1997).

Birlikte ele alindiginda, bu c¢alismalar Wnt ligandlarimin ve reseptorlerinin
anjiyogenezde onemli rollerini gdstermistir. Wnt sinyal yolu ayn1 zamanda endotel
hiicre biliylimesi ve sagkaliminin dogrudan bir aracidir (Wright vd., 1999). Primer
endotelyal hiicrelerin ylizeyinde birka¢ Fzd reseptorii bulunur ve bu hiicreler Wnt
ligandlarinin uyarilmasina yanit verir (Cheng vd., 2003; Masckauchén vd., 2005;
Zerlin vd., 2008).

Dahasi, Wnt sinyali, gesitli pro-anjiyogenik faktorleri up-regiile eder. Ornegin,
vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) gen promoter bolgesi yedi TCF/LEF
baglama bolgesi icerir (Easwaran vd., 2003). Kolon kanseri hiicrelerinde VEGEF,
Wnt/B-katenin sinyalinin ektopik aktivasyonunun bir sonucu olarak up-regiile edilir
(Zhang vd., 2001; Easwaran vd., 2003). Wnt sinyal yolu, tiimor anjiyogenezinde
VEGF asir1 ekspresyonunu zayiflatmak icin potansiyel bir terapotik hedef olarak
kabul edilir (Hu vd., 2009). interlokin-8 (IL-8), Wnt/B-katenin sinyalinin baska bir
hedefidir (Masckauchan vd., 2005). IL-8, endotel hiicre proliferasyonunu ve
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sagkalimini indiikler. IL-8, anjiyogenez siirecine katilan MMP-2 ve MMP-9'un her
ikisininde asir1 ekspresyonunu indiikler (Li vd., 2003). Bu nedenle, Wnt/$ katenin
yolaginin anjiyogenik etkisi, ayn1 zamanda pro-anjiyogenik faktorlerin indiiklenmesi

yoluyla da olabilir (Zhang ve Ma, 2010).

2.8.3. Menstrual Siklus ve Gebelik Sirasinda Hormonal Diizenleme ve Wnt
Mliskisi

Menstrual dongii sirasinda, endometriumdaki sinyal yollarmin dengesi steroid
hormonlarina farkli sekilde maruz kalmaya gore degisir. Wnt sinyalizasyon
elemanlar1 ayrica menstrual dongiiniin farkli asamalarinda farkli ekspresyon
seviyeleri sergiler. Ostrus siklusunun farkli evrelerinde ve gebelikte farklilasan Wnt
gen ekspresyon profilleri farkl tlirlerde tanimlanmustir (Atli vd., 2011; Kiewiz vd.,
2011). Domuz ostrus siklusu ve gebeligi sirasinda, Wnt5a'nin gen ekspresyon
seviyeleri hamilelik sirasinda ve karsilik gelen Gstrus siklusu giintinde degiskenlik
gostermistir. Wnt7a Ostrus siklusunun ve erken hamileligin farkli evrelerinde farklh
sekilde ifade edilmis olsa da, Wnt4 ve [B-katenin gen ifadeleri seviyesi siklik ve
hamile domuzlarin endometriumunda belli bir seviyede tutulmustur (Kiewiz vd.,
2011). Bununla birlikte, uterus luminal epitelinde 6strojen (E2) icerigi ve geng disi
domuzlarin siklik kan serumunda progesteron (P4) seviyesi Wnt4, Wnt5a, Wnt7a, [3-
katenin ve Cdhl gen ekspresyonu ile istatistiksel olarak anlamli korelasyon
gostermez. Ayrica, ayri ayrt veya ayni anda eklenen farkli E2 veya P4
konsantrasyonlar1 ile muamele edilen endometrial doku uygulamasinin Wnt5a,
Wnt7a, B-katenin ve Cdhl gen ekspresyonu flizerinde etkisi gosterilememistir
(Kiewiz vd., 2011) Dietilstilbestrol (DES) maruziyeti, yenidogan fare uterusunda
Wnt4, Wnt5a, Wnt7a, Wntll, Wntl6 ve FZDI10 ekspresyonunu baskilamistir
(Hayashi vd., 2011)

LRP-6 ve FZD6 ifadeleri ayrica insan endometriumunda da bulunur. Proliferatif ve
sekretuvar faz sirasinda esit sekilde ifade edildigi belirlenmistir (Tulac vd., 2003).
sFRP4'in mRNA seviyelerinin, tekrarlanan implantasyon basarisizliginda (RIF)
endometriumda menstrual dongilinlin sekretuvar fazi sirasinda diisiik olmasi
nedeniyle Wnt reseptoriine bagli proteinlerin de endometrial fonksiyonlarla iligkili

oldugu diistiniilmistiir (Revel vd., 2011).
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B-katenin endometrial siklusun hem proliferatif hem de sekretuvar fazlar1 sirasinda
hem glandular hem de stromal hiicrelerde yiiksek oranda eksprese edilir. -katenin
disinda, Wnt sinyalinin diger hiicre i¢i modiilatdrleri, GSK-3 ve Dishevelled
homolog-1'in (Dvl-1) de proliferatif ve sekretuvar fazinda insan endometriumunda
eksprese edildigi bulundu (Tulac vd., 2003). Menstrual siklusun evrelerinde ve
gebeligin farkli diizeylerinde hormonlarin Wnt sinyalizasyonu iiyelerinin ifadesi
tizerindeki etkisi, bu hormonlar ile Wnt yolu arasindaki etkilesimi gostermektedir.
Wnt sinyalinin dogrudan hormonlardan m1 yoksa hormonal regiilasyonun kontrolii

altinda degisen diger mekanizmalardan mu1 etkilendigi tespit edilmelidir.

2.8.4. Pre-implantasyon Doneminde Endometrial Luminal Epitel ve Bez

Epitelindeki Degisiklikler

Luminal epitel (LE), embriyonik gelisim sirasinda mezensim invazyonu yoluyla
endometrial bezleri olusturur ve bu silire¢ stroma boyunca genis bir epitel bezi agi ile
sonuglanir (Cooke vd., 2013). Yetiskin kadinlarda, menstrual siklusun sekretuvar
asamasinda, bu endometrial bezlerin daha da gelismesi meydana gelir. Uterus
bezlerinin hamileligi desteklemek i¢in gerekli olduguna dair kanit saglanmistir (Gray
vd., 2001). Son ¢alismalar, Wnt sinyalinin endometrial bez olusumunu kontrol ettigi
ve spesifik Wnt sinyal komponentlerinin = yoksunlugunun implantasyon
basarisizligindan dolay: kisirliga neden oldugunu goéstermektedir (Stewart vd., 1992;
Dunlap vd., 2011). Kanonikal Wnt ligand1 olan Wnt7a’nin yalnizca endometrial
LE'de eksprese edildiginden, epitelyal Wnt genlerinden birisi olarak tanimlandi
(Mericskay vd., 2004). Wnt7a'nin fare uterusunda dogum sonrasi yoksunlugunun,
endometriyal bez morfogenezinin bozulmasina baglh olarak kisirlia neden oldugu

bulundu.

Wnt genlerinin de hiicre adezyon molekiilleri ile de iliskilidir. Bir g¢aligmada
kadherin-1 (Cdh1) yoksunlugu, epitelyal Wnt genlerinde (Wnt7a ve Wntl1) ve Wnt
reseptorlerinde (FZD6 ve FZD10) bir azalmaya neden olurken, stromal Wnt4 ve
epitelyal Wnt7b'de arttig1 gosterilmistir (Reardon vd., 2012). Wnt ligandlarinin yani
sira, Wnt sinyal yolaginin 6nde gelen hiicre i¢i efektorii olan -katenin'in de, diizgiin
caligmasina katkida bulunan Cdhl ile de iliskilidir (Nagafuchi ve Takeichi, 1989). B-
katenin, Cdhl'in sitoplazmik alanina baglanir (Ozawa vd., 1989). B-katenin yada
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asagi-akim hedef genlerinin silinmesi, yenidogan uterusunda bez olusumunu bozar.
(Jeong vd., 2009; Shelton vd., 2012). insan endometriumundaki B-katenin ve Cdhl
genlerinin steroid hormonlarindan etkilenmedigi ve diger calismalarin Ostrus
dongiisiinlin fazindan bagimsiz oldugu gosterilmistir. (van der Linden vd., 1995;
Tulac vd., 2003). Ote yandan B-katenin, 16, 18 ve 20. giinlerde koyun epitel
hiicrelerinde daha yliksek mRNA ifadesini gostermistir (Hayashi vd., 2007;
Satterfield vd., 2007). Fare uterusunda, B-katenin ekspresyonundaki denge, uygun
endometrial bez olusumu i¢in gereklidir (Jeong vd., 2009). Wnt sinyali, endometrial
bez olusumu i¢in gereklidir ve LE hiicrelerinin adezyonunda rolleri oldugu ileri

suralir.

2.9. Anjiogenez

Anjiyogenez, dnceden var olanlardan yeni kan damarlarinin olusumu, normalde fetal
gelisim, yara iyilesmesi ve disi iireme sisteminde goriilen fizyolojik bir siirectir
(Findlay, 1986; Folkman ve Shing, 1992). Anjiyogenezin ovaryan ve endometrial
fonksiyonundaki kritik rolii, anjiyogenez inhibitérii olan AGM-1470’in, gebe
olmayan farelere uygulandiginda hem korpus luteum hem de endometriumun
bliylimesini biiyiik 6l¢iide geciktirdiginin belirlenmesiyle ortaya koymustur (Klauber
vd., 1997).

2.9.1. Menstrual Siklusta Anjiogenez

Genel olarak anjiyogenez siirecinin ii¢ adimda gerceklestigi kabul edilir (i) menstrual
dongiiniin ardindan yirtilmis olan kan damarlarinin restorasyonu; (ii) Proliferatif faz
ve endometriumun hizli bliylimesi; (iii) sekretuvar faz ve spiral arteriollerin evrimi
ve sub-epitelyal kilcal damar aglarinin gelisimi (Gargett ve Rogers, 2001; Gambino
vd., 2002). Ovariektomi yapilmis maymunlar iizerinde yapilan caligmaya gore,
transpirasyon sonrasi artmis anjiyogenez mevcuttu ve progesteron hormonun 8-10.
giinde (orta-proliferatif faz) azalmasi sonucu, Ostrojen ve progesteron ile tedavi
edilen yapay bir menstrual dongiiye neden oldu. Bu artis hormondan yoksun grupta
gozlenmedi, fakat Ostrojene bagimlilik gosterdi (Nayak ve Brenner, 2002).
Arastirmacilar, damarlarin sekretuar asamasinda sabit bir oranda olustugunu ileri
stirmiislerdir. Maymunlar {izerinde yapilan ilk caligmalar, en yiiksek vaskiiler

proliferasyonun proliferatif fazin ortasinda meydana geldigini gdstermistir, bununla
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birlikte orta sekretuar fazda ikinci bir proliferasyon dalgasi meydana gelir (Ferenczy

vd., 1979).

Genel olarak, insan ve diger memelilerin endometrial yiizey alaninda vaskiiler
proliferasyon goriiliir (Goodger ve Rogers, 1994). Endometriumda kan damari
bliylimesi karmasik mekanizmalardan olusur. Arastirmacilar, kadinlardan
endometrium kesitlerinde filizlenme, penetrasyon ve uzama dahil olmak {izere ii¢
anjiyogenez mekanizmasini karsilastirdilar (Gargett vd., 1999; Gambino vd., 2002).
Sonuglar, (i) Filizlenmenin en yaygin mekanizma oldugunu ve bazal membranin
parcalanmasi, proliferasyon, endotelyal hiicrelerin goc¢li, mevcut damarlardan
tomurcuk olusumu ve son olarak liimen formasyonu gibi diger islemlerden
olustugunu gosterdi. (ii) Penetrasyon islemi, bdliinen hiicreler iceri dogru gog ettikce
bir damar i¢indeki endotelyal hiicrelerin proliferasyonuna bagliydi. (iii) Uzama,
uzunlamasina biliylime ile mevcut damarlarin yeniden yapilandirilmasindan
kaynaklanmisti. (Gargett vd., 2001; Punyadeera vd., 2006). Arastirmacilar ayrica,
damarlarin uzamasinin, erken ve orta sekretuvar faz sirasinda uterusun endometrial
anjiyogenezinde ana mekanizma oldugunu belirtmislerdir (Gambino vd., 2002).
Dongiliniin proliferatif fazinda ve dongiiniin ortasinda erken sekresyon déneminde,
yeni damarlarin uzunluk yogunlugu en iist seviyededir. Ayrica, uzunluk-hacim
oranina dayanan yeni kan damarlari, erken proliferatif fazda ve orta-gec proliferatif
fazda daha hizli biiylimiistir. Bu modeller, endometriumun her bir bolgesinde
benzerdi ve sonuglar, Ostrojen hormonunun proliferatif faz sirasinda vaskiiler
uzamaya ve sekretuar faz sirasinda vaskiiler yeniden modellenmeye neden oldugunu
gostermistir. Diger aragtirmacilar ayrica erken proliferatif faz sirasinda da damar
uzamasi hakkinda kanitlar sunmuslardir (Punyadeera vd., 2006). Hayvan modelleri,
yapay indiiksiyon yontemlerinde kullanilan ovaryumdan salgilanan steroidlerin
anjiyogenezde spesifik faktorlerin roliinii incelemek i¢in kullanilmistir. Rhesus
maymun modelinde kullanildiginda, anjiyogenez, menstrual fazda endotelyal
hiicrelerin proliferasyonu sirasinda Ostrojene en yiiksek bagimliliga sahipti. Ayrica
Ostrojen ve progesteronun azaltilmasi ve ortamdan uzaklastirilmast endotelyal hiicre

proliferasyonunu azaltir (Gambino vd., 2002).
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Baska bir fare calismasinda, ovariektomi sonrasinda, belirgin bir sekilde endotel
hiicre proliferasyonu azalmistir, ancak geri Ostradioliin verilmesi, bir gilinde
proliferasyonu Onemli Olgiide arttirmistir. Calismanin 2-3. gilinii bir azalma ile
iliskiliydi. Bu oran steroidal tedaviden sonraki 2-3. giin anjiogenezde progesterona
bagli olarak ikincil bir artis ile iligkiliydi (Heryanto ve Rogers, 2002). Bu ¢alismada
dikkat edilmesi gereken bir diger nokta ise, ovariektomi sonrasi endometriumda
vaskiiler yogunlugun yiiksek olmasi; steroid ile yapilan kontrast tedavisinde vaskiiler
yogunlugun artmis olmasi ve 6demin endometriumun bir parc¢asi olmasidir (Heryanto

ve Rogers, 2002).

2.9.2. Endometrial Reseptivite ve Anjiogenez

Kisirhik diinya ¢apinda &nemli sorunlardan biri olarak bilinir. Istatistiklere gore,
Avrupa ve Amerika Birlesik Devletlerinde dokuz c¢iftten biri, implantasyon
basarisizhigindan etkilenmektedir (Kriissel vd., 2003). Ureme doneminde en énemli
faktorlerden biri implantasyon penceresidir. Implantasyon penceresinin zamani
gectikten sonra, embriyo endometrial dokuya baglanamaz. Bu nedenle, basarili
implantasyon i¢in en kritik konu implantasyon penceresi sirasinda embriyonun uterus
bosluguna zamaninda girisidir (Ma vd., 2003). Embriyonun basarili implantasyonu
cesitli otokrin, parakrin ve endokrin faktorler arasindaki etkilesimin sonucu olarak
ortaya ¢ikan dinamik bir siiregtir (Wang vd., 1998). Ayrica implantasyon, lireme
doneminde birgok faktor tarafindan desteklenen en karmasik temel adimlardan
biridir. Embriyo implantasyonu sirasinda, endometriumun ozellikle de apikal
yiizeyi, genelde endometrial reseptivite olarak bilinen morfolojik, molekiiler ve
biyokimyasal degisikliklere maruz kalmaktadir (Paulus vd., 2002; Khan vd., 2004).
Anjiyogenez, implantasyon ve desidualizasyonda rol oynayabilecek 6nemli biyolojik
olaylardan biridir. Menstrual dongii ve gebelik sirasinda eriskin kadinlarda uterus ve
ovaryumda anjiyogenez goriiliir (Ferrara vd., 1998). Vaskiiler gecirgenligin ve
anjiyogenezin artmasinin, basarili implantasyon, desidualizasyon ve plasentasyon
icin kritik rolleri oldugu gosterilmistir. Cesitli ¢alismalar implantasyonda farkli
tiplerdeki hiicrelerin (trofoblast, makrofajlar ve uterin dogal oldiiriici (uNK)
hiicreler) ve ¢oziiniir tiriinlerin (VEGF, FGF, TGF- ve anjiyopoietin reseptorleri)
anjiyogenezde rol oynadigi gosterilmistir (Gargett ve Rogers, 2001; Gambino vd.,
2002).
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2.9.3. Angiopoietin-1

Dolasimdaki dstrojen ve progesteron, oncelikle endometrial biiyiime ve regresyonun
genel kontroliinii diizenlerken, steroidlerin bu dokuda dogrudan vaskiiler biiylime
diizenleyicileri olma olasilig1 diisiik goriinmektedir. Cesitli gruplar, vaskiiler
endotelyal biliylime faktoriinin (VEGF), insan menstrual siklusunda ve
endometriumunda siklus dongiisii boyunca eksprese edildigini gostermistir (Shifren
vd., 1996; Torry vd., 1996; Kriissel vd., 1999; Mdller vd., 2001). Simdiye kadar,
insan endometriumunda anjiyogenik biiyiime faktorlerinin bagka bir grubu olan
anjiyopoietinlerin ekspresyonu hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Angiopoietinler
anjiyogenezde rol alan protein biiylime faktorleridir ve simdiye kadar dort {iye
tanimlanmistir: Angl, Ang2, Ang3 ve Ang4. Anjiyogenezde yer alan en Onemli
tipler, 6zellikle endometriyal damarlarin olusumunda rol oynayan Ang-1 ve Ang-
2'dir (Kayish vd., 2006; Seval vd., 2008). Ang-2, tirozin kinaz (Tie-2) reseptdrii
aracilifiyla aktive edilir ve VEGF etkisini arttirir, ekstraseliiler matriks ile temasi
azaltir ve endotelyal hiicre aktivitesine neden olur. Diger taraftan, Ang-1 vaskiiler
diiz kas hiicreleri tarafindan eksprese edilir ve Tie-2 reseptorii ile zit bir etkiye
sahiptir. Perisitler tarafindan yeni olugan kan damarlarinin siirdiiriilebilirligine yol
acar ve ayrica endotelyal apoptozu inhibe eder (Kayisli vd., 2006; Seval vd., 2008).
Bu vaskiiler rekonstriiksiyon doneminde VEGF, Ang-1'de diizenlenmis bir azalmaya
yol acar. Bu durumun aksine, Ang-2 seviyesi artar ve yeni olusan damarlarin

degiskenligine ve rekonstriiksiyonuna neden olur (Tertemiz vd., 2005).

2.9.4. Endotelin-1

Endotelinler (ET'ler) 21 amino asitten olusan peptitlerdir, ilk olarak wvaskiiler
endotelin irilinleri olarak gosterilen ET-1, ET-2 ve ET-3 den olusan bir aileyi
icermektedirler (Yanasiva vd., 1988; Inove vd., 1989). Sonraki c¢alismalar, ET'lerin
meme, paratiroid ve adrenal bez gibi cesitli dokulardan endotel olmayan hiicrelerde
de bulundugunu gostermistir (Baley vd.,1990; Fuji vd., 1991; Hinson vd., 1991). Bu
bilesiklere c¢ok cesitli fizyolojik ozellikler ve farmakolojik etkiler atfedilmistir.
Baslangicta ET'ler vaskiiler etkilerinden dolayr giiclii vasokonstriktorler olarak
tanimlanmistir. Bununla birlikte, in vivo ET uygulamasi, endotelyal kaynakli

vazodilatatorlerin =~ parakrin  salinmmini  tetikleyerek  baslangicta  diisiik
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konsantrasyonlarda hipotansiyona neden olmustur (Yanagsiva vd., 1988; DeNucci
vd., 1988). Vaskiiler diiz kaslara baglanarak vazokonstriksiyon etkilerine ek olarak,
ET'ler miyometrium ve diger diiz kas tipleri iizerinde giiclii kasilma eylemleri
uygularlar (Kozuka vd., 1989; Meher vd., 1991). Ayrica peptitler fibroblastlar,
vaskiiler diiz kas hiicreleri ve diger hiicreler i¢in mitojenik veya ko-mitojeniktir
(Brown ve Litte, 1989; Weissberg vd., 1990). ET eylemleri, farkli hiicre yiizeyi
reseptorlerine baglanarak aracilik eder. Insanda iki tip alt ET reseptorii bulunur.
Bunlar ET-A ve ET-B'dir (Webb, 1991). ET-A reseptorii ET-1 ve ET-2 i¢in segicidir;
etkinin vaskiiler diiz kas {iizerindeki ET-A reseptoriine baglanmasiin, ET'lerin
baskilayici/pressor eylemlerini uyguladigi mekanizma oldugu diisiiniilmektedir. Ote
yandan, ETB reseptorii iic ET izoformunu benzer afinite ile baglar. Ligandin ET-
B'ye baglanmasi, ET'lerin parakrin tarzinda prostaglandinleri veya nitrik oksitleri

serbest birakmasina izin verebilir (Takayanagi vd., 1991).

Insan amniyon sivisinda (Sunnergren vd., 1990), insan uterusu (Economos vd., 1991)
ve tavsan uterusunda (Orlando vd., 1990; Maggi vd., 1991) ET-1 mRNA’s1
bulunmustur, ancak insan lireme organlarinda immiinoreaktif ET-1'in doku seviyesi

degerleri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir .

ET-1, c¢esitli arterlerin ve damarlarin endotelyal hiicrelerinin sitoplazmasinda
bulunur. Immiinoreaktif ET &zellikle periferal ve merkezi sinir sistemi igindeki
noronlarin yani sira insan epitel hiicrelerinde de bulunur (Cameron vd., 1992;

Marciniak vd., 1992).

Cok cesitli epitelyumlar tarafindan iiretilen ve yogun vazokonstriiksiyonun yani sira
cesitli eylemlere sahip olan ET'ler, sadece endotelyumun degil, lireme sistemi
icindeki diger hiicre tiplerinin de parakrin mediyatdrleri olarak iglev gorebilirler.
ET'lerin iireme dokularindaki rolii genis ¢apta arastirilmamistir. Cogu calisma, uterus
vaskiiler yataginin lokal kontroliine yada normal ve hipertansif gebelikte ET benzeri
immiinoreaktivitenin (ET-IR) amniyotik sivi konsantrasyonlarinin ve dolagimlarinin
Olgtimlerine odaklanmustir. Baska bir calismada, ET-1 mRNA’s1 Northern blot
analizi (Fujii vd., 1991) kullanilarak sigir yumurtalig1 i¢inde gosterilmistir, fakat
peptidin lokalizasyonu ve folikiilogenez veya lokal vaskiiler kontroliin diizenlenmesi

gibi olas1 iglevler test edilmemistir. ET'ler hipotalamo-hipofizyer eksende bir rol
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oynayabilir. Immiinositokimya kullanilarak ET-IR, sigan ve domuzun posterior
hipofizindeki hipotalamik supraoptik ve paraventrikiiler néronlara ve terminallerine
lokalize olmustur. Domuzdaki ET-IR'nin yapisi, yiiksek performanshi sivi
kromatografisi ile ET-1 olarak tanimlandi ve in situ hibridizasyon, domuz
paraventrikiiler noronlarda ET-1 mRNA’sinin varligin1 dogruladi (Yoshizawa vd.,
1990). Sicanlarda, su yoksunlugunun ET-IR'yi posterior hipofizden tamamen
tilkketmesinin, ET'lerin su dengesinin kontroliinde rol oynadigini gostermistir. Benzer
sekilde diger yapilan calismalarda sigan hipofiz bezinde ET-1, ET-2 ve ET-3"e kars1
immiinoreaktivite gosterdi, (Matsumoto vd., 1989) ve 6nerilen fonksiyonel rol, hem
in vitro hem de in-vivo olarak yapilan g¢aligmalarda sican ve kopekte arginin-
vazopressin salinmasini stimiile eden ET-1 tarafindan desteklendi. (Goetz vd., 1988;
Shichiri vd., 1989). Anterior hipofiz hiicrelerinin parakrin kontroliinde de ET-1 i¢in
bir rol Onerilmistir. Endotelin-1, sigan hipofiz hiicrelerinden FSH ve LH saliniminin
uyarilmasinda gonadotropin releasing hormon (GnRH) kadar giiclii olmustur. ET-
1’den degil, GnRH'den sonra gonadotropin salimimi, GnRH antagonisti tarafindan
inhibe edildi ve her iki durumda da ortak bir sinyal iletim mekanizmasi ile

uyarilmanin aracilik ettigi goriilmiistiir (Stojilkovic vd., 1990).

2.9.5. VE-Kadherin (CdhS)

VE-kadherin, hiicre dis1 alanlar1 boyunca homofilik adeziv aktivite gelistiren
kadherin ailesine aittir (Wheelock ve Johnson, 2003). VE-kadherin gibi klasik
kadherinler, C-terminal alanlarinin B-katenin/a-katenin veya plakoglobin/a-katenin
kompleksleri ile etkilesimi yoluyla aktin ile iligkilidir. (Wheelock ve Johnson, 2003).
VE-kadherin’in hiicre iskeleti ile baglantisi, 6zellikle plakoglobin dahil oldugunda,

giiclii hiicre-hiicre etkilesimi saglar.

VE-kadherin sekansi dncelikle homologdur, ancak ailenin diger iiyelerine kiyasla
birka¢ farkliliga sahiptir (Breviario vd., 1995). Karboksi terminal bélgesi iki hiicre
i¢ci proteinlerden olan B-katenin ve plakoglobine baglanir. Bu proteinler armadillo
ailesine aittir ve a-katenin baglanarak aktin hiicre iskeletine kadherinlerin

sabitlenmesini saglanir.

VE-kadherin promotor bolgesindeki 2500 bp'lik bir dizinin, yetigkin farelerin

endotelinde ve wvaskiiler gelisim sirasinda, in vitro ve in vivo olarak gen
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transkripsiyonunu yonlendirdigi bulunmustur. VE-kadherin ekspresyonu, hemen
hemen her tirlii damar tipinin endoteli igin spesifiktir. Promotdér bolgesi,
transkripsiyonu bir hiicre-¢izgisine baglh bir sekilde destekleyen proksimal bir alan
ve endotel dis1 hiicrelerde transkripsiyonu ortadan kaldiran iki negatif kontrol bolgesi
gibi transkripsiyonel diizenleme i¢in 6nemli ii¢ alan igerir. Proksimal bdlgelerde Sp1,
Sp3 ve Ets dahil olmak iizere transkripsiyonel faktorler igin birka¢ baglanma bolgesi
bulunmustur (Gory vd., 1998).

VE-kadherinin doku spesifitesinin, biri sitotrofoblast olan birka¢ istisnas1 vardir.
Insan plasentasinin kurulmasi sirasinda sitotrofoblastlar uterus ve vaskiilatiiriinii
istila eder, fetusu anneye baglar ve plasentaya kan akisi saglar .Spiral arteriyolleri
invaze eden sitotroblastlar, maternal endotelinin yerini alir ve trombosit endotel
hiicre adezyon molekiilleri (PECAM), vaskiiler hiicre adezyon molekiilleri (VCAM),
integrin avB3 ve VE-kadherin gibi endotel hiicrelerinin tipik olan bir dizi adezyon

molekiiliinii eksprese eder (Zhou vd., 1997).

Hiicresel fenotipi tam olarak bilinmemekle birlikte ilging bir sekilde pre-eklampside
sitotrofoblastlar, VE-kadherin de dahil olmak iizere endotel markoérlerinin ¢ogunu
eksprese etmez ve vaskiiler invazyonu ylizeysel kalir. Ek olarak, hemoanjiyogenik
potansiyele sahip VE-kadherin-pozitif progenitor hiicreler, totipotent embriyonik kok
hiicrelerin in vitro farklilagsmasiyla veya E9.5 embriyolarmin vitellus kesesinde izole
edilmistir. Bu hiicreler hemopoietik progenitorlere farklilagirken VE-kadherin

ekspresyonunu kaybederler (Nishkawa vd., 1998).

Anjiyogenezdeki VE-kadherin uygulamasinin ilk kanitlari, in vitro anjiyogenezde
fonksiyon bloke edici antikorlar kullanilarak yapilan deneylerden kaynaklanmaktadir
(Matsumura vd., 1997, Bach vd., 1998). VE-kadherin eksikligi olan embriyolar ve
vitellus keselerinde, vaskiilarizasyon islemi, anjiyogenik filizlenme belirtisi olmadan
cok ilkel bir asamada bloke edilmistir (Gory-Faure vd., 1999). Ornegin, vitellus
kesesi kan1 adalar1 (blood island) normal sekilde olusur, ancak orta-gestasyonda fetal
Oliime kadar vaskiiler dallanma ge¢irmemistir, bu da gelisimsel anjiyogenez i¢in VE-
kadherinin gerekli oldugunu gosterir. Daha yakin bir zamanda tiimor anjiyogenezi,

VE-kadherine kars1 olan antikorlar tarafindan bloke edilebildi; bu da, VE-kadherin

32



aktivitesinin yetiskinlerde vaskiiler proliferasyon icin gerekli oldugunu ortaya

koymustur (Corada vd., 2002, Liao vd., 2002).

B-katenin ve/veya plakoglobine baglanmadan sorumlu hiicre i¢i alan1 olmayan kesik
bir VE-kadherini eksprese eden fareler, VE-kadherin bulunmayan farelere benzer bir
fenotip sunar (Carmeliet vd., 1999). Kadherinlerin ve 6zellikle VE-kadherinin hiicre
ici sinyalleri aktardigi yol hala bilinmemektedir. VE-kadherin-katenin kompleksi
dinamiktir ve bilesimi hiicrelerin islevsel durumuna gore degisebilir (Lampugani vd.,
1997). Birlesmenin erken asamalarinda VE-kadherin tirozin ile fosforile edilir ve
temel olarak p120 ve B-katenin ile baglantilidir. Kavsak olgunlastiginda VE-kadherin
icindeki tirozin kalintilar1 fosforilasyonu gevsetme egilimindedir ve p120 ve B-
katenin kompleksinden kismen kopar ve yerine plakoglobin ile yer degistirir
(Lampugani vd., 1995). Daha da onemlisi p120 kavsaklarindan ayrildiginda f-
katenin sinyalizasyon i¢in uygun hale gelebilir. Daha yakin zamanlarda, B-katenin'in
presenilin't baglayabildigi bulunmustur. Bu baglanma, B-katenin'i stabilize eder ve
noronal apoptozu onler (Zhang vd., 1998). Presenilin, Alzheimer hastalig: ile iliskili
patojenik mutasyonlar sundugunda ilgin¢ bir sekilde baglanma engellenir. Biitiin
bunlar1 hesaba katmakla birlikte, B-katenin'in endotel hiicrelerinde spesifik rolii hala
bliyiik 0lclide bilinmemektedir ve bilgilerin ¢ogu diger hiicrelerin sistemlerinin
analojisinden gelir. Endotel hiicreleri, hem VE-kadherin hem de N-kadherinin
yiiksek miktarlarini ifade eder, ancak VE-kadherin ekspresyonundan yoksun hiicreler
vaskiiler yapilar olusturamazlar (Vittet vd., 1997). VE-kadherin ekspresyonundan
yoksun hayvanlar ciddi bir vaskiiler fenotip sunar (Carmeliet vd., 1999; Gory-Faure
vd., 1999) ve erken donemde Oliirler. Biitiin bunlar, kadherinlerin ayn1 hiicre tipinde
spesifik ve ortligmeyen fonksiyonlara sahip olabilecegini, farkli ve hala bilinmeyen
sinyal proteinlerini baglayabildiklerini veya aktivasyonlarmi farkli kinetik ve/veya

yogunlugu ile modiile edebildiklerini gostermektedir.
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Sekil 2.5. Hiicre i¢i proteinler ile VE-kadherin etkilesiminin sematik gdsterimi
(Knudsen vd., 19995). VE-kadherin, sitoplazmik alani boyunca [-katenin,
plakoglobin ve p120'ye baglanir. Plakogobin ve B-katenin, kompleksin aktin hiicre
iskeletine baglanmasini tesvik eden a-katenin'i baglar. a-katenin, sekilde gosterildigi
gibi dogrudan F-aktin'e baglanabilir. Bu baglanma ayni1 zamanda o-aktinin veya
vinkulin (Weis vd., 1998) ile de olabilir. Fzd reseptorlere baglanma yoluyla Wnt
bliylime faktorleri Dsh’i aktive eder, bu sirada glikojen sentaz kinaz-3f (GSK-
3B)/Zeste beyazi-3 inhibe eder. Wnt aktivasyonunun yoklugunda, APC ve axin
igbirligi ile hareket eden GSK-3B B-katenin fosforilasyonunu indiikler. Fosforile
edildikten sonra, B-katenin hizla ubikitinlesir ve protezomlarda parcalanir. Aksine,
GSK-3f inhibe edildiginde, B-katenin sitoplazmada stabilize edilir ve Tcf ve Lef gibi
yiikksek mobilite grubunun (HMG) transkripsiyon faktorlerini bagladigi ¢ekirdege
transloke olabilir. Alternatif olarak, [-katenin, presenilin ile birlesebilir ve
muhtemelen hiicre apoptozunu modiile etmede rol oynayabilir.
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. Kullamlan Deney Hayvanlari ve Deney Gruplari

Calismamizda Cumbhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Laboratuvarinda yetistirilen yaklagik viicut agirligi 200-220 gram arasinda degigen 8
haftalik Wistar albino cinsi 10 adet eriskin disi sican kullanilmistir. Hayvanlar deney
stiresince standart pellet yem ve ¢esme suyu ile beslendiler. Calisma i¢in Cumhuriyet
Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulundan 02.02.2017 tarih ve 65202830/11
sayili onay belgesi (EK-1) alinmistir.

3.2. Deney Gruplan

Grup-1: Calismada kullanilan hayvanlar oda 1sisinda, 12 saat aydinlik-12 saat
karanlik periyotlar saglanarak gebelik olusturulmayan normal Ostrus siklusunun
saglandig1 gruptur. Normal oOstrus siklusuna girdigi kabul edilen hayvanlara 5.
Gilinden sonraki 1., 2., 3. ve 4. giinlerde (didstrus, prodstrus, Ostrus, metadstrus) ve
hergiin i¢in 1 hayvan olmak iizere 3 mg/kg Xylazine HCL+ 90 mg/kg Ketamine HCL
intraperitoneal yolla verilerek anestezi altinda uygun yontemlerle uterus dokular

incelenmek tizere alindi.

Grup-2: Calismada kullanilan hayvanlar oda 1sisinda, 12 saat aydinlik-12 saat
karanlik periyotlar saglanarak normal Ostrus siklusunun saglandigi ve gebelik
olusturulacak olan hayvan grubudur. Ostrus sikluslar1 vajinal smear ile belirlendi.
Ostrus evresinde olan disi siganlar gebelik olusmasi icin erkek sicanlarin kafeslerine
alindi. Ertesi giin vajinal plak olusumuna bakilarak vajinal plak goriilen sicanlar gebe
kabul edilip ayr1 kafeslere alindi. Vajinal plagin goriildiigii giin gebeligin 1. giinii
olarak kabul edildi. Gebe hayvanlara, gebeligin 7,5., 8,5. ve 9,5. gilinlerinde hergiin
icin 2 hayvan olmak iizere 3 mg/kg Xylazine HCL+ 90 mg/kg Ketamine HCL
intraperitoneal yolla verilerek anestezi altinda uygun yontemlerle uterus dokular

incelenmek tizere alindi.

Mikroskopik degerlendirme i¢in alinan kesitler, Olympus (BXS51, Japan) marka
mikroskopta degerlendirilip, uygun alanlardan fotograflar ¢ekildi.

35



3.3. Kullanilan Cihazlar:

¢ Doku takip cihazi (Leica, Germany)

s Gomme firin1 (MKN Taab, UK)

¢ Ben Mari (Leica, Germany)

* Mikrotom (Leica, Germany)

% pH Metre (Metle Toledo MP 2200, UK)

¢ Manyetik Karigtirici (BIBBY Stuart, UK)

% Floresan Mikroskop (Olympus BX51, Japan)

*» Hassas Tart1 (Denver Instrument Company, USA)

% Mikrodalga Firm ( Argelik MD 554 Intellwave, Tiirkiye)

¢ Mikropipetler- 10ul, 20ul, 200ul ve 1000ul- ( Gilson, USA)
% Santrifiij
% Thermal cycler

* Nanodrop

X/

*» Elektroforez (Thermo Fischer, Germany)
3.4. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeler:

¢ Antikorlar
o Primer antikorlar;
= ET-1 :ab2786, UK
» VE-kadherin (F-8): sc-9989 S.Cruz Bio, ABD
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* Ang-1: bs-0800R-A555, ABD
= Wnt7a (E-9): sc-365665 S. Cruz Bio. ABD
= Wnt3 (D-9): sc-74537 S. Cruz Bio., ABD
= B-katenin (E-5): sc-7963 S. Cruz Bio ABD
o Sekonder antikorlar;
= Goat Anti-Mouse IgG H&L (Alexa Flour 568): ab175473
Abcam
= Goat Anti-Rabbit IgG H&L (Alexa Flour 488): ab150077
Abcam
SuperBlock (Sky Tech Lab, USA)
DAPI (Sigma, USA)
Eozin (Biooptica, Milano, Italy)
Hematoksilen (Biooptica, Milano, Italy)
Phospate Buffer Saline (PBS) (Sigma, USA)
EDTA (Sigma, USA)
Formaldehit (Merck, Germany)
Sodyum dihidrojen fosfat (Merck, Germany)
Di sodyum hidrojen fosfat (Merck, Germany)
Paraformaldehit (Merck, Germany)
Triton X-100 (Biotech, Canada)
Hidrojen peroksit (Sigma, USA)
BSA(Bovine Serum Albumine) (CapriCorn Scientific, USA)
Tris EDTA Buffer (Ambion, USA)
Entellan (Merck, Germany)
Sodyum sitrat (Merck, Germany)
Etil alkol
RNAlater (Qiagen, Germany)
Antibody Diluent Reagent (Invitrogen, USA)
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3.5. Kullamlan Cozeltiler ve Tamponlar:

i. % 10’luk Tamponlanms Notral Formalin (pH: 7.0)
+ Formaldehit 100cc

++ Distile Su 900cc
X NaH2PO4 4g
% Na,HPO, 6.5g

ii. %4’liik Paraformaldehit (pH 7.4)
% Distile Su 850ml
+»+ Paraformaldehit 40gr
s 10N NaOH 0.1ml
% 10X PBS Stock 100ml
ili. Yikama Cozeltisi

+ 1000 ml PBS i¢inde 1ml Triton X-100 ¢oziinerek hazirlandi.
3.6. Doku Preparasyonu

Otenazi sonrasinda alinan uterus dokulari %10’luk tamponlanmis ndtral formalinde
en az 48 saat ve %4 liik paraformaldehitte +4 derecede 24 saat siire ile fikse edildi.
Doku takip cihazi ile artan dereceli etanol ile dehidrasyon yapildiktan sonra ksilolle

seffaflandirilip parafin i¢inde bloklandi.

3.7. Isik Mikroskopi

Istk mikroskopik incelemeler i¢in parafine gomiilen orneklerden Leica marka
mikrotom ile alinan 5 um kalinliginda seri kesitlere genel morfolojiyi gostermek
amaciyla hematoksilen-eozin boyama uygulamasi yapildi ve Olympus BX51 (Tokyo,

Japan) mikroskopu ile uygun goriintiiler alindi.

3.8. Immunfloresan Boyama Protokolii:

Parafine gomiilii doku 6rneklerinden alinan 3-4 um’lik seri kesitler 1 gece etiivde
bekletildikten sonra asagida belirtilen islem basamaklar1 uygulandi.

e Ksilolde deparafinizasyon
e 9%100’liik alkol....... 2> dk
e 9%100’lik alkol....... 2’ dk
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3.9.

%95°lik alkol.......... 2’ dk

%80’lik alkol......... 2> dk

%70’lik alkol......... 2> dk

Distile su 5 dk yikandi.

Mikrodalga firinda 2 defa 5’er dakika sirasiyla maksimum giicte ve 550W’da
10 mM sodyum sitrat tamponu (pH=6) igerisinde epitoplarin acgiga
cikarilmasi gergeklestirildi.

Pappen (Daido Sangyo Co., Ltd. Tokyo, Japan) ile 6rneklerin etrafi ¢izildi.
Kesitler yikama ¢ozeltisinde (PBS-Triton X-100) 2 kez 3’dk yikandi.
Kesitlerin immiinoglobulinin nonspesifik tasinmasin1 engellemek i¢in
SuperBlock (Sky Tech Lab, USA) ¢ozeltisinde oda 1sisinda 30 dakika inkiibe
edildi. (Serum Bloklama)

Kesitler primer antikorlarla +4 derecede nemli karanlik ortamda gece boyu
inkiibe edildi. Bu calismada kullanilan primer antikorlar ve kullanildiklari
seyreltme oranlar;; ANG-1 (1:100), EDN-1 (1:100), VE-KADHERIN
(1:100), Wnt7a (1:100), Wnt3 (1:100), B-katenin (1:100). Biitiin primer
antikorlar pH=7.4 olan antibody diluent reagent (Invitrogen, USA) c¢ozeltisi
ile sulandirildi.

Yikama ¢ozeltisinde (PBS-Triton X-100) 4 kez 3’er dakika yikandi.

Sekonder antikor Goat Anti-Mouse IgG H&L (1/100) (Alexa Flour 568):
ab175473 abcam ve Goat Anti-Rabbit I[gG H&L (1/100) (Alexa Flour 488):
ab150077 abcam) oda 1s1sinda 1 saat nemli ortamda inkiibe edildi.

Yikanma ¢6zeltisinde (PBS-Triton X-100) 4 kez 3’er dakika yikandi.

0.5 ug/ml DAPI (Sigma, USA) ile oda 1sisinda 10 dk cekirdek boyamasi
yapildi.

Yikama ¢ozeltisinde (PBS-Triton X-100) 5 dakika yikandi.

Kapatma medyumuyla kapatma yapildi.

Semikantitatif Skorlama Yontemi:

Peri-implantasyon periyotlarinda uterus dokularinda goriintiilenen ET-1, Ang-1 ve

VE-kadherin ekspresyonlariin siddeti semikantitatif skorlama yontemi ile belirlendi

ve sonuglar tablolar halinde bulgular boliimiinde gosterildi. Biitiin kesitler
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birbirinden bagimsiz iki gézlemci tarafindan incelenerek, uterus dokusunda ET-1,
Ang-1 ve VE-kadherin antikorlarinin boyanma derecelerine gore; boyanma olmamis
ise negatif (-), hafif derecede boyanma olmus ise (+), orta derecede boyanma olmus
ise (++), yogun derecede boyanma olmus ise (+++) boyanma olarak uterus dokulari

degerlendirildi.

3.10. Real Time-PZR Uygulamalar:

Olusturulan kontrol ve deney grubundan alinan uterus dokular1 6tenazi sonrast ¢ift
tarafli kesilerek acildi ve endometrium dokusu zarar gormeden kazindi. Kazinan
ornekler RNAlater icerisine konulduktan sonra -20°C’de bekletildi. ET-1, Ang-1,
VE-kadherin, Wnt3, Wnt7a ve [-katenin proteinlerinin ekspresyonlarinin
belirlenmesi icin RNA izolasyon kiti (RNeasy Mini Kit, Invitrogen) kullanilarak total
RNA eldesi gergeklestirildi. Bu proteinlerden elde edilen RNA’lardan cDNA kiti
(Superscript II RT, Thermo Fisher Scientific) kullanilarak cDNA’lar elde edildi ve
bu proteinlerin ekspresyonu relatif kantitasyon kullanilarak Real-Time-PZR
yontemiyle belirlendi. PZR amplifikasyonu Biorad CFX Connect cihaziyla uyumlu
Sso Advanced Universal SYBR Green Supermix kullanilarak gerceklestirildi.
Calismada housekeeping gen (GAPDH) i¢ kontrol olarak kullanildi. Elde edilen ct
degerleri (cycle treshold, RFU (relative frequency of unit)/cycle)), referans GAPDH

geni baz alinarak karsilastirildi.
3.10.1. Total RNA izolasyonu

RNA izolasyonu igin Invitrogen RNeasy Mini Kit kullanilmistir. Calismaya
baslamadan Once kullanilacak olan malzemeler otoklavlanmis ve daha sonra UV
Crosslinker’da sterilize edilmistir. Sterilize edilen malzemeler ayrica DEPC
(Dietilpirokarbonat) igeren suyla yikanmis ve olasti RNaz kontaminasyonu
engellenmistir. Buz igerisine konulmak sartiyla alinmis olan dokularin bulundugu
ependorf tiipler -20°C’den alinarak ¢alisma ortamina konulmustur.
e 7 ml Lizis buffer ve 70 ul -merkaptoetanol homojenizasyon tamponu
hazirland1.
e Hazirlanan tampondan 600 upl dokularin oldugu ependorf tiiplere
aktarildi.

e Daha sonra 6rnekler homojenizasyon makinesinde edildi.
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e Ornekler 26,000 x g’de 5 dk santrifiij edildi.
e Siipernatant temiz bir RNaz icermeyen tiipe aktarildi.
e ~700 ul %70’lik etanol eklendi.
e Kolon tiiplere ~700 pl 6rnek aktarildi.
e Oda sicakliginda 12,000 x g’de 15 sn santrifiij edildi. Toplama tiipii
bosaltild1 ve ayn1 toplama tiipleri kolon tiiplere yeniden yerlestirildi.
e Biitiin lizat hacmi isleme tabi tutulana kadar tekrarlandi.
e Kolon tiiplere 700 ul Wash Buffer I eklendi.
e Oda sicakliginda 12,000 x g’de 15 sn santrifiij edildi. Toplama tiipii
atild1 ve kolon tiiplere yeni bir toplama tiipii yerlestirildi.
e Kolon tiiplere 500 ul Wash Buffer II eklendi.
e 12,000 x g’de 15 sn santrifiij edildi.
¢ Biitlin yitkama hacmi igleme tabi tutulana kadar tekrarlandi.
e Kolon tiiplerin merkezine 30-100 ul RNAaz icermeyen su eklendi.
e (Oda sicakliginda ~12,000 x g’de 2 dakika santrifiij edildi.
Total RNA izolasyonu sonrasinda pl’sinde ka¢ nanogram RNA oldugunu saptamak
icin nanodrop cihazinda o6l¢lim gergeklestirilmis ve konsantrasyon tayinleri
yapilmistir. Izole RNA’lar -80°C’de muhafaza edilmek iizere saklanmistir. RNA’dan
cDNA sentezi i¢in Invitrogen firmasinin Superscript II RT ile ReverseTranskriptaz

PZR kitleri kullanilarak RNA’dan ¢cDNA sentezi gegeklestirilmistir.
3.10.2. cDNA Eldesi

Cogunlukla gen ifadesi ¢alismalar icin gerceklestirilen Real-Time PZR, genellikle
RNA viriislerinden elde edilen Reverse Transkriptaz enzimi kullanilarak ortamda var
olan. RNA molekiillerini komplementer DNA’ya (cDNA) doniistiirmeyi
amaclamaktadir. Ayrica Real-Time PZR ile kombine bir sekilde floresan isaretli
boyalar kullanilarak kalitatif ve kantitatif analizlerinin yapilmasi ile gen ifade diizeyi

caligsmalarinda da siklikla kullanilmaktadir. Uygulama basamaklar1 asagidaki gibi

gerceklestirilmistir:
Protokol:
Bilesen Hacim (pL)
Gene Ozgii Primer (GSP) (2 pmol) > 1 uL
1 ng-5 pg total RNA > 5uL
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dNTP karigimi (her birinden 10mM) > 1 uL
Son hacim ddH,O0 ile 12ul’ye tamamlanmuistir.

a) Karisim 65°C’de 5 dk inkiibe edilip hemen buz iistiine alinmstir.

b) 4 pL 5x First Strand Buffer ve 2 pL 0,1M DTT eklenmistir ve karisim
dikkatli bir sekilde karistirilarak 42°C’de 2 dk inkiibe edilmistir.

¢) 1 uL (200 iinite) Superscript II RT eklenip karigtirilmis ve son hacim 20
uL’ye ddH,0 ile tamamlanmustir.

d) 42°C"de 30 dk inkiibe edilmistir.

e) Reaksiyonu durdurmak ve enzimi inaktive edebilmek i¢in 70°C’de 15 dk
reaksiyon karisimi bekletilmistir.

f) RT-PZR’nin basarili olup olmadigini 6l¢mek i¢in genin ekzon dizilerinden

tasarlanan primerler ile standart PZR yapilmustir.
3.10.3. Primerler

Ger¢ek zamanli kantitatif PZR niikleik asitlerin miktarlarinin belirlenmesinde
giinimiizde kullanilan bir metotdur. “Real-Time PZR”da olusan iirlin miktari
reaksiyon boyunca olusan iiriin miktartyla orantili olarak artan floresan boya ve
problarin verdigi sinyalin izlenmesiyle anlasilir ve amplifikasyonun devir sayisi
belirli miktardaki DNA molekiillerinin elde edilmesi acisinda da gereklidir. Bu
caligmada floresan boya olarak SYBRGreen kullanildi. Real-Time PZR tekniginin
sorunsuz c¢alisabilmesi i¢in uygun primer se¢imi oldukca Onemlidir. Primerlerin
cDNA’ya 0zgilil olarak baglanmasi ve primer-dimer ya da o0zgiil olmayan
amplikasyon {riini vermemesi gereklidir. Bu c¢alismada kendi hazirladigimiz
primerler kullanilmistir. Gen ekspresyonlar1 incelenen genlere ait 6zgiil primerlerin

dizisi, Tm degeri, erisim numaralari ve dizi yerleri Tablo 3.1’de verilmistir.
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Tablo 3.1. Real-Time PZR yonteminde kullanilan primerler ve erisim numaralari

Gen Primer dizisi (5°2>3°) Uzunluk Tm Ta Erisim No Dizi
(bp) Degeri Degeri Yeri
Wnt3 AGTCTCGTGGCTGGGTGGA 19 61.6 922-
Forward 940
56.7 XM_006246487
Wnt3 TTGGGCTCGCAGAAGTTAGG 20 60.5 1011-
Reverse 1030
Wnt7a GGGACTATGACCCGGAAAGC 20 62.5 251-
Forward 270
58 NM_001100473
Wnt7a GGATCTTGTTACAGATGATGCTC 23 60.9 358-
Reverse 380
B katenin AGCTTCCAGACACGCCATCAT 21 61.2 1350-
Forward 1370
58 XM_008766691
B katenin CGGTACAACGGGCTGTTTCTAC 22 64.2 1426-
Reverse 1447
ET-1 TCTTCTCTCTGCTGTTTGTGGCTT 24 63.6 XM_017600453 630-
Forward 653
58
ET-1 AGATGATGTCCAGGTGGCAGA 21 61.2 XM_017600453 807-
Reverse 827
Ang-1 ACAATGACAGTTTTCCTTTCCTTTG 25 60.9 449-
Forward 473
51,6 XM_006241609
Ang-1 AGTGTAGGCACATTGCCCATGT 22 62.1 562-
Reverse 583
VE- GTCTCTGAGTACTTCCTTA 19 53 368-
kadherin 386
Forward 50.5 NMO001107407
VE- TACCTGGTGCGTAAACACA 19 55 478-
kadherin 496
Reverse
GAPDH CTCTCTGCTCCTCCCTGTTC 20 62.5 1-20
Forward 58 NM _017008.4
GAPDH GCCAAATCCGTTCACACCG 19 59.5 87-105
Reverse
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3.10.4. Standart PZR Uygulamalan

Real-Time PZR’de uygun 7, degerlerinin saptanmasi standart PZR ile belirlenmistir.
Her bir gen bolgesine ait PZR reaksiyonu sirasinda primer baglanma (annealing)
sicaklig1 (74), her bir primerin 7), degerlerinden hareket edilerek hesaplanmistir. Bu
asamada Oncelikli olarak her bir primer ¢ifti i¢in tahmin edilen 7), degerlerinden
ortalama 3-4°C altina inilmis ve bu sicakliga + 4°C’lik bir gradiyent uygulanmustir.
Buna gore tiim primerler 50-58°C araliginda gradiyente tabi tutulmustur.

Tim standart PZR reaksiyonlar1 50 pL son hacimde hazirlanmigtir. 50 pL’lik
reaksiyon hacminin icerigine 0,5 U Tag DNA polimeraz (MBI Fermentas, Hannover,
MD), 5 uL 10™ reaksiyon tamponu (100 mM Tris-HCI, pH 8,8, 500 mM KCl, %0,8
Nonidet P-40), primer ¢iftlerinden her birinden 10 pmol (Macrogen), 0,25 mM her
bir ANTP (MBI Fermentas), 3 mM MgCl,, 1,2 M betain, %0,1°lik TritonX-100 ve
100-500 ng kalip DNA eklenmistir. Standart PZR uygulamalarn asagidaki kosullar
altindan gerceklestirilmistir:

Basglangi¢ denatiirasyonu:  94°C’de 3 dk

-35 dongii

Denatiirasyon: 94°C’de 45 sn

Baglanma: 50-58°C’de 30 sn

Uzama: 72°C’de 45 sn
Son uzama: 72°C’de 10 dk
Son sicaklik: 12°C

Her bir primerin uygun 74 degeri Cizelge’de gosterilmistir.
3.10.5. Real-Time PZR

Real-time PZR, olusan iiriine baglanan iirline 151nim veren raportdre gereksinim
duyar. Raportér olusan {riin miktarmi yansitan floresan sinyal olusturur. PZR
dongiileri sonucunda olusan kisa sekanslara Amplikon adi verilir. Baslangi¢ Real-
Time PZR dongiilerinde sinyal zayiftir. Sinyalin giiclenmesi amplikonlarin artig1 ile
olur. Sinyalin esik seviyeye ulagsmasi i¢in gereken dongli sayismna CT (threshold
cycle= esik deger dongii) adi verilir. Amplifikasyon cevap egrileri Ct degeri
asildiktan sonra logaritmik olarak artar (Kubista vd., 2006). Bizim ¢alismamizda

kullandigimiz raportdr GAPDH'tir.
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Sekil 3.1. Real-Time PZR cevap egrileri

Kontrol ve deney gurplarindan elde edilen total RNA’lardan sentezlenen cDNA
orneklerinin kantitatif analizi i¢in SYBER Gren I boyasinin floresan 1s1ma o6zelligi
kullanilarak real-time PZR gerceklestirilmistir. Bu amagla Biorad CFX Connect
cihaziyla uyumlu Sso Advanced Universal SYBR Green Supermix kullanilmistir.
Standart PZR’da olumlu sonug alinmig primerler ve raportdr gen olarak da GAPDH
geni primerleri kullanilmistir.

Icerik; antibody-mediated hot-start Sso7d-fliizyon polimeraz, referans boyalar,

dNTPs, MgCl,, SYBR Green I boyasi, enhancer, stabilizator.

Tim bilesenler eritilerek oda sicaklifina getirilir, karnistirilip santifiijlenir. Isiktan

koruyarak buzda saklanir.
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o Onerilen sekilde PZR hazirlanur.

BILESEN 20 plicin 10 pl icin Final
Konsantrasyon
Siipermix(2x) 10 ul Sul 1x
OligoF 1 pl 0,5 pl 250-500 nM
OligoR 1 pl 0,5 pl 260-500 nM
Template 1,5-2 pl 1 ul
Niikleaz - -
icermeyen su
Total hacim 20 ul 10 pl

e Master mixi karigtiritlip homojenize oldugundan emin olunur. Her tiipe
oligolardan esit miktarda dagitilir.

eDNA ve gerekirse su eklenir ve tlipler filmle kapatilir. 30 sn vorteksleyip
santrifiijlenir.

¢ Program kurulur, PZR tiipii yiiklenir ve program baslatilir.

Polimeraz aktivasyonu ve DNA denatiirayonu: cDNA i¢in
95-98 °C’de 30 sn
Amplifikasyon i¢in denatiirasyon:
95-98 °C’de 5-15 sn
45-50 dongii
Baglanma : T, da 15-30 sn

Real-Time PZR’da genel olarak anlamli floresan isaret kacinci dongiiden itibaren
sayaclar tarafindan algilanabiliyorsa o deger iizerinden kalitatif olarak hedef
niikleotid dizisinin miktar1 hakkinda yorum yapma imkani olusur. Reaksiyon sonrasi
elde edilen ct (cycle treshold, RFU (relative frequency of unit/cycle) degerlerinin
yorumlanmasi su sekildedir; Ct degeri 18-24 arasinda ise reaksiyon oldukca
basarilidir, 6rnek igerisinde hedef niikleotid dizisi oldukga fazla; ct degeri 24-30
arasinda ise reaksiyon basarilidir, hedef niikleotid dizisi orta seviyede mevcut, ct
degeri 30-34 arasinda ise reaksiyon az da olsa basarilidir, 6rnek igerisinde hedef

niikleotid dizisin az; ct degeri 34 ve yukarisinda ise reaksiyon basarili sayilmaz,
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ortamda herhangi bir kontaminasyon ya da ¢ok az miktarda hedef niikleotid dizisi

284 degeri

vardir (Schmittgen ve Livak, 2008). Ct degerleri {izerinden
hesaplanmistir. Buradaki amag, genlerin ifade diizeylerinin nispi artis ya da

azalisinin belirlenmesidir.
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4. BULGULAR

Wnt3, Wnt7a, p-katenin, ET-1, Ang-1 ve Ve-kadherin proteinlerinin peri-
implantasyon doneminde sican endometriumundaki ekspresyonlari semi-kantitatif

skorlama yontemiyle belirlenerek sonuglar Tablo 4.1-4.7°de verilmistir.
4.1.  Grup-1 Bulgulan
4.1.1. Proostrus Evresi

Prodstrus evresinde vajinal sitolojide c¢ekirdekleri koyu boyanmis epitel hiicrelerine
rastlandi. Bu hiicrelerde keratin bulunmamaktadir. Bu donemde keratinlesmemis
cekirdekleri belli olan hiicre ve yassi hiicre gruplar1 baskin formda izlendi (Sekil

4.1).
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Sekil 4.1. Proostrus evresi vajinal siiriintii bulgular1 (H&E). Kirmiz1 ok: Epitel
hiicreleri; Siyah ok: Keratinlesmemis ¢ekirdekli hiicreler.

Prodstrus siklusunda rat uterusundan alinan histolojik kesitlerde tek katli prizmatik
epitel goriildi. Epitel hiicreleri koyu boyanmis hiicrelerden olugmaktaydi.
Endometrial bezler hipertrofik 6zellikte olup stromada damarlanmalar belirgindi

(Sekil 4.2 A-B).
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Sekll 4. 2 Proostrus evresi H&E ‘Bulgularl(ALB) (UL: Uterus IJmenl LE: Luminal
epitel; EB: Endometrial Bez; KD: Kan damari; ESt: Endometrial stroma; SSt:
Subluminal stroma; BSt: Bazal stroma; M: Miyometrium)

Wnt3, Wnt7a, p-katenin, Et-1, Ang-1 ve VE-kadherin proteinlerinin prodstrus
evresindeki immiinofloresan bulgular1 Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Proostrus evresinde Wnt3, Wnt7a, p-katenin, ET-1, Ang-1 ve VE-kadherin
immiinolokalizasyonlari

Endometrium
Luminal | Endometrial Stroma Endotel
Proostrus Evresi epitel bez epiteli Subluminal Bazal
stroma stroma
Wnit3 + + ++ F4+++ FF+F
Whnt7a ++ ++ ++ +++ +++
ﬂ-katenin ++++ ++++ ++ + ++ + ++++
ET-1 +++ +++ ++ +++ F A+
Ang-1 +++ +++ + + ++
VE-kadherin + + +++ +++ 44+
(cdh5)

+ + + +; Cok kuvvetli ekspresyon, + + +; Kuvvetli ekspresyon, + +; Orta kuvvetteki
ekspresyon, +; Zayif ekspresyon, -; ekspresyon yok

Whnt3; bu evrede endometrial luminal epitelde zayif ekspresyon goriilmektedir.
Endometrial bezlerin epitelinde de zayif ekspresyon goriiliirken (Sekil 4.3 A-B), bez
epitelini ¢evreleyen stroma bolgesinde kuvvetli ekspresyon siddeti bulunmaktadir.
Subluminal stromada orta derecede bir ifade seviyesi izlenirken, subluminal
stromadan bazal stromaya dogru gidildikge Wnt3 ekspresyon siddetinin gittikce ¢ok
kuvvetli bir sekilde arttigr gozlenmektedir. Stromada yer alan kan damarlarinin

endotelinde ise kuvvetli bir ekspresyon oldugu goriilmektedir (Sekil 4.3 C-D).
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Whnt7a; bu evrede luminal epitel, endometrial bez epiteli ve subluminal stromada orta
seviyede bir ekspresyon goriilmektedir. Subluminal stromadan bazal stromaya dogru
gidildik¢e ekspresyon seviyesinde bir artis goriilmiistiir. Ayrica stromada yer alan
kan damarlarinin endotelinde de kuvvetli bir ekspresyon oldugu gozlendi (Sekil4.4

B-C).

p-katenin; bu evrede luminal epitel ve endometrial bez epitelindeki hiicrelerin
membranlarinda ve komsu iki hiicre arasindaki lateral sinirlarinda ¢ok kuvvetli
ekspresyon siddeti izlenirken, subluminal stroma ve bazal stromada ayni derecede
kuvvetli bir ekspresyon siddeti oldugu goriilmektedir. Ayrica stromada yer alan kan
damarlarmin endotelinde de ¢cok kuvvetli bir ekspresyon oldugu izlenmektedir (Sekil

4.5 C-D).

Endotelin-1; bu evrede luminal epitel ve endometrial bez epiteli hiicrelerinin
apikalinde kuvvetli derecede ekspresyon izlenirken (Sekil 4.6 E), subluminal
stromada ekspresyon seviyesi orta derece ifade seviyesine kadar azalmistir. Bazal
stromadaki ekspresyon ifadesinde ve bazal stromadaki kan damarlar1 endotelinde

kuvvetli siddette ekspresyon oldugu saptandi (Sekil 4.6 D-F).

Angiopietin-1; bu evrede luminal epitel ve bez epiteli hiicrelerinin sitoplazmasinda
kuvvetli derecede bir ekspresyon oldugu goriilmektedir. Subluminal stromada ve
bazal stromada zayif dereceli bir ekspresyon seviyesi izlenmistir, ancak subluminal
stroma ve bazal stromadaki stromal hiicrelerin sitoplazmasinda c¢ok kuvvetli bir
ekspresyon oldugu gorildi (Sekil 4.7 D). Bazal stromada bulunan kan damari

endotelinde ise orta siddette bir ekspresyon oldugu izlenmistir (Sekil 4.7 C).

Ve-kadherin(Cdh5); bu evrede luminal epitel ve bez epitelinde zayif siddette bir
ekspresyon oldugu goriilmiistiir. Subluminal stroma ve bazal stromada kuvvetli
derecede bir ekspresyon seviyesi izlenmistir (Sekil 4.8 D-E). Bazal stromadaki kan
damarlar1 endotelinde ¢ok kuvvetli seviyede ifade edildigi goriilmektedir (Sekil 4.8
E).
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odstrus evresinde Wnt3 immﬁnoloalizasyonlarl (A, B,C, D). (UL

Uterus liimeni; LE: Luminal epitel; EB: Endometrial Bez; KD: Kan damari; ESt:
Endometrial stroma; SSt: Subluminal stroma; BSt: Bazal stroma; M: Miyometrium).
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Sekil 4.4. Proostrus evresinde Wnt7a immiinolokalizasyonlari (A, B, C). Negatif
kontrol (D). (UL: Uterus liimeni; LE: Luminal epitel; EB: Endometrial Bez; KD:

Kan damari; ESt: Endometrial stroma; SSt: Subluminal stroma; BSt: Bazal stroma;

M: Miyometrium).
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Sekil 4.5. Proostrus evresinde f-katenin immiinolokalizasyonlari (A, B, C, D). (UL:
Uterus limeni; LE: Luminal epitel; EB: Endometrial Bez; KD: Kan damari; ESt:

Endometrial stroma; SSt: Subluminal stroma; BSt: Bazal stroma; M: Miyometrium).
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Sekil 4

et mzghin #

.6. Prodstrus evresinde ET-1 immﬁnooizasyonlarl (A,B,C,D,E,F).

(UL:
Uterus limeni; LE: Luminal epitel; EB: Endometrial Bez; KD: Kan damari; ESt:

Endometrial stroma; SSt: Subluminal stroma; BSt: Bazal stroma; M: Miyometrium).
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Sekil 4.7. Proostrus evresinde Ang-1 immiinolokalizasyonlar1 (A, B, C, D). (UL:
Uterus limeni; LE: Luminal epitel; EB: Endometrial Bez; KD: Kan damari; ESt:
Endometrial stroma; SSt: Subluminal stroma; BSt: Bazal stroma; M: Miyometrium).
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Sekil 4.8. Proostrus evresinde Cdh5 immiinolokalizasyonlar1 (A, B, C, D, E). (UL:
Uterus limeni; LE: Luminal epitel; EB: Endometrial Bez; KD: Kan damari; ESt:
Endometrial stroma; SSt: Subluminal stroma; BSt: Bazal stroma; M: Miyometrium).
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4.1.2. Ostrus Evresi
Ostrus evresinin vajinal sitolojisi incelendiginde, cekirdeklerini kaybetmis keratinize
kornifiye epitel hiicrelerine rastlanmistir ve bu hiicre gruplar1 baskin bir sekilde

gozlenmistir. Ayrica bu evrede 16kositlere rastlanmamustir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Ostrus evresi vajinal siiriintii bulgular1 (H&E). Siyah ok: Keratinlesmis
hiicreler.

Ostrus evresinde rat uterusunda alman histolojik kesitlerde epitel tek katl prizmatik
olarak izlendi. Epitel hiicrelerinin ¢ekirdekleri acik renkte boyanmis hiicrelerden
olusmaktaydi. Luminal epitele kadar uzanmis damarlanmalar mevcuttu (Sekil 4.10

A-B).
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Sekil 4.10. Ostrus evresi H&E bulgulari (A,B). (UL: Uterus liimeni; LE: Luminal
epitel; EB: Endometrial Bez; KD: Kan damari; ESt: Endometrial stroma; SSt:
Subluminal stroma; BSt: Bazal stroma; M: Miyometrium).
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Wnt3, Wnt7a, p-katenin, ET-1, Ang-1 ve VE-kadherin proteinlerinin &strus

evresindeki immiinfloresan bulgular1 Tablo 4.2°de gosterilmistir.

Tablo 4.2. Ostrus evresinde Wnt3, Wnt7a, p-katenin, ET-1, Ang-1 ve VE-kadherin
immiinolokalizasyonlar1

Endometrium
. Luminal | Endometrial Stroma Endotel
Ostrus Evresi epitel bez epiteli Subluminal Bazal
stroma stroma
Wnt3 ++ ++ ++ ++++ T+
Wnt7a + + +++ ++++ +4+++
p-katenin +4+++ +4+++ + +++ +++
ET-1 +++ +++ + + +++ +4+++
Ang-1 +++ +4+++ ++ +++ +++
VE-kadherin + + + +++ +++
(Cdh5)

+ + + +; Cok kuvvetli ekspresyon, + + +; Kuvvetli ekspresyon, + +; Orta kuvvetteki
ekspresyon, +; Zayif ekspresyon, -; ekspresyon yok

Whnt3; bu evrede luminal epitel, endometrial bez epiteli ve subluminal stromada orta
siddette bir ekspresyon ifadesi goriiliirken; bazal stromada ekspresyon siddetinde
kuvvetli bir artis oldugu goriilmiistir (Sekil 4.11 B-C). Ayrica bazal stromada
bulunan kan damari endotelinde de kuvvetli bir ekspresyon ifadesine sahip oldugu

saptanmustir (Sekil 4.11 D).

Wnt7a; bu evrede luminal epitel ve endometrial bez epitelinde zayif ekspresyon
ifadesi izlenmistir. Subluminal stromada kuvvetli bir ekspresyon ifadesi izlenirken,
bazal stomada ¢ok kuvvetli siddette bir ekspresyon ifadesi goriilmiistiir (Sekil 4.12
A-C). Bazal stromada bulunan kan damari1 endotelinde de ¢ok kuvvetli siddette bir

ekspresyon oldugu izlenmistir (Sekil 4.12 B).

p-katenin; bu evrede luminal epitel ve bez epiteli hiicrelerinin bazo-lateral ve apikal
sinirlarinda ¢ok kuvvetli bir ifade seviyesi izlenirken, subluminal stroma ve bazal
stromada zayif bir ekspresyon seviyesine dogru artis gosterdigi belirlenmistir (Sekil
4.13 B). Bazal stromada bulunan kan damari endotelinde ise kuvvetli ekspresyon

goriildii (Sekil 4.13 C).

Endotelin-1; bu evrede luminal epitel ve endometrial bez epiteli hiicrelerinin apikal
yiiziinde sitoplazmasinda kuvvetli siddette bir ekspresyon siddeti izlenmistir (Sekil

4.14 C). Subluminal stromada orta siddette ekspresyon ifadesi bulunurken bazal
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stromada kuvvetli bir ekspresyon diizeyi izlenmistir (Sekil 4.14 E). Bazal stromada
yer alan kan damarlarinda ise ¢ok kuvvetli bir ifade seviyesi goriilmektedir (Sekil

4.14 D).

Angiopoietin-1; bu evrede luminal epitelin sitoplazmasinda kuvvetli siddette bir
ekspresyon diizeyi bulunurken, endometrial bez epiteli hiicrelerinin sitoplazmasinda
cok kuvvetli siddette bir ifade seviyesi izlenmistir (Sekil 4.15 B-D). Subluminal
stromada orta siddette bir ifade diizeyi goriiliirken, bazal stromada kuvvetli bir
ekspresyon goriilmektedir. Bazal stromada bulunan kan damarlarinda ise kuvvetli bir

ekspresyon diizeyi oldugu goriilmektedir (Sekil 4.15 C).

VE-kadherin(Cdh5); bu evrede luminal epitel ve endometrial bez epitelinde zayif
derecede bir ekspresyon seviyesi izlenmistir. Subluminal stromada orta siddette bir
ekspresyon goriiliirken bazal stromada kuvvetli siddette bir ekspresyon ifadesi

goriilmistiir (Sekil 4.16 B-D). Bazal stromada bulunan kan damarlarinda ise yine

kuvvetli bir ekspresyon diizeyi oldugu saptanmstir (Sekil 4.16 C).

KD

e

Sekil 4.11. Ostrus evresinde Wnz3 immiinoloka 1asyon1ar1 (A, B, C, D). (UL: Uterus
liimeni; LE: Luminal epitel; EB: Endometrial Bez; KD: Kan damari; ESt:
Endometrial stroma; SSt: Subluminal stroma; BSt: Bazal stroma; M: Miyometrium).
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Sekil 4.12. Ostrus evresinde Wnt7a immiinolokalizasyonlar1 (A, B, C). Negatif
kontrol (D). (UL: Uterus liimeni; LE: Luminal epitel; EB: Endometrial Bez; KD:
Kan damari; ESt: Endometrial stroma; SSt: Subluminal stroma; BSt: Bazal stroma;
M: Miyometrium).
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Sekil 4.13. Ostrus evresinde S-katenin immiinolokalizasyonlar1 (A, B, C, D). (UL:
Uterus limeni; LE: Luminal epitel; EB: Endometrial Bez; KD: Kan damari; ESt:

Endometrial stroma; SSt: Subluminal stroma; BSt: Bazal stroma; M: Miyometrium).
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Sekil 4.14. Ostrus evresinde E7-1 immiinolokalizasyonlar1 (A, B, C, D, E). (UL:
Uterus limeni; LE: Luminal epitel; EB: Endometrial Bez; KD: Kan damari; ESt:
Endometrial stroma; SSt: Subluminal stroma; BSt: Bazal stroma; M: Miyometrium).
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.15. Ostrus evresinde Ang-1 immﬁnolokalzasyonlarl (A, B,C, D). (UL:
Uterus limeni; LE: Luminal epitel; EB: Endometrial Bez; KD: Kan damari; ESt:
Endometrial stroma; SSt: Subluminal stroma; BSt: Bazal stroma; M: Miyometrium).
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Sekil 4.16. Ostrus evresinde Cdh5 immiinolokalizasyonlar1 (A, B, C, D). (UL:
liimeni; LE: Luminal epitel; EB: Endometrial Bez; KD: Kan damari; ESt:
Endometrial stroma; SSt: Subluminal stroma; BSt: Bazal stroma; M: Miyometrium).

—r—
Uterus

4.1.3. Metaostrus Evresi

Metadstrus evresi vajinal sitolojisi incelendiginde en belirgin olarak bol sayida
l16kosit varligiydi. Bununla birlikte ¢ekirdegini kaybetmis kornifiye epitel ve
cekirdekli epitel hiicreleri saptanmistir (Sekil 4.17)

Sifeeteiomen (LR AR ) .00 ® ey r— |

Sekil 4.17. Metadstrus evresi vajinal siirlintii bulgular1 (H&E). Siyah ok:
Keratinlesmis hiicreler; Kirmizi ok: Cekirdekli epitel hiicreleri; Sar1 ok: Lokositler.

64



Metadstrus evresinde rat uterusundan alinip hazirlanan histolojik preparatlarda
luminal epitel diizgiin tek katli prizmatik olarak izlendi, epitel hiicrelerinin ¢ekirdegi
koyu boyanma oOzelligi gostermisti. Luminal epitelde vakuoller izlendi. Lokosit
infiltrasyonuna baglh olarak bir¢ok yerde 16kosit hiicreleri izlendi. Damarlanma ve

endometrial bezlerde azalma goriildii.

LE

SSt oL - EB

BSt |

o AN TR

Sekil 4.18. Metaostrus evresi 151k mikroskop bulgular (A,B) (H&E). (UL: Uterus
liimeni; LE: Luminal epitel; EB: Endometrial Bez; KD: Kan damari; ESt:
Endometrial stroma; SSt: Subluminal stroma; BSt: Bazal stroma; M: Miyometrium).

o

Wnt3, Wnt7a, p-katenin, ET-1, Ang-1 ve Ve-kadherin proteinlerinin metadstrus
evresindeki immiinfloresan bulgular1 Tablo 4.3’de gdsterilmistir.

Tablo 4.3. Metaostrus evresinde Wnt3, Wnt7a, f-katenin, ET-1, Ang-1 ve Ve-
kadherin immiinolokalizasyonlar1

Endometrium
Luminal | Endometrial Stroma Endotel
Metaostrus Evresi epitel bez epiteli Subluminal Bazal
stroma stroma
Wnt3 + + +4 4+ ++++ T
Wnt7a + + + + ++ + ++++ ++++
p-katenin ++++ ++++ + + N
ET-1 + + + + + + + + +
Ang-1 ++++ +++ ++ ++ +++
VE-kadherin ++ ++ ++ +++ +++
(Cdh5)

++ + +; Cok kuvvetli ekspresyon, + + +; Kuvvetli ekspresyon, + +; Orta kuvvetteki
ekspresyon, +; Zayif ekspresyon, -; ekspresyon yok

Wnt3; bu evrede luminal epitel ve endometrial bez epitelinde zayif seviyede bir
immiinolokalizasyona sahip oldugu goriilmiistir (Sekil 4.19 C). Subluminal

stromada Whnt3 ekspresyonun siddeti kuvvetli iken, bazal stromaya dogru gidildikg¢e
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ekspresyon diizeyinde artis olup ¢ok kuvvetli seviyelere ¢ikmistir. Bazal stromadaki
kan damarlart endotelinde kuvvetli diizeyde bir ekspresyon ifadesi oldugu
saptanmistir. Ayrica bazal stroma bolgesinde bol miktarda 16kosit izlenmistir (Sekil

4.19 B-D).

Whnt7a; bu evrede luminal epitel ve endometrial bez epitelinde orta diizeyde bir
ekspresyon diizeyi goriilmektedir. Subluminal stroma ve bazal stromada Wnt7a nin
kuvvetli bir ekspresyon seviyesine oldugu goriilmektedir (Sekil 4.20 C). Bazal
stromada bulunan kan damarlar1 endotelinde ¢cok kuvvetli ekspresyon siddeti oldugu
gozlenmektedir. Ayrica yine bazal stromada bol miktarda I6kosit oldugu saptanmistir

(Sekil 4.20 D).

p-katenin; bu evrede luminal epitel ve endometrial bez epitelindeki hiicrelerin bazo-
lateral ve apikal sinirlarinda f-katenin ekspresyon diizeyinin ¢ok kuvvetli seviyede
oldugu goriilmektedir (Sekil 4.21 B-D). Subluminal stroma ve bazal stromada
kuvvetli diizeyde bir ekspresyon oldugu goriilmektedir. Bazal stromada bulunan kan
damarlarinda da kuvvetli diizeyde bir ekspresyon seviyesi saptanmustir (Sekil 4.21

Q).

Endotelin-1; bu evrede luminal epitel ve endometrial bez epiteli hiicrelerinde zayif
seviyede bir ekspresyon oldugu goriilmektedir(Sekil 4.22 C). Subluminal stromada
ve bazal stromada orta diizeyde bir ekspresyon ifadesi izlenmektedir. Bazal
stromadaki kan damarlarinda ise ET-I’in kuvvetli bir ekspresyon ifadesine sahip

oldugu goriilmektedir(Sekil 4.22 B-D ).

Angiopoietin-1; bu evrede luminal epitelde Ang-1"1n ¢ok kuvvetli seviyede bir
ekspresyona sahip oldugu goriilmektedir. Endometrial bezlerin epitelinde ise kuvvetli
bir ekspresyon diizeyinin oldugu goriilmektedir (Sekil 4.23 C-D). Subluminal stroma
ve bazal stromada orta derecede bir ekspresyon oldugu goriiliirken, bazal stromada
yer alan kan damarlarinin endotelinin etrafindaki stromal hiicrelerde ise kuvvetli

derecede bir ekspresyon oldugu saptanmistir (Sekil 4.23 D).

Ve-kadherin(CdhS5); bu evrede lumina epitel ve endometrial bez epiteli hiicrelerinde
orta diizeyde bir ekspresyon seviyesi gozlenmektedir (Sekil 4.24 B). Subluminal

stromada orta diizeyde bir ekspresyon seviyesi goriiliirken, bazal stromada
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ekspresyon siddetinin kuvvetli seviyede oldugu saptanmistir (Sekil 4.24 C-F ). Bazal

stromada bulunan kan damarlar1 endotelinde de kuvvetli bir ekspresyon oldugu

gorilmektedir. Ayrica bazal stromada bol miktarda I6kosit bulunmaktadir (Sekil 4.24
E).

M

Dapeetve
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Sekil 4.19. Metaostrus evresinde Wnt-3 immiinolokalizasyonlari (A, B, C, D). (UL:
Uterus liimeni; LE: Luminal epitel; EB: Endometrial Bez; KD: Kan damari; ESt:
Endometrial stroma; SSt: Subluminal stroma; BSt: Bazal stroma; M: Miyometrium;
Sar1 ok: Lokositler).
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Sekil 4.20. Metaostrus evresinde Wnt-7a immiinolokalizasyonlari (A, B, C, D). (UL:
Uterus liimeni; LE: Luminal epitel; EB: Endometrial Bez; KD: Kan damari; ESt:
Endometrial stroma; SSt: Subluminal stroma; BSt: Bazal stroma; M: Miyometrium;
Sar1 ok: Lokositler).
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Sekil 4.21. Metaostrus evresinde f-katenin immiinolokalizasyonlar1 (A, B, C, D).
(UL: Uterus limeni; LE: Luminal epitel; EB: Endometrial Bez; KD: Kan damari;
ESt: Endometrial stroma; SSt: Subluminal stroma; BSt: Bazal stroma; M:
Miyometrium).
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ekil 4.22. Metaostrus evresinde £7-/ immiinolokalizasyonlar1 (A, B, C, D). (UL:
Uterus liimeni; LE: Luminal epitel; EB: Endometrial Bez; KD: Kan damari; ESt:

Endometrial stroma; SSt: Subluminal stroma; BSt: Bazal stroma; M: Miyometrium).
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Sekil 4.23. Metaostrus evresinde Ang-/ immiinolokalizasyonlari (A, B, C, D, E).
(UL: Uterus liimeni; LE: Luminal epitel; EB: Endometrial Bez; KD: Kan damari;
ESt: Endometrial stroma; SSt: Subluminal stroma; BSt: Bazal stroma; M:
Miyometrium).
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Sekil 4.24. Metaostrus evresinde Cdh5 immiinolokalizasyonlari (A, B, C, D, E, F).
(UL: Uterus liimeni; LE: Luminal epitel; EB: Endometrial Bez; KD: Kan damart;
ESt: Endometrial stroma; SSt: Subluminal stroma; BSt: Bazal stroma; M:
Miyometrium; Sar1 ok: Lokositler).
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4.1.4. Diostrus evresi

Diéstrus evresi vajinal sitoloji incelendiginde agirlikli olarak 16kositler izlendi (Sekil

4.25).
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Sekil 4.25. Diostrus evresi vajinal siiriintii bulgular1 (H&E). Kirmiz1 ok: Cekirdekli
epitel hiicreleri; Sar1 ok: Lokositler.

Didstrus evresinde rat uterusundan alinan kesit 6rneklerinde luminal epitelin yer yer
kiibik ve prizmatik oldugu izlendi. Epitel hiicrelerinin ¢ekirdegi koyu boyanmis
mitotik aktivitesi yliksek hiicrelerden olusmaktaydi. Endometrial bezler atrofik

goriiniimliiydii ve bezlerin limeninde salgilar1 izlendi (Sekil 4.26 A-B).

i AL IR
s g

Sekil 4.26. Diostrus evresi H&E bulgular (A,B). (UL: Uterus liimeni; LE: Luminal
epitel; EB: Endometrial Bez; KD: Kan damari; ESt: Endometrial stroma; SSt:
Subluminal stroma; BSt: Bazal stroma; M: Miyometrium).
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Wnt3, Wnt7a, p-katenin, ET-1, Ang-1 ve Ve-kadherin proteinlerinin didstrus

evresindeki immiinofloresan bulgular1 Tablo 4.4’de gosterilmistir.

Tablo 4.4. Diostrus evresinde Wnt3, Wnt7a, [-katenin, ET-1, Ang-1 ve Ve-kadherin
immiinolokalizasyonlar1

Endometrium
Luminal | Endometrial Stroma Endotel
Didstrus Evresi epitel bez epiteli Subluminal Bazal
stroma stroma
Whnt3 ++ ++ ++ T+ T
Wnt7a + + ++ +++ ++++
p-katenin ++++ ++++ +++ +++ +
ET-1 +++ +++ ++ ++ F+++
Ang-1 ++++ ++++ + + +4++
VE-kadherin - - ++ + ++++
(Cdh35)

+ + + +; Cok kuvvetli ekspresyon, + + +; Kuvvetli ekspresyon, + +; Orta kuvvetteki
ekspresyon, +; Zayif ekspresyon, -; ekspresyon yok

Whnt3; bu evrede luminal epitel ve endometrial bez epitelinde orta diizeyde bir
ekspresyon izlendi (Sekil 4.27 C). Subluminal stromada da orta diizeyde bir
ekspresyon seviyesi izlenirken, bazal stromada kuvvetli seviyede ekspresyon siddeti
gorilmiistiir. Kan damar1 endotelinde ise orta diizeyde bir ekspresyon vardi (Sekil

427 B-D).

Wnt7a; bu evrede luminal epitel ve endometrial bez epitelinde Wnt7a
immiinreaktivitesinde ¢ok zayif siddette bir ekspresyon s6z konusuydu (Sekil 4.28
B). Subluminal stromada orta diizeyde bir ekspresyon diizeyi mevcut iken, bazal
stromada kuvvetli bir siddette ekspresyon diizeyi gozlendi. Bazal stromadaki kan
damarlarmin endotelinde ise ¢ok kuvvetli bir ekspresyon olmasi dikkat ¢ekiciydi

(Sekil 4.28 C-D).

p-katenin; bu evrede luminal epitel ve endometrial bez epiteli hiicrelerinin bazo-
lateral ve apikal sinirlarinda ¢ok kuvvetli bir ekspresyon siddeti oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.29 B-D ). Subluminal ve bazal stromada kuvvetli seviyede bir
ekspresyon izlenirken, bazal stromada bulunan kan damarlar1 endotelinde ise zayif

siddette bir ekspresyon diizeyi oldugu saptandi (Sekil 4.29 C).

Endotelin-1; bu evrede luminal epitel ve endometrial bez epitelinde ET-1

immiinolokalizasyonunun 6zellikle bazal yiizde kuvvetli siddette ekspresse oldugu
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goriilmistir (Sekil 4.30 C). Subluminal stroma ve bazal stromada kuvvetli bir
ekspresyon seviyesi izlenirken, bazal stromada bulunan kan damarlarinin endotelinde
ise ¢ok kuvvetli siddette bir ekspresyon diizeyine sahip oldugu gozlemlenmistir

(Sekil 4.30 C-D).

Angiopoietin-1; bu evrede luminal epitel ve endometrial bez epiteli hiicrelerinin
ozellikle bazal bolgesinde Ang-1’in ¢ok kuvvetli diizeyde ifade seviyesi izlenmistir
(Sekil 4.31 B-C). Subluminal stromada zayif bir ekspresyon goriiliirken, bu bolgede
yer alan hiicrelerin sitoplazmasinda kuvvetli bir ekspresyon siddeti oldugu
gorilmektedir. Bazal stromada bulunan kan damarlarinin endotelinde de kuvvetli bir

ifade diizeyi oldugu saptanmustir (Sekil 4.31 D).

Ve-kadherin (Cdh5); bu evrede luminal epitel ve endometrial bez epitelinde negatif
oldugu bir goriilmiistiir (Sekil 4.32 B). Subluminal stromada ve bazal stromada zayif

ekspresyon varligi s6z konusu iken; bazal stromada bulanan kan damarlarinin

endotelinde ise ¢cok kuvvetli bir Cdh5 immiinolokalizasyon belirlenmistir (Sekil 4.32

C-D).

Sekil 4.27. Dibstrus evresinde Wnt3 imml'inllizasyonlarl (A, B, C, D). (UL:
Uterus limeni; LE: Luminal epitel; EB: Endometrial Bez; KD: Kan damari; ESt:
Endometrial stroma; SSt: Subluminal stroma; BSt: Bazal stroma; M: Miyometrium).
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Sekil 4.28. Diostrus evresinde Wnt7a immiinolokalizasyonlari (A, B, C, D). (UL:
Uterus liimeni; LE: Luminal epitel; EB: Endometrial Bez; KD: Kan damari; ESt:
Endometrial stroma; SSt: Subluminal stroma; BSt: Bazal stroma; M: Miyometrium).
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Sekil 4.29. Didstrus evresinde f-katenin immiinolokalizasyonlari (A, B, C, D). (UL:
Uterus limeni; LE: Luminal epitel; EB: Endometrial Bez; KD: Kan damari; ESt:

Endometrial stroma; SSt: Subluminal stroma; BSt: Bazal stroma; M: Miyometrium).
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Sekil 4.30. Diostrus evresinde E7-/ immiinolokalizasyonlar1 (A, B, C, D). (UL:
Uterus liimeni; LE: Luminal epitel; EB: Endometrial Bez; KD: Kan damari; ESt:

Endometrial stroma; SSt: Subluminal stroma; BSt: Bazal stroma; M: Miyometrium).
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Sekil 4.31. Didstrus evresinde Ang-1 immiinolokalizasyonlari (A, B, C, D). Negatif
kontrol (E). (UL: Uterus liimeni; LE: Luminal epitel; EB: Endometrial Bez; KD: Kan
damari; ESt: Endometrial stroma; SSt: Subluminal stroma; BSt: Bazal stroma; M:
Miyometrium).
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Sekil 4.32. Diostrus evresinde Cdh5 immiinolokalizasyonlar1 (A,B,C,D). (UL:
Uterus liimeni; LE: Luminal epitel; EB: Endometrial Bez; KD: Kan damari; ESt:
Endometrial stroma; SSt: Subluminal stroma; BSt: Bazal stroma; M: Miyometrium).
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4.2.  Grup-2 Bulgulan

4.2.1. Gebelik Isik Mikroskop ve immiinfloresan Bulgular1

Rutin 151k mikrokopi bulgularinda, gebeligin 7,5. giliniinde implantasyon bolgesi
embriyoyu igeren antimezometrial alan, uterin liimen ve etrafinda farklilanmamig
stromal hiicrelerden olusan mezometrial alandan olusmaktayd: (Sekil 4.33 A-B).
Antimezometrial alanda uterin epitelin tamamen kayboldugu embriyonun etrafini
ceviren primer desidual zon hiicrelerinin sikica bir araya gelerek embriyonun uzun
eksenine paralel yassi koyu cekirdekli hiicrelerden olustugu ve eozinofilik olarak
boyandig izlendi (Sekil 4.33 C-E). Sekonder desidual zonda ise 6kromatik bir veya
iki ¢ekirdege sahip olgun desidual hiicreler ¢ogunlukla, ¢ok c¢ekirdekli olarak
izlenirken zengin diizenlenmis kan damarlar1 dikkat c¢ekiciydi. Buna karsin primer
desidual zonda kan damarlar1 kollabe olarak gozlendi (Sekil 4.33 C-E). Mezometrial
bolgede uterin liimen epiteli baslangicta prizmatik yapida ve liimen acik goziikiirken
antimezometrial alana dogru gidildik¢e kapanan bir liimeni ¢evreleyen, diisiik boylu
prizmatik cekirdekli epitel hiicreleri dikkat g¢ekiciydi. Mezometrial alanda uterin
liimeni ¢evreleyen yildiz sekilli stromal hiicrelerle bazale dogru mitotik hiicreler

dikkat ¢ekiciydi. Ayrica ekstraseliiler matriks antimezometrial bazal zonda azdi.
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Sekil 4.33. Gebeligin 7,5. giiniindeki 151k mi

(AMD: Antimezometrial desidua; MD: Mezometrial desidua; EB: Embriyo bdlgesi,
PDZ: Primer desidual zon; SDZ: Sekonder desidual zon; BZ: Bazal zon; LE: luminal
epitel; KD: Kan damari; SH: Stromal hiicreler)
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Tablo 4.5. Gebeligin 7,5. gliniindeki Wnt3, Wnt7a, p-katenin, ET-1, Ang-1 ve Ve-
kadherin proteinlerinin immiinolokalizasyonlar1

ANTI-MEZOMETRIAL BOLGE MEZOMETRIAL BOLGE
DESIDUA DESIDUA

7.3,

GI.jN EB PDZ SDZ BZ LE KD BZ SH

Wnt-3 ++ + + ++++ + 4+ + 44+ +++ +++
Wnt-7a ++ +++ ++ + + ++++ + 4+ + +++
B-katenin ++ + ++++ +++ +++ ++ +++ +++

ET-1 ++ +++ ++ ++ +++ +++ +++ ++
Ang-1 ++ +++ ++ ++ * +++ +++ ++++

VE- + ++ ++ ++ ++ + 4+ +++ ++
kadherin

++ + +; Cok kuvvetli ekspresyon, + + +; Kuvvetli ekspresyon, + +; Orta kuvvetteki
ekspresyon, +; Zayif ekspresyon, -; ekspresyon yok, *; Kesit ylizeyinden gegmedi

Immiinfloresan bulgularinda;

Whnt3; gebeligin 7,5. gliniinde antimezometrial desidua bolgesinde yer alan embriyo
bolgesi, primer desidual zon ve sekonder desidual zondaki immiinolokalizasyon
diizeyi zayif olup, antimezometrial alandaki bazal zonda ise c¢ok kuvvetli bir
ekspresyon seviyesi oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.34 C-D-E). Mezometrial
desidua bolgesinde luminal epitel, bazal zon ve burada yer alan stromal hiicrelerde
kuvvetli ekspresyon goriiliirken kan damarlarimin endotelinde ise ¢ok kuvvetli

ekspresyon oldugu saptandi (Sekil 4.34 F).

Wnt7a; gebeligin 7,5. gliniinde antimezometrial desidual alanda, embriyo bolgesinde
orta siddette ekspresyonu s6z konusu iken primer desidual zonda kuvvetli, sekonder
desidual zonda ise orta dereceli bir ekspresyon oldugu gézlemlendi (Sekil 4.35 A-C).
Mezometrial desidual alanda luminal epitelde zayif bir ekspresyona sahipti.
Mezometrial bazal zonda ve bu bdlgede bulunan stromal hiicrelerin kuvvetli siddette
bir ifadesi s6z konusu iken, kan damarlarinin endotelinde Wnt7a’nin ¢ok kuvvetli bir

ifadesi oldugu saptandi (Sekil 4.35 E-F).

p-katenin; gebeligin 7,5. giinlinde antimezometrial desidua bdlgesinde yer alan
embriyo bolgesinde ve primer desidual zonda orta seviyede izlenirken. Sekonder

desidual zonda yer alan desidual hiicrelerde ¢cok kuvvetli seviyede ekspresyon oldugu
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gozlemlendi. (Sekil 4.36 E-G) Antimezometrial desidual alandaki bazal zonda
kuvvetli siddette bir ifadeye rastlandi. Mezometrial desidual alanda luminal epitel,
bazal zon ve burada yer alan stromal hiicrelerde kuvvetli immiin reaktiviteye sahip
iken burada yer alan kan damar1 endotelinde orta siddette bir immiinreaktivite

gosterdigi saptandi (Sekil 4.36 D-F ).

Endotelin-1; gebeligin 7,5. giiniinde antimezometrial desidual alanda bulunan
embriyo bolgesinde orta siddette ekspresyon goriiliirken; primer desidual zonda ¢ok
zayif olarak izlenirken; ET-1 ekspresyonu sekonder desidual zonda ile primer
desdidual zon smir1 (i¢ sekonder desidual zonda) giiglii bir ekspresyona sahipken
sekonder desidual zonda orta siddette bir ekspresyon oldugu saptandi (Sekil 4.37 C-
E). Mezometrial desidual alanda bulunan luminal epitel, kan damar1 endoteli ve bazal
zonda kuvvetli siddette ekspresyon izlendi. Bazal zonda bulunan stromal hiicrelerde
ise orta siddette bir ekspresyon oldugu saptandi. Mezometrial bazal zonda bulunan

kan damarlarinda ET-1"in kuvvetli ifadesi gortldii (Sekil 4.37 D).

Angiopietin-1; gebeligin 7,5. giinlinde antimezometrial desidual bdlgede bulunan
embriyo bolgesinde Ang-I’in orta siddette bir immiinreaktivite goriildii. Primer
desidual zonda zayif bir immiinreaktivite goriiliirken, primer desidual zon ve
sekonder desidual zon sinir1 (i¢ sekonder desidual zon smirinda) giiglii siddette bir
immiinreaktivite goriildi (Sekil 4.38 B-E ). Sekonder desidual zonda orta seviyede
ekspresyon varligi izlendi. Mezometrial desidual bolgede kan damarlari endotelinde
ve bazal zonda kuvvetli bir ekspresyon goriiliirken, bazal zonda bulunan stromal
hiicrelerin sitoplazmasinda ¢ok kuvvetli siddette ekspresyon oldugu goriildii (Sekil

438 G).

Ve-kadherin (CdhS5), gebeligin 7,5. giinlinde antimezometrial desidua bolgesinde
bulunan embriyo bolgesinde zayif bir ekspresyona sahip oldugu goriildii. Primer
desidual zon, sekonder desidual zon ve bazal zonda orta dereceli Cdh5 ifadesi oldugu
saptandi (Sekil 4.39 C-D). Mezometrial desidua bolgesinde de luminal epitelde, orta
dereceli Cdh5 ifadesi goriiliirken mezometrial alandaki kan damarlar1 endotelinde ve
bazal zonda kuvvetli bir Cdh5 ifadesi oldugu goriildii. Bazal zonda bulunan stromal

hiicrelerde ise orta dereceli bir ifade diizeyi gozlemlendi (Sekil 4.39 G).
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Sekil 4.34. Gebeligin 7,5. glintinde Wnt3 immiinolokalizasyonlari
(A,B,C,D,E.F,G,H). (AMD: Antimezometrial desidua, MD: Mezometrial desidua,
EB: Embriyo bolgesi, PDZ: Primer desidual zon, SDZ: Sekonder desidual zon, BZ:
Bazal zon, LE: luminal epitel, KD: Kan damari, SH: Stromal hiicreler)
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Sekil 4.35. Gebeligin 7,5. gliniinde Wnt7a immiinolokalizasyonlar1 (A,B,C,D,E,F).
(AMD: Antimezometrial desidua, MD: Mezometrial desidua, EB: Embriyo bolgesi,
PDZ: Primer desidual zon, SDZ: Sekonder desidual zon, BZ: Bazal zon, LE: luminal
epitel, KD: Kan damari, SH: Stromal hiicre)
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Sekil 4.36. Gebeligin 7,5. gliniinde S-katenin immiinolokalizasyonlari
(A,B,C,D,EF,G). (AMD: Antimezometrial desidua, MD: Mezometrial desidua, EB:
Embriyo bolgesi, PDZ: Primer desidual zon, SDZ: Sekonder desidual zon, BZ: Bazal
zon, LE: luminal epitel, KD: Kan damari, SH: Stromal hiicreler)

87



Sekil 4.37. Gebeligin 7,5. glinlinde £7-/ immiinolokalizasyonlar1 (A,B,C,D,E,F,G).
(AMD: Antimezometrial desidua, MD: Mezometrial desidua, EB: Embriyo bolgesi,
PDZ: Primer desidual zon, SDZ: Sekonder desidual zon, BZ: Bazal zon, LE: luminal
epitel, KD: Kan damari, SH: Stromal hiicreler)
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Sekil 4.38. Gebeligin 7,5. gliniinde Ang-1 immiinolokalizasyonlar1 (A,B,C,D.E,F,G).
(AMD: Antimezometrial desidua, MD: Mezometrial desidua, EB: Embriyo bolgesi,
PDZ: Primer desidual zon, SDZ: Sekonder desidual zon, BZ: Bazal zon, LE: luminal
epitel, KD: Kan damari, SH: Stromal hiicreler)
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Sekil 4.39. Gebeligin 7,5. gliniinde Cdh5 immiinolokalizasyonlar1 (A,B,C,D.E,F,G).
(AMD: Antimezometrial desidua, MD: Mezometrial desidua, EB: Embriyo bolgesi,
PDZ: Primer desidual zon, SDZ: Sekonder desidual zon, BZ: Bazal zon, LE: luminal
epitel, KD: Kan damari, SH: Stromal hiicreler)
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Gebeligin 8,5. Giinii

Hematoksilen&eozin bulgularinda gebeligin 8,5. giinliinde antimezometrial desidual
alanda bir genisleme s6z konusu idi ve embriyonun tamamen gomiilii oldugu
gorildii. Embriyonun etrafinda Reichert membrani olduga belirgin olup, hiicreleri tek
sirali bir dizilim gostermekteydi. Reichert membranin dis katmaninda trofoblast
hiicreleri ve maternal kan damarlariyla direk temas halindeydi. Bu donemde embriyo
trilaminar disk yapisinda izlenirken oldukca belirgindi hiicrelerin ¢ekirdekleri koyu
boyali mitotik aktivitesi yliksek hiicrelerdi. Embriyo bolgesinin hemen altinda dev
trofoblast hiicreleri goriildii, bu hiicreler iri ¢ekirdekleri ve bol sitoplazmasiyla
oldukca iyi ayirt edilebiliyordu. Embriyonun mezometrial bdlgeye bakan kutbunda
ise ektoplasental koni oldukca net bir sekilde goriildii ve bu bdlgede bulunan
vaskiiler yapilar ile temas halindeydi (Sekil 4.40 B-C-D). Primer desidual zondaki
desidual hiicreler 7,5. giline oranla sitoplazmasi bol ve iri hiicrelerdi. Bu hiicrelerin iki
ya da daha fazla niikleolus igerdigi ve ¢ogunlukla bir niikleusa sahip Okromatin
Ozellikteydi. Sekonder desidual zon bu gebelik giiniinde oldukga biiyiik bir hacim
kapliyordu. Hiicreler iri ve sitoplazmasi boldu, hiicrelerin niikleuslar iki ya da fazla
niikleolus igeriyordu. Bazal zon daha dar bir alana sahipti ve hiicreler yassilagsmis
formdaydi ve farklanmamis desidual hiicrelerdi. Mezometrial alanda epitel
dejenerasyonu ¢ok net bir sekilde izlenmisti, liimen tamamen kapanmis bir sekilde
gortliiyordu. Mezometrial desidual hiicreler artik 7,5. giindeki gibi yildizimsi
gortiiniimde degil poligonal sekilde goriiliiyordu. Kan damarlar1 da oldukga belirgin

bir sekilde gozlemlendi (Sekil 4.40 F-G).
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(A,B,C,D,E,F,G) (AMD: Antimezometrial desidua; MD: Mezometrial desidua; EB:
Embriyo bolgesi; TD; Trilaminar disk; RM: Reichert membrani; GTC: Dev
trofoblast hiicreleri; EPC: Ektoplasental koni; PDZ: Primer desidual zon; SDZ:
Sekonder desidual zon; BZ: Bazal zon; KD: Kan damari; SH: Stromal hiicreler)
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Tablo 4.6. Gebeligin 8,5. giinlindeki Wnt3, Wnt7a, p-katenin, ET-1, Ang-1 ve VE-
kadherin proteinlerinin immiinolokalizasyonlari

ANTI-MEZOMETRIAL BOLGE MEZOMETRIAL BOLGE
DESIDUA DESIDUA
8.5.
. EMBRIYO BOLGESI PDZ SDZ BZ KD BZ SH
—GUN TD RM GTC EPC
Wnt-3 ++ ++ +++ +++ +++ + + +++ +++ +++
Wnt-7a ++ 44 | | ++++ ++ ++ ++ + 4+ ++ ++
B-katenin + 44+ + +4+++ [ ++++ | +H++ | ++ + 4+ ++ ++
ET-1 +++ +++ | +++ +++ +++ ++ ++++ | +++ +++ ++
Ang-1 +++ +++ | +++ +4++ ++ ++++ +++ +++ +++ ++++
VE- + ++ +4+4+ | ++++ ++ ++ 44+ |+ | ++
kadherin
(Cdh35)

++ + +; Cok kuvvetli ekspresyon, + + +; Kuvvetli ekspresyon, + +; Orta kuvvetteki
ekspresyon, +; Zayif ekspresyon, -; ekspresyon yok

Wnt3; gebeligin 8,5. giiniinde antimezometrial desidual alanda bulunan embriyo
bolgesinde trilaminar disk ve Reichert membraninda orta siddette bir ekspresyon
gortliirken, dev trofoblast hiicrelerinin sitoplazmasinda ve ektoplasental koninin
oldugu bolgede kuvvetli ekspresyon oldugu goriildi (Sekil 4.41 A-B-C). Primer
desidual zonda Wnt3’iin kuvvetli bir ifadesi soz konusu iken sekonder desidual
zonda ve bazal zonda zayif bir ifade seviyesi oldugu goriildii. Mezometrial desidua
bolgesinde bulunan kan damarlar1 endotelinde, bazal zonda ve stromal hiicrelerde

kuvvetli immiinreaksiyon oldugu goriildii (Sekil 4.41 D).

Whnt7a; gebeligin 8,5. giinlinde antimezometrial desidua bolgesinde bulunan embriyo
bolgesinde bulunan trilaminar disk hiicrelerinde orta dereceli bir immiin reaksiyon
goriildii. Reichert membraninda kuvvetli ekspresyon goriilirken dev trofoblast
hiicrelerinin sitoplazmasinda ve ektoplasental konin bulundugu bolgede ¢ok kuvvetli
bir ifadesi oldugu goriildii (Sekil 4.42 B-C). Primer desidual zon, sekonder desidual
zon ve bazal zonda orta seviyede ifadesi oldugu izlendi. Mezometrial desidual
bolgede bulunan kan damarlar1 endotelinde kuvvetli seviyede ekspresyon oldugu
gorildii. Bazal zon ve bu bolgede bulunan stromal hiicrelerde orta seviyelerde bir

ekspresyon oldugu saptandi (Sekil 4.42 D).
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p-katenin; gebeligin 8,5. gilinliinde antimezometrial desidual alanda embriyo
bolgesinde yer alan trilaminar disk hiicrelerinin hiicreler arasi1 bolgelerinde c¢ok
kuvvetli  seviyede ifadesi  gOrilmiistiir. Reichert —membraninda zayif
immiinoreaktivite goriildii (Sekil 4.43 C). Dev trofoblast hiicrelerinde ve
ektoplasental koninin bulundugu bélgede c¢ok kuvvetli seviyede eksprese oldugu
gbzlemlendi. Primer desidual zon ve sekonder desidual zonda ¢ok kuvvetli pozitif
reaksiyon verdigi gozlemlendi. Bazal zonda orta siddette bir immiin reaksiyon
gorildii. Mezometrial desidua bolgesinde bulunan kan damarlar1 endotelinde
kuvvetli bir ekspresyon oldugu saptandi. Bazal zonda ve stromal hiicrelerde orta

siddette f-katenin ifadesine rastlanmistir (Sekil 4.43 D-E-F).

Endotelin-1; gebeligin 8,5. giiniinde antimezometrial desidua bdlgesinde bulunan
embriyo bolgesinde bulunan trilaminar disk, Reichert membraninda, dev trofoblast
hiicrelerinin sitoplazmasinda ve ektoplasental koninin oldugu bélgelerde kuvvetli
siddette immiin reaksiyon oldugu saptandi (Sekil 4.44 C-G). Primer desidual zonda
giiclii, sekonder desidual zonda orta siddette bir ekspresyon goriiliirken, bazal zonda
cok kuvvetli bir ekspresyon oldugu saptandi. Mezometrial desidua bolgesinde
bulunan kan damarlar1 endotelinde ve bazal zonda E7-1’in kuvvetli bir ifadesi s6z
konusu iken bazal zonda bulunan stromal hiicrelerde orta siddette bir ifadesi oldugu

goriildii (Sekil 4.44 D-F).

Angiopoietin-1; gebeligin 8,5. glinlinde antimezometrial desidua bolgesinde bulunan
embriyo bolgesinde trilaminar disk hiicreleri, dev trofoblast hiicrelerinin
sitoplazmasinda, Reichert membraninda ve ektoplasental konin oldugu bdlgelerde
Ang-I’in kuvvetli bir immiin lokalizasyon gosterdigi saptandi (Sekil 4.45 C-D-E).
Primer desidual zonda orta siddette ekspresyon goriiliirken, sekonder desidual zonda
ise ¢cok kuvvetli bir ekspresyon varligi goriilmiistiir. Mezometrial desidual alanda
bulunan kan damarlar1 endotelinde ve bazal zon matriksinde kuvvetli bir ifadeye
sahip oldugu goriildii. Stromal hiicrelerde ise ¢ok kuvvetli ekspresyona sahip oldugu

goriildii (Sekil 4.45 F).

Ve-kadherin(Cdh5); gebeligin 8,5. giliniinde antimezometrial alanda yer alan
embriyo bolgesindeki trilaminar disk hiicrelerinde zayif siddette ifadesi oldugu

goriildii. Reichert membraninda Ve—kadherin immiinolokalizasyonunun orta siddette
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ifadesine rastlandi. Dev trofoblast hiicrelerinin sitoplazmasinda kuvvetli bir
ekspresyon goriiliirken, ektoplasental koninin oldugu bélgede ise c¢ok kuvvetli
immiinreaktivite gosterdigi saptandi (Sekil 4.46 A-B-C-D). Primer ve sekonder
desidual zonda Cdh5’in orta siddette pozitif reaksiyon verdigi goriiliirken, bazal
zonda ¢ok kuvvetli bir pozitif reaksiyon verdigi izlendi. Mezometrial desidual alanda
bulunan kan damarlart endotelinin ¢ok kuvvetli immiinfloresan yanit verdigi
gorilmiistiir. Bazal zondaki matriks hiicrelerinde kuvvetli immiinolokalizasyon
gortliirken, stromal hiicrelerde orta dereceli bir immiin lokalizasyon izlenmistir

(Sekil 4.46 G).
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Sekil 4.41. Gebeligin 8,5. giiniindeki Wnt3 immiinolokalizasyonlar1 (A,B,C,D,E)
(AMD: Antimezometrial desidua; MD: Mezometrial desidua; EB: Embriyo bolgesi;
TD; Trilaminar disk; RM: Reichert membrani; GTC: Dev trofoblast hiicreleri; EPC:
Ektoplasental koni; PDZ: Primer desidual zon; SDZ: Sekonder desidual zon; BZ:
Bazal zon; KD: Kan damari; SH: Stromal hiicreler)
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Sekil 4.42. Gebeligin 8,5. Giiniinde Wnt7a immiinolokalizasyonlar1 (A,B,C,D,E,F)
(AMD: Antimezometrial desidua; MD: Mezometrial desidua; EB: Embriyo bolgesi;
TD; Trilaminar disk; RM: Reichert membrani; GTC: Dev trofoblast hiicreleri; EPC:
Ektoplasental koni; PDZ: Primer desidual zon; SDZ: Sekonder desidual zon; BZ:
Bazal zon; KD: Kan damari; SH: Stromal hiicreler)
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Sekil 4.43. Gebeligin 8,5. Giinilinde f-katenin immiinolokalizasyonlar1
(A,B,C,D,E,F,G,H) (AMD: Antimezometrial desidua; MD: Mezometrial desidua;
EB: Embriyo bolgesi; TD; Trilaminar disk; RM: Reichert membrani; GTC: Dev
trofoblast hiicreleri; EPC: Ektoplasental koni; PDZ: Primer desidual zon; SDZ:
Sekonder desidual zon; BZ: Bazal zon; KD: Kan damari; SH: Stromal hiicreler)
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Sekil 4.44. Gebeligin 8,5.Giiniinde £7-/ immiinolokalizasyonlar1 (A,B,C,D,E,F,G).
(AMD: Antimezometrial desidua; MD: Mezometrial desidua; EB: Embriyo bdlgesi,
TD; Trilaminar disk; RM: Reichert membrani; GTC: Dev trofoblast hiicreleri; EPC:
Ektoplasental koni; PDZ: Primer desidual zon; SDZ: Sekonder desidual zon; BZ:
Bazal zon; KD: Kan damarlari; SH: Stromal hiicreler)
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Sekil 4.45.Gebeligin 8,5. giiniinde Ang-/ immiinolokalizasyonlar1 (A,B,C,D.E,F,G).
(AMD: Antimezometrial desidua; MD: Mezometrial desidua; EB: Embriyo bolgesi;
TD; Trilaminar disk; RM: Reichert membrani; GTC: Dev trofoblast hiicreleri; EPC:
Ektoplasental koni; PDZ: Primer desidual zon; SDZ: Sekonder desidual zon; BZ:
Bazal zon; KD: Kan damarlari; SH: Stromal hiicreler)
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Sekil 4.46. Gebeligin 8,5. Giiniinde Cdh5 immiinolokalizasyonlar (A,B,C,D,E,F,G).
(AMD: Antimezometrial desidua; MD: Mezometrial desidua; EB: Embriyo bolgesi;
TD; Trilaminar disk; RM: Reichert membrani; GTC: Dev trofoblast hiicreleri; EPC:
Ektoplasental koni; PDZ: Primer desidual zon; SDZ: Sekonder desidual zon; BZ:
Bazal zon; KD: Kan damarlari; SH: Stromal hiicreler)
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Gebeligin 9,5. Giinii

Gebeligin 9,5.glinlinde uterus ve embriyonun hacminin arttig1, embriyo bolgesinin
genisledigi ve antimezometrial alana daha fazla yayildigi goézlendi. Embriyonun
etrafinda Reichert membrani oldukga belirgindi ve tek sirali hiicrelerden olusuyordu.
Reichert membraninin dis katmaninda trofoblast hiicreleri ve maternal kan
damarlariyla temas halinde izlendi. Embriyo bdlgesinin hemen alt kisminda biiyiik
cekirdekleriyle dikkat ¢ceken dev trofoblast hiicreleri olduk¢a dikkat ¢ekiciydi. Bu
hiicrelerin ¢ekirdekleri koyu boyali ve sitoplazmasi olduk¢a boldu. Embriyo
bolgesinin dis kisminda dikkat cekici olaylardan biri de dejenere olan desidual
hiicreler ve burada konumlanan kapiller aglarin varhigiyd: (Sekil 4.47 C-E). Bu
donemde ektoplasental kon antimezometrial alana dogru daha fazla yayilmis ve
bolgedeki biiylik kan damarlariyla iliski ylizii artmistir. Bolgede ektoplasental kona
yonelmis bilyiikk mezometrial kan damarlar dikkat g¢ekiciydi. Ektoplasental konun
hemen kars1 kutbunda ise vitellus kesesi plasentast baska bir dikkat ceken
yapilardandi. Primer desidual zon ve sekonder desidual zondaki desidual hiicreler bir
onceki glindeki gibi benzer morfolojik Ozellikler tagiyordu. Mezometrial alanda
liimen tamamen ortadan kalkmis ve kaybolmustu, bu alanlarin yerini desidual
hiicreler ve zengin kan damarina birakmisti. Mezometrial alanda dikkat cekici
noktalardan biri ise farklilasmamis desidual hiicreler yerini desidual hiicrelere

birakmstir (Sekil 4.47 B-D).
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Sekil 4.47. Gebeligin 9 5 gunundek1 151k mikroskop bulgular1 (H&E). (A,B,C,D,E)
(AMD: Antimezometrial desidua; MD: Mezometrial desidua; EB: Embriyo bdlgesi,
TD; Trilaminar disk; RM: Reichert membrani; GTC: Dev trofoblast hiicreleri; EPC:
Ektoplasental koni; PDZ: Primer desidual zon; SDZ: Sekonder desidual zon; BZ:
Bazal zon; KD: Kan damari; SH: Stromal hiicreler)
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Tablo 4.7. Gebeligin 9,5. gliniindeki Wnt3, Wnt7a, p-katenin, ET-1, Ang-1 ve Ve-
kadherin proteinlerinin immiinolokalizasyonlari

ANTI-MEZOMETRIAL BOLGE MEZOMETRIAL BOLGE
DESIDUA DESIDUA
9.5.
. EMBRIYO BOLGESI PDZ SDZ BZ KD BZ SH
M TD RM GTC EPC
Wnt-3 ++ ++ +++ +++ ++ ++ +++ +++ +++ +++
Wnt-7a +++ ++ + 4+ +++ + + ++ ++ +++ +++
B-katenin +++ ++ +++ +++ + 4+ + ++++ | +++ +++ +++
ET-1 +++ +4++ | A+ | +++ + ++++ | +++ +++ ++++
Ang-1 44+ | +++ |+ | +++ ++ ++++ | +++ ++ ++++
VE- +++ 44+ | 4+ ++ +++ +++ + 4+ + 4+ + 4+ +++
kadherin
(cdh5)

++ + +; Cok kuvvetli ekspresyon, + + +; Kuvvetli ekspresyon, + +; Orta kuvvetteki
ekspresyon, +; Zayif ekspresyon, -; ekspresyon yok

Whnt-3; gebeligin 9,5. giiniinde antimezometrial desiduda boélgesinde bulunan
embriyo bolgesinde bulunan trilaminar disk hiicrelerinde ve Reichert membraninda
orta dereceli bir ekspresyon varligi sz konusu iken dev trofoblast hiicrelerinin
sitoplazmasinda ve ektoplasental koninin oldugu bolgede kuvvetli siddette bir
ekspresyon goriildii (Sekil 4.48 E). Primer desidual zon ve sekonder desidual zonda
orta siddette bir ekspresyon goriiliirken, bazal zonda kuvvetli siddette bir ifadesinin
oldugu gozlemlendi. Mezometrial desidua bolgesindeki kan damarlart endoteli, bazal
zon ve stromal hiicrelerde Whnt-3’liin kuvvetli bir immiin reaksiyon verdigi

saptanmistir.

Wnt-7a; gebeligin 9,5. giiniinde antimezometrial alanda bulunan embriyo
bolgesindeki  trilaminar disk  hiicrelerinde, dev trofoblast hiicrelerinin
sitoplazmasinda ve ektoplasental konin oldugu bolgede kuvvetli pozitif immiin
reaksiyon goriilmistiir (Sekil 4.49 E). Reichert membraninda Wnt-7a’nin orta
siddette bir ifadesine rastlanmistir. Primer desidual zon ve sekonder desidual zonda
Wnt7a’nin zayif ekspresyonu soz konusu iken bazal zonda orta siddette bir
ekspresyon oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.49 C). Mezometrial desidual bolgede
bulunan kan damarlar1 endotelinde orta siddette bir ifadesi goriiliirken, bazal stroma

ve stromal hiicrelerin sitoplazmasinda kuvvetli ifadesi oldugu goriilmiistiir.
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p-katenin; gebeligin 9,5. giinlinde antimezometrial desidual alanda yer alan embriyo
bolgesinde, trilaminar disk hiicrelerinin hiicre ylizeyinde, dev trofoblast hiicrelerinin
sitoplazmasinda ve ektoplasental koninin oldugu bolgede f-katenin’in kuvvetli bir
immiinolokalizasyona sahip oldugu goriilmistir (Sekil 4.50 G). Reichert
membraninda orta dereceli bir ekspresyona sahip oldugu saptanmistir. Primer
desidual zon ve sekonder desidual zonda kuvvetli ekspresyon oldugu goriiliirken,
bazal zonda ¢ok kuvvetli ekspresyon varligi goriilmiistiir (Sekil 4.50 C). Mezometrial
desidual bolgede bulunan kan damarlart endotelinde, bazal zonda ve stromal

hiicrelerde kuvvetli siddette immiinolokalizasyon goriilmiistiir.

Endotelin-1; gebeligin 9,5. giiniinde antimezometrial bdlgede bulunan embriyo
bolgesindeki trilaminar disk bolgesi ve Reichert membraninda E7-I’in kuvvetli
siddette pozitif immiin reaksiyon verdigi goriilmustiir (Sekil 4.51 E). Dev trofoblast
hiicrelerinin sitoplazmasinda ve ektoplasental koni hiicrelerinin bulundugu bolgede
¢ok kuvvetli siddette ifadesine rastlanmistir. Primer desidual zonda kuvvetli bir
ifadeye sahipken sekonder desidual zon ve bazal zonda ¢ok kuvvetli ifadesi oldugu
saptanmistir (Sekil 4.51 A-B-C). Mezometrial desidua bdlgesinde bulunan kan
damarlar1 endotelinde ve bazal zonda kuvvetli ekspresyon goriilmiistiir. Bazal zonda

bulunan stromal hiicrelerde ¢ok kuvvetli ekspresyon varlig1 saptanmaistir.

Angiopoietin-1; gebeligin 9,5. giinlinde antimezometrial desidual bolgede bulunan
embriyo bolgesinde trilaminar disk hiicrelerinin sitoplazmasinda ve dev trofoblast
hiicrelerinin sitoplazmasinda c¢ok kuvvetli siddette ifadesi oldugu goriilmiistiir.
Reichert membrani ve ektoplasental koninin bulundugu alanda kuvvetli ekspresyonu
izlenmistir. Primer desidual zonda Amg-1 kuvvetli immiin reaksiyon verirken
sekonder zonda orta dereceli, bazal zonda ise ¢ok kuvvetli derecede bir immiin
reaksiyon verdigi saptanmistir (Sekil 4.52 A-B-C-E). Mezometrial desidua
bolgesinde bulunan kan damarlar1 endotelinde kuvvetli ekspresyon goriilmiistiir.
Bazal zonda orta dereceli bir immiin lokalizasyon goriiliirken bazal zonda bulunan
stromalar hiicrelerin sitoplazmasinda c¢ok kuvvetli immiin lokalizasyonu oldugu

goriilmiistiir.

Ve-kadherin (Cdh5); gebeligin 9,5. giiniinde antimezometrial desidua bolgesinde

bulunan embriyo bolgesinde bulunan trilaminar disk hiicreleri, Reichert membrani ve

105



dev trofoblast hiicrelerinin sitoplazmasinda kuvvetli bir ekspresyon s6z konusu iken
ektoplasental koninin bulundugu alanda orta siddette ekspresyon varlig1 goriilmustiir
(Sekil 4.53 E). Primer desidual zon, sekonder desidual zon ve bazal zonda kuvvetli
immiin reaksiyon goriilmiistiir (Sekil 4.53 A-B-C). Mezometrial desidua bdlgesinde
bulunan kan damarlar1 endotelinde, bazal zonda ve bazal zonda bulunan stromal

hiicrelerde kuvvetli pozitif immiin reaksiyon saptanmaistir.

AMD

AMD

ey I e —r—
Sekil 4.48. Gebeligin 9,5. gliniinde Wnt3 immiinolokalizasyonlar (A,B,C,D,E,F).
(AMD: Antimezometrial desidua; MD: Mezometrial desidua; EB: Embriyo bolgesi;
TD; Trilaminar disk; RM: Reichert membrani; GTC: Dev trofoblast hiicreleri; EPC:
Ektoplasental koni; PDZ: Primer desidual zon; SDZ: Sekonder desidual zon; BZ:
Bazal zon; KD: Kan damarlari; SH: Stromal hiicreler)

106



Bl pl -

Sekil 4.49. Gebeligin 9,5. gliniinde Wnt7a immiinolokalizasyonlar1 (A,B,C,D,E).
(AMD: Antimezometrial desidua; MD: Mezometrial desidua; EB: Embriyo bolgesi;
TD; Trilaminar disk; RM: Reichert membrani; GTC: Dev trofoblast hiicreleri; EPC:
Ektoplasental koni; PDZ: Primer desidual zon; SDZ: Sekonder desidual zon; BZ:

Bazal zon; KD: Kan damarlari; SH: Stromal hiicreler)
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Sekil 4.50. Gebeligin 9,5. gliniinde S-katenin immiinolokalizasyonlari
(A,B,C,D.E,F,G). (AMD: Antimezometrial desidua; MD: Mezometrial desidua; EB:
Embriyo bolgesi; TD; Trilaminar disk; RM: Reichert membrani; GTC: Dev
trofoblast hiicreleri; EPC: Ektoplasental koni; PDZ: Primer desidual zon; SDZ:
Sekonder desidual zon; BZ: Bazal zon; KD: Kan damarlari; SH: Stromal hiicreler)
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Sekil 4.51. Gebeligin 9,5. gliniinde E¢-/ immiinolokalizasyonlar1 (A,B,C,D,E,F,G).
(AMD: Antimezometrial desidua; MD: Mezometrial desidua; EB: Embriyo bolgesi;
TD; Trilaminar disk; RM: Reichert membrani; GTC: Dev trofoblast hiicreleri; EPC:
Ektoplasental koni; PDZ: Primer desidual zon; SDZ: Sekonder desidual zon; BZ:
Bazal zon; KD: Kan damarlari; SH: Stromal hiicreler)
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Sekil 4.52. Gebeligin 9,5. giinliinde Ang-1 immiinolokalizasyonlar1 (A,B,C,D,E.F,G
H). (AMD: Antimezometrial desidua; MD: Mezometrial desidua; EB: Embriyo
bolgesi; TD; Trilaminar disk; RM: Reichert membrani; GTC: Dev trofoblast
hiicreleri; EPC: Ektoplasental koni; PDZ: Primer desidual zon; SDZ: Sekonder
desidual zon; BZ: Bazal zon; KD: Kan damarlari; SH: Stromal hiicreler)
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Sekil 4.53. Gebeligin 9,5. giiniinde Cdh5 immiinolokalizasyonlar (A,B,C,D,E,F).
(AMD: Antimezometrial desidua; MD: Mezometrial desidua; EB: Embriyo bolgesi;
TD; Trilaminar disk; RM: Reichert membrani; GTC: Dev trofoblast hiicreleri; EPC:
Ektoplasental koni; PDZ: Primer desidual zon; SDZ: Sekonder desidual zon; BZ:

Bazal zon; KD: Kan damarlari; SH: Stromal hiicreler)
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4.3. Real-Time PZR Uygulamalar

Real-Time PZR, kontrol ve deney grubu uterus dokularinda Wnt3, Wnt7a, f-katenin,
ET-1, Ang-1 ve VE-kadherin transkriptlerinin genel diizeylerindeki degisiklikleri
degerlendirmek i¢in kullanild1 ve referans gen olarak GAPDH ile normalizasyon
saglandi. Uterus dokularindan alinan cDNA 6rneklerinden Wnt3, Wnt7a, -katenin,

ET-1, Ang-1 ve CdhS primerleri ile yapilan Real-Time PZR sonrasi elde edilen Ct

degerleri Tablo 4.8’de gosterilmistir.

Tablo 4.8. Wnt3, Wnt7a, B-katenin, ET-1, Ang-1 ve VE-kadherin proteinlerinin
Ostrus siklusu ve gebelik glinlerine ait ct degerleri

Deney Grubu Kontrol Grubu (Ostrus Siklusu)
GEN/EVRE 7,? . 8,% 9,§ ; Proostrus Ostrus Metadstrus Didstrus
GUN GUN GUN
Wnt3 24,07 31,06
Wnt7a 45,75 34,08 31,59
-katenin 22,77 20,84
ET-1 33,05 33,11 30,56 23,54 30,89
Cdh5 23,84 24,68 32,22
Ang-1 30,21

Ct degerleri: (18-24) = kirmizi, (24-30) =

Real-Time PZR reaksiyonu sonucunda kontrol ve deney grubundaki her gen i¢in

, (30-34) > yesil, (ct >34) = mavi

spesifik amplifikasyon egrileri gozlendi (Sekil 4.54-4.57).
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Amplification
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Sekil 4.54. Gebelik giinlerindeki GAPDH, p-katenin, ET-1 ve Wnt7a genlerinin
amplifikasyon egrileri (GAPDH: gri; p-katenin: yesil; Edn-1: kirmizi; Wnt7a: mor)

Devam eden gebelik giinlerinde;

e Wnt7a geninin ekspresyonuna bakildiginda 7,5. giin gebe uterusunda ifadesi
izlenmezken, 8,5 giindeki ekspresyonu 9,5. giine gore karsilastirildiginda
2.41 katlik artis oldugu goriilmiistiir.

e [-katenin geninin ekspresyonuna bakildiginda devam eden gebelik giinlerinde
stirekli bir artis oldugu ve 9,5. giinde en yiiksek ifadesine ulagsmistir. 7,5.
giinden 8,5. giine dogru gidik¢e 5.06 katlik bir artis oldugu 8,5. giinden 9,5.
giine dogru ise 5.2 katlik bir artis izlenmistir.

o ET-1 gen ifade dilizeyinde 7,5. glinden 8,5. giline dogru gidildikce
ekspresyonunda 1.06 katlik bir azalma s6z konusu iken, 9,5. giindeki gen

ifade diizeyi 7,5. giine gore 5,85 katlik artis oldugu saptanmustir.
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Sekil 4.55. Ostrus siklusundaki GAPDH, p-katenin, ET-1 ve Wnt7a genlerinin
amplifikasyon egrileri (GAPDH: gri; p-katenin: yesil; Edn-1: kirmizi; Wnt7a: mor)
Kontrol grubu olan 6strus siklusuna baktigimiz zaman;

e Ostius siklusu Real-Time PZR bulgularma bakildiginda en yiiksek
ekspresyon oraninin metadstrus evresinde en diisiik ifade seviyesi ise
diostrus evresinde karsimiza c¢ikmaktadir. Prosdstrus evresinden Ostrus
evresine gidildik¢e ekspresyon ifadesinde 16.11 katlik bir artis goriilmiistiir.
Ostrus evresinden metadstrus evresine gidildikce 1,24 katlik artis oldugu
goriilmiistiir. Metadstrus evresinden didstrus evresine gidildiginde Wnt 7a
ekspresyon ifadesinde 93.7 katlik bir azalma s6z konusudur.

e [f-katenin geni Real-Time PZR bulgularindaki ekspresyon seviyelerine
bakildiginda, en yiiksek ifade seviyesinin metadstrus evresinde oldugu
goriilmiistiir. Ostrus siklusu déngiisii boyunca didstrus, prodstrus, Ostrus
evrelerinden metadstrus evresine dogru sirasiyla gidildik¢e B-katenin
ekspresyonunun giderek arttigi goriilmiistiir. Proostrus evresi didstrusa gore
5.06 kat oraninda bir ekspresyona sahipti. Ostrus evresinde B-katenin
ekspresyonu proodstrusa gore 3.89 kat daha fazla eksprese olmustur.
Metaostrus evresindeki ekspresyonu Ostrus evresine gore 2,4 kat daha fazla
eksprese olmustur.

e FET-1 o6strus siklusu boyunca en yiiksek ekspresyonunu ostrus evresinde
verdigi goriilmiistiir. Burdan yola ¢ikarak Ostrus evresine gore karsilastirma
yapildiginda, Ostrus evresinde ET-1’in prodstrus evresine gore 32,22 kat

daha fazla eksprese oldugu goriilmiistiir. Metadstrus evresi Ostrus evresiyle
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karsilagtirildiginda  ekspresyonunda 19.29 katlik bir azalma oldugu
goriilmiistiir. Ostrus evresi, didstrus evresine gore karsilastirildiginda strus

evresinde E7-1 163,14 kat daha fazla eksprese oldugu saptanmistir.

Amplification
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Sekil 4.56. Gebelik giinlerindeki GAPDH, Cdh5, Ang-1 ve Wnt3 genlerinin
amplifikasyon egrileri (GAPDH: gri; Cdh5: kahverengi; Ang-1: sar1; Wnt3: mavi)

Devam eden gebelik giinlerinde;

e Wnt-3 geninin devam eden gebelik gilinlerinde sirasiyla 7,5., 8,5. ve 9,5.
giinlerde ifade seviyesinin giderek arttig1 goOriilmiistir ve en yiiksek
ekspresyon seviyesine 9,5. gilinde ulagmistir. Buna goére kiyaslama
yapildiginda 7,5. giinden 8§,5. giine dogru gidildiginde Wnt-3
ekspresyonunun 1.38 kat arttigr gorilmiistiir. 8,5. glinden 9,5. giine
gidildiginde ise 16 katlik bir artis oldugu gézlemlendi.

e Ang-1 geni devam eden gebelik giinlerinde ekspresyon seviyesinde siirekli bir
artis oldugu gozlemlendi ve en yiiksek ifade seviyesine 9,5. giinde ulastigi
goriildli. Buna bir gore oranlama yapildiginda, 7,5. giinden 8,5. giine dogru
gidildik¢e ifade diizeyinde 5.93 katlik bir artis oldugu goriildii. 8,5. glinden
9,5. giine dogru gidildik¢e de 4.89 katlik bir artis oldugu hesaplanmustir.

o Ve-kadherin (Cdh5) geninde Ang-1 ve Wnt-3 gibi devam eden gebelik
giinlerinde ekspresyon seviyesinde siirekli anlamli bir artis oldugu

goriilmiistlir ve en yiiksek ifade seviyesine 9,5. giinde ulagmistir. Buna gore
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Cdh5 geninin devam eden gebelik giinlerindeki oranlarina bakildiginda 7,5.
giinden 8,5. giine dogru gidildiginde 2,56 katlik bir artis oldugu izlendi.
8,5.glinden de 9,5. giine dogru ise 9.71 kat Cdh5 ifadesinde artis

gorilmiistr.

Amplification
———
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Sekil 4.57. Ostrus siklusundaki GAPDH, Cdh5, Ang-1 ve Wnt3 genlerinin
amplifikasyon egrileri (GAPDH: gri; Cdh5: kahverengi; Ang-1: sar1; Wnt3: mavi)

Ostrus siklusundaki Ang-1, Cdh5 ve Wnt3 genlerinin ifade seviyesine baktigimiz

zaman,

e Wnt-3 geni Ostrus siklusu bulgularinda en yiiksek ifade seviyesinin prodstrus

evresinde ulastigi goriilmiistiir. En diistik Ostrus siklusunda oldugu
gorilmistiir. Oranlara bakildiginda prodstrus evresinden Ostrus evresine
gidildiginde ekspresyon ifadesinde 4.95 katlik bir azalma goriildii. Ostrus
evresinden metadstrus evresine dogru gidildikce 1.79 katlik bir artis
izlenirken, metadstrus evresinden didstrus evresine gidildik¢ede 1.62 katlik

bir azalma goriilmiistiir.

e Ang-1 genin Ostrus siklusunda ifade diizeyi en yiiksek metadstrus evresinde

oldugu, en diisiik ise Ostrus evresinde oldugu goriilmiistiir. Buna Ostrus
siklusu sirasmna gore oranlama yapildiginda prodstrus evresinden Ostrus
evresine gidildik¢ce Ang-1’in ifade diizeyinde 3.01 katlik bir azalma oldugu

goriildii. Ostrus evresinden metadstrus evresine dogru gidilirken 3.11 katlik
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bir artig oldugu saptandi. Metadstrus evresinden didstrus evresine
gecildiginde ise 1.09 katlik bir azalma s6z konusudur.

o Ve-kadherin (Cdh5) geni Ostrus siklusu bulgularina bakildiginda en yiiksek
ifade seviyesine metadstrus evresinde ulagsmis olup, en diisiik ifade
seviyesine ise diostrus evresinde ulagsmis oldugu goriildii. Siklus dongiisiinii
takiben oranlara bakildiginda, prodstrus evresinden Ostrus evresine
gidildikge 1.1 katlik bir artis goriildii. Ostrus evresinden metadstrus evresine
gecildiginde 11.31 kathk bir artis oldugu goriilmistir. Metadstrus
evresinden didstrus evresine dogru gidildikcede 186.1 katlik azalma oldugu

gorilmistir.
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5. TARTISMA

Implantasyon siireci embriyo ile endometriumun karsilikli iyi bir etkilesimini
gerektirir. Genel olarak, apozisyon ve adezyon asamalari implantasyon penceresi
sirasinda gergeklestirilirken, invazyon agsamasi ge¢ sekretuar fazda meydana gelir.
Embriyo ve reseptif endometrium arasindaki etkilesim; sitokinler, biiylime faktorleri,
hormonlar ve hiicre adezyon molekiilleri tarafindan yonetilir. Insan ve memeli
implantasyonunda Onemli siireglerden biride eksitator ve inhibitér faktorlerin
etkisinde sikica denetlenen anjiogenezdir. Bu siireclerin ¢ogunda iki kilit diizenleyici
olarak ostrojen ve progesteronun rolii oldugu bilinmektedir. Bu iki steroidal hormon,
genlerin ifadesini degistirerek molekiiler olarak implantasyon ve plasentasyon

stireclerini yonetir (Karizbodagh vd., 2017).

Mevcut vaskiiler yapilardan yeni kan damarlarinin olusumunu ifade eden anjiogenez
endotel hiicrelerinin aktivasyonunu ve proliferasyonunu, bazal membranlarin
degradasyonunu, c¢evredeki ekstraseliiler matriks boyunca migrasyonu ve damarin
olgunlagsmasini igerir (Carmeliet, 2003). Embriyogenezin haricinde, yetigkinlerin
cogunda yaralanma olmadig1 siirece fizyolojik anjiyogenez olusmaz. Bununla
birlikte, disi iireme sistemi normal anjiyogenezin meydana geldigi bolgedir ve
embriyo implantasyonunun yami sira menstrual dongiide de temel bir siirectir.
Endometrial anjiyogenez, arkuat arterlerden kaynaklanan son arteriollerle
gerceklestirilir. Menstrual siklus sirasinda proliferatif fazin erken evrelerinde, bu
arterioller diizdiir, fakat dongii sekretuar faza dogru ilerledikce, bu arterioller dilate
olur ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinin diizensizligiyle diisiik direngli vaskiiler aga

dontistirler (Kam vd., 1999).

Bu calismada peri-implantasyon déneminde sican endometriumunun kanonikal Wnt
B-katenin yolaginin bazi proteinleri ile normal damar fizyolojisi ve plasentasyon
siireclerinde rol alan baz1 temel proteinlerin (Ang-1, Et-1, VE-kadherin)
immiinfloresan dagilimlar1 ve Real-Time PZR ile ifade seviyeleri arastirildi.
Bulgularimiz, tiim bu proteinlerin 6nemli spesifik fonksiyonlar gosterdigini
desteklemekle birlikte, oOzellikle kanonikal Wnt proteinlerinden bazilarinin
anjiogenik faktorlerle es lokalizasyonu ve up-regiilasyonlart bu bagimsiz gibi

gorliinen proteinler arasindaki iliskiyi gostermemiz agisindan Onemli olabilir. Bu
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hipotezimizi desteklemek i¢in, daha ileri molekiiler yontemlerin kullanimi gerekliyse
de mevcut ¢alismanin bu iliskiyi tartismaya agmasi 6nemlidir. Bu hipotezimiz diger
dokulardaki az sayida ¢alisma ile desteklenmis gdziikmektedir. Ornegin beyinde Wnt
sinyallerinin yoklugunda prematiir Sphingosine-1 fosfat reseptor (S1P1) hiicre-hiicre
baglantilarinda VE-kadherin ve ESAMA’y1 (Endotelyal hiicre secici adezyon
mokekiilii A) disiirdiigii, boylece Wnt sinyallerinin 6nemli bir modiilatorii

olabilecegini ileri siiriilmiistiir (Hiibner vd., 2018).
Wnt-f Katenin Sinyal Yolag:

Wnt sinyali ve implantasyon arasindaki iliski, Wnt ailesi {iyelerinin implantasyondan
once hem erken embriyonik gelisimde hem de endometriumun degismesi icin kritik
oldugunu ortaya koymaktadir. Spesifik Wnt sinyal yolu iiyelerinin, tireme hormonlari
tarafindan kontrol edilen endometriumdaki siklik degisikliklerin yan1 sira,
desidualizasyon ve endometrial bez olusumu gibi uterin olaylar i¢in kritik oldugu

gosterilmigtir. (Cadigan vd., 1998).

Wnt3, primitif ¢izgi olusumu ve gastrulasyonda onemli rolleri olan, farelerde
posterior visseral endodermde ifade edilen ve epiblastta ifade seviyesi belirgin olan
bir Wnt sinyal molekiiliidiir (Rivera-Perez ve Magnuson, 2005). Visseral
endodermden tiiretilen Wnt3'iin, primitif ¢izgi olusumunda indiiktif bir rol oynadig1
hipotezini desteklemek i¢in, embriyodaki epiblast i¢inde susturulan Wnt3'in, ilkel
cizgiyi olusturabildigini ve kisa bir silire sonra gelisemese de gastrulasyonu
baslatabildigini géstermistir (Tortelote vd., 2013). Sasirtict bir sekilde, Wnt3-epiblast
mutant embriyolarinda, Wnt3 mRNA’s1 gecici olarak posterior visseral endodermde
bulunur; bu, posterior visseral endodermden Wnt3 sinyalinin, gastrulasyonun
baslamasindan sorumlu oldugunu diisiindiirmektedir (Tortelote vd., 2013). Yoon ve
arkadaglar1 (2015) ayrica posterior visseral endodermdeki Wnt3 fonksiyonunun
primitif ¢izginin olusumunda gerekli olup olmadigini belirlemek i¢in, Transthyretin-
Cre farelerini (TtrCre) kullanarak visseral endodermde Wnt3'li inaktif etmislerdir.
Buna gore, sadece visseral endodermde Wnt3 bulunmayan embriyolarin, primitif
cizgiyi belirledigini gostermektedir. Wnt3 ek olarak epiblastta da etkisiz hale
getirilirse, bu etkinin daha da arttigim1 belirtmislerdir. Bu sonuclardan posterior

visseral endodermdeki Wnt3 fonksiyonunun embriyo gelisimi igin ge¢ilmez
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oldugunu ve primitif ¢izgi ve gastrulasyon olusumunu diizenledigi sonucuna
varmiglardir. Sonuglar ayrica anterior visseral endodermin, Wnt3 sinyalinin
embriyonun On tarafina yayilmasinin engellenmesinde rol oynadigini ve primitif
¢izginin epiblastin kars1 tarafin1 sinirladigini gosterdigini belirlemislerdir (Yoon vd.,

2015).

Calismamizda, gebeligin 7,5. glinlinde embriyoda yukarda tanimlanan bolgede Wnt3
ifade seviyesinin orta siddette oldugu goriilmiistiir. Ayrica gebeligin 8,5. ve 9,5.
giintinde gozlenen GTC ve EPC hiicrelerinin sitoplazmasinda ise Wnt3 ekspresyon
diizeyinin kuvvetli oldugu belirlenmistir. Gebeligin 7,5. ve 9,5. giinlerinde embriyo
bolgesinin c¢evresinde yer alan primer desidual zon bdlgesinden sekonder desidual
zon ve antimezometrial bazal zona dogru gidildikge kuvvetli bir sekilde artan
ekspresyon varliginin s6z konusu oldugu, 8,5. giinde ise primer desidual zonda
kuvvetli immiinreaktivite gosterdigi, sekonder ve antimezometrial bazal zon
bolgesinde ise ifade seviyesinin azaldigr belirlenmistir. Mezometrial bolgeye
baktigimiz zaman ise ¢aligmada belirlenen gebeligin biitiin glinlerinde mezometrial
bazal zonda kan damari endoteli ve bu bodlgede yer alan faklilasmamis stromal
hiicrelerinde kuvvetli ekspresyonlar gosterdigi gozlenmistir. Real-Time PZR
bulgularinda Wnt3 proteininin artan gebelik bagli olarak siirekli artis gosterdigi ve
9,5. giinde ¢ok yiiksek bir ifade seviyesine ulastig1 tespit edilmistir. Caligmamizin
sonuglarina gére, Wnt3’iin sadece gastrulasyon ve primitif ¢izgi olusumunda yer
almadigi, ayrica implantasyon, desidualizasyon ve plasentasyon olaylarinda da

onemli roller iistlendigi diistiniilmektedir.

Bui ve arkadaslart (1997), yaptiklar1 calismada Wnt2, Wnt3, Wnt4 ve Wnt5a
mRNA'larmin normal endometrial hiicrelerde yiiksek seviyede eksprese edildigini
bulmuslardir. Ayrica yapilmis olan caligmada ayni normal endometrial dokularda
Wnt7a ve Wnt7b'yi analiz etmislerdir. Menstrual dongiiniin sekretuar fazinda elde
edilen normal bir endometrial dokunun cok giiclii bir Wnt7a ifadesi iirettigini
belirlemiglerdir. Bu sonuglarin, insan Wnt genlerinin bir alt kiimesinin (Wnt2, 3, 4 ve
5a), hem in vitro hem de in vivo olarak endometriumun normal ve malignite durumu
arasinda ortak bir mRNA ekspresyon modeli sergiledigini gdsterdigini tespit

etmiglerdir. Yaptigimiz calismada, sigan Ostrus siklusu immiinfloresan bulgularimiz
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dogrultusunda; Ostrus siklusunda sican uterusunda Wne3‘lin immiinolokalizasyonu
degisiklik gostermektedir. Luminal epitel bolgesinde Wnt3 immiinreaktivitesi
cogunlukla orta seviyede bir ekspresyon gostermistir. Ostrus siklusunun prodstrus ve
metadstrus evrelerinde endometrial bez epiteli bolgesinde zayif ekspresyon
izlenirken, Ostrus ve didstrus evresinde ise orta kuvvette bir ekspresyon izlenmistir.
Evrelerin tamaminda subluminal stromadan bazal stromaya dogru gidildikce
Wnt3’iin artan immiinolokalizasyon goriildii. Ostrus evresinin sirasiyla prodstrus,
Ostrus, metadstrus evrelerinde kan damari endotelinde kuvvetli ve ¢ok kuvvetli

immiinolokalizasyon goriiliirken didstrus evresinde orta siddetlere kadar azalmistir.

Tulac ve arkadaglar1 (2003) ayrica Wnt3’iin de yer aldigt Wnt proteinleri,
reseptorleri, inhibitorleri ve asagi-akim efektorlerini (B-katenin gibi) arastirmislardir.
Calismalarinin sonuglarina gére Wnt3 proteinin proliferatif fazda sekretuar faza gore
anlaml bir sekilde yukari-regiile edildigini (4.7 kat artis) gézlemlemislerdir. Bizim
calismamizda Ostrus siklusu Real-Time PZR bulgularinda Wat3’{in biitiin evrelerdeki
ifade seviyesi birbirine yakin olmakla birlikte en yliksek ifade diizeyinin Ostrojen
hormunundan kaynakli oldugunu diisiindiigiimiiz prodstrus evresinde oldugu
goriilmiistiir. Ostrus, metadstrus ve didstrus evreleriyle karsilastirildiginda sirasiyla

4.95, 1.43 ve 2.32 kat oranla daha fazla artis oldugu belirlenmistir.

Bu sonuglara gére Wnt3’iin 6strus siklusu dénemleri boyunca etkili oldugu ve bu
evrelerde endometriumun farkli boélgelerinde farkli ifade seviyeleri gosterdigi
sonucuna ulagilmistir. Bu da Wnt3’lin sadece implantasyon siirecindeki Onemli
rollerinin yam1 sira implantasyon Oncesi donemde de etkili oldugunu

diistindiirmektedir.

Whnt7a’nin ekspresyon paterni, kadin lireme sisteminin geligimi sirasinda dinamiktir.
Wnt7a, dogum oOncesi Miiller kanalinin epiteli boyunca eksprese edilir, ancak
dogumdan sonra ve erigkinlerde tuba uterina ve uterin luminal epitel ile sinirh kalir.
Yetigkin uterustaki glandular epitelde veya yetiskin vajinanin epitelinde ise ifade

edilmez (Miller ve Sassoon, 1998).

Onceki calismalar, Wnt-7a mutant disi farelerin kisir oldugunu ortaya cikarmistir

(Parr ve McMahon, 1995). Wnt-7a mutant uterusu, vajina etkilenmemis gibi goriinse
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de, aynm1 yastaki heterozigot benzerlerinden daha kiigiik ve daha incedir (Parr ve
McMahon, 1995). Miller ve Sassoon (1998) yaptiklart c¢aligmada, disi lireme
kanalinda Wnt7a eksikliginin gelisimsel sonuglarini incelemislerdir. Tuba uterinanin
anterior uterustan net bir sinirlama ile ayrilmadigin1 ve uterin boynuzun birkag
hiicresel ve molekiiler 6zelligini elde ettiini gozlemlemislerdir. Ek olarak, Wnt7a
mutant uterusun, uterin bezleri olusturmadigini tespit etmiglerdir. Tuba uterina ve
uterusta gozlenen degisikliklere, dogum sonrasi Hoxa-10 ve Hoxa-11 ifade kaybinin
eslik ettigini; bu durumda da Wnt-7a'nin, erken Hoxa gen ekspresyonu i¢in gerekli
olmadigini, ancak ekspresyonun siirdiiriilmesi i¢in O6nemli oldugunu ortaya
koymuslardir (Miller ve Sassoon, 1998). Bu sonuglarin, Wnt-7a'nin epitelden sinyal
gondermesini saglayan bir mekanizmanin, disi iireme sisteminin anterior-posterior ve
radyal eksenleri boyunca farkli hiicresel populasyonlarin molekiiler ve morfolojik

siirlarint korudugunu gosterdigini agiga ¢ikarmislardir.

Tulac ve arkadaglar1 (2003) spesifik primerler kullanarak yaptiklar1 Real-Time PZR
deneylerinde insan endometriumunda Wnt-2, Wnt-3, Wnt-4, Wnt-5a, Wnt-7a, Wnt-
8b, Fz-6, LRP-6, FrpHE, Dkk-1, Dvl-1, GSK-3B ve p-katenin ifadesini
gostermislerdir. Bu proteinlerin arasindan Wnt-2, Wnt-4, Wnt-5a, Wnt-7a, GSK-3,
p-katenin, LRP-6, Fz-6 ve Dvl-1’in proliferatif ve sekretuar faz endometriyumunda
esit sekilde eksprese edildigini bulmuslardir. Ayrica Wnt-7a’nin sadece insan
endometriumundaki luminal epitel hiicreleri tarafindan eksprese edildigini
belirtmislerdir. Bizim c¢alismamizda Real-Time PZR sonuglarmma goére Wnt7a’nin
Ostrus siklusunu takiben prodstrus, dstrus ve metadstrus evrelerine dogru gidildikce
ifade seviyesinin arttig1 ve en yiiksek ifade seviyesine metadstrus evresinde ulastigi

belirlenmigtir. Didstrus evresinde en diisiik ifade seviyesine ulastigi goriilmiistiir.

Wnt7a’dan yoksun yetigkin fareler canli, ancak kisirdir ve hipoplastik uterin
boynuzlari ve bir vajinal septum yolunu igeren disi Ureme kanalinda
malformasyonlar gosterir (Miller ve Sassoon, 1998; Parr ve McMahon, 1998).
Wnt7a’dan yoksun disi fareler, dogum sonrasi gelisim sirasinda uterin boynuzunun
antero-posterior ve radyal eksenleri boyunca anormal morfogenezi gosterir (Miller
vd., 1998). En belirgin 6zelligi, normal olarak LE'den tiiretilen uterin bezlerinin

olmamas1 ve mezenkimal tiirevli uterin stromadaki bir azalmadir, béylece mevcut
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fakat azalmis ve diizensiz olan miyometriumun i¢ dairesel ve dis uzunlamasina
katmanlar1 endometrial LE'ye ¢ok daha yakindir. Boylece, Wnt7a'nin yoksunlugu
durumunda, uterusta hem epitelyal hem de mezenkimal farklilasma bozulur.
Wnt7a'nin ablasyonu fetusta paramezonefrik kanal farklilagsmasinin bozulmasina yol

acmaktadir (Miller ve Sassoon, 1998).

Hayashi ve arkadaglar1 (2011) yaptiklar1 ¢calismada, Wnt gen ailesinin alt1 {iyesinin
ifadesini (Wnt4, Wnt5a, Wnt7a, Wnt7b, Wntll ve Wntl6) yenidogan fare
uterusunda tanimlamislardir. Carta ve Sassoon (2004), kadin iireme kanallarinda
yiiksek diizeyde eksprese edilen WNT gen ailesinin ii¢ iiyesini tanimlamislardir
(Wnt4, WntSa ve Wnt7a). In situ hibridizasyon kullanan az sayidaki ¢alismada,
Wnt7a mRNA'sinin sadece epitelyal hiicrelerde eksprese edildigi gosterilmistir
(Mericskay vd., 2005; Carmon ve Loose, 2008). Ingaramo ve arkadaslar1 da (2016)
yaptiklar1 ¢alismada, Wnt7a ekspresyonunu immiinohistokimya ile protein diizeyinde
degerlendirmislerdir. Gaetje ve arkadaslar1 (2007) ile uyumlu olarak, Ingaramo ve
arkadaslarinin (2016) sonuglart Wnt7a proteininin epitelyal (luminal ve glandular) ve
stromal hiicrelerin ¢ekirdeklerinde ifade edildigini gostermistir. Yaptigimiz
caligmada, Wnt7a’nin luminal epitel ve glandular epitelde prodstrus, Ostrus ve
metadstrus evrelerinde orta siddette bir ekspresyon ifadesi gozlenirken, didstrus
evresinde ifade seviyesinin azaldig1 belirlenmistir. Endometrial stroma bolgesinde,
subluminal stromadan bazal stromaya dogru gidildik¢e biitiin evrelerde Wnt7a
immiinreaktivitesinin artis gosterdigi tespit edilmistir. Ayrica bu bolgede yer alan
kan damarlarinin endotel kisminda da c¢ogunlukla kuvvetli bir ekspresyon

gOriilmiistiir.

Wnt7a ayrica endometrial reseptivite, implantasyon ve desidualizasyonda da olduk¢a
Oonemli bir Wnt sinyalleme molekiiliidiir. Hayashi ve arkadaslari (2009) yaptiklar
caligmada, gebeligin peri-implantasyonu sirasinda fare uterusunda Wnt ve Fzd gen
ekspresyonundaki degisiklikleri kapsamli bir sekilde analiz etmislerdir. implantasyon
sirasinda uterusta Wnt4, Wnt5a, Wnt7a, Wnt7b, Wntl1, Wntl6, Fzd2, Fzd4 ve Fzd6
ekspresyonlarini saptamislardir. Wnt4 mRNA’sinin, desidua bolgesinde en fazla
miktarda bulunurken, Wnt5a mRNA’sinin, desidualizasyon sirasinda mezometrial

desidua ile smirlandirildigini  goézlemlemislerdir. Wnt7a, Wnt7b ve Wntll
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mRNA'larmin ise endometrial epitelde bolca tespit edildigini tespit etmislerdir.
Wnt7a mRNA’smin, 1. giinde LE'de tespit edildigi; ekspresyonun 4. giin boyunca
kuvvetli kaldigi ve 5. giinde implantasyon odasi dahil LE'deki bolca arttigini
belirlemislerdir. Mohamed ve arkadaglar1 (2005) ise implantasyon sirasinda niikleer
B-katenin aktivasyonunun implantasyon sirasinda meydana geldigini ve Wnt/p-
katenin sinyallemesi yoluyla Wnt7anin o6zellikle implantasyon tepkilerini
tetiklemede etkili oldugunu gostermistir. Bu nedenle, bu sonuglar LE'deki Wnt7a'nin,
kanonikal ~Wnt/B-katenin  sinyallemesi yoluyla desidualizasyon isleminin
baslatilmasini diizenleyen blastosist-uterin etkilesimleri i¢in kritik bir faktor
oldugunu destekledigi sdylenebilir. Gergekten de, Wnt7A, kanonikal Wnt/B-katenin
yolu ile koyun trofoektoderm hiicrelerinin proliferasyonunu uyarir (Hayashi vd.,
2007). Bizim ¢alismamizda, Wnt-7a’nin devam eden gebelik giinlerinde 7,5. giinde
antimezometrial alanda bulunan embriyo bolgesinde orta siddette bir
immiinreaktivite goriiliirken embriyonun ¢evresindeki primer desidual zonda
kuvvetli oldugu, sekonder desidual zon ve antimezometrial bazal zona dogru
gidildik¢e de giderek azalarak zayif bir immiinreaksiyon gosterdigi bulunmustur.
Gebeligin 8,5 giiniinde antimezometrial desidual alanda bulunan primer desidual zon
bolgesinden sekonder desidual zon ve antimezometrial bazal zona dogru gidildik¢e
azalan bir immiinreaksiyon goriildii. Gebeligin 9,5. giiniinde ise antimezometrial
desidual zonda bulunan primer desidual zondan sekonder desidual zon ve
antimezometrial bazal zona dogru gidildik¢e primer ve sekonder desidual zonda orta
siddette bazal zonda ise kuvvetli Wnt-7a’nin kuvvetli bir ifadesine rastlanmistir.
Calisilan belirli gebelik giinlerinin tiimiinde mezometrial bdlgede bulunan kan
damarlar1 endotelinde, mezometrial bazal zon ve bazal zonda bulunan ¢ogunlukla
farklilasmamis stromal hiicrelerde Wnt7a proteinin kuvvetli siddette eksprese oldugu
gozlemlendi. Ayrica Real-Time PZR ile yapilmis olan ¢alismamizin sonuglaria gore

gebeligin 8,5. glinde en yiiksek ifade seviyesine sahip oldugu gézlemlenmistir.

Wnt genlerindeki bu degisiklikler muhtemelen farelerde implantasyon ve

desidualizasyon sirasinda kritik bir rol oynadigini diisiindiirmektedir.

p-katenin plazma zarinda, sitoplazmada ve c¢ekirdekte bulunabilen, Wnt

sinyallemesinin anahtar aracisidir ve kadherinlerin adherens kavsagi proteinleri ile
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birlegsmesine izin veren bir hiicre-hiicre adezyon molekiilii olarak 6nemli bir role
sahiptir (Potter vd., 1999). Sitoplazmada, B-katenin, adenomatdz polipozis koli-
aksin-glikojen sentaz kinaz 3B kompleksi ile birlesebilir, bu kompleks B-katenin’in
bozunmasmma yol acar (Willert vd., 1999), oysa serbest, baglanmamis ve
fosforlanmamis formdaki fB-katenin formu cekirdege girer ve Wnt hedef genlerini

aktive eder.

Toplam ve fosforile edilmemis (aktif) B-katenin, déllenmis tek hiicreli embriyolardan
blastosistlere kadar her asamada eksprese edilmesine ragmen, bazi ¢aligmalar B-
katenin bagimli yolagin blastosist olusumu icin vazgecilmez olduguna dair kanitlar
sunmaktadir. Yapilan genomik knock-out calismalarinda, heterozigot gecislerden
zigotik  P-katenin  icermeyen fare embriyosunun normalde blastosistler
olusturabildigini ve heterozigot bir anneye implante edildiginde, ancak anterior-
posterior eksen olusumu ve mezodermal bir defektinin yoklugunda kafa yapilarinda
kusur ile birlikte erken implantasyon sonrasi Oliimciill oldugunu gostermistir
(Landeira vd., 2015). Bu zigotik B-katenin-delesyon embriyolarinin blastosist
olusumunun, kismen maternal olarak tiiretilen B-katenin tarafindan kurtarilabilecegi
kanisia varilmistir (Gao ve Chen, 2010). Stepniak ve arkadaslar1 (2009), yaptiklari
calismada p-katenin’in hiicre-hiicre adherens kavsaklarinda kadherinlere (endotelyal
hiicrelerde VE-kadherin ve N-kadherin) baglandigi ve hiicre iskeleti ile
etkilesimlerini stabilize ettigini belirtmislerdir. Bu sekilde, B-katenin’in hiicre-hiicre

yapismasini ve doku biitiinliigiinii stabilize ederek etki ettigini ileri stirmiislerdir.

Fare modellerinde B-katenin’in knock-out’u ya da tamamen susturulmasi, uterus
uygun bez olusumunu azaltmistir. Bu da PB-katenin'in desidualizasyon ve infertilite
icin gerekli bir faktér oldugunu gostermistir (Jeong vd., 2009). Bu arastirmalar,
hormonlar ve biiylime faktorleri dahil olmak {izere farkli sinyal molekiilleri ile
etkilesime girerek desidualizasyonu etkileyen Wnt sinyallesmesinin ligandlar,
reseptorleri, efektorleri ve inhibitorleri oldugunu gostermektedir. Ilging bir sekilde,
hem Wnt ligandlar1 hem de Wnt inhibitorleri, desidualizasyonda indiikleyici rollere
sahiptir. Bu nedenle, spesifik Wnt ligandlarinin, desidualizasyonu tetikledigi ve bu
ligandlarin Wnt inhibitorleriyle inhibisyonunun, desidua indiiksiyonu i¢in gerekli

oldugu oOne siirtilebilir. Dkk-1'in desidual hiicrelerdeki spesifik etkisi tanimlanirsa,
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desidualizasyon sirasinda Wnt ligandlar1 arasinda bir denge oldugu anlasilabilir
(Tepekoy vd., 2015). Bizim ¢aligmamizda, gebeligin ilerleyen giinlerine bagl olarak
B-katenin'in embriyo bolgesinde diizenli bir artis gosterdigi, 6zellikle gebeligin §,5.
ve 9,5. giinlerinde embriyo bolgesinde ve embriyo bolgesini ¢cevreleyen GTC ile EPC
hiicrelerinde olduke¢a kuvvetli ekspresyon siddeti gosterdigi goriilmektedir. Embriyo
bdlgesinin etrafindaki desidual alanlarda da gebeligin ilerleyen giinlerine bagl olarak
antimezometrial bolgede oOzellikle primer desidual zon ve bazal zon ¢ogunlukla
kuvvetli ya da cok kuvvetli ekspresyon diizeyleri sergiledigi gozlenmistir.
Mezometrial bolgede yer alan kisimlarin ¢cogunda ise gebelik giinlerine gére degisen
cogunlukla orta ve kuvvetli siddette ifade diizeyleri izlenmistir. Real-Time PZR ile
ilgili yapmis oldugumuz ¢alismalarin sonucuna gore ilerleyen gebelik gilinlerine bagh
olarak B-katenin ekspresyonunun stirekli artis gosterdigi, ozellikle 8,5. giinden 9,5.
giine dogru gidildiginde bu ifade diizeyinin oldukga yiiksek bir seviyeye ¢iktig

gbzlemlenmistir.

Tulac ve arkadaslari (2003) B-katenin'in endometrial salgi bezinde oldugu kadar
stromal hiicrelerde de eksprese edildigini ve menstrual dongiiniin hem proliferatif
hem de sekretuvar fazlar1 sirasinda bol miktarda ifade edildigini belirlemislerdir.
Ayrica yaptiklart ¢galismanin PZR verileriyle tutarli oldugu kanisina varmislardir. Nei
ve arkadaglar1 da (1999) yaptiklari ¢alismada B-katenin'in menstrual dongiiniin
proliferatif faz sirasinda immiinolokalizasyonunun oldugu, sekretuar faz sirasinda ise

bu boyanmanin azaldig1 sonucuna ulagmislardir.

Bizim calismamizda da yukaridaki ¢aligmalarla tutarli olarak, rat uterusunun Ostrus
siklusu boyunca aliman Orneklerde P-katenin'in luminal epitel ve bez epitel
hiicrelerinin bazo-lateral ve apikal yiizlerinde ¢ok kuvvetli immiinolokalizasyonu
saptanmistir. Subluminal stroma ve bazal stromada Ostrus, metadstrus ve didstrus
evrelerinde zayif siddette immiinolokalizasyon goriiliirtken prodstrus evresinde ise
subluminal stroma ve bazal stromada kuvvetli ekspresyonu oldugu belirlenmistir.
Real-Time PZR bulgularinda ise, B-katenin‘in dstrus siklusunda en yiiksek seviye
ifade edildigi donemin Ostrus ve metadstrus evreleri olmakla birlikte metadstrus

evresinde Ostrus evresine gore 2.4 kat daha fazla eksprese oldugu goriilmiistiir.
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Diostrus evresinde ise, progesteron hormonundan kaynakli oldugunu diisiindiigiimiiz,

en diisiik seviyede oldugu tespit edilmistir.

Endotel hiicre farklilasmasi, spesifik gen ekspresyon programlarini aktive edebilen
bliylime ve farklilagsma faktorlerinin aracilik ettigi ¢evre dokular1 arasindaki iletisime
baghdir. Son zamanlardaki ¢alismalar, Wnt sisteminin embriyodaki vaskiiler
morfogenez ve organa 6zgii endotelyal hiicre farklilasmasindaki Snemli roliiniin
altim1 ¢izmektedir. Wnt sinyal yolu iiyelerinin hem fonksiyon kaybi hem de
fonksiyon kazanim deneylerinin, vaskiiler gelisim ve endotel hiicre spesifitesinin
belirgin degisikliklerine neden oldugu bulunmustur. Ayrica, endoteldeki degistirilmis
Wnt sinyali retinopatiler, pulmoner arteriyel hipertansiyon, inme vb. gibi patolojik
durumlara neden olabilir (Dejana, 2010). Bu alanda devam eden ilerlemeler, bu

hastaliklarin tedavisi i¢in yeni terapdtikler belirleme potansiyeline sahiptir.

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar kanonikal Wnt-f katenin sinyalinin stroma ve
miyometrium (Arango vd., 2005), endometrial bez gelisimi (Jeong vd., 2009),
Ostrojen kaynakli uterin biliytimesi (Hou wvd., 2004) ve yetiskin farelerde
implantasyon (Mohamed vd., 2005) icin mezenkimal farklilagsmasi i¢in gerekli

oldugunu gostermektedir.

Sonuglarimiz, blastosistin endometriumda Wnt bagimli B-katenin sinyalini aktive
ettigini ve bu yolun aktivasyonunun implantasyon i¢in gerekli oldugunu ve bu
parakrin sinyal mekanizmasimin implantasyon i¢in gereken uterus-embriyo
etkilesimlerini  koordine etmede merkezi bir rol oynadigin1 gosterdigini

distindiirmektedir.
Anjiogenik Faktorler

Insan calismalarmin  ¢ogunda oldugu gibi, anjiyogenik biiyiime faktoriiniin
diizenlenmemis genetik ifadesinin, diigiiklerin dogasindan sorumlu olup olmadiginin
kesin olarak belirlenmesi zordur. Kan damari olusumunda rol oynayan iki
mekanizma vardir: vaskiilogenez ve anjiyogenez (Poole ve Coffin, 1989).
Vaskiilogenez, cogunlukla fetal biiyiime ve gelisme sirasinda ortaya ¢ikar (Takahashi
vd., 1999). Anjiyogenez, genellikle tiimér olusumuna yol acan kan damari

olusumunun patolojik bir sekli olarak diisiiniilmektedir, stire¢ VEGF (Flamme vd.,
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1997) gibi biiylime faktorii birikiminden meydana gelir, ancak fizyolojik
anjiyogenez; yara iyilesmesinde, kemik onariminda ve vaskiilogenez ile uyum i¢inde

embriyo implantasyonunda yer alir (Folkman, 1995).
Endotelin-1

Endotelin-1 (ET-1), ilk olarak 1988'de doku Kkiiltiiriinde domuz aortik endotel
hiicrelerinden izole edilen 21 amino asitlik bir peptittir. Peptidin domuz koroner

arterlerinin en giiclii bilinen vazokonstriktorii oldugu gosterilmistir (Yanagisawa vd.,

1988).

Endotelin-benzeri immiinreaktivite (ET-IR), hem endometrium hem de
miyometriumda vaskiiler endotelde ve endometrial-miyometrial kavsaginda en fazla
boyama yogunlugu ile endometrial glandular epitelde lokalize edilmistir (Cameron
ve Davenport, 1992). ET'lerin uterus fizyolojisindeki islevinin daha iyi anlasilmasi,
menstruasyon ve implantasyon bozukluklari ve erken dogum gibi c¢esitli klinik

problemlerin yonetimi i¢cin ET antagonistlerinin kullanilmasina izin verebilir.

Economos ve arkadaglar1 (1992), prepro-ET-1 gen ekspresyonu 6rnegi bulmuslardir.
Daha sonra Kubota ve arkadaslar1 (1995), ET-1’lerin Onciisii olan benzer bir prepro-
ET-1 mRNA'sinin menstrual dongii boyunca insan endometriumunda eksprese
edildigini ve immiinreaktif ET-1'in kiiltiirlenmis endometrial stromal hiicrelerden
salindigin1 gostermislerdir. Bu bulgular, menstrual dongiinlin farkli asamalarinda
insan endometrial hiicreleri tarafindan ET-1'in sentezini ve salimini dogruladigini
gostermektedir. Yaptiklar1 calismada, prepro-ET-1 mRNA'sinin  ekspresyon
seviyesinin menstrual dongiiniin asamasina gore degistigini ve en giiclii ifadenin
menstruasyon ve proliferatif fazlarda goriildiiglinii saptamislardir. Salamonsen ve
arkadaslar1 (1992), insan endometriumunda ET-1'in immiinolokalizasyonunu ve
dongii boyunca diisiik seviyelerde stromal endometrial boyamay1 gézlemlemislerdir.
En gii¢clii boyanmanin ise, sekretuar faz boyunca luminal epitel ve ge¢ sekretuar faz
boyunca glandular epitelde meydana geldigini bildirmislerdir. Kubota ve
arkadaslarinin (1995) verileri ile Salamonsen ve arkadaglar1 (1992) tarafindan
gozlemlenen ET-1'in immiinositokimyasal lokalizasyonu arasindaki farkliliklarin,

deneysel tasarimlardaki farkliliklar ile kismen aciklanabilecegini ve peptitlerin
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immiinositokimyasal lokalizasyonunun, ayni hiicrelerde peptitlerin sentezini her
zaman yansitmadigini diistinmiislerdir (Cameron ve Davenport, 1992). Ek olarak,
mRNA miktar ile protein seviyesi arasindaki iliskinin olmayisi, ET-1'in sekretuar
fazinda hizli bir sekilde par¢alanmasi nedeniyle olabilir. insan endometriumunda
bulunan ve ET'lerin bozulmasimi katalize eden membran metalloendopeptidazin
(MMEP; enkefalinaz) (Vijayaraghavan vd., 1990), plazmadaki progesteron
konsantrasyonu ile oldukc¢a anlamli bir pozitif korelasyon gosterdigi bildirilmistir
(Casey vd., 1991). Diger bir olasilik, prepro-ET-1 mRNA ve ET-1 seviyeleri
arasindaki uyusmazliklarin sekretuar fazi disinda diisiik bir translasyon oranina bagh

olmasidir.

Calismamizda, ET-1’in Ostrus siklusu immiinofloresan yanitlarma goére luminal
epitel ve endometrial glandular epitelin 6zellikle bazal yiizlerinde dstrus siklusunun
prodstrus, Ostrus ve didstrus evrelerinde giiglii ekspresyona sahipken metadstrus
evresinde zayif bir ekspresyona sahip oldugu bulundu. Subluminal stromadan bazal
stromaya dogru gidildiginde Ostrus siklusunun prodstrus ve Ostrus evrelerinde bir
artis gosterdigi goriilirken; metadstrus ve didstrus evrelerinde ise bu ifade
seviyesinin degismedigi, orta siddette bir ekspresyona sahip oldugu belirlenmistir.
Bu gozlemler ET-1’in Kubota ve Salamonsen’in yaptiklar1 caligmalar ile
karsilastirildiginda, sonuglarimizin Kubota ve arkadaglar ile benzer bir uyumluluk
gosterdigini sdyleyebiliriz. ET-1in 6strus siklusu Real-Time PZR verilerine gore en
yiiksek ifade seviyesine Ostrus evresinde ulastifi en diisiik ifade seviyesine ise
didstrus evresinde oldugu saptanmistir. Ostrus evresindeki ekspresyon diizeyinin

oldukea yiiksek bir seviyeye ulastig1 da tespit edilmistir.

Baska bir c¢alismada Ohbuchi ve arkadaglar1 (1995) menstruasyon fazinda
endometrial imminreaktif ET-1’in, proliferatif ve sekretuar fazlarina gore anlaml
olarak arttigini belirlemislerdir. Sekretuar evrede immiinreaktif ET-1, pre-menstrual
evre sirasinda (26-28. giinler) sekretuar evresindeki diger proteine kiyasla (biiyiik
ET-1) artis gosterdigini belirtmiglerdir. Myometriumda ise immiinoreaktif ET-1’in,
proliferatif fazda menstrual ve sekretuar fazlarina gore daha yiiksek oldugunu
bulmuslardir. Tavsan endometrial hiicrelerinin primer kiiltiirlerde ET salgiladig

bildirilmistir. Endotelin esas olarak olgunlagmamis tavsanlarda endometriumun
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stromal hiicrelerinde gdosterilmistir, oysa Maggi ve arkadaslarina gore (1999)
miyometrial hiicreler, immiinohistokimyasal analiz ile endotelin i¢in kesinlikle
negatiftir. Ayrica imminoreaktif ET-1 ve ET-2’nin, insan endometrial stromal
hiicrelerinin ve glandular epitel kiiltiir ortaminda bulundugunu ve endometriumda
Northern  blot analizi ile prepro-ET-1 mRNA’sim1  tespit etmislerdir.
Immiinohistokimyasal analizde, endotelin icin belirgin bir sekilde pozitif boyama
oldugunu, temel olarak fonksiyonel tabakadaki bazi endometrial stromal hiicrelerde
meydana geldigini bulmuslardir. Immiin boyanan stromal hiicre popiilasyonunun pre-
menstrual ve menstrual evreleri boyunca arttigi goriilmiistiir (Ohbuchi vd. 1995).
Onceki calismalarda da insan uterin dokusunda ET-1 ve biiyiik ET-1 seviyelerini
bildirmiglerdir (Ohbuchi vd., 1992). Economos ve arkadaslar1 (1991), Northern blot
analizi ile insan endometriumunda prepro-ET-1 mRNA seviyesinin proliferatif veya
sekretuar fazlardan ziyade premenstrual-menstrual fazda daha yiiksek oldugunu
gostermistir. Endometrial glandular epitel hiicreleri ile ilgili olarak, Ohbuchi ve
arkadaslarinin sonuglar1 (1995), Economos ve arkadaglar1 (1991) ile Maggi ve
arkadaglarinin  (1991) gozlemleri ile kabul edilen stromal hiicrelere kiyasla
fonksiyonel tabakadaki glandular epitel hiicrelerinde daha az immiino-lekelenme
oldugunu gostermislerdir. Ayrica, vaskiiler endotel hiicrelerinde, fonksiyonel
katmandaki spiral arterlerin birka¢ endotel hiicresinin, menstrual fazda pozitif olarak
boyandigini gostermislerdir. Bu hiicrelerin neden bu evrelerde immiinopozitif oldugu
bilinmemekle birlikte, endometrial stromal hiicrelerden, endometrial glandular
epitelden ve spiral arterlerin endotelinden elde edilen ET-1'in vazokonstriksiyonunu
indiiklemek i¢in spiral arterlere ulasmasinin miimkiin oldugu kanisina ulagsmislardir,

clinkli ET-1 en gii¢lii vazokonstriktor peptididir.

ET-1'in insan endometrial hiicrelerinde fizyolojik islevi acikliga kavusturulmamastir.
Economos ve arkadaglar1 (1992), insan endometriumunda ET-1'in biyolojik rollerini
su sekilde bildirmislerdir: (i) ET-1, endometrial kanamanin durmasini tesvik etmek
amaciyla kan kaybini smirlamak ig¢in menstruasyon sirasinda gorev alir; (ii)
Endometriumda iiretilen ET-1, miyometriuma ulasir ve uterus kasilmalarini uyarir
(Word vd., 1990); (iii) ET-1, proliferatif fazda stromal hiicre biiylimesinin yani sira
yeniden epitelizasyonun (Simonsen vd., 1989; Takuwa vd., 1989) gelistirilmesine

hizmet edebilir; ve (iv) Glandular epitel tarafindan {iretilen ET-1, blastosist
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apozisyonu/implantasyonu veya trofoektoderm replikasyonunda rol oynayabilir
(Economos vd., 1992). Kubota ve arkadaglar1 (1992) ilk olarak gebeligin erken
doneminde, desidual hiicrelerin ET-1 sentezlendigini ve salinimini bulmuslardir.
Mevcut sonuglarin, ET-1'in, DNA sentezi ile belirlendigi gibi kiiltiirlenmis
endometrial stromal hiicrelerin ¢ogalmasini énemli Ol¢iide arttirdigini ve ET-1'in,
insan endometrial stromal hiicreleri i¢in bir mitojen olarak islev gorebilecegini

gosterdigini diisiinmektedirler (Kubota vd., 1995).

Uchide arladaglar1 (2001) fare uterusundaki ET-1'in 6nemini anlamak igin, ¢esitli
tireme donemlerinde ET-1'in gen ekspresyon paternini ve hiicresel dagilimini
kapsamli bir sekilde incelemislerdir. Siklik farelerdeki uterusta, Real-Time PZR ile
diisiik ve sabit bir ET-1 ekspresyonu diizeyi tespit ettiklerini ve sadece endometrial
epitel hiicrelerinde soluk immiin boyanma gozlediklerini belirtmislerdir. Koyun
rahminde immiinreaktif ET-1 diizeyinde anlamli bir degisiklik olmadigi, ancak
Ostrustan sonraki 16. giinde, bir sonraki dstrus agsamasina tekabiil eden kii¢iik bir artis
oldugu bildirilmistir (Riley vd., 1994). Bu tiirler arasinda ET-1 ekspresyon
paternlerindeki farkliliklar i¢in olast bir agiklama, menstruasyonun insanlarda
gbzlenmesidir, ancak farede veya koyunlarda dstrus déngiisii bulunmaktadir. Insan
menstruasyonuna, kanama, zona islevselliginin desidualizasyonu ve rejenerasyon
gibi dramatik endometrial degisiklikler eslik eder. Bununla birlikte, fare ve
koyunlarda, endometrial kalinliktaki artis ve histolojik oOzelliklerde degisiklik,
endometriumun kanamasi veya kanama olmadan, Ostrus etrafinda daha az miktarda
gozlenir. Yapilan bir ¢alismada uterusta ET-1 mRNA diizeyinde gebe sicanlarda
Northern blot analiziyle belirlenen sekilde belirgin bir farklilik olmadig, ancak her
ne kadar analiz sadece iki zaman noktasi ile smirli olsa da (gebeligin 14 ve 20.
giinleri) dogum sonrasi erken déonemde biiyiik bir artis gostermistir (Kajihara vd.,
1996). Bu bulgulardan, uterus kasilmasi ile dogumdan sonra uterin kanamanin
kesilmesinde ET-1'in ¢ok 6nemli bir rolii oldugu onerilmektedir. Fare uterusunda
ET-1, hamilelik ve dogumdan kaynaklanan uterus degisikliklerinden iyilesmede rol
oynayabilir. Bizim ¢alismamizda, devam eden gebelik gilinlerinde ET-1’in
immiinfloresan yanitina bakildiginda gebeligin ilerleyen giinlerine dogru
antimezometrial desidual bolgede bulunan embriyo bolgesinde ekspresyon siddetinin

artis gosterdigi goriilmektedir. Embriyonun etrafinda yer PDZ bélgesinde gebeligin
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7,5. glinlinde en yiiksek ifade seviyesi gozlenirken, gebeligin ilerleyen giinlerinde
ET-1 immiinreaktivitesinin antimezometrial bazal bdlgeye dogru yayildigi ve bu
bolgelerde c¢ok kuvvetli ekspresyon siddetine kadar ulastigi tespit edilmistir.
Ozellikle primer desidual zondaki yiiksek ekspresyonu bu donemde bolgedeki
damarlarin kapanmasi (kollabe) sirasindaki mekanizmanin vazokonstriiksiiyona
katilarak bir katkida bulunmasi olasidir. Mezometrial desidua bolgesinde bulunan
luminal epitel, kan damar1 endoteli, ve bazal zonda calisilmis belirli gebelik
giinlerinin tiimiinde ¢ogunlukla kuvvetli ifade edildigi gériilmiistiir. Bu nedenle ET-1
Ozellikle mezometrial bolgede gelisecek olan koryoallantoik plasentanin
sekillenmesine katilarak degisikliklerin diizenlenmesine de katkida bulunur. 9,5.
giindeki Real-Time PZR sonuglari bu varsayimi desteklemektedir. Ayrica
caligmamizda devam eden gebelik gilinlerinde ET-1’in Real-Time PZR ile
ekspresyon seviyesine bakildiginda ise 7,5. ile 8,5. giin arasinda neredeyse ayni
diizeyde ekspresyon seviyesi gozlenirken, 9,5. gebelik gilinlindeki ET-1 ifade

seviyesinin artig gostererek en yiiksek ifade diizeyine ulastigi belirlenmistir.

Cameron ve arkadaslar1 da (1993) yaptiklari ¢alismada Endotelin-1, Endotelin-2 ve
Endotelin-3 peptitlerinin insan endometriumunda bulundugunu gostermislerdir.
Endometriumda endotelinlerin varliginin, uterus vaskiiler yatagimin lokal kontroliinde

rol oynayabilecegini 6ne siirmektedirler.

Bu bulgular, insan endometriumunun ET-1 {iretebilecegini ve menstruasyon ve
implantasyonda ET-1'in 6nemli bir fizyolojik roliinii gosterdigini ortaya
koymaktadir. ET'ler, endometrial onarim siirecine, tek baglarina ya da lokal olarak
yayilan diger biliyiime faktorleriyle uyum ig¢inde katkida bulunabilirler. ET'lerin

gebelikte uterus fonksiyonunun kontroliinde temel bir rol oynadig1 goriilmektedir.

Sonug olarak, insan endometrial hiicrelerinin ET-1'1 sentezledigini ve salinimin
gerceklestirdigini ve fonksiyonel olarak fosfoinositid par¢alanmasina ve cAMP artisi
ile adenilat siklazina baglanmis ETA ve ETB reseptorlerine sahip oldugunu
bulmuglardir (Kubota vd., 1995). ET-1, endometriumun yeniden epitelizasyonuna
katilabilir. Bu bulgular ET-1'in insan endometrial stromal hiicrelerinde potansiyel bir
otokrin ve/veya parakrin fonksiyonuna sahip olabilecegini gdstermektedir. Insanlarda

endometrial ET-1 iiretimini netlestirmek i¢in ileri ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.
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Angiopoietin-1

Vaskiiler endotel biitlinliigli ve duragan/hareketsiz yapisinda meydana gelen
degisiklikler ozellikle insanda bir¢cok hastalikla dogrudan veya dolayli olarak
iliskilidir. Ang-Tie sistemi vaskiiler stabilitesinin temel diizenleyicisi olarak islev
goriir. Angiyopoietinler (Ang) anjiyogenezin modiilatérleri olarak islev goriir ve
simdiye kadar dort farkli eleman tarif edilmistir (Ang-1, Ang-2, Ang-3 ve Ang-4)
(Valenzuela vd., 1999). Ang-1, Tie-2'ye baglanarak kan damarlarinin
olgunlagmasinda rol oynar, bdylece perisitleri ¢ekmek icin endotelyal hiicrelerini
uyarirken (Dumont vd., 1995; Sato vd., 1995), antagonisti Ang-2, Ang-1'in Tie-2'ye

baglanmasini 6nler, boylece kan damar1 duvarinin par¢alanmasini tesvik eder.

Ang-1, cesitli hayvan modellerinde giiclii bir anti-enflamatuar potansiyele sahiptir
(Cho vd., 2006). Bununla birlikte, Ang-1 tedavilerinin ¢ok Onemli yan etkileri
olabilir. Anjiyogenezin ve vaskiiler yeniden yapilanmanin uyarilmasinin yani sira,
Ang-1 ayrica pulmoner hipertansiyonu da tesvik eder (Tammela vd., 2005). Ang-1’in
kan damarlarmin stabilitesini arttirmak i¢in endotelyum ve cevreleyen perisitler ile
vaskiiler diiz kas hiicreleri arasindaki diyaloga aracilik ederek islev gordiigii

varsayllmaktadir (Yancopoulos vd., 2000).

Maas ve arkadaslar1 (2001), civciv koryoallantoik membran (CAM) testinde,
endometriumun genel anjiyogenik aktivitesini arastirmislardir. Erken proliferatif,
erken ve gec sekretuar fazlarda, geg¢ proliferatif faza kiyasla belirgin derecede artmis
VDI (vaskiiler yogunluk indeksi) ile menstrual dongii boyunca anjiyogenik bir

potansiyel bulmuslardir.

Simdiye kadar endometriyumda anjiyopoietin ekspresyonu ile ilgili sadece birkag
caligma var. Hirchenhain ve arkadaslar1 (2003) yaptiklar1 calismada, menstrual siklus
boyunca biyopsi yapilan insan endometriumunda Real-Time PZR ile Ang-1, Ang-2
ve Tie-2'nin mRNA ekspresyonunu belirlemislerdir. Erken proliferatif, orta-
proliferatif, ge¢-proliferatif, erken-sekretuar, orta-sekretuar ve gec-sekretuar fazlari
kapsayan 32 endometrial biyopsiden 30'unda angiopoietinlerin mRNA'sin1
saptadiklarin1  belirtmiglerdir. Ang-1 mRNA ekspresyonunun menstruasyon

dongiisiinlin sekretuar fazi sirasinda onemli Olgiide yukari-regiile edildigini ortaya
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cikarmiglardir. Ang-1 mRNA’smin aksine, Ang-2 mRNA ve Tie-2 mRNA'nn
ekspresyon seviyelerinin, farklt dongli asamalarinda sadece kiigiik varyasyonlar
gosterdigini  belirlemislerdir. Ayrica Ang-1, Ang-2 ve Tie-2 mRNA'larinin
ekspresyonu, izole edilmis endometrial epitelyal ve stromal hiicre fraksiyonlarinda
bulunduklarini tespit etmislerdir. Sonu¢ olarak, yaptiklart c¢alismada sekretuar
fazdaki artan Ang-1 ekspresyonunun yeni gelistirilen kan damarlarinin stabilize
edilmesine hizmet edebilecegini diisiinmektedirler (Hirchenhain vd., 2003). Ayrica
spiral arterioller gelistiginde, post-ovulatuvar faz sirasinda Ang-1/Tie-2 sisteminin
endometrial damar gelisimi i¢in 6nemli oldugunu onermektedirler. Calismamizin
yaptigimiz Real-Time PZR verilerine gore, kullandigimiz Ang-1 proteininin dstrus
siklusunun prodstrus, metadstrus ve diostrus evrelerinde birbirine ¢ok yakin sonuglar

vererek en yliksek diizeyde ifade edildigi belirlenmistir.

Hirchenhain ve arkadaglarmin  (2003) ayrica proliferatif ve sekretuar
endometriumdaki Ang-1, Ang-2 ve Tie-2 proteininin immiinohistokimyasal
dagilimini incelemislerdir. Ang-1 i¢in boyanmanin, stromal hiicrelerde, glandular ve
luminal epitelde ve endotel hiicrelerinde hem proliferatif hem de sekretuar faz
endometriumda tespit edildigini  bildirmislerdir. Ang-2 immiinreaktivitesini,
glandular epitelde ve proliferatif ve sekretuar faz endometriumunun stromal
kompartmaninda tespit etmislerdir. Hem Ang-1 hem de Ang-2 proteinleri agirlikli
olarak glandular epitel hiicrelerinin apikal kisminda bulundugunu saptamislardir.
Sekretuar faz sirasinda gozlenen Ang-1 mRNA artisi, yeni gelistirilen damarlarin
hem stabilizasyonu hem de olgunlasma ihtiyacin1 yansitabilir. Sekretuar faz, kan
akiginin, embriyonun implantasyonuna hazirlandig1 erken ve orta sekretuar sathalari
sirasinda maksimuma ulastigi1 fazdir, ayrica subepitelyal kapiller pleksusu besleyen,
belirgin bir biiyiime ve sarmal arteriyoller ile karakterize edilir (Gannon vd., 1997).
Hewett ve arkadaslar1 (2002) ise Hirchenhain ve arkadaglarindan farkli olarak,
proliferatif endometriumda glandular epitel, stroma ve kan damarlarinda Ang-1
immiinolokalizasyonunu tespit etmislerdir. Boyamanin, sekretuar faz asamasinda,
Ozellikle kan damarlarini ¢evreleyen stromada daha yogun oldugunu belirlemislerdir

(Hewett vd., 2002).
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Calismada Ang-1 proteini prodstrus ve Ostrus evresinde luminal epitelin 6zellikle
bazal kisimlarinda kuvvetli bir immiinreaktivite gosterirken metadstrus ve didstrus
evresinde c¢ok kuvvetli bir immiinreaktivite gostermistir. Glandular epitelde ise
prodstrus evresinde Ang-1’in kuvvetli ekspresyonu goriiliirken Gstrus, metadstrus ve
didstrus evrelerinde ¢ok kuvvetli ekspresyon oldugu saptandi. Subluminal stromada
prodstrus ve Ostrus evlerinde Ang-1 orta siddette ifade edilirken metadstrus ve
diostrus evlerinde kuvvetli seviyede ifade edildigi gortlmiistiir. Bazal stromada
Ostrus siklusunun biitiin evrelerinde genelde kuvvetli siddette ifade edildigi dikkat

cekiciydi.

Suri ve arkadaglar1 (1996), Angiopoietin-1'in normal fizyolojik roliinii anlamaya
caligmak icin, Angiopoietin-1 ekspresyonu olmayan fareler tasarlamislardir ve bu
farelerin vaskiiler gelisimde aslinda Tie-2 olmayan farelerde goriilenleri andiran
eksiklikler gosterdigini bildirmislerdir (Sato vd., 1995). Sonuglarin, Angiopoietin-
I'in gergekten Tie-2 igin birincil bir fizyolojik ligand oldugunu gosterdigini tespit

etmislerdir.

Angiopoietin-1, endotel hiicre biiylimesine veya tiiblil formasyonuna aracilik
edebiliyor gibi goriinmese de, Angiyopoietin-1'den yoksun farelerin, damar
yapilarinin yeniden bigimlenmesinde kusurlar sergiledikleri ve daha az dal ve daha
homojen biiyiikliikte damarlar i¢eren basitlestirilmis ve daha az karmasik bir damar
yapilarina sahip olduklar1 goriilmektedir (Suri vd. 1996). Vaskiilatiiriin herhangi bir
yerinde Angiopoietin-1'in kritik rolleri ile tutarli olarak, Angiopoietin-1'in ifadesi,
daha sonra gelisecek olan c¢evre kan damarlarinda ¢ok daha belirgin ve yaygin
gorinmektedir (Davis vd., 1996). Alternatif olarak, Angiyopoietin-1, farkli vaskiiler
yataklarda, ekspresyon seviyesine ve diger vaskiiler modiilatorlerin seviyesine bagl

olarak farkli derecelerde gerekli olabilir.

Tie-2 sinyali, implantasyon (Matsumoto vd., 2002) sonras1 desidualizasyon sirasinda
farelerde anjiyogenezi yonlendirir ve Tie-2 ve Ang-1'in inhibisyonu, bozulmus
vaskiilatiir ve embriyo 6liimii ile sonuglanir (Sato vd., 1995). Rowe ve arkadaslar1
(2003) yaptiklar1 calismada, maymunlarin ilk hamileliginde Ang-1 mRNA’sinin,
glandular uterin epitelde ifade edildigini ve hem maymunlarda hem de farede

endometrial spiral arterlerin progesteron bagimli (Nayak vd., 2005) biiyliimesinde

135



anahtar rol oynayabildigini belirtmislerdir. Hirchenhain ve arkadaslar1 da (2003)
Ang-1, Ang-2 faktorleri ve Tie-2 reseptorii mRNA'larimin tiimiiniin menstrual dongii
sirasinda endometriumda eksprese edildigini belirtse de, insan endometriumundaki
sekretuar faz sirasinda sadece Ang-1 tarafindan diizenlendigini ifade etmislerdir.
Geva ve arkadaslari ise (2002) erken insan gebeligi sirasinda, Ang-1 mRNA ve Ang-
2 mRNA/proteininin sinsityotrofoblastta ifade edildigini gézlemlemislerdir. Leonard
ve arkadaglar1 da (2006) Ang-1 ve Ang-2’nin ayn1 zamanda mezenkimal villideki
uterin NK hiicreleri, trofoblast, Hofbauer hiicreleri ve hemanjiyogenik hiicre

kordonlar1 ile de ifade edildigini bulmuslardir (Leonard vd., 2006).

Devam eden gebelik giinlerinde yaptigimiz ¢alismada Real-time PZR verilerine gore
7.5, 8.5, 9.5. gilinlerde Ang-1’in giderek artan bir ekspresyona sahip oldugu ve 9.5
giinde en yiiksek ifade diizeyine sahip oldugu goriilmiistiir. Devam eden gebelik
giinlerinde Ang-1’in immiinfloresan ¢aligmalarimiz dogrultusunda 7,5. giinden 9,5.
giine dogru gidilirken sigcan uterusunda antimezometrial alanda bulunan primer
desidual zondaki hiicrelerde giderek artan bir immiin yanita rastlanmistir. Sekonder
desidual zonda artan genelde kuvvetli bir yanit s6z konusu iken bazal zonda yine
artan bir immiinfloresan yanita sahip olmasi ve diger gebelik giinlerine gére immiin
yanit siddetinin artmasi dikkat ¢ekiciydi. Ayrica mezometrial alanda bulunan kan
damarlar1 endotel hiicrelerinin etrafindaki stromal hiicrelerde ve her ii¢ gebelik
giininde kuvvetli eksprese oldugu goriildii. Yine mezometrial desidual bolgedeki
bazal zonda 7,5 ve 9,5. giinlerde Ang-1 kuvvetli bir sekilde immiin yanita sahipken

8,5. glinde ise orta siddetteydi.

Bu veriler, Ang-1’in sican endometriumunda vaskiiler yataklarin gelisimini, 6zellikle
koryoallantoik plasentanin sekillenmesinde merkezi bir rol oynayabilecegini
gosterebilir. Ayica antimezometrial bolgedeki sekonder desidual zondaki dagilim
yogunlugu, yerlesik damar olusumuna ve stabilizasyonuna katkida bulunabilir. Buna
karsin, Ang/Tie-2 reseptdr ekseninin plasental/uterin lokalizasyonundaki son
geligsmeler ile erken implantasyonla iligkili vaskiilariteyi modiile etmedeki potansiyel
roliinii belirlemek i¢in daha ileri klinik ¢alismalar gereklidir. Angiopoietinler de dahil
olmak tizere ¢ok cesitli anjiyogenik faktorlerin proteinlerinin mRNA ve protein

dagilimmin kapsamli bir sekilde incelenmesine ragmen, endometrial anjiyogenezin
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kesin bir sekilde agiklanmasina izin veren bir model ortaya ¢ikmamistir. In vivo ve in
vitro deneyler, angiyopoietinlerin endometrial anjiyogenezdeki spesifik roliinii

gostermek ve dahil olan mekanizmalar1 aydinlatmak i¢in gereklidir.
VE-kadherin

Anjiyogenez siirecinde, VE-kadherin baglanma kavsagindan kaybolur ve epitoplar
maskesiz kalir (Corada vd., 2002). Bu durum, anjiyogenezde vaskiiler gecirgenlikteki
siirekli gozlenen artis ile uyum i¢indedir. Vaskiiler proliferasyon baglaminda VE-
kadherin aktivitelerinin rapor edildigi bildirilmistir. Migrasyon sirasinda VE-
kadherin, anjiyogenezi iyilestirmede potansiyel bir mekanizma olan fibrin ile
heterofilik adeziv reaksiyonlar gelistirebilir (Martinez vd., 2001). VE-kadherin
ayrica, liimen olusumunda (Yang vd., 1999) ve aktin hiicre iskeletindeki Rho
aracilikli gerilme nedeniyle hiicre ¢ogalmasinda da rol oynar (Nelson ve Chen,

2003).

VE-kadherin’in endotelyumdaki pleiotropik fonksiyonlar1 yogun olarak calisilmis
olmasma ragmen, VE kadherinin anjiyogenezdeki rolii halen i1yi arastirilmamustir.
Daha spesifik olarak, endotel gociindeki, (muhtemelen membran uzantilar1 ve aktin
dinamikleri yoluyla) islevi belirsizdir. VE-kadherin fonksiyonunda stabil durumdan
anjiyojenik durumlara gecis, VE-kadherin tirozin fosforilasyonu ile iliskilidir
(Wallez vd., 2006). Tirozin kinazlar ve VE-kadherin kompleksi ile etkilesime giren
ve diizenleyen fosfatazlar arasindaki etkilesim, her bir enzimatik ortagin bireysel

aktivitesini netlestirmek i¢in detayl olarak incelenmelidir.

VE-kadherin, embriyoda, vitellus kesesi mezensiminin mezodermal hiicrelerinde
vaskiiler gelisimin ¢ok erken asamalarinda (E7.5) eksprese edilen endotel spesifik bir
kadherindir. Daha sonraki embriyonik agsamalarda VE-kadherin ekspresyonu, endotel
hiicrelerine neden olan periferik kan adalar1 tabakasi ile sinirhidir (Breier vd., 1996).
VE-kadherin ekspresyonu, hemen hemen her tiirlii damar tipinin endoteli ig¢in
spesifiktir. VE-kadherinin doku spesifitesinin, biri sitotrofoblast olan birkag istisnasi
vardir. Insan plasentasinin kurulmasi sirasinda sitotrofoblastlar uterus interstitium ve
vaskiilatiiriinii istila eder, fetusu anneye baglar ve plasentaya kan akisi1 saglar. Spiral

arteriyolleri istila eden sitotrofoblastlar, maternal endotelinin yerini alir ve trombosit
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endotel hiicre adezyon molekiilleri (PECAM), vaskiiler hiicre adezyon molekiilleri
(VCAM), integrin avPB3 ve VE-kadherin gibi endotel hiicrelerinin tipik olan bir dizi
adezyon molekiiliinii ifade eder (Zhou vd., 1997). VE-kadherinin hiicre spesifik
ekspresyonu goz Oniine alindiginda, bu proteinin endotel hiicre biyolojisi tizerinde

spesifik fonksiyonlar kullandig1 diisiiniilebilir.

VE-kadherin ekspresyonundan yoksun hiicreler vaskiiler yapilar olusturamazlar.
Biitlin bunlar, kadherinlerin ayni hiicre tipinde spesifik ve drtiigmeyen fonksiyonlara
sahip olabilecegini, farkli ve hala bilinmeyen sinyal proteinlerini baglayabildiklerini
veya aktivasyonlarii farkli kinetik ve/veya yogunlugu ile modiile edebildiklerini

gostermektedir (Vittet vd., 1997).

Yaptigimiz calismada Ostrus siklusu immiireaksiyon profillerine bakildiginda luminal
epitel ve glandular epitel hiicrelerinde prodstrus, Ostrus ve didstrus evrelerinde zayif
siddette immiin reaksiyon goriiliirken metadstrus evresinde lumina epitel ve
glandular epitelde VE-kadherin’in orta siddette bir immiin yanit verdigi goriildii.
Ostrus siklusu Real-Time PZR bulgularina gére VE-kadherin’in en yiiksek ifadesi
metadstrus evresinde goriiliirken, en diisiik ifadeye didstrus evresinde ulastigi

saptanmistir.

Gebelik giinlerine bagl olarak VE-kadherin’in immiinolokalizasyonlarina bakacak
olursak, antimezometrial bolgede yer alan embriyo bolgesinde artan gebelik
giinlerinde ifade seviyesinin kuvvetli seviyeye dogru ulastig1 gézlenmistir. Embriyo
bolgesinin etrafinda yer alan desidual alanlarda 7,5. ve 9,5. giinde primer desidual
zondan antimezometrial bazal zona dogru gidildiginde sirasiyla ayni diizeyde orta ve
kuvvetli siddette ekspresyon ifadesi izlenmistir. 8,5. giinde ise PDZ’den
antimezometrial bazal zona dogru ifade diizeyinin arttifi goriilmiistiir. Mezometrial
desidua alanlarinda yer alan kisimlarda ise ¢alisilmis olan gebeligin belirli giinlerinin
hepsinde kuvvetli ve/veya ¢ok kuvvetli VE-kadherin ekspresyonlarmin izledigi
belirlenmistir. Peri-imlantasyon donemi gebeligin 7.5, 8.5, 9,5 giinlerinde VE-
kadherin’in ilerleyen gebelik giinlerine bagli olarak ekspresyon seviyesinin siirekli
artis gosterdigi gozlenmistir. Sonu¢ olarak, VE-kadherin vaskiiler homeostazinda
onemli bir rol oynayan bir adezyon proteinidir. Bu molekiill sadece endotel

hiicrelerinde bulunur ve hiicreye 06zgli fonksiyonlar uygular. VE-kadherin’den
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yoksun hayvanlar veya VE-kadherin’i bloke edici antikorlarla ¢alismak, bu proteinin
normal vaskiilogenez ve anjiyogenez i¢in ve yetiskinlerde vaskiiler biitiinliiglin

korunmasi i¢in gerekli oldugunu gosterir.

Wnt sinyal yolaginin vaskiiler gelisim ve anjiyogenezdeki roliiniin arastirilmasi, son
yillarda belirgin bir artis gostermistir. Bununla birlikte, sistemin vaskiiler hiicrelerde
nasil ¢alistigina ve patolojik kosullarda nasil etkilenebilecegine dair kismi bir bilgiye
sahibiz. Farkli tipte damarlardan tiiretilen endotelyal hiicrelerin farkli tipte
reseptorleri eksprese ettigi ve Wnt'lere farkli tepki verdigi diistiniilebilir. Ayrica Wnt,
vaskiiler gelisim ve endotel spesifikasyonunu modiile etmede Notch veya TGF-B gibi
diger sinyal yollariyla uyumlu olarak hareket edebilir. Ayn1 Wnt faktorii veya
reseptorii, 6rnegin biliylime faktorleri ile aktivasyon, oksijen seviyeleri, gecirgenlik
indiiksiyonu, transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonu vb. gibi endotelyal hiicrelerde
farkli ve bazen zit tepkilere yol agabilir. Ayrica, endotelyal hiicreler sadece Wnt
ligandlarin1 (Goodwin ve D’Amore, 2002) degil, ayn1 zamanda Wnt sinyalini kontrol
edebilen ve dengeleyebilen ¢oziinilir Frizzled veya Dkk-1 (Goodwin vd., 2006;
Goodwin ve D’Amore, 2002) gibi reseptor inhibitorleri de iiretebilir. Tiim bunlar
dikkate alarak, gelecekteki caligmalarda kullanilan spesifik kosullari tanimlamak,
hiicre ve damar tipini tanimlamak ve in vivo sistemlerle Wnt yolagiin karmagikligini
desifre edebilmek icin in vitro olarak uygulamalar yapmak c¢ok Onemlidir. Bu
caligmalar ayn1 zamanda endotelyal hiicrelerin birbirine benzemedigini ve fizyolojik
ve patolojik uyaranlara farkli sekilde tepki veren heterojen bir populasyon

olusturdugunu da g6z 6niinde bulundurur.
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6.

SONUCLAR ve ONERILER

Bu ¢alismada gebe olmayan 0Ostrus siklusundaki sigan uterusu ile gebeligin 7,5., 8,5.

ve 9,5. giinlerindeki sigan uterusunda Wnt3, Wnt7a, B-katenin, Ang-1, ET-1 ve VE-

kadherin proteinlerinin ekspresyonlari immiinfloresan ve Real-Time PZR teknikleri

ile calisilarak asagidaki sonuglar elde edilmistir:

v

Kanonikal Wnt/p katenin sinyal yolaginin, anjiogenezin belirlenmesinde
oldukca 6nemli rol istlendigi,

Anjiogenezde kanonikal Wnt/B katenin yolaginin Ang-1, ET-1 ve VE-
kadherin proteinlerinin indiiklenmesinde gorev aldigi,

Ang-1, ET-1 ve VE-kadherin ekspresyonlarinin birbirinden farkli oldugu,
Calismada kullanilan proteinlerin  implantasyon, desidualizasyon ve
plasentasyonda rol oynadigi,

Devam eden gebelik gilinlerinde c¢ogunlukla biitiin  proteinlerin
ekspresyonlarinin artig gésterdigi,

Ostrus siklusu doneminde yer alan Ostrus ve metadstrus evrelerinde
cogunlukla proteinlerin yiiksek seviyede ekspresyon gosterdigi, metadstrus
evresini takiben diostrus evresinde ise ¢ogunlukla proteinlerin ekspresyon
seviyelerinde bir azalma meydana geldigi,

Ostrus  siklusunda immiinfloresan sonuglarma Ang-1’in  ¢ogunlukla
endometrial luminal epitel ve bez epiteli ile stroma bolgesinde yer alan kan
damarlarmin endotel hiicrelerinde ekspresyon gosterdigi, ET-1’in Real-Time
PZR sonuglariyla ile uyumlu olarak 6zellikle 6strus evresinde endometriumda
yer alan biitiin bolgelerde kuvvetli ifade seviyeleri gosterdigi, VE-kadherin’in
ise siklus boyunca daha ¢ok endometrial bazal stroma ve kan damarlarinin
endotelinde kuvvetli ekspresyon gosterdigi,

Gebelik giinlerinde immiinfloresan sonuglarina gore c¢alismada kullanilan
biitlin proteinlerin devam eden gebelik giinlerine bagli olarak ekspresyon

ifadelerinde bir artig gdsterdigi sonucuna ulagilmagtir.

Implantasyonda Wnt sinyallesmesinin roliinii kamitlayan fonksiyonel
caligmalar spesifik Wnt ligandlariyla sinirhidir. Bu ¢alismalar daha fazla Wnt

ligand1 ve reseptdrii igerecek sekilde genisletilmelidir. Islevsel calismalar
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sayesinde, spesifik ligandlar, reseptorler, efektorler ve inhibitorler arasindaki
iligki agik¢a tanimlanmalidir. Diger bir kritik nokta, Wnt ailesi iiyelerinin
tireme hormonlar ile iliskili oldugu goriilmektedir. Bu nedenle, biiyiime
faktorlerini ve bu hormonlarla ilgili diger mediatorleri igeren daha genis
kapsamli ¢aligsmalar, bu faktorlerin, implantasyon siirecinde Wnt sinyal
yolu ile iligkileri agisindan arastirilmasi i¢in yapilmasi gerekmektedir.
Implantasyon sirasinda Wnt sinyal yolunun ortaya cikan rolleri, Wnt
ligandlar1, reseptorleri, efektorleri ve inhibitorleri ile implantasyon igin kritik
faktorler arasindaki iliski arastirilarak netlestirilmelidir. Implantasyon
basarisizligi, insan dogurganliginda ana engel olarak kabul edilir.
Implantasyon basarisizligmmin  ana nedenleri, ¢ok sayida raporda ve
embriyonik faktorlerde belirtildigi gibi uterus faktorlerinden kaynaklanabilir.
Implantasyon ve peri-implantasyon islemleri embriyo ve uterus arasinda bir
etkilesim icerdiginden, implantasyon basarisizligindan kaginmak icin her iki
faktor de dikkate alinmalidir. Wnt sinyalleme {iyelerinin rolleri bu islemler
sirasinda daha iyl anlasilirsa, bu yolun oOzellikle IVF teknolojileri ile

maniplilasyonu sayesinde implantasyon engeli asilabilir.

v' Anjiyogenez, insan implantasyonunda Onemli rol oynayan bir siiregtir.
Ostrojen ve progesteron hormonlar1 anjiyogenez ve implantasyon siirecinde
iki 6nemli diizenleme anahtaridir. Anjiyogenezin etkili ve uyarici ilaglarmin,
endometrial reseptivitenin 6zelliklerini gelistirmesi ve ART'de implantasyon
basarisizligin1 Onleyebilmesi beklenmektedir. Molekiiler tip alanindaki son
geligsmeler ile insan endometriumundaki anjiyogenezin iyilestirilmesinin ve
implantasyon basarisizliginin dnlenmesinin saglanmasi umulmaktadir.

v" Sonug¢ olarak endometrial anjiyogenezde Wnt/p katenin sinyal yolagi
araciligiyla anjiogenetik faktorlerin spesifik roliinii géstermek ve s6z konusu
mekanizmalart aydinlatmak i¢in in-vivo ve in vitro deneylerin yapilmasi
gerekmektedir. Dolayisiyla, Wnt sinyallemesinin molekiiler detaylarinin
tasviri, yeni terapotik stratejilerin tasarlanmasinda kritik bir kilometre tasi

olacaktir.
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