TC.

CUMHURIYET UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTIiTUSU

PERI-IMPLANTASYON DONEMINDE SICAN
ENDOMETRIUMUNDA WNT-$ KATENIN YOLAGININ TCF, LEF VE
CASPASE-9 EKSPRESYONUNDAKI ROLU

Tugba DAGDEVIREN

YUKSEK LISANS TEZI

HIiSTOLOJI-EMBRIYOLOJi ANABILIM DALI

SiVAS-2019



T.C.
SIVAS CUMHURIYET UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

PERI-IMPLANTASYON DONEMINDE SICAN
ENDOMETRIUMUNDA WNT-$ KATENIN YOLAGININ
TCF, LEF VE CASPASE-9 EKSPRESYONUNDAKI
ROLU

Tugba DAGDEVIREN

YUKSEK LiSANS TEZi

HiSTOLOJI-EMBRIYOLOJIi ANA BiLiM DALI

TEZ DANISMANI
Prof. Dr. H. Eray BULUT

SiVAS-2019



“Peri-implantasyon Déneminde Sican Endometriumunda Wnt-p Katenin Yolaginin
Tecf, Lef ve Caspase-9 Ekspresyonundaki Ro6lii” adli Yiiksek Lisans Tezi, Cumhuriyet
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Lisansiistii Tez Yazim Kilavuzuna uygun olarak
hazirlanmis ve jiirimiz tarafindan Cumhuriyet Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii

Histoloji-Embriyoloji Ana Bilim Dalinda Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Prof. Dr. Hiiseyin Eray BULUT

Prof. Dr. Celal KALOGLU

Prof. Dr. Birkan YAKAN

ONAY

Bu tez calismasi, 11.01.2019 tarihinde Enstiti Yonetim Kurulu tarafindan belirlenen ve

yukarida imzalari1 bulunan jiiri tiyeleri tarafindan kabul edilmistir.
Prof. Dr. Ziibeyde AKIN POLAT

SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU MUDURU

il



Bu tez, Cumhuriyet Universitesi Senatosu’nun 18.02.2015 tarihli ve 4/4 sayili karari
ile kabul edilen Saglik Bilimleri Enstitiisii Lisansiistii Tez Yazim Kilavuzu’na gore

hazirlanmustir.

Bu calisma (T-730), CUBAP tarafindan desteklenmistir.

il



TESEKKUR

Yiiksek Lisans egitimim boyunca, her tiirli bilimsel destek ve anlayis1 benden
esirgemeyen, tez calismasinin fikir, laboratuvar ¢aligmalar1 ve yazim asamalarinda,
engin bilgi ve deneyimi ile katki saglayan ve yol gosteren, bilimsel bir bakis agist ile
problem ¢dzme yetenegimin gelismesinde ve calisma disiplini kazanmamda en
bliyiik pay sahibi olan degerli danisman hocam Sayin Prof. Dr. H. Eray BULUT a,

Calismalarimda, ikinci danigmanim olarak her tiirlii destegiyle yanimda olan ve ¢ok
degerli katkilar sunan sevgili hocam Sayin Prof. Dr. Celal KALOGLU na,

Egitim silirecimde, Histoloji-Embriyoloji Ana Bilim Dali’da uygun ve konforlu
caligma alt yapisi1 olusturarak bizlerin basarisina katki saglayan degerli hocalarim
Sayin Prof. Dr. Serpil UNVER SARAYDIN ve Sayin Dr. Ogr. Uyesi Z. Deniz
SAHIN INAN’a,

Calismamizin, Real Time PZR ile ilgili boliimiiniin ger¢eklesmesindeki bilimsel
katki ve degerli yardimlari nedeniyle Cumhuriyet Universitesi Fen Fakiiltesi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii Ogretim Uyesi Saym Do¢. Dr. E. Mahir
KORKMAZ a,

Projemizin paralelinde yiiriitiilen, diger tez ¢alismalarn kapsaminda, ortak
yuriittiigiimiiz laboratuvar siireclerinde ve tezimin sekillenmesindeki katkilar
nedeniyle degerli arkadaslarim Rasim HAMUTOGLU ve Ozan ONDER’e,

Varliklarin1 her zaman yanimda hissettirerek, sevincime ve heyecanima ortak olan,
sevgili dostlarim Berna OZDENOGLU KUTLU ve Buket BOZKURT BASARIK a,

Yiksek Lisans egitimim boyunca birlikte calistigim, Histoloji-Embriyoloji Ana Bilim
Dali’ndaki degerli arkadaglarima,

Tez ¢alismasi icin gerekli ornekleri almama yardimei olan Meral SAHIN e, Real
Time PZR ¢alismalarinda, 6rneklerin degerlendirilmesi siirecindeki 6nemli katkilar
nedeniyle Merve Nur AYDEMIR ve esi H. Bilal AYDEMIR’e,

Tez caligmasmna, T-730 numarali proje ile maddi destek saglayan CUBAP
Komisyonu’na,

Hayatima seving ve giizellik katan sevgili babam Yunus DAGDEVIREN, annem
Mediha DAGDEVIREN ve abilerim Gokhan ve Serkan DAGDEVIREN' ¢

Yiirekten sevgi, saygi ve tesekkiirlerimi sunarim...
Tugba DAGDEVIREN
SIVAS, 2019

v



ICINDEKILER DIiZiNi

Sayfa No

OZET ...ttt ettt ettt h e s at e st ettt e b e bt b sttt eteereen viil
ABSTRACT ...ttt ettt et e et et e e bt e st e se e st esesseeneesesneenseeneensenens X
SEKILLER DIZINI ..o xii
TABLOLAR DIZINI ........coooiiiiiiiiee e Xiv
KISALTMALAR DIZINI ....ccooooiiiiiiiii e XV
Lo GIRIS .ottt ettt e et s e eeeeeereeeae 1
2. GENEL BILGILER ..........cocoooiviiiiiieeieeeeeeeeeeee e 4
2.1. Uterusun Morfolojik, Anatomik ve Histolojik OzelliKIeri .............ccovvevereerevereerreeneenen, 4

2.2, MenStrual DONEU.......eeevieeiiieiiieecie ettt e ettt e et e et eesbeeeseseessseeessaeessseeensaeessseas 6
2.2.1. PrOlIferaSyOn ©VICSI ...ccuueeurriieiieiiesiiesieesitessesteeseesseeseesseesssesssesssesnseesseessessseens 6

2.2.2. SEKICSYOMN GVICSI ...eeuvierieriieriiieieereeieesieesieessesssesseasseessaesseesseesssesssessseesseessessseens 6

2.2.3. ISKEME EVICST c.ovovievececeeecee e 7

2.2.4. Menstruasyon EVICST ......ccuiiiciiieciieeiiieciie ettt eeraeeseveeeaee e 8

2.3. Siganlarda OStruS STKIUSU. ..........ovoveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 8
2.3.1. PrOOSIUS EVISI...uiitiiiieiiiiiiiie ettt st 8

2.3.2. OStIUS EVICSI..uviveieieieceeseeeceeeeeeeeee e e e see s senen s 9

2.3.3. MetaOStrus EVICST ....ccueiuiiiiiriieieriieiesie ettt st 9

2.3.4. DIOSIUS EVICST ....eeuiiiiiiiiiiitieieee ettt 9

2.4, IMPIANTASYON ...ttt 9
2.4.1. Apozisyon (YaKInIagma) .........ccceeveeriveriieerieesieesiiesiesreeieeseenseesseesseesenesssessseenns 10

2.4.2. Adezyon (DAZIanmma)...........cceevveerieereenienieeieeteesieesiee e seesreereesteesraesseesereenns 10

2.4.3. Penetrasyon Ve INVAZYON ..........ccooiveuiveeeieeeeeeeeeeeeeeee e 11

2.5, PlaSENtaASYOMN ...cccuviieieiieeiieeiieeeteeetteesreeeteeestbeeesreeeabeessseeessaeesssaeassseessseeansaeessaessseeenees 12

2.6. Implantasyon Ve DESIAUA .............coeveveveveeeeeeeeeeseeeeeeee et eneseeanees 13
2.6.1. DesidUAlIZASYOMN......cccuviiiiiieiiieciieeie et e et e eere et eetreeseveeebeeesaseessseeessseessseenns 13

2.7. Endometriumun Implantasyona Cevabi ..............cccocvevoviiuieeeeeeeeeeeeeeeee e 15

2.8, W PTOtEINIETT ..ottt ettt 15
2.8.1. Wnt Proteinlerinin Sentezlenmesi, Taginimi ve Olgunlagmasi.......................... 16

2.8.2. Wt INNIDIOTIETT ... 17

2.8.3. Frizzled Proteinleri (Fzd ReSeptoril) .......ccceevvieviieiiieiiiiiieeieeieereeeee e 18

2.8.4. B-Katenin ve EtKileSimIeri........ccooieviieriiriciieiieiesiereseeee et 19

2.8.5. Wnt Sinyal MeKaniZmasl.........cc.coverieeieeireenieenriesieesreereeseesseesseesseessnessnesseenns 20

2.8.6. Kanonikal Sinyal YOlagl........ccccvevieiieiiieiie ettt st e 22

2.8.7. Nonkanonikal Sinyal Yolagl.......c.cceeevreiirciienienienieniecieeieeeeee e 23



2.8.8. Planar Cell Polarity (PCP) yOlagl.......cccecvuieiieiieiieiieciiecreereereeetee e 24

2.8.9. Wnt/Ca™ SINYal YOI .....ovooeoeeeeeeeeeeeeeeee oo 25
2.8.10. Wnt Proteinin Salgilanmast.........ccccceeevereiieiiieniienienienieeieeie e e sne e v e 25
2.8.11. Wnt Proteinlerinin Hiicre I¢i TaSINMAST .........ocvovveveeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 26
2.8.12. Implantasyon Sirasinda Wnt Sinyali ve Desidualizasyon ................ccccooue..... 27
2.8.13. Pre-implantasyon Embriyo Gelisiminde Wnt Sinyali ...........ccccooverieninennnnne. 27

2.9. Programlanmis Hiicre OlImMil (APOPLOZ) ......veveveeeeeivereeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeesesesseeaeeesenans 28
2.9.1. Kaspaz Ailesi ve Kaspaz-9 ........c.cccccueiriiiiiiiieiiieciie e eieeevee e sveeevveesevee e 30
2.9.2. Apoptoz MeKanizZmalart ..........cccevvereerienieeciieiiesiieseeseesee e eeeesieeseeesnnesene e 33
2.9.3. IMplantasyon Ve APOPLOZIS ..........oevevevevrerereeerereeeeeeseeeesesesssassesesesesesesaeseseses 34
2.10. Uterus ve Hiere ORIML...........c.ouevveeeevceeeeeceeeeeeeeeseeesesae e 35
2.10.1. Uterus Epitelinde Hiicre O ............cocoeveveveveieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees e 35
2.10.2. Uterin Desiduada Hiicre OIMI ..........c.cvveevevereericeerceieseceese e 37
2.11. TCF Proteini (T Cell fACtOr )....coviiviiiieiiiiiieeie ettt st 37
2.11.1. TCF7L2 ( TCF4) ProOteiNi...cc.ccueueieieiieiietieiierestesieeeeeeeseeseete st eeneeseenas 38
2112 TCETL2 GOttt sttt sttt ettt ettt sbe et ene s ens 39
2.12.LEF Proteini (Lenfoid Artirict Faktor)........cceovveviivieiiiieiecieeiiereecieeie e 40
2.13. Wnt Sinyalizasyonun Niikleer Aracilar1 Olarak LEF-1/TCF Proteinleri................... 41
2.14. LEF-1/TCF Proteinlerinin Negatif DiizenleyicCileri.........ccccveerieiienienieneenieeieeiens 42
3.GEREC VE YONTEMLER .............cocooovviimiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeves e 44
3.1. Kullanilan Deney Hayvanlar1 ve Deney Gruplart ...........ccceecveeeveevieeneeniesiecie e 44
3.2. Kullanilan CIRazIar:..........ccoeieiiirieieieeie ettt 45

3.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeler: ..............ccecveeiveriveneennnenen. 45

3.4. Kullanilan Cozeltiler ve Tamponlar: ..........cccccveeveevieenieeniesiecre e e svee e 46

3.5. DOKU PreparaSyonU..........cccueeieeiieiiieiiieitiesirecereereeveesreesteesteessreesveesveeseesssesssenenas 46

3.6. ISIK MIKTOSKODI: 1eevviiiieieieiieeie ettt ettt e s e esbeesta e sseesnsesnnas 47

3.7. Immunofloresan Boyama ProtoKolii:.............cccvrueuevevreieeeeeesereseeeee oo, 47

3.8. Semikantitatif Skorlama YOntemi: .........ccecceveeeierinieriene e 48

4. BULGULAR ..ottt ettt ettt et st et e st e st eseeseesessessessenaenseneens 55
4.1, OStrus SIKIUSU (1. GIUP)..vvvverereceeeeeeseeeee oo see e st ses s esaeees 55
4.1.1.0strus Siklusu (Hematoksilen-EOZin) .........cccooeveveieueueeieeeeeeeeeeeeeses e 55
4.1.2. Ostrus siklusu evrelerinde Wnt sinyal yolagi molekiillerinin (Wnt 3, Wnt 7a,
beta-katenin, kaspaz 9, LEF-1 ve TCF) eKSPreSyonu ..........cccevvereerveniieerieesieeneesresnennnes 58
4.2. Gebelik DONEMI (2. GIUP)..cvterrierierieeieeieeieesieeseesaesseeseeseesseesseesssessseassessseessaessaens &9
4.2.1. Gebeligin 7. GUNT......ccovieeiieiieiiesieecie ettt ettt ev e veeteesaeesareesaeeaveenns 89
4.2.2. Gebeligin 7. giiniinde Wnt sinyal molekiillerinin (Wnt-3, Wnt-7a, beta-katenin,
kaspaz-9, LEF-1 ve TCF ) immiinlokalizasyonlart............cccceceeoeniriinininneneniencecene 91
4.2.3. GebeliZin 8. GUNTU......ccueveierierieiieieiesieeeete ettt neeneas 100



4.2.3. Gebeligin 8. giiniinde Wnt sinyal molekiillerinin (Wnt-3, Wnt-7a, beta-katenin,

kaspaz-9, LEF-1 ve TCF ) immiinlokalizasyonlari............ccccceeveiiiiiienieenieenieesie e 102
4.2.4. Gebeligin 9. GUNTUL.....cccverieriieiieieeieeseeeee e ete e eteesteesaeseesnbessseenseesaesseens 111

4.2.4. Gebeligin 9. giiniinde Wnt sinyal molekiillerinin (Wnt-3, Wnt-7a, beta-katenin,
kaspaz-9, LEF-1 ve TCF) immiinlokalizasyonlari...........c.cccceevveiiiiiienieeneeneeseesre e 113

5. TARTISMA ..ottt et b ettt s st et e b st et e te st eneeneeneas 126
6. SONUCLAR ve ONERILER ............cocoooiviiiiiiiiiiieieieieceee oo 146
6.1, SOMUGIAT ......cvviiitii ettt ettt e e e et e eteeeeteeeeteeeeeteeeetaeeenseeeeseeeeneeans 146

0.2, OMETIIET........oevveeeeeeeeecee ettt 148

T KAYNAKLAR ..ottt sttt b sttt e e enea 149
B EKLER ..ottt ettt ettt b ettt n et e teeneetebebententeneeneas 181
OZIGECMIS ...ttt ettt ettt ee e s e e e eeeesesseeaeeanaes 182

vil



OZET

PERi-iMRLANTASYON DONEMINDE SICAN ENDOMETRiIUMUNDA WNT-
p KATENIN YOLAGININ TCF, LEF VE CASPASE-9 EKSPRESYONUNDAKI
ROLU

Tugba DAGDEVIREN
Yiiksek Lisans Tezi
Histoloji-Embriyoloji Ana Bilim Dali
Danisman: Prof. Dr. H. Eray BULUT
2019, 194 sayfa

Implantasyonda birgok sinyal molekiiliiniin, blastosist ile reseptiv endometrium
arasindaki haberlesmede rol aldig1 bilinmektedir. Bu c¢alismada, Wnt sinyal yolagi
proteinlerinin dstrus ve gebelik endometriumundaki ekspresyonlari, immiinfloresan ve
real time PZR yontemleriyle gosterilerek endometriumda olusan degisikliklerdeki
rolleri ve ¢esitli sinyallerle nasil diizenlendigi belirlenmistir. Didstrus evresinde uterus
epitelinde Wnt-3 ve beta-katenin, endometrial bazal stromada Wnt-3, Wnt-7a, kaspaz-9
ve TCF, kan damarlarinda ise Wnt-7a, kaspaz-9 ve TCF molekiilleri kuvvetli
ekspresyon gostermistir. LEF-1, en diisiik ekspresyona sahiptir. Metadstrus evresinde
Wnt-7a, uterus epiteli hiicreleri ve diger alanlarda da ¢ok kuvvetli lokalize olmustur.
Ostrusta, LEF-1 ve TCF, perimetrial-miyometrial bag dokuda lokalizasyon gostermistir.
Uterus epitelinde, beta-katenin ve kaspaz-9, bez epitelinde beta-katenin, subluminal
stromada, Wnt-3 endometrial bazal stromada, Wnt-3 Wnt-7a ve kaspaz-9, kan
damarlarinda ise Wnt-3, Wnt-7a ve kaspaz-9 ¢ok kuvvetli eksprese olmustur. Gebeligin
7. glinlinde LEF-1 yalniz mezometrial desiduada, TCF ise yalniz anti-mezometrial
desiduada lokalizasyon gostermistir. Gebeligin 8. giiniinde, primer desidualizasyon
zonunda Wnt-3, Wnt-7a, beta-katenin ve kaspaz-9 ekpresyonu
maksimumdur. Gebeligin 9. giliniinde, tim molekiillerin lokalizasyonlari, hem anti-
mezometrial desiduada hem de mezometrial desiduada belirgin diizeyde artis
gostermistir. Real time PZR sonuclarma gére Wnt-3 en iyi ekspresyonu gebeligin 9.
giiniinde gosterirken, en diisiik Ostrustta goriilmiistiir. Wnt-7a, gebeligin 7. 8. ve 9.

giinlerinde az caligmistir. Beta-katenin tiim bu molekiiller arasinda en yliksek ifadeye
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sahip olup siklusta ve gebelikte en 1yi ¢alisan proteindir. Kaspaz-9 ise, en iyi Gstrus ve
metadstrus donemlerinde eksprese olmustur. Sonu¢ olarak, peri-implantasyon siireci
boyunca Wnt molekiillerinin (Wnt-3, Wnt-7a, beta-katenin, kaspaz-9, Tcf, Lef-1) sican
endometriumunda hiicre sinyalizasyonu, transkripsiyon ve hiicre Oliimiiniin

belirlenmesinde 6nemli bir rolii oldugu saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Rat, Wnt Sinyal Yolagi Proteinleri, Implantasyon, Ostrus ve

Gebelik Endometriumu, Immiinflorasan, Real Time PZR
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ABSTRACT

THE ROLE OF WNT- CATENIN PATHWAY ON TCF, LEF AND CASPASE-9
EXPRESSIONS IN RAT ENDOMETRIYUM DURING THE PERI-
IMPLANTATION PERIOD

Tugba DAGDEVIREN
Master of Science Thesis
Department of Histology-Embryology
Supervisor: Professor H. Eray BULUT
2019, 194 page

It is well known that plenty of signal molecules play important roles between the
receptive endometrium and the blastocyst during implantation. In the present study,
expressions of Wnt signal pathway proteins were demonstrated in the oestrus cycle and
in the pregnancy endometrium by immunflourescence and real time PCR techniques
therefore their possible roles and interactions with several other signals on endometrial
alterations have been determined. It has been shown in the dioestrus cycle that Wnt-3
and B-catenin in the uterine epithelium, Wnt-3, Wnt-7a, caspase-9 and TCF in the basal
stroma and Wnt-7a, caspase-9 and TCF in the blood vessels were all expressed strongly
whereas LEF-1 had the lowest immunlocalization in those areas. Wnt-7a was expressed
very strongly in uterine epithelial cells and in other areas during the metaoestrus cycle.
LEF-1 and TCF were localized only in the perimetrial-myometrial connective tissue
during the oestrus period. The strongly immunlocalized molecules and their localization
areas during the oestrus period were as follows; B-catenin and caspase-9 in the uterine
surface epithelium, B-catenin in the glandular epithelium, Wnt-3 in the subluminal
stroma, Wnt-3, Wnt-7a and caspase-9 in the endometrial basal stroma, Wnt-3, Wnt-7a
and caspase-9 in the blood vessels. While LEF-1 was expressed only in the mesometrial
decidua, TCF was expressed only in the anti-mesometrial decidua during the seventh
day of pregnancy. Highest Wnt-3, Wnt-7a, B-catenin and caspase-9 expressions were
determined in the primary decidualization zone on day 8 of pregnancy. An increased
immunolocalizations of all related molecules were determined both in the anti-
mesometrial decidua and in the mesometrial decidua on day 9 of pregnancy. According
to real time PCR findings, while Wnt-3 demonstrated its’ highest expression on day 9 of
pregnancy, it was found to be lowest in the oestrus. Wnt-7a had weak expressions on
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days 7, 8, and 9 of pregnancy. On the other hand B-catenin had the highest expression
levels among all studied molecules thus it was the only molecule that worked both
during the oestrus cycle and pregnancy. Caspase-9 was highly expressed during the
oestrus and metaoestrus periods. In conclusion, it could be postulated that Wnt
molecules might play crucial roles in cell signalling, transcription and cell death in the

rat endometrium throughout the peri-implantation process.

Key Words: Rat, Wnt Signal Pathway Proteins, Implantation, Oestrus and Pregnancy

Endometrium, Immunoflourescence, Real Time PCR
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1. GIRIS

Memelilerde implantasyon birgok sinyal molekiillerinin, blastosist ile reseptiv
endometrium arasindaki haberlesmede rol aldig1 biyolojik olaylardan birisidir (Kaloglu
ve ark., 2003). Basarili bir implantasyon, implante blastosist ve alic1 rahim arasinda
kesin olarak diizenlenmis karsilikli bir sinyalizasyona baghidir. Organizmalarda Wnt
kendi 6zel reseptorlerine baglanarak (Frizlled Reseptorleri-Fz) en az ii¢ farkli yolagi
aktive edebilir; Wnt/B-katenin sinyal yolagi (Kanonikal), hiicre polaritesinin
saglanmasinda rol oynayan sinyal yolagi (non-kanonikal) ve Wnt/kalsiyum (Ca'?)

sinyal yolagi.

Wnt ailesi fonksiyonel analizler kullanilarak en az 2 alt smifa bolinmiistiir.
Xenopus’larda, Wnt-1, Wnt-3a ve Wnt-8 embriyolarda axis ¢ogalmasini indiiklerken,
Wnt4, Wnt5a ve Wntll bunu yapamaz. Axis ¢ogalmasini indiikleyebilen genlerin
kanonikal olarak davrandigi diisiiniilmektedir, digerleri ise non-kanonikal olanlardir (Du

ve ark., 1995).

Wnt sinyal yollari, ergin donemde kendini yenileyen hiicrelerin adezyonunda, hedef
hiicre genlerinin transkripsiyonunun kontrol edilmesinde, embriyonik donemdeki
hiicrelerde ise hiicre polaritesinin ve proliferasyonunun saglanmasinda, farklilasmada ve
hiicre gogiinde 6nemli 6lciide rol oynamaktadir (Novakofski, 2004). Bu fonksiyonlarini
bircok sinyal molekiilleri ile etkileserek gerceklestirirler. Bu molekiiller, plazma
membranindaki reseptorlerine baglanarak fonksiyon géren Wnt’lere veya reseptorlerine

baglanarak Wnt sinyal yolaklarini kontrol ederler (Tanir ve Demirezen, 2009).

Wnt sinyal yolu ve bu yolda gorev yapan molekiillerdeki degisiklikler nedeni ile
meydana gelen hastaliklarla ilgili ¢alismalar ¢ok genis kapsamli olarak literatiirde yer
almaktadir. Bu anormal ifade ile ¢esitli hastaliklara ve kansere neden olan genlerin

transkripsiyonu saglanmis olur (Polakis, 2000; Moon ve ark., 2004; Nusse, 2005).

B-katenin, Wnt sinyal yolunda anahtar rol oynayan sitozolik bir proteindir (Willert ve
Nusse, 1998). Fosforillenmeyen B-katenin, proteozomlarda par¢alanamaz ve sitozolde
birikir. Biriken B-kateninin bir kismi, ¢ekirdege girerek, burada bulunan transkripsiyon
faktorlerini (TCF/LEF-1) aktive eder ve Wnt sinyal yolunun hedef genlerinin
transkripsiyonunu baglatir. Bu aktivasyonla, hem sinyal yolunda goérev yapan

proteinlerin transkripsiyonu gerceklesir hem de proliferasyonda, hiicre siklusunda



farklilasmada 6nemli rol oynayan bir¢ok genin transkripsiyonunun kontrolii saglanmig

olur (Willert ve Nusse, 1998; Miller, 2002; Mikels ve Nusse, 2006).

Wnt sinyal yolagi, kaspaz-9 aktivitesini inhibe ederek apoptozu baskilayabilmektedir.
Adenomatozis polipozis coli (APC) geni de apoptozu regiile etmek i¢in bir bagka
mekanizma sunmaktadir. APC’nin B-katenin seviyesini diisiirmesi TCF/LEF
transkripsiyon faktorlerinin down-regiilasyonuna yol acar (Munemitsu ve ark., 1995).
TCF/LEF aktivitesi olmadan APC, kaspaz-3, kaspaz-7 ve kaspaz-9 aktivasyonuna
neden olur ve bu proteinler araciligiyla sonug olarak apoptoz gerceklesir (Chen ve ark.,
2003). Wnt islevleri birgok farkli dokuda ¢alisilmis olsa da, bagisiklik sisteminde Wnt
sinyali hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. LEF-1'in gelisen B ve T hiicrelerinde
eksprese olmasi, Wnt sinyalizasyonunun lenfoid hiicrelerin ¢ogalmasimi ve/veya

farklilasmasini diizenleme olasiligini artirir (Okamura ve ark., 1998).

TCF/LEF, DNA baglayan transkripsiyon faktor ailesidir ve B-katenin aracili gen
regiilasyonunun 6nemli bir bilesenidir (Panhuysen ve ark., 2004). Wnt sinyallemesinin
B-katenin ile transkripsiyon faktorlerinin LEF-1/TCF ailesinin iiyeleri arasindaki
etkilesimler yoluyla etkili oldugu disiiniilmektedir. LEF-1/TCF transkripsiyon
faktorleri, B-katenin ile etkilesime girerek Wnt sinyalleri ile niikleer bir cevaba aracilik
eder. Wnt sinyali ve B-katenin stabilitesini arttiran diger hiicresel olaylar, B-katenin ile
birlikte LEF-1/TCF proteinleri ile transkripsiyonel aktivasyona neden olur. Wnt
sinyalizasyonu olmadiginda, LEF-1/TCF proteinleri transkripsiyonu baskilar. LEF-
1/TCF transkripsiyon faktorleri ayn1 zamanda diger kofaktorlerle etkilesime girebilir ve
coklu sinyal ileten yollarin entegrasyonuna izin verebilen ¢oklu protein arttirict
komplekslerin montajinda rol oynar. Stabilize B-katenin ¢ekirdege translokasyon yapar,
LEF-1/TCF faktorlerini baglar ve Lnt-1 / TCF ve c¢ekirdek baskilayic1 proteinler
arasindaki etkilesimlerin bozulmasin1 igeren bir silire¢ olan Wnt hedef genleri

aktivasyonunu saglar (Grosschedl ve Eastmen, 1991).

Hiicre 6liim mekanizmasinin diizenlenmesi embriyolojik gelisim ve doku hemostazisi
icin 6nemli bir asamadir. Son yillarda yapilan arastirmalarda hiicre 6liimiinii kontrol

eden bir¢ok yolak, hiicre ve dokuda agiklanmistir (Simsek ve Vatansever, 2014).

Apoptozun  diizenleyici mekanizmasinda kullanilan baslica yol kaspazlarin
aktivasyonudur (Kosova ve Ari, 2011). Kaspazlar saglikli hiicrelerde inaktif enzim

onciilleri (zimojen) olarak bulunmaktadir ve proteolitik aktiviteleri ¢ok azdir ya da hig



yoktur (pro-kaspaz) (Nicholson, 1999). Buna karsin apoptozun tetiklendigi yolaklarin
tamaminda kaspaz aktivasyonu gozlemlenmektedir. Kaspazlar, apoptozun goérev
aldiklar1 asamalara gore isimlendirilmektedir: Apoptotik siirecin tetiklenmesinde gorev
alan kaspazlar baslatic1 (kaspaz-8, -9), yiiriitiilmesinde gorev alan kaspazlar ise efektor

(kaspaz-3, 6, 7) olarak adlandirilir (Earnshaw ve ark., 1999).

Viicutta fizyolojik bir durum olan apoptoz, anormal olmayan hiicrelerin yok
edilmesinden de sorumludur (Altunkaynak ve Ozbek, 2008). Wnt gen ekspresyon
tirlinlerinden bazilar1 apoptoz siirecinde modiilatér fonksiyonlar1 olan faktorlerin
aktivitesinde etkilidirler. Wnt’ler ayrica, kaspazlarin aktivitesini etkileyen APC

tizerinden de apoptozu etkilerler (Cesur, 2010).

Whnt-Frizzled sinyal yolagi ndron, endotel, vaskiiler diiz kas ve kardiyomiyosit gibi
cesitli hiicre populasyonlarinda hem gelisim hem de hasar siireclerinde apoptozu kontrol
etmektedir (Li ve ark., 2006). Hiicrelerin biiyiimesi siirecinde, Wnt sinyal iletimi var

olan ¢evresel uyaranlara bagl olarak apoptozu kolaylagtirir veya engeller (Ellies ve ark.,

2000).

Lenfosit farklilagsmasi, kok hiicrelerin son derece 6zel hiicrelere doniismesini saglayan
karmasik bir siirectir. Hiicre soylarin1 ve asamali genlerin ekspresyonunu diizenleyen
harici sinyaller, hiicre dis1 biiylime faktorleri ve hiicre-hiicre temasini igerir. Hiicreler
icinde bu ipuglari, genlerin ekspresyonunu diizenleyerek bir farklilasma programinin
yiiriitilmesinde Ozellikle 6nemli bir rol oynayan transkripsiyon faktorleri tarafindan
biitlinlestirilir (Reya ve Grosschedl, 1998). LEF-1, TCF-1, TCF-3 ve TCF-4'liin diger
ti¢ iiyesini de iceren LEF-1/TCF HMG kopyalama faktorii ailesinin bir {liyesidir. Buna
ek olarak, LEF-1/TCF proteinlerinin, Wnt sinyal yolunda 6nemli bir efektor olan (-
katenin ile etkilesime girdigi gosterilmistir (Van de Wetering ve ark., 1991).

Bu ¢alismada normal 6strus donemi ve gebelik donemi endometriumunda Wnt sinyal
yolagmmin  Wnt-3, Wnt-7a, [-katenin, kaspaz-9 ve LEF-1/TCF proteinlerinin
etkinliklerinin ¢esitli sinyallerle nasil diizenlendigi immunfloresan ve Real Time PZR

yontemleriyle saptanacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Uterusun Morfolojik, Anatomik ve Histolojik Ozellikleri

Uterus, armut seklinde bir organ olup, govde (korpus), i¢ agiz ve i¢ agizdan asagiya
uzanan silindirik bir yap1 olan serviksten olusur. Uterus govdesinin kubbe seklindeki
kismina ise fundus adi verilir (Sekil 2.1.). Uterus duvari nispeten kalindir ve ii¢
tabakadan olusur (Junqueira ve Carneiro, 2003). Perimetrium; en disarida bulunan,
uterusun bazi bdliimlerinde seroza (bag dokusu ve mezotelyum) veya adventisya
ozelligi tagiyan tabakasidir (Ovalle, 2009; Moore ve Persaud, 2009). Devam eden diger
katmanlar, miyometriyum ile endometrium tabakasi olan, uterus mukozasidir.
Miyometriyum, bag dokusu ile ayrilmis diiz kas demetlerinin olusturdugu uterusun en
kalin tabakasidir. Bu tabakada diiz kas demetleri sinirlar1 iyi belirlenemeyen 3 ya da 4
tabaka olarak olusmustur (Junqueira ve Carneiro, 2003). Burada yer alan kas demetleri
icte ve dista longitudinal, biiylik kan damarlarinin bolca bulundugu orta tabakada ise
oblik ve sirkiiler seklinde dagilim gosterir (Moore ve Persaud, 2009; Ovalle ve

Nahirney, 2009).

Fimbria

Endometrium (progestational stage)

Sekil 2.1. Uterusun anatomik yapisi (Sadler,2008).

Endometrium, uterusun mukozal i¢ yiizeyi olarak adlandirilir. Endometrium tek kath
prizmatik epitel ve endometriyal stroma olarak da bilinen zengin lamina propria agindan

olugsmaktadir. Tek katli silyali hiicreler bol miktarda bulunur ve silyasiz salgi yapan



prizmatik hiicreler de endometrium lamina propriasinda miyometrium tabakasina kadar

uzanir (Moore ve Persaud, 2007; Ovalle ve Nahirney, 2009).

Epitel tabakasi, altindaki lamina propria’ya dogru cokiintiiler olusturur, dylece c¢ok
sayida uterus bezini meydana getirir. Bu bezler tiibiiler 6zelliktedir ve lamina propria
boyunca devam eder (Seftalioglu, 1998; Erdogan ve ark., 2007). Uterus bezleri; dalli ya
da catalli 6zellik gdsteren basit tiibiiler sekildedir. Tek katli prizmatik epitel hiicrelerinin
apikal ytizlerinde kisa ancak diizenli yerlesim gdsteren mikrovilluslar yer almaktadir ve
farkli biiyliklik ve yogunlukta salgi graniilleri iceren apikal sitoplazmalar1 vardir.
Endoplazmik retikulumlar1 iyi geligsmistir ve ¢ekirdegin hemen altinda, hiicrenin bazal

kismindadir. Ribozom bakimindan oldukg¢a zengindir (Erkogak, 1982).

Endometrium tabakasi kok hiicreler, fibroblastlar, T ve B lenfositler, mast hiicreleri,
desidual hiicreler ve yildiz sekilli hiicreleri bol miktarda igerir. Bunun yaninda temel
madde igeren tip III kollajen lif bakimindan da olduk¢a zengindir (Moore ve Persaud,
2007; Ovalle ve Nahirney, 2009). Endometrium islevsel ve yapisal 6zelligine gore iki
kisima ayrilmistir: 2/3°liik {ist kismindan olusan ve menstruasyon sirasinda dokiilen
kalin yiizeysel katmanina foksiyonalis (stratum functionale endometriale), kalan 1/3’1iik
alt kismin1 olusturan daha yogun katman ise bazalis (stratum bazale endometriale)
olarak adlandirilir. Menstruasyonda dokiilen fonksiyonel tabakanin yenilenmesini
saglayan tabaka, bazalis tabakasidir. Lamina propria ise siki fibréz bag dokusu
Ozelliktedir (Seftalioglu, 1998; Erdogan ve ark., 2007). Diger uterus tabakalar1
icerisinde en 0zel kan damar sistemi endometriuma aittir. Uterusta yer alan arterler
miyometriumda anastomozlagan arkuat arterlere boliiniir. Arkuat arterler endometrium
tabakasina dogru isinsal sekilde ilerleyerek endometriumun bazalisindeki diiz arterleri
olusturur. Endometriumun fonksiyonalisinde 1sinsal arterlerin dallar1 spiral arterlere
dontiserek daha iist kisimlarda ince ve ¢ok sayida kapilleri olusturur (Ross ve ark.,
2003). Endometrium pubertadan menapoza kadar farkli periyotlarda belirli
degisikliklere maruz kalir. Insanlarda bu tiir degisiklikler, ovaryal siklus denilen
donemle gelisir ve bu siireg 0-28 giinliik periyodu igerir. Memelilerde ve insanlarda bu
seksiiel slirece menstrual dongii adi verilir. Menstrual dongii boyunca endometrium
epiteli ve pars fonksiyonalis, insanlarda dongiiniin 0-4 giinii arasinda nekroza
ugrarayarak kanama ile birlikte atilir (Moore ve Persaud, 2007; Ovalle ve Nahirney,

2009).



2.2. Menstrual Dongii

Menstruasyon denilen olay, hipotalamus, hipofiz ve ovaryum tarafindan iiretilen
hormonlarin etkilesimlerine cevap olarak dogmus, hiicre icindeki farkli sinyal
molekiilleri ile ortaya ¢ikan bir olaydir. Bu etkilesimlerin sonucu olarak bir tek folikiil
secilerek olgunlagsmasi ve aylik periyotlar igerisinde gerceklesen dongiisel bir siiregtir.
Steroid hormonlarinin salgisiyla endometriumda bir seri degisiklik gergeklestirerek
implantasyona hazirlik yapilmaktadir (Clancy, 2009). Menstrual siklus ortalama 28

giinde bir ger¢eklesmektedir. Bu dongii 4 evre de tamamlanir (Kierszenbaum, 2006).

e Proliferasyon Faz1 (Follikiiler evre)
e Sekresyon Fazi (Luteal evre)

e Iskemi faz1 (premenstrual faz)

e Menstruasyon Fazi (Kanama evresi).

2.2.1. Proliferasyon evresi

Proliferasyon evresi, lireme dongiisiiniin 5.-14. giinleri arasin1 kapsar. 28 giinliik
dongiintin 14. giinline (ovulasyon) kadar devam eden bu siire¢, menstruasyonun
bitmesiyle baglar. Ovulasyonun hemen ardindan 1-2 giin daha devam eder (Seftalioglu,
1998; Erdogan ve ark., 2007). Proliferasyon evresinin baslamasiyla menstruasyon sona
erer ve endometrium fonksiyonalis tamamen atilir. Endometrium bazaliste ise uterus
spiral bezleri ve arterlerin bazal kisimlar1 yer alir (Seftalioglu, 1998; Karaéz, 2002).
Bazalde yer alan bez epiteli hiicreleri bir seri mitoz boliinme gegirerek cogalirlar. Bu
cogalma ile yiizeye dogru uzanarak yeni ylizey epitel hiicrelerini ve endometriumun
fonksiyonalis bezlerini olusturur. Burada yer alan bez yapilarinin liimenlerinde
genisleme meydana gelir bu genislemeye bagli olarak glikojen depolanmaya basglar.
Genisleyerek kanla dolmaya baslayan kapillerlerden endometriuma dogru eritrositlerin
gecisi s6z konusudur. Once bezlerin liimenine, ardindan da vaginaya akan bir kisim kan,
intermenstrual kanama olarak tanimlanir. Tamamlanan bu olay sonucunda endometrium
fonksiyonalisin kalinligt 3 mm kadar olmaktadir (Seftalioglu, 1998; Karadz, 2002;
Erdogan ve ark.,2007).

2.2.2. Sekresyon evresi

Bu evre ovulasyon ve menstruasyon fazinin baslamasi arasinda kalan siire olarak
tanimlanir. Ovulasyon bittikten sonra, korpus luteum progesteron salgisin1 ve yikimini

gerceklestirir. Burada ilk degisiklik, bez epiteli hiicrelerinde goriiliir; hiicrelerin



niikleuslarinin ~ altinda vakuolleri olusmaya baglar. Sekresyon fazi boyunca
vakuolizasyon devam eder ve bu vakuolizasyon fizyolojik bir degisikliktir. Bez epiteli
hiicrelerinin apikal sitoplazmalar1 glikojen biriktirir. Spiral arterler endometriyal
bezlerle beraber uzayarak endometriumun yiizey kismina ulasir. Endometrium
stromasinda 6dem ortaya c¢ikar ve kalinlig1 7-8 mm olur (Gellersen ve Brosens, 2014).
Progesteronun etkisiyle fibroblastlar implantasyona hazirlik i¢in desidua hiicrelerine
doniigiirler. Endometriyal stromal hiicrelerin desidua hiicrelerine doniismeleri, GER ve
Golgi sistemlerinde dilatasyon, sitoplazmalarinda glikojen birikimi ve lipid
damlaciklarinin fazla olmasiyla baglantilidir Sekresyon fazinin basinda ve ortasinda
sitoplazmik uzantilar 6demli bag dokuya uzanir ve biriktirdikleri glikojen ve salgi
iriinlerini ekstraseliiler bosluga birakirlar. Desidua hiicreleri ekstraseliiler matriksin
yeniden sekillenmesini saglayan fagositik aktivite ozelligi gosterir (Gellersen ve
Brosens, 2014). Sekresyon evresinde bir dizi olaylar zinciri gergeklesir; hiperemi,
0dem, yedek besin depolama ve desidualizasyon. Endometriumun desiduaya doniismesi
eger dollenme gergeklesmis ise oldukg¢a Onemlidir. Ciinkii blastosistin gomiilerek
gelisimini siirdiirmesi i¢in en uygun ortam desiduadir. Sekresyon evresi sonunda
gergeklesen biitiin yapisal degisiklikler endometriumda 3 farkli bolge olugsmasini saglar:
1. Yiizeysel kompakt katman: Spiral bezlerin boyun kisimlarini igerir. En az 6deme
sahip bolgedir.
2. Kalin spongiyoz katman: Spiral bezlerin kivrintili kisimlarini igeren bolgedir. En
cok 6dem bu bolgede gbzlenir.
3. Derin bazal katman: Spiral bezlerin son kisimlariyla, spiral arterlerin alt
parcalarini iceren bolgedir ve menstruasyonda, dogum sirasinda en ¢ok doku

kaybina ugrayan katmandir (Seftalioglu, 1998; Karadz, 2002).
2.2.3. iskemi Evresi

Ureme siklusunun 27-28. giinlerini kapsar. Dollenme gergeklesmemis ise korpus
luteum, 10 giin varligimi korur ve bu siiregte progesteron ve Ostrojen hormonlar
salgilanmaya devam eder. 10-12. giinden sonra korpus luteum geriler, endometriumu
stimiile eden progesteron ve Ostrojen hormonlar1 kanda giderek diismeye baslar.
Fonksiyonal tabaka damarlar1 bir seri degisiklige ugrar. Spiral arterler, uzun siiren
periyodik kontraksiyon yaparlar. Bu esnada endometrium fonksiyonalise giden kan,
periyodik kesintilere ugrayarak endometriumun beyaz ve kansiz bir goriiniim almasini

saglar ve bu olaya iskemi ad1 verilir. Damarlada meydana gelen bu degisiklikten dolay1
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bezler de salgi gorevini yapamaz, endometrium susuz kalarak biiziiliir. Fakat
endometrium bazaliste kan dolasimi normal devam eder (Erkogak, 1982; Seftalioglu,

1998; Kierszenbaum, 2006).
2.2.4. Menstruasyon Evresi

Siklusun 1. giiniinden baslayip, 5. giiniine kadar devam eder. Iskemi evresinden sonra
endometrium nekroza ugrar. Iskemik evrede zarar goren arterler, kan yeniden damara
akinca yirtilir ve kanama giinlerce siirer ve daha sonra yavaslar (Erkogak, 1982;
Seftalioglu, 2003; Erdogan ve ark.,2007). Fertilizasyon baslamazsa, ovulasyondan sonra
14. giinde korpus luteum fonksiyonunu yitirir. Ostrojen ve progesteron salinimi diiser ve
menstruasyon baglar. Hormon diizeylerinin farkli olmasiyla fonksiyonel tabakanin
kanlanmasi degisiklik gostermektedir. Spiral arter duvarlar1 kasilip gevsemeye baslar. 2.
giin sonunda ise spiral arterlerin kasilmasia bagl olarak kan akimi engellenmis olur.
Endometriumun fonksiyonalis tabakasinda, oksijenlenmenin ortadan kalkmasiyla
meydana gelen iskemi bu tabakanin nekrozuna sebep olur. Spiral arter duvarinda
yirtilma meydana gelir ve bunun sonucunda endometrium igerisine kanama olur.
Nekroza ugramis endometrium fonksiyonalis tabakasindan epitel ve stromal hiicreler
ayrilarak uterus sivisi kan ile beraber atilir. Endometriumun fonksiyonalis tabakasi
tamamiyla dokiiliir ve geride sadece endometrium bazalis kalir. Bazaldeki hiicreler,
mukozay1 yeniden olusturmak i¢in bir araya gelir ve ¢ogalarak endometriumu yeni bir

dongiiye hazir hale getirir (Gartner ve Hiatt, 2007).
2.3. Sicanlarda Ostrus Siklusu

Sicanlarda (rat) ostrus siklusu birbirini takip eden 4-5 giinliik bir siirecten olusmaktadir.

Bu dongii genel olarak dort evreden olusur;

1. Prodstrus evresi; 12 saat,
2. Ostrus evresi; 12-14 saat,
3. Meta0strus evresi; 21 saat,
4

. Didstrus evresi; 57 saat.
2.3.1. Proostrus Evresi

Ostrusun bu evresinde LH ve dstrodiol en yiiksek seviyeye ulasir. Evrenin baslarinda

Ostradiol en diisiik seviyedeyken evrenin sonlarina dogru artis gosterir. Tek kath

prizmatik epitel hiicrelerin boyutlar1 giderek artar ve tek kathi yliksek prizmatik

hiicrelere doniisiir (Mendoza-Rodriguez ve ark., 2002). Prodstrus ile Ostrus arasinda
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gergeklesen ovulasyonu, LH kendiliginden stimiile eder (Smith ve ark., 1975).
Cekirdekli epitelyal hiicreler fazladir, bu hiicreler bazen birlikte ya da ayri ayr

bulunabilir. Baz1 bolgelerde ise kornifiye hiicreler goriilebilmektedir.
2.3.2. Ostrus Evresi

Kornifiye skuamoz epitelyal hiicrelerle karakterizedir. Burada hiicreler ¢ogunlukla
kiimeler halinde bulunur (Parkening ve ark.,1982 ). Proostrus ve Ostrus arasinda LH’in
pik yapmasiyla ovulasyon olayr gerceklesir. Uterusta, yiizey epitelinde proliferasyon
yoktur. Fakat hiicrenin boyutlarinda uzama oldugu i¢in epitelde kalinlasma soz
konusudur. Baz1 epitel alanlarinda yalanci ¢ok katli epitel varmis gibi goriiniir. En
onemli farklardan biri, bu evrede epitelde apoptotik hiicrelerin goriilmesidir (Mendoza-
Rodriguez ve ark., 2002). Uterus boslugunda genislemelerle beraber sivi birikimi s6z
konusudur. Epitelde meydana gelen bu degisikliklerden dolay1r uterus, blastosist

implantasyonuna hazirdir (Orchard ve Murphy, 2002).
2.3.3. Metaostrus Evresi

Yaklasik olarak 21 saat siiren metadstrus evresinde artik disi sigan erkegi kabul etmez
(Lohmiller ve Swing, 2006). Uterusta kan damarlar1 oldukca kiigiik ve azalmistir.
Ostrodiol serum diizeyleri diismiistiir (Mendoza-Rodriguez ve ark., 2002). Metadstrus

evresinde l0kositler baskindir (Parkening ve ark., 1982).
2.3.4. Diostrus Evresi

Endometriyal rejenarasyon yeniden baslamistir. Erken donem didstrusta Gstradiol
salinimi diistiktiir ancak gec didstrusta dstradiol salinimi kademeli olarak artar (Levine

ve ark., 1985).
2.4. implantasyon

Implantasyon genetik agidan farkli embriyonik ve maternal dokular arasinda meydana
gelen bir gelisimsel siirectir. Implantasyondan dnce blastosist ve endometrium arasinda
birtakim sinyallesme meydana gelir (Kayisli ve Demir, 2000; D’Souza ve ark., 2007).
Bu etkilesimi saglayan biliylime faktorleri, adezyon molekiilleri, hormonlar, sitokinler,
ekstraseliiler matriks proteinleri, iyon kanallar1 ve prostaglandinler gibi faktorleri iceren
bir sistemdir. Bu sistemde meydana gelen herhangi bir eksiklik ya da aksaklik basarili
bir implantasyonu engellemektedir (Paria ve ark., 2002; Mourik ve ark., 2009). Basarili

bir implantasyon i¢in blastosist ve endometrium arasinda eslesen bir uyum olmalidir.



Endometriumda menstrual siklus boyunca birtakim degisiklikler meydana gelir ve
endometrium implantasyon penceresi olarak bilinen kisa bir donem boyunca reseptiftir.
Insanlarda menstrual siklusun orta-sekretuvar fazinda ovulasyon gerceklestikten 6-8
giin sonra, blastosist implantasyona hazir hale gelir ve bu 4 giin siirer (Salamonsen ve
ark., 2016). Gebeligin 4. giiniinde blastosist evresindeki embriyo, uterus boslugu
ierisine yerlesmistir. Ostrojen ve progesteron salgilanmasiyla implantasyon bolgesinde
endometriyal damar gecirgenligi artis gosterir ve endometrium implantasyona
hazirlanir. Blastosist, zona pellusidadan ayrilarak trofoektodermin epiteliyal uzantilart
uterus liimeni epiteli ile karsilasir (apozisyon). Zona pellusidanin ayrilmasi (hatching)
basarisizlikla sonuglanirsa embriyonun implante olmasi miimkiin degildir (Moore ve
Persaud, 2002; Giirsoy ve ark., 2009). Sekil 2’de ifade edildigi gibi implantasyon ii¢
asamada smiflandirilabilir: Apozisyon, adezyon ve invazyon (Davidson ve Coward,

2016).
2.4.1. Apozisyon (yakinlasma)

Fertilizasyondan 1-2 giin sonra embriyo ile uterus arasinda bir iletisim s6z konusudur.
Bu iletisim, implantasyona kadar devam eder ve basarili bir implantasyonun
gerceklesmesiyle devaminda yavrunun intrauterin yasami boyunca da stireklilik gosterir

(Aplin ve ark., 2008).
2.4.2. Adezyon (baglanma)

Yiizey epiteli ve trofoektodermin temas etmesiyle beta integrinlerin rol aldig: siiregtir
(Damsky ve ark., 1994; Wang ve Armant, 2002; Gokcimen ve Temel, 2004).
Implantasyon devam ederken, hiicre yiizey molekiillerinin apikolateral kisimlarinda
degisiklikler meydana gelmektedir. Beta-integrin varligi, implantasyondan dnce bazal
durumdadir fakat sekretuvar faza gecince hem bazal hem de lateral olarak degisiklikler
izlenir. Bu degisiklik implantasyon sirasinda luminal epitel hiicrelerinin hiicreler arasi
etkilesimdeki farkliligini1 gosterir (Gok¢imen ve Temel, 2004). Bu asamada blostosist,
uterus liimenine 2-3 giin asili kalir ve enzimatik olarak gevseyen zona pellusidadan
ayrilir; bu olay zona hatching olarak isimlendirilir. Gelisim devam ederken 6. ve 7.
giinlerde epitel yiizey bolgesine yerlesmis blastosistin buraya tutunmasi endometriumun
sekresyon fazinda gercgeklesir. Temas ettigi bolgede trofoblast hiicreleri, dis kisimda
sinsityotrofoblast, igte sitotrofoblast tabakalarini olusturmak iizere farklilagarak

endometrium epiteline penetre olurlar. I¢ kistmda yer alan hiicre kitlesi trofoblast

10



boslugunun i¢ duvart boyunca tutunma bolgesine dogru goc¢ ederek blastosistin
embriyonel kutuptan endometriuma gitmesine yardimei olur (Gelety ve Buyalos, 1995;
Paria ve ark., 2000). Adezyon gergeklesirken, bazi baglanma sinyal sistemlerine ihtiya¢
vardir. Bu sinyal sistemlerinde 6nemli adhezyon molekiillerinden selektinler,
integrinler, galectinler, heparan siilfat, proteoglikanlar (HSPGs), musin-1, kadherinler
(E ve P) ve trophinin-tastin-bystin kompleksidir (Carson ve ark., 2000; Red-Horse ve
ark., 2004). Adezyon baslarken selektinler, transmembran proteinlerle kalsiyuma bagh
lektin domainlerine aracilik eder; bu durum molekiillerin tutunmadan O6nce 16kositlerin
bir kiime olusturarak yuvarlanmasini tetikler. Yuvarlanan 16kosit kiimelerinin
membrana yapismasi i¢in beta-2 integrinler immunglobulin siiper ailesi endotelyal
reseptorler ile etkilesime girerler. Bu yapisma adezyon igin bir baslangi¢c olusturur,
bunun devaminda extravazasyon gergeklesir (Aplin ve ark., 2008). Sinyal yolaklarinin
adhezyonun belli asamalarinda trofoektodermin trofoblasti olusturmasi igin epitelyal-
mezengimal degisiklikleri kontrol eder. Koloni stimiile edici faktor-1 (CSF-1), l6semi
inhibe edici faktor (LIF) ve interlokin-1 (IL-1) gibi sitokinler implantasyon agamasinda
endometrium tarafindan {iretilir. Integrinler, kaderinler ve selektinler, adezyonun ileri
asamalarinda diger adezyon molekiilleri ile biitiinlesirler. Erken embriyonik dénemde
adezyon molekiilleri iizerinden hiicre adezyonuna laminin ve fibronektin gibi
ekstraseliiler matriks elemanlart da katilir ve bu ektraseliiler molekiillerin ekspreyonu
endometriyal stromada gerceklesir (Aplin ve ark., 2008). Trofoblastik go¢
gerceklesirken, hiicre-hiicre etkilesiminde Onemli rolii olan bir baska molekiil
efrinlerdir. Efrinler birer peptit olup, tirozin kinaz hiicre membran reseptorlerine
baglanirlar. Endometriyal hiicrelerde ve blastosistte aktif olarak efrin ekspresyonu

saptanabilmektedir (Fujiwara ve ark., 2002).
2.4.3. Penetrasyon ve invazyon

Implantasyon siirecindeki iigiincii evredir. Blastosistin tutunmasiyla trofoblastlarin
luminal epitele penetre olmasi akabinde farklilasan trofoblastlarin subepitelyal
endometriyal stromaya invaziv olmasiyla tamamlanir. Blastosistin implante olmasiyla
endometriyal luminal epitel ve trofoblastlar arasinda bu penetrasyon ve invazyon olayi
memelilerde 2 farkl tip olarak goriiliir:

a- Noninvasive implantasyon; implantasyon siireci baglanma evresinde duraksar;

farkli 2 tipi vardir:
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-Sentrik noninvasive implantasyon; baglanma evresinden sonra uterus boslugu
icerisinde gelisip biiyiiyen embriyo ile karakterizedir. Ornegin; at ve domuz.

-Eksentrik ~ noninvasive  implantasyon;  genellikle = mezometriyumun
antimezometriyal kutup alaninda yerlesim gosteren uterus boslugunun bir kenarina
dogru yakinlagsmis eksentrik yerlesimli embriyo implantasyonudur. Sican ve fareler en
1yl Ornektir.

b) Invasive implantasyon (intertisyel); bircok memeli tiiriinde goriilen bu
implantasyon siirecince embriyonun endometriyal stromaya invazyon ile devam eder

(Sekil 2.2) (insanlar ve primatlar) (Carter, 2007).

APOZISYON ADEZYON INVAZYON

oo° o° °°°o

s @*@"@g;u- Wi

Sekil 2.2. Implantasyonun apozisyon, adezyon ve invazyon asamalarindan olusan

ardisik ti¢ evresi (Fitzgerald ve ark., 2007).
2.5. Plasentasyon

Plasentasyon, endometriyal stromanin trofoblastik invazyonu ile baglar. Kontrol
edilemeyen invazyon durumunda uterusta ve uterus duvarinda yiiksek oranda yayilim
s0z konusudur. Trofoblast invazyonu endometriumdan salinan sitokinlerin ve proteaz
inhibitorlerinin salgilanmasiyla kontrol altina alinabilir. Bir diger sirlayict faktor
endometriyal stromal hiicrelerin farklilagarak olusturdugu desidual hiicre tabakasinin
varh@idir. Trofoblastik aktivite gergeklesirken kontrol altina alinmasi gerekir bu
kontrolii saglayan en onemli faktorler; sitokinler, enzimler, biiylime faktorleri, inhibitor
faktorler ve plazminojen faktorler arasindaki dengedir (Carter, 2007; Aplin ve ark.,
2008).
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2.6. Implantasyon ve Desidua

Implantasyon sirasinda, koryon-uterus iliskisi kuvvetli ise uterus mukozasinda yer alan
bag doku hiicreleri degisiklige ugrayarak daha biiyilk ve yuvarlak sekilde desidua
hiicrelerine doniisiirler. Bu hiicreleri igeren uterus mukozasi ise desidua olarak
tanimlanir. Desidua kelime olarak dogumda atilan ya da ddkiilen embriyo kismidir. Bu
tip plasentalara ise desiduali (desiduata) plasenta ismi verilir. Dogum esnasinda plasenta
yavru ile birlikte atilir ve bu yiizden kanama meydana gelir. Koryon uterus iliskisinde
ise her iki dokunun temasi mevcutsa desidua sekillenmez ve plasenta da desiduasiz
(adeciduata, indeciduata) plasenta adini alir. Bu tip plasentalarda dogum esnasinda
uterus mukozasinda herhangi bir zedelenme ya da atilma meydana gelmez ve
dolayisiyla kanama da s6z konusu degildir. Desiduali plasentaya sahip insanlarda
gebeligin 23. giliniinden itibaren uterusun bag dokusunda yer alan fibroblastlar
bliyliyerek epiteloid karakter kazanir. Bu desidua hiicrelerinin sitoplazmalarinda bol

miktarda glikojen ve lipid vardir (Hassa ve Asti, 1997).
2.6.1. Desidualizasyon

Desidualizasyon, endometriyal stromal hiicrelerin biiyliimesi ve ardindan epiteloid bir
karakter kazanmas1 demektir (Alden,1947). Okromatik ¢ekirdegin oldukca belirgin bir
cekirdekeigi vardir. Olgun bir desidua hiicresi ¢evresinde arjirofilik fibriler bir
materyalden olusmus bir periferal laminaya sahiptir. Bunun aksine tam gelismis desidua
hiicresi ¢evresindeki fibriler lamina igine sitoplazmik c¢ikintilar goénderir ve bu
cikintilarin ucunda 0,5p capinda yogun graniiler cisimcik tasir. Bu uzantilarin
histokimyasal olarak glukoz-6-fosfat dehidrogenaz ve izositrat dehidrogenaz aktivitesi
gosterdigi  bilinmektedir. Desidualizasyon esnasinda, uterus bezlerinde yer alan
hiicrelerin liimenleri genigler ve uterus siitii olarak adlandirilan bir salgi {iretip
liimenlerine verirler (Demir, 1995). Kemirgenlerde implantasyon gerceklesecegi zaman
endometriumda birtakim degisiklikler meydana gelir. Kemirgenlerde endometriyal
fibroblastlar viicudun diger bdlgesindeki fibroblastlardan biraz daha farklidir.
Kemirgenlerde desidualizasyon olay1r olduk¢a onemli ve ilging o6zelliklere sahiptir.
Endometriyal stromal hiicreleri ovaryum streroidleri tarafindan uyarilir. Normal
sartlarda desidualizasyon, embriyonun implante oldugu boélgelerin ¢evresinde
gerceklesir. Embriyo ve endometriumun ayrilma alanlarinda desidualizasyon
gerceklesmez (Abrahamsohn, 1983). Desidualizasyon, implante blastosistin mukozal

kriptler tarafindan etrafinin c¢evrilmesiyle baslar. Bu boélgelerde genellikle anti-
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mezometrial ve subepitelyal bolgelerdir. Baslangigta ilk desidua hiicreleri trofoblastlar
bazal laminaya ulastifinda ve epitelin yerini almasiyla sekillenir. Ardindan
desidualizasyon miyometriyuma dogru antimezometrial olarak yayilim gosterir. Birkag
giin sonra ise mezometrial endometriumda gobze carpan degisiklikler gergeklesir.
Desidual hiicreler uterusta yer alan fibroblastlarin farklilagsmasiyla olusurlar. Hiicrelerin
cekirdekleri iyi sinirlandirilmis graniiler ve fibriler olusumlar sekillenir. Daha sonra
hiicre ve ¢ekirdegi yuvarlaklasir; biiyiiyerek stromada hiicre disi boslukta azalma

meydana gelir (Lundkvist, 1978).

Gebeligin 10. giliniinde ratlarda uterusta farkli ana boélgeler tanimlanmistir. Bu farklh
bolgeler, antimezometrial desidua, desidual kriptler, mezometriyal desidua (bu bdlim
iki alt bolge igerir), glikojenden zengin hiicreler bdlgesi ve stromal hiicrelerin
farklilasmamis  bolgesidir.  Anti-mezometrial ~ endometriumda  ilk  olarak
desidualizasyona ugrayan bolge, embriyonun g¢evresini saran, agik¢a goriilen dar bir
bolgesidir. Bu bolgeye primer desidua ya da primer desidual bolge ismi verilir.
Tamamen degismis desidua hiicreleri tarafindan gevrili olarak sekillenmistir. Burada
bulunan desidua hiicreleri ise daha olgunlagmis halde bulunan hiicrelerdir. Ve en 6nemli
Ozelligi ise antimezometrial desiduada baskin olan hiicrelerdir. Morfolojik olarak
bakildiginda fibroblastlar ile olgunlasmamis halde bulunan desidua hiicreleri arasinda
bir ge¢is formundaki hiicrelerdir. Bu hiicrelere predesidual hiicreler ismi verilmektedir.
Predesidual hiicreler, miyometriyuma bitisik halde bulunurlar ve fibroblastlarin bir
tabakasi halinde g¢evrelenmislerdir (Welsh ve Enders, 1985). Stromaya ait bu bolge
ratlarda desidualize olmaz, brinoid kapsiil ya da kapsiil olarak adlandirilan, birbirine
yakin demetler halinde bulunan fibroblastlarin bir tabakasi tarafindan predesidual
hiicrelerden ayr1 konumlanmislardir. Bu durum sadece ratlara 6zgiidiir; farelerde
gorilmez (Parr ve Parr, 1986; Tung ve ark., 1986). Farklilasmasini bitirmis
endometriyal desidua hiicreleri, farkli 6zellikte olabilir. Bunlar ¢ok yiizlii, birbirlerine
yakin ve yuvarlaktirlar. Bu hiicrelerin ¢ok belirgin graniiler ve fibriler bolgelere sahip
okromatik ve ¢ikintili bir ¢ekirdekleri mevcuttur. Ratlarda desidua hiicreleri genellikle
iki ¢ekirdekli olabilir. Farelerde ise 3 ya da 4 c¢ekirdekli desidua hiicreleri vardir. Ancak
bu durum ¢ok yaygin degildir. Sitoplazma igerigi bircogu graniil iceren endoplazmik
retikulum, golgi kompleksi ve mitokondri yer almaktadir. Rat ve hamsterlerde, desidua
hiicreleri yogun olarak glikojen ve lipid damlaciklar1 igerir. Farelerin ise

antimezometriyal desidua hiicrelerinde yalnizca yag damlaciklart goriilebilir
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(Abrahamsohn ve Zorn, 1993). Ratlarda mezometrial desidua hiicreleri lizerinde O’Shea
ve ark. (1983) ile Welsh ve Enders (1985) tarafindan yapilan calismalarda, az yogun,
paketlenmis antimezometrial hiicreler ve bunlara eslik eden ¢ok uzun hiicresel yapilar
gbzlenmis; sonug olarak ise hiicrelerin diken, uzantilara sahip oldugu tespit edilmistir.
Organelleri ise antimezometrial hiicrelerinkine gore daha az gelismis sekilde bulunur.
Endometriumun tam ortasinda mezometrial ve antimezometrial desidua arasinda bir
bolge, glikojen bakimindan olduk¢a zengindir. Burasi birbirine yakin halde bulunan siki
paketlenmis gap junction ve adherenslere sahiptir. Kan damarlar1 bol miktarda bulunur
ayrica genis liimenleri ve ¢ekirdekleri ¢cikint1 yapmis sekilde de endotel hiicreleri vardir.
Buradaki damarlarin varlig1 desidua hiicrelerini, bir ipe tek sira dizilmis halde veya iki
kath dizilmis sekilde hiicreler olarak diizenlenmelerini saglamaktadir (Welsh ve Enders,

1985).
2.7. Endometriumun implantasyona Cevabi

Blastosist implante olduktan sonra hormonlarin etkilesimi ile endometriumun genelinde
implante olan blastosiste bir yanit olusur. Implantasyon tamamlandiktan sonra, yiizey
epiteli hiicrelerinde hipertrofi gergeklesir ve sitoplazmada glikojen birikimi soz
konusudur. Kapiller pleksuslarda dilatasyon gergeklesir; bu durum yiizeysel damarlari
veniillere benzeyen bir damara doniistiiriir. Cevrede silindirik sekil almis endotelyal
hiicreler izlenir. Eger erken villus asamasi gerceklesmigse veniil yapilart olmasi
gerektiginden daha fazla dilate olur; boylece bez yapilarina kan sizintist meydana gelir.
T-lenfositlerin yogunlugu, gebeligin 1. trimesterinde yogun bir artis gosterir (Sadler,
2008). Implantasyon basladiktan sonra ise stromal fibroblastlar desidual hiicrelere
doniisiirler. Bu doniisim insanlarda oldukga hizlidir. Insan blastosisti maternal
damarlar1 asindirmadan 6nce uzaga penetre olur. Trofoblastik plak evresinde, trofoblast
sadece epitelin yiizeyine yayilim gostermez; bazal laminaya da dagilim gosterir.
Trofoblastin etrafinda artik tamamen sinsityal trofoblast ve lakiinalar1 olusturulur.
Lakiinalara maternal kan doldugunda, endometrium genisler ve uterin liimene dogru

dagilir (Kliman, 2000; Moore ve Persaud, 2007).
2.8. Wnt Proteinleri

Wnt, isim olarak Drosophila melanogaster wingless (Wg) geni ve farede 15.
Kromozomda, Mouse Mammary Tumor Virus (MMTV) geni olarak bilinen int-1

geninden tiiretilmigtir (Barker, 2008). Wnt ailesine ait sinyal proteinleri embriyogenez
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ve yetiskin doku hemostazisini i¢eren bir¢ok gelisimsel olaya aracilik etmektedir (Berk,
2006). Wnt protein grubu ailesi, bol miktarda salgilanan sistein ve zengin
glikoproteinden olusmustur. Bu grubun {iyeleri reseptor aracilikli sinyal iletimlerinin
aktivasyonunda ligand olarak gorev yaparlar. Wnt genlerinin baslattig1 sinyal
yolaklarinin omurgali ve omurgasiz bir¢ok canlida embriyolojik gelisim esnasinda
hiicre gocli ve hiicre proliferasyonu ve ayni zamanda hiicrenin akibetinin belirlenmesi
ve hiicrelerin farklilagmasi gibi olaylarda 6nemli gorevleri vardir (Huelsken ve Behrens,
2002; Olson ve Schneider, 2003). Wnt genlerinin {iriinii olan Wnt proteinleri 36-40 kD
molekiil agirliginda ve yaklasik 350 amino asit uzunlugundadir (Miller, 2001). Wnt
ailesinin glinlimiize kadar 19 adet farkli tipi belirlenmistir. Bunlardan biri Wnt-1 olup,
mesensethalon ve beyincik gelisiminden sorumludur (Komiya ve Habas, 2008). Wnt-2,
Wnt3-a, Wnt-5a ve Wnt-5b embriyogenez boyunca farklilanma ve hiicre
fonksiyonlarinin diizenlenmesinden sorumludur ve ayrica onkonogenezde de rol alir
(Nusse, 2005). Insanda embriyonik hayatta ve karsinogenezde Wnt-2b’nin rol aldig
gosterilmistir. Fotal donemde erkek genital sistemin gelisiminde rol oyanayan ise Wnt-
4’tlir. Bunlardan Wnt-6. kolorektal karsinogenezde rol alir (Wodarz ve Nusse, 1998;
Walsh ve Andrews, 2003; Carmon ve Loose, 2008). Wnt-7a ise uterus diiz kasinin
gelismesinde ve eriskin donemde uterus fonksiyonlarinda olduk¢a &nemli bir role
sahiptir (Carmon ve Loose, 2008). Wnt-7a, erkek iireme sisteminde seks steroid
hormonlarinin degisiminde de etkilidir. Wnt-9, gastrik kanser alanlarinda eksprese

olmaktadir (Komiya ve Habas, 2008).
2.8.1. Wnt Proteinlerinin Sentezlenmesi, Tasinimi ve Olgunlasmasi

Wnt ailesi proteinlerinin sentezlendikleri hiicrelerde tasinabilmesi i¢in ¢esitli
degisikliklere ugramasi1 gerekmektedir. Bu proteinlerin olgunlasip tasinmasi igin ise
glikoz ve lipit parcaciklar1 baz1 protein yapilarina katilmak zorundadir (Hausmann ve
ark., 2007). Endoplazmik retikulumda (ER) bulunan Porcupine proteini inhibe
edildiginde, Wnt proteinleri hiicre disarisina ¢ikamaz ve fonksiyonlarini kaybeder. Bu
durum Wnt proteininin olgunlagip taginmasinda 6nemli bir faktordiir. Porcupine,
aciltransferaz ailesine ait bir proteindir ve bu protein Wnt proteinlerinin iizerindeki
Cys77 aminoasidine lipit parcaciklarin1 baglar.(palmitate grubu) (Mikels ve Nusse,
2006). Wnt’lerin transkripsiyonel, RNA splicing, translasyonel, post-transkripsiyonel ve
post-translasyonel seviyeleri, Wnt gen ekspresyonlarmin diizenlenmesi ile ilgili yapilan

caligmalarda gosterilmistir. Herhangi bir patolojik durum s6z konusu olmadigr zaman
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bu regiilasyon, Wnt’lerin hedef hiicrelerde ve dokularda, dogru fonksiyon gdrmesini
gerceklestirmek icindir (Tian ve ark., 2005). Wnt proteinlerinin glikolizasyonu, Wnt
proteinleri sentezlendikten sonra endoplazmik retikuluma ulasir ulasmaz, oligosakkarid
transferaz (OST) bilesimi, peptit baglarinin uygun yerlerinde N-linked oligosakkarid
zincirlerini ilave eder. Glikoz molekiillerinin, Wnt’lerin sentezlenmesi ve fonksiyonlari
ile ilgili olan iligkisi tam olarak anlasilamamistir. Coudreuse ve Korwagen’e (2007)
gore morfojen yapidaki diger proteinlerde oldugu gibi (Hedgehog), glikolizasyon
islemi, Wnt proteinlerini hiicre disina ¢ikarmak i¢in programlanmis ve hiicreler arasi

boslukta Wnt proteinlerinin ilerleyebilmesine yardimci olmasi olasidir.
2.8.2. Wnt Inhibitorleri

Hiicre disina salgilanan Wnt proteinleri hedefteki hiicreye ulagsmadan Once, hiicreler
arast boslukta gesitli proteinlerle baglanarak ya da hedef hiicrenin ylizey reseptorii
ortadan kaldirilarak, hedef hiicrede etkinliginin olusmasimin engellenmesini saglayan
Wnt proteinlerine ait bazi antogonist proteinlerin bulundugu belirtilmistir (Sekil 2.3).
Bunlardan FZD proteini gibi 6zellik gosteren SFRP proteini, Wnt proteinlerinin
baglanabilecegi Cys aminoasidinden oldukc¢a zengin bir bolgeye sahiptir. Fakat bu
proteinlerde FZD proteininde oldugu gibi, sinyal iletim sistemini etkileyecek bir hiicre
ici kismi1 olmadigindan, Wnt sinyal iletimi durdurulmus olur. Baska bir antagonist
faktor ise Wnt-inhibitor-faktor (WIF) proteinidir. Bu protein Wnt proteinleri {izerindeki
WIF bolgesi lizerinden Wnt proteinlerini baglar ve etkisiz hale getirir (Logan ve Nusse,
2004). WIF ve SFRP proteinlerinin Wnt proteinlerine baglanarak proteinlerin
stabilizasyonunu ve hiicre i¢inde taginimini sagladig: da diistintilmektedir (Uren ve ark.,
2000). Kanonikal Wnt sinyal yolaginda hiicre ylizeyinde Fzd reseptorii ile birlikte
bulunan ve Wnt sinyal iletim sisteminin uyarimini saglayan LRP reseptor proteinini
inhibe eden Dickkopf (Dkk) proteini de dogrudan olmasa da kanonikal yolu bloke eder
(Mao ve ark., 2002).
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Sekil 2.3. Wnt protein ailesinin salgilanmasi ve hedef hiicrelerde ve hiicre igi

bosluklardaki etkilesimi (Logan ve Nusse, 2004).
2.8.3. Frizzled Proteinleri (Fzd Reseptorii)

Fzd reseptorii G-proteini ile birlesik reseptdr protein ailesine aittir ve Wnt sinyal
iletiminde en 6nemli gorevi olan reseptordiir. Frizzled proteinlerinin boyutlar1 500-700
amino aist arasinda degisiklik gostermektedir ve proteinin sisteince zengin birimi
(Cystein Rich Domain) ve 40-100 amino asitlik hidrofobik baglanma bolgesi
bulunduran amino ucunun ise hiicre disarisinda oldugu tahmin edilmektedir. Bu
proteinlerin hiicre membranini, tam yedi kez gecen ve a-heliks yapida olan hidrofobik
bir birim igermektedir. Hiicre i¢i karboksil grubu igeren ucu ise degisken uzunluk
gostermektedir (Wang ve ark., 1996). Wnt proteinleri dogrudan Fzd reseptoriiniin dis
kisminda bol miktarda bulunan Cys aminoasidinin oldugu yere baglanir. Kanonikal
sinyal iletim sistemine ait bir Wnt proteini tarafindan uyarilan Fzd reseptorii
sitoplazmada bulunan Dvl proteinlerinin aktivasyonunu  gerceklestirir.  Fzd
reseptorlerinden bazilarinin aktivasyonu sonucu sitoplazma iginde bulunan Dvl
proteininin yaninda GTPazlar ve heterodimerik G proteinleri de aktive olmaktadir
(Logan ve Nusse., 2004). On tane Frizzled reseptorii vardir. Fzd-1 reseptorii, yetiskin
akciger, pankreas ve ovaryum gibi dokularda ve fotal akciger ve bobrekte eksprese
edilir. Fzd-2’ler fotal bobrek ve akcigerde, eriskinlerde ise yiiksek oranda ovaryumda

eksprese edilir ve burada diizenleyici gorevi vardir. Fzd-4, Wnt i¢in énemli bir pozitif
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diizenleyicidir. Fzd-5’in ise, Wnt-5a i¢in bir reseptor oldugu diisiiniilmektedir. Fzd-6,
kanonikal Wnt/B-katenin sinyal yolaginda negatif diizenleyicidir (Hendrickx ve Leyns.,
2008). Hiicre proliferasyonundan ve apoptozis inhibisyonundan da sorumludur. Fzd-
7’ler APC (adenomatosis poliposis coli) fonksiyonunu downregiile ederek B-katenin
bagimli sinyalleri artirir. Fzd-8, bir¢ok kanser tiiriinde belirlenmistir. Fzd-9’un beyin,
testis, goz, iskelet, kas ve bobreklerde eksprese edildigi, yapilan c¢aligmalarda
bildirilmigtir (Noort ve ark., 2002; Hendrickx ve Leyns, 2008; Amerongen ve Nusse,
2009).

2.8.4. p-Katenin ve Etkilesimleri

Insanlarda, beta-katenin (B-Katenin) CTNNB1 geni tarafindan kodlanan &zel bir
proteindir (Kraus ve ark.,1994) Drosophila’da homolog proteini armadillo olarak
isimlendirilir. B-katenin ile yapilan dizi analizinde bu proteinlerin armadillo ailesine ait
olduklar1 saptanmistir. Farkli ozellikleri yerine getirmek i¢in Ozellesmis olan bu
proteinler , protein-protein baglanmalarini gerceklestiren ‘armadillo tekrar birimi’
(armadillo repeat unit) ad1 verilen bircok kopyaya sahiptir (Yochum ve ark., 2008).
781 adet aminoasitten olusmus 92 kD’luk bir proteindir. Temel olarak yapisina
bakildiginda 100 aminoasitlik karboksi-terminal ug¢, 16 aminoasitlik amino ug, 42
aminoasitten olugan tekrar bolgeleri icermektedir. Proteinin amino ucu p-Katenin
stabilitesinin saglanmasinda yardimci olurken, karboksil ucu transkripsiyon

aktivitesinde 6nemli bir role sahiptir (Willert ve Nusse, 1998, Hagen ve ark., 2004).

Armadilla tekrar gruplarinin helikal sekilde biikiilmesi p-katenin proteininin kaderin
molekiilli, axin, adenomatdz polipozis koli (APC) ve son olarak TCF/LEF ailesine

baglanmasini diizenler (Willert ve ark., 1999; Luu ve ark., 2004).

B-kateninin serin/treonin igeren amino-terminal ucu  fosforilasyon islevinin
gerceklestigi bolgedir. DNA ile aktivasyona giren kisim ise karboksi-terminal ug
bolgesidir (Hagen ve ark., 2004). Epitelyal hiicre sitoplazmast ve plazma hiicre
membranlarinda beta-katenin proteini bol miktarda bulunmaktadir, katenin ailesinin bir
tiyesidir ve bu molekiil ailesi B-katenin a-katenin, y-katenin olarak siniflandirilir.
Ornegin; a-katenin diger iki katenin grubunun kaderinle birlesimidir (Kemler, 2003).
Kateninler kaderinle yapilan kompleks hiicre adezyonunda 6nemlidir (Daugherty ve
Gottardi, 2007). p-katenin- kaderin kompleksinin doku farklilagsmasinda 6zelliklede

embriyonun  preimplantasyon doneminde olduk¢a Onemli  gorevi oldugu
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distiniilmektedir  (Erdem ve Alper, 1997). Morula safhasinda olan bir embriyo
blastomerler arasinda baglantinin kurulmas: ve hiicresel bir biitiinliik olusturmasi
acisindan kaderin- katenin baglantilar1 O6nemlidir. Bu olayda ozellikle kaderin
grubundan E-kaderinler gorev alir (Sert, 2007). B-katenin embriyonik gelisimde, hiicre-
hiicre adezyonunda ve malign timdr transformasyonunda etkili rollere sahiptir. Hiicre
tomurcuklanmasini etkileyerek viicut ekseninin embriyolojik olusumunda dogrudan rol
oynar. Son olarak zonula adherens baglanti komplekslerinde ve yara iyilegsmelerinde de

etkin role sahiptir (Ougolkov ve ark., 2004).
2.8.5. Wnt Sinyal Mekanizmasi

B-katenin Wnt sinyal yolaginda ve hiicre-hiicre adezyonunda etkili role sahiptir (Schohl
ve Fagotto, 2002). Wnt proteinlerinin Fzd ailesine ait reseptorlere baglanmasi ve Wnt
sinyal yolagimin aktiflesmesiyle [-katenin proteininin etkileri ortaya ¢ikar (Hagen ve
ark., 2004). Wnt/B-katenin sinyal yolagi bu adi Wnt proteininden alir (Nusse ve
Varmus, 1992). Bu protein ergin donemdeyken hemopoietik hiiceler, epitel dokusuna
ait hiicrelerin en alt tabakasinda yer alan bazal hiicreler, beyin, karaciger ve akciger gibi
dokularda ve organlarda bulunan erigskin kok hiicrelerden koken almaktadir (Nusse ve

Varmus, 1992; Donma ve Donma, 2010)

Bu sinyal yolaginda gorev alan molekiillerin etkileri ve sonuglari sinyal yolaginin
bulunmasindan bugiine kadar tanimlanmistir. Ligand molekiill Wnt proteininin
kendisidir. Bu ligandin baglanacag: reseptorler ise farkli olabilir bunlar; frizzled (Fz)
reseptorii ve low-density lipoprotein receptor-related protein 5/6 (LRP 5/6) yardimci
reseptorlerdir. Bu yolakta sinyal iletiminin hiicre igerisinde gerceklesmesine yardimci
olan molekiiller; B-katenin, Disheveled (Dsh) Axin, protein fosfataz 2A, glikojen sentaz
kinaz 3-B(GSK3-B) ve adenamotdz polipozis koli (APC) proteinidir. Burada ilgili
bolgelerde hiicresel cevap i¢in uyar1 veren transkripsiyon faktorleri ise T-cell faktor
(TCF) ve lymphoid enhancer-binding faktor (LEF) diir (Donmez, ve ark., 2011; Can,
2014). Bu transkripsiyon faktorleri bircok genin ifadesi i¢in olduk¢a Onemlidir.
Transkripsiyon faktorleri icerisinde bazilar1 kanser olusumunu tetikleyicidir. Bunlardan
c-Myc ve Cyclin d1 gibi genler bunlara ek olarakta Octamer-binding transcription
faktor-4 (Oct-4), Nanog ve Snail gibi embriyonik kok hiicrelerde eksprese edilen genler
de yer almaktadir (Clevers, 2006). Wnt sinyal yolaginda sinyal aktivasyonu ve hedef
genler arasinda hangi genin ifade edilecegini hiicre tipi belirlemektedir. Bu sayede tek

bir sinyalden olusacak cevapla hiicresel cevaplarin gesitliligi artacaktir (Nusse, 2005).
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Bu sinyal yolagiin ¢alisma prensibindeki asil unsur sitoplazmik diizeydeki B-kateninin
ortamdaki varlig1 ve miktaridir. Wnt ligandi hiicre reseptoriine baglanmadig: takdirde
yani, sinyal iletimi aktif degilken her bir hedef genin ifadesinin baskilanmasi
durdurulur. Bunu gerceklestiren faktor ise hiicre igerisinde [-katenin diizeyinin
minimum seviyede olmasidir. B-katenin miktar1 hiicre icerisinde oldukga siki kontrol
edilmektedir. Normal sartlarda B-katenin hiicre i¢inde protein senteziyle orantili bir
sekilde sentezlenir. Bazilar1 kaderinlerle beraber hiicre adezyonunda goérev alirken,
geriye kalan diger proteinler yikilarak sitoplazmik B-katenin seviyelerinin diislik
olmasimi saglar. Bu durum B-katenin yikim kompleksi tarafindan gerceklestirilir. -
katenin yikim kompleksi bazi yapisal proteinlerden olan Axin, tiimdr baglayict bir
protein olan APC, CK-la ve GSK3-f’ den olusmustur (Nusse, 2012). B-katenin
proteozomlar tarafindan yikima ugrar, bunu ger¢eklestiren ise CK-la ve GSK3-B
tarafindan farkli bolgelerinden fosforillenmesidir. Cekirdekte yer alan Wnt hedef genleri
ile baglantili olan transkripsiyon faktorlerinden LEF-1 ve TCF nin aktiviteleri,
baskilayict bir protein olan Groucho ve Histon deasetilaz (HDAC) tarafindan
engellenmektedir. Burada asil olay HDAC histonlar deasetilleyerek kromatinin yeniden
olusmasini engeller ve hedef genlerin baskilanmas1 siirecine katki saglar (sekil 2.4)
(Gordon ve Nusse, 2006). Diger bir durum ise sinyal iletiminin aktif olmasidir; yani
Wnt ligandi reseptdrlerine baglandiginda hiicre igerisinde sitoplazmik [-katenin
seviyesi artar ve boylece hedef genler iizerine kurulan baski ortadan kalkarak ilgili
hedef genin ifadesi olusur. Wnt asil reseptorii olan yedi gegisli transmembran bir protein
olan Fzd reseptoriine baglanir. Fakat sinyal iletiminin gerceklesebilmesi i¢in Wnt’nin
Fzd reseptoriinden bagka, es zamanli olarak LRP5/6 yardimci reseptorlerine de
baglanmasi gerekir. Ligand reseptor etkilesmesinden sonra LRP5/6 reseptorleri
membrana bagl olarak CK-1a tarafindan bazi bolgelerinden fosforillenir. Fosforile olan
bolgeler B-katenin yikim kompleksi iiyelerinden Axinin baglanacag: bir alan olusturur.
Heniiz bilinemeyen bir mekanizma ile es zamanli olarak Fzd reseptoriine bagli olan Dsh
proteini hiper- fosforile hale gelir ve [B-katenin yikim kompleksi molekiiler olarak
degisiklik gosterir. Buna bagli olarak B-katenin yikim kompleksinin her bir iiyesinde
aktivite degisikligi meydana gelir bu durumda yikim kompleksi inaktif hale gecer. -
katenin yikim kompleksinin inaktif hale gelmesiyle B-kateninin yikimi da inhibe olur ve
sitoplazmada fazla miktarda B-katenin birikimi gergeklesir (Donmez ve ark., 2011;
Lien ve Fuchs 2014). Sitoplazma igerisinde B-katenin miktarinin artmasiyla diger
molekiiller niikleusa gecer. Burada ise TCF ve LEF kompleksine baglanirlar.
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Transkripsiyon faktorii olan TCF/LEF kompleksinin aktivetesini baskilayan Groucho ve
HDACI’ ortamdan uzaklastirarak bu iki molekiil yerine p300 baglanir. Baskilayici
molekiillerin ortamdan uzaklagmasiyla ayn1 zamanda histon proteinlerini asetilleyerek
kromatinin tekrar sekillendirilmesini kolaylastiran  p300°tin etkisiyle Wnt sinyal
yolagindaki hedef genlerin transkripsiyonu baslar ve bdylece her hedef genin hiicresel
cevabi olusur (Sekil 2.4) (Nusse, 2005; Gordon ve Nusse, 2006; Dénmez ve ark., 2011;
Berridge, 2012; Nusse, 2012; Can, 2014; Lien ve Fuchs, 2014).
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Sekil 2.4. Wnt/B-katenin sinyal mekanizmasi1 (Donmez ve ark.,2011).

Wnt proteinleri memelilerde iki farkli hiicre i¢i haberlesme sistemini tercih ederler; -
katenin proteinin esas olarak rol aldigr kanonikal yolak, digeri ise; B-kateninden
bagimsiz olarak calisan nonkanonikal sinyal iletim sistemidir. Nonkanonikal sinyal

yolagi, Wnt/Ca™, Wnt/JNK sistemleri olarak da bilinir (Miller ve ark., 1999).
2.8.6. Kanonikal Sinyal Yolagi

Whnt’lerin protein ligandlarinin Fzd/LRP reseptor kompleksine baglanmasi1 sonucunda
aktiflesen Wnt/B-katenin-TCF/LEF transkripsiyon faktorlerinin rol aldgi intraseliiler
sinyal yoludur. Kaderinlerin instraseliiler domainine bagli olarak bulunan B-katenin ayni
zamanda sitozolik protein kompleksine de baglidir. Dsh ile LRP5/6 reseptorlerinin

intraseliiler domaini Fzd reseptdrlerinin intraseliiler domaini ve aksin (tumor suppressor
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protein) proteini ile fiziksel bir etkilesim kurmaktadir. Kanonikal sinyal yolaginin
onemli bilesenlerinden bazilar1 da APC (Adenomatous polyposis coli, tumor suppressor
protein), GSK-30/B (glycogen syntase kinase), Aksin, CKI (CKly (caseine kinase 1
family member) ‘dir ve bu molekiiller sitoplazmik kompleks halde bulunurlar. Wnt
proteinlerinin ya da ligandlarinin Fzd/LRP5/6 reseptdr kompleksine baglanmamasi
durumunda ya da ortamda Wnt yoklugunda kanonikal yol aktif hale gegemez ve bunun
aksine GSK-3B, APC, CKI, B-katenin, aksin kompleksinde B-katenin’in fosforilasyonu
gerceklesir ve ubikutinasyon ile proteozomal degradasyon s6z konusudur. Eger ortamda
Wnt varsa ve kendine 0zgii reseptorlerine baglanmigsa Dsh fosforilize olur Fzd
reseptOriiniin intraseliiler domainine baglanir. Aksin kompleksinin fosforlizasyonu ile
LRP5/6 reseptoriiniin intraseliiler domainine baglanir (Monga, 2005).Bu sayede -
katenin i¢in sitozolik aktivite baslar ve hiicre i¢i niikleer tasinma gerceklesir. Sitozolik
olarak serbest kalan B-katenin ayni zamanda kaderinlerin de intraseliller domainine o-
katenin ile birlikte baglanmaktadirlar (Sekil 2.5) (Miller, 2001; Huang ve Klein, 2004;
Johson ve ark., 2004; Monga, 2005; Tian ve ark., 2005; Bovolenta ve ark. 2006;
Clevers, 2006; Willert ve Jones; 2006).

CEKIRDEK

Sekil 2. 5. Kanonikal yolak (Berk, 2006).
2.8.7. Nonkanonikal Sinyal Yolag:

Wnt proteinlerinin koreseptorler araciliiyla aktiflesen ve B-kateninden bagimsiz olarak
devam eden intraseliiler yolaktir. Bu sinyal yolaginda Wnt proteinlerinin Fzd reseptor
ailesi lizerinden gergeklestirdigi Wnt/PCP (planar cell polarity) ve Wnt/Ca+2 ile ROR2

[receptor tyrosine kinase (RTK)’larin Ror ailesinden]-JNK (cJun N-terminal kinases)
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sinyal yolu ve RYK (receptor-like tyrosine kinase)-Src sinyal yolu gibi koreseptorler
gorev alir (Miller, 2001; Johnson ve ark.,2004; Huang ve Klein, 2004; Monga, 2005;
Tian ve ark., 2005; Bovolenta ve ark., 2006; Clevers, 2006; Willert ve Jones, 2006). Bu
sinyal yolag:1 Planar cell polarity (PCP) yolagi veya Wnt/Ca yolagidir (Sekil 2.6) ve
(Sekil 2.7).

2.8.8. Planar Cell Polarity (PCP) yolag:

Dsh, Fzd, Daaml, Rho, Rac, Prickle ve Strabismus’u igeren bir¢ok bileseni vardir
(Komiya ve Habas, 2008). Yapilan ¢calismalarda Protein Kinaz A (PKA) gibi faktorlerin
non-kanonikal sinyal yolagmin negatif diizenleyicileri oldugu gosterilmistir. Burada
PKA, RhoA ile etkilesime girebilir ve sonucunda Rho aktivitesini inhibe edebilir. Planar
cell polarity sinyal yolaginin Wnt sinyalinin LRP5/6 koreseptoriinden bagimsiz Fzd
reseptdriiniin bir araci oldugu diisiiniilmektedir (Ikeda ve ark.,1998; Mao ve ark., 2001;
Moon ve ark., 2004; Kohn ve Moon, 2005; Bilic ve ark.,2007). Dsh aktivasyonu, Wnt
sinyali ile, LRP5/6’dan bagimsiz olan Fzd araciligiyla uyarilir. Daam1 Dsh’ ye baglanir
ve Rho kinaz (ROCK) aktivasyonuna doniisiir ve boylece Rho aktivasyonuna aracilik
etmis olur. Axin polimerizasyonu i¢in axin baglayici bir proteine aracilik eden yine
Daam1’dir. Dsh JNK i¢in Rac aktivasyonuna katilir (Sekil 2.7., B). Rock, Jnk bir araya
gelerek hiicre iskeletinin diizenlenmesi ve gastrulasyon gibi onemli olaylarda rol alir

(Bilic ve ark., 2007; Komiya ve Habas, 2008).

Actin polymerization

Gastrulation

Sekil 2.6. Non-kanonikal veya B-kateninden bagimsiz yolagin birincisi Planar cell

polarity (PCP) yolag1 (Berk, 2006).



2.8.9. Wnt/Ca*? Sinyal Yolu

Wnt proteinlerinden bazilar1 Fzd reseptorlerine baglandiktan sonra Fzd ‘nin intraseliiler
domaini Dsh ile baglanir ve heterotrimerik G proteini (Gopy) phospholipase C
stimiilasyonu meydana gelir. Bu sayede intraseliiler Ca™ salmimi artmaya baslar.
Kalsiyum salinimi arttikca siklik guanozin monofosfat (¢cGMP) salinimi diiser. Buradan
cikan sonugclarla intraseliiler Wnt/Ca+2 sinyal yolunun aktiflesmesinde PKC (protein
kinase C) ve CamKII (Ca+2-calmodulin-dependent protein kinase II) gibi kalsiyuma
duyarli enzimlerin aktivitesinin saglanmasi ile miimkiin oldugu kanitlanmistir.
Transkripsiyon faktorii olan NFAT (nuclear factor of activated T-cells) aktivasyonu ile
hedef genlerde transkripsiyon gerceklesir (Sekil 2.7., C). Wnt Ca+2 sinyal yolag: hiicre
hareketi ve sonug¢ olarak hiicre akibetinin ne olacagi konusunda etkili mekanizmalara
sahiptir (Miller, 2001; Huang ve Klein, 2004; Johnson ve ark.,2004; Monga, 2005; Tian
ve ark., 2005; Bovolenta ve ark., 2006; Clevers 2006; Willert ve Jones, 20006).

Fz

B-catenin
Tcf i
Nucleus ‘ ; Cytoskeleton
A B-Catenin pathway B PCP pathway C wnt/Ca?* pathway

Sekil 2.7. Wnt sinyal yollar1 (Bovolenta ve ark, 2006).
2.8.10. Wnt Proteinin Salgilanmasi

Hiicreler aras1 haberlesme; molekiillerin salinmasi, baglanmasi ve tasinmasini igeren
bir olaylar biitiiniidiir. Wnt tarafindan iiretilmis hiicrelerde wnt proteinleri porsupinin
transferi ile endoplazmik retikulumda istenilen hale gelirler. Sekresyon vezikiillerinde

yer alan Wnt proteininin salgilanmasi ve taginmasi plazma zarinda bulunan ¢oklu gecis
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Ozelligine sahip transmembran proteinleri olan Wnt ler tarafindan kontrol edilir (Ching

ve Nusse, 2006).

Whnt {iretimli hiicrelerin retromer yapilari hiicre icerisinde hareket edip, diger hiicrelere
tagiabilen lipoprotein yapida wnt formlarini sekillendirirler. Wnt proteinleri ¢ok iyi
korunmus sistein pargalarindan olusmustur. Wnt proteinlerinin N- terminal uglar sinyal
peptitlerini ve salgilarin1 tasimasina ragmen tamamen pargalanmalart s6z konusu
degildir. Bu durum bolgesel bir modifikasyondur ve Wnantlerin fonksiyonunu
tamamlamalar i¢in gereklidir. Bu karmasa Wnt sekresyon hiicrelerinde bir drosophila
geninde bulunmus ve porsupin adi verilmis olup endoplazmik retikulumda yer alan
substratlarn bir tiiri olan asil transferaz enzimlerine benzerlik gostermis olan asilattir
(Mikels ve Nusse, 2006). Yapilan ¢alismalar bu sonuglarin porsupin ve homologu olan
mom-1 in Wnt palmitilasyonundan sorumlu olan enzimi kodladigimi diisiiniilmektedir
(Mikels ve Nusse, 2006). Wnt salinimi i¢in, Drosophila disinda bir gen daha bulunmus
ve buna da Wntless (wls) denmistir. Bu genin de wntlerin salinimi i¢in gerekli oldugu
Ongoriilmiistiir. Wntless (wls) gen kodu yedi gecisli zar proteininden olugmaktadir. Wls
ortamda bulunmadiginda Wnt’ler bunlar1 iireten hiicrelere tutunurlar. Wntleslerin ilk
etkilesimi Wnt proteinleriyledir bu yiizden etkilesimde oldugu hiicrenin golgi cisimcigi
icersinden yer alir. Baska bir hipoteze gore retromer yapist geri doniisiimli Wnt
reseptOriinil igermesi ve bununda temel salgilama yollari, Wnt salgilamasindaki ayrilmis
kismin bir pargast oldugunu gdstermektedir (Clevers, 2006). Ozetle komplekslerin,
golgi cisimcigindeki dongiisiinde proteinlerin geri hareketlerinde etkin bir role sahip

oldugu gosterilmistir (Orug ve Berk, 2006)
2.8.11. Wnt Proteinlerinin Hiicre i¢i Tasinmasi

Wnt proteini tipki bir morfojen gibi davranir. Kontrasyona bagli olarak hiicre i¢i uzun
mesafelerde aktivite gosterebilir. Yapilan calismalarda bu sinyallesmenin nasil
tiretildigine dair bir fikir yoktur. Palmitol parcalarmin lipit partikiillerini ya da zar
yapisinin hareket smirlarini kisitlayabilecegi akla gelmektedir. Bu sebepten Wnt’ler
intraseliiler tasiyici vezikiillere baglanabilirler ya da lipoprotein partikiilleriyle hareket
edebilirler. Bir bagka olasilik ise Wnt proteinlerinin uzun ve ince olan filopodial
partikiiller olan sitonimlerle beraber tasinabilecek olmalaridir. Drosophilalar iizerinde
yapilan caligmalar ekstraseliiler heparan siilfat proteoglikanin Wnt proteinlerinin

taginmasina yonelik bir rolii oldugunu gostermektedir (Orug ve Berk, 2006).
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2.8.12. implantasyon Sirasinda Wnt Sinyali ve Desidualizasyon

Embriyonik gelisim siirecinde basarili bir implantasyon i¢in alic1 uterus ve blastosist
arasinda capraz bir yakinlasma s6z konusudur (Chen ve ark., 2009). Embriyo
implantasyonunda ve uterin desidualizasyonunda yer alan bir¢ok sinyalizasyon
molekiilii ve bu molekiillerin calistig1 sinyal yollar1 aragtirilmasima ragmen, embriyo-
uterus diyalogundaki sifreler hala ¢oziilememistir. Fare modelleri {izerinde yapilan
genomik dizi ¢aligmalart memelilerde Wnt sinyal yolagimin implantasyonda énemli bir
rolii oldugunu gostermistir. Son yillarda yapilan caligmalar ¢oklu implantasyon ve
desidualizasyon olaylarinda;  preimplantasyon, embriyo  gelisimi, blastosist
aktivasyonunda wnt sinyalinin kritik bir etken oldugunu gostermektedir (Zhang ve Yan,

2016).
2.8.13. Pre-implantasyon Embriyo Gelisiminde Wnt Sinyali

Memelilerde implantasyon oOncesi embriyo gelisimi, ddllenme aracilifiyla oosit
biliylimesinin tamamlanmasindan morula olusturmak i¢in dollenmis zigotlarin ardisik
olarak boliinmesine kadar bir dizi kritik olayr kapsar (Lloyd ve Fleming. 2003;
Mohamed ve ark., 2004). Cesitli Wnt ligandlari, FZD reseptorleri ve iliskin
diizenleyiciler implantasyon dncesi rat embriyosunda saptanabilmektedir, bu ise erken
gebelik doneminde Wnt sinyalizasyonunun etkili oldugunu gdsterir (Haegel ve ark.,
1995; Huelsken ve ark., 2000; Wang ve ark., 2004; Kemp ve ark.,2005; Xie ve ark.,
2008). Toplam ve defosforile (aktif) B-katenin, blastositlere dollenmis hiicreleri
embriyolar1 i¢eren tiim asamalarda ekprese edilmis olmasina ragmen, birkac calisma
blastosist olusumu i¢in B - katenin bagimli yolun gereksiz olduguna dair artan kanitlar
sunmustur (De Vries ve ark., 2004). Genomik knock-out c¢alismalar1 heterozigot
caprazlamalardan zigotik [ - kateninleri olmayan fare embriyolarinin normal bir sekilde
blastosistleri olusturabildigini ve heterozigot bir anneye implante edilebildigini
gostermistir, fakat anterior - posterior aks olusumunda mevcut bir defekt ve mezoderm
ve bas yapilarmin yoklugu ile beraber erken implantasyonun Oliimcilliigiini
sergilemistir (Huelsken ve ark., 2000; De Vries ve ark., 2004; Landeira ve ark.,2015).
Bu zigotik B-katenin-delesyon embriyolarinin blastosist olusumunun, maternal olarak
tiiremis B -katenin tarafindan kismen kurtarilabilecegi varsayilmistir (Gao ve Chen
2010). Bununla birlikte, oositlerde vahsi - tip B - kateninin sarthi eliminasyonu ile fare
embriyolar1 normal blastosist olusumu sergilemistir bu da hem annenin hem de zigotik
B-kateninin, implantasyon Oncesi embriyo gelisiminde sorumlu olmadigin1 agiga
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¢ikarmigtir (Gao ve Chen 2010). Son zamanlarda, fare-hiicre embriyolarinda niikleer -
katenin sinyalizasyonunu bastirmak i¢in adenoviral vektor (ADV) aracili Dkk1 veya Tct
-B-katenin komplekslerinin kii¢iik molekiillii inhibitorleri (PKF115-584) kullanilarak
dogrudan kanit sunulmustur (Huelsken ve ark., 2000). Bu iki hiicreli embriyolarin
blastosistlere doniistiigli yorumu, niikleer B-katenin sinyalizasyonunun, implantasyon
oncesi embriyo gelisimi i¢in dnemli olmadigint gdstermistir. Pre-implantasyon dénem
boyunca kanonik Wnt sinyalizasyonu entegre degilken, sonu¢ sayisindaki artig
implantasyon Oncesi embriyo gelisiminde kanonik olmayan Wnt sinyalizasyonunun
potansiyel roliine ilgi ¢ekici bir bakis agist sunmaktadir. Eski bir caligma fare peri-
implantasyon embriyolarinda Wnt familyas1 bilesenlerinin benzersiz ekspresyon
profillerini gdstermistir bu da alternatif Wnt sinyal yollarinin, implantasyon oncesi
dénemde rol oynayabilecegini isaret eder (Mohamed ve ark., 2004). Wnt/PCP ve Wnt-
¢GMP / Ca®" yollarinda etki ettigi bilinen coklu molekiiller icin transkriptler ve/veya
proteinler, implantasyon 6ncesi gelisim boyunca sunulmustur. Wnt/PCP sinyalizasyonu
regiilasyonunun normal implantasyon oncesi gelisime dahil oldugu ortaya konmustur
clinkii gelisen blastosist kiimelerinin ayirt edilmesine ve tek bir hiicre i¢i kiitlesinin
olusturulmasina olanak saglamaktadir (Na ve ark., 2007). Wnt sinyalizasyonunun
kanonik ve kanonik olmayan yollara yayilmasinda merkezi bir arabulucu olarak,
implantasyon 6ncesi embriyoda {i¢ murin Dsh genlerinin hepsi (Dshl, Dsh2 ve Dsh3),
genellikle belirgin mekan-zamansal lokalizasyonlarla ifade edilmistir (Wansleeben ve
Merjilink 2011; Van der Horst ve ark., 2012; Cooke ve ark., 2013). Dsh-GFP fiizyon
proteinlerinin asir1 ekspresyonu, blastosist olusturmada bir uyumsuzluga yol agarak dort
hiicre agamali fare embriyolarinin morfolojisinde ve adhezyon 6zelliklerinde belirgin bir
bozulmaya yol agmaktadir (Van der Horst ve ark., 2012). Dsh proteinlerinin ayni
zamanda kanonikal olmayan Wnt yoluyla hiicre polaritesi ve hiicre yapigmasi agisindan
onemli diizenleyiciler oldugu disiiniildigiinde, yukarida bahsi gegen c¢alismalar
implantasyon dncesi non-kanonik Wnt sinyalizasyonunun embriyo gelisimi esnasinda

kritik Gneme sahip olabilecegi fikrini giiglendirmistir.
2.9. Programlanmis Hiicre Oliimii (Apoptoz)

Apoptoz yunanca agactan diisen yaprak veya cicekten ayrilan petal anlamina gelir. Apo:
ayri, Ptosis: diisme demektir. Apoptoz terimi ilk kez 1972°de Avusturalyali bir patolog
olan J.F.K. Kerr tarafindan tanimlanmistir (Kerr ve ark., 1972). Apoptoz ile ilgili

yapilan ¢aligmalarda genellikle Caenorhabditis elegans nematodu kullanilmigtir. Basit
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yapida, cok hiicreli olan bu nematod ile ¢alisan, Sydney Brenner, Robert Horvitz ve
John E. Sulston adli bilim adamlar1 “programlanmig hiicre 6liimii ve organ gelisiminin
genetik olarak diizenlenmesi” konusuyla 2002 yilinda Nobel 6diilii kazanmiglardir. Bu
nematodlarda 3 gen; ced-3, ced-4 ve ced-9 apoptozu kontrol etmektedir. Mutasyon
sonucu inaktif olmus ced-3 ve ced-4 genlerini tasiyan nematodlarda apoptozun
gerceklesmedigi ve normal sartlarda Olmesi gereken hiicrelerin Slmeyip yasamaya
devam ettigi goriilmiistiir. Bu yiizden ced-3 ve ced-4’lin 6liim genleri olup apoptozu
indiikledikleri fakat ced-9’un ise 6liime kars1 koyan gen olup apoptozu inhibe ettigi
belirlenmistir. Gliniimiizde bu genlerin insan genomu ig¢in karsilikli uyarlanmasi su
sekildedir; ced-3 i¢in kaspazlar,ced-4 i¢in Apaf-1 ve ced-9 icin ise Bcl-2 olarak
tanimlanmistir (Hengartner ve ark.,1992; Andrew ve ark.,2001).

Programlanmis hiicre Oliimii olarak tanimlanan bu durum, ¢ok hiicreli canlilarda
istenmeyen bazi hiicrelerin ortadan kaldirilmasiyla genellesmis belirli bir kontrol ve
program dahilinde ger¢eklesen fizyolojik bir 6lim siirecidir (Wyllie ve ark.,1980).
Apoptoz hiicre 6lim mekanizmasi olarak bilinir. Bilinen en ilging 6zelligi apoptotik
siirecte ¢evresel dokular herhangi bir yikima ugramazlar.Bu durum apoptotik hiicre
Oliimiinii nekroz hiicre 6liimiinden ayiran en 6nemli farktir. Apoptoz apoptotik hiicre
Olimii sirasinda meydana ¢ikan hiicresel bilesenlerin membran ile ¢evrili apoptotik
cisimcikler olarak bilinen vezikiiller halinde komsu hiicreler (fagositler) tarafindan
yutularak (fagositoz) herhangi bir enflamasyona neden olmadan yok edilmesiyle
karakterizedir (Searle ve ark.,1982; Savill ve Fadok, 2000). Apoptoz durumunda
hiicrede herhangi bir yangi olmaksizin hiicreler kendi kendilerini yok ederek homeostazi
korurlar (Tomatir, 2003). Apoptoz mekanizmasinda hiicrelere disaridan bakildiginda
hiicrenin biiziiserek tomurcuklandigi (blebbing) ve bu tomurcuklarin her birinin ayri
apoptotik parcaciklar halinde ¢evreye yayilim gosterdigi izlenmistir. Hiicre igerisinde
birgok farkli degisiklik meydana gelmektedir. Ornegin niikleusun yogunlasarak DNA
miktarinin her biri 200 baz ¢iftinden olusan niikleik asit kalintilarina ayrilmasidir ve bu
olay fragmantasyon olarak bilinir (Wyllie 1980; Wyllie ve ark.,1980). Diger bircok
organelde de buna benzer 6zellikler meydana gelmektedir. Mitokondride dis zar daha
esnekleserek gecirgen bir hal alir, bu durum apoptoz siiresince gergeklesebilecegi gibi
tek basia da apoptozu tetikleyebilir (Green ve Reed, 1998). Gergeklesen bu hiicresel
degisimler icerisinde hiicre iskelet elemanlarina ait protein sentezi inhibisyonu da yer

almaktadir (Taylor ve ark., 2008). Apoptoz olay: hiicre igerisinde sitoplazmik azalma
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ve ¢evredeki hiicrelerde olan yakin iligkinin ortadan kalkmasiyla baslar. Hiicresel
biiziismeden sorumlu olan sodyum (Na) , klor (Cl), potasyum (K) tasiyict sisteminin
durmastyla hiicrenin i¢inde ve disinda sivi hareketinin tiikenmesidir. Apoptoza
ugrayacak hiicreler hacimce kii¢iiliir, ¢evredeki diger bir¢ok hiicre ile iliskisini keserek
mikrovilluslart kaybolur (Tomatir, 2003). Programlanmis hiicre 6liim siireci olarak
bilinen apoptozda bir¢ok proteinin proteolitik kesimi organellerin degisimlerini
organize etmekte ve bununla beraber apoptotik sinyalin hiicresel yayilimim
gerceklestirmektedir. Bu proteolitik kaskad, kaspazlar olarak bilinen sistein-aspartat
proteazlari tarafindan baglatilir ve bu proteazlar tarafindan yiiriitilmektedir (Thornberry
ve Lazebnik, 1998). Kaspaz ailesi saglikli hiicrelerde inaktif enzim Onciilleri olarak
bilinen zimojen halde bulunurlar. Bu sebepten proteolitik aktiviteleri oldukca azdir yada
hi¢ yoktur (pro-kaspaz) (Nicholson,1999). Prokaspazlarin aksine apoptozun tetiklendigi
tiim olaylarda kaspazlarin aktivasyonu goriilmektedir. Kaspaz ailesi apoptozda gorev
aldiklar1 asamaya gore isimlendirilirler. Apoptotik siireci baglatan kaspazlar kaspaz-8 ve
kaspaz-9 iken, apoptozun yiriitilmesinde gorev alan efektdr olarak adlandirilan

kaspazlar 3, 6 ve 7°dir (Earnshaw ve ark., 1999).
2.9.1. Kaspaz Ailesi ve Kaspaz-9

Sistein proteazlart olan kaspazlar, aspartik asitten sonraki peptit bagint kirma
ozelligindedirler. Hiicre igerisinde inaktif durumdadirlar, fakat proteolitik olarak
birbirlerini aktiflestirme 6zelligine sahiptirler. 100 farkli tipte hedef proteini keserek
apoptozu gerceklestirirler. 3 farkli tipte kaspaz mekanizmasi vardir.

I- Baslatic1 kaspazlar (Kaspaz 2, 8, 9, 10)

II-Efektor kaspazlar (Kaspaz 3, 6, 7)

I1I-inflamatuar kaspazlar (Kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13, 14).

DNA tamir ve replikasyonu i¢in ihtiya¢ duyulan enzimleri inaktivite ederler. Hiicreye
ait hiicre iskelet proteinlerini keserek hiicre zarmin tomurcuklanmayla boliinmesine

neden olurlar (Adams ve Cory, 2001; Adrain ve Martin 2001; Spierings ve ark., 2004).

Apoptoz aktive olduktan 1 saat sonra ya da daha uzun bir siire sonra DNA’ da tek bir
iplikte bir ¢entikle baglayan oldukca karakteristik ve doniisiimii olmayan bir par¢alanma
s0z konusudur (Danial ve Korsmeyer, 2004). Sistein proteaz ailesine ait olan
kaspazlarin merkezinde en islevsel grup sisteindir ve sitoplazma igerisinde inaktif

prokiirsorler olarak bulunurlar. Bir baska deyisle ICE proteazlardir ve bu proteazlar

30



proteaz aktivasyon dizisi baglatarak sitoplazmik proteinlerin yikimini gergeklestirirler.
Ayni esnada nukleazlar da aktivasyon gostererek DNA fragmantasyonu ve RNA
degredasyonu gosterirler (King ve Cidlowski, 1998). Sitokrom c, sitoplazma igerisine
salinarak apoptozun baglamasi ve sonlandirilmasindan sorumlu enzim sistemi olan
kaspazlar aktive olmaktadir. Sitozelde tanmlanan 14 kaspaz vardir (Wang J. ve
ark.,2001). Ik kez bir proteaz olarak tamimlanmis ve inflamasyonu uyaran ICE,
prokaspaz-1 olarak adlandirilmistir. Kaspazlar olaylar dizisinde prokaspazlari aktive
ederler. Kaspazlar; sitokin tretimine katkida bulunanlar (kaspaz 1, 4, 5, 13),
proteolizisin "baslaticilar1" (kaspaz 2, 8, 9, 10) ya da "uygulayicilar1" (kaspaz 3, 6, 7)
olarak siniflandirilabilirler (Budihardjo ve Oliver, 1999; Biiylikgebiz, 2001). Apoptozda
6liim sinyalini veren baglatic1 kaspazlar, adaptore baglanir ve hangi hiicrenin 6lecegine
dair yon verirler fakat hiicrenin tamamen Oliimiinden sorumlu degildirler. Baslatici
kaspazlar hiicre 6liimiinii gerceklestirecek molekiillerin aktivasyonunu saglarlar. Hiicre
Olimiinden sorumlu kaspazlar effektor kaspazlardir ve baslatict kaspazlarin hiicre
icerisinde akisindan sorumludurlar (Biiylikgebiz, 2001). Apoptoz mekanizmasinin
merkezi bileseni asil olarak kaspazlardir (Hampton ve Orrenius, 1998). Kaspazlarin
aktivasyonu her hiicreye 6zgiidiir. Kaspaz inhibitorleri (IAP) effektor kaspazlari inhibe
ederek apoptozu engelledigi gosterilmistir (Biiylikgebiz, 2001). Bunun yaninda IAP
(inhibitors of apoptosis) ailesinin kaspazlardan farkli olarak, transkripsiyon faktorlerinin
modellemesi ve hiicre siklusunu kontrol ederek apoptozisi inhibe ettigi bilinmektedir.
Malign hiicrelerde ¢ok miktarda gozlenirler (Israels ve Israels, 1999). Kaspaz grubu
ailesi proteinleri yalnizca aspartik asit bulunan bolgeden keserler bu yilizden c-asp-ases
adin1 almiglardir. Yalnizca aspartik asit bdolgesinin  kesilmesiyle hiicrede lizis
sekillenemez ve apoptotik cisimcikler olusur (Hampton ve Orrenius, 1998; Israels ve
Israels, 1999). Kaspazlar normal olan hiicrelerde inaktif proenzimler olarak
sentezlenirler. Bunlarda otoproteolitik parcalanma ya da Ozellesmis aspartik asit
rezidiillerinde diger kaspazlar araciligiyla hizli bir sekilde aktive olabilir. Kaspaz
ailesinin bilinen 14 iiyesinden sadece yedi tanesi apoptoziste etkilidir. Apoptoz boyunca
upstream sinyal ileticisi (baslatici kaspaz) olan uzun pro-domainli kaspazlar ve
karsisinda kisa pro-domain igceren downstream kaspazlar1 (effektor) proteolitik olarak
etkili olan kaspazlar gorev alirlar (Thornberry ve Lazebnik, 1998). Kaspaz-8 ve Kaspaz-
10’un prodomainlerinde adaptor proteinlerle etkilesime girerek oOldiiriicii effektor
domain (DED) olan bir reseptér vardir.Toplayici domain olan (CARD) kaspaz-2 ve
kaspaz-9 da bulunur ve bir adaptor molekiiliin baglanmasinda , efektor kaspazlarin da
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aktivasyonunda oldukc¢a Onemlidir (Earnshaw ve ark.,1999). En iyl tanimlanmis
kaspaz substratt DNA’nin onariminda yer alan ve ¢ekirdek proteini olan poly-(ADP-
ribdz) polimeraz (PARP)’dir. Kaspaz parcalanmast ic¢in hedefteki baslangic
proteinlerinden biri PARP’tir (Duriez ve Shah, 1997). Laminlerin kaspaz
parcalanmalari, ¢ekirdek biiziismeleri sitolozik olarak yeniden birlesmesine neden olan
fodrin ve aktine benzer hiicre iskelet proteinlerinin par¢alanmasindan sorumludurlar
(Mashima ve ark., 1995; Orth ve ark.,1996). Daha gelismis olarak, DNA-protein kinaz
(DNAPK) hiicre siklusu diizenleyicileri [retinoblastoma protein(pRb)], transkripsiyon
faktorleri (NF- xB) ve hiicre sinyal proteinleri [Raf, protein kinase B (PKB)]
aciklanmistir (Song ve ark.,1996; Barkett ve ark.,1997; Tan ve ark.,1997; Widmann ve
ark.,1998). Proteinlerin kaspazlar tarafindan pargalanmasi apoptotik 6liim i¢in oldukca
onemli olmasina ragmen, anahtar durumdaki substratlarin tamami bilinememektir. Bazi
kaspazlar pro-inflamatuar sitokinler ve inflamatuar cevaplara aracilik etmek igin

onemlidirler (Thornberry ve ark.,1992).
2.9.1.1. Kaspaz-9

Baslatic1 kaspaz ailesinden olan kaspaz-9, gelismekte olan desiduada, 4. ve 5. giinlerden
baslayarak desidualizasyon boyunca artig gosterir (Schlaftke ve Enders, 1975). Kerr ve
ark . tarafindan yapilan bir ¢aligmada apoptoz kavraminin ilerlemesini takiben insan
endometriumunda apoptozisin varligini bildirmislerdir (Kerr ve ark., 1972). Apoptoz
menstruasyon dongiisii boyunca hiicresel homeostaziyi siirdiirmeye c¢alisir bu sayede
gec donem sekretuar ve menstrual fazda uterus endometriumunda fonksiyonel
tabakadan yaglanan hiicreler atilmaktadir (Hopwood ve Levison, 1976; Kokawa ve
ark., 1996; Shikone ve ark.,1996). Bu asamadan sonra dongiiniin proliferatif faz1 devam
eder. Geg¢ salgi ve menstruasyon déneminde endometrium glandular epitelinde
apoptozis meydana gelirken proliferatif fazda ya da sekretuar fazin heniiz baslangicinda
cok az miktarda apoptoz gerceklesir (Kokawa ve ark., 1996; Tao ve ark., 1997;
Vaskivuo ve ark., 2000). Proliferatif fazda endometriyal hiicrelerin proliferasyonu genel
olarak Ostrojenlerin etkisiyle iliskilidir. Progesteronun hiicreleri farklilagtirma yoluna
yonlendirdigi ve bunun sonucu olarak biiylimeyi durdurdugu bilinmektedir. Normal bir
endometriumda apoptozun periyodik dogasi diisiiniildiigiinde Gstrojen ve progesteronun
bu dokuda apoptoza neden olan sinyalleri diizenleyebilecegi diistiniilmektedir
(Vaskivuo ve ark.,2000). Apoptozda mitokondrinin rolii oldukea dikkat ¢ekicidir, bir¢ok

pro-apoptik sinyal icerirler. Bunlar igerisinden en onemlileri AIF(apoptozis indiikleyici
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faktor),Smac, diablo ve sitokrom ¢ ‘dir. Spesifik mitokondriyal membran
gozeneklerinin olugmasi, Bcl-2 protein familyas: iiyelerinin desteklemesiyle apoptozis
gerceklesir. Bu gozeneklere ‘gecirgenlik gecis gozenekleri® (PT) denir. PT gdzenekleri
olustugunda, proapoptik molekiiller - AIF, Smac, diablo ve Sitokrom c¢ mitokondriden
cikar. Sitokrom C’nin sitozele salinmasi apoptozisin uyarilmasi oldukca Snemli bir
olaydir. Sitokrom C, Apaf (CED-4’iin homologu) isimli bir proteinle etkilesir. Kaspaz-9
ve hemen ardindan kaspaz-3’ii aktive eder (Dash, 2008).

2.9.2. Apoptoz Mekanizmalari

Apoptoz gerceklesirken mevcut olan iki yolu kullanir. Bunlar;
I- Instrinsik (Mitokondriyal) yol,
II- Ekstrinsik yol,
a- Direkt mekanizma,

b- Dolayli mekanizma.

Apoptozu tetikleyen hiicre i¢i sinyaller, DNA hasari, hiicre i¢ci Ca++ diizeyi artisi, pH
azalis1, metabolik ve/veya hiicre siklus bozukluklar1 ve hipoksi gibi faktorlerdir. Hiicre
dis1 yer alan sinyaller ise biiylime ve tireme faktorlerinin eksikligi, 6liim reseptorlerinin
aktivasyonu (FAS-FAS ligandi araciligiyla apoptoz) sitotoksik T Lenfositler ve iskemi,
toksin, kemoterapi gibi dis uyaricilardir. Yukarida bahsedilen her iki mekanizmada da
kaspazlar gorev almaktadir. Hiicre igerisindeki faktorler instrinsik mekanizmay1 devreye
sokarken,hiicre dis1 faktorler ise ekstrinsik mekanizmay1 devreye sokar ve apoptoz

indiiklenir (Smaili ve ark., 2000; Danial ve Korsmeyer, 2004; Kroemer ve ark., 2007).
2.9.2.1. instrinsik Yol

Hiicre igerisindeki sinyallerin alinmasiyla apoptotik uyarit baslatilarak Proapoptik
proteinlerden biri olan Bid; diger proapoptik protein olan Bcl-2’ yi inaktive eder. Bax
ve Bak proteinlerininin aktivasyonunu gerceklestirir. Bax ve Bak proteinleri mitokondri
membraninda por olusumu i¢in uygun ortam hazirlar ve zar potansiyelini degisiklige
ugratir (Spierings ve ark.,2004). Mitokondri membran porlarindan Smac (Second
mitochondria-derived Activator of Caspase), Endontikleaz-G, AIF (Apoptoz indiikleyici
faktor) salinimini uyarir. Oksidatif fosforilasyon i¢in sitokrom C elektron tasinimi
yapar. SMAC, inhibitdr apopototik faktorii (IAF) ‘1 engelleyerek apoptozu hizlandirir.
Inhibitér apoptotik faktdriin ortamda bulunmasi kaspazlardan 3 ve 8’in aktivasyonunu

engeller. Apoptoz indiikleyici faktdr (AIF)’lin ¢ekirdege translokasyonu gergeklesir ve
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parcalanir. Endoniikleaz-G ( ENDO-G ) ise DNA ‘y1 parcalar. Mitokondri ¢eperlerinde
olusan porlardan salinan sitokrom c Apaf-1 (Apoptotik proteaz aktive eden faktor) ve
ATP’nin de ortama katilmasiyla sitozolde Apoptozom adi verilen bir kompleks
olusturur (Strasser ve ark.,2000; Adams ve Cory, 2001; Adrain ve Martin, 2001).
Apoptozomun en Onemli islevi Kaspaz-9 ‘u keserek aktiflestirmesidir. Kaspaz-9’ da
prokaspaz-3’ii aktif kaspaz-3 haline doniistiiriir. Aktif hale gelen kaspaz-3 ise inaktif
Kaspaz aktive edici DNaz (CAD)’ 1 inaktif hale getirerek serbestlestirir. CAD ise
cekirdekte kromatin yogunlasmasina ve DNA’nin da nukleozomal alt birimler seklinde
fragmente olmasini saglar (Palmer ve ark., 2000; Smaili ve ark.,2000; Adams ve Cory,

2001).
2.9.2.2. Ekstrinsik Yol

Hiicre yiizeyinde bulunan Fas, TNFR, DRS 6liim reseptorlerinin 6liim sinyalleri olan
FasL, TNF-alfa, TRAIL ile baglanmasiyla reseptorler trimerik yapr kazanir.
Trimerik 6zellik kazanan bu reseptorler adaptoér molekiilleri ve prokaspazlarla birleserek
Death inducing singnaling complex (DISC) halinde bir yap1 olusturur. Bu birlesmeden
sonra inaktif durumda yer alan prokaspaz-8’in hem uzun kolu hemde kisa kolu kesilerek
onciilii olan aktif haldeki kaspaz-8 olusumu saglanir. Aktif halde bulunan kaspaz-8
dogrudan ve dolayli olarak farkli 2 yolla kaspaz-3 “iin aktivasyonunu gergeklestirir. Ya
direkt olarak kaspaz-8 kaspaz-3’ii aktive eder ya da dolayli yoldan Bid’i keserek
instrinsik yolda kaspaz-9’ u aktive ettikten sonra kaspaz-3 ‘i aktive eder. Dolayh
yoldan ya da direkt gergeklesen bu mekanizmada aktif olan kaspaz-3 CAD aktivasyonu
gostererek DNA fragmantasyonuna neden olur (Adams ve Cory,200; Curtin ve

Cotter, 2003; Spierings ve ark.,2004).
2.9.3. implantasyon ve Apoptozis

Omurgali yasam dongiisiinde  dokularin sekillenmesi, gastrulasyon, ndérulasyon
donemlerinde, tiimor gelisiminde, ayak perdelerinin  sekillenmesinde ve
preimplantasyon doneminde embriyoda ilk bosluklarin olusmasinda apoptozisin ¢ok
onemli bir yeri oldugu saptanmistir (Parr ve Parr, 1989; Kamijo ve ark., 1998). Son
yillarda yapilan ¢alismalarda biiyiime hormonlariyla beraber bazi sitokinlerin , hiicre
i¢in 6lme veya yasama sinyali gondererek apoptozu kontrol ettigi saptanmistir.Ornegin;
IGF-1, IGF-2 ve insiilin benzeri biiylime faktorii baglayan protein olan IGFBP’nin

menstrual siklus boyunca endometriumun gelisimi ve implantasyon asamasi boyunca
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onemli etkileri vardir (Giudice ve ark., 1998; Duc-Goiranr ve ark.,1999). Lokemia
Inhibitér faktor (LIF) fare endometriumunda implantasyon sirasinda iiretilmektedir. Bu
tirler i¢in LIF’in salgilanmasi olduk¢a onemlidir. Endometriyal LIF’in laminin
reseptorleri  integrinleri eksprese eden sitototrofoblastin  aktivitesini engelleyerek
trofoblast invazyonunu kontrol edebilecegi diisliniilmektedir (Bischof ve Campana,
1995; Duc-Goiranr ve ark.,1999; Sunder ve Lenton, 2000). Blastosist donemindeki
embriyo, gelisim sirasinda bircok dejeneratif degisiklik gosterir. Baslangigta i¢ hiicre
kitlesi goriiliir ve bu hiicrelerin de yaklasik % 10’u komsu hiicreler ya da trofoblastlar
tarafindan fagosite edilerek emilir. Embriyonik hayatta apoptozisin goriildiigii bir bagka
alan ise uterus epitelidir. Uterus hiicreleri menstrual siklus , blastosist implantasyonu ve
desidualizasyon sirasinda apoptozis oldukg¢a etkili role sahiptir. Menstrual siklus
esnasinda salinan progesteron ve Ostrojen, luminal epitel ve glandular epitel

hiicrelerinde proliferasyon gostererek apoptosize ve farklilasmaya neden olur.

Implantasyon penceresi déneminde apoptozis, uterus glandular hiicrelerinde goriilmekte
ve boOylece endometriyal desidualizasyon olusumuna katilmaktadir. Desidualizasyon
donemindeki apoptozisin bax genindeki artis ve bcl-2 genindeki azalma ile gerceklestigi
her iki genin salimimi ile de kontrol edildigi bilinmektedir. Bax geninin apoptozis
olusumundan ¢ok daha evvel salindigi ve bu sayede bcl-2 i¢in hiicrelerin hayatta
kalmasimi saglayan sinyallerin olusumunu inhibe ederek endometriyal hiicrelerde
apoptozisi gerceklestirdigi yapilan caligmalarda gosterilmistir (Parr ve Parr, 1989;
Galan ve ark., 2000). Implantasyon ve apoptozisi diizenleyen baz1 faktdrlerin ortak
olmasi, ayn1 faktorlerin her iki olayda da etkili olduklarini ve saglam bir embriyo
olusumu i¢in kontrolii sagladiklarini gdstermektedir (Parr ve Parr, 1989; Kamijo ve

ark., 1998).
2.10. Uterus ve Hiicre Oliimii
2.10.1. Uterus Epitelinde Hiicre Oliimii

Duvar trofoblastlarina bakan liimen epitel hiicrelerinin, adezyon fazi sirasinda bazal
laminalarindan ayrildiklari, siganlarda ve farelerde yapilan ¢alismalarla uzun zaman
once bildirilmistir (Lawn, 1969; Potts, 1969; Enders ve Schlafke, 1967). Bu siire¢
trofoblastlarin bazal membran ile dogrudan temas haline gegmesiyle sonuclanir.
Epitelyal astarin ortadan kalkmasiyla implantasyon alani altinda yer alan anti-

mezometrial alan olarak devam eder. Bu siiregle ilgili elektron mikroskobuyla yapilan
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caligmalarda, implantasyon bdlgelerinin lateral kenarlart boyunca dejenerasyon
hiicrelerinin yuvarlandigi ve bunlarin sitoplazmik yapilarmin ve organellerinin orta
diizeyde degisiklik gosterdigi savunulmaktadir (Enders ve Schlatke,1967). Kalan uterus
liimeninde hiicresel enkaz goriilebilir, ancak ¢ogu dejenere olmus hiicreler hemen
trofoblastlar tarafindan tutularak uzaklastirilir. Isik ve elektron mikroskobuyla yapilan
calismalara dayanan ek gozlemlerde, fare uterusunun anti-mezometriyal alaninda ii¢
fazli bir diziyi ortaya c¢ikarmistir. Ilk olarak, az sayida epitelyal hiicreler, niikleer
bozulma belirtileri gostermeye baslarken (kromatoplazma), yogun asit fosfataz
acisindan zengin lizozomal vakuoller i¢eren canli epitel hiicreleri ise bu izole dejenere
olmus hiicrelerin yaninda goriinlir. Dejenerasyon daha sonra otofajik vakuoller
(autophagosomes) olarak tanimlanan sitoplazmik cisimler igeren c¢ogu epitelyal
hiicrelerle kapl tiim anti-mezometriyal alanlara uzanir. Endoplazmik retikulum ve golgi
vezikiillerinin sigsmesi, niikleer sinirlar boyunca kromatin birikmesi ve niikleer
parcalanma bu hiicrelerin ileri evre dejenerasyona ugramasiyla gézlenir (El-Shershaby
ve Hinchliffe, 1975). Sican implantasyonu alanlarinin daha sonralarda yapilan
caligmalarinda, hiicresel biiziilme ve kromatin degisiklikleri s6z konusudur (Parr ve
ark.,1987). Sigan implantasyon bdlgelerine bitisik olan desidual hiicreler, c¢apraz
baglama reaksiyonlarini katalize eden ve aktivasyonu apoptosis ile iliskili olan bir
enzim olan doku transgliitaminaz1 i¢cin de kuvvetli bir sekilde pozitiflik gosterir
(Piacentini ve Autuori, 1994). Trofoblast fagositoz denilen olay, epitelyal hiicrelerin
onemli Ol¢lide bozulmaya ugramasindan sonra baglar, bu da epitelin pargalanmasinin
esas olarak bir i¢ otolitik mekanizmanin sonucu oldugunu gosterir (Finn ve Bredl,
1973). Gebelik ilerledikce epitel dejenerasyonu implantasyon odasinin mezometriyal
tarafina uzanir. Anti-mezometriyal bolgedeki dejeneratif epitelyal hiicrelerin aksine,
ikinci hiicre kiimesi, rezidiiel uterus liimeni genis yapisik hiicrelerin serilmesi ile
karakterize edilir (Welsh ve Enders, 1991). Mesometriyal zonda hiicre oOliimii
gerceklesecegi zaman trofoblastlar, implantasyon alaniin o bdlgesine ulasacak kadar
genislemeden ¢ok daha once baslamistir. Epitelyal hiicre 6liimiiniin son asamasi, kalan
uterus liimenini ¢evreleyen astar kisminda meydana gelir. Burada meydana gelen hiicre
Oliimii dalgasi, ¢cok sayida subepitelyal stromanin istilasi ile ¢akisir ve bazal membran

ile temas halindedir (Welsh, 1993).
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2.10.2. Uterin Desiduada Hiicre Oliimii

Plasental {iinitenin genislemesine uyum saglamak icin, desidual inisiyasyon siireci,
primer ve sekonder desidual bdlgeleri lireten stromal transformasyon evresini takip
eder. Farelerde, piknotik ¢ekirdekli kiiciik desidual hiicreler ilk dnce trofoblastlara yakin
i¢ desidual tabakada goriiliir (Katz ve Abrahamson,1981). Daha sonra, 6liim hiicreleri
(niikleer kromatin agregasyonu ve mitokondriyal distansiyon) arttik¢a, perifere dogru
ilerler (Katz ve Abrahamson, 1987). Sicanlarda, hiicre dejenerasyonu, embriyonun
hemen bitisiginde de goriiliir ve daha sonra anti-mezometriyal bolge boyunca yayilir
(Bulmer ve Dickson, 1961, Welsh ve Enders, 1985). Elektron mikroskobu ile yapilan
incelemelerde gerileyen desidual hiicrelerin, otolitik aktiviteye katildigi ve
eliminasyonlarinin trofoblastik fagositoz ile kolaylastirildigi gosterilmistir (Katz ve

Abrahamson, 1987).
2.11. TCF Proteini (T cell factor )

Ekstravillous trofoblastlar (EVT'ler) insan plasenta olusumunda 6dnemli bir rol oynar ve
bu nedenle basarili gebelik sonucunda kritik bir etkendir. Katenin bozunma inhibisyonu
sitozolik birikimi, niikleer alimmi ve lenfoid giiclendirici baglanma faktori 1°e
(LEF1)/T-hiicre faktorii (TCF) familyasi transkripsiyon faktorlerine baglanmayi uyarir
(Willert ve Jones, 2006; Hoppler ve Kavanagh, 2007). Uyarilmamis hiicrelerde, LEF /
TCF, Groucho (Grg)/transdusine benzer ayri (TLE) familyanin (TLE) proteinleri gibi
farkli ortak represorler ile birlikte transkripsiyon inhibitorleri olarak gorev yapar
(Buscarlet ve Stifani, 2007). Bununla birlikte, Wnt aktivasyonu iizerine, bu represorler,
LEF/TCF igin aktivasyon alan1 saglayarak, beta-katenin ile degistirilir. Komplekslere
farkli koaktivatorlerin (Pygopus [Pygo]; B-hiicreli lenfoma 9) eklenmesi {izerine, aktif
LEF/TCF hiicre proliferasyonu ve invazyonunda rol alan hedef genlerin ekspresyonunu
indiikler, 6rnegin siklin D1, c-jun, Avian myelocytomatosis viriisii onkojen hiicresel
homolog ve MMP'ler (Willert ve Jones, 2006). EVT'lerin olusumu, ayni zamanda,
trofoblast motilitesinde ve/veya farklilasmasinda faktoriin essiz roliinii ortaya koyan,
TCF-4'in ¢ok sentezlenmesi ile de iliskilendirilmistir (Pollheimer, ve ark., 2006).
Bununla birlikte, rekombinant Wnt ile in vitro stimiilasyon, trofoblastlarda ve diger
hiicrelerde kanonik olmayan sinyal yolaklarin1 da aktive edebilir (Yun ve ark., 2005;
Sonderegger ve ark., 2010). Bu sebeple, kanonik Wnt sinyalizasyonunu ve EVT'lerdeki
kritik diizenleyicileri daha iyi tamimlamak i¢in, kii¢iik interferans RNA’s1 (siRNA)

aracilt gen susturulmasini kullanilarak TCF-4'lin spesifik rolii analiz edilebilir Buradan
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cikan sonuglar, TCF-4"lin trofoblast motilitesini ve integrin 1 (ITGA1) ve ITGAS gibi
promigrator genlerin ekspresyonunu kontrol ettigi bilgisini verebilir. TCF-4 ile yapilan
immiinofloresan ¢alismalar, ilk trimesterdeki plasental dokulardaki ¢ekirdek
baskilayicilar1 ve aktivatorleri ve erken plasental dokularin immiinofloresan ¢aligsmalari,
EVT olusumu {izerine kanonik Wnt yolaginin transkripsiyonel bilesenlerinin
indiiksiyonu oldugunu ortaya ¢ikarmistir. TCF3 ve TCF-4 ler nonproliferatif fazlarda
negatif EVT'lerde oldukc¢a fazla miktardadir. Bununla beraber EVT olusumu, diger
hiicrelerde Wnt / TCF'nin bir hedef geni olarak tarif edilen transkripsiyon faktorii Snaill
ekspresyonu ile de iliskilendirilmistir (Yook ve ark., 2006; Ten Berge ve ark., 2008).
Diger gelismekte olan dokulara benzer sekilde, kanonik ve aym1 zamanda kanonik
olmayan Wnt sinyal yolaklari, uterus traktiisiiniin evrimi, blastosist aktivasyonu,
implantasyon, desidualizasyon ve plasental gelisim de dahil olmak {izere farelerin
reprodiiktif slire¢lerine kritik olarak dahil edilir (Sonderegger ve ark., 2010; Knofler ve
Pollheimer, 2013).

2.11.1. TCF7L2 ( TCF4) Proteini

TCF7L2 olarak tanimlanan TCF4, (Insan T-hiicre transkripsiyon faktorii-4) gen bir
transkripsiyon faktorii olan TCF-4’1i kodlamak tizere programlanmistir. TCF grubuna
ait proteinler, bir DNA-baglanma bolgesi olan yiiksek mobiliteli grup (high mobility
group-box- HMG-box) iceren transkripsiyon faktorleri ailesindendir (Florez , 2007,
Weedon, 2007; Tong ve ark., 2009) ve en 6nemli 6zelligi beta-kateninin Armadillo
tekrarlarina baglanmalaridir (Willert ve Jones, 2006). TCF ve LEF-1 proteinleri ilk
olarak T-hiicre genlerini aktive eden transkripsiyon faktorleri olarak tanimlanmiglardir
(Behrens ve ark.,1996). Memelilerde 4 farkli T hiicre transkripsiyon faktorii vardir (Jin,
2008). Bunlar;

1. TCF7 [TCF-1],

2. Lenfoid giiglendirici baglanma faktorii [LEF-1],

3. TCF7L1 [TCF-3]

4. TCF7L2 [TCF-4]

Bu TCF proteinleri HMG bdélgeleri ile dogrudan DNA’ya baglanirlar, fakat gen
ifadesini aktive etme 6zelligine sahip degillerdir, daha ¢ok DNA sarmalini biikiilmeye
yonlendiren yapisal transkripsiyon faktorleri olarak gorev alirlar (Kikuchi ve ark.,

2006).
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TCF7L2 mRNA’s1, proteinin farkli sayidaki izoformlarini olusturan ve alternatif kesim
sonucu olusan ekspresyon durumuna gore protein aktivitesini degistiren ve farkli
effektorlerin baglanabildigi bazi 6zel bolgeler igerir (Gostner ve ark 2011). TCF4
proteini, B-katenin baglanma boélgesi (CTNNBI), DNA-baglanma bdlgesi (HMG
kutusu) ve bir¢ok izoformda degisken olan bir C-terminal bolgesi olmak tlizere 3 temel
bolgeye sahiptir. Sadece uzun okuma gergeveli form COOH-terminal baglanma proteini
(CtPB)’ne baglanabilir, bu yiizden C-terminal 6nemli bir diizenleyici fonksiyona
sahiptir. CtBP varligt TCF7L2’nin repressor fonksiyonu i¢in ¢ok dnemlidir (Shiina ve
ark., 2003; Shulewitz ve ark., 2006).

Wnt ligand eksikliginde TCF4, Groucho/TLE, karboksi uca baglanan protein (CtBP) ve
HMG-kutusu transkripsiyon faktorii-1 (HBP1) gibi baz1 korepresorler ile dogrudan
baglant1 kurarak hedef genlerin transkripsiyonunu baskilayan bir represor gibi davranir.
Son olarak Wnt sinyalizasyonu aktive oldugunda, B-katenin TCF/LEF’e Armodilla
uctan baglanir, baskilayicilarin yerine gecer ve TCF7L2’yi bir transkripsiyonel aktivator
haline getirir (Widelitz, 2005; Kikuchi ve ark.,2006). Onciil promotorlarinda TCF/LEF
baglanma bolgelerini tagiyan ve transkripsiyonu B-katenin-TCF/LEF tarafindan aktive
edilen 75 farkli gen yer almaktadir. Bu genler c-myc, Siklin D1, siamois, MMP7, twin,
fral, gastrin, c-jun, PPARy, CD44 ve tirokinaz-tip plasminojen aktivator reseptdr gibi

genlerdir (Polakis, 2000, Kolligs ve ark., 2002; Widelitz, 2005).
2.11.2.TCF7L2 Geni

TCF7L2 (TCF4 ) geni 10. kromozomun g25.3 bolgesinde yerlesmistir ve 215.9 kb
biiyiikliigiinde genis bir alana yayilmistir (Damcott ve ark., 2006).

Insan TCF7L2 geni 14 ekzon ve 13 intron bdlgesine sahiptir (Duval ve ark.,2000). Insan
T hiicre transkripsiyon faktorii 4 (WnTCF4-human TCF4) geninin genomik yapisini agiga
cikarmak i¢in kolorektal kanser hiicrelerinde yaptiklar1 ¢alismada TCF7L2 geninin 5’1
alternatif olmak {lizere toplamda 17 ekzonunun bulundugunu belirlemislerdir. TCF
faktorleri TCF ailesi iiyelerinin aktivitesinin transkripsiyonel baskilanmasina aracilik
ederek gerekli bir korepresor protein olan CtBP ile fonksiyonel olarak COOH- terminal
baglanma bdlgeleri yoluyla etkilesime girerler. Duval ve ark (2000), calisma
sonuglarma gore TCF7L2 geninin 17 ekzonundan 5°1 olan ekzon 4, 13, 14, 15 ve 16’nin
alternatif ekzonlar olabilecegini ve ekzon 9, 16 ve 17°de kullanilan 3 alternatif kesim

alici bolgesinin TCF4 mRNA transkriptlerini olduk¢a karmasik hale getiren teorik
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olarak 256 farkli kesim iirliniiniin olugsmasma neden oldugunu rapor etmislerdir.
TCF7L2 tarafindan kodlanan TCF4 proteini, CTNNBI1 (B-katenin) i¢in bir niikleer
reseptor gibi davranir. Wnt sinyal yolaginda anahtar bir rol oynar (Florez, 2007,
Weedon, 2007). Wnt sinyal mekanizmasi hiicre c¢ogalmasi, motilite ve normal
embriyogenez (hiicre farklilasmasi) ic¢in olduk¢a Onemlidir. Miyogenez ve
adipogenezisi diizenledigi bildirilmistir (Ross ve ark., 2000; Etheridge ve ark.,
2004).Cekirdekte TCF7L2’nin beta -katenine baglanmasi, siklin D1 gibi [ -hiicre
cogalmasinda gorev almis hedef genlerin transkripsiyonunu indiiklemesiyle énemlidir.

Siklin D1, B -hiicre proliferasyonunun en kilit belirleyicilerindendir (Lyssenko, 2008).
2.12.LEF Proteini (Lenfoid Artirici Faktor)

Yiiksek Mobilite Grubunun (HMG) kutu transkripsiyon faktorleri olan Lenfoid Artirici
Faktor (LEF)/TCF familyasi, Wnt proteinleri, salgilanan hiicrelerde hiicre akibetini,
polariteyi ve biiylime degisimlerini salgilayan ligandlar tarafindan yonlendirilen
gelisimsel bir sinyalizasyon yolaginda islev gérmektedir (Cavollo ve ark.,1998). Hiicre
yiizeyindeki trans-membran reseptorleri ile Wnt ligandinin taninmasi, normal olarak
kararsiz armadillo tekrar protein beta-kateninini stabilize eden ve onu ¢ekirdege yeniden
yonlendiren bir sinyalizasyon kaskadi baslatir (Roose ve ark.,1998). Cekirdekte, dort
memeli LEF/TCF proteininin herhangi biri Wnt-tetikli niikleer beta-katenin proteinine
sik1 sikiya baglanabilir ve tek HMG DNA baglanma alanlar1 araciligiyla, Wnt hedef
genlere beta-katenindeki giiclii transkripsiyon aktivasyon alanmi etkileyebilir. Wnt
sinyalizasyonu olmadiginda, bazi LEF/TCF faktorlerinin, ortak represorlerin dahil
edilmesi aracilifiyla aktif gen susturulmasiyla iligkili oldugu bilinmektedir (Brown ve
Moon, 1998; Cavollo ve ark.,1998; Roose ve ark.,1998; Brannon ve ark.,1999). Mevcut
caligmalarin cogunda, Wnt sinyalizasyonunda spesifik LEF/TCF proteinlerinin islevine
odaklanmilmistir, fakat ¢ok azinda, alternatif izoformlarin tam olarak tamamlanma
bicimlerinin ve ifade bi¢imlerinin sinyalizasyonu nasil etkiledigini anlamaya
yonlendirme yapilmaktadir. Embriyogenez sirasinda Wnt sinyalizasyonu, doku
farklilasmasinin sayisiz bolgesinde meydana gelir ve bu, LEF/TCF proteinlerinin
ekspresyon modelinde yansitilir. Bilinen dort memeli LEF/TCF proteininin (LEF-1,
TCF-1, TCF-3 ve TCF-4) her biri i¢in embriyonik ekspresyon paternleri, farkli fakat
genis, Ortlisen dagilimlar gostermektedir (Oosterwegel ve ark.,1993; van Genderen ve
ark.,1994; Kratochwil ve ark.,1996; Korinek ve ark.,1998). LEF/TCF faktorlerinin her

biri farelerde genetik olarak inaktive edilmistir ve bu nakavtlardan kaynaklanan
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fenotipler her bir faktér i¢in benzersizdir (van Genderen ve ark., 1994; Verbeek ve
ark.,1995; Korinek ve ark.,1998; Galceran ve ark.,1999). Sadece embriyonik
LEF/TCF’yi eksprese eden dokularin bir alt kiimesi, nakavt farelerde eksik veya
hasarlidir, bu da LEF/TCF proteinleri arasindaki ekpresyon ve fonksiyonel fazlaligin
mutlak seviyesini gostermektedir. Dogum sonrasindaki saatlerde, genis LEF/TCF
ekspresyonu yok olur ve fare dokularinin northern blot analizi ile sadece ¢ok sinirli LEF
/TCF mRNA paternleri tespit edilebilir (Oosterwegel ve ark.,1993). Ornegin, hem LEF-
I hem de TCF-1 mRNA, timusta kolaylikla tespit edilir, ancak baska herhangi bir
dokuda ¢ok az mRNA saptanabilir (Travis ve ark.,1991; Van de Wetering ve ark.,1991;
Waterman ve ark.,1991). LEF/ TCF Wnt yolaginin, beta-katenin de-regiilasyonuna yol
acan genetik mutasyonlara bagl ektopik ve konstitiitif aktivasyonudur. Boylelikle, beta
-katenin c¢ekirdekte bol ve yapisal olarak aktif bir ko-aktivator haline gelir ve eger bir
LEF/TCF faktorii varsa, gen hedeflerinin ve hiicre transformasyonunun uygunsuz

aktivasyonu miimkiindiir (Roose ve ark.,1999).
2.13. Wnt Sinyalizasyonun Niikleer Aracilar1 Olarak LEF-1/TCF Proteinleri

LEF ve TCF koken olarak 5’CTTTGWW 3’ (W'nin A veya T'yi gosterdigi yerde)
niikleotid sekansini tespit eden lenfoid spesifik DNA-baglayici proteinler olarak
tanimlanmistir (Travis ve ark.,1991; van de Wetering ve ark.,1991; Waterman ve
ark.,1991). Bu proteinler ve diger iki murin homologu TCF-3 ve -4 DNA sarmalinda
keskin bir biikiilmeyi indiikleyen yliksek hareketlilik grubu (HMG) alami olarak
adlandirilan, hemen hemen ayni DNA baglanma bélgesini paylasirlar (Giese ve
ark.,1992; Love ve ark., 1995). Ne LEF-1 ne de TCF-1 tipik transkripsiyonel
aktivatorler gibi davranmaz, ¢link{i multimerize LEF-1 / TCF baglanma bdlgeleri iceren
sentetik bir giliclendiriciden transkripsiyonu stimule edemezler (van de Wetering ve
ark.,1996; Hsu ve ark., 1998). T hiicre reseptorii (TCR)a arttirict baglaminda, LEF-1'in
transaktivasyon yetenegi, LEF-1 / TCF baglanma bolgesini ¢evreleyen protein baglama
bolgelerine ait spesifik diizenlemeye ve doluluga baglidir (Giese ve ark.,1995). Beta-
katenin, LEF-1 / TCF'nin amino hedefleri ile etkilestiginde, yine de, bu proteinler
transkripsiyonu diger DNA baglayici proteinlerin spesifik bir baglamindan bagimsiz
olarak aktive edebilirler (Behrens ve ark.,1996; Huber ve ark.,1996; Molenaar ve
ark.,1996; van de Wetering ve ark.,1997; Hsu ve ark.,1998). Cesitli calismalar, Wnt
sinyallerinin asag1 akim efektorleri olarak LEF-1/TCF proteinlerine ait rolii

desteklemektedir. Ilk olarak, DNA'y1 baglayan fakat B-katenini baglamayan dominant
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negatif LEF-1 / TCF formlarn, B-katenin veya Wnt aracili sinyalizasyona engel olabilir
(Molenaar ve ark.,1996; Brannon ve ark.,1997; van de Wetering ve ark.,1997; Dorsky
ve ark.,1998; Kengaku ve ark.,1998). Ikinci olarak, Drosophila'da dTCF / Pangolin
fonksiyon kayb1 mutantlarinin genetik analizi, Wg yoluyla sinyalizasyonun asagi yonli
etkilerinin dTCF'ye dayandigimmi gostermektedir (Brunner ve ark.,1997; Van de
Wetering ve ark.,1997). Omurgalilarda, Wnt sinyalizasyonunda LEF-1/TCF proteinleri
icin bir role ait genetik kanitin, gelismekte olan fare embriyosunda farkli fakat iist tiste
olan sekillerde ifade edilen bu transkripsiyon faktorlerinin fazlaligi nedeniyle
muhtemelen elde edilmesi daha zor olmustur (Oosterwegel ve ark.,1993; Korinek ve
ark.,1998). Farelerde bireysel Lefl/Tcf genlerinin mutasyonu, bilinen Wnt
mutasyonlarinin neden oldugu fenotiplerden herhangi birine benzeyen fenotipler
tiretmemektedir; bunlar arasinda mezoderm farklilagsmasi, bobrek gelisimi ile ekstremite
ve plasenta olusumundaki eksiklikler yer almaktadir (Thomas ve ark.,1991; Stark ve
ark.,1994; Parr ve McMahoon, 1995; Takada ve ark., 1994; Monkley ve ark.,1996).
Lefl geninin hedeflenen mutasyonu, sa¢ folikiilleri, meme bezleri ve digler dahil olmak
lizere ¢oklu organlarin gelismesine engel olurken (Van Genderen ve ark.,1994), Tcfl

mutasyonu T hiicresi farklilagsmasini bozmaktadir (Verbeek ve ark.,1995).
2.14. LEF-1/TCF Proteinlerinin Negatif Diizenleyicileri

Wnt/Wg sinyali ve P-katenin stabilizasyonu yoksa LEF-1/TCF proteinleri
transkripsiyonu aktif sekilde baskilayabilir. Bu, Wnt/Wg sinyali olmadiginda,
mutasyonlu LEF-1/TCF baglanma bdlgelerini tasiyan Ubx ve Siamois transkripsiyonel
kontrol elemanlarinin ortaya koyan Drosophila ve Xenopus'daki deneylerden
cikartlmistir (Brannon ve ark.,1997; Riese ve ark.,1997; Bienz, 1998,). Cesitli
caligmalar, LEF-1/TCF proteinleri ile Hairy, Engrailed ve Dorsal gibi ¢esitli DNA
baglayici proteinler ile etkilesime giren transkripsiyonel ortak bir baskilayic1 olan
Groucho arasinda genetik ve biyokimyasal etkilesimleri ortaya koymustur (Cavallo ve
ark.,1998; Fisher ve Caudy, 1998; Levanon ve ark.,1998; Roose ve ark.,1998). Ayrica
Groucho, AML-1 (akut miyeloid I6semi faktorii 1) dahil olmak iizere, TCR a arttiricida
LEF-1 ile igbirligi yapan bir protein olan Runt domaini aile proteinleri ile etkilesime
girer (Hsu ve ark.,1998; Levanon ve ark.,1998). Groucho, TCF beta-katenin baglanma
bolgesinden ayri olan bir insan TCF-1 bdlgesini baglar. Groucho’nun transkripsiyonu
baskiladigr mekanizma, histon H3 ile etkilesim yoluyla baskilanan kromatin alimini da

kapsayabilir (Palaparti ve ark.,1997).
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CREB c-Fos ve NF-kB’nin (Shikama ve ark.,1997) de dahil oldugu coklu faktorler
tarafindan alinan iyi incelenmis bir transkripsiyonel ko-aktivator CREB / p300, LEF-1 /
TCF proteinlerinin ortak bir baskisi i¢in bagka bir adaydir. CREB c-Fos ve NF-«kB gibi
coklu faktorler tarafindan iyi incelenmis bir transkripsiyonel ko-aktivator olan
CREB/p300, LEF-1/TCF proteinlerinin ortak baskilayicisi i¢in bagka bir adaydir. CBP,
dTCF'nin DNA-baglanma bdlgesine baglanir ve in vitro olarak dTCFnin [-katenin
baglanma bdlgesinde bir lizin tortusunu asetilleyebilir (Waltzer ve Bienz., 1998).
Armadillonun dTCF'ye baglanmas1 asetilasyonu bloke etse bile, bu protein
modifikasyonu sadece dTCF ve Armadillo arasindaki etkilesimi hafif olarak

azaltmaktadir (Munshi ve ark.,1998).

43



3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. Kullamlan Deney Hayvanlari ve Deney Gruplari

Calismamizda Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi, Deney Hayvanlar
Laboratuvarinda yetistirilen viicut agirligi yaklasik 200-220 gram arasinda degisen 8
haftalik Wistar albino cinsi 10 adet eriskin disi sigan kullanilmistir. Hayvanlar deney
stiresince standart pellet yem ve ¢esme suyu ile beslendiler. Calisma i¢cin Cumhuriyet
Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulundan 02.02.2017 tarih ve 65202830/10 sayil1
onay belgesi (EK-1) alinmstir.

Deney Gruplari

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

verilerek anestezi altinda uygun yontemlerle uterus dokular1 incelenmek {izere alindu.

Grup-2: Calismada kullanilan hayvanlar oda 1sisinda, 12 saat aydinlik-12 saat karanlik
periyotlar saglanarak normal 6strus siklusunun saglandig1 ve gebelik olusturulacak olan
hayvan grubudur. Ostrus sikluslar1 vajinal smear ile belirlendi. Ostrus evresinde olan
disi sicanlar gebelik olusmasi i¢in erkek sicanlarin kafeslerine alindi. Ertesi giin vajinal
plak olusumuna bakilarak vajinal plak goriilen siganlar gebe kabul edilip ayr kafeslere
alindi. Vajinal plagin gorildiigi giin gebeligin 1. giinli olarak kabul edildi. Gebe
hayvanlara, gebeligin 7., 8. ve 9. giinlerinde hergiin i¢in 2 hayvan olmak iizere 3mg/kg
Xylazine HCL+ 90mg/kg Ketamine HCL intraperitoneal yolla verilerek anestezi altinda

uygun yontemlerle uterus dokular1 incelenmek {izere alindi.

Oliim sonras1 alman uterus dokularina KASPAZ-9, LEF ve TCF proteinlerini gdstermek

amaciyla immiinofloresan incelemeler i¢in rutin takip protokolleri uygulandi.

Mikroskopik degerlendirme i¢in alinan kesitler, Olympus BXS51 (Japan) marka

mikroskopta degerlendirilip, uygun alanlardan fotograflar ¢ekildi.
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3.2. Kullanilan Cihazlar:

% Doku takip cihazi (Leica, Germany)

% Gomme firmi1 (MKN Taab, UK)

+ Ben mari (Leica, Germany)

* Mikrotom (Leica, Gremany)

% pH Metre (Metle Toledo MP 2200, UK)

% Manyetik Karigtirict (BIBBY Stuart, UK)

+ Floresan Mikroskop (Olympus BX51, Japan)

+ Hassas Tart1 (Denver Instrument Company, USA)

% Mikrodalga Firin ( Arcelik MD 554 intellwave, Tiirkiye)
% Mikropipetler- 10ul, 20ul, 200ul ve 1000ul- ( Gilson, USA)
¢ Santrifiyj

« Thermal cycler

% Nanodrop

¢ Elektroforez (Thermo Fischer, Germany)
3.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeler:

¢ Antikorlar

o Primer antikorlar;
= CASPASE-9 (96.1.23): sc-.56076.,
= TCF7L2 ab76151 Abcam.,
= [LEF-1 Boster.,
*  Wnt7a (E-9): sc-365665 S. Cruz Bio.,
= Wnt3 (D-9): sc-74537 S. Cruz Bio.,
= B-katenin (E-5): sc-7963 S. Cruz Bio

o Sekonder antikorlar;
» Goat Anti-Mouse IgG H&L (Alexa Flour 647): ab150115 Abcam
» Goat Anti-Mouse IgG H&L (Alexa Flour 568): ab175473 Abcam
= Goat Anti-Rabbit I[gG H&L (Alexa Flour 488): ab150077 Abcam

% SuperBlock (Sky Tech Lab, USA)

s DAPI (Sigma, USA)

¢ Eozin (Biooptica, Milano, Italy)

% Hematoksilen (Biooptica, Milano, Italy)
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3.4.

ii.

iii.

X/
L X4

3.5.

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)

Kullanilan Cozeltiler ve Tamponlar:

% 10’luk Tamponlanmis Notral Formalin (pH: 7.0)
+¢ Formaldehit 100cc

+» Distile Su 900cc
< NaH,PO, 4g
< Na,HPO, 6.5g

%4’liik Paraformaldehit (pH 7.4)
% Distile Su 850ml
¢ Paraformaldehit 40gr
« 10N NaOH 0.1ml
% 10X PBS Stock 100ml
Yikama Cozeltisi
1000 ml PBS i¢inde 1ml Triton X-100 ¢6ziinerek hazirlandi.

Doku Preparasyonu

Otenazi sonrasinda alman uterus dokular1 %10’luk tamponlanmis nétral formalinde en

az 48 saat ve %4’liik paraformaldehitte +4 derecede 24 saat siire ile fikse edildi. Doku
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takip cihazi ile artan dereceli etanol ile dehidrasyon yapildiktan sonra ksilolle

seffaflandirilip parafin i¢cinde bloklandi.
3.6. Isik Mikroskopi:

Isik mikroskopik incelemeler i¢in parafine gomiilen 6rneklerden Leica marka mikrotom
ile alinan 5 pum kalinliginda seri kesitlere genel morfolojiyi gostermek amaciyla
hematoksilen-eozin boyama uygulamasi yapildi ve Olympus BX51 (Tokyo, Japan)

mikroskopu ile uygun goriintiiler alindi.
3.7. Immunofloresan Boyama Protokolii:

Parafine gomiilen doku oOrneklerinden almman 3-4 pum’lik seri kesitler 1 gece etlivde
bekletildikten sonra asagida belirtilen islem basamaklar1 uygulandi.

e Ksilolde deparafinizasyon

e  %100’lik alkol....... 2’ dk

e  %100’Lik alkol....... 2’ dk

o %95’lik alkol.......... 2’ dk
e %380’lik alkol......... 2’ dk
e %70’lik alkol......... 2’ dk

e Distile su 5 dk yikandi.

e Mikrodalga firinda 2 defa 5’er dakika sirasiyla maksimum giigte ve 550W’da 10
mM sodyum sitrat tamponu (pH=6) icerisinde epitoplarin aciga cikarilmasi
gerceklestirildi.

e Pappen (Daido Sangyo Co., Ltd. Tokyo, Japan) ile 6rneklerin etrafi ¢izildi.

e Kesitler yikama ¢ozeltisinde (PBS-Triton X-100) 2 kez 3’dk yikandi.

e Kesitlerin  immiinoglobulinin  nonspesifik  taginmasini  engellemek i¢in
SuperBlock (Sky Tech Lab, USA) ¢ozeltisinde oda 1sisinda 30 dakika inkiibe
edildi. (Serum Bloklama)

o Kesitler primer antikorlarla +4 derecede nemli karanlik ortamda gece boyu
inkiibe edildi. Bu c¢alismada kullanilan primer antikorlar ve kullanildiklari
seyreltme oranlar;; KASPAZ-9 (1:100), LEF-1 (1:100), TCF7L2 (1:100), Wnt-
7a (1:100), Wnt-3 (1:100), B-katenin (1:100). Biitiin primer antikorlar pH=7.4
olan antibody diluent reagent (Invitrogen, USA) ¢ozeltisi ile sulandirildi.

e Yikama ¢ozeltisinde (PBS-Triton X-100) 4 kez 3’er dakika yikanda.
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e Seckonder antikor (Goat Anti-Mouse IgG H&L (Alexa Flour 647): ab150115
abcam, Goat Anti-Mouse IgG H&L (Alexa Flour 568): ab175473 abcam ve
Goat Anti-Rabbit IgG H&L (Alexa Flour 488): ab150077 abcam) oda 1s1sinda 1
saat nemli ortamda inkiibe edildi.

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

e 0.5 ug/ml DAPI (Sigma, USA) ile oda 1s1sinda 10 dk ¢ekirdek boyamas1 yapildi.

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

e Kapatma medyumuyla kapatma yapildi.

3.8. Semikantitatif Skorlama Yontemi:

Peri-implantasyon periyotlarinda uterus dokularinda goriintillenen KASPAZ-9, LEF-1
ve TCF7L2 ekspresyonlarinin siddeti semikantitatif skorlama yontemi ile belirlendi ve
sonuglar tablolar halinde bulgular boliimiinde gosterildi. Biitiin kesitler birbirinden
bagimsiz iki gozlemci tarafindan incelenerek,uterus dokusunda KASPAZ-9, LEF-1 ve
TCF7L2 antikorlarinin ekspresyon derecelerine gore; ekspresyon yoksa negatif (-), hafif
derecede ekspresyon varsa (+), orta derecede boyanma olmus ise (++), yogun derecede

ekspresyon olmus ise (+++) boyanma olarak uterus dokular1 degerlendirildi.

3.9. Real Time-PZR Uygulamalari

Olusturulan kontrol ve deney grubundan alinan uterus dokulari1 Otenazi sonrasi ¢ift
tarafli kesilerek acildi ve endometrium dokusu zarar gormeden kazindi. Kazinan
ornekler RNAlater igerisine konulduktan sonra -20°C’de bekletildi KASPASE-9, LEF-1
ve TCF7L2, Wnt3, Wnt7a ve B-katenin proteinlerinin ekspresyonlarinin belirlenmesi
i¢cin RNA izolasyon kiti (RNeasy Mini Kit, Invitrogen) kullanilarak total RNA eldesi
gerceklestirildi. 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-PCR yontemiyle belirlendi.
PCR amplifikasyonu Biorad CFX Connect cihaziyla uyumlu Sso Advanced Universal
SYBR Green Supermix kullanilarak gergeklestirildi. 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.
3.9.1. Total RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in Invitrogen RNeasy Mini Kit kullanilmistir. Calismaya baslamadan

once kullanilacak olan malzemeler otoklavlanmis ve daha sonra UV Crosslinker’da
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sterilize edilmigtir. Sterilize edilen malzemeler ayrica DEPC (Dietilpirokarbonat) igeren
suyla yikanmis ve olas1 RNaz kontaminasyonu engellenmistir. Buz icerisine konulmak
sartiyla alinmig olan dokularin bulundugu ependorf tiipler -20°C’den alinarak ¢alisma
ortamina konulmustur.
e 7ml Lizis buffer ve 70 pl B-merkaptoetanol homojenizasyon tamponu
hazirland1.
e Hazirlanan tampondan 600 pl dokularmm oldugu ependorf tiiplere
aktarildi.
e Daha sonra drnekler homojenizasyon makinesinde??? edildi.
e Ornekler 26,000 x g’de 5 dk santrifiij edildi.
e Siipernatant temiz bir RNaz icermeyen tiipe aktarildi.
e ~700 pul %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 ayni toplama tiipleri kolon tiiplere yeniden yerlestirildi.
e Biitiin lizat hacmi isleme tabi tutulana kadar tekrarlandi.
e Kolon tiiplere 700 pul Wash Buffer I eklendi.
e Oda sicakliginda 12,000 x g’de 15 sn santrifiij edildi. Toplama tiipii atilds
ve kolon tiiplere yeni bir toplama tiipii yerlestirildi.
e Kolon tiiplere 500 pul Wash Buffer II eklendi.
e 12,000 x g’de 15 sn santrifiij edildi.
¢ Biitiin yikama hacmi isleme tabi tutulana kadar tekrarlandi.
e Kolon tiiplerin merkezine 30-100 pl RNaz igermeyen 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 i¢in
nanodrop cihazinda 6l¢iim 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 geceklestirilmistir.
3.9.2. ¢DNA Eldesi

Cogunlukla gen ifadesi caligmalar1 i¢in gerceklestirilen RT-PZR, genellikle RNA

virlislerinden elde edilen Reverse Transkriptaz enzimi kullanilarak ortamda var olan

RNA molekiillerini komplementer DNA'ya (cDNA) doniistiirmeyi amacglamaktadir.
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Ayrica real-time PZR ile kombine bir sekilde floresan isaretli boyalar kullanilarak
kalitatif ve kantitatif analizlerinin yapilmas1 ile gen ifade diizeyi ¢alismalarinda da

siklikla kullanilmaktadir. Uygulama basamaklar asagidaki gibi gerceklestirilmistir:

Protokol:

Bilesen Hacim (nL)
Gene Ozgii Primer (GSP) (2 pmol) > 1 uL

1 ng-5 pg total RNA > 5uL
dNTP karigimi (her birinden 10mM) > 1 uL

Son hacim ddH,O0 ile 12ul’ye tamamlanmistir.

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,O ile tamamlanmastir.

d) 42°C"de 30 dk inkiibe edilmistir.

e) Reaksiyonu durdurmak ve enzimi inaktive edebilmek icin 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.

3.9.3. Primerler

Gergek zamanlhi kantitatif PZR niikleik asitlerin miktarlariin belirlenmesinde
giiniimiizde kullanilan bir metotdur. “Real-time PZR”da olusan iirlin miktar1 reaksiyon
boyunca olusan iiriin miktariyla orantili olarak artan floresan boya ve problarin verdigi
sinyalin izlenmesiyle anlasilir ve amplifikasyonun devir sayisi belirli miktardaki DNA
molekiillerinin elde edilmesi agisindan da gereklidir. Bu ¢alismada floresan boya olarak
SYBRGreen kullanildi. Real-Time PZR tekniginin sorunsuz g¢alisabilmesi i¢in uygun
primer se¢imi oldukca onemlidir. Primerlerin cDNA’ya 6zgiil olarak baglanmasi ve
primer-dimer ya da 6zgll olmayan amplikasyon iiriinli vermemesi gereklidir. Bu
caligmada kendi hazirladigimiz primerler kullanilmistir. Gen ekspresyonlar1 incelenen
genlere ait 6zgiil primerlerin dizisi, Tm degeri, erisim numaralar1 ve dizi yerleri Tablo

3.1’de verilmistir.
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Tablo 3.1. Real-Time PZR yonteminde kullanilan primerler ve erisim numaralari

Uzunluk Tm Ta
Gen Primer dizisi (5°23°) Erisim No Dizi Yeri
(bp) Degeri Degeri
Wnt3
AGTCTCGTGGCTGGGTGGA 19 61.6 922-940
Forward
56.7 XM_006246487
Wnt3 1011-
TTGGGCTCGCAGAAGTTAGG 20 60.5
Reverse 1030
Wnt7a
GGGACTATGACCCGGAAAGC 20 62.5 251-270
Forward
58 NM 001100473
Wnt7a
GGATCTTGTTACAGATGATGCTC 23 60.9 358-380
Reverse
B katenin 1350-
AGCTTCCAGACACGCCATCAT 21 61.2
Forward 1370
58 XM_008766691
B katenin 1426-
CGGTACAACGGGCTGTTTCTAC 22 64.2
Reverse 1447
Cas-9- 1077-
AGCCAGATGCTGTCCCATAC 20 60.5 AY027667
Forward 1096
57.6
Cas-9- 1219-
CAAGGTCTCGATGTACCAGGAA 22 62.1 AY027667
Reverse 1240
LEF1- 1682-
AATGAGGGCGAATGTCGTAG 20 58.4 XM_006233309
Forward 1701
58
Lef-1- 1798-
Reverse GCTGTCTTTCTTTCCGCGCTA 21 61.2 XM_ 006233309 1818
Tcf712/tcf4 1075-
ACCTCTCATCACGTACAGCA 20 58.4
-Forward 1094
50 NM 001191052
Tcf712/tct4 1220-
GGATGGGGGATTTGTCCTAC 20 60.5
-Referse 1239
GAPDH
CTCTCTGCTCCTCCCTGTTC 20 62.5 1-20
Forward
58 NM_017008.4
GAPDH
GCCAAATCCGTTCACACCG 19 59.5 87-105
Reverse

51




3.9.4. Standart PZR Uygulamalari
Real-Time PZR’de uygun T, degerlerinin saptanmasi standart PZR ile belirlenmistir.
Her bir gen bolgesine ait PZR reaksiyonu sirasinda primer baglanma (annealing)
sicakligl (T,), her bir primerin Ty degerlerinden hareket edilerek hesaplanmistir. Bu
asamada oOncelikli olarak her bir primer ¢ifti i¢in tahmin edilen Ty degerlerinden
ortalama 3-4°C altina inilmig ve bu sicakliga + 4°C’lik bir gradiyent uygulanmigtir.
Buna gore tiim primerler 50-58°C araliginda gradiyente tabi tutulmustur.
Tim standart PZR reaksiyonlar1 50 pL son hacimde hazirlanmistir. 50 pL’lik reaksiyon
hacminin igerigine 0,5 U Taq DNA polimeraz (MBI Fermentas, Hannover, MD), 5 pL
10" reaksiyon tamponu (100 mM Tris-HCI, pH 8,8, 500 mM KCI, %0,8 Nonidet P-40),
primer c¢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 uygulamalar1 asagidaki kosullar altindan
gerceklestirilmistir:

Baslangi¢ 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 T, degeri Tablo 3.1°de gosterilmistir.
3.9.5. Real-Time PZR
Real-time PZR, olusan tiriine baglanan {iriine 1s1n1im veren raportére gereksinim duyar.
Raportor olusan {iriin miktarin1 yansitan floresan sinyal olusturur. PZR ddngiileri
sonucunda olusan kisa sekanslara Amplikon adi verilir. Baglangi¢c Real-Time PZR
dongiilerinde sinyal zayiftir. Sinyalin gliglenmesi amplikonlarin artis1 ile olur. Sinyalin
esik seviyeye ulagmasi icin gereken dongii sayisina CT (threshold cycle= esik deger
dongii) adi1 verilir. Amplifikasyon cevap egrileri Ct degeri asildiktan sonra logaritmik
olarak artar (Kubista vd. 2006). Bizim ¢alismamizda kullandigimiz raportér ise
GAPDHtir.
Kontrol ve deney gurplarindan elde edilen total RNA’lardan sentezlenen cDNA
orneklerinin kantitatif analizi icin SYBER Green I boyasimnin floresan 1sima o6zelligi
kullanilarak real-time PCR gerceklestirilmistir. Bu amacgla Biorad CFX Connect
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cihaziyla uyumlu Sso Advanced Universal SYBR Green Supermix kullanilmistir.
Standart PZR’da olumlu sonu¢ alinmig primerler ve raportdr gen olarak da GAPDH
geni primerleri kullanilmigtir.

Icerik; antibody-mediated hot-start Sso7d-fusion polimeraz, referans boyalar, dNTPs,
MgCl,, SYBR Green I boyasi, enhancer, stabilizator. Tiim bilesenler eritilerek oda
sicakligina getirilir,

Karistirlip santifiijlenir. Isiktan korunarak buzda saklanir. Onerilen sekilde PZR

hazirlanir.

Bilesen 20 pl igin 10 pl i¢in Final Konsantrasyon
Siipermix(2x) 10 ul 5ul Ix

OligoF 1 ul 0,5 ul 250-500 nM
OligoR 1 ul 0,5 ul 260-500 nM
Template 1,5-2 ul 1l cDNA: 100ng-100 fg
Niikleaz -

icermeyen su

Total hacim 20 pl 10 pl

e Master mixin karistirtlip homojenize oldugundan emin olunur. Her tilipe

oligolardan esit miktarda dagitilir.

eDNA ve gerekirse su eklenir ve tiipler filmle kapatilir. 30 sn vorteksleyip

santrifiijlenir.

e Program kurulur, PCR tiipii yliklenir ve program baglatilir.
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 : Ta’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
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sekildedir; Ct degeri 18-24 arasinda ise reaksiyon oldukc¢a basarilidir, 6rnek igerisinde
hedef niikleotid dizisi oldukc¢a 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 icerisinde hedef niikleotid dizisi az; ct degeri 34 ve yukarisinda
ise reaksiyon basarili sayillmaz, ortamda herhangi bir kontaminasyon ya da c¢ok az
miktarda hedef niikleotid dizisi vardir (Schmittgen ve Livak, 2008). Ct degerleri
iizerinden 2°**' degeri hesaplanmistir. Buradaki amag, genlerin ifade diizeylerinin nispi

artis ya da azalisinin belirlenmesidir.

54



4. BULGULAR

Bu calismada, gebeligin 7, 8 ve 9. giinlerinde sican endometriyumunda, Wnt sinyal
yolagmin hiicre 6liimii, hiicre transkripsiyonu ve hiicre tagmiminin tespit edilmesi
amaciyla iki deney grubu olusturulmustur. Birinci grup Ostrus siklus takip edilen
siganlardan (5 adet hayvan), ikinci grup ise gebelik olusturulan sicanlardan (7 adet

hayvan) teskil edilmistir.
4.1. Ostrus Siklusu (1. Grup)

Gebelik olusturulmayan hayvanlardan olusan bu grupta Ostrus siklusu, histolojik
bulgular esas alinarak, 4 temel evrede (didstrus, prodstrus, Ostrus ve metadstrus)
incelenmistir. Rutin protokoller takip edilerek hazirlanan preparatlar, birinci asamada
hematoksilen-eozin ile boyanmis ve ardindan 1sik mikroskobu altinda incelenmistir.
Ikinci asamada ise preparatlara Wnt 3, Wnt 7a, beta-katenin, kaspaz 9, LEF-1 ve TCF
antikorlarmi iceren immiinfloresan boyalar uygulanmis ve Wnt sinyal molekiillerinin
perimetrial-miyometrial bag dokusu, miyometrium, uterus epiteli, bez epiteli,
subluminal stroma, endometrial bazal stroma ve kan damarlarindaki immiinlokalizasyon

diizeyleri immiinfloresan mikroskop altinda incelenmistir.
4.1.1.0strus Siklusu (Hematoksilen-Eozin)

Prodéstrus evresi; liimen icerisinin siviyla dolu oldugu gézlenmistir. Tek katli prizmatik
hiicrelerden olusan epitel hiicrelerinde, mitotik aktivitenin devam ettigi tespit edilmistir.
Ilerleyen siiregte, prizmatik hiicrelerin boyutlarinin kademeli olarak artis gdsterdigi ve
tek katli yiiksek prizmatik hiicrelere doniistiigli izlenmistir. Prodstrus evresinde
dejenerasyona rastlanilmazken, mukozada seyrek halde birkag 16kosit kayd edilmistir.
Endometriyal bezler hipertrofik olup, vaskiilarizasyon ve ddem artigi olduk¢a belirgin
diizeye erigmistir. Ayrica fazla miktarda ¢ekirdekli epitelyal hiicre sayilmistir (Sekil 4.1
G, H).

Ostrus evresi; 151k mikroskobu incelemelerinde, uterus liimen siskinliginin maksimum
seviyeye ulastigi gozlenmistir. Bunun yaninda, kiimeler halinde yerlesim gdsteren
uterus epitel hiicrelerinde biiyiikliik agisindan belirgin bir farklilik saptanmistir. Ostrus

evresindeki uterus preparatlarinda 16kositlere rastlaniimamistir. (Sekil 4.1.E-F ).
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Metaostrus evresi; luminal epitel ve bezler vakuolar dejenerasyonlar devam ederken,
mitotik aktivitenin tekrar bagladigi goriilmiistiir. Ayrica metdstrusta baskin 16kositler

izlenmistir. Kan damarlar1 ve bez epitelinde azalma goriilmiistiir (Sekil 4.1. C, D).

Diostrus evresi; uterus, kiibik-prizmatik sekilli epitel hiicrelerine sahiptir. Bu evrede
uterusun liimeninin genisledigi goézlenmistir. Didtrustaki uterusta, epitel hiicreleri,
atrofik ve c¢Okmiis (kollabe) ozelliklere sahiptir. Endometriyal bezlerde seyrek
dejeneratif hiicreler gozlenirken, stroma bolgesinde stromal Odem saptanmustir.

Endometriyal rejenerasyonun yeniden basladig tespit edilmistir (Sekil 4.1 A, B).
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Sekil 4.1. Ostrus siklusu evreleri: G-H prodstrus, E-F 6strus, C-D metadstrus, A-B
didstrus UL: uterus limeni, UE: uterus epiteli, BE: bez epiteli, L: 16kosit, KD: kan

damari.
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4.1.2. Ostrus siklusu evrelerinde Wnt sinyal yolag1 molekiillerinin (Wnt 3, Wnt 7a,
beta-katenin, kaspaz 9, LEF-1 ve TCF) ekspresyonu

4.1.2.1. Proostrus

Tablo 4.1°de Ostrus siklusunun 1. evresini olusturan prodstrus evresinde, Wnt sinyal

yolagi molekiillerinin lokalizasyon kuvvetleri gésterilmistir.

Wnt-3, Wnt-7a, beta-katenin, kaspaz-9 ve LEF-1 molekiilleri perimetrial-miyometrial
bag doku ve miyometriumda her hangi bir etkilesim gostermemistir. Endometriumda en
fazla (3 alanda) ¢ok kuvvetli immiinlokalizasyon (++++) gosteren molekiil ise beta-
katenindir. Beta-katenin uterus epiteli, bez epiteli ve endometrial bazal stromada ¢ok
kuvvetli eksprese olmustur. Endometrial bazal stroma, en fazla molekiiliin (Wnt-3, beta-
katenin, ve kaspaz-9) lokalize oldugu doku niteligindedir. Ug¢ molekiil de endometrial
bazal stromada ¢ok kuvvetli etkilesim meydana getirmistir. TCF molekiili, tiim sinyal
molekiilleri arasinda, 6 alanda da eksprese olan tek molekiildiir. Molekiiliin
lokalizasyon kuvveti zayiftan (+) kuvvetliye (+++) kadar degisim gostermistir (Tablo
4.1; Sekil 4.2-7).

Tablo 4.1. Ostrus siklusu prodstrus evresinde Wnt sinyal molekiillerinin

immiinlokalizasyon diizeyleri

ENDOMETRIUM
PROOSTRUS PMB MY STROMA
UE BE KD
SLS EBS
Wnt-3 - - + + -+ +++
Wnt-7a - - ++ + -+ I F++

Beta-katenin - ++++ +++

Kaspaz-9 - - ++ ++ -+ F -+ -
LEF-1 - - ++ ++ + + ++
TCF +++ + + + + ++ ++

PMB: perimetrial-miyometrial bag doku; MY: miyometrium; UE: uterus epiteli; BE: bez epiteli; SLS:
subluminal stroma; EBS: endometrial bazal stroma; KD: kan damar1; (++++: ¢cok kuvvetli ekspresyon;

+++: kuvvetli ekspresyon; ++: orta kuvvetli ekspresyon; +: zayif ekspresyon; -: ekspresyon yok).
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Sekil 4.2. Ostrus siklusu prodstrus evresinde Wnt-3’iin immiinlokalizasyonlar1. (A-D)
UL: uterus liimeni, UE: uterus epiteli, BE: bez epiteli, SLS: subluminal stroma, EBS:

endometriyal bazal stroma, KD: kan damari, MY: miyometrium.
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Sekil 4.3. Ostrus siklusu prodstrus evresinde Wnt-7a’nin immiinlokalizasyonlar1 (A-F)
uterus liimeni, UE: uterus epiteli, BE: bez epiteli, SLS: subluminal stroma, EBS:

endometriyal bazal stroma, KD: kan damart..
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Sekil 4.4. Ostrus siklusu prodstrus evresinde beta-kateninin immiinlokalizasyonlar1 (A-
D) UL: uterus liimeni, UE: uterus epiteli, BE: bez epiteli, SLS: subluminal stroma, EBS:

endometriyal bazal stroma, KD: kan damari.
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Sekil 4.5. Ostrus siklusu prodstrus evresinde kaspaz-9’un immiinlokalizasyonlar1 (A-E)
UL: uterus liimeni, UE: uterus epiteli, BE: bez epiteli, SLS: subluminal stroma, EBS:

endometriyal bazal stroma, KD: kan damari.
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Sekil 4.6. Ostrus siklusu prodstrus evresinde LEF’in immiinlokalizasyonlar1 (A-F) UL:
uterus liimeni, UE: uterus epiteli, BE: bez epiteli, SLS: subluminal stroma, EBS:

endometriyal bazal stroma, KD: kan damari.
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Sekil 4.7. Ostrus siklusu prodstrus evresinde TCF’nin immiinlokalizasyonlar1 (A-E)
UL: uterus liimeni, UE: uterus epiteli, BE: bez epiteli, SLS: subluminal stroma, EBS:

endometriyal bazal stroma, KD: kan damari, MY: miyometrium.
4.1.2.2. Ostrus

Ostrus siklusunun meta ve didstrus evrelerinde oldugu gibi, siklusun 3. evresini
olusturan Ostrus evresinde de, Wnt sinyal yolagi molekiillerinin perimetrial-miyometrial
bag dokusu, miyometrium, uterus epiteli, bez epiteli, subluminal stroma, endometrial

bazal stroma ve kan damarlarindaki lokalizasyon durumlari deneysel olarak test
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edilmistir. Her bir molekiiliin belirtilen doku, organ ve yapilardaki tutunma dereceleri

Tablo 4.2°de gosterilmistir.

Whnt-3; Ostrus siklusunun Ostrus evresinde molekiil, perimetrial-miyometrial bag
dokusunda ve miyometriumda herhangi bir etkilesim gostermemistir (Tablo 4.2).
Bununla birlikte subluminal stroma, endometriyal bazal stroma ve kan damarlarinda

Wnt-3’iin maksimum diizeyde tutundugu tespit edilmistir. (Sekil 4.8; A-D).

Whnt-7a; molekiiliiniin, Ostrus evresindeki immiinlokalizasyon diizeyleri Wnt-3 ile
benzerlik gostermektedir; perimetrial-miyometrial bag dokusunda ve miyometriumda
lokalize olmazken, endometriyal bazal stroma ve kan damarlarindaki tutunumu cok
kuvvetlidir (Sekil 4.9; A-D). Wnt-7a, uterus epiteli ile bez epiteli hiicreleri ve hiicre

sinirlarinda ise ¢ok zayif ekspresyon gostermistir.

Beta-katenin; Wnt sinyal yolagi molekiillerinden beta-katenin, Gstrus evresinde en
fazla immiinlokalizasyon gosteren molekiil niteligindedir (Tablo 4.2). Molekiiliin
ekspresyon derecesi, endometriumun hemen hemen biitiin alanlarinda, 6zellikle uterus
epiteli ve bez epitelinde, hiicre sinirlar1 da dahil olmak iizere ¢ok kuvvetli iken,
subluminal stroma ve kan damarlarinda kuvvetlidir. Beta-katenin de Wnt-3 ve Wnt-7a
molekiilleri gibi, hem perimetrial-miyometrial bag dokusunda ve hem de
miyometriumda immiinlokalizasyon gostermemistir (Sekil 4.10; A-D). incelenen
preparatlarin belirli alanlarinda l6kosit hiicreleri tespit edilmistir. Ayrica, endotel

kapiller boyunca beta-kateninin orta kuvvetli eksprese oldugu gézlenmistir.

Kaspaz-9; Tablo 4.3’de Wnt-3, Wnt-7a ve beta-katenin molekiilleri gibi kaspaz-9’unda
perimetrial-miyometrial bag dokusunda ve miyometriumda lokalize olmadigi
goriilmektedir. Bununla birlikte molekiil {i¢ farkli noktada (uterus epiteli, endometrial
bazal stroma ve kan damari) ¢ok kuvvetli immiinlokalizasyona sahiptir (Sekil 4.11;.A-

D). Uterus epitel hiicre sinirlarinin belirgin oldugu kayit edilmistir.

LEF-1; Wnt sinyal yolagi molekiillerinin lokalizasyon derecelerinin deneysel olarak
test edildigi yapilarin (perimetrial-miyometrial bag dokusu, miyometrium, uterus epiteli,
bez epiteli, subluminal stroma, endometrial bazal stroma ve kan damarlari) tamaminda
lokalizasyon gdsteren tek sinyal molekiilii olmustur (Sekil 4.12; A-F). Molekiiliin bu
alanlardaki ekspresyon dereceleri zayiftan (+) kuvvetliye (+++) kadar degisiklik
gostermistir. Ayrica LEF-1, altit Wnt sinyal yolagi molekiilii arasinda kuvvetli

lokalizasyon gostermeyen iki molekiilden biridir (Tablo 4.2).
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TCF; Wnt sinyal yolag1 molekiilleri arasinda kuvvetli lokalizasyon gostermeyen iki
molekiilden birisi de TCF’dir. Uterus epitelinde eksprese olmayan TCF, perimetrial-
miyometrial bag doku ve endometrial bazal stroma alaninda kuvvetli
immiinlokalizasyon gostermistir (Sekil 4.13;.A-D). Subluminal stroma alanlarinda,

hiicrelerin yalniz sitoplazmalarinda zayif ekspresyon (+) tespit edilmistir.

Tablo 4.2. Ostrus siklusu 6strus evresinde Wnt sinyal molekiillerinin

immiinlokalizasyon diizeyleri

ENDOMETRIUM
OSTRUS PMB MY STROMA
UE BE KD

SLS EBS
Wnt-3 - - ++ + - -+ -+
Wnt-7a - - + + ++ A
Beta-katenin - - - - - ++ +++
Kaspaz-9 - - i - +HH+
LEF-1 ++ ++ ++ ++ + ++ +++
TCF +++ + = ++ + +++ ++

PMB: perimetrial-miyometrial bag doku; MY: miyometrium; UE: uterus epiteli; BE: bez epiteli; SLS:
subluminal stroma; EBS: endometrial bazal stroma; KD: kan damari; (++++: ¢ok kuvvetli ekspresyon;

+++: kuvvetli ekspresyon; ++: orta kuvvetli ekspresyon; +: zayif ekspresyon; -: ekspresyon yok).
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Sekil 4.8. Ostrus siklusu dstrus evresinde Wnt-3’iin immiinlokalizasyonlar1 (A-D) UL:
uterus liimeni, UE: uterus epiteli, BE: bez epiteli, SLS: subluminal stroma, EBS:

endometriyal bazal stroma, KD: kan damart MY: miyometrium.

67



Sekil 4.9. Ostrus siklusu dstrus evresinde Wnt-7a’nin immiinlokalizasyonlari (A-D) UL:
uterus liimeni, UE: uterus epiteli, BE: bez epiteli, SLS: subluminal stroma, EBS:

endometriyal bazal stroma, KD: kan damar1 MY : miyometrium.
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Sekil 4.10. Ostrus siklusu dstrus evresinde beta-kateninin immiinlokalizasyonlar1 (A-D)
UL: uterus liimeni, UE: uterus epiteli, BE: bez epiteli, SLS: subluminal stroma, EBS:

endometriyal bazal stroma, KD: kan damart MY: miyometrium.
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Sekil 4.11. Ostrus siklusu &strus evresinde kaspaz-9’un immiinlokalizasyonlar1 (A-F)
UL: uterus liimeni, UE: uterus epiteli, BE: bez epiteli, SLS: subluminal stroma, EBS:

endometriyal bazal stroma, KD: kan damari.
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Sekil 4.12. Ostrus siklusu dstrus evresinde LEF-1’in immiinlokalizasyonlar1 (A-F) UL:
uterus liimeni, UE: uterus epiteli, BE: bez epiteli, SLS: subluminal stroma, EBS:

endometriyal bazal stroma, KD: kan damart MY: miyometrium.
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Sekil 4.13. Ostrus siklusu dstrus evresinde TCF’nin immiinlokalizasyonlar1 (A-D) UL:
uterus liimeni, UE: uterus epiteli, BE: bez epiteli, SLS: subluminal stroma, EBS:
endometriyal bazal stroma, KD: kan damart MY: miyometrium PMB: perimetrial

miyometrial bag doku.
4.1.2.3. Metaostrus

Hazirlanan preparatlardan elde edilen mikroskobik fotograflar (Sekil 4.14-19) analiz
edilerek, Ostrus siklusu metadstrus evresi siiresince, sirasiyla Wnt-3, Wnt-7a, beta-
katenin, kaspaz-9, LEF-1 ve TCF molekiillerinin perimetrial-miyometrial bag dokusu,
miyometrium, uterus epiteli, bez epiteli, subliminal stroma, endometrial bazal stroma ve
kan damarlarindaki ekspresyon diizeyleri tespit edilmistir. Elde edilen veriler mukayese

edilerek Tablo 4.3’de sunulmustur.

Wnt-3; Ostrus siklusunun metadstrus evresinde Wnt-3 molekiilii, hem uterus epitelinde
hem de bez epitelinde orta kuvvetli ekspresyon gostermistir (Sekil 4.14; A, C).
Subluminal stroma alanlarinda kuvvetli immiinlokalizasyon izlenirken, endometriyal
bazal stroma alaninda ¢ok kuvvetli ekspresyon meydana gelmistir (Sekil 4.14; B, D).

Stromal kan damarlarinda ve endotelde belirlenen immiinlokalizasyon derecesi ise
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kuvvetli diizeydedir. Incelenen preparatlarda, belitli alanlarda, seyrek halde lokosit

hiicreleri goriilmiistiir (Sekil 4.14; B).

Whnt-7a; Sekil 4.15 (A, B)’da goriildiigii gibi, uterus epiteli hiicrelerinde ve hiicre
sinirlarinda ¢ok kuvvetli immiinlokalizasyon olusurken, bez epiteli ve bez epiteli
stromasinda kuvvetli gerceklesmistir. Stroma alanlarinda ise, subluminal stromadan
baslayarak endometriyal bazal stroma alanlarina kadar, molekiiliin ekspresyonu ¢ok
kuvvetli diizeydedir (Sekil 4.15; C, D). Benzer sekilde, kan damarlar1 ve kapiller
endotelinde de c¢ok kuvvetli ekspresyon tespit edilmistir. Lokosit hiicrelerinin belirli

alanlarda degisiklik gosterdigi izlenmistir (Sekil 4.15; B-D).

Beta-katenin; Ostrus siklusunun biitiin evrelerinde goriildiigii gibi uterus epitelinde,
epitel hiicre simirlarinda ve bez epiteli ile bez epiteli hiicre sinirlar1 stromasi da dahil
olmak tizere ¢ok kuvvetli ekspresyon gostermistir (Sekil 4.16; A, C, D). Molekiiliin
subluminal stromadaki immiinlokalizasyon diizeyi, bu alanlara gore daha diisiik
seviyededir (orta kuvvetli). Sekil 4.16’da (B, D) goriildiigii gibi, endometriyal bazal

stromada ve kan damarlarinda beta-katenin, kuvvetli diizeyde eksprese olmustur.

Kaspaz-9; uterus epiteli ve bez epiteli ¢evresinde orta kuvvetli iken, subliminal stroma
boyunca, endometriyal stroma bolgesi de dahil olmak fiizere, tamamen kuvvetli
immiinlokalizasyon gostermistir (Sekil 4.17; C, D). Kan damarlarinda, uterus epitelinde
ve bez epitelinde ise orta kuvvetli ekspresyon meydana geldigi Sekil 4.17 (B, D)’de
ifade edilmistir. Incelenen preparatlarda, bez epiteli ve uterus epitelinde, siklusun diger

evrelerine gore, belirgin sekilde dejenerasyonlar tespit edilmistir.

LEF-1; 6strus siklusunun hemen hemen biitiin evrelerine gdre uterus epiteli, en az
immunreaktivite gosterirken, bez epiteli alanlarinda kuvvetli lokalizasyon izlenmistir
(Sekil 4.18; A,B).Perimetrial miyometrial bag doku alan1 diger siklus donemlerinde
eksprese olmazken orta kuvvetli reaksiyon gorilmiistiir(Sekil 4.18; A). Endometrial
bazal stroma alanlarinda subluminal stromal bolgelere gore ¢ok az olan ekspresyon daha
fazla goriilmiistiir (Sekil 4.18; B) Ostrus siklusu boyunca Lef-1 proteininin en c¢ok
eksprese oldugu bez epiteli alanlarinda metadstrus evresinde izlenmistir (Sekil 4.18;

C.D).

TCF; Sekil 4.19 (E)’de gortldiigii gibi molekiil, uterus epitelinde lokalize olmamastir.
Bez epiteli ve subluminal stroma boyunca zayif ekspresyon gerceklesmistir (Sekil 4.19;

C, D). Endometriyal bazal stromada subluminal stromaya gore daha belirgin (orta

73



derecede) immiinlokalizasyon meydana gelmistir. Belirli alanlarda kan damarlarinda
orta kuvvetli ekpsresyon izlenirken, diger molekiilerden farkli olarak, perimetriyal-
miyometriyal bag doku alanlarinda orta kuvvetli lokalizasyon tespit gézlenmistir (Sekil
4.19; B, D). TCF’nin miyometriyum-endometriyum simirt boyunca gosterdigi

immiinlokalizasyon diizeyi ise orta kuvvetlidir (Sekil 4.19; A).

Tablo 4.3. Ostrus siklusu metadstrus evresinde Wnt sinyal molekiillerinin

immiinlokalizasyon diizeyleri

ENDOMETRIUM

METAOSTRUS PMB MY STROMA

UE BE KD

SLS EBS

Wnt-3 - 2 ++ ++ +H++
Wnt-7a - + -+ e
Beta-katenin - + F+ 4 ++ +++ +++
Kaspaz-9 - + g T +H+ ++
LEF-1 ++ + + +++ + ++ ++
TCF ++ ++ - + + ++ +++

PMB: perimetrial-miyometrial bag doku; MY: miyometrium; UE: uterus epiteli; BE: bez epiteli; SLS:
subluminal stroma; EBS: endometrial bazal stroma; KD: kan damari; (++++: ¢ok kuvvetli ekspresyon;

+++: kuvvetli ekspresyon; ++: orta kuvvetli ekspresyon; +: zayif ekspresyon; -: ekspresyon yok).
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Sekil 4.14. Ostrus siklusu metadstrus evresinde Wnt-3’{in immiinlokalizasyonlar1 (A-D)
UL: uterus liimeni, UE: uterus epiteli, BE: bez epiteli, SLS: subluminal stroma, EBS:

endometriyal bazal stroma, KD: kan damari, L: I6kosit.
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Sekil 4.15. Ostrus siklusu metadstrus evresinde Wnt-7a’nmn immiinlokalizasyonlar1 (A-
D) UL: uterus liimeni, UE: uterus epiteli, BE: bez epiteli, SLS: subluminal stroma, EBS:

endometriyal bazal stroma, KD: kan damari.
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Sekil 4.16. Ostrus siklusu metadstrus evresinde beta-kateninin immiinlokalizasyonlari
(A-D) UL: uterus liimeni, UE: uterus epiteli, BE: bez epiteli, SLS: subluminal stroma,

EBS: endometriyal bazal stroma, KD: kan damari.
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Sekil 4.17. Ostrus siklusu metadstrus evresinde kaspaz-9’un immiinlokalizasyonlar1 (A-
D) UL: uterus liimeni, UE: uterus epiteli, BE: bez epiteli, SLS: subluminal stroma, EBS:

endometriyal bazal stroma, KD: kan damar1.
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Sekil 4.18. Ostrus siklusu metadstrus evresinde LEF-1’in immiinlokalizasyonu (A-D),
Negatif kontrol kesit (E); (UL: uterus liimeni, UE: uterus epiteli, BE: bez epiteli, SLS:

subluminal stroma, EBS: endometriyal bazal stroma, KD: kan damart.
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Sekil 4.19. Ostrus siklusu metadstrus evresinde TCF nin immiinlokalizasyonlari. (A-D)
UL: uterus liimeni, UE: uterus epiteli, BE: bez epiteli, SLS: subluminal stroma, EBS:
endometriyal bazal stroma, KD: kan damari MY: miyometrium, PMB: perimetrial

miyometrial bag doku.
4.1.2.4. Diostrus

Ostrus siklusu didstrus evresinde Wnt sinyal yolagi molekiillerinin perimetrial-
miyometrial bag dokusu, miyometrium, uterus epiteli, bez epiteli, subluminal stroma,
endometrial bazal stroma ve kan damarlarindaki immiinlokalizasyon diizeyleri Tablo

4.4’de sunulmustur.

Whnt-3; ostrus siklusu evrelerinden didstrusta, sinyal yolagi molekiillerinden olan Wnt-
3’lin, immiinlokalizasyon diizeyleri Sekil 4.20°de goriilmektedir. Molekiiliin uterus
epitelindeki ekspresyon diizeyinin kuvvetli oldugu anlagilmaktadir. Wnt-3’{in
lokalizasyonu bez epiteli ve subluminal stromada ise orta kuvvetlidir (Sekil 4.20; B,D ).
Endometriyal bazal stromada kuvvetli immiinlokalizasyon gosteren molekiiliin, kan

damarlarindaki ekspresyonunun orta diizeyde oldugu saptanmistir (Sekil 4.20; C,E ).
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Wnt-7a; molekiiliiniin uterus epiteli ve bez epitelindeki lokalizasyonlar1 zayif diizeyde
gerceklesmistir (Sekil 4.21; B-D). Subluminal stromada orta kuvvetli ekspresyon
goriilirken, endometriyal bazal stroma ve kan damarlarinda ise kuvvetli

immiinlokalizasyon tespit edilmistir (Sekil 4.21; A,D).

Beta-katenin; uterus epiteli ve hiicre sinirlarinda molekiiliin kuvvetli ekspresyon
gosterdigi saptanmustir. Sekil 4.22 incelendiginde, beta-kateninin, hem bez epiteli ve
bez epiteli stromasinda hem de subluminal stroma alanlarinda orta kuvvette
lokalizasyon gosterdigi anlasilmaktadir (Sekil 4.22; B,C). Bununla birlikte, endometrial
bazal stroma ve kan damarlar1 da dahil olmak iizere, ¢evre alanlarda molekiiliin
ekspresyon derecesi orta kuvvetlidir (Sekil 4.22; A,C ). Ostrus siklusunun diger
evreleriyle mukayese edildiginde beta-kateninin, uterus epitelindeki
immiinlokalizasyonunun, didstrus evresinde daha diisik diizeyde oldugu

anlasilmaktadir (Sekil 4.22; D).

Kaspaz-9; didstrus evresi boyunca sirasiyla uterus epiteli, bez epiteli ve subluminal
stromada orta kuvvetli bir ekspresyonla kendini gostermistir. (Sekil 4.23; B,D).
Molekiiliin lokalizasyon derecesi, endometrial bazal stromada kuvvetliyken, kan
damarlarinda ¢ok kuvvetli diizeye erismistir (Sekil 4.23; A,B,E). Mikroskobik
gozlemler, sonucunda miyometriyumdaki ekspresyon diizeyinin zayif oldugu

belirlenmistir.

LEF-1; molekiiliin ekspresyon dereceleri Sekil 4.24 (A-F)’da sunulmustur. Uterus
epiteli, bez epiteli, subluminal stroma ve endometriyal bazal stromada zayif ekspresyon
izlenmistir (Sekil 4.24; A-D). Kan damarlarinda ve kan damar1 stromasinda ise ayni
sekilde ekspresyon oldukega zayiftir (Sekil 4.24; E). Perimetriyal-miyometriyal bag doku

bolgesinde molekiiliin lokalizasyonu zayif diizeydedir.

TCF; molekiilii, uterus epiteli ve bez epiteli sitoplazmasinda eksprese olmamuistir (Sekil
4.25; B,E). Bununla birlikte bez epiteli stromasinda ¢ok diisiik diizeyde lokalizasyon
saptanmistir. Subluminal stromada zayif ekspresyon izlenmekle birlikte, endometriyal
stromaya dogru ilerledikge immiinlokalizasyon kuvvetli diizeye erigsmistir. Kan
damarlarinda TCF’nin, kuvvetli ekspresyon gosterdigi belirlenmistir. Uterusun
perimetriyal-miyometriyal bag doku alaninda sinyal yolagi molekiillerinden yalniz

TCF’nin ekspresyon gosterdigi ve lokalizasyon siddetinin orta kuvvetli oldugu tespit
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edilmistir (Sekil 4.25; A,C). Benzer sekilde, molekiiliin miyometriyum bolgesinde de

immiinlokalizasyonu, orta kuvvetli diizeyde gerceklesmistir (Sekil 4.25).

Tablo 4.4. Ostrus siklusu didstrus evresinde Wnt sinyal molekiillerinin

immiinlokalizasyon diizeyleri

ENDOMETRIUM

DIOSTRUS PMB MY STROMA

UE BE KD

SLS EBS

Wnt-3 - + +++ ++ ++ +++ ++
Wnt-7a - - + + ++ +++ +++
Beta-katenin - + +++ ++ ++ ++ ++
Kaspaz-9 - + ++ ++ ++ +++ +++
LEF-1 + - + + + + +
TCF ++ ++ - - + o+ o+

PMB: perimetrial-miyometrial bag doku; MY: miyometrium; UE: uterus epiteli; BE: bez epiteli; SLS:
subluminal stroma; EBS: endometrial bazal stroma; KD: kan damari; (++++: ¢ok kuvvetli ekspresyon;

+++: kuvvetli ekspresyon; ++: orta kuvvetli ekspresyon; +: zayif ekspresyon; -: ekspresyon yok).
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Sekil 4.20. Ostrus siklusu didstrus evresinde Wnt-3’ {in immiinlokalizasyonlar1.(A-E)
UL: uterus liimeni, UE: uterus epiteli, BE: bez epiteli, SLS: subluminal stroma, EBS:

endometriyal bazal stroma, KD: kan damari.
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Sekil 4.21. Ostrus siklusu didstrus evresinde Wnt-7a’nin immiinlokalizasyonlar1 (A-D)
UL: uterus liimeni, UE: uterus epiteli, BE: bez epiteli, SLS: subluminal stroma, EBS:

endometriyal bazal stroma, KD: kan damar1.
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Sekil 4.22. Ostrus siklusu didstrus evresinde beta-kateninin immiinlokalizasyonlar1 (A-
E) UL: uterus liimeni, UE: uterus epiteli, BE: bez epiteli, SLS: subluminal stroma, EBS:

endometriyal bazal stroma, KD: kan damar1.
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Sekil 4.23. Ostrus siklusu didstrus evresinde kaspaz-9’un immiinlokalizasyonlar1 (A-E)
UL: Uterus limeni, UE: uterus epiteli, BE: Bez epiteli, SLS: Subluminal stroma, EBS:

Endometriyal bazal stroma, KD: Kan damar1.
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Sekil 4.24. Ostrus siklusu didstrus evresinde LEF-1’in immiinlokalizasyonlar1 (A-F)
UL: uterus liimeni, UE: uterus epiteli, BE: bez epiteli, SLS: subluminal stroma, EBS:

endometriyal bazal stroma, KD: kan damari.
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Sekil 4.25. Ostrus siklusu didstrus evresinde TCF’nin immiinlokalizasyonlari (A-E) UL:
uterus liimeni, UE: uterus epiteli, BE: bez epiteli, SLS: subluminal stroma, EBS:
endometriyal bazal stroma, KD: kan damari, MY: miyometriyum, PMB: perimetrial-

miyometriyal bag doku.
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4.2. Gebelik Donemi (2. Grup)
4.2.1. Gebeligin 7. Giinii

Isik mikroskobik inceleme: Bu donemde embriyo, poligonal sekilli diger hiicrelere
oranla daha biiyiik hiicrelerden olusan primer desidua adi verilen bir tabaka ile
cepecevre sarilmistir. Embriyonun, blastosist apozisyon sonrasinda antimezometrial
alanda lokalize oldugu izlenmistir. Gebeligin 7. giiniinde embriyonun yerlestigi bu
bolgede, implantasyon zonu ya da desidual kapsiil adi verilen, bir kript bolgenin
olustugu gdzlenmistir. Embriyoyu kusatan alanda iri ¢ekirdekli, trofoblast hiicrelerinin
yassi ¢ekirdekli, ig seklindeki primer desidual hiicrelerinin arasina katildigi ve buradaki
kan damarlar ile iliski kurdugu tespit edilmistir. Implantasyon bdlgesinde uterus epiteli,
antimezometrial alandan mezometrial alan ve uterus liimeni boyunca koyu boyanmigtir
ve vyassi-kiibik hiicreden al¢ak prizmatik hiicreye dogru degisiklik goOsteren bir
morfolojiye sahiptir. Antimezometrial alan ve mezometrial alan1 kapsayan subepitelyal
alanda, 3-4 hiicre kiimesinden olusan, sikica baglanarak bir araya gelen desidual
hiicreler, primer desidualizasyon zonunu olustururken, antimezometrial alanda bu zonun
disinda, poligonal sekilli hiicrelerden olugsmus sekonder desidualizasyon zonu
belirginlesmistir. Uterus limeninin bulundugu mezometrial alanda ise kan damarlar

tespit edilmistir.
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E) (A-E) UL: uterus

Sekil 4.26. Gebeligin 7. giiniinde 151k mikroskop bulgular1 (H

, SDZ:
M: Mezometrial alan, BZ:

PDZ: primer desidualizasyon zonu

9

liimeni, UE: uterus epiteli, EMB: embriyo

AM: antimezometrial alan,

9

sekonder desidualizasyon zonu

KD: kan damari.

3

bazal zon
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4.2.2. Gebeligin 7. giiniinde Wnt sinyal molekiillerinin (Wnt-3, Wnt-7a, beta-

katenin, kaspaz-9, LEF-1 ve TCF ) immiinlokalizasyonlari

Tablo 4.5. Gebeligin 7. glinlinde Wnt sinyal molekiillerinin immiinlokalizasyon

diizeyleri verilmistir.

Wnt-3; Gebeligin 7. giinlinde antimezometrial alanda, embriyoda ve embriyo
cevresinde yer alan primer desidualizasyon zonu ve sekonder desidualizasyon zonunda
orta kuvvetli ekspresyon tespit edilmistir (Sekil 4.27; A-C). Antimezometrial alanda
lokalizasyon gostermis kan damarlarinda orta kuvvetli ekspresyon izlenirken,
antimezometrial alanin bazal zonuna gidildikce ¢ok kuvvetli immiinlokalizasyon
goriilmiistiir. Uterus liimeninin yer aldig1 mezometrial alanda stromal hiicrelerin heniiz
farklilagsmadigi, uterus liimeni etrafinda Wnt-3 ekspresyonu izlenmezken, uterus
epitelinde kuvvetli immiinlokalizasyon tespit edilmistir. Mezometrial alanin bazal
zonunda orta kuvvetli immiinlokalizasyon izlenmis, uterus liimeni etrafinda yer alan kan

damarlarinda orta kuvvetli immiinfloresan reaksiyon goriilmiistiir ( Sekil 4.27; B-D).

Whnt-7a; antimezometrial alanda, genel olarak embriyoda ekspresyon orta kuvvetli iken,
embriyo ¢evresinde ise dev trofoblastlar goriilmiistiir (Sekil 4.28; B,D). Desidual
hiicrelerin yer aldig1 primer desidualizasyon zonda kuvvetli immiinlokalizasyonun
sekonder desidualizasyon zonuna dogru gidildik¢e orta derecede immiinlokalize oldugu
tespit edilmistir. Primer ve sekonder desidual zonlardan uzaklastik¢a bazal zonda
kuvvetli immiinlokalizasyon goriilmiustiir (Sekil 4.28; A,B). Desidual hiicrelerin
etrafinda yer alan kan damarlarinda kuvvetli ekspresyon izlenmistir. Wnt-7a’nin
mezometrial alanin bazal zonunda ¢ok kuvvetli eksprese oldugu tespit edilmistir. Uterus
epiteli ve bu bolgede yer alan kan damarlarinda ekspresyonun kuvvetli oldugu

belirlenmistir (Sekil 4.28; E).

Beta-katenin; gebeligin 7. gliniinde beta-katenin ekspresyonu en ¢ok antimezometrial
alanin sekonder desidualizasyon zonunda goriiliirken, embriyo cevresine inildikge
primer desidualizyon alanda ekspresyonun kuvvetli oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.29;
B,C) Embriyo bolgesinde ise orta kuvvetli immiinfloresan reaksiyon soz konusudur.
Kan damarlar1 ve kan damari stromasinda da orta kuvvetli immiinlokalizasyon
gerceklesirken, bazal zona gidildikge ekspresyon seviyesinde her hangi bir degisiklik

olmamistir (Sekil 4.29; C,E). Mezometrial alanda, uterus epiteli ¢evresinde ve hiicre

91



sinirlarinda kuvvetli ekspresyon goriiliirken, kan damarlar1 ve bazal zonda orta kuvvetli

immiinreaksiyon gerceklesmistir (Sekil 4.29; G,H).

Kaspaz-9; Antimezometrial alanda en zayif ekspresyon embriyoda goriilmistiir (Sekil
4.30; A,B). Primer desidualizasyon zon kuvvetli immiinreaksiyon gosterirken, sekonder
dezidualizasyon zonda orta kuvvetli immiinreaksiyon izlenmistir. Desidual zonun
disindaki stromal hiicrelerde ekspresyon tespit edilmemistir. Bazal zon orta kuvvetli
ekspresyon gosterirken, kan damarlari, kapiller endotelinde kuvvetli immiinreaksiyon
tespit edilmistir. Kaspaz-9, uterus epiteli ve mezometrial alandaki stromal hiicrelerde
orta kuvvetli lokalizasyona sahiptir (Sekil 4.30; F) Kan damarlar1 antimezometrial alana
gore daha az ekspresyona sahiptir. Mezometrial alanin bazal zonunda ise orta kuvvetli

immiinreaksiyon meydana gelmistir (Sekil 4.30; I).

LEF-1; gebeligin 7. giiniinde antimezometrial alanda, embriyo da dahil olmak {izere
primer desidualizasyon ve sekonder desidualizasyon zon, kan damarlar1 ve bazal zonda
ekspresyon negatif iken, sadece mezometrial alanda uterus epiteli ¢evresinde, stromal
hiicrelerde zayif ekspresyon tespit edilmistir (Sekil 4.31; A-D). Diger bolgelerden farkl
olarak mezometrial bazal zonda ekspresyon orta derecede gerceklesmistir (Sekil 4.31;

E,F).

TCF; molekiilii 7. glinde, en belirgin olarak primer desidualizasyon zonu ve burada yer
alan kan damarlarinda kuvvetli ekspresyon gosterirken, embriyo ve sekonder
desidualizasyon zonda orta kuvvetli imminreaksiyon meydana gelmistir.
Antimezometrial alanin bazal zonunda ekspresyon zayiftir. Mezometrial alanda ise TCF

lokalize olmamistir (Sekil 4.32; A-F).
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Tablo 4.5. Gebeligin 7. giinlinde Wnt sinyal molekiillerinin immiinlokalizasyon

diizeyleri
. ANTI-MEZOMETRIAL DESIDUA MEZOMETRIAL DESIiDUA
7. GUN
EMB PDZ SDZ BZ KD UE BZ KD
Wnt-3 ++ ++ e +++ +++ ++
Wnt-7a ++ 4 i 4
Beta-katenin = ++ +++ A+ ++ +++ ++ ++
Kaspaz-9 + +H+ ++ ++ +++
LEF-1 - - - - - + + +
TCF ++ + +++ - - -

EMB: embriyo; PDZ: primer desidualizasyon zonu; SDZ: sekonder desidualizasyon zonu; BZ: bazal

zon, KD: kan damar1 (++++: ¢ok kuvvetli ekspresyon; +++: kuvvetli ekspresyon; ++: orta kuvvetli

ekspresyon; +: zayif ekspresyon; -: ekspresyon yok).
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Obloctive Lins; PLA 208 040

Miror Cabe: U-MNIGA

tiwisive Lons: PLN 40x 085
Miror Cube: UMHIGAS

Sekil 4.27. Gebeligin 7. gilinlinde Wnt-3’lin immiinlokalizasyonlar1 (A-F) AM:
antimezometrial alan, M: mezometrial alan, BZ: bazal zon, UL: uterus liimeni, UE:
uterus epiteli, PDZ: primer desidualizasyon zon, SDZ: sekonder desidualizasyon zon,

BZ: bazal zon, KD: kan damari; ok uglari: desidual hiicreler.
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Sekil 4.28. Gebeligin 7. giinlinde Wnt-7a’nin immiinlokalizasyonlar1 (A-F) negatif
kontrol kesit: F, AM: antimezometrial alan, M: mezometrial alan, BZ: bazal zon, UL:
uterus liimeni, UE: uterus epiteli, PDZ: primer desidualizasyon zon, SDZ: sekonder

desidualizasyon zon, BZ: bazal zon, KD: kan damar1.
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Sekil 4.29. Gebeligin 7. giiniinde Beta-kateninin immiinlokalizasyonlar1 (A-H) AM:
antimezometrial alan, M: mezometrial alan, BZ: bazal zon, UL: uterus liimeni, UE:
uterus epiteli, GTC: dev trofoblast, PDZ: primer desidualizasyon zon, SDZ: sekonder

desidualizasyon zon, BZ: bazal zon, KD: kan damar1.
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Sekil 4.30. Gebeligin 7. giiniinde kaspaz-9’un immiinlokalizasyonlar1 (A-I) negatif
kontrol kesit: H, AM: antimezometrial alan, M: mezometrial alan, BZ: bazal zon, UL: uterus
liimeni, UE: uterus epiteli, PDZ: primer desidualizasyon zon, SDZ: sekonder desidualizasyon

zon, BZ: bazal zon, KD: kan damari.
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Sekil 4.31. Gebeligin 7. giiniinde LEF-1’in immiinlokalizasyonlar1 (A-F) AM: antimezometrial
alan, M: mezometrial alan, BZ: bazal zon, UL: uterus liimeni, UE: uterus epiteli, PDZ: primer

desidualizasyon zon, SDZ: sekonder desidualizasyon zon, BZ: bazal zon, KD: kan damart.
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Sekil 4.32. Gebeligin 7. giiniinde TCF’nin immiinlokalizasyonlar1 (A-F) AM: antimezometrial
alan, M: mezometrial alan, BZ: bazal zon, UL: uterus liimeni, UE: uterus epiteli, PDZ: primer

desidualizasyon zon, SDZ: sekonder desidualizasyon zon, BZ: bazal zon, KD: kan damar1.
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4.2.3. Gebeligin 8. Giinii

Isik mikroskobik inceleme: Gebeligin 8. giinlinde, implantasyon bolgesinden alinan
farkli kesitlerde, antimezometrial desiduada biiyiik oranda bir genisleme oldugu tespit
edilmistir. Ozellikle bu alanda olgun desidual hiicreler gdzlenmistir. Yapilan
incelemelerde blastosistin tamamen gomiildiigli ve embriyonun bulundugu alandan
perifere dogru dizilim gosteren, olgunlasan desidual hiicrelerden olusan, implantasyon
zonu izlenirken, bazale dogru gidildik¢e sekonder desiadual zon goriilmiistiir. Geride
kalan daha dar bir bolgede heniiz farklilasmamis hiicreler olan, stromal hiicreler yer
almaktadir. Bu hiicreler ile bazal zon arasinda arasinda kalan, lateral olarak mezometrial
alanin mezometrial stromasina kadar sikica paketlenmis ve daha ¢ok yassi hiicrelerden
olusmus bir kapsiil yapist vardir. Embriyoya bakildiginda anti-mezomemtrial ve
mezometrial alan boyunca bir diizlemde yer alarak, ¢evresindeki trofoblast hiicreleri ve

desidual hiicreler ile iligski halinde oldugu tespit edilmistir.

Antimezometrial hiicreler gebeligin 7. giiniindeki hiicrelere oranla daha yiiksek hacimde
goriinmektedir. Hiicrelerin daha ¢ok Okromatik nukleusa sahip oldugu gozlenmistir.
Mezometrial hiicreler ise 7. giindeki hiicrelerle ayni oOzellikte olmasina ragmen
poligonal bir gériiniime sahiptir. Ozellikle 8. giinde desidual hiicrelerle beraber bu
hiicrelerin arasinda ¢ok sayida lokosit igeren siniizoidal kapillerler yer almaktadir.

Mezometrial alanda ise bol miktarda kan damar1 oldugu belirlenmistir.

Embriyo bolgesinde uterus epitelinin dejenerasyonunun artmasiyla antimezometrial
alanda, trofoblastlarin invazive olmasiyla bu hiicrelerin yakininda maternal kan
damarlarinin yer aldig1 ektoplasental kon sekillenmeye baslamis ve ektoplasental kon
alaninda vaskiilarizasyonun artti§1 gozlenmistir. Embriyonun etrafinda parietal
endodermin dis kisminda Reichert membrani belirmeye baglamistir. Bu membran
disinda kalan 1-2 tabakali trofoblast hiicreleri, desidual hiicrelerle beraber maternal kan

damarlar ile temas halindedir.
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Sekil 4.33. Gebeligin 8. giiniinde 151k mikroskop bulgular1 (H-E) (A-E), M: mezometrial alan,
BZ: bazal zon, EMB: embriyo, GTC: dev trofoblast, EPC: ektoplasental kon, RM: Reichert

membrani, PDZ: primer desidualizasyon zon, SDZ: sekonder desidualizasyon zon, BZ: bazal

zon, KD: kan damari.
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4.2.3. Gebeligin 8. giiniinde Wnt sinyal molekiillerinin (Wnt-3, Wnt-7a, beta-

katenin, kaspaz-9, LEF-1 ve TCF ) immiinlokalizasyonlari

Tablo 4.6. gebeligin 8. gilinlinde Wnt sinyal molekiillerinin immiinlokalizasyon

diizeyleri kisaca 6zetlenmistir.

Wnt-3; gebeligin bu giinlinde Wnt-3’{in primer desidual zonda, 7. gline oranla ¢ok
kuvvetli ekspresyonu izlenirken, embriyo c¢evresinde 7. giine gore artmis kuvvetli bir
immiinreaksiyon gozlenmistir (Sekil 4.34; A,C). Sekonder desidual zon alanlarinda orta
kuvvetli lokalizasyon izlenirken antimezometrial alanda yer alan kan damarlarinda orta
kuvvetli ekspresyon belirlenmistir (Sekil 4.34; B,D). Embriyo bolgesinde yer alan dev
trofoblast hiicrelerinde ekpsresyon olduke¢a belirgindir. Embriyonun hemen disinda yer
alan Reichert membraninda, embriyoda gorildigi gibi, orta kuvvetli
immiinlokalizasyon tespit edilmistir (Sekil 4.34; D,E). Mezometrial alan bazal zonda
ise zayif ekspresyon goriilmiistiir. Maternal sinuzoid alanlarda orta kuvvetli

immiinlokalizasyon ger¢ceklesmistir (Sekil 4.34; F).

Whnt-7a; bu molekiil embriyo bolgesinde kuvvetli immiinlokalizasyon gosterirken, en
kuvvetli immiinreaksiyonun primer desidual zonda oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.35;
A-C). Sekonder desidual bolgelerde ise orta kuvvetli ekspresyon meydana gelmistir.
Embriyo alaninda bulunan dev trofoblast hiicreleri, Reichert membran1 ve maternal
sinozoidlerde ekspresyon c¢ok kuvvetli ve orta kuvvetli diizeyde tespit edilmistir (Sekil
4.35; B). Antimezometrial alanda bazal zon da dahil olmak iizere kan damarlari,
kapillerler endotelinde orta derecede immiinreaksiyon goriilmiistiir. Desidual hiicrelerin
antimezometrial alanda belirgin sekilde hacimlerinin arttig1 izlenmistir (Sekil 4.35; E).
Mezometrial alanda, endometrial bazal zon ve kan damarlarinda kuvvetli derecede

ekspresyon oldugu izlenmistir (Sekil 4.35; F).

Beta-katenin; gebeligin karsilastirilan diger iki giiniine oranla ekspresyonun embriyo
bolgesi ve embriyo alanlarinda, primer ve sekonder desidual zonlar da dahil olmak
tizere, maksimum seviyede izlendigi goriilmiistiir (Sekil 4.36; A-C). Antimezometrial
alanda bazal zon ve kan damarlarinda kuvvetli immiinreaksiyon tespit edilmistir.
Antimezometrial alanda yer alan biiyiik desidual hiicrelerin siirlar1 oldukga belirgindir
(Sekil 4.36; E). Embriyo cevresinde i¢ kisimlara dogru trilaminar diskin olustugu
goriilmistiir  (Sekil 4.36; C). Mezometrial zonda kan damarlar ve kiiclik kapiller

oldukca fazladir. Ektoplasental kon alanlarinda orta kuvvetli ekspresyon goriilmiistiir
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(Sekil 4.36; B). Mezometrial alanda bazal zon orta kuvvetli izlenirken, kan
damarlarinda kuvvetli immiinreaksiyon tespit edilmistir. Mezometrial alan stromasinda
ok ucunda gosterilen alanda bez epiteli ve bez epiteli sinirlar1 izlenmistir. Bez epiteli

hiicre sinirlarinda orta kuvvetli ekspresyon goriilmiistiir (Sekil 4.36; G).

Kaspaz-9; kaspaz-9 molekiiliiniin gebeligin 8. giinlinde en ¢ok eksprese oldugu
izlenmistir. Embriyo ve ¢evresinde ¢ok kuvvetli immiinreaksiyon gostermistir. Embriyo
cevresinde birden fazla goriinen dev trofoblastlarda ekspresyon olduk¢a kuvvetlidir
(Sekil 4.37;A-C).  Primer desidual zon embriyo ile aym ekspresyonu gosterirken,
sekonder desidual zona gidildik¢e kuvvetli immiinlokalizasyon izlenmistir (Sekil 4.37;
E,F). Embriyo ¢evresindeki kan damarlar1 da kuvvetli lokalizasyon gosterirken, bazal
zonda da kuvvetli immiinreaksiyon goriilmiistiir (Sekil 4.37; E,F). Mezometrial bazal
zonda ekspresyon orta kuvvetliyken, kan damarlar1 ve kapillerde kuvvetli
immiinfloresan 1s1ma yapmistir  (Sekil 4.37; D). Kapsiil yapisi da oldukc¢a net
izlenmistir (Sekil 4.37;A).

LEF-1; molekiiline bakildiginda embriyo alaninda kuvvetli immiinfloresan
lokalizasyon izlenirken, embriyo alaninda trilaminar disk oldukga belirgindir (Sekil
4.38; A,B,C). Dev trofoblastlar ve Reichert membraninda da orta kuvvetli
immiinreaksiyon goriilmustiir. Primer desidual ve sekonder desidual zonda orta kuvvetli
ekspresyon vardi (Sekil 4.38; A,B). Bazal zon kuvvetli immiinreaksiyon gosterirken kan
damarlarinda orta kuvvetli imminlokalizasyon goriilmiistir (Sekil 4.38; E).
Mezometrial alanda endometrial bazal zonda kuvvetli immiinreaksiyon izlenirken, kan

damarlarinda orta kuvvetli lokalizasyon goriilmiistiir (Sekil 4.38; F ).

TCF; gebeligin 8. giiniinde spesifik bir immiinreaksiyon gostermistir (Sekil 4.39; B,E).
Embriyo boélgesinde orta kuvvetli immiinlokalizasyon gosterirken, aslinda
sitoplazmadan c¢ok ¢ekirdegi boyadigi tespit edilmistir (Sekil 4.39; D,E). Primer ve
sekonder desidualizasyon zonunda, stroma alanlarinda orta kuvvetli ekspresyon
gostermistir. Fakat bu alanlarda daha ¢ok desidual hiicrelerin ¢ekirdek kisimlarinda
lokalize oldugu izlenmistir. Oklarla gosterilen hiicrelerde cekirdegin c¢ok kuvvetli
immiinreaksiyon verdigi tespit edilmistir (Sekil 4.39; D,E,F). Primer desidual zon
cevresinde, bazi desidual hiicrelerin sitoplazmalarinda orta kuvvetli ekspresyon
izlenirken, antimezometrial alanda endometrial bazal zon bdlgesinde de orta kuvvetli
immiinreaksiyon goriilmistiir. Mezometrial alanda biiyilkk kan damarlarinda orta

kuvvetli ekspresyon izlenirken bazal zonda orta kuvvetli immiinlokalizasyon
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izlenmistir. Trilaminar disk hiicrelerinde de sitoplazmadan cok cekirdekte eksprese

olmustur (Sekil 4.39; E,G).

Tablo 4.6. Gebeligin 8. giinlinde Wnt sinyal molekiillerinin immiinlokalizasyon

diizeyleri

o GUN ANTi-MEZOMETRIAL DESiDUA MEZ})%E%E‘SAL

‘ EMB PDZ SDZ BZ KD BZ KD
Wnt-3 A ++ o + ++
Whnt-7a R = = = ++ ++ -+ -
Beta-katenin ++++ ++++ ++++ +++ +++ +++ +++
Kaspaz-9 4 A ++ +
LEF-1 o+ ++ A + +
TCF ++ ++ ++ ++ ++ -+ ++

EMB: embriyo; PDZ: primer desidualizasyon zonu; SDZ: sekonder desidualizasyon zonu; BZ: bazal zon,
KD: kan damar1 (++++: c¢ok kuvvetli ekspresyon; +++: kuvvetli ekspresyon; ++: orta kuvvetli

ekspresyon; +: zayif ekspresyon; -: ekspresyon yok).
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Sekil 4.34. Gebeligin 8. giinlinde Wnt-3’lin immiinlokalizasyonu (A-F), M: mezometrial alan,
BZ: bazal zon, EMB: embriyo, GTC: dev trofoblast, EPC: ektoplasental kon, RM: Reichert
membrani, PDZ: primer desidualizasyon zon, SDZ: sekonder desidualizasyon zon, BZ: bazal

zon, MS: maternal sinuzoid, TD: trilaminar disk, KD: kan damari.
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Sekil 4.35. Gebeligin 8. giinlinde Wnt-7a’nin immiinlokalizasyonu (A-F) M: mezometrial alan,
BZ: bazal zon, EMB: embriyo, GTC: dev trofoblast, EPC: ektoplasental kon, RM: Reichert
membrani, PDZ: primer desidualizasyon zon, SDZ: sekonder desidualizasyon zon, BZ: bazal

zon, MS: maternal sinuzoid, TD: trilaminar disk, KD: kan damari.
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Sekil 4.36. Gebeligin 8. giintinde beta-kateninin immiinlokalizasyonu (A-G) M: mezometrial alan, BZ:
bazal zon, EMB: embriyo, GTC: dev trofoblast, EPC: ektoplasental kon, RM: Reichert membrani, PDZ:
primer desidualizasyon zon, SDZ: sekonder desidualizasyon zon, BZ: bazal zon, MS: maternal sinuzoid,
TD: trilaminar disk, KD: kan damari, Ok ucu: bez epiteli.
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Sekil 4.37. Gebeligin 8. giliniinde kaspaz-9’un immiinlokalizasyonu (A-F) M: mezometrial alan,
BZ: bazal zon, EMB: embriyo, GTC: dev trofoblast, EPC: ektoplasental kon, RM: Reichert
membrani, PDZ: primer desidualizasyon zon, SDZ: sekonder desidualizasyon zon, BZ: bazal

zon, MS: maternal sinuzoid, TD: trilaminar disk, KD: kan damari, K: kapsiil.
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Sekil 4.38. Gebeligin 8. giinlinde LEF-1’in immiinlokalizasyonu (A-F) M: mezometrial alan,
BZ: bazal zon, EMB: embriyo, GTC: dev trofoblast, EPC: ektoplasental kon, RM: reichert
membrani, PDZ: primer desidualizasyon zon, SDZ: sekonder desidualizasyon zon, BZ: bazal

zon, MS: maternal sinuzoid, TD: trilaminar disk, KD: kan damari.
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Sekil 4.39. Gebeligin 8. giinlinde TCF’nin immiinlokalizasyonu (A-G) negatif kontrol: H; M:
mezometrial alan, BZ: bazal zon, EMB: embriyo, GTC: dev trofoblast, EPC: ektoplasental kon,
RM: Reichert membrani, PDZ: primer desidualizasyon zon, SDZ: sekonder desidualizasyon
zon, BZ: bazal zon, MS: maternal sinuzoid, TD: trilaminar disk, KD: kan damari, DH: desidual
hiicre, Ok ucu: desidual hiicre.
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4.2.4. Gebeligin 9. Giinii

Isik mikroskobik inceleme: Gebeligin 9. giinlinde embriyo ve uterus hacminin arttig
goriilmiistiir. Implantasyon alaninda stromal hiicrelerin antimezometrial alanda desidual
hiicrelere farklilastigi tespit edilmistir. Bu farklilasma yalniz antimezometrial alandaki
hiicrelerde degil, mezometrial bolgedeki hiicrelerde de goriilmiistiir (Sekil 4.40; A, B).
Endometriumun mezometrial alaninda, uterus epiteli ve uterus liimeninin biiyiik bir
kism1 tamamen kapanmistir. Bu kapanan alanlarda kan damarlart ve bol miktarda
desidual hiicrelerin varlig1 saptanmistir (Sekil 4.40; A). Desidual kapsiil diger giinlere
oranla daha belirgindir. Embriyonik tabakalar oldukca belirgin izlenirken, Reichert
membrant disindaki trofoblastlarin antimezometrial alanda, kan damarlar1 ile beraber
vitellus kesesini olusturdugu belirlenmistir (Sekil 4.40; B, D). Ektoplasental kon ise
mezometrial alanda sekillenmistir (Sekil 4.40; E).

111



Sekil 4.40. Gebeligin 9. gliniinde 151k mikroskop bulgular1 (H-E) (A-E) M: mezometrial alan,
BZ: bazal zon, EMB: embriyo, GTC: dev trofoblast, EPC: ektoplasental kon, RM: Reichert

membrani, PDZ: primer desidualizasyon zon, SDZ: sekonder desidualizasyon zon, BZ: bazal

zon, KD: kan damari, PVP: Primitif vitelliis kesesi plasentasi.
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4.2.4. Gebeligin 9. giiniinde Wnt sinyal molekiillerinin (Wnt-3, Wnt-7a, beta-

katenin, kaspaz-9, LEF-1 ve TCF) immiinlokalizasyonlar:

Wnt-3; bu donemde Wnt-3 embriyo bolgesinde kuvvetli immiinlokalizasyon
gosterirken, primer desidual ve sekonder desidual zonlarin etrafinda orta kuvvetli
eksprese olmustur (Sekil 4.41; A, C, E). Antimezometrial alanin kan damarlar1 ve bazal
zonda kuvvetli immiinreaksiyon meydana gelmistir (Sekil 4.41; A). Embriyo
cevresinde, dev trofoblast hiicreleri oldukea belirgindir (Sekil 4.41; C, E). Mezometrial
alanda bazal zon ve kan damarlarindaki lokalizasyonun derecesi kuvvetlidir (+++)

(Sekil 4.41; B, D, F).

Whnt-7a; gebeligin 9. giiniinde Wnt-7a embriyo ¢evresinde daha kuvvetli ekspresyon
gosterirken, primer ve sekonder desidual alanlarda orta kuvvetli immiinlokalize
olmustur (Sekil 4.42; A, C). Antimezometrial bélgede kan damarlarinda ekspresyon yok
denecek kadar zayiftir. Bazal zona dogru gidildikce kuvvetli bir immiinreaksiyon
gerceklesmistir. Yassi hiicrelerden olusmus embriyo etrafindaki Reichert membrani ve
dev trofofoblast hiicrelerinde immiinlokalizasyon devam etmektedir (Sekil 4.42; A).
Mezometrial alanda bazal zon orta kuvvetli ekspresyon gosterirken, kan damarlar ve

kapillerde kuvvetli immiinreaksiyon meydana gelmistir (Sekil 4.42; E, F).

Beta-katenin; sitozolik bir protein olan beta-katenin bu doénemde embriyo ve
cevresinde ¢ok kuvvetli (++++) immiinreaksiyon gostermistir (Sekil 4.43; A, C).
Sitoplazmada oldukga belirgin bir lokalizasyon gosteren bu molekiiliin, antimezometrial
alanda primer desidual bolgede ve sekonder desidual alanda ¢ok kuvvetli ekspresyonu
saptanmistir (Sekil 4.43; B, C, F). Dev trofoblastlar, Reichert membrani ve maternal
sinuzoid kapillerler oldukga belirgindir (Sekil 4.43; E). Embriyo c¢evresinde, hiicre
sinirlarinda da ¢ok kuvvetli immiinreaksiyon gergeklesmistir. Bazal zonda ekspresyon,
diger alanlara gore daha az kuvvetlidir (Sekil 4.43; C). Mezometrial bolgede bazal zon
ve kan damarlarinda kapillerler de dahil ¢ok kuvvetli immunreaksiyon gorilmistiir

(Sekil 4.43; D).

Kaspaz-9; gebeligin 9. giinlinde kaspaz-9 ekspresyonu daha ¢ok embriyo ¢evresinde ve
antimezometrial alanin bazal zonunda tespit edilmistir (Sekil 4.44; A, B, G). Embriyo
etrafindaki desidual hiicrelerde orta kuvvetli ekspresyon vardir. Embriyo sinirindan
primer desidual zona ve sekonder desidual zona gectikce ekspresyon orta kuvvetli

olarak izlenmistir (Sekil 4.44; C, D). Bazal zonda primer desidual alanlara gére kuvvetli
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bir immiinreaksiyon vardir. Antimezometrial bolgede kan damarlarinda da kuvvetli
lokalizasyon goriilmiistiir. Mezometrial alanda bazal zon ve kan damarlarinda kaspaz-9

immiinlokalizasyonu giiclii olarak izlenmistir (Sekil 4.44; I).

LEF-1; bu donemde, embriyo ve embriyoyu olusturan diger hiicreler bir biitiin olarak
degerlendirildiginde, embriyo ¢evresinde orta kuvvetli immiinreaksiyon gerg¢eklesmistir
(Sekil 4.45; A, B). Dev trofoblast hiicreleri 1smsal dizilim gostermis olup, primer
desidual zon ile beraber kuvvetli eksprese olmustur (Sekil 4.45; D). Reichert membrani
sinirlart oldukga belirgindir. Trilaminar disk net bir sekilde goriilmiistiir. Sekonder
desidual zonun, primer desidual zon gibi immiinlokalizasyonu kuvvetlidir (Sekil 4.45;
E). Antimezometrial alanda yer alan kan damarlari, kan damari stromas: da dahil bazal
zonla beraber kuvvetli lokalizasyon meydana gelmistir (Sekil 4.45; F). Mezometrial
alan bazal zonu ise, tipki diger alanlar gibi stroma da dahil kuvvetli ekspresyon

gostermistir (Sekil 4.45; H, 1).

TCF; molekiiliiniin gebeligin bu giinlinde, sitoplazma alanlarindan ¢ok ¢ekirdek
icerisinde lokalize oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.46; B). Embriyo ¢evresinde kuvvetli
immiinreaksiyon izlenirken, primer desidual zonda orta kuvvetli immiinreaksiyon vardi.
(Sekil 4.46; A, C). Sekonder desidual alanlarda ise ekspresyon kuvvetli diizeydedir
(Sekil 4.46; D, F). Ok ile gosterilmis desidual hiicrelerin ¢ekirdeklerine bakildiginda,
kuvvetli bir lokalizasyon oldugu goriilmektedir (Sekil 4.46; E, F). Kan damarlar1 ve
kapillerlerde orta derecede ekspresyon varken bazal zonda yeniden kuvvetli
lokalizasyon izlenmistir. Baz1 desidual hiicrelerin ¢ok az bir kisminda, sitoplazmada
lokalizasyon goriilmiistiir (Sekil 4.46; F). Trilaminar disk hiicrelerinde, ¢ekirdek
icerisinde ¢ok az ekspresyon goriiliirken, Reichert membrani sinirlarinda da ekspresyon
vardir. Mezometrial alanda bazal zon, kuvvetli pozitif bir reaksiyon gosterirken, kan

damarlar1 da orta derecede immiinreaksiyon gostermistir (Sekil 4.46; G).
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Tablo 4.7. Gebeligin 9. giinlinde Wnt sinyal molekiillerinin immiinlokalizasyon

diizeyleri
0. GUN ANTi-MEZOMETRIAL DESIiDUA MEZDggqigfjlfAL
‘ EMB PDZ SDZ BZ KD BZ KD
Whnt-3 +++ ++ A +++ +++
Whnt-7a b bt =t ++ T + -+
Beta-katenin ++++ ++++ ++++ +++ +++ +++ +++
Kaspaz-9 et I S T == ot -+
LEF-1 ++ +++ e T B -+ ++
TCF +++ ++ +++ +++ ++ bt ++

EMB: embriyo; PDZ: primer desidualizasyon zonu; SDZ: sekonder desidualizasyon zonu; BZ: bazal zon,
KD: kan damar1 (++++: cok kuvvetli ekspresyon; +++: kuvvetli ekspresyon; ++: orta kuvvetli

ekspresyon; +: zayif ekspresyon; -: ekspresyon yok).
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Sekil 4.41. Gebeligin 9. giiniinde Wnt-3’lin immiinlokalizasyonlar1 (A-F) M: mezometrial alan,
BZ: bazal zon, EMB: embriyo, GTC: dev trofoblast, EPC: ektoplasental kon, RM: Reichert
membrani, PDZ: primer desidualizasyon zon, SDZ: sekonder desidualizasyon zon, BZ: bazal

zon, KD: kan damari.
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Sekil 4.42. Gebeligin 9. giiniinde Wnt-7a’nin immiinlokalizasyonlar1 (A-F) M: mezometrial
alan, BZ: bazal zon, EMB: embriyo, GTC: dev trofoblast, EPC: ektoplasental kon, RM:
Reichert membrani, PDZ: primer desidualizasyon zon, SDZ: sekonder desidualizasyon zon, BZ:

bazal zon, KD: kan damari.
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Sekil 4.43. Gebeligin 9. giiniinde beta-kateninin immiinlokalizasyonlar1 (A-F) negatif kontrol;
G; M: mezometrial alan, BZ: bazal zon, EMB: embriyo, GTC: dev trofoblast, EPC:
ektoplasental kon, RM: Reichert membrani, PDZ: primer desidualizasyon zon, SDZ: sekonder

desidualizasyon zon, BZ: bazal zon, KD: kan damari.
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Sekil 4.44. Gebeligin 9. giinlinde kaspaz-9’un immiinlokalizasyonlar1 (A-I) negatif kontrol
kesit: H; M: mezometrial alan, BZ: bazal zon, EMB: embriyo, GTC: dev trofoblast, EPC:
ektoplasental kon, RM: Reichert membrani, PDZ: primer desidualizasyon zon, SDZ: sekonder

desidualizasyon zon, BZ: bazal zon, KD: kan damari.
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Sekil 4.45. Gebeligin 9. giinlinde LEF’in immiinlokalizasyonlar1 (A-I) negatif kontrol kesit: G;
M: mezometrial alan, BZ: bazal zon, EMB: embriyo, GTC: dev trofoblast, EPC: ektoplasental
kon, RM: Reichert membrani, PDZ: primer desidualizasyon zon, SDZ: sekonder

desidualizasyon zon, BZ: bazal zon, KD: kan damari.
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Sekil 4.46. Gebeligin 9. giiniinde TCF’nin immiinlokalizasyonlar1 (A-G) M: mezometrial alan,
BZ: bazal zon, EMB: embriyo, GTC: dev trofoblast, EPC: ektoplasental kon, RM: Reichert
membrani, PDZ: primer desidualizasyon zon, SDZ: sekonder desidualizasyon zon, BZ: bazal

zon, KD: kan damari, DH: desidual hiicre, Ok ucu: desidual hiicre.
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4.2.5. Real-time PZR

Ostrus siklusu ve gebelik doneminde GAPDH, LEF (sar1), TCF (pembe), beta-katenin
(yesil), Wnt-7a (bordo) ve kaspaz-9 (mavi) amplifikasyon egrileri Sekil 4.47. ve
4.48.’de, ostrus siklusundaki GAPDH (gri) ve Wnt-3 (turuncu) amplifikasyon egrileri
Sekil 4.49, gebelikteki GAPDH (gri) ve Wnt-3 (turuncu) amplifikasyon egrileri ise
Sekil 4.50°de goriilmektedir. Real time PZR ¢alismalarindan elde edilen veriler Tablo
4.8’de sunulmustur. Tabloda verilen sayisal degerler ve gen ifadeleri birbirleriyle ters
orantilidir. En diisiik sayisal deger en iyi gen ifadesini verirken, en yiiksek sayisal deger
ise en diisiik gen ifadesi anlamina gelmektedir. Ratlarda, dstrus siklusu dénemine ait
genlerin amplifikasyon egrileri ve cq degerleri incelendiginde, Wnt-3 geninin, Ostrus
doneminde en diisiikk, proostrusda ise en yiiksek seviyede eksprese oldugu
gorilmektedir. Gebelik doneminde, Wnt-3 geni icin en iyi ekspresyon 9. giinde elde
edilmistir. Wnt-7a, Ostrus ve metadstrus donemlerinde en yiiksek derecede ifade
olmustur. Gebelik donemi gen analizlerine gore, 7. giinde hi¢ ekspresyon gostermeyen
Wnt-7a, 8. ve 9. giinlerde ¢cok az gen ifadesi gostermistir. Beta-katenin gen ifadesi,
Ostrus doneminde en iyi metadstrus ve Ostrus donemde eksprese olurken, didstrus ve
prodstrusta orta derece ifade edilmistir. Gebeligin 7. 8. ve 9. giinleri kiyaslandiginda en
iyi 9. glinde calismustir. 7. glinde orta derecede olan gen ifadesi 8. giin ile e zamanlidir.
LEF-1 geni 6strus siklusunun, 6zellikle prodstrus doneminde en az c¢alisirken, Gstrus,
metadstrus ve didstrusta orta seviyede gen ifadesi gostermistir. Gebelik donemi
bulgularinda ise 7. giinde hi¢ gen ekspresyonu goriilmezken, 8. ve 9. giinlerde orta
seviyede cDNA ifadesi gostermistir. Kaspaz-9 geninin cDNA gen ifadesi, Ostrus siklusu
donemlerinin dordiinde de orta derecede ifade edilmistir. Gebeligin 7. giiniinde orta
seviyedeki gen ifadesi, en diisilk 8. glinde eksprese olurken, 9. giinde tekrar orta
derecede bir ekspresyon gostermistir. TCF geninin ekspresyon diizeyi ise prodstrus,
Ostrus, metadstrus ve didstrus donemlerinde orta seviyede gerceklesmistir. Gebelik
doneminde en cok 9. giinde gen ifadesi izlenmesine ragmen, 7. ve 8. giinlerde
ekspresyon azalmistir. Tiim molekiiller arasinda beta-katenin, hem gebelikte (9. giin)
hem de Ostrus siklusunda (metadstrus) en yiiksek gen ifadesine sahip molekiildiir (Tablo

4.8.). cq degerleri sirasiyla 22,77 ve 20,84 olarak tespit edilmistir.
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Amplification

RFU

Cycles

Sekil 4.47. Ostrus siklusundaki GAPDH, LEF (sar1),TCF (pembe), beta-katenin (yesil),
Wnt-7a (bordo) ve kaspaz-9 (mavi) amplifikasyon egrileri.

Amplification

Sekil 4.48. Gebelik giinlerindeki GAPDH, LEF (sar1), TCF (pembe),beta-katenin (yesil),

Wnt-7a (bordo) ve kaspaz-9 (mavi) amplifikasyon egrileri.
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Amplification

Cycles

Sekil 4.49. Ostrus siklusundaki GAPDH (gri) ve Wnt-3 (turuncu) amplifikasyon egrileri.

Amplification
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Sekil 4.50. Gebelik giinlerindeki GAPDH (gri) ve Wnt-3 (turuncu) amplifikasyon

egrileri.
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Tablo 4.8. Ostrus siklusu ve gebelik donemi cq degerleri (18-24-> kirmizi, 24-30->
30-34-> yesil, 34-... > mavi)

Wnt-3
Wnt-7a
Beta-katenin
Kaspaz-9
LEF-1

TCF

GEBELIK OSTRUS
7. glin 8. giin 9. glin Prodstrus Ostrus Metadstrus Diostrus
24,07 31,06
45,75 32.81 34,08 31,59
22,77 20,84
30,41
32,73 30,19
30,21
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5. TARTISMA

Son yillarda yapilan birgok aragtirma implantasyon doneminde uterus endometriumunda
meydana gelen morfolojik ve molekiiler degisiklikleri anlamaya yoneliktir. Bununla
birlikte bu siirecin nasil tetiklendigi ya da hangi mekanizmalarin buna neden oldugu,
hala tam olarak anlasilamamistir. Organizmada meydana gelen degisikliklerin her biri
farkl1 bir mekanizmayla islemektedir. Implantasyon, bu degisikliklerden sadece birisidir
ve birgok bilinmeyen yénii vardir. Implantasyon biyolojisi siirecinde etkili oldugu
diisiiniilen sayisiz sinyal molekiilii belirlenmistir. [n vitro fertilizasyon calismalar1 ve
PZR tekniklerinin beraber kullanilmasi ve bu g¢alismalardaki gelismeler, genetik ve
molekiiler caligmalarin yapilmasina neden olmasinin yanisira, blastosist ve endometrial
dokularla elde edilen kiiltiir ¢aligmalari ile beraber, implantasyon boyunca etkili sinyal

molekiillerinin ortaya ¢ikarilmasini da saglamis olacaktir. (Mohamed ve ark.,2004).

Uterus, iireme kanallar igerisinde, ovaryumda {iretilen birgok steroid hormonun birincil
hedefidir (Ahsap ve ark., 2007). Wnt ailesi iiyelerinin, embriyonik gelisimin erken
donemlerinde ve yetiskin homeostazinda 6nemli gérevleri tespit edilmistir. Bu gorevler
arasinda en dikkat ¢ekici olan ise Wnt iiyelerinin steroidal hormanlardan etkilenmesidir
(Tulac ve ark.,2003; Hou ve ark.,2004). Ostrojen hormonu, uterus epiteli hiicrelerinde
proliferasyonu indiikleyerek, uterus epitel hiicrelerinde sekretuar aktiviteyi, hiicresel
farklilagsmay1 ve genel morfolojiyi korumaktadir (Ahsap ve ark., 2007). Genel diisiince,
Ostrojen miktarinin uterusu etkilemesinde niikleer reseptorlerin aktive olmasiyla iliskili
olmasidir (Couse ve Korach, 1999). Buna ek olarak, Ostrojen hormonunun, uterusta
genel olarak Wnt sinyalini bagimsiz bir sekilde aktive ettigi bilinmektedir (Mericskay
ve ark., 2004). Uterus icerisinde meydana gelen molekiiler olaylara dstrojenin yaniti
belirsizligini siirdiirmektedir. Yapilan calismalar Wnt sinyalizasyonunun, hizli ya da
gecikmeli fazlar1 da birbirine bagladigini gostermektedir (Miller ve Sassoon, 1998,
Miller ve ark., 1998). Wnt ligandlari, Fzd reseptorleri, LRP reseptorleri, Wnt sinyal
yoluna ait inhibitorler ve heperan siilfat proteoglikanlarin Wnt sinyal yolu ile ilgili

molekiiller oldugu belirlenmistir (Cheng ve ark., 2008).

Komiya ve Habas (2008), Wnt ligandlarinin (Wingless) kok hiicre onarimi, embriyonik
gelisim siirecleri, doku farklilagsmasi ve doku homeostazisinde ¢ok dnemli bir yere sahip
oldugunu ileri stirmektedir. Wnt kanonikal sinyal yolaginda, B-kateninin cekirdek
mekanizmas1 {izerinden, bazi transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunda, iireme

dokularinin biiyiime, farklilasma ve gelismesinde etkilidir. Wnt ligantlarinin ve Wnt
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sinyal reseptorlerinin insan ve fare endometriumundaki plasentasyonda eksprese oldugu
bildirilmistir (Nusse, 2005; Komiya ve Habas, 2008). Insanda yapilan ¢alismalarda,
Ostrojenle dogru orantili olarak, hiicre proliferasyonu, trofoblastlarin farklilagsmasi ve
desidualizasyon olaylarinin, bu Wnt sinyal yolaklari ile kontrol edildigi bildirilmektedir
(Mohamed ve ark., 2005). Sassoon (1999), knock-out farelerle yapilan c¢alismalarda,
embriyonal donemde Wnt ligantlarinin, tireme dokularinda ve organlarin gelisiminde
etkili oldugunu belirtmektedir. Maternal ya da embriyonik kdkenli hormonlarmn
etkisiyle, endometrium igerisinde, siklus boyunca ya da gebelik devam ettigi slirece,
Wnt genlerinden bazilar1 6nemli degisiklikler gdstermektedir. Bu genlerden bazilari,
biiyiime faktorleri ailesinden oldugu i¢in endometriumda gebeligin sekillenmesini,
implantasyonu ve embriyonun biiyiimesini dogrudan etkilemektedir (Sassoon, 1999;
Mohammed ve ark., 2005; Hayashi ve ark., 2007). Farelerde embriyonal dénemde ve
Ostrus siklusu boyunca uterus bezlerinin gelisiminde, Wnt genlerinin de sorumlu oldugu
Miller ve ark. (1998) tarafindan tespit edilmistir. Ayrica, gebelik devam ederken, uterus
ve blastosist agamasindaki embriyoda da Wnt genlerinin varligi bilinmektedir (Kemp
ve ark., 2005; Hayashi ve ark., 2009). Insanlarda ise Wnt genlerinin, seksiiel siklus
dongiisii icerisinde ve endometriozisli olgularda, mRNA seklinde eksprese oldugu

bildirilmektedir (Tulac ve ark., 2003; Tulac ve ark., 2006; Gaetje ve ark., 2007).

Mohammed ve ark. (2005) tarafindan yapilan bir arastirmada, Wnt sinyal yolaginin, fare
endometriumunda implantasyonun gergeklesmesi i¢in sart oldugu belirlenmistir. Benzer
sekilde, embriyonal donemde, uterusta mezensimal doku ve epitel dokunun bez
gelisiminde Wnt’lerin oldukga etkili oldugu, fareler lizerinde yapilan bir bagka ¢alisma
ile (Mericskay ve ark., 2004) gosterilmistir. 2009 yilinda yapilan bir arastirmada
(Hayashi ve ark.) ise, fare uterus dokusunda, Wnt genlerinin, gebeligin olusmaya
baslamasi ve siirdiiriilmesindeki rolii tespit edilmistir. Tulac ve ark. (2003), insanlarda,
Wnt genlerinden bazilarinin, menstrual siklus agsamasinin proliferatif ve sekretuar
fazinda eksprese oldugunu ve fazlara bagli olarak degisim meydana geldigini
belirlemistir. Menstrual siklusun proliferasyon ve sekresyon fazinda Wnt ligantlarindan
ozellikle Wnt-2, Wnt-3, Wnt-4, Wnt-5a, Wnt-7a ve Wnt-8b bu genlerin reseptorlerinin
ise Fzd-6, LRP-6, inhibitorlerinin Dkk-1 ve effektorlerinin de Dvl-1, GSK-3beta ve
beta-kateninin endometriumdaki ekspresyonlari, normal dokuda daha Once yapilan
caligsmalarda da incelenmistir (Zeng ve ark., 2008). Bu gruptan Wnt-3’iin, proliferatif

fazdaki endometriumda, sekretuar fazdakine oranla daha fazla ekprese oldugu
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belirtilmekle birlikte, Wnt-7a’nin da luminal epitelde lokalizasyon gosterdigi
saptanmistir (Zeng ve ark., 2008). Tulac ve ark. (2003), Wnt efektorlerinden beta-
kateninin, ayn1 evrede, epitel ve stroma bolgesinde ekprese oldugunu bildirmistir.
Endometriumda, Wnt ailesi iiyelerinin ekspresyonu, wnt reseptorleri, inhibitorleri ve
efektorlerinin farkli diizenlenimleri, menstrual donemde proliferasyon ve sekresyon
fazlarinda var olmasi, implantasyona hazirlik asamasinda endometriumda, stroma ve
epitel bolgelerinde Wnt sinyal yolunun 6nemini desteklemektedir. Wnt grubu liyeleri,
embriyonik donemde de salgilanir. Bu durum, endometrial gelisimde ve farklilasmada
onemlidir. Bu nedenle embriyonik siirecten, eriskin doneme kadar, Wnt grubu iiyeleri
ve diizenleyicilerinin salgilarinin, farkli periyotlarda 6nemli oldugu diistintilmektedir.
Omnegin Wnt-7a eksikligi olan farelerde, uterus bezleri ve uterusun diiz kaslari
gelisemeyerek, organize olamamaktadir (Miller ve Sassoon, 1998). Wnt gen ailesine ait
genler, bliylime faktorii gen ailesi grubuna dahil olup, embriyonel hayatta ve yetiskin
metabolizmasinin diizenlenmesinde 6nemli gorevler iistlenir (Logan ve Nusse, 2004).
Wnt sinyalizasyonunu aktive eden Wnt’ye ait proteinlerin hiicre igerisindeki
mekanizmalar1 beta katenin ya da Ca*/JNK iizerinden aktive edilmektedir (Veeman ve

ark., 2003; Logan ve Nusse, 2004).

Bu calismada, normal Ostrus donemi ve gebelik donemi (7. 8. ve 9. giinler) sigan
endometriyumunda Wnt-3, Wnt-7a, B-katenin, kaspaz-9, LEF-1 ve TCF proteinlerinin
etkinliklerinin ¢esitli sinyallerle nasil diizenlendigi, immunfloresan ve Real Time PCR

yontemleriyle incelenmistir.

Ostrus siklusunun prodstrus, Ostrus, metadstrus ve didstrus evrelerinde uterusta
meydana gelen histolojik degisimler (epitel hiicrelerinin histolojik sekli, endometrial
bezlerde meydana gelen dejenerasyonlar, mitotik aktivite, hipertrofi, vaskiilarizasyon,
0dem vb.) Cmar (2012) yaptig, pre ve postimplantasyon donemlerinde fare
endometriumundaki Notch Ligand Jagged-1 ve Jagged-2’nin immunlokalizasyonu,
baslikli calismasindan elde ettigi histo-morfolojik bulgularla benzerlik gostermektedir.
Cesur, 2010 yilinda Wnt antagonistlerinin pre ve post implantasyon déonemlerinde sigan
endometriumundaki (Cesur, 2010), Arslan ise 2012 yilinda, rhokinaz-a’nin pre ve
postimplantasyon  donemlerinde fare endometriumundaki  immunlokalizasyon
diizeylerini incelemistir (Arslan, 2012). Her iki arasgtirmada da, Ostrus siklusu
evrelerinde, uterusta gozlenen histo-morfolojik degisimler, sunulan ¢alismadan elde

edilen bulgularla ortiismektedir.
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Whnt-3; Wnt-3 molekiilii Wnt sinyal yolagmin biyomolekiillerinden biridir. insanlarda,
ostrus siklusunun farkli zamanlarinda, Wnt-2, Wnt-3, Wnt-4, Wnt-5a, Wnt-7a ve Wnt-
8b’nin; farelerde ise implantasyon asamasinda, Wnt-4, Wnt-5a, Wnt-7a, Wnt-7b, Wnt-
11 ve Wnt-16"nin ekspresyon durumlar1 birgok arastirmaci tarafindan saptanmistir
(Tulac ve ark., 2003; Hayashi ve Spencer, 2006; Hayashi ve ark., 2007; Kiewisz ve ark.,
2008; Hayashi ve ark., 2009). Zeng ve ark. (2008), Wnt-3’lin Gstrojene bagli olarak
ekspresyonunu inceledikleri ¢alismada, proliferatif endometriumdaki etkilesimin
sekretuar endometriumdan daha fazla oldugunu belirlemislerdir. Sunulan calismada,
Ostrus siklusu donemlerinde Wnt-3’lin ekspresyon diizeyleri uterusta ve uterus
cevresinde stromal alanlarda degiskenlik gdstermistir. Insandaki proliferasyon fazinin
sicanlarda denk geldigi diisliniilen prodstrus ve Ostrus evrelerinde subluminal stroma ve
endometrial bazal stroma bdlgelerinde, yine insanda sekretuar faza denk gelen
metadstrus ve didstrus donemlerine gore daha kuvvetli ekspresyon izlenmistir.
Proliferatif faza denk geldigi diisiiniilen, prodstrus ve Ostrus donemindeki kuvvetli
ekspresyonun proliferatif fazda endometrium stromasinda Ostrojenin etkisi altinda
gerceklesen proliferasyondan kaynakli olabilece8i diisiiniilmektedir. Wnt-3’iin ayni
zamanda, gebeligin belirli gilinlerinde de ekspresyon diizeyleri incelenmistir. Bu
kapsamda gebeligin yedinci giiniinde, Wnt-3’lin desidual alanlar ve embriyo g¢evresinde
lokalize olmasi ve 6zellikle antimezometrial desidual alanlarin bazal zonlarinda kuvvetli
immunreaksiyon gostermesi, bu molekiiliin, gebeligin baslangi¢ gilinlerinde, Wnt sinyal
yolunda, implantasyonda gorev alabilecegini diisiindiirmektedir. Gebeligin sekizinci
giiniinde embriyo c¢evresinde kuvvetli goriilen ekspresyon desidual alanlarda da
varligimi  korumustur, ilerleyen gebelik gilinlerinde (9. gilin) embriyo ¢evresi
trofoblastlar, primer ve sekonder desidual alanlar orta kuvvetli reaksiyon vermesi
molekiiliin calistigini géstermistir. Real time PZR analizlerinden elde edilen istatistiksel
veriler de, 7. 8. ve 9. giinlerdeki immunfloresan bulgulart destekler niteliktedir. Siklus
donemine ait veriler, Ostrus donemi hari¢ diger ii¢ donem ig¢in histolojik verilerle
birbirini dogrular niteliktedir. Yapilan literatlir incelemesinde, Wnt-3 molekiiliinlin rat
endometriumunda, ostrus siklusu ve implantasyon donemlerindeki etkilesimleri {izerine
yapilmig bir calismaya rastlanilmadigl icin, elde ettigimiz bulgularimizi mukayese

etmek miimkiin olmamustir.

Whnt-7a; Wnt sinyal yolagiin, kanonikal iletim sisteminde kullanilan bir proteinidir.

Insan endometriumunun, implantasyon boyunca, ovaryum hormonlarina cevap veren ve
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bu cevapla da implantasyona hazirlik asamasinda, menstrual siklus boyunca hareketli
yapilanmalar gosteren, karmagik bir doku oldugu bilinmektedir (Cunha,1976).
Embriyodan salgilanan bazi faktorlerin, reseptor ve ligandlart endometriumda yer
alirken, maternal olarakta salgilanan bazi1 faktorlerin reseptorleri ve ligandlari
blastosistte bulunmaktadir. Ornegin; EGF-R, LIF-R, IL-6 gibi. Ayrica streoid
hormonlari, LIF gibi sitokinler, Heghod morfojenlerin fare uterusunda gibi sitokinler ve
diger etkenlerin, fare uterusunda blastosist kabul edilebilirliginde 6nemli olabilecegi
diisiiniilmektedir. Implantasyon gergeklesirken, gorev alan énemli yolaklardan biri de
Wnt/B-katenin sinyal yolagidir. Wnt gen ailesine ait genlerin ve bunlarin
inhibitorlerinin, endometriumda, gelisen blastosist ve ayrica embriyoda eksprese
olduklar1 gosterilmistir (Mohammed ve ark., 2005). Normal bir menstrual siklusta, Wnt-
7a proteininin, insan endometriumunda luminal epitelde salgilandigi, buna karsilik bez
epiteli ve stromal alanlarda da salgisinin oldugu, fakat luminal epitelle kiyaslandiginda,
salgilamanin daha az oldugu, aragtiricilar tarafindan ifade edilmistir (Nusse, 2005;
Komiya ve Habas, 2008; Mohamed ve ark., 2005). Yapilan bazi calismalar, Wnt-
7a,Wnt-7b ve Wnt-11’in, yeni dogan farelerin endometrium epitelinde mevcut oldugunu
gostermistir. Bunlara ek olarak, farelerde Wnt-4 ve Wnt-5a ile ilgili ¢cok sayida calisma
yapildig1 ve bu molekiillerin uterus gelisimi i¢in gerekli oldugu bildirilmistir. Ayrica
Wnt-7a’nin, uterusun glandular gelisimi sirasinda da islevsel olabilecegi ifade
edilmektedir (Vainio ve ark., 1999). Kara (2010)’nin, sebebi agiklanamayan infertil
olgularda, Wnt-beta katenin yolaginin yeri ve Onemi, baglikli ¢alismasinda, Wnt-7a
proteininin, proliferasyon donemde, luminal epitelde eksprese oldugu, bez epiteli ve
stromal alanlarda negatif immunreaktivite gosterdigi, es zamanli olarak molekiiler
diizeyde yapilan ¢alismalarda ise, proliferasyon donemde, luminal ve bez epitelinde de
molekiillerin eksprese oldugu gosterilmistir. Kara (2010)’nin c¢aligmasinda molekiiler
incelemelerde Wnt-7a proteini bez epitelinde daha fazla olmasi ancak luminal epitelde
molekiiler ve immunreaktivite gostermesi implantasyona hazirlik agisindan luminal
epitelde implantasyonun gerceklesecegi zaman, onemli olabilecegini diisiindiirmiistiir.
Yine ayni calismada, infertil olan gruplarda proliferasyon doéneminde, Wnt-7a’nin
immunreaksiyonu luminal epitel alanlarinda pozitif izlenirken, yapilan molekiiler
caligmalarda, mRNA diizeylerinde ekspresyon olmadigr ifade edilmistir. Kara
(2010)’nin calismasinda, kontrol grubu proliferatif evrede, luminal epitelde Wnt-7a
immunreaksiyonu ve molekiiler mRNA ekspresyonu gozlenirken, sekretuar fazda
yalnizca molekiiler mRNA ekspresyonu tespit edilmistir. Kontrol grubunda ise, Wnt-7a
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proteininin, proliferatif donemde baslayan ekspresyonunun, sekretuar faza kadar devam
ettigi ancak, protein salgisinin sekretuar fazda daha az oldugu saptanmistir. Hayashi ve
ark. (2007), Wnt genlerinin (Wnt-12, Wnt-2b, Wnt-4, Wnt-5a, Wnt-5b, Wnt-7a ve Wnt-
11) sinyalleme yollarinin, erken gebelikte endometriumda mevcut oldugunu
saptamislardir. Tulac ve ark. (2003) ise Wnt genlerinin, menstrual siklus doneminde
sekretuar fazda insan endometriumunda eksprese oldugunu gdstermistir. Farelerde de,
Wnt-4 ve Wnt-5a, Ostrus siklusu sirasinda uterusun agirlikli olarak stromal alanlarinda
ifade edilirken, 6zellikle Wnt-7a’nin sadece luminal epitelde ifade edildigi belirlenmistir
(Miller, 1998). Miller ve ark. (1998), Ostrus siklusu boyunca Ostrojen ve progesteron
hormonu etkisine maruz kalmig uterusta, Wnt sinyal yolunda yer alan genlerin
ekspresyon diizeylerinde belirli seviyelerde artis ve azalis oldugunu saptamistir.
Ostrojen ve progesteronun etkisiyle, Wnt sinyal iletim sistemi, uterustaki hiicrelerin
proliferasyonunu ve farklilagsmasini1 diizenlemistir (Rider ve ark., 2006). Progesteronun,
uterus hiicrelerinde GSK-3B’nin miktarinda azalma oldugunu ve bu sinyal yolunun
uyarilmasi i¢in de progesteron hormononun gerekli oldugunu gdstermistir. Wnt sinyal
yolunda, 6strojen miktar1 ise, daha ¢ok hiicre ¢ekirdegindeki genlerin aktivasyonu igin
gerekli oldugunu vurgulamistir. Hem siklus hem de gebelik boyunca Ostrojen i¢in en
uygun hedef organ uterustur. Farelerde Ostrojen, uterus epitelinin proliferasyonunu
uyarici etki yaratir ve bu normal sekilde uterus morfogenezisinin devam etmesini saglar.
Hiicrelerin farklilagsmasi ve salgi faaliyetlerinin de devam etmesi i¢in oldukga gerekli bir
faktordiir. Ma ve ark. (2003) ve Paria ve ark. (2000)’nin genel diisiincesine gore,
Ostrojen bu etkinligi, uterus dokusundaki reseptorleri ile etkileserek olusturmaktadir.
Fakat bu diisiincenin aksine Hou ve ark. (2004), dstrojen reseptorlerinden bagimsiz bir
sekilde, Wnt sinyal sistemini uyardigini, Ostrojenin hedef dokudaki etkisinin, farkl

sinyal yolu iizerinden de ¢alisabildigini gostermistir.

Sunulan ¢aligmada ise Ostrus siklusunun biitlin evrelerinde Wnt-7a, farkli seviyelerde
ekspresyon gostermistir. Ozellikle siklusun bazi donemlerinde stromal alanlarda,
ekspresyon seviyelerinin arttigi saptanmistir. Yapilan histolojik ¢alismalara ek olarak,
real time PZR sonucglarina gére, Wnt-7a proteini, rat Ostrus siklusunun Ostrus ve
metadstrus  donemlerinde orta seviyede ekspresyon gostermistir. Immunfloresan
caligmalarda ise, Ozellikle stromal alanlarda ve bez epiteli ¢cevresinde farkli seviyelerde
reaksiyon izlenmistir. Ratlarda sekretuar faza denk geldigi diisiiniilen metadstrus ve

yiiksek miktarda progesterona sahip oldugu ileri didstrus doneminde degiskenlik
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gosteren bez epitelinde, ekspresyonun son derece kuvvetli olabilecegi, real time PZR
sonuglariyla da desteklenmektedir. Calismamizda, gebeligin belirli giinlerinde, Wnt-
7a’nin immunreaktivitesi yedinci giinden bagslayip dokuzuncu giine kadar, farkli
alanlarda pozitif lokalizasyon gostermistir. Primer ve sekonder desidual zonlarda, bu
bolgede yer alan kan damarlarinda ve 6zellikle mezometrial bolgede, uterus epiteli de
dahil, kan damarlarinda ekspresyon gostermesi literatiir bilgilerini dogrular niteliktedir.
Gebeligin ilerleyen giinlerinde, Ornegin sekizinci ve dokuzuncu giinlerinde,
endometriumda embriyo ¢evresi mezometrial alanlarin immunreaktivitesinin, dstrojenin
etkisiyle, pozitif yonde oldugunu diistindiirmiistiir. Gebeligin ¢alistigimiz bu ii¢ giinii ile
ilgili elde ettigimiz molekiiler sonuglar da ozellikle yedinci giin real time sayisal
verileri, immunfloresan bulgularimizla uyusmamistir. Fakat 8. ve 9. giinlerde
ekspresyon seviyeleri orta diizeyde olup her iki ¢alismada birbirini desteklemistir. Bu
durum ratlarda, kanonikal Wnt sinyal yolunun implantasyon i¢in gerekli oldugu
blastosist-uterus etkilesimlerinin koordine edilmesinde olduk¢a Onemli bir gorev
aldigim diisiindiirmektedir. Ozellikle implantasyon sirasinda embriyonun Wnt-beta
katenin aktivasyonuyla bu sinyalizasyonda Wnt-7a’y1 tetikledigi diisiintilebilir. Total
beta-katenin implante olan embriyonun yer aldigi antimezometrial kutupta primer
desidualizasyon zonlarinin hemen disinda yer alan stromal alanlarda ve liimene yakin
olan mezometrial bolgede daha etkili immunreaksiyon gdstermistir. Buradan Wnt/beta
katenin sinyal yolunun, desidualizasyon siirecinin baslatilmasini diizenlemek adina,
embriyo-uterus etkilesimlerinin oldukg¢a kritik bir 6neme sahip oldugu sonucuna

ulagilabilir.

Beta-katenin; insanlarda, beta-katenin CTNNBI geni tarafindan kodlanan 6zel bir
proteindir (Kraus ve ark.,1994). Beta-katenin epitel hiicre sitoplazmasi ve hiicre
membranlarinda bolca bulunmaktadir. Ozellikle E-kaderin gibi farkli kaderinlerin
sitoplazmik uzantilar1 i¢in 6nemli bir baglanma molekiilidiir (Peifer ve ark., 1992).
Korswagen ve ark. (2000)’nin yaptig1 bir ¢aligmada, beta-kateninin sinyalizasyondan
farkli olarak adherens baglanti kavsaginda da rol aldigimi gozlemlemislerdir. Yeni
sentezlenen bir beta-katenin molekiilii ilk olarak sinyal iletimi i¢in mevcut olmayan
yapisma bolgelerine baglanir. Fazla ve serbest haldeki beta-katenin ise APC kompleksi
tarafindan yikima ugratilir. Cobas ve arkadaslar1 (2004) bir calismada farelerde beta-
katenin kaybinin hematopoietik sistemde bu proteinin homologu olan y-katenin /

plakoglobin ile telafi edebilecegini gozlemlemistir. Bagka bir ¢alismada ise beta-
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kateninin igerisindeki aktive edici (onkojenik) nokta mutasyonlarin beta-kateninin N-
terminal Ser/Thr yikimini kaldirdigini ve bu sayede kalitsal axin2 mutasyonu hastalarin
kolon kanserine daha yatkin olabileceklerini gostermektedir (Lammi ve ark., 2004).
Beta-kateninin endometrial siklusun proliferatif ve sekretuar dénemleri boyunca bez
epiteli ve stromal alanlarda ekpsrese edildigi gosterilmistir (Smith ve ark., 2008). Baz1
B-katenin geni knock-out calismalarinda eksikligi olan mutant rat embriyolarin
blastosist evresine kadar geligebildikleri gozlenmistir (Haegel ve ark.,1995). Bu
caligmanin aksine beta-katenin preimplantasyon donemde zigotik protein eksikligi
ortadan kaldirildiginda TCF/B-katenin inhibisyonunun Dkk1 ekspresyonundaki artisa
bagli olarak blastosist formasyonunu olumsuz yonde etkilemedigi gorilmiistiir (De
Vries ve ark.,2004). Lowry ve arkadaglar1 (2005) nin yaptig1 bir ¢alismada Beta-katenin
yerlesik bir sa¢ folikiilii icerisinde Wnt’ye bagh olarak korundugunu bildirmistir. Wnt
sinyallerinin kil kokii hiicrelerinde kil olusumuna neden oldugunu ve kil olusumunda
Whnt sinyalinin beta katenin ve LEF-1 tarafindan aktarilabilecegi diisliniilmiistiir (Lowry

ve ark., 2005).

Calismamizda wnt sinyal yolagi molekiilii olan beta kateninin ratlarda Ostrus siklusu
boyunca endometriumda farkli bolgelerdeki lokalizasyonlar takip edilmistir. Siklusun
dort doneminde de (prodstrus, dstrus, metadstrus, didstrus) uterus epitelinde, bez epiteli
ve stromal bolgelerde farkli seviyelerde ekspresyon goOstermistir. Beta- kateninin
Ozellikle siklusun metadstrus evresinde bez epitelinde ¢ok kuvvetli immunreaksiyon
gostermesi, ratlardaki metadstrus donemin insanlarda sekresyon faza denk gelebilecek
olmas1 ve sekresyon doneminde bez yapilarinda meydana gelen degisikliklerden dolay1
olabilecegi fikrini ortaya ¢ikarmigtir. Real time PZR verilerine gore metadstrus donemi
verileri en iyi protein ifadesini (20) vermis olup her iki ¢alisma birbirini desteklemistir.
Gebelik donemi verilerinde yedinci giin endometriumunda embriyo hattinda izlenen
kuvvetli immunreaktivite beta-kateninin hiicre sitoplazmasi, hiicreler arasi
membranlarda aktif oldugunu gdstermistir. Ilerleyen gebelik giinlerinde (8.ve 9.) yiiksek
ekspresyon seviyeleri antimezometrial alanda desidual hiicrelerde primer, sekonder
desidualizasyon zonlarinda ve etraftaki kan damarlari, kapillerlerde ayrica mezometrial
alan bez epiteli hiicrelerinde izlenen ekspresyon seviyeleri B-kateninin endometriumda
siklus doneminde implantasyona hazirlik agamasinda ve implantasyonda onemli bir
faktor oldugunu desteklemektedir. Sunulan molekiiler ¢alismalarda da elde edilen

istatistiksel sonuglarin 7, 8 ve 9. giinlerde iyi calismis olmasi histolojik c¢aligsmalarla
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uyusmasi beta kateninin implantasyona hazirlik i¢in 6nemli oldugunu diisiindiirmiistiir.
Ve sonug olarak insan, fare ve rat endometriumunda Ostrus siklusu ve gebelik siiresince
Whnt sinyal iletiminin g¢esitli faktorler géz oniine alinarak bu genlerin ekspresyonunun
degistigi sOylenebilir.

Kaspaz-9; baglatic1 kaspaz ailesinden biri olan kaspaz-9 molekiilii, apoptoz kavraminin
ilerlemesiyle beraber insan endometriumunda apoptozisin varligini gostermistir (Kerr
ve ark.,1972). Kaspaz molekiilii hiicrenin parcalara ayrilmasi i¢in sistein yiiklii
endoproteazlardir. Bu enzimler inaktif onciiller olarak hiicrelerin sitoplazmalarinda bol
miktarda bulunurlar. Gliniimiizde ise tanimlanmis 14 memeli kaspazi vardir. Bu
kaspazlardan kaspaz-11 ve kaspaz-12 hayvanlarda bulunurken insanlarda karsilig1 hala
bulunamamistir. Kaspaz ailesi 3 gruba ayrilmistir kaspaz-1,-4,-5,-11,-12,-13,-14" i
kapsayan enflamatuar grup kaspazlar, -2, -8, -9 ve -10’u igeren baslatic1 kaspazlar ve
kaspaz-3,-6,-7’yi igeren efektor kaspazlar (Lee, 2000; Li ve ark., 2000). Kaspazlarin
calisma mekanizmalariyla yapilan caligmalarda kaspaz aktivasyonunun hiicreye 6zgii
oldugu ve kaspaz inhibitorlerinin efektor kaspazlari inhibe ederek apoptozu engelledigi
gorilmistiir. Ayni calismada [AP ailesinin kaspazlardan ayri bir sekilde transkripsiyon
faktorlerinin  modiilasyonunda ve hiicre siklusunun da kontroliinde yer aldigini bu
kontrole bagl olarak apoptozu inhibe ettigini bildirmislerdir. Ayrica bu inhibitdrlerin
malign hiicrelerde ¢ok daha fazla oldugu gozlenmistir. Kaspazlarla beraber apoptosisde
yer alan survivin 2725 kromozumunda kodlanan 142 dizilik aminoaistten olusan bir
proteindir. Apoptoz mekanizmasinda gorev alan ana genlerden biridir.Bu proteinin
normal prolifere olan hiicrelerde ¢ok az seviyede eksprese oldugu izlenirken,asir
cogalan hiicrelerde ise daha fazla eksprese oldugu goriilmiistiir. Endometrial dokuda
hiperplazi ve malignite gelisen olgularda c¢ok yiiksek seviyede eksprese oldugu
gosterilmigstir (Israels ve Israels, 1999). Apoptoz, menstruasyon dénemi boyunca
hiicresel homeostaziyi siirdiirmeye c¢alisir ve boylece ge¢ donem sekretuar fazda ve
menstrual fazla uterus endometriumunda fonksiyonel tabakada yaslanan hiicrelerin
atilmasini saglamaktadir. (Hopwood ve Levison, 1976, Kokawa ve ark., 1996; Shikone
ve ark., 1996). Bu agsamadan sonra dongiiniin proliferatif faz1 devam ederken ge¢ salgi
ve menstruasyon doneminde endometriumdaki glandular epitel hiicrelerinde apoptozis
meydana gelir sekretuarin fazin c¢ok basindayken ise c¢ok az miktarda apoptoz
gerceklesir (Kokawave ark.,, 1996; Tao ve ark.,1997; Vaskivuo ve ark,
2000). Vaskivuo ve arkadaslar1 (2000)’nin yaptigi bir ¢alismada proliferatif fazda
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endometrial hiicrelerin proliferasyonunun Ostrojenle iliskili oldugunu, progesteronun ise
hiicreleri farklilagtirmaya yonlendirdigini bunun sonucu olarak ise biiylimeyi
durdurdugunu bildirmistir. Implantasyon asamasinda apoptozun gériildiigii alanlardan
biri ise uterus epitelidir. Uterus hiicrelerinde luteal fazda blastosist implantasyonu ve
desidualizasyonda apoptoz mekanizmasi oldukca etkilidir (Vaskivuo ve ark., 2000).
Enders ve Schlafke (1967) fareler ve siganlarla yaptiklar bir ¢aligmada uterus epitel
hiicrelerinin adezyon fazda bazal laminalarindan ayrildigint ve bu siirecin hemen
ardindan trofoblastlarin bazal membran ile dogrudan temas haline gegmesiyle epitelyal
astarin ortadan kalkip implantasyon alani altinda yer alan anti mezometrial bolgede
hiicresel degisikliklerin oldugunu savunmuslardir. Sigan implantasyonunda yapilan
diger caligmalarda hiicresel biiziilme ve kromatin degisiklikleri s6z konusu olmugtur
(Parr ve ark.,1987). Sicanlarda implantasyon alanlarina bitisik olan desidual hiicreler
capraz baglanmalar yaparak reaksiyonlar1 katalizleyen ve aktivasyonu apoptoz ile
iligkili olan bir enzim, doku transgliitaminazi i¢in de kuvvetli bir sekilde pozitiflik
gosterir (Piacentini ve Autuori,1994) Trofoblast fagositozu olarak tanimlanan bu olay
epitelyal hiicrelerin 6nemli derecede bozulmaya ugramasindan sonra baglar ve bu durum
epitelin pargalanmasinin esas olarak i¢ otolitik mekanizmasinin sonucudur (Finn ve
Bredl, 1973). Gebelik devam ettikce ilerleyen siireclerde epitel dejenerasyonu
antimezometrial alanin tam tersi olan implantasyon odasinin mezometrial alanina ulasir.
Mezometrial alanda hiicre 6liimii gerceklesecegi zaman trofoblastlar implantasyon
alaninin o bolgesine ulagsmadan daha once genislemistir. Epitel bolgesinde hiicre
Olimiinlin son basamaginda, geriye kalan uterus liimenini ¢evreleyen astar kisminda
meydana gelir (Welsh, 1993). Kaspazlarin calisma mekanizmalar1 incelendiginde
kaspaz aktivasyonunun yiiriitiilebilmesi i¢in yaklagik olarak 21 izoformu olan Bcl gen
ailesi tarafindan diizenlenilmesi gerektigi diistiniilmiistiir (Ranger ve ark., 2001).Bcl
proteinlerinden bazilar1 (Bcel2 ve Bcel-XI) apoptosisin inhibisyonuna dahil olurken,bazi
Bcl proteinleri de ( Bcl-Xs,Bax ve Bad) hiicre 6liimiinii tesvik eder. Bu her iki grubun
rekabeti apoptotik siirecin diizenlenmesine yol acar ve Oliim reseptdrlerinin asagi
akisina etki eder. Bu siire¢ bazen bagimsiz olarak gergeklesebilir (Oltvai ve ark., 1993;
Eskes ve ark.,1998; Mignotte ve Vayssiere, 1998). Bcl2 geni kaspaz-9’un aktivasyonu
icin kofaktor olarak gorev yapan ve Apaf-1 baglayan mitokondriden sitokrom c’nin
salinmasin1 Onler. Her iki olay ise kaspaz-9 aktivasyonunu inhibe eder (Hu ve ark.,
1998). Akcali ve arkadaglari (1996) yaptiklar1 bir calismada Bax ve Bcl’nin
psodopregnant sicanlarda desidual hiicrelerin apoptozunun diizenlenmesinde rol
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oynadigin1 gostermislerdir. Dai ve arkadaslar1 (2009) siganlarda, erken ve orta donem
gebelikte mezometrial alanda desidual hiicrelerin regresyonunun sirasiyla Bax ve Bcl2
proteinlerinin eskpresyon diizeyleriyle dogrudan iligkili olabilecegini gosteren bir
caligma yapmiglardir. Bax ve Bcl2 proteinlerinin seviyeleri ise apoptosisin miktarini ve
bolgesel dagilimini belirleyebilecegini gostermislerdir. Bu denge progesteron hormonu
tarafindan diizenlenir ¢iinkii bir antogonist proteinin uygulanmasi daha yiiksek bir Bax
ve Bcl2 oranina ve daha fazla apoptosis olmus desidual hiicrelere neden olmustur. Bu
caligmalarin  eksik oldugu diisiinlilerek uterus epitelinin yan1 sira desidual
programlanmis hiicre Oliimiinde yer alan apoptotik kaskadlarin iiyelerini daha fazla
aydinlatmak i¢in, TNFalfa, TNFR1 ve TNF gibi reseptor ailesinin bir bagka iiyesi olan
Fas reseptoriiniin ¢esitli apoptotik proteinlerin ekspresyon araligi da arastirilmistir.
Biitiin calismalar birlestirilerek Bcl2 ve Bax proteinleri ile beraber Fas reseptoriiniin de
baglantili olabilecegi disiliniilmiistiir. Kaspaz ailesinde Bax ve Bcl2 geni ortadan
kaldirildiginda ciddi apoptotik basarisizliklara yol acan kaspaz-3 ve baslatict kaspaz
olan kaspaz-9’un aktif formlar {izerine ¢alisilmistir. Apoptotik siirecin sonunda ise
hiicreleri gosterebilmek icin Tunel deneyi yapilmis ve trofoblastlarin koordineli
replasmani sirasinda, implantasyon bolgesi alaninda uterus epiteli ve desiduada
programlanmig hiicre Oliimiiniin (apoptozun) sona ermek i¢in bagka bir yol daha
izledigine dair kanitlar bulunmustur (Hakem ve ark.,1998; Thornberry, 1998). Joswig
ve ark. (2003) yilinda kaspaz ailesi iiyelerinden kaspaz-9 ve aktif kaspaz-3 formunun
arastirilmasiyla ilgili her iki proteinin de gebe olmayan hayvanlarin endometriumlarinda
ve gebeligin erken donemlerinde gebeligin 3. giiniine kadar eksprese olmadigini
gozlemlemistir, fakat baglatici kaspaz-9un, gelismekte olan desiduada 4,5. glinden
baslayarak desidualizasyon islemine paralel olarak arttigini, uterus epitelinde
immunreaktivitenin goriilmedigini eklemis ve implantasyon odasinin antimezometrial
kismindan mezometrial alanda dahil miyometriuma dogru desidualizasyon siirecini
izlemig fakat wverileri gosterilmemistir (Joswig ve ark.,, 2003). Endometrium
caligmalarindan farkli olarak apoptoz mekanizmasit birgok hastalik yada kanser
olgularinda da ¢alisilmistir. Kroemer ve Reed (2000) apoptozisin kanser terapisinde
reseptér ve mitokondrial yol araciliiyla, apoptozun kanser hiicrelerini 6ldiirmek igin
kanser tedavisinde kullanilabilecegini  savunmustur. Mitokondrial ~membran
potansiyelinin bozulmasi, sitokrom ¢ salinimi ve farkli kaspazlarin aktivasyonu farkli
kemooterapotik ajanlar ile hiicrelerin muamelesini takiben tanimlanmistir (Kroemer ve
Reed, 2000). Ornegin, kemoterapi ile indiiklenmis p53 cevabi Bax geninin
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transkripsiyonundaki artisa neden olurken sitokrom c salinimina ve kaspazin da
aktivitesine neden olur. Doxorubisin, sisplatin, methotrexate, sitarabin ve etoposid
tedavisini takiben Fas sisteminin aktivasyonu ve FasL’nin induksiyonu farkli
sistemlerde incelenmistir. Bunlara ilaveten ise 6liim reseptor ligantinin interferon a ile
KML’nin tedavisi KML projenitorlerinde Fas proteininin upregiilasyonuna yol
acacagmi savunmuslardir (Friesen ve ark., 1996; Fulda ve ark., 1997; Selleri ve ark.,
1997). Apoptoz ve Wnt sinyal yolu proteinlerinden en iyi Wnt-1 ile iliskilendirilmistir
(Chen ve ark., 2001). Wnt-1 mitokondriye sitokrom c¢ salinimini engelleyerek ve pes
pese kaspaz-9 aktivitesini de inhibe edebilecegini diisiinmiislerdir. (Li ve ark., 2006;
Brocardo ve Henderson, 2008). Wnt-Frizzled sinyal yolagi ndron, endotel, vaskiiler diiz
kas ve kardiyomiyosit gibi ¢esitli hiicre populasyonlarinda hem gelisim hem de hasar
(injury) siireclerinde apoptozu kontrol etmektedir (Li ve ark., 2006). Hiicrelerin
bliylimesi siirecinde, Wnt sinyal iletimi var olan ¢evresel uyaranlara da bagli olarak

apoptozu kolaylastirir veya engeller (Ellies ve ark., 2000).

Bizim c¢alismamizda immunfloresan olarak incelenen ostrus siklusu gruplarinda uterin
epitel alanlari, stromal bdlgeler, bez epiteli hiicrelerinde farkli seviyelerde siklusun her
evresinde eskpresyon izlenmistir. En ¢ok siklusun Ostrus evresinde uterus epitelinde
apoptoz goriilmiistiir. Bu durumun LH’in en yiiksek diizeyine Ostrusta ulagsmasindan
dolay1 olabilecegi tahmin edilmektedir. Uterus yiizey epitelinde proliferasyon yoktur
fakat hiicrenin boyutu maksimum uzunlukta oldugu icin epitel kalinlasmis sekilde
izlenmistir. Bu evrede apoptotik indeks artmis oldugundan epitelde apoptotik hiicreler
goriilmiistiir.  Yiizey epitelindeki bu degisiklikler —uterusta artik blastosist
implantasyonun gerceklesmesini saglayacagini digiindlirmiistiir. Real time PZR
sonuclart Ostrus donemde immunfloresan c¢alismalarin sonuglarini desteklemistir.
Calismamizda ayn1 zamanda gebeligin 7. 8. ve 9. giinlerinde de kaspaz-9 ‘un
immunfloresan goriintiileri ¢ekilmis ve gebeligin 7.giiniinden itibaren ilerleyen giinlerde
implantasyon alanlarinda ekspresyon seviyelerinde artis gozlenmistir. Anti-mezometrial
ve mezometrial alanlar gebeligin bu her {i¢ giinlinde de baslatict kaspazlardan olan
kazpaz-9 immunreaktivitesini farkli seviyelerde gostermis, gebeligin ilerleyen
giinlerinde (9.glin) hiicre oliimii mezometrial alanda bazal zona ilerlemis ve hiicre
oliimiinii desteklemistir. Implantasyon bdlgesinde embriyo ve cevresinde hiicre dliimii
8.ve 9. giinlerde daha fazla ger¢eklesmistir. Molekdiler istatistiksel analizler 9. Giinde

orta seviyede ekspresyon gosterirken, 7 ve 8. giinlerde daha az eksprese olmustur. Bu

137



sonuglara bagl kalarak baslatic1 kaspaz olan kaspaz-9’un siklusun 6strus doneminde en
yiiksek seviyede uterin epitelde hiicre 6liimiine neden oldugunu, gebelik boyunca 7. 8.
ve 9. giinlerde ise yedinci giinden baslayarak ilerleyen gebelik giinlerinde embriyo
cevresinde meydana gelen dejeneratif degisiklikler kaynakli implantasyon alanlarinda

ve desidual alanlarda apoptoz siirecini hizlandirdig: diisiintilmiistiir.

LEF-1; Lef proteini yiiksek mobilite grubunun kutu transkripsiyon faktorleri olan
lenfoid artiric1 faktdr ailesinin Wnt proteinleri salgilanan hiicrelerde hiicrenin kaderini
belirleyen ve polariteyi biiylime dengesini saglayan ligandlar tarafindan yonlendirilen
gelisimsel bir sinyalizasyon yolaginda gorev alan proteindir. Lef proteini hiicre
yiizeyinde transmembran reseptorleri ile wnt ligandinin taninmasin1 ve normal olarak
kararsiz armadillo tekrar proteini olan beta kateninini stabilize ederek onu ¢ekirdege
yeniden yonlendirecek olan kaskadi baslatir. Lef proteini wnt beta kateninin proteinine
simsiki baglanabilir ve tek bir HMG DNA baglanma alanlar1 ile hedef genlere
tutunabilir (Brown ve Moon, 1998; Cavollo ve ark., 1998; Roose ve ark.,1998; Brannon
ve ark.,1999). Mevcut c¢alismalarin ¢ogunda Lef/Tef proteinlerinin islevine
odaklanilmistir. Embriyogenez sirasinda wnt sinyali doku farklilagsmasinin sayisiz
bolgesinde meydana gelir ve bu Lef/Tcf proteinlerinin ekspresyon modeline yansitilir.
Yapilan ¢aligmalarda bilinen dort memeli Lef/ Tcf proteininin ( LEF-1,TCF-2,TCF-3 ve
TCF-4) her bir protein i¢in embriyonik ekspresyon diizeyleri farkli seviyelerde
gozlemlenmistir (Oosterwegel ve ark.,1993; van Genderen ve ark.,1994; Kratochwil ve
ark.,1996; Korinek ve ark.,1998). Lef proteini Tcf proteini ile beraber kanonikal wnt
sinyaline bagli bir sekilde hiicre igerisinde stabilizasyonu ve miktar1 artan beta- katenin
niikleus igerisinde Lef/Tcf DNA baglanma proteini ile etkilesirler. Fakat wnt
sinyalizasyonu yoksa Let/Tcf, Groucho proteini ile birleserek wnt gen ailesi i¢in hedef
olan genleri baskilarlar. Eger ortamda beta-katenin var ise Lef/Tcf/Groucho protein
kompleksinden Groucho proteininin uzaklastirilmast ve o bolgeye ko-aktivatdr olarak
gelen CBP ile olusan yeni bir protein kompleksi, Wnt proteinlerinin hedef genlerinin
sentezlemesini uyarir. Bu kompleks aktivatorii ile beraber Brg-1 olarak adlandirilan
kromatin yapisini ¢ozen bir proteininde Wnt hedef gen ekspresyonunu arttirmaktadir.
(Logan ve Nusse 2004). Farelerde yapilan bir calismada Lef-1/Tcf genlerinin
mutasyonu sonucu bilinen wnt mutasyonlarinin neden oldugu fenotiplerden herhangi
birine benzeyen yeni fenotipler liretmedigini, bunlar arasinda mezoderm farklilagmasi,

bobrek gelisimi ve ekstremitelerde ve plasenta olusumunda eksiklikler oldugunu

138



gostermislerdir (Thomas ve ark., 1991; Stark ve ark., 1994; Takada ve ark., 1994; Parr
ve McMahon, 1995; Monkley ve ark., 1996). Van Genderen ve ark. (1994)’nin yaptigi
bir calismada Lef-1geninin hedeflenen mutasyonu sag¢ folikiilleri, meme bezleri ve
disler de dahil olmak {iizere bir¢ok organin gelismesine engel oldugunu gostemistir.
Buna ilaveten Tcf mutasyonunun da T  hiicre farklilagmasini engelledigini
bildirmislerdir (Verbeek ve ark., 1995). Dogum sonrasindaki saatlerde, genis Lef/Tcf
ekspresyonu yok olur ve fare dokularinda analizi oldukca sinirlidir (Brown ve Moon
1998). Ornegin bir ¢alismada hem Lef-1 hem Tcf-1’in mRNA s1 timusta oldukca kolay
tespit edilmistir fakat baska bir dokuda ¢ok dah az mRNA saptanmistir (Giese ve
ark.,1995; Wetering ve ark.,1996; Hsu ve ark.,1998). Lef-1 proteini ve endometrial
karsinomlarla ilgili yapilan bir calismada endometrial karsinomlarin % 12-25'inde
ortaya ¢cikan CTNNBI1 geninin mutasyonlar tipik olarak beta-kateninin sitoplazmik ve
niikleer birikiminde artisa neden oldugunu ve bunun da daha sonra Lef-1 ve Tcf ailesi
tiyelerinin aktivasyonuna yol acgtifini gostermistir. Aktiflesmis Lef-1 proteini ve
mutasyona ugramis beta-katenin arasindaki bu iligki Lef-1 ‘in endometrial kanser
olgularinda molekiillerin diizensizlige yol acabilecefine dair bir ipucu vermistir
(Machin ve ark., 2002; Moreno-Bueno ve ark., 2002; Konopka ve ark., 2007). Bu
literatiir bilgisi genel olarak Wnt beta-katenin sinyal yolaginin Lef-1iizerinde uterus
biliylimesinin diizenlenmesinde hemde uterusun normal gelisimi ve islevi hakkinda
katkida bulunacagini diisiindiirmektedir (Tulac ve ark., 2003; Mericskay ve ark.,2004;
Miller ve Sassoon 1998). Dawne ve arkadaglari (2012)’nin farelerde endometrial bez
olusumu ile ilgili yaptiklar1 bir calismadaki goézlemlerinde uterus gelisimi sirasinda ve
Ostrus doneminde lef-1 proteininin ifadesinin olabilecegini gozlemlemislerdir. Uterus
gelisimi sirasinda Lef-1 ekspresyonu Wnt beta-katenin sinyal yolunun Lef/ tcf ye bagh
sinyallemesinin farelerdeki Ostrus siklusu sirasinda hassas bir diizenlenime sahip
oldugunu bildirmislerdir. Ostrus dongiisii boyunca daha ¢ok prodstrus donemde salgi
bezlerindeki hiicre proliferasyonunda degisiklik olabilecegini gdzlemlemislerdir. Ayni
caliygmada da uterus icerisindeki Lef-1  ekspresyonunun hem gelisim hem de
endometrial bezlerin olugsmasinda ve kontrolunde etkili oldugunu, Lef-1 yoklugunda ise
normal bir endometrium varli§ina ragmen, basarisiz bir uterus bezi olusumu ile
sonuclandigint gdstermislerdir. Knockout farelerde lef-1 calismasinda karakterize
edildiginde bu farelerin meme bezlerinde ve epitelyal mezenkimal etkilesimlerinin
ornegin kil folikiillerinde eksik oldugu gosterilmistir (van Genderen ve ark.,1994).
Tikrik bezlerinin rejenerasyonunun Wnt beta katenin sinyal yoluna bagli oldugu ve
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beta-katenin sinyalinin inhibisyonunun tiikriik bezlerinin gelisimini durdurdugunu ileri
stirilmiistiir (Hai ve ark., 2010). Biitiin bu veriler uterus ve tikrik bezindeki bez
olusumuna katkida bulunan normal siireclerin Wnt sinyaline ve 6zellikle 1uterusta Lef-1
aracilt Wnt sinyaline bagli oldugunu gostermistir. Logan ve Nusee (2004) yilinda lef-1
geninin niikleus igerisinde kanonikal yolun aktivasyonunu sagladigin1 ve beta-katenin
ile etkileserek cesitli gen ekspresyonlarinin uyarildigini gézlemlemislerdir (Logan ve
Nusse, 2004). Reya ve ark. (2000) Lef-1’in endometrium tizerindeki ¢alismalarindan
farkli olarak, B hiicre farklilasmasinda eksprese oldugunu ve hiicre proliferasyonunda
gerekli oldugunu gdsteren bir ¢alisma yapmis fakat hiicre farklilasmasinda Lef-1 ‘in
gerekli olmadigini ileri siirmiislerdir. Wnt sinyallemesinin erken evre B lenfositleri igin
mitojenik olduguna ve Lef-1 eksikligi olan farelerde B hiicrelerinin azalmis biiyiime ve
hayatta kalmasinda normal bir Wnt sinyalinin kaybina neden olan Lef-1’in varligina
bagli oldugunu disinmiislerdir. 2009 yilinda yapilan doktora tezi calismasinda,
kisraklarda endometriumun Lef-1 ekspresyonunun ostrus doneminde kanonikal yolu
uyaran Wnt-7a ile beraber artis gosterdigini gozlemlenmistir. Bu duruma bagh olarak
Lef-1’in kanonikal sinyal yolu iletim sisteminin aktivasyonuna bagl olarak arttigini
isaret etmektedir (Atli, 2009). Lef-1’in 6strus ve gebelik donemindeki varligr ile ilgili
cok fazla caligmaya rastlanmamustir, fakat Lef-1’in Wnt sinyal yolaginda beta katenin
bagimli transkripsiyon faktérii oldugu bilinmektedir. Ostrus siklusu donemlerinde Lef-1
proteini hemen hemen biitiin evrelerde ayn1 seviyede eksprese olmustur. Ayni zamanda
bu proteinin miyometrial ve perimetrial alanlarda da ekspresyon gosterdigi goriilmiistiir.
Ostrus siklusunun &zellikle metadstrus déneminde glandular bez gelisimde etkili oldugu
bez epitelinde eksprese olmasiyla dogrulanmistir. Metadstrus donemde bez epitelindeki
immunlokalizasyonun progesteron ve LH seviyelerinin degiskenlik gostermesinden
kaynakl1 olabilecegi diisiintilmiistiir. Literatiir bilgisinde uterus bez gelisimine yardimci
oldugu ve daha ¢ok Ostrus siklusunun prodstrus doneminde en ¢ok eksprese oldugu,
gozlemlenen Lef-1 proteini bizim elde ettigimiz bulgularla bez gelisimine yardimci
olmastyla dogruluk kazanmakta fakat Gstrus siklusunun metadstrusunda bez epitelinde
prodstrus doneme gore daha kuvvetli immunreaksiyon gostermesiyle ortiismemektedir.
Bu bilgiler dogrultusunda yapilan molekiiler ¢alismalarda prodstrus donemde en az
eksprese olan Lef-1 proteini metadstrus donemde orta derecede eksprese oldugunu
gostererek histolojik calismalarimizi desteklemistir. Gebelikte Lef-1 proteini 6zellikle
gebeligin 7. gilinlinde implantasyon alanlarinda ekspresyon seviyesi oldukea diisiiktiir.
Gebeligin 8. gilinlinde implantasyon alanlarinda ve trilaminar disk hiicrelerinin
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cekirdeklerinde kuvvetli ve orta kuvvetli immunreaksiyon gostermesi transkripsiyon
faktorii olan bu proteinin gebeligin ilerleyen siireclerinde ¢esitli hiicre proliferasyonlari
olabileceginden ve beta katenini stabilize ederek ¢ekirdege dogru bir sinyalizasyon
baslatmis olabilecegi fikrini ortaya ¢ikarmistir. Elde edilen real time PZR sonuglar1 7.
giinde Lef-1 proteininin ¢ok az calistigin1 dogrulamakta, 8. ve 9. giinlerde ise 7. giine
oranla daha iyi eksprese oldugunu diisiindlirmiistiir. Bu veriler sonucuna bakilarak
gebeligin ilerleyen giinlerine dogru ¢ekirdekteki lokalizasyonun artig gostermesiyle Lef
proteininin Wnt sinyal yolaginda transkripsiyon faktorii olmasin1 dogrular niteliktedir.
Implantasyon ve LEF-1 proteini iliskisine literatiir arastirmalarinda cok fazla

rastlanilmamis olup, bu nedenle ayrintili bir kiyaslama yapilamamustir.

TCF; Tcf molekiili Wnt beta-katenin bagimli bir proteindir. Wnt proteininin
reseptorlerine baglanmasiyla hiicre zarina gelen sinyalizasyon sitozolde yer alan yikici
kompleksin dagilmasina neden olmaktadir. Yikilan bu kimyasal kompleksin
fosforillenme etkisinden kurtulan B-katenin ¢ekirdek igerisine girerek, sitoplazmaya
gelen sinyali dogrudan ¢ekirdege aktarir (Komiya ve Habas, 2008; Shitashige ve ark.,
2008). Beta-katenin molekiilii ¢ekirdege girdigi andan itibaren sinyal yolunun hedef
aldig1 bircok molekiille (c-myc, gastrin, n-myc cyclin dl vb.) iletisim kurarak gen
transkripsiyonunu saglar. Wnt/B-katenin sinyal yolaginin ¢ekirdek aktivasyonunda
gorevli biyomolekiiller, ‘T-cell factor (TCF)/Lymphoid enhancer factor-1 (LEF-1)
transkripsiyon faktorii’olarak tanimlanmistir. Bu mekanizma soyle agiklanmistir; TCF
transkripsiyon faktorleri ¢ekirdek icerisinde bulunarak DNA’ya baglanip gen
transkripsiyonunu aktif hale getirirler. Bu ylizden bir¢ok hiicresel siiregte hayati dneme
sahiptir (Willert and Jones, 2006). TCF/LEF-1 transkripsiyon faktorlerinin C-terminal
uclarinda “AGATCAAAGGG” dizisinden olugsmus niikleotidler DNA bdélgesini taniyan
ve buraya baglanan bir DNA baglanma bolgesi bulunur (Mulholland ve ark.,2005).Bu
bolge high-mobility group (HMG) olarak isimlendirilir. DNA’ya baglanan faktorler
genlerdeki transkripsiyonun gerceklesmesini saglarlar (Lusting ve Behrens., 2003). Bu
mekanizmanin N-terminalinde ise B-katenin baglanma domaini olan aminoaistlerin
baglanma bolgesi bulunur (Graham ve ark., 2000, Xu ve Kimelman, 2007). Cekirdekte
bu transkripsiyon faktorlerinin transkripsiyonu aktiflestirebilmeleri i¢in p-katenin
proteinine baglanmasi zorunludur. Bu sebepten [-kateninin transkripsiyon faktorii
TCF/LEF’in bir ko-aktivatorii oldugu bilinmektedir (Graham ve ark., 2000, Chen ve
ark., 2008). Beta-katenin baglanmasiyla olusan bu yap1 “B-katenin-TCF/LEF1

141



transkripsiyon kompleksi’’ olarak tanimlanmaktadir ve olusan bu kompleksin DNA’ya
baglanarak hedef genleri olusturacagi ssaptanmistir (Graham ve ark., 2000; Lustig ve

Behrens, 2003; Xu ve Kimelman, 2007).

Carl ve ark. 2007 yilinda yaptig1 bir calismada TCF/LEF transkripsiyon faktorlerinin
caligma mekanizmas1 Wnt beta-katenin sinyal yolagi inaktif haldeyken, transkripsiyon
faktorlerinin de inaktif halde olmasi gerektigini savunmaktadir. Sinyal yolagi inaktif
durumdayken aktif olan yikici kompleks etkisi ile pargalanan beta-katenin ¢ekirdege
giremez ve beta-katenin ¢ekirdege giremedigi icin transkripsiyon faktorlerine
baglanamadigindan onlari da aktive edemez demistir. Bu sonugla genlerin
transkripsiyonun engellendigini, ve ¢ekirdek igerisinde bulunan Groucho/TLE
(Transducin-like-Enhancer of split) ve C-terminal baglanma proteinleri (CtBP) gibi
cesitli diger proteinler de TCF/LEF transkripsiyon faktorlerine baglandigini sdylemistir
(Carl, 2007). Bu baglanma transkripsiyon faktorlerini inaktif tutmay1 saglar. Bu ylizden
bu proteinler transkripsiyon inhibitdrleri  olarak  bilinmektedirler.  Sinyal
mekanizmasinda oncelikle sinyal ¢ekirdege ulasmadan ¢ekirdekte bulunan TCF/LEF-1
transkripsiyon faktorii farkli inhibitér proteinlerle bagli bir halde ve inaktif durumda
bulunmaktadir. Cekirdege girmis olan beta-kateninin gorevi ise inhibitér proteinlerin
TCF/LEF-1 transkripsiyon faktorlerinden ayrilarak aktif bir o6zellik kazanmasim
saglamasidir (Willert ve Jones, 2006; Shitashige ve ark., 2008). Bundan dolay:1 beta-
katenin cekirdek igerisinde birden fazla yardimci molekiille etkilesime girer ve cok
kompleks yapilar olusturur. Beta-katenin ve yardimci molekiillerinin olusturdugu bu
multiprotein yapidaki kompleks TCF/LEF-1 transkripsiyon faktorlerine baglanir
(Graham ve ark., 2000, Lustig ve Behrens, 2003). Bu baglanmanin gdrevi tamamen
inhibitor proteinlerin TCF/LEF-1 transkripsiyon faktorlerinden ayrilarak aktif hale
getirilmesinin  saglanmasidir (Chen ve ark., 2008). Sonu¢ olarak yeni olusmus
TCF/LEF-1- B-katenin transkripsiyon kompleksi DNA’nin uygun alanina baglanarak
transkripsiyonu baslatmis olacaktir. Boylece c¢ekirdege geg¢mis olan sinyal, Wnt/p-
katenin sinyal yolunun hedef aldig1 c- myc”, “cyclin d1”, “follistatin”, “survivin”,
“vegf”, “mmp-7", “gastrin” ve “conductin”gibi birden fazla gen ifadesini aktif hale
getirir bu durum ise hiicre proliferasyonu,farklilagsmasi ve hiicre gocii gibi ¢ok onemli

stireglerin gergeklesmesini saglar (Ziegler ve., 2005).

T hiicre faktorii olarak bilinen Tcf proteini katenin bozunma inhibisyonu sitozolik

birikimi, niikleer alimin1 ve lenfoid giiclendirici baglanma faktorii olan Lef-1 ‘e Tcf

142



familyas1 transkripsiyon faktorlerinin baglanmansini uyarir (Hoppler ve Kavanagh,
2007; Willert ve Jones, 2006). Uyarilmamis olan hiicrelerde ise Lef/Tcf groucho
transdusin benzeri (TLE) ailesi proteinleri gibi baska koruyucularda transkripsiyon
inhibitorleri olarak gorev yaparlar (Buscarlet ve Stifani., 2007). Bu 6zelliklerle beraber
Wnt aktivasyonu iizerine bu reseptorler TCF/LEF i¢in aktivasyon bolgesi saglarlar.
Aktif TCF/LEF hiicre proliferasyonunda ve invazyonunda rol alan siklin, D1 gibi hedef
genlerin eskpresyonlarini indiikler (Willert ve Jones, 2006). Pollheimer ve arkadaslari
(2006) ekstravillus trofoblastlarin ya da trofoblast olusumunda ve farklilagsmasinda
TCF7L2 olarak ya da TCF-4’iin sentezlenmesi ile iliskilendirmislerdir. Sonderegger ve
ark  (2010) yaptig1 bir calismada rekombinant Wnt ile in vitro stimiilasyon,
trofoblastlarda ve diger hiicrelerde kanonikal olmayan sinyal yolaklarin1 da aktive
edebilecegini bildirmislerdir. Bu gozlemlerden yola c¢ikarak kanonikal wnt sinyal
yolunun ve ekstravilloz trofoblast olusumunun diizenleyicilerini tanimlamak adina
kiiciik interferans RNA’s1t siRNA aracili gen susturulmasini kullanarak TCF-4
proteininin trofoblast diizeyini ve integrin gibi promigratdr genlerin ekspresyonunu
kontrol ettigi bilgisi verilebilir. TCF-4 proteini ile ilgili yapilan immunfloresan
caligmalarda ilk trimesterdeki plasental dokularin ¢ekirdek baskiliyicilart ve
aktivatorleri erken plasental dokularin immunfloresan ¢alismalart EVT olusumu {izerine
kanonikal Wnt yolagmin transkripsiyonel bilesenlerinin indiiksiyonu oldugunu ortaya
cikarmistir. TCF-3 ve TCF-4 proteinlerinin nonproliferatif fazlarda negatif ekstravilloz
trofoblastlarda oldukca fazla miktarda oldugu gosterilmistir. Buna ilaveten bagka
hiicrelerde de Wnt/Tcf sinyalinin bir hedef geni olarak tarif edilen transkripsiyon
faktorii Snail 1 ekspresyonu ile de iliskilendirilmistir (Ten Berge ve ark.,2008; Yook ve
ark.,2006). Bu protein wnt sinyal yolaginda anahtar bir rol oynar (Florez, 2007,
Weedon, 2007). Cekirdekte TCF7L2’nin beta -katenine baglanmasi ile siklin D1 gibi f -
hiicre ¢ogalmasinda gorev almis hedef genlerin transkripsiyonunu indiiklemesiyle
onemlidir. Siklin D1, p-hiicre proliferasyonunun en kilit belirleyicilerindendir
(Lyssenko, 2008). Wnt ligantlarinin FZD reseptorlerinin LRP6 ve TCF7L1-TCF7L2
‘nin insan plasentast ve c¢esitli trofoblast hiicre hatlarinda oldugunu bulmuslardir.
Farelerde ise kanonikal wnt sinyal yolu implantasyon i¢in gerekli olan blastosist-uterus
etkilesimlerini koordine etmede merkezi bir rol oynayacagin bildirmislerdir (Mohamed
ve ark., 2005). TCF7L2 (tcf4) wnt sinyal yolunun bir pargast olan ve (CTNNBI) i¢in

niikleer reseptor olarak gérev alan transkripsiyon faktoriidiir (Smith, 2007).
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Ozkan (2013)’1in yaptig1 bir ¢alismada TCF7L2 gen iiriiniiniin Wnt/B-katenin sinyal
yolagindaki gorevi goz oOniine alindiginda, TCF7L2 rs7903146 varyantiyla kanser
gelisimini etkileyebilecegi diisiiniilmiistiir. Burwinkel ve ark. (2006), Naidu ve ark.
(2012) ve Connor ve ark. (2012) vyaptiklart farkli ¢aligmalarda ise TCF7L2
varyantlarinin meme kanseri olusumu riski ile iliskili olabilecegini ortaya koymuslardir.
Benzer sekilde Folsom ve ark. (2008), Hazra ve ark. (2008) ve Sainz ve ark. (2012)
tarafindan yapilan bagimsiz calismalarda ise TCF7L2 varyantlar1 ile kolon kanseri

arasindaki potansiyel baglantiya dikkat ¢cekilmistir.

Bu caligmalardan bagimsiz olarak rat endometriumunda yaptigimiz ¢alismalarda ratlarin
Ostrus siklusu boyunca dort evrede de o6zellikle, endometrial bazal stroma alanlarinda
orta kuvvetli ve kuvvetli sekilde immunreaksiyon gostermesi burada yer alan hiicrelerin
cekirdeklerinde bir transkripsiyon varligim1 desteklemis fakat Ostrus, metadstrus ve
diostrus donemlerde uterus epitelinde lokalize olmamasi heniiz bilinemeyen faktorlerin
etkili olabilecegini diislindiirtmiistiir. Siklusun dort evresinde de Real time PZR
sonuclarina gore, dstrus siklusu 6zellikle dstrus donemde en iyi eksprese olurken diger
evrelerde orta seviyede gen ifadesi gostermistir. Implantasyon ve Tcf iliskisi
diisiintildiiglinde gebeligin yedinci giinii Tcf molekiilii i¢in primer desidual alanlarda
kan damar1 ¢evresinde kuvvetli immunreaksiyon gostermesi wnt sinyal yolaginin
implantasyon asamasinda beta-katenin TCF/LEF-1 transkripsiyon yolunun gebeligin
baslangicindan itibaren gérev almasini destekler nitelikte olmustur. Ozellikle gebeligin
ilerleyen giinlerinde sekizinci ve dokuzuncu giinde spesifik 6zellik gosteren TCF
molekiiliinlin embriyo hattinda sitoplazma da degil de daha c¢ok ¢ekirdekte
boyanmasinin yaninda dev trofoblast hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde de lokalize olmasi
cekirdek icerisinde bir transkripsiyon oldugunu gostermekte bu sonucun ise desidual
hiicrelerin ¢ekirdeklerindeki farklilasmadan kaynakli olabilecegi diistiniilmektedir.
Primer ve sekonder desidual alanlarda yer alan desidual hiicrelerin ¢ekirdeklerini
boyamasi beta-katenin proteininin pargalanarak sitoplazmadan girdigini ve sinyalin
cekirdege ulastigimi bu sayede TCF/LEF-1 transkripsiyon faktorlerinin inhibitorler
tarafindan baskilanmayarak Wnt/beta-katenin sinyal yolunda hedef genlerde
transkripsiyonu gerceklestirdigi sonucuna varilmistir. Real time PZR istatistikleri
yedinci giinde ortalama bir ekspresyon gostermis, sekizinci glinde histolojik ¢alismalari
daha az dogrular nitelikte calisirken, dokuzuncu giinde ekspresyon yeniden orta

seviyeye inerek caligmalarimizi desteklemistir. Elde ettigimiz bulgular sonucu TCF
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molekiiliinin TCF/LEF-1 ile beraber bir transkripsiyon faktorii oldugu gebeligin

ilerleyen donemlerinde daha etkili olabilecegini gostermistir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

6.1. Sonuclar

» Wnt sinyali, Wnt molekiilleri ve Wnt ligandlari, Frizzled alicilart membran
alicilart olan cesitli faktorlerle, Wnt sinyali inhibitor faktorlerini icerir. Rat
endometriumunda, hem 0Ostrus siklusu doneminde hem de gebeligin 7. 8. ve 9.
giinlerinde, Wnt sinyal yolagi molekiilleri olan Wnt-3, Wnt-7a, B-katenin,
kaspaz-9, LEF-1 ve TCF’nin ekspresyonlari, Wnt/B-katenin sinyal yolaginin bu
stireclerde etkili oldugu ve bu sinyal yolaginda rol alan faktorlerin aktivitelerini
desteklemistir. Wnt sinyalizasyonunun, gelisim ve hiicre Oliimiiniin
belirlenmesinde oldukca 6nemli bir rolii oldugu bilinmektedir. Ostrus siklusunun
farkli donemlerinde, Wnt sinyal yolagi molekiillerinin stromal alanlar, bez
epiteli, uterus epiteli ve kan damarlarinda, insanlardaki sekresyon (luteal) ve
proliferasyon donemleri baz alinarak karsilastirilmis ve farkli ekspresyon
seviyeleri, Ostrojen ve progesteron miktarina gore degisiklik gostermistir. Hiicre
olimii  (apoptoz), hiicre c¢ogalmasi, plasentasyon, embriyo gelisimi,
desidualizasyon ve transkripsiyon gibi olaylarda, Wnt sinyal molekiillerinin
etkileri oldugu ve bu mekanizmalar1 kontrol ettikleri bilinmektedir.

» Basarili bir implantasyonun gerceklesebilmesi, uterus epiteli ve uterus glandular
bezlerinin gelisimi i¢in Wnt sinyal yolagi molekiillerinden Wnt-7a’nin, bu
stireclerde Onemli bir rolii oldugu, desidual hiicrelerde ve implantasyon
alanlarinda, hiicre c¢ekirdeginde meydana gelen transkripsiyonun beta-katenin
bagimli TCF/LEF-1 proteinlerince ger¢eklesmistir.

» Beta- katenin 0Ostrus siklusu boyunca endometriumda farkli bolgelerdeki
lokalizasyonlar1 takip edilmistir. Uterus epitelinde, bez epiteli ve stromal
bolgelerde farkli seviyelerde lokalizasyon gostermistir. Farkli seviyelerdeki bu
lokalizasyonun ise progesteron ve Ostrojen hormonlar1 etkisinde olabilecegi
diisiiniilmiis ve gebelik donemi endometriumunda embriyo hattinda, stromal
alanlarda, bez epitelinde izlenen kuvvetli immunreaktivite beta-kateninin
sitoplazma igerisinde aktif olup ¢ekirdekte ve hiicreler arasi membranlarda, etkili
oldugunu ispatlamistir. Buradan wnt sinyal yolaginda beta-katenin molekiiliiniin
endometrial siklus ve gebelik donemi giinlerinde yikimi gerceklesmeyerek
maksimum seviyede bulundugu ve buna bagli olarak hiicre ¢ekirdeginde aktif

rol almasiyla sinyal yolagini aktive ettii sonucuna ulasilmistir. Bu sonuglara
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bagl kalarak beta-katenin proteininin Wnt sinyal yolagi i¢in 6nemli bir etken
oldugunu gostermistir.

Rat endometriumunda Ostrus siklusu donemlerinde ve gebeligin ¢alisildig 7. 8
ve 9. giinlerde, uterin epitelde, stromal alanlarda, embriyo alanlarinda, kan
damarlar1 ve desidual bolgelerde Wnt sinyal yoluna baglh kalarak, kaspaz ailesi
tiyelerinden kaspaz-9’un hiicrenin programli Sliimiinii (apoptoz) baslattig
bilinmektedir.

Peri-implantasyon siireci boyunca, Wnt molekiillerinin hem kanonikal hem de
nonkanonikal sinyal yolaklarmi kullanarak, fonksiyon gorebileceklerini ve her
bir molekiilin endometriumda, molekiiler ¢aligmalarla da desteklendigi gibi,
farkli ekspresyonlar1 ve farkli fonksiyonlar olabilecegi sonuglarina ulagilmistir.
Wnt-3 molekiiliiniin 6strus siklusu dénemlerinde stromal alanlar baza alinarak
insanlardaki proliferatif fazin denk geldigi distliniilen prodstrus ve Ostrus
donemlerde, sekretuar faza denk geldigi diisiiniilen metadstrus ve didstrusa gore
artis gosterdigi gorlilmiis ve bu sonucun proliferatif fazda Ostrojen etkisiyle
stromal alanlarda meydana gelen degisiklikten kaynakli olabilecegi sonucuna
ulasilmigtir.  Gebelik donemi diisiiniildiigiinde ise Wnt-3 molekiiliiniin
implantasyonda rol aldig1 goriilmistiir.

Wnt sinyal yolaginin, kanonikal yol iizerinden aktivasyonu implantasyonda
blastosist- uterus etkilesimlerinin koordine edilmesinde ¢ok ©6nemli bir roli

oldugu bilinmektedir.

147



6.2. Oneriler

v

Son yillarda yapilan bir¢ok arastirma, implantasyon doneminde uterus
endometriumunda meydana gelen morfolojik ve molekiiler degisiklikleri
anlamaya yoneliktir. Bununla birlikte bu siirecin nasil tetiklendigi ya da hangi
mekanizmalarin buna neden oldugu, hala tam olarak anlagilamamaigstir. Sunulan
bu calismadan elde edilen veriler, Wnt-3, Wnt-7a, B-katenin, kaspaz-9 ve LEF-
I/TCF proteinlerinin, normal 0&strus siklusu ve gebelik sirasinda uterus
endometriumunda ortaya ¢ikan degisikliklerde oynadiklari rollerinin bilinmesine
katki saglayacaktir.

Wnt sinyal yolagi molekiillerinden Wnt-3’iin, implantasyon ve ratlarin ostrus
siklusu donemlerinde, cok fazla caligma yapilmamis olmasma ragmen,
implantasyon déneminde etkili olabilecegi diisiiniilmekedir.

Beta-katenin, Wnt sinyal yolaginin en 6nemli bilesenidir ve implantasyon i¢in
oldukca oOnemlidir. Bu molekiiliin implantasyonun farkli gilinlerinde ne tiir
etkileri oldugu incelenmelidir.

Wnt-7a, uterus dokusu ve implantasyon i¢in oldukc¢a onemli bir molekiildiir.
Gebeligin baslangicinda ve ileri asamasinda, uterus epiteli ve glandular bez
olusumunda olas1 etkilerini tespit etmek amaciyla yeni caligmalar
planlanmalidir.

Transkripsiyon molekiilleri (TCF ve LEF-1) ¢ekirdek icin spesifik olup gebelik,
kanser ve beyin tiimorleri olgularindaki etkileri sorgulanmalidir. Bu
molekiillerin uterusun perimetrial ve miyometrial alanlardaki ekspresyon
diizeyleri arastirilmalidir.

Kaspaz-9, apoptoz siirecinde yer alan énemli bir Wnt sinyal yolagi proteinidir.
Kaspaz-9 ve kaspaz ailesinin diger iiyelerinin, implantasyon déneminde
endometriumda, baslatict ve sonlandirici kaspazlarla beraber, ekspresyon
diizeyleri incelenmelidir.

Wnt sinyal yolagi molekiilleri, steroid hormonlardan etkilendikleri igin,

ovaryum dokusu tizerindeki olasi etkileri belirlenmelidir.
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