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OZET

PERI-IMPLANTASYON DONEMINDE SICAN
ENDOMETRIUMUNDA WNT-p KATENIN YOLAGININ MATRIX
METALLOPROTEINAZ EKSPRESYONUNDAKI ROLU

Rasim HAMUTOGLU
Yiiksek Lisans Tezi
Histoloji-Embriyoloji A.D.
Danisman: Prof.Dr. H. Eray BULUT
2019, 181 sayfa

Implantasyon siireci, uterus ve implante embriyo arasinda karmasik ve
senkronize molekiiler ve hiicresel olaylar1 icerir.

Wnt-f katenin sinyal yolagi pre-implantasyon embriyo gelisimi, implantasyon
icin blastosist aktivasyonu, uterus gelisimi ve desidualizasyon gibi ¢oklu implantasyon
ve desidualizasyon olaylarinda oldukga kritik rollerde gorev alir.

Implantasyon sirasinda, matriks metalloproteinazlarin, endometriumda ve
embriyo invazyonunda desidualizasyona eslik eden doku yeniden sekillenmesinde rol
oynadig bilinmektedir.

Bu calismada, peri-implantasyon doneminde sican endometriumunda Wnt-f3
katenin sinyal yolagi araciliglyla matriks metalloproteinaz ailesinden MMP-2
(Jelatinaz-A), MMP-7 (Matrilsin-1) ve MMP-9 (Jelatinaz-B) proteinlerinin
immiinolokalizasyonlar1 belirlenerek olasi rollerinin arastirilmasi amaclandi. Uterus
dokularindan alinan kesitlere hematoksilen&eozin (H&E) ve immiinfloresan (IF)
boyamalar uygulandi. Ayrica uterus endometriumu kiiretaj yoluyla kazinarak alinan
pargalardan bu proteinlerin mRNA ekspresyonlar1 Real-Time PZR yontemi ile
belirlendi.

Real-Time PZR analizleri, peri-implantasyon doneminde tiim endometrium
mRNA’sinda Wnt’ler ve P-katenin’in yani sira MMP-2, MMP-7 ve MMP-9’un
ekspresyon varligini gostermistir. MMP-2, MMP-7 ve MMP-9’un ifadesi 6zellikle
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dstrus ve/veya metadstrus evresinde daha yiiksekti. Ozellikle 6strus siklusunda MMP-7
mRNA’s1 i¢in ¢ok kuvvetli sinyaller tespit edildi. Gebelik sirasinda endometrial MMP
ekspresyon seviyesinde 7,5. giinden 9,5. gline dogru gidildik¢e bir artis gozlendi.
Bununla birlikte, 7,5. giin gebe uterusunda Wnt7a’nin mRNA diizeyi saptanmadi.
Immiinfloresan analizlerinin sonuglarina gére, peri-implantasyon siirecinde gebe
olmayan sigan endometriumunda Wnt’lerin ve MMP-2 ile MMP-9’un tiim evreler
boyunca genellikle endometrial bazal stromada ve kan damarlarinin endotelinde, B-
kateninin tiim evreler boyunca endometriumun biitiin bolgelerinde, MMP-7’nin ise
cogunlukla luminal epitel, endometrial bez epiteli ve kan damarlarinin endotelinde
lokalizasyonlar1 gosterilmistir. Gebe sican uterusunda ¢alisilmis olan biitiin proteinlerin
gebelik siiresi boyunca anti-mezometrial ve mezometrial desidual lokalizasyonlarda

ekspresyonlar1 gosterilmistir.

Sonu¢ olarak, kanonikal Wnt-p katenin sinyal yolagi proteinlerinin
ekspresyonlar1 arasindaki Onemli farklilik ve matriks kompozisyonundaki bu
degisikliklerin, Ostrus siklusu homeostazisinde ve basarili embriyo implantasyonunda
gerceklesen desidualizasyon, trofoblast invazyonunun kontrolii ve plasentasyon gibi

stireclerde 6nemli roller tistlendigi savini giiglendirmistir.

Anahtar Kkelimeler: Implantasyon, Wnt, MMP-2, MMP-7, MMP-9,
Endometrium, Sican, Immiinfloresan, Real-Time PZR



ABSTRACT

THE ROLE OF WNT-p CATENIN SIGNALING ON THE MATRIX
METALLOPROTEINASE EXPRESSION IN THE RAT ENDOMETRIUM
DURING PERI-IMPLANTATION PERIOD
Rasim HAMUTOGLU

Master of Sciences Thesis
Department of Histology-Embryology
Supervisor: Prof. Dr. Hiiseyin Eray BULUT

2019, 181 pages

The implantation process involves complex and synchronized molecular and

cellular events between the uterus and the implanted embryo.

The Wnt-f catenin signaling pathway (canonical pathway) plays a critical role in
multiple implantation and decidualization events such as pre-implantation embryo

development, blastocyst activation for implantation, uterine growth and decidualization.

During implantation, matrix metalloproteinases are known to play a role in
tissue remodeling associated with decidualization in endometrium and embryonic

invasion.

In the present study, we aimed to investigate the possible roles and
immunolocalizations of MMP-2 (Gelatinase-A), MMP-7 (Matrylsin-1) and MMP-9
(Gelatinase-B) proteins through the Wnt-3 catenin signaling pathway in the rat
endometrium during peri-implantation period. Paraffin sections were stained by using
haematoxylene-eosine and immunoflouroscence methods. The mRNA expressions of
these proteins were also determined by using Real-Time PCR, obtained fragments by

scraping the uterine endometrium through curettage.

Real-Time PCR analysis showed expression of MMP-2, MMP-7 and MMP-9 as
well as Wnts and B-catenin in all endometrium mRNA during the peri-implantation

period. The expression of MMP-2, MMP-7 and MMP-9 was higher, especially in the
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estrous and/or metaestrous. In particular, very strong signals for MMP-7 mRNA were
detected in the estrous cycle. During pregnancy, an increase in endometrial MMP
expression level was observed from 7.5th day to 9.5th day. However, Wnt7a mRNA
was not detected on the 7.5th day of pregnancy.

According to the findings of our immunofluorescence analysis, during the peri-
implantation period, Wnt3, Wnt7a, MMP-2 and MMP-9 in the non-pregnant rat
endometrium were usually found in the endothelial basal stroma and endothelium of the
blood vessels in all stages of estrous cycle; B-catenin in all parts of the endometrium
throughout all stages; and MMP-7 has been shown in the localization of the luminal
epithelium, endometrial glandular epithelium and endothelium of the blood vessels. All
proteins studied in pregnant rat uterus have been shown to be expressed in anti-

mesometrial and mesometrial decidual localizations during pregnancy.

In conclusion, significant differences between the expression of canonical Wnt-f3
catenin signaling pathway proteins and changes in matrix composition were considered
to play crucial roles in processes such as decidualization, trophoblast invasion control

and placentation in estrous cycle homeostasis and in a successful embryo implantation.

Key Words: Implantation, Wnt, MMP-2, MMP-7, MMP-9, Endometrium, Rat,

Immunoflorescence, Real-Time PCR
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1. GIRIS

Memelilerde implantasyon; hem embriyodan hem de endometriumdan koken alan
hiicresel, hormonal ve molekiiler faktorlerin rol aldigt kompleks ve hala tam
aydinlatilamamis bir siiregtir. Embriyonun 6ncelikle desidua igerisine yerlesip sonra da
annenin dolagim sistemine plasentay1 olusturmak icin ulasmasini kapsayan bir seri islem
olarak tanimlanmaktadir. Bu esnada endometrium ile embriyo arasinda biiyiime
faktorleri, hormonlar, adezyon molekiilleri, ekstraseliiler matriks ve prostoglandinler ile
olusan karmasik bir diyaloglar zinciri vardir. Embriyo bu etkenlerle epitele yapigsmakta,

bazal membrana dogru inmekte ve stromaya invaze olmaktadir.

Peri-implantasyon periyodu sirasinda, sitokinler gibi bazi molekiiller, biiyiime faktorleri
ve hormonlar embriyo ve maternal endometrium arasinda gerceklesen iletisimde kilit

rol ustlenirler.

Wnt sinyal iletimi, embriyo gelisimi ve doku olusumu igin gerekli olan baslica sinyal
yolaklarindan birisidir. Yapilan caligmalar bu sinyal yolaginda ortaya ¢ikan sorunlarin
kusurlu embriyo ve dokularin olusumuna neden oldugunu gostermistir (Logan ve
Nusse, 2004). Dolayistyla, Wnt sinyal yolaginin bozulmasi gelisim bozukluklarma ve

kansere neden olmaktadir (Logan ve Nusse, 2004).

Embriyo implantasyonu ve uterus desidualizasyonu ile iliskili sayisiz sinyal molekiilleri
ve yolaklar1 arastirilmis olmasia karsin, embriyo-uterus arasindaki etkilesimler hala
tam olarak bilinmemektedir. Memeli implantasyonunda Wnt sinyal yolaginin roliiniin
Ooneminin anlasilmasi kiiresel genomik mikroarray taramasi ve transgenik fare
modellerinin kapsamli uygulamalar1 sayesinde elde edilmistir (Zhang ve Yan, 2016).
Son yillardaki arastirmalar, Wnt sinyal yolaginin pre-implantasyon embriyo gelisimi,
implantasyon icin blastosist aktivasyonu, uterus gelisimi ve desidualizasyon gibi ¢oklu
implantasyon ve desidualizasyon olaylarinda oldukga kritik bir role sahip olduguna dair

artan sayida kanit saglamistir (Zhang ve Yan, 2016).

Wnt gen ailesinin en az 19 {iyesi insanlar ve farelerde tanimlanmistir. Bu ailenin her bir
iiyesi cogalma, farklilasma, apoptoz ve goc gibi farkli hiicresel fonksiyonlarda anahtar
bir rol istlenir. Wnt proteinleri; frizzled proteinleri ve lipoprotein reseptor-iliskili
proteinler 5 ve 6 (LRP5/6) olan iki reseptor ailesine baglanarak klasik kanonikal Wnt
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sinyal yolagin1 aktive eder. Sonug¢ olarak, stabilize edilmis B-katenin sitoplazmada
birikir ve Tcf/Lef transkripsiyon faktorleri ile etkilesime girmek ic¢in ¢ekirdegin igine

transloke olur, boylece hedef genlerin transkripsiyonu etkilenir (Chen vd., 2009).

Wnt genleri; dogumdan sonra disi iireme sisteminin farklilagmasini ve olgunlagsmasini
baslatan epitelyal-mezensimal etkilesimleri yonlendirmede kritik bir role sahiptir.
Ayrica bu genler embriyogenez ve erginlik sirasinda belirli bir ekspresyon modeli

sergilemektedir (Carta ve Sassoon, 2004; Kikuchi vd., 2011).

Spesifik Wnt sinyal yolagi iiyeleri iireme hormonlar1 tarafindan kontrol edilen
endometriumdaki siklik degisimlere (menstrual dongii) ilaveten desidualizasyon ve
endometrial bez olusumlar1 gibi endometrial olaylarda 6nemli oldugu belirtilmistir
(Tepekoy vd., 2015). Kanonikal (Wnt-3 katenin) yolakla aktive olan Wntl, Wnt3,
Wnt3a, Wnt7a ve Wnt8 ile non-kanonikal yolakla aktive olan Wnt2, Wnt4, Wnt5a,
WntSb, Wnt6, Wnt7b ve Wntll farelerde, insanlarda ve koyunlarda peri-
implantasyonda onemli roller oynadigi kanitlanmistir (Hayashi vd., 2007; Chen vd.,
2009; Sonderegger vd., 2010). Wnt sinyal iiyeleri ayrica menstrual dongiliniin farkl

fazlarinda farkli ekspresyonlar gostermektedir.

B-katenin hem glandular hem de stromal hiicrelerde eksprese edilir ve endometrial
siklusun hem proliferatif hem de sekresyon fazi sirasinda yiiksek seviyede eksprese

edilir. Ayrica GSK-3f ve Dvl-1 de bu fazlarda eksprese edilir (Tulac vd., 2003).

Uterus gelisimiyle de iliskili olan Wnt gen ailesinin en Onemli iiyelerinden biri
Wnt7a’dir. Wnt7a ve Wnt5a uygun uterus bez olusumu icin gereklidir, ayrica Hoxa-10
ve Hoxa-11 gibi baz1 Hox genlerinin regiilasyonunda goérev alir (Miller ve Sassoon,

1998).

Uygun Wnt7a ve [-katenin ekspresyonu iireme siireci sirasinda spesifik zaman
noktalarinda gereklidir ve bu proteinlerin ifadelerinin bozulmasi, embriyo
implantasyonu i¢in gerekli reseptif asamayi1 basarmak icin uterusun hazirlanmasinda
kusurlara sebep olarak dogurganlik bozukluklarina neden olabilir (Mohamed vd., 2005;
Jeong vd., 2009; Spencer vd., 2012).



Matriks metalloproteinazlar (MMP) ekstraseliiler matriks (ECM) ve bazal membran
bilesenlerini parcalama yetenegine sahip ve aktif bolgesinde ¢inko iyonu (Zn'?) igeren
multijen bir proteinaz enzim ailesidir. Latent formda salgilanirlar ve proteolitik
aktivitelerini gostermeleri i¢in organik olarak organomerkiiriyel bilesenlerle aktive
olmalar1 gereklidir. Substrat 6zgiilliiklerine gore 4 alt gruba ayrilirlar, bunlar kollajenaz,
stromelisinler, membran-tipi matriks metalloproteinazlar ve jelatinazlardir (Matrisian,
1992). Bu enzimler doku yeniden yapilanmasi, morfogenez, yara iyilesmesi,
embriyogenez, embriyo implantasyonu gibi fizyolojik durumlarda ve ayni zamanda
timor hiicre invazyonu ve metastaz gibi patolojik siire¢lerde Snemli bir rol
oynamaktadir. Daha Onceden tanimlanmig matriks metalloproteinazlarim 7 iiyesine

ilaveten, bugiin 18 den fazla enzim bildirilmektedir (Catania vd., 2007).

MMP-2 ve MMP-9 bazal membranin énemli bir yapisal bileseni olan Tip IV kollajeni
degrade eden jelatinazlardir (Catania vd., 2007). Onceki ¢alismalar MMP-2 ve MMP-
9’un roliiniin hiicresel invazyonda ekstraseliiler matriksin bir bileseni olarak

gostermistir (Zhao vd., 2011).

Insan pre-implantasyon embriyosu, bazal endometrial membranlarmin temel bileseni
olan kollajen IV’ii degrade edebilme 6zelligine sahip MMP’leri {iretirler ve bu proteinaz
aktivitesi zamanla kiiltiirde artis gdsterir (Puistola vd., 1989). Invaziv ilk trimester insan
sitotrofoblastlar1 (CTBs) in vitro kosullarda ECM degradasyon aktivisitesini gosteren
bir takim MMP’leri sentezler. Sadece MMP’lerden bazilar1 non-invaziv hiicrelerde geg
gestasyonda bulunurlar (Fisher vd., 1989). Tip IV kollajenazlar arasinda, 72 kDA
agirhigindaki Jelatinaz A (MMP-2) non-invaziv fibroblastlar tarafindan iiretilirken, 92
kDA agirhigindaki Jelatinaz B (MMP-9) CTB’ler i¢in oldukg¢a 6zgiindiir ve invazyon
icin anahtar bir role sahiptir (Fisher vd., 1989; Librach vd., 1991; Bischof vd., 1995).
Diger verilerde, in situ extravilloz trofoblast (EVT) hiicreleri tarafinda eksprese edilen
MMP-2 ve MMP-9’un trofoblast invazyonunun diizenlenmesinde 6nemli oldugu

belirtilmistir.

Baz1 faktorler MMP’leri inhibe etmektedir. Bunlarin arasinda, metalloproteinazlarin
spesifik doku inhibitorleri (TIMPs) in vivo kosullarda bu enzimlerin aktivitesinin
diizenlenmesinde kritik rollere sahiptir. Ovulasyon, implantasyon, gestasyon, laktasyon

ve involiisyon dahil iiremeyi i¢eren pek ¢ok siire¢ TIMP ve/veya MMPs aktivasyonuna
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gerek duymaktadir. Fonksiyonel MMP-9 ve TIMP-1’in fertilizasyondan sonra blastosist
implantasyonu sirasinda ifade seviyeleri artmaktadir. Blastosistin luminal epitel ve
stromaya invajinasyonun saglanmast MMP’ler ile iligkilidir. Sican embriyosu gelisimi
sirasinda MMP’lerin ana gruplarindan olan kollajenaz, jelatinaz ve stromelisin ifade
seviyeleri embriyonun uterus duvarina implante oldugu sirada kademeli olarak artis
gosterir. TIMP-1 mRNA miktarinda bu donemde 6-8. giinlerde gozlenen pik, embriyo
gelisiminde en fazla invazyonun gozlendigi donemle uyumludur (Khokha ve

Waterhouse, 1994; Murray ve Lessey, 1999).

MMP ekspresyonu ilging bir sekilde dokunun tipine gore farklilik gosterir. MMP
ekspresyonunun en kayda deger degisimi insan endometriumu ya da dogum sonrasi fare

uterusu gibi yogun dongiisel yapilanma gegiren dokularda gelistigi ortaya ¢ikmistir.

Endometrium degismeye basladiginda ve Ostrojen hormonu seviyesi progesterona gore
nispeten arttiginda, insan endometrium luminal epitel hiicrelerinde MMP’lerin yiiksek
aktivitesi; menstrual dongiiniin proliferatif, ge¢ sekretuar ve menstrual fazlari sirasinda
gdzlenmistir. Ozellikle ekstrakorporeal fertilizasyon durumunda basarili embriyo
implantasyonunun, uterus durumuna ve MMP’lerin aktivitesine bagli oldugu
gosterilmistir. MMP ekspresyonu, icerigi ve aktivitesi seks hormonlari tarafinda regiile
edilir. Progesteron ve Ostrojen endometrial hiicre kiiltlirlerinde metalloproteinazlarin
aktivitesini diisiirirler fakat hormonlarin yoksunlugu durumunda, menstruasyon
dongiisii sirasinda uterin luminal epiteli i¢in tipik olan endometrial hiicrelerini
morfolojik degisimlerini takiben metalloproteinaz aktiviteleri dramatik bir sekilde artar
(Natoli vd., 2005). Bu ¢alismada sigan endometriumunda peri-implantasyon doneminde
MMP-2, MMP-7 ve MMP-9 proteinlerinin Wnt/B-katenin sinyal yolagi araciligiyla
immiinolokalizasyonlar1 belirlenerek immiinfloresan ydntemi ile olas1 rollerinin
arastirilmasi ayrica uterus endometriumu kiiretaj yolu ile kazinarak alinan parcalardan
bu proteinlerin mMRNA ekspresyonlarmin Real-Time PZR ile incelenmesi
amaclanmaktadir. Bu caligma ile insan implantasyonunda ortaya c¢ikan sorunlarin

giderilmesi i¢in bir hayvan modeli lizerinden yorum yapilabilmesi amaglanmaktadir.



2. GENEL BIiLGIiLER
2.1. Uterus

Uterus; pelvis boslugu i¢inde rektumun 6niinde, mesanenin ise arkasinda yer alan armut
sekilli ve kalin duvarli miiskiiler bir organdir. Dogurmamis bir eriskinde, boyu 8 cm,
genisligi 5 cm ve kalinhig 2.5 cm’dir (Yildirim, 2015). Uterusun tuba uterinaya
superolateral yonden ve vajinaya inferior yonden baglanan bir liimeni bulunur. Organin
en bliyiik kismi olan govdeye sag ve sol tuba uterinalar girer ve bunlarin arasindaki
kavisli iist kistm fundus adini alir. Uterus istmus’ta daralir ve silindirik bir yap1 olan
serviks icinde sonlanir. Serviksin liimeni yani servisk kanah her bitimde daralmis
acikliklara sahiptir: i¢ agiz (internal os) ana uterin liimene ve dis agiz (eksternal os)

vajinaya agilir.

Ovaryum ve tuba uterinalar ile iliskide oldugu baglar ve mezenterler ile desteklenen

uterus duvari 3 esas tabakaya sahiptir:

e Distaki bag dokusu tabakasi olan perimetrium, baglar ile devam eder. Bazi
bolgeler adventisyal olsa da mezotel ile cevrili seroza biiyiikk kismini

olusturur.

e Kas duvar1 ya da miyometrium, bag dokusu ile desteklenmis, diiz kas
igeren kalin bir kas tabakasidir. Diiz kasin i¢ ve dis tabakalardaki lifleri
genellikle organin uzun eksenine paralel diizenlenmis birbirine karigsmis
tabakalar1 olustururken, orta tabaka dairesel bir olusum gosterir. Dairesel
tabaka, zengin damar yapisindan dolay1 genellikle stratum vaskiilare (st.

vaskiilare) olarak adlandirilir.

e Endometriumun lamina propriasi ya da stromasi bol miktarda fibroblast ve
ara madde ile birlikte esas olarak demetler olusturmamis Tip III kollajen
icerir. Tek kath prizmatik epiteli hem silli hem de salgilayici hiicreler igerir.
Salgilayict hiicreler endometriumun tiim kalinligi boyunca uzanan c¢ok
sayida uterus bezlerini doser. Endometriumun iki konsantrik tabakasi

bulunur:



a. Fonksiyonel tabaka (St. fonksionalis): Yiizeyel islevsel tabaka ara
maddeden zengin silingerimsi bir lamina propriaya sahiptir ve yiizey
epiteliyle birlikte bezlerin uzunlugunun biiyiik bir bolimiini igerir.
Menstrual siklus sirasinda hormonal degisikliklerin bir sonucu olarak, ayda

bir dokiilmesi ve yenilenmesi s6z konusudur.

b. Bazal tabaka (St. bazalis): Yaklasik 1 mm veya daha az kalinlikta,
menstruasyon sirasinda degismeden kalan, endometriumun miyometriuma
komsu derin tabakasidir. Endometrial bezler fonksiyonel tabaka
dokiildiikten sonra endometrium epitelinin  yenilenmesi i¢in  (re-

epitelizasyon) bir kaynak olusturan bazal hiicreleri igerir.

Lig. ovarii Corpus uteri, Tuba uterina,
proprium Fundus Ostium uterinum

Isthmus tubae
uterinae

Extremitas

Cavitas uteri,
Facies anterior

Tuba uterina,
Pars uterina

Ampulla

tubae uterinae
Margo

mesovaricus Epoophoron

Ostium abdominale

tubae uterinae ile

birlikte infundibulum
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Appendix %
vesiculosa

Extremitas
tubaria
Ovarium Tunica mucosa Corpus uteri, Ostium abdominale
sinistrum (Endometrium) Tunica muscularis tubae uterinae'da
Margo liber fimbrialar

Isthmus uteri ) " Ostium anatomicum
: uteri internum

Canalis cervicis
Cervix uteri,
Cervix uteri, Portio supravaginalis
Portio vaginalis
Fornix vaginae,
Ostium uteri Pars lateralis

externum

Vagina, 6n duvar

Sekil 2.1. insanda uterus yerlesimi ve komsuluklari (Y1ildirim, 2015)

Sicanlarda ise uterus; fetuslarin embriyonik gelismesini gerceklestirdigi iki adet uterus
boynuzuna ayrilir ve serviks iizerinde iki uterin boynuzun birlestigi kisa bir uterus

gbovdesinden olusur.



Sekil 2.2. Sicanda uterusun yerlesimi (Siyah ok: Uterin boynuzlar; mavi ok: uterin
govde)

Spiral
arterler Gll. uterinac

" T eam— — i
Stratum { = SN,

compactum

Tunica Mmucosa
(Endometrium), <

Stratum
functionale Stratum <
spongiosum

Tunica Mmucosa
(Endometrium),
Stratum basale

Tunica muscularis
(Myometrium)

Basal kan
damarlan

Sekil 2.3. Insan endometriumunun tabakalari. insan endometriumu, fonksiyonel tabaka
(st. fonksiyonalis) ve bazal tabaka (st. basalis) olmak {izere iki bilesenden olugmaktadir.
Fonksiyonel tabaka her dongiide yeniden diizenlenir, bazal tabaka ise sabit kalir.
Endometriumun apikal yiizeyi tek bir luminal epitelyal hiicre tabakasi ile kaplanir ve
liimen invajinasyonlar1 uterus bezlerini olusturur. Altta yatan stromal hiicreler,
endometriumun ¢ogunlugunu olusturur ve bazal tabakadaki kdk-benzeri hiicreler,
fonksiyonel tabakadan her devrenin rejenerasyonuna izin verir. Endometrium, altta
yatan miyometriumdaki kan damarlarindan kaynaklanan fonksiyonel tabaka i¢indeki
spiral arterlerle vaskiilarize edilir (Muter vd., 2015).

Endometrium embriyonun invazyonuna izin veren, menstrual siklus ve gebelik
stiresince degisime ugrayan dort farkli hiicre grubu igerir; bunlar luminal ve glandular
epitelyal hiicreler, ¢cogu fibroblast olan stromal hiicreler, endotelyal hiicreler ve

endometriuma go¢ eden immiin sistem hiicreleridir. Epitelyal hiicrelerde gergeklesen
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morfolojik degisimler embriyonun adezyon siirecine katilirken, stromal hiicreler
proliferasyon evresindeki Ostrojen kaynakli ilk gelisiminin ardindan geg-sekresyon
evresinde progesteronun etkisi altinda desidual hiicrelere farklilagir (King, 2000; Horne
ve Blithe, 2007). Endometrial stromal hiicrelerin trofoblast invazyonu ig¢in reseptif bir
substrat sagladiklar1 ayrica oksidatif strese kars1 savunma mekanizmalari saglayarak ve
allojenik fetusun immiinolojik toleransina yardimci olarak embriyo implantasyonunu

destekledikleri gosterilmistir (Weimar vd., 2013).
2.2. Insanlarda Ureme Fizyolojisi

Ostrojen ve progesteron disi iireme sistemini kontrol ederler. Epitel hiicrelerinin ve bag
dokusunun ¢ogalmasi ve farklilagmasi bu hormonlarin etkisiyle gergeklesir.
Menopozdan sonra bu hormonlarin sentezinde goriilen azalma, iireme organlarinda
genel bir gerilemeye neden olur.

Puberte sonrasinda, hipofizin 6n lobunun uyarisiyla ovaryum hormonlart menstrual
siklus sirasinda endometriumun dongiisel-yapisal degisiklikler ge¢irmesine neden olur.
Menstrual dongii, ergenlikten menopoza kadar devam eden kadinlarda ortalama 28 giin

boyunca tekrarlayan olaylar serisidir. Menstrual dongii 3 evreden olusur:
2.2.1. Proliferatif Evre

Menstruasyondan sonra, uterus mukozasi ince olup, tasidigi bezler diiz ve dar
liimenlidir. Yenilenme fazinin baglangict ovaryum folikiillerinin arasindan kiigiik bir
grubun hizla biiyiimesine denk gelir; bu folikiiller dongiiniin basinda pre-antral
folikiilden antral folikiil asamasina gecis asamasinda olan folikiillerdir. Teka internalari
gelistiginde bu folikiiller aktif olarak Ostrojen salgilamaya baglar ve Ostrojenlerin
plazmadaki birikimleri giderek artar, bu da endometriumun proliferasyonunu saglar

(Cigek vd., 2004).

Ostrojenin uyarici etkisiyle hem epitelde hem de lamina propriadaki hiicrelerde mitoz
boliinme gerceklesir ve menstruasyon sirasinda kaybedilen endometriumun kalinlig
tekrardan olugsmaya baslar. Spiral arterler uzar, spiral tiibiiler bezlerin epitel hiicreleri
yukartya dogru goc¢ eder ve bezler kivrimli bir sekil alir, bu evreye ‘proliferasyon

evresi’ denir.



Yenilenme fazi sirasinda endometrium tek katli prizmatik epitel ile kaplidir. Artan
Ostrojen; folikiil uyaric1 hormon (FSH) salgisin1 baskilar, ancak dstrojen salgisi belli bir
diizeye gelince liiteinizan hormon (LH) salgisin1 uyarir ve LH’1n ani artisiyla ovulasyon

meydana gelir (Cigek vd., 2004; Kierszenbaum, 2006).

2.2.2. Sekretuar (Luteal) evre

Ovulasyondan sonra korpus luteum tarafindan {iretilen progesteronun etkisiyle sekretuar
evre baslar. Bu fazin 6nemli O6zelliklerinden biri {iretilen progesteron nedeniyle,
Ostrojenin etkisiyle gelismis olan bezlerin son derece kivrimli bir hale gelmesidir.
Endometriumda yer alan epitel hiicreleri vaskiilarize olur ve glikojen biriktirir. Luteal
evrenin ilerlemesiyle depolanan glikojen vakuolleri hiicrenin tabanindan liimene hareket
eder ve bezler salgilarin1 artirir. Daha sonra glikojen miktar1 azalir ve glikoprotein salgi
tirlinleri bezlerin llimenini genisletir. Bu fazda endometrium, salgilarin birikmesi ve
stromadaki 6dem sonucu maksimum kalinliga (5 mm) ulasir. Bu evreye ‘sekresyon

evresi’ denir (Carlos ve Carniero, 2003; Cigek vd., 2004).

Eger fertilizasyon gerceklesmisse, embriyo uterusa taginir ve ovulasyondan yaklasik 7

giin sonra salgilama evresinde bulunan uterus epiteline tutunur.

Embriyo implantasyonunun tehlikeye girmemesi i¢in progesteron miyometriumun diiz

kas hiicrelerindeki kasilmalar baskilar.

2.2.3. Menstrual evre

Oositin dollenmesi ve embriyonun tutunmasi ger¢ceklesmedigi zaman, korpus luteumun
islevi yaklasik 14 giin sonra sona erer. Bunun sonucunda kandaki progesteron ve
Ostrojen diizeyleri hizla diiser. Bu, spiral arterlerde kasilmalara neden olur, kan akimi
engellenir ve olusan iskemi damar duvarinin ve endometriumun fonksiyonel tabakasinin
bir kisminin oliimiine/nekrozuna neden olur. Kasilmalarin yukarisinda bulunan kan
damarlar1 yirtilir ve kanama baglar. Endometriumun fonksiyonel tabakasinin bir kismi
ayrilir ve endometriumun bazal tabakasi, interstisyel sivi kaybina bagli olarak biiziigiir

(Sadler, 2005). Bu evreye ‘menstrual evre’ adi verilir.



Sekil 2.4. Endometrial siklus ve hormonal kontrolii. Burada normal menstrual
dongiiniin seyrini gorebilirsiniz. Paralel olarak, dongiiniin her asamasinda degiskenlik
gosteren kadin hormonlarinin seyrini goreceksiniz (Reinhard ve Stoll, 2006).

2.3. Ratlarda Ostrus Siklusu

Insanlarda yaklasitk 28 giin siiren menstrual siklusun, ratlarda 4-5 giinde
gergeklesmesinden dolayil, sicanlar ile yapilan calismalarin ¢ok kisa siirede
tamamlanabilmesi saglanmaktadir. Kisa bir dongii uzunlugu, kemirgenlerin {ireme
dongiisii sirasinda meydana gelen degisikliklerini arastirmak i¢in ideal bir hayvan
modelidir ve tarihsel olarak ratlar, tercih edilen tiirler olmustur. Bu da rat modelinin bir
avantaji olarak goriilmektedir. 4 alt donemi kapsayan siklus doneminde prodstrus
yaklagik 12 saat, Gstrus evresi 9-15 saat, metadstrus evresi 21 saat ve didstrus evresi ise
ortalama 57 saat siirer (Miillazimoglu vd., 2005).

Proéstrus evresinde; LH ve ostradiol en yiiksek diizeye ulasir. Ostradiol, evrenin
baslangicinda en diisiik diizeydeyken evrenin ortalarina dogru en ytiksektir. Prodstrus
evresinde endometrium yiizey epitelinin proliferasyon hizi azalmaya baslar ancak yine
de maksimum proliferasyon ger¢eklesir. Bu asamada, uterus luminal epitel hiicrelerinin
boyutlar1 artarak yiiksek prizmatik hiicrelere doniistir (Mendoza-Rodriguez vd., 2002).
Mitotik figilirler evrenin sonunda yok olmasina ragmen, bezlerin sadece sinirli veya
epitelyal hiicre dejenerasyonu olmadan (dikkate deger endometrial epitelyal hiicre
dejenerasyonunun goriiniimii, prodstrusun sonunu/0strusun baglangicini isaret eder) ve
epitel tabakasi1 ve kiiclik enflamatuar hiicre infiltrasyonu ile birlikte sik goriilen mitozlar
vardir. Endometrial damarlar daha belirgin hale gelir ve stromada 6dem goriilebilir,

limen genellikle evrenin sonuna dogru belirgin bir sekilde genisler. Ostrus evresine
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gecerken Ostradiol diizeylerinde hafif bir azalma olur. FSH’da da yavas bir artis goriiliir
(Mendoza-Rodriguez vd., 2002).

Ostrus evresinde; LH hormonunun en yiiksek diizeye ulasmasi sonucu ovulasyon
gerceklesir. Bu durum prodstrus-Ostrus gegisi arasinda gerceklesmektedir. Uterus yiizey
epitelinde proliferasyon yoktur ancak hiicre boyutu maksimum uzunlukta oldugu i¢in
epitelde kalinlasma goriilmektedir. Epitelin bazi1 yerlerinde yalanct ¢ok katli epitel de
izlenir. Bu evrede epitelde apopitotik hiicreler goriilmektedir (Mendoza-Rodriguez vd.,
2002). Bu sekilde endometrial epiteldeki degisiklikler Ostrusun baslangicini
tanimlamaktadir; dnce bezlerde hiicresel dejenerasyon/nekroz ortaya ¢ikar, ardindan da
uterus yiizey epiteli oldukca belirgin hale gelir. Bunu mitotik aktivite ve lokosit
infiltrasyon kaybi eslik eder. Uterus boslugu iyice genislemis ve sivi birikimi de
artmistir.  Yiizey epitelindeki bu degisiklikler uterusta blastosist implantasyonun
gerceklesmesini saglar (Orchard ve Murphy, 2002).

Metaostrus evresinde; kan damarlar1 ve bezlerde azalma goriilmektedir. Ayrica
degisken bir I6kosit infiltrasyonu vardir. Progesteron hormonu evrenin ortalarindan
itibaren yliksektir. Bu fazda korpus luteum olusumu gerceklesir (Hubscher vd., 2005).
Diostrusun baslangicinda, uterus inaktiftir ve boynuzlar belirgin bir damarlanmaya
sahip degildir ve genellikle yarik benzeri bir liimene sahiptirler. Baslangicta birkag
mitotik aktivite vardir ve bezler 6zellikle inaktiftir, ancak evrenin ilerlemesi sirasinda
mitotik aktivitede bir miktar artis vardir. Ayrica, sonuna dogru, subepitelyal stromada
hafif bir 6dem goriilebilir. Bu agama sirasinda, Ostrojen (E2) seviyesi artmaya baslar
(Walmer vd., 1992). Progesteron sekresyonu bu evre boyunca ytiksektir.

Farkli memeli tiirlerinde Ostrus asamalarini belirlemek i¢in kabul edilen yontem vajinal
stirlintiidiir. Bu yontem, vajinal duvardan siirlintii alinmasi1 ya da vajinal yikama sonucu
elde edilen preparatlar iizerinde, her bir faz ile ilintili hiicre tiplerinin (epitelyal veya

kornifiye hiicre, 16kositler) histolojik olarak taninmasi esasina dayanur.

2.4. Pre-implantasyon Embriyo Gelisimi ve Implantasyon

Bir blastosist olusumuyla sonuglanan pre-implantasyon embriyo gelisimi ve
farklilasmasi, implantasyon i¢in gerekli bir siire¢ olan embriyonik genomun
aktivasyonunu gerektirir. Embriyonik genomun aktivasyonu iizerine, embriyo bir
blastosist olusturmak iizere hizla biiyiimeye baglar. Bir insan blastosist pre-

implantasyon embriyo gelisimi 5. ve 6. giinler arasinda olusur ve tipik olarak yaklasik
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256 hiicre igerir. Buna karsilik, 3. ve 4. giinler arasinda olusturulan bir fare blastosist
hiicrelerinin, bir hiicre boliinmesinin daha az oldugu ve yaklasik 164 hiicre icerdigi
diisiiniilmektedir (Niakan vd., 2012). Bu gecikmis embriyo gelisimi, embriyonik genom

aktivasyonu (EGA), sikisma ve blastosist olusumunun zamanlamasinda bir gecikme

igerir.
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Sekil 2.5. Insan ve fare pre-implantasyon embriyolarmda gelisim zamanlamasi ve hiicre
akibeti kararlari. Embriyonik genom aktivasyonu (EGA), i¢ hiicre kitlesi (IHK), epiblast
(Epi), primitif endoderm (PE), trofoektoderm (TE) (Niakan vd., 2012).

Blastosist evresinde embriyolar olgunlasir ve implantasyon yeterliligini kazanmak i¢in
zona pellusida’dan kurtulur. Farklilagmig ve genislemis blastosist ii¢ hiicre tipinden
olusur: dis polarize epitel trofoektoderm, ilkel endoderm ve pluripotent i¢ hiicre kiitlesi
(IHK). THK uygun embriyo i¢in gelecek hiicre soylarini saglar (McLaren, 1990; Hogan
vd., 1994) ve gelisim siirecindeki ilk epitel hiicre tipi olan trofoektoderm, uterin luminal
epitel ile ilk fiziksel ve fizyolojik baglantiyr saglar. Benzer morfolojik 6zelliklere sahip
ici bos bir hiicre kiitlesi olarak goriilen keseli blastosistlerde THK tanimlanamaz.
Trofoektodermin olusumu ve ardindan trofoblast dokuya doniismesi implantasyonun
baslatilmas1 ve hamileligin ger¢eklesmesi i¢cin ¢ok Onemli adimlardir. Trofoblast
hiicreleri, konseptus ve maternal fizyolojiyi otokrin, parakrin ve/veya jukstakrin sekilde
etkileyen ¢esitli biiyiime faktorleri, sitokinler ve hormonlar iiretirler (Petraglia vd.,
1998; Roberts vd., 1999).
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Pre-implantasyon embriyo gelisimi normalde zona pellusida'da gergeklesir. Bununla
birlikte, cesitli deneysel manipiilasyonlar ile zona pellusida’nin ¢ikarilmasi, in vitro
kosullarda embriyonik gelisimi engellemez (Sherman, 1978), bu glikoprotein
bariyerinin gelisimin ilerlemesi icin esas teskil etmedigini diisiindiirmektedir. Zona
pellusida’nin yapiskan olmayan dogasinin, embriyolarin tuba uterinaya ve buradan
uterusa dogru yolculuklarmi kolaylastirdigi diisiiniilmektedir. Fareler ve siganlarda,
lireme sistemi i¢inde yer alan blastosist agamasindaki normal embriyonik gelisim,
ovaryan 0strojen ve progesteronun varligini gerektirir (McLaren, 1971). Bu hormonlarin
yoklugunda embriyo sayisi azalmig ve embriyo basina diisen hiicre sayis1 azalmistir
(Bowman ve McLaren, 1970), ancak Ostrojen ve progesteron tedavisi bu kusurlar
tersine cevirir (Roblero ve Garavagno, 1979). Ciinkii 6strojen ve/veya progesteronun
dogrudan pre-implantasyon embriyosuna etki ettigine dair ikna edici bir kanit yoktur
(Paria vd., 1998). Embriyonik gelisimin, bu hormonlarin etkisi altindaki iireme
sisteminden kaynaklanan biiylimeyi tesvik eden faktorlere bagli oldugu
diisiiniilmektedir. Bununla birlikte, kiiltiir ortaminda normal gelisim, implantasyon
oncesi embriyolarin kendi biiylime faktorlerini {iretebildiklerini gostermektedir (Paria
ve Dey, 1990). Aslinda, embriyo igerisinde birka¢ biiylime faktori, sitokinler ve
bunlarin reseptorleri ekprese edilir ve bu faktorlerin embriyonik gelisim ve fonksiyonlar
tizerindeki ¢ogalma ve farklilasma etkileri gozlemlenmistir (Paria ve Dey, 1990; Carson

vd., 2000; Paria vd., 2000).

2.5. Pre-implantasyon Doneminde Endometrial Luminal Epitel ve Stromal
Degisiklikler

Implantasyon icin gerekli reseptivitenin elde edilmesinde endometriumun proliferasyon
fazindan sekretuar faza gecisi oldukg¢a Onemlidir. Primer endokrin gereksiniminin
temelini progesteron hormonunun varlig1 olusturmaktadir. Endometrium orta-sekretuvar
fazda 10-14 mm kalinhiginda olup sekretuar aktivite tepe noktasina ulagmistir.
Endometrial bez epiteli hiicrelerinin glikojen ve lipid igerigi artarken, endometrial

luminal epitel hiicrelerinin apikal ylizeyinde pinopod olusumu gézlenir (Giinalp, 2007).

Ostrojen ve progesteron hormonlarmin etkisi altinda otokrin ve parakrin yollarla
stromada degisiklikler meydana gelir. Stromal bag doku desiduaya farklanirken, stromal

hiicreler de daha biiylik ve poligonal hiicreler olarak izlenen desidual hiicrelere
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farklanirlar. Desidualizasyon olarak tanimlanan bu endometrial stromal reaksiyon,
implantasyon olmasa da, implantasyon penceresi doneminde endometrial stromada
ger¢eklesmektedir. Desidualizasyon siirecinde stromal hiicreler, kollajen-1V, heparan
stilfat, proteoglikan ve laminin-2 ve laminin-4 igeren bir ekstraselliiler matriks iiretir.
Desidual hiicrelerin mitotik aktiviteleri artar ve sitoniikleer genislemeleri ve bazal
membran olusumu ile tanimlanan predesidual hiicreler olarak ayirt edilebilirler ve ilk
olarak siklusun 22-23. giinlerinde kan damarlarim1 g¢evreleyen alanlarda goriliirler.
Implantasyon olmadig1 takdirde desidua gegici bir doku olarak gozlenir.
Implantasyonun gergeklesmesi ile desidual reaksiyon devamlilik gosterir (Giinalp,

2007; Aplin vd., 2008).
2.6.  Uterin Reseptivite ve Implantasyon Penceresi

Endometrial reseptivite kavrami, endometriumun embriyo implantasyonuna izin verdigi
ve blastosistin uterus yiizey epiteline sabitlenerek igine niifuz ettigi siirectir. Bu siire¢
sirasinda, endometrial ve embriyonik hiicreler arasinda kompleks ve senkronize
etkilesimler gerceklesir. Insanlarda reseptivite periyodu, diizenli bir menstrual
dongiintin 20 ila 24. giinleri arasinda (ovulasyon sonrast LH pikinden 6 ila 10 giin
sonrast) gerceklesir (Lessey, 2011; Rashid vd., 2011). Uterin reseptivitenin anahtari,
blastosist biiylimesini, baglanmay1 ve sonraki implantasyon olaylarin siirdiiren dinamik
ve tam kontrollii molekiiler ve hiicresel olaylardir. Bu dinamik siire¢, uterus
reseptivitesini belirtmek i¢in ovaryan steroidleri ile birlikte calisan sitokinler, homeobox
transkripsiyon faktorleri ve gelisimsel genleri kapsayan ¢esitli genleri igerir.

Ovaryan steroidleri olan progesteron ve Ostrojen, uterus reseptivitesini yonlendiren
baslica hormonlardir. Bu hormonlarin senkronize {iretimi, blastosistin baglanmasini ve
implantasyon siirecini baglatmasin1 saglayan uterusun yapisal ve fonksiyonel
degisikliklerine aracilik eder.

Bir dereceye kadar, uterin reseptivitenin penceresi esnektir ve farklt hormonal
ortamlarda modifiye edilebilir. Farelerde, blastosist normal uterin reseptivite
penceresinin disinda implantasyonu baslatabilir (Song vd., 2007). Ornek olarak,
blastosistler yalanci gebeligin 5. giinlinde transfer edildiginde reseptif olmayan uterusta
baglanma reaksiyonunu baglatabilirler, ancak normal blastosistler 6. giinde yalanci
gebelikteki uterusa transfer edildiginde implantasyon gerceklesmez (Song vd., 2007).
Ekzojen progesteron takviyesi, implantasyon penceresini 6. giinde siirekli 16semi
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inhibitor faktor (LIF) ekspresyonu ile uzatabilir (Song vd., 2007). Bununla birlikte, bu
ertelenmis embriyo implantasyonu, farelerde dogumdan 6nceki embriyonik Oliimlere
yol agar ve genellikle insanlarda erken gebelik kaybi riskiyle iliskilidir (Wilcox vd.,
1999). Progesteron ayrica endometrial reseptiviteyi indiikler ve implantasyon penceresi
stiresince izlenen pinopodlar bu siiregte morfolojik varliklar1 ile implantasyon
penceresini karakterize etmektedirler. Pinopodlar, endometrial epitelin apikal yiizeyinde
bleb (biiylik kabarik) benzeri ¢ikintilardir (Usadi vd., 2003). Bu yapilar birkag
mikrometre genisligindedir ve uterus liimeninde mikrovillus seviyesinin iizerine
cikmaktadir. Pinopod ekspresyonu, varsayilan implantasyon penceresine karsilik gelen
menstrual dongiide maksimum 2 giinliik kisa bir siire ile sinirlidir (Aghajanova vd.,
2003). Progesteron indiiksiyonuyla olusan ve implantasyon penceresi siiresince luminal
epitel yiizeyinde izlenen pinopodlar, blastosistin luminal epitel ile temasinin
saglanmasinda gorev alirlar ve uterin bosluktaki sivinin absorbsiyonunda rol
oynamaktadirlar (Dey vd., 2004; Wang ve Dey, 2006; Ovalle ve Nahirney, 2009).
Ustelik blastosist implantasyonuna ydnelik endometrial reseptivite icin ifadesi gerekli
bir homeobox geni olan Hoxa-10, pinopod gelisiminde ©nemli bir role sahiptir.
Gergekten de, Hoxa-10 ifadesini bloke etmek, pinopodlarin sayisini énemli Olciide
azaltir. Hoxa-10, endometrial stromal hiicre (ESC) proliferasyonu ve epitelyal hiicre

morfogenezini diizenleyerek endometriumda ikili bir rol {istlenir (Bagot vd., 2001).
2.7. Implantasyon

Implantasyon, blastosistin uterus endometriumu ile yakin fiziksel ve fizyolojik temas
icine girdigi bir siirectir. Embriyo implantasyonu, uterus ve embriyodaki bir¢ok faktor
tarafindan diizenlenen son derece karmasik bir fizyolojik siirectir ve altinda yatan
mekanizma heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Iimplantasyon; apozisyon, adezyon ve

invazyon agamalarini igeren ii¢ ardisik evrede gerceklesir:

2.7.1. Apozisyon

Apozisyon, blastosistin endometrial yiizeye ilk yapismasidir. Memelilerde, 6zellikle
kemirgenlerde apozisyon fazi baslamadan once stromal bir 6dem meydana gelir.
Stromal 6dem, uterus liimeninin daralmasindan dolay1 trofoektodermin mikrovilluslari
ile luminal epitelin parmak benzeri ¢ikintilar olusturmasi ve birbirine yakinlagmalarina

neden olur. Insanlarda, blastosist implantasyonunun ilk basamagi olan apozisyon
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sathasi, fertilizasyondan sonra yaklasik 6 ila 7. giinler arasinda ger¢eklesir. Bu agsamada
implante blastosist yaklasik 250 hiicreden olusur ve bu hiicrelerin ¢ogu blastosist
boslugunu ¢evreleyen dis ¢eperi ve i¢ hiicre kiitlesini kapsar (Benirschke vd., 2006).
Bu dis ¢eper, mononiikleotid trofoblast hiicrelerinden (trofoektoderm hiicreleri olarak
da adlandirilir) olusur. Implantasyon, trofoblastlarin apikal plazma membranlarmin,
uterus epitelinin apikal plazma membranlarina tutunmasi ile baglar. Bu siire¢ paradoksik
bir fenomen olarak ele alinmistir ¢iinkii epitelin apikal plazma membranlari normalde
yapiskan olmayan (non-adeziv) olarak tanimlanmistir (Benirschke vd., 2006). Buna
ragmen blastosistin trofoektoderm hiicrelerinin yapiskanligi ve uterus epitelinin apikal
plazmasi, implantasyon penceresi olarak tanimlanan kisa bir membran fazi igin
tutarlidir. Bu zamandan itibaren, uterus epitel hiicreleri oldukca salgilayici bir hale gelir
ve baglanmadan Once bile blastosisti etkileyebilecek olan ¢esitli diizenleyici molekiiller
uterus limenine salinirlar (Dimitriadis vd., 2010). Hem trofoektodermde hem de uterus
epitelyal hiicrelerinde ¢ok sayida hiicre adezyon molekiilii tanimlanmistir ve DNA
metilasyonundaki degisiklikler, murinlerde uterin stromal hiicre desidualizasyonuna
katkida bulunur (Gao vd., 2012). Ancak, giincel bilgiler bu olay1 6zellikle de maternal-
fetal ara yiiziindeki immiinolojik tanimay1 tam olarak agiklamak ya da ¢ogaltmak i¢in

yeterli degildir (PrabhuDas vd., 2015).

2.7.2. Adezyon

Adezyon, blastosistin yaklasik 6. giinde embriyoblast kutbunun (i¢ hiicre kisminin yer
aldig1 taraf) lizerinde yer alan trofoblastik hiicrelerin adezyon molekiilleri araciligiyla
endometriumun luminal epiteline tutundugu evredir. Reseptif fazin morfolojik belirteci
olan pinopodlar embriyolar i¢in tutunma alanlar1 olusturarak bu siirece katilir (Achache
ve Revel, 2006). Implantasyonun bu asamasinda luminal epitel hiicrelerinin apikal
membrani ile trofoblast hiicrelerinin plazma membranlar1 arasinda 20 nm’lik mesafe
kalacak sekilde birbirlerine paralel olarak konumlanirlar. Her iki yiizeyde de ekspresyon
diizeylerinde artis gézlenen adezyon molekiilleri ve ligandlar1 fetal-maternal etkilesimi
gergeklestirir. Bu siirecte adezyon molekiilii grubundan biri olan integrinler en énemli
rolii istlenirler. Hem Iuminal epitel hiicrelerinin hem de trofoblastik hiicrelerin
yiizeyinde ekspresyonu gozlenen avp3 integrini ve ligandi osteopontin implantasyon
asamasindaki ilk hiicre-hiicre etkilesiminde gorev alir (Dominguez vd., 2005). a3p1,

a6B4 ve aSPS integrinleri de adezyon siirecine katilan diger adezyon molekiilleridir
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(Dey vd., 2004). Adezyon fazi doneminde (PrabhuDas vd., 2015) meydana gelen
hiicresel olaylar taklit etmek veya diizenlemek i¢in ¢ok daha fazla bilgi gereklidir
clinkii her iki hiicre tipi de hiicre i¢i yapisma gerektirse de, hiicreler hiicre i¢i gevseme

ve harekete ihtiya¢ duyar.

Blastosistin gelisimi i¢in esas faktor olan E-kadherin, adezyon siiresince trofoektoderm
tarafindan yiiksek diizeylerde eksprese edilirken, adherens baglanti komplekslerinin
diger elemanlar1 ise luminal epitelin yiizeyinde eksprese olur. E-kadherinler baglanti
kompleksleri araciligiyla gerceklestirdigi homofilik hiicre-hiicre etkilesimi ile adezyon
siirecine katilir (Paria vd., 1999). Kadherin ailesi liyelerinden olan Cad-11, adezyon
siirecinde luminal epitel ile direkt etkilesime gecen sinsityotrofoblast ve ekstravilloz
yapidaki sitotrofoblast hiicrelerin yiizeyinde lokalize olur. Luminal ve glandular epitel
hiicrelerinin yilizeyinde de eksprese olan Cad-11, blastosistin endometriuma olan

adezyonunda rol oynar (Maccalman vd., 1996).

Transmembranik bir protein olan trofonin, farkli hiicreler aras1 homofilik baglantilarda
gorev alir. Trofonin adezyon islevini sitoplazmik proteinler olan tastin ve bystine
baglanarak olusturdugu kompleks araciligiyla gergeklestirir. Implantasyon siiresince ve
plasental gelisimin ilk donemlerinde trofoblast hiicreleri ve desidual hiicrelerin
ylizeyinde gozlenen trofonin kompleksi, implantasyon siirecinde yerini alir (Nadano

vd., 2002).

2.7.3. Invazyon

Invazyonun kontrolii, trofoblastlarm etkisi altinda olup anne ile vaskiiler bir iliski
kurmak i¢in trofoblastlarin luminal epitel ve bazal laminadan gecgerek endometrial
stroma igerisine dogru penetre olmalar1 ile karakterizedir. Invazyon, birgok memeli
tiirliniin gelismesinde, 6zellikle de invaziv veya invaziv olmayan trofoektodermlerde
(TE), invaziv TE hiicreleri (plasental villus trofoblastlar), desiduayr ve miyometriumun
i¢ licte birini iggal ettikleri, ardindan da uterin arteri yeniden modellemeye basladiklar
zamandir (PrabhuDas vd., 2015). Trofoblast invazyonu, implantasyon ve plasentasyon
sirasinda olduk¢a Onemli bir olaydir ve bu olay sadece blastosistin daha fazla
invazyonundan sorumlu degildir, aym1 zamanda gelismekte olan plasentanin
desteklenmesi ve gebelige adapte olabilmek icin utero-plasental arterlerin yeniden

modellenmesinden de sorumludur (Benirschke vd., 2006). Bu evre sayesinde
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embriyonun yasamini devam ettirmesi i¢in gereken maternal vaskiiler yatagin isgali ve
gelismis plasental sistemin olusumu saglanir (Giizeloglu-Kayishh  vd., 2007).
Implantasyonun ¢ok erken asamalarinda blastosistin implante embriyonik kutbunun
trofoblastlar1 proliferasyonun arttigini gostermektedir, bu da ¢ift katmanl trofoblast ile
sonuglanir. Dogrudan desiduaya bakan dis katmandaki komsu mononiikleotid
trofoblastlarin birlesmesiyle, sinsityotrofoblast olusur: bu gelismekte olan desiduanin
ekstraseliiler matriksinin enzimatik bdliinmesinden sorumlu trofoblast tipidir ve
fertilizasyonun 14. giinline kadar trofoblast invazyonunun ilerlemesine olanak saglar
(Benirschke wvd., 2006). Bundan sonra, ¢ogalan ve gd¢ eden sitotrofoblastlar
sinsityotrofoblast trabekiilii yoluyla trofoblastik kabuga ulasir ve sonunda desidual
stromaya penetre olur. Dolayisiyla, ¢ok erken invazyon siirecleri sinsityotrofoblast
tarafindan yiiriitiiliirken, fertilizasyonun 15. giiniinde, ekstravilloz trofoblastlar (EVT)
olarak da adlandirilan mononiikleer c¢ekirdekli sitotrofoblastlar, uterus dokusunu
miyometriumun i¢ iigte birine kadar istila eder. Bu baglamda, trofoblast invazyonu
lizerine yapilan ¢alismalarin biiylik ¢ogunlugunun, mononiikleer ¢ekirdekli trofoblast
hiicre dizileri kullanilarak  gelismis  implantasyon siireglerini  tanimladigi
unutulmamalidir (Kervancioglu-Demirci vd., 2016). Bu invazyona yanit olarak,
endometrial stromal hiicreler desidualizasyona ugrar. Cogu hamilelikte, embriyo
tarafindan salgilanan insan koryonik gonadotropin hormonu (hCG), ovulasyondan 8-10
giin sonra anne serumunda saptanabilir (Enders, 2000; Sharkey ve Smith, 2003). Bu
asamada sinsityotrofoblastlara invazyon yetenegi kazandiran ve plazminojenin,
plazmine doniisiimiinii saglayan matriks metalloproteinazlarin salinmasina yol agan
plazminojen aktivatoriiniin kisitlayict basamagi, desidual hiicrelerin major iiriinii olan

plasminojen aktivator inhibitorii-1(PAI-1)’dir (Gonzales vd., 1996).
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Sekil 2.6. Trofoblast invazyonunda rol alan proteinaz kaskadi. Trofoblast uPA, MMP-1,
MMP-9 ve MT1-MMP'yi dogrudan aktive eden plazmini aktive eder. Bu son MT1-
MMP, MMP-2'yi aktive eder (Lala ve Hamilton, 1996). (*) Stromelisin-3 ve uPA ayrica
sinsiyotrofoblastta eksprese edilir.

2.8. Desidualizasyon

Endometrial stromal hiicrelerin Ozellesmis desidual hiicrelere doniisme siirecini
kapsayan desidualizasyon, hamileligin kurulmasinda kritik bir adimdir. Insanlarda
desidualizasyon, menstrual siklusun orta-sekretuar fazi sirasinda endometrial stromal
hiicrelerin proliferatif genislemesi ile baslar (Wang vd., 2010). Mitotik genislemeden
sonra bu hiicreler, erken embriyonun desteklenmesi, maternal bagisikligin diizenlenmesi
ve trofoblast invazyonunun diizenlenmesi de dahil olmak iizere, erken gebelikte bircok
fonksiyona hizmet eden desidual hiicrelere farklilasir (Cha vd., 2012). Desidualizasyon
stireci, uzamig stromal hiicreler epiteloid hale geldikce, desidual hiicrelerin karakteristik
‘Arnavut kaldirimi’ gOriinlimiinii  benimseyerek, morfolojik bir doniisiimii igerir
(Gellersen ve Brosens, 2014). Bu doniisiim desidual hiicre farklilasmasimin bir
gostergesidir ve desidual hiicre sekretuar fonksiyonlarmin indiiksiyonu ile korelasyon
gosterir (Lane vd., 1994). Desidual hiicreler, yiiksek derecede salgilayicidir, maternal ve
embriyonik siirecleri diizenleyen c¢esitli biiylime faktorleri, sitokinler ve hormonlar
iiretir. Erken desidualizasyon sirasinda, endometrial stromal hiicreler, uterus dogal katil
(uNK) hiicrelerinin takviyesine katkida bulunan sitokinlerin bir ¢esidini salgilarken,

daha sonraki gebeliklerde bu hiicrelerin salgilar1 baskin olarak anti-enflamatuardir
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(Vinketova vd., 2016). Her ikisi de trofoblast invazyonunu destekledigi ve trofoblastin
maternal dokuya asir1 invazyonunu Onlediginden, desidual hiicreler trofoblast
invazyonunun diizenlenmesinde ikili bir rol oynarlar (Sharma vd., 2016). Ayrica,
desidual hiicreler, implantasyon bolgeleri yakininda gelistirilmis, desidual ve trofoblast
hiicrelerinin ¢ok hiicreli dallarinin organizasyonuna katkida bulunan gé¢men ve invaziv
davranig1 sergilemektedir (Grewal vd., 2008; Gellersen vd., 2010]. Bu islevlerin basarili
bir sekilde uygulanmasi, hamilelik boyunca anne ve fetiis saglig1 i¢in kritik dneme
sahiptir. Desidualizasyondaki erken defektler pre-eklampsi (gebelik zehirlenmesi),
intrauterin biiylime kisitlamas1 ve plasenta invazyon anomalisi dahil olmak iizere
hamileligin sonraki asamalarinda patolojilere katkida bulunabilir (Cha vd., 2012). Bu
nedenle, basarili desidualizasyonu kolaylastiran molekiiler sinyal yolaklarinin

anlasilmasi, saglikl gebeliklerin gelistirilmesi i¢in kritik oneme sahiptir.

2.9. Post-implantasyon Uterin Gelisim

Blastosist etrafin1 saran uterin stromal hiicreler baglanmadan sonra desidualizasyona
ugrar ve sonunda embriyo anti-mezometrial stromal yataga gomiiliir. Desiduanin bir
fonksiyonu, fonksiyonel bir plasenta olusturulmadan 6nce gelisen embriyoya beslenme
destegi saglamaktir. Sitokinler, homeobox transkripsiyon faktorleri, hiicre dongiisii
molekiilleri, ekstraseliiler matriks yeniden modelleme faktorleri ve lipit mediyatorleri
dahil cesitli sinyal molekiilleri, desidualizasyon sirasinda endometriumda ifade edilir ve

bu islem i¢in ¢ok 6nemlidir.

Eriskin fare uterusu, hamilelik sirasinda dinamik hiicresel ve molekiiler degisiklikler
gecirir, ancak bu degisiklikler yeni hiicre tiplerinin, 6rnegin desidual hiicrelerin ve
sinirlarinin ~ tahsisini  belirlemek i¢in  nasil koordine edilir, biiyilkk 06lgiide
bilinmemektedir. Desidualizasyon anti-mezometrial kutupta baglar, daha sonra
mezometrial kutba, muhtemel plasentasyon bdlgesine uzanir. Bu durum implantasyonu,
embriyonik eksenle hizalayarak antimezometrial-mezometrial (AM-M) dogrultuda
yonlendirir (Wang ve Dey, 2006). WNT sinyallemesinin, kemik morfogenetik protein
(BMP) ve fibroblast biiyiime faktorii (FGF) ile isbirligi i¢cinde, implantasyonun AM-M
dogrultuda yonlendirilmesine yardimci oldugu ve desidualizasyon sirasinda bu sinirlar

belirledigi diisiiniilmektedir (Daikoku vd., 2004).
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2.10. Implantasyonda Rol Oynayan Molekiiller

Uterin endometrial hiicrelerinin proliferasyonu ve farklilasmasi da peri-implantasyon
sirasinda kritik adimlardir. Ekstraseliiler matriks (ECM), adezyon molekiilleri, lipit
mediyatorleri ve transkripsiyon faktorleri dahil olmak {izere bu siirece birgok molekiil
dahil olmaktadir. Bagarili embriyo implantasyonu, uterus ve embriyo arasindaki
hiicresel ve molekiiler karigmalara baglidir; bununla birlikte, altta yatan molekiiler

yollarin aydinlatilmasi, onlarin karmasikligi ile engellenmistir.

2.10.1. insan Koryonik Gonadotropin Hormonu (hCG)

hCG, konseptusun bilinen ilk hormonal sinyalidir. hCG mRNA's1, 8-hiicreli evreye
(Jurisicova vd., 1999) kadar erken transkribe olurken, blastosist, implantasyondan dnce
hCG'yi eksprese etmeye baslar (Bonduelle vd., 1988; Lopata ve Hay, 1989). hCG,
sinsityotrofoblast tarafindan implantasyondan sonra giderek artmaktadir (Hoshina vd.,
1985). Fertilizasyondan 10 giin sonra anne kaninda belirgin hCG seviyeleri 6lgiilebilir.
Plasenta tarafindan hCG {iretiminin zirveye ¢ikmasi, 10 ila 11. gebelik haftalar1 arasinda
ulagilmaktadir; daha sonra hormonun tiretimi 12. haftaya kadar diiserek o noktada sabit
kalir. hCG, korpus luteumdan sonra devam eden progesteron {iiretimini saglar

(Zimmerman vd., 2001; Berndt vd., 2006).
2.10.2. integrinler

Integrinler, a ve P alt-birimlerinin non-kovalent birlesmesiyle olusturulan bir
transmembran glikoproteinleri ailesidir. Her alt birim bir ekstraseliiler alan, bir
transmembran bolgesi ve bir intraseliiler alan igerir. ECM bilesenleri, salgilanmis
glikoproteinler ve diger hiicreler icin reseptorler olarak gorev yaparlar. Ligand
baglanmasina yanit olarak integrinlerin fokal adezyon bdlgelerine birlestirilmesi, bir
hiicre iskeleti proteinleri ve hiicre i¢i sinyallesme komplekslerinin olusturulmasina yol
acar (Arnaout vd., 2007).

Integrinin implantasyondaki rollerinin, hiicrelerin integrinin hiicre dis1 matrikse
eklenmesi (Maartens ve Brown, 2015) ya da embriyodan ECM'ye bir sinyal iletimini
baglatarak integrinin implantasyon icin kritik olan genlerin transkripsiyonuna ve
translasyonuna yol agtig1 varsayilmaktadir (Lessey ve Arnold, 1998). Implantasyonun

iki ana Ogesi olan maternal endometrium ve blastosistin integrini ifade ettigi
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bildirilmistir (Sun vd., 2013). Bu nedenle, implantasyonda integrinlerin oynadig1 roller
¢ok onemlidir.

Integrinler, menstrual déngii sirasinda ve insan gebeliklerinin erken evrelerinde
endometrial hiicrelerde dinamik zamansal ve mekansal ekspresyon modelleri gegirir
(Lessey vd., 1994). Memelilerde bir¢ok integrin izoformu vardir, ancak sadece ii¢
izoform olan alfl, a4B1 ve avB3'in 6zellikle implantasyonda yer aldigi ve avp3'iin
digerlerine goére daha goze c¢arpan roller oynadigi bulunmustur (Illera vd., 2003).
Insanda, bu izoformlarin, endometriumun yapisal ve fizyolojik olarak blastosistlere
implante edilmesine yardimci oldugunda, implantasyon penceresi (20-24. giin) sirasinda
endometriumda eksprese edildigi gosterilmistir. a2B1 ve a3P1 integrinleri, menstrual
dongii sirasinda yapisal olarak eksprese edilir ve kollajen ve interstisyel ECM'nin diger
bilesenleri i¢in reseptorler olarak, menstruasyondan sonra yeniden epitelizasyonda
kullanilabilir. alpfl ve a4Pl integrinleri dongliniin 20-24.giinleri arasinda eksprese

edilirler.
2.10.3. Osteopontin

Salgilanmis fosfoprotein-1 (SPP1) olarak da bilinen Osteopontin (OPN), bir arjinin-
glisin-aspartik asit (RGD) motifi i¢ceren ve multimerizasyon yetenegine sahip, 25 ila 75
kDa arasinda degisen molekiiler kitle varyantlarini elde etmek igin genis fosforilasyon,
glikozilasyon ve pargalanma gegirebilen bir glikoproteindir (Johnson vd., 2003; Kariya
vd., 2014). Hiicre gociiniin yan1 sira hiicre-hiicre adezyonuna ve hiicre-ECM iletigimine
aracilik etmek suretiyle hiicre yiizey reseptorlerini baglayarak ¢ok sayida islevi vardir.
OPN progesteron tarafindan diizenlenir ve agirlikli olarak apikal luminal epitel (LE) ve
glandular epitel (GE) hiicrelerine immiinolokalize oldugunda, siklusun sekretuar fazinda
maksimum seviyeye ulasir (Apparao vd., 2001; Quenby vd., 2007). OPN, a4B1, avp3,
avB5, avpf6 ve CD44'ln spesifik varyantlarmmi (v3, v6) igeren coklu baglanma
ortaklarma sahiptir. Ifadesindeki artis, insanlarda orta-sekretuar faz sirasinda luminal
epitelde integrin avp3'in artmis ifadesi ile eslesir. Boylece, embriyo baglanmasini
desteklemek icin luminal epitelyumun apikal ylizeyinde ovp3 ve CD44 iceren
reseptorler ile OPN kompleksleri meydana gelebilir. OPN ayrica fare endometriumunda

da ifade edilmektedir (White vd., 2006).
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Sekil 2.7. Fare modelinde implantasyonla iliskili sitokinler ve biiytime faktorlerinin
aracilik ettigi reseptif endometriumun blastosistin trofoektoderm hiicreleri ve luminal
epitelyal hiicreler arasindaki etkilesimler. Implantasyon sirasinda, endometriumda
sitokinlerin ve ITG, OPN, LIF, IGF, HA ve CD44 gibi biiyiime faktorlerinin
ekspresyonunda artis olurken, MUC-1'in embriyo sinyaline yanit olarak endometrial LE
implantasyon bdlgesinde azaldig1 6ne stiriilmektedir. ITG ayn1 zamanda blastosist
tarafindan tiretilir. CD44; kiime domaini 44, GE; glandular epitel, HA; hiyaliironan,
IGF; insiilin benzeri biiylime faktorii, ITG; integrin, LIF; I6semi inhibitor faktorii, LE;
luminal epitel, MUC-1; musin-1, OPN; osteopontin. (Raheem, 2018).

2.10.4. Musinler

Epitelyumun apikal hiicre yiizeyleri, glikokaliks denilen musin karbonhidratin kalin
tabakasiyla kaplanan c¢ok sayida mikrovilli igerir. Glikokaliks hiicre yiizeylerini
kayganlastirir ve nemlendirir, ayn1 zamanda epitelyal hiicreleri mikroorganizmalardan
ve degradatif enzimlerden korur. Ek olarak, musinler hem hiicre-hiicre hem de hiicre-
hiicre dis1 matriks etkilesimlerini inhibe eder. Insan luminal ve glandular uterus
epitelinin apikal ylizeyi bol miktarda eksprese edilen MUC-1 ve diger musinlerle
kaplidir (Aplin vd., 2001).

MUC-1, biiyiik bir N-terminal hiicre dis1 alani, bir transmembran bolgesi ve kisa bir C-
terminal sitoplazmik alan1 (Brayman vd., 2004) i¢eren bir Tip-1 zar proteinidir. MUC-
1‘in sitoplazmik alani, B-katenin dahil, sinyalleme molekiilleri ile birlesir ve hiicre
sinyallemesinde MUC-1 i¢in potansiyel bir rolii oldugunu 6ne stirmektedir (Carson,
2008).

Endometrial epitelyal hiicrelerde MUC-1 ekspresyonu transkripsiyonel diizeyde steroid

hormonlar ve diger faktorlerle diizenlenir (Brayman vd., 2007). Siganlarda MUC-1,
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embriyo implantasyonundan once, musinler tarafindan yapilan glikokaliksin hiicre
yapismasini inhibe ettigi ve bu nedenle blastosistlerin uterus epitelyumuna yapismadan
once asagi-regiile edilmesi gerektigi diislincesi ile tutarli olarak, uterusun tamaminda
asagi-regiile edilir (De Souza vd., 1998).

Insan endometriumunda, MUC-1 erken sekretuar fazda veya implantasyon penceresinde
onemli Ol¢iide artmistir (Hey vd., 1994). MUC-1 insanlarda embriyo implantasyonu
bolgesinde in vivo c¢alisilmamis olmasina ragmen, in vitro implantasyon modelleri,
MUC-1'in insanlarda embriyo baglanma bolgesinde de asagi-regiile oldugunu
gostermektedir (Meseguer vd., 2001). Bu, implante edilmis blastosist lizerinde eksprese
edilen veya saliman bir veya daha fazla faktoriin, insanlarda komsu endometrial

epitelyumdan MUC-1'in asag1 regiilasyonu i¢in sinyalleri tetikledigini gostermektedir.
2.10.5. L-Selektin

Selektinler bir grup karbonhidrat baglayici proteinlerdir. Hem insanda hem de farede ii¢
selektin gen bulunur ve bunlarin E-selektin, P-selektin ve L selektin olarak bilinen
tirinleri hematopoietik hiicrelerde eksprese edilir. Enflamasyon sirasinda E-selektin
endotelyal ylizeyde eksprese edilir, P-selektin aktive olmus trombosit lizerinde eksprese
edilir ve L-selektin ise lenfositlerde yapisal olarak eksprese edilir (Rosen, 2004).

Daha o6nce selektinlerin sadece hematopoietik hiicrelerde eksprese edildigi diisiiniilse
de, insan blastosistlerinin yiizeyinde L-selektin bulunmustur (Genbacev vd., 2003).
Ayrica, L-selektin ligand oligosakkaritleri, MECA79 ve HECA452 antijenleri (Mitoma
vd., 2009) olarak antikorlar tarafindan tespit edilebilir. Bu antijenler, insan uterusunda
luminal ve glandular endometrial epitel iizerinde immiinohistokimyasal olarak

saptanmistir (Genbacev vd., 2003; Lai vd., 2005; Margarit vd., 2009).
2.10.6. E-Kadherin

Kadherin stiper ailesinin iiyeleri, ektodomainde yaklasik 110 amino asit dizisi
tekrarlarin1 paylasan transmembran glikoproteinlerdir. Kalsiyum bagimli homotipik
veya heterotipik baglanma ile hiicre-hiicre etkilesimine aracilik ederler (Stemmler,
2008).

E-kadherin, epitelyal hiicrelerin plazma membranmin lateral tarafindaki birlesme
yerlerinde bulunur (Xie vd., 2007; Fukuda ve Sugihara, 2008). Insan embriyo

implantasyonunun ultrayapisi, aslinda trofoektoderm hiicrelerin ve endometrial epitelyal
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hiicrelerin apikal hiicre yiizeyi arasinda yer alan desmozom-benzeri bir yap1 olan komsu

baglant1 yerinin bir formasyonunu ortaya ¢ikarmistir (Fukuda ve Sugihara, 2012a).
2.10.7. Trofonin

Trofonin, insan trofoblastik ve endometrial hiicre ¢izgilerinin adezyonundaki iligkilerine
bagli olarak tanimlanan apikal bir transmembran glikoproteinidir (Fukuda ve Sugihara,
2008). Trofonin, TRO geninden (ayn1 zamanda MAGE-D3 olarak da bilinir) tiiretilen ii¢
membran proteininden biridir (Kim vd., 2014). Trofonin, sitoplazmik partnerleri olan
bystin, tastin ve ErbB4 proteinleri (Fukuda ve Sugihara, 2012b) ile sinerji iginde
kompleksler olusturarak kalsiyumdan bagimsiz homofilik hiicre adezyonuna aracilik
eder ve trofoblast aktivasyonu i¢in molekiiler bir anahtar gorevi goriir. Trofonin siklik
endometriumdan yoksun olmasina ragmen, koryonik gonadotropin (implante embriyo
tarafindan iiretilen) ve interlokin (IL)-1B kombinasyonu, luminal epitelinde trofoninin
lokal regiilasyonuna yol agan bir jukstakrin sinyali verir (Sugihara vd., 2008). Farelerde
trofonin, hem blastosist hem de uterus tarafindan, ¢iftlesme sonrasi 3.5 ila 5.5 giin sonra
eksprese edilir; ancak, erken implantasyon sirasinda kesinlikle gerekli degildir (Fukuda

ve Sugihara, 2008).
2.10.8. Ovaryan Hormonlar

Ovaryan steroidler, progesteron ve Ostrojen, blastosist implantasyonu i¢in baslica
faktorlerdir. Progesteron, tiim memelilerde implantasyon ve hamilelik bakimi igin
gereklidir, dstrojen gereksinimi ise tiire 6zgiidiir (Dey vd., 2004). Insanlarda proliferatif
faz Ostrojeni, progesteron eylemi i¢in endometriumun hazirlanmasinda rol oynar (Huet-
Hudson ve Dey, 1990) ¢iinkii postmenopozal bir kadinda ekzojendz Ostrojenin ardisik
uygulanmasi, ardindan progesteron ilavesi, bir dondr embriyonun basarili
implantasyonu i¢in yeterlidir (Bulun ve Adashi, 2003). Daha sonra, sitokin ve biiyiime
faktorii lretimi dahil olmak iizere endometrial dokudaki lokal hormonal
mekanizmalarin ve epitelyal hiicrelerde LIF-LIFR-gp130-STAT3 sinyallemesi gibi
eylemlerin §strojen ve progesteronun nihai kontrolii altinda oldugu izlenmektedir.

Ostrojen ve progesteronun uterin etkileri esas olarak niikleer dstrojen ve progesteron
(ER ve PR) reseptorleri tarafindan yiiriitiiliir (Carpenter ve Korach, 2006). Son yillarda
ER (ERa ve ERf) ve PR (PR-A ve PR-B) izoformlarinin kesfi ve selektif silinmesinin
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etkisi ile ilgili calismalar, uterus biyolojisi ve implantasyonunda izoform spesifik

fonksiyonlarina kanit saglamaktadir (Guzeloglu-Kayisli vd., 2007).
2.10.9. Sitokinler ve Biiyiime Faktorleri

LIF, interlokin-6 ve interlokin-11 (IL-6 ve IL-11), biyolojik etkilere yol agmak igin
hedef hiicrelerdeki sinyal gevirici reseptor linitesi gp130‘u paylasan sitokinlerin tek bir
ailesinin {iyeleridir. Bu {i¢ sitokin implantasyonda anahtar rol oynar. IL-6 tipi sitokin
ailesinin bir iiyesi olan LIF, hiicre proliferasyonunun uyarilmasi, farklilasma ve hayatta
kalma gibi blastosist gelisimi ve implantasyonu i¢in gerekli olan tiim fonksiyonlar
iceren ¢esitli islevlere sahiptir (Laird vd., 2006). Ilk olarak, farelerde tanimlanan LIF
geninin hedefinin bozulmasinin implantasyon basarisizligir gosterdigi, implantasyonda
kusurlu infertil kadinlarda LIF ekspresyonu/sekresyonunun azaldigi bildirilmistir
(Tawfeek vd., 2012). LIF aym1 zamanda trofoblast invazyonunun bir énciisiidiir (Suman
vd., 2013a; 2013b).

IL-6 ve IL-11, implantasyon i¢in gerekli olan pleiotropik sitokinlerdir. Desidualizasyon
sirasinda IL-11 ekspresyonu artar (Godbole ve Modi, 2010), rekombinant IL-6 ve IL-11
in vitro insan endometrial hiicrelerinin desidualizasyonunu destekler (Dimitriadis vd.,
2005; Menkhorst vd., 2010). IL-6 ve IL-11 de trofoblast invazyonunun promotorleridir
(Suman vd., 2009; Modi vd., 2011; Champion vd., 2012; Suman vd., 2013a). Feto-
maternal aralikta bulunan IL-1 ise trofoblast hiicreleri ve desidualize stromal hiicreler
tarafindan iiretilir. Farelerde IL-1 reseptor antagonisti implantasyon oncesi verildiginde
implante olmus embriyolarin sayisinda ciddi azalma goriilmistiir. Bu durum IL-1’in
embriyo implantasyonundaki onemini gostermistir (Mutluay ve Oner, 2016). IL-1,
trofoblastlardaki  MMP-9 aktivasyonunu ve endometrial stromal hiicrelerin
ekspresyonunu stimiile eder. Boylece feto-maternal aralikta yer alan sitokinlerden IL-6,
MMP-2 ve MMP-9 aktivitesini uyararak trofoblast aktivasyonunu indiiklerken, IL-10
ise MMP-9 ve trofoblast invazyonunu baskilar (Staun-Ram ve Shalev, 2005).

Timor biiyiime faktori-f (TGF-B), epidermal biiylime faktorii (EGF) ve tiimor nekroz
faktori-o (TNF-a) gibi birgok biiylime faktorii, immiin hiicreler {izerindeki dogrudan
etkilerinden dolay1 implantasyon i¢in kritik aracilar olarak ortaya ¢ikan pro-enflamatuar

sitokinlerdir (Dimitriadis vd., 2005; Omwandho vd., 2010).
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2.10.10. Homeobox Genler HOXA10 ve HOXAIl

HOX genleri, progesteronun bazi islevlerine aracilik ederek endometrial biiyiime,
farklilasma ve reseptivite i¢in gereklidir. Hem Hoxa-10 hem de Hoxa-11, insan
endometrial epitelyal ve stromal hiicrelerinde eksprese edilir ve bunlarin ekspresyonu,
embriyo implantasyonu ve yiiksek Ostrojen ve progesteron seviyeleri ile ¢akisarak, orta
ve geg-sekretuar fazlarda anlamli olarak daha yiiksektir (Xu vd., 2014).

Transkripsiyon faktorleri olarak, HOX genleri, endometriumun dogru gelismesine ve
implantasyona kars1 reseptiviteye yol agan diger hedef genleri diizenler. Implantasyon
penceresine 6zgii bir dizi molekiiler ve morfolojik belirtecler; pinopodlar, f3 integrin ve
insiilin benzeri biiylime faktorii-baglayici1 protein-1 dahil olmak ilizere HOX genleri
tarafindan diizenlenir (Modi ve Godbole, 2009). Tiim HOX hedefleri de embriyoya yanit

olarak endometriumlarda modiile edilir (Nimbkar-Joshi vd., 2009).
2.10.11. Immunoglobulin Siiperailesi

Immiinoglobulin siiper ailesinin (IgSF) iiyeleri, hiicre-hiicre adezyon reseptorleri veya
sinyal transdiiksiyon reseptorleri veya her ikisi gibi davranarak hiicre davranisinin
kontroliinde rol oynarlar (Aricescu ve Jones, 2007). IgSF {iyeleri, homofilik baglanmada
rol oynayabilir veya heterofilik hiicre-hiicre yapismasina aracilik ederek integrinler igin
ligandlar olarak hareket edebilir.

IgSF ailesinden biri olan Basigin (BSG), hiicre yilizeyinde ¢oklu baglanma partnerleri
olan yiiksek glikozillenmis bir transmembran proteindir. Hem farelerde hem de
sicanlarda, basigin, gebeligin 1. giinlinde, Gstrojen etkisi altinda luminal epitelyumda
eksprese edilir (Xiao vd., 2002a). Insan endometriumunda, hem glandular hem de
stromal hiicrelerde gii¢lii ekspresyon ile luminal (lateral) epitelyal ylizeylerde zayif bir
sekilde ifade edilir. Immiinfloresan ve hiicre yiizeyi proteomik analizi ile Ishikawa
hiicrelerinde orta derecede apikal dagilim gozlemlenir. Menstrual siklus bagiml
molekiiler varyantlar insan endometriumunda goézlenmistir (Noguchi vd., 2003).

Aktive edilmis 16kosit hiicre adezyon molekiilii (ALCAM yada CD166) ise endometrial
luminal ve glandular epitelyal hiicre yiizeyleri ve ayn1 zamanda blastosist hiicre yiizeyi

tizerinde eksprese edilir (Fujiwara vd., 2003).
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2.11. Wnt-p Katenin Sinyal Yolag:

Wnt ailesi, embriyogenezdeki rolleri ile 6n planda olan salgilanmis, sistein agisindan
zengin glikoproteinden olusur (Cadigan vd., 1998). Wnt genleri dogumdan sonra disi
tireme sisteminin farklilasmasini ve olgunlagsmasin1 baslatan epitelyal-mezensimal
etkilesimlerin yonlendirilmesinde kritik roller oynamaktadir. Buna ek olarak, bu genler
embriyogenez ve yetiskinlik doneminde belirli bir ifade sekli sergilerler (Kikuchi vd.,
2011). Wnt'lerin, embriyonik gelisim sirasinda hiicre akibetinin belirlenmesi,
farklilasmay1, ¢ogalmay1 ve apoptozu diizenledigi dogrulanmistir (Clevers, 2006). Wnt
sinyali ayrica tiimdr supresyonu, onkogenez ve homeostaz ile de iliskilendirilmistir
(Chien vd., 2009). Arastirma birikimi, bu yolun islev bozuklugunun kanser,
anjiyogenez, vaskiiler, otoimmiin, enflamatuvar, norolojik, kemik ve diger dejeneratif
bozukluklar gibi bir dizi insan hastaligina bagli oldugunu gostermistir (Chien vd., 2009;
Kikuchi vd., 2011; Maruotti vd., 2013).

Wnt sinyal yolagi, Wnt ligandlari, G-proteine bagli transmembran frizzled reseptorleri
(FZD) ve distik-yogunluklu lipoprotein reseptor iliskili protein (LRP) ko-reseptorlerini
icerir. Simdiye kadar 19 Wnt ligandi (Wntl, Wnt2, Wnt2b/13, Wnt3, Wnt3a, Wnt4,
Wnt5a Wnt5b, Wnt6, Wnt7a, Wnt7b, Wnt8a, Wnt8b, Wnt9a, Wnt9b, Wntl10a, Wnt10b,
Wntll, Wntl6), 10 FZD (FZD1, FZD2, FZD3, FZD4, FZD5, FZD6, FZD7, FZDS,
FZD9, FZD10) ve 2 LRP (LRP-5 ve LRP-6) memelilerde tanimlanmistir (Wodarz ve
Nusse, 1998). Wnt gen ailesinin uterus gelisimine katilan en 6nemli liyelerinden
biri Wnt7a'dir. Wnt7a, uygun uterinal bez olusumu ic¢in gereklidir. Wnt7a
embriyogenez sirasinda uterin boynuzun radyal ekseni boyunca dogrudan
biiylime gosterir ve yetiskinlikte uygun uterin formasyonu, blastosist
implantasyonu ve dogurganlik icin kritik nem tasir (Spencer vd., 2012). Ureme
siireci sirasinda, belirli zaman noktalarinda uygun Wnt7a ve [-katenin
ekspresyonu gereklidir ve bu proteinlerin ifade sekillerinin bozulmasi, embriyo
implantasyonunda gerekli reseptif sathayr elde etmek i¢in uterusun
hazirlanisindaki kusurlardan kaynaklanan fertilite bozukluklarina neden olabilir
(Spencer vd., 2012). Hem f-katenin hem de Wnt7a mutant farelerinin
dogurganlik kusurlar1 vardir (Nayeem vd., 2015). Embriyo implantasyonu,

muhtemelen endometrial bezlerin yoklugu ve bu siirecin basarisi i¢in gerekli
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biiytime faktdrlerinin salgilanmasinin sonucu olarak Wnt7a mutant farelerde
goriilmez. Benzer sekilde, desidual reaksiyon B-katenin mutant farelerde

anormaldir (Dunlap vd., 2011; Nayeem vd., 2015).

Wnt sinyal sistemi ya B-katenin bagimli (kanonikal yolak) ya da p-katenin bagimsiz
(non-kanonikal yolak) sinyal yolaklarina ayrilabilir (Saito-Diaz vd., 2013; Astudillo ve
Larrain, 2014). Kanonikal yolak, hiicrelerin ¢ogalma ve farklilagsmasini diizenleyen, -
katenin: T-hiicre spesifik transkripsiyon faktor/lenfoid artirici baglanma faktori
(TCF/LEF: T-cell factor/lymphoid factor) aracili gen ekspresyonunu tetiklemektedir.
Non-kanonikal Wnt sinyal iletimi hiicre i¢i kalsiyum iyonu (Ca*?) ve Jun NH,-terminal
kinaz (JNK) aracilifiyla kontrol edilmektedir (Daniels ve Weis, 2005; Gordon ve
Nusse, 2006). Bu sinyal yolagi, gen ekspresyonunda anahtar rol oynayan bir
transkripsiyon faktorii olan aktive edilmis T hiicre niikleer faktorii (NF-AT) aracili gen
ekspresyonunu tetiklemektedir (Oztiirk, 2011). Belirtilen iki sinyal yolaginmn birbirine
cok bagli oldugunu ve birbirlerini ¢apraz regiile ettigini akilda tutmak da onemlidir

(Aberle vd., 1997).

2.11.1. B-Katenin Bagimh Sinyal Yolag:

Wnt/B-katenin veya kanonikal Wnt sinyal yolagi olarak da adlandirilan B-katenin
bagimli yolak, hedef gen ekspresyonunu aktive etmek icin ¢ekirdege giren sitoplazmik
protein B-katenin ile karakterize edilen cesitli tlirler arasinda oldukc¢a korunmus bir
yoldur (Saito-Diaz vd., 2013; Astudillo ve Larrain, 2014). B-katenin hem hiicre-hiicre
dis1 matriks yapismasina katilan kadherin baglayici bir proteindir hem de kanonikal

sinyal yolaginda merkezi bir oyuncu olan ¢ok islevli bir proteindir (Liu vd., 2002).

Wnt stimiilasyonunun yoklugunda, sitoplazmik p-katenin; aksial inhibisyon proteini
(Axin), adenomatoz polipozis koli (APC), glikojen sentaz kinaz-3 (GSK-3p) ve kazein
kinaz-1a (CK-la) ile bir ¢oklu-protein yikici kompleksinin olusturulmasi yoluyla,
proteozomda ubikinlestirilir ve degrade olur (Bilic vd., 2007). Sitoplazmik aktif -
katenin diigiik seviyede tutulur ve toplam B-katenin esas olarak hiicre-hiicre dis1 matriks
yapismasina katilir (Liu vd., 2002). Aktif B-kateninin diisiik seviyesinde, transkripsiyon
faktorii T-hiicre faktorii/lenfoid arttirici baglanma faktérii (TCF/LEF), transkripsiyon

baskilayicilarina neden olan Groucho ve histon deasetilaz’a (HDAC) baglanir
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(Sonderegger vd., 2010). Wnt ligandlar, hiicre-yilizey ko-reseptorleri olan FZD ve
LRP5/6'ya baglandiginda, B-katenin bagimli sinyal yolagi tetiklenir (Sekil 2.8b).
Ayrintili  olarak, Wnt stimiilasyonu, LRP ve Dsh'min fosforilasyonunu ve
Axin/APC/GSK-3B/CK-1a yikim kompleksinin par¢alanmasii indiikler ve sonugta,
sitozolde B-katenin birikiminin ger¢eklesmesine neden olur (Rao ve Kiihl, 2010; Saito-
Diaz vd., 2013). Boylece, biriken B-katenin ¢ekirdege translokasyon yaparak Wnt hedef

genlerinin transkripsiyonel bir es-diizenleyicisi olarak islev goriir (Sekil 2.8b).
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Sekil 2.8. Wnt/ B-katenin sinyal yolag: (Peifer ve Polakis, 2000)

Wnit'e cevap veren genler \

Farelerde, peri-implantasyon periyodunda [-katenin ekspresyonu, endometriumun
luminal ve glandular epiteline, daha sonra desidualizasyon islemi sirasinda sekonder
desidual bolgeye, subepitelyal stroma ve uterusun anti-mezometrial bdlgesine

siirlandirilmistir (Herington vd., 2007).

2.11.2. Pre-implantasyon Embriyo Gelisiminde Wnt Sinyali

Memelilerde  implantasyon Oncesi embriyo  gelisimi, oosit  biiylimesinin
tamamlanmasindan fertilizasyon ve dollenmis zigotlarin morula evresine kadar bir dizi
kritik olay1 kapsar (Kemp vd., 2005). Cesitli Wnt ligandlari, FZD reseptorleri ve ilgili

regiilatorler ~ sican  pre-implantasyon  embriyosunda  saptanabilir ve  Wnt
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sinyalizasyonunun erken gebelik sirasinda etkin oldugunu diisiindiirmektedir (Xie vd.,

2008).

Kanonikal Wnt sinyali, pre-implantasyon periyodu sirasinda entegre olmasa da, pre-
implantasyon embriyo gelisiminde non-kanonikal Wnt sinyalizasyonunun potansiyel
roliine dair artan sonuglar ilging bir bakis agis1 sunmaktadir. Onceki bir ¢alismada, sigan
peri-implantasyon embriyolarinda Wnt ailesinin bilesenlerinin benzersiz ekspresyon
profilleri gosterilmistir ve bu alternatif Wnt sinyal yolaklarinin pre-implantasyon
doneminde rol oynayabilecegini diisiindiirmiistiir (Kemp vd., 2005). Wnt/PCP ve Wnt-
¢GMP/Ca™ vyolaklarinda harekete gectigi bilinen ¢oklu molekiiller icin transkriptler
ve/veya proteinler, pre-implantasyon gelisimi sirasinda bulunmaktadir (Kemp vd.,
2005). Wnt/PCP sinyalinin diizenlenmesi, gelismekte olan blastosist kiimelerinin ayirt
edilmesine ve tek bir i¢ hiicre kitlesi olusturmasina olanak sagladig: i¢in, normal pre-
implantasyon gelisimde yer aldigi gosterilmistir (Wansleeben ve Meijlink, 2011).
Kanonikal ve non-kanonikal yolaklara Wnt sinyalini yaymada merkezi bir arabulucu
olarak, ti¢ sigan Dsh geni (Dshl, Dsh2 ve Dsh3) genellikle, pre-implantasyon donemi
embriyoda farkli uzaysal-zamansal lokalizasyonlarla ifade edilmistir (Hayashi vd.,
2011; van der Horst vd., 2012; Cooke vd., 2013). Dsh-GFP fiizyon proteinlerinin asir1
ekspresyonu, 4-hiicre agamali sigan embriyolarinin morfoloji ve adezyon ozelliklerinde
dramatik bir bozulmaya neden olmustur, dolayisiyla iireten blastosistte bir tutarlilik
eksikligine yol agmistir (Takano vd., 2007). Dsh proteinlerinin ayn1 zamanda hiicre
polaritesi ve non-kanonikal Wnt sinyal yolagi araciligiyla hiicre adezyonunun 6nemli
diizenleyicileri oldugu goz Oniine alindiginda, yukarida bahsedilen bu c¢aligmalar, pre-
implantasyon déonemi embriyo gelisimi sirasinda non-kanonikal Wnt sinyalizasyonunun

esas olabilecegi konseptini giiglendirmistir.

2.11.3. Implantasyon ve Desidualizasyon Sirasinda Wnt Sinyal Yolag

Embriyonik gelisim, implantasyona uygun bir blastosiste, reseptif asamaya senkronize
uterinal transformasyona ve aktive edilmis blastosist ile reseptif uterus arasindaki 6zel
iliskiye bagl olarak, basarili bir implantasyon ve dolayisiyla gebelik i¢in gereklidir
(Lloyd vd., 2003). Embriyo implantasyonu ve uterin desidualizasyon ile ilgili birgok
sinyal molekiilii ve yolak arastirilmis olmasina ragmen, embriyo-uterus etkilesiminde

gergceklesen hiyerarsik diyaloglar halen belirsizdir (Zhang ve Yan, 2016). Wnt sinyal
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yolunun memeli implantasyonundaki dnemli rolii hakkindaki artan bir anlayis, kiiresel
genomik mikrodizin taramasinin ve transgenik fare modellerinin kapsamli bir sekilde
uygulanmasiyla elde edilmistir. Son yillardaki arastirmalar, Wnt sinyalizasyonunun pre-
implantasyon embriyo gelisimi, implantasyon i¢in blastosist aktivasyonu, uterus
gelisimi ve desidualizasyon gibi ¢oklu implantasyon ve desidualizasyon olaylarinda

kritik olduguna dair artan sayida kanit saglamistir.
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Sekil 2.9. Peri-implantasyon olaylarinda Wnt sinyali (Chen vd., 2009) (A) Zigottan
blastosiste kadar peri-implantasyon embriyo gelisimi, bircok Wnt ligandinin,
reseptOriiniin ve ilgili regiilatorlerin genis ekspresyonunu igerir. Bununla birlikte, bu
islemler sirasinda Wnt sinyalinin kesin rolii hala tanimlanmay1 beklemektedir. (B)
Blastosist aktivasyonu, normal embriyo implantasyonu i¢in uterus reseptivitesinin
transformasyonunu senkronize eden ¢ok dnemli bir adimdir. Wnt sinyali, implantasyon
icin blastosist yetkinligini belirleyen bu siireci saglayan gerekli bir yol olarak
gosterilmistir. (C) Embriyo implantasyonunu baslatmak i¢in Wnt-f katenin sinyali
normal embriyo-uterin etkilesimi i¢in gereklidir. Wnt sinyali ayrica implantasyon
sonrasi desidualizasyon siirecine aktif olarak katilmaktadir. Wnt sinyali ve embriyo
boslugu (blastosol) arasindaki olasi iliski ilgi ¢ekicidir ve aragtirilmalidir. DKK,
Dickkopf ailesi proteinleri (Wnt antagonistleri); sFRP, salgilanmis Fzd iliskili protein
(Wnt ligand baglayici protein).

2.12. Matriks Metalloproteinazlar

Ekstraselliler matriks (ECM), doku onarimi ve yeniden modelleme, bazi
komponentlerin gelisimi, morfogenez ve cesitli sinyalleme aktiviteleri gibi kritik
siirecleri yiirlitmek i¢in zaman zaman dejenerasyona ugrar (Visse ve Nagase, 2003;
Nagase vd., 2006). ECM bozunmasindan sorumlu olan elemanlar matriks
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metalloproteinaz  (MMP)'dir. Bu proteazlar, tam olarak koordine edilmis
mekanizmalarin yiriitiilmesi amaciyla gesitli hiicresel ortamlarin {iretilmesi icin ECM
bilesenlerinin  ayristirilmasiyla ilgilidir. MMP'ler, transkripsiyonel seviyeden
aktivasyonlarina, diger ECM bilesenleriyle iletisimin spesifik molekiiller tarafindan
inhibisyonuna kadar degisen farkli asamalarda diizenlenir. Diizenlemedeki olasi
hatalarda proteazlarin kontrol edilmeyen aktivitesi artrit, kanser, kronik doku iilseri,
fibrozis, anevrizmalar, nefrit, ensefalomiyelit (Newby, 2005), ateroskleroz (Visse ve

Nagase, 2003) vb. gibi cesitli kusurlara yol agabilir.

MMP'ler tiim yasam formlarinda bulunur ve homolog protein sekanslar1 paylasan biiyiik
bir ¢inko bagimli endoproteinaz ailesi igerir. MMP'ler; substrat spesifiteleri ve domain
yapisima gore kollajenazlar, jelatinazlar, stromelisinler, matrilysinler, membran tipi
MMP'ler (MT-MMP) olmak {iizere 20'den fazla proteolitik enzimden olusan bir ailedir
(Amalinei vd., 2010; Bonnans vd., 2014).

MMP'ler genellikle bir prodomain, katalitik bolge, mentese bolgesi ve hemopeksin
bolgesinden olusur (Sekil 2.10).

e Prodomain, ilk bolge olarak tanimlanan, molekiilii sekresyon i¢in hedefleyen,
ancak daha sonra uzaklastirilan ve latent enzimde bulunmayan sinyal peptid
dizisidir ve yap1 olarak 80-90 aminoasit iceren aminoterminal bir propeptiddir

(Sethi vd., 2000).

e Katalitik bolge, histidin kalintilart iceren, bakteriyel metalloproteinazlardan
termolizine analog olan ve fonksiyonel stabilitenin korunmasi i¢in gerekli olan

¢inko iyonunu i¢eren bolgedir (Sethi vd., 2000).

e Mentese bolgesi, prolinden zengin bdlgedir, katalitik bdlge ve son bolge

arasinda yer alir.

e Hemopeksin bolgesi, HEM baglayan molekiillerin dizinine ¢ok benzedigi i¢in bu
adi almistir. Bu bolge disiilfit bag1 icerir ve katalitik bolgeye 5-10 aminoasitlik
prolinden zengin bir bolge ile baglanir. MMP-7 harici biitiin metalloproteinazlarda
vardir. Bunun diginda; Jelatinaz A ve B, sisteinden zengin jelatin baglayan ekstra

bir bolge igerirler (Evans vd., 1997).
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Sekil 2.10. MMP’lerin yapisi. MMP, bir prodomain, katalitik alan, mentese bolgesi ve
hemopeksin alanindan olusur. Katalitik alanda, MMP bir Zn"? baglanma bolgesi ve
spesifik substrat i¢in bir baglanma bdlgesi icerir. MMP, prodomain bolgesinde sistein
degistirme motifi olan PRCGXPD'ye sahiptir. Matrilysinlerin bir hemopeksin alani
yoktur. MT-MMP, ilave bir transmembran baglama alanina sahiptir.

Matriks metalloproteinaz ailesi asagidaki ozelliklere sahiptir (Gordon vd., 1993; Ennis
ve Matrisian, 1994; Nagase ve Fields, 1996).

1. Hiicre dis1 matriksin en az bir bilesenini parcalayan proteinazlardir.
2. Zn™* iyonu icerirler ve bu nedenle selatlayici ajanlarla inhibe olabilirler.

3. Latent formda salgilanirlar ve proteolitik aktivitelerini gostermeleri i¢in aktive
olmalar1 gereklidir. In vitro olarak organomerkiiriyel bilesenlerle aktive
olabilirler.

4. Metalloproteinazlar, spesifik doku inhibitorleri (TIMP’ler) ile inhibe olurlar.

5. Molekiiler klonlama yontemleri ile ¢esitli grup iiyelerinin aminoasit benzerlikleri
oldugu gosterilmistir.

Cogu MMP, insan endometriumunda eksprese edilir (Goffin vd., 2003; Vassilev vd.,
2005). Fonksiyonlar1 proliferatif ve sekretuar fazlar sirasinda ince doku yeniden
modellemesinden ve 6zellikle blastosist implantasyonunda menstruasyon sirasinda ¢ok
miktarda bulunan ECM yikimina kadar uzanir. MMP-9 mRNA seviyesi menstrual fazda
stromal hiicrelerde artar, ancak protein stromal, epitelyal ve enflamatuar hiicrelerde
dongii boyunca bulunur (Goffin vd., 2003; Cornet vd., 2005). MMP-7 mRNA seviyesi,
menstruasyonda kuvvetli bir sekilde artar ve daha sonra proliferatif faz sirasinda
yiikselmeye devam eder (Goffin vd., 2003; Vassilev vd., 2005). Bununla birlikte, MMP-
7 epitelyal hiicrelerde agirlikli olarak lokalize olmakla birlikte, ge¢ sekretuar fazda ve
mensturasyondaki stromal odaklarda desidualize hiicrelerde de bulunur. Bu MMP'lerin
aksine, MMP-2 mRNA seviyesi, menstrual dongii boyunca olduk¢a Onemlidir ve

menstruasyonda hafif bir artig gosterir (Goffin vd., 2003).
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Progesteron, MMP-indiikleyici faktorlerin (sitokinler gibi) ekspresyonunu onleyerek
sekretuar fazda kompleks bir rol oynar. MMP-1, MMP-3, MMP-7, MMP-8 ve MMP-10
gibi  MMP'lerin transkripsiyonunun bastirilmasi; kiiltiir hiicrelerinde ve doku
eksplantlarinda gosterildigi gibi MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonunu orta derecede inhibe
eder (Cornet vd., 2005; Vassilev vd., 2005; Slayden ve Brenner, 2006).

MMP’ler gebelikte, implantasyon esnasinda spiral arter yenilenmesinde (Kelly vd.,
2003), implantasyon siirecinde biiylime faktorleri (TGF-p ve IGF), sitokinler ve
anjiogenik faktorlerin (Endotelin-1) bioaktivitesinin diizenlenmesinde,
desidualizasyonda (Chen vd., 2009; Montagnana vd., 2009) ve trofoblast invazyonunda
(Benirschke vd., 2006) énemli rol oynarlar. Desidualizasyon esnasinda uterin stromal
hiicrelerin proliferasyon ve farklilasmasinin kismen MMP’ler ve TIMP’ler tarafindan
diizenlendigi bildirilmistir (Chen vd., 2009). Gebelik esnasinda trofoblastik ve desidual
dokular tarafindan iiretilen TIMP’ler de aktive olmus MMP’ler {izerine inhibe edici etki
gostermek suretiyle doku yenilenmesinde 6nemli rol oynarlar ve trofoblastlarin invaziv

potansiyelini sinirlandirarak embriyo invazyonunu kontrol altinda tutarlar.
2.12.1. MMP-2

Jelatinaz-A olarak da bilinen MMP-2 genellikle denatiire kollajenleri (jelatinler)
sindirirler. MMP-2’nin latent formu 72 kDa, aktif formu 66 kDa agirligindadir (Sethi
vd., 2000). Jelatinazlar (yani, MMP-2 ve MMP-9), katalitik alanlar1 iginde bir
fibronektin benzeri sekans icerir ve bu MMP'lerin jelatine baglanmasina ve jelatinin
ayrilmasina yonelik giiclii bir kabiliyet kazandirir. Jelatine ek olarak, hem jelatin hem
de stromelisinler, tip IV kollajen, laminin ve fibronektini igeren bazal membranin ana
bilesenlerini parcalar. MMP-2"nin katalitik aktivitesi, kollajen tip I, I ve III'ii denatiire
etmede kollajenazlarinkine benzemektedir (Nagase vd., 2006).

2.12.2. MMP-9

Jelatinaz-B olarak da bilinen MMP-9 bir¢ok hiicre tipi ile yapisal olarak ifade edilir ve
genis spektrumlu ECM molekiillerinin degradasyonunda 6nemli roller oynamaktadir
(Fanjul-Fernandez vd., 2010). Gelismekte olan folikiillerin ¢evresinde ve ovulasyon
oncesi follikiillerin tepesinde gozlenen jelatinolitik aktivitenin MMP-2 ve MMP-9'a
karsilik geldigine inanilmaktadir (Goldman ve Shalev, 2004). MMP-9, jelatin ve tip-1V

bazal membran kollajeni i¢in substrat spesifiktir. Latent formu 92 kDa, aktif formu 86
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kDa agirhigindadir (Evans vd., 1997). Diger substratlar tip I, III, V kollajen, elastin
(Ennis ve Matrisian, 1994; Evans vd., 1997) ve fibronektindir (Sethi vd., 2000).
MMP-2 ve MMP-9un substrat spesifiteleri benzerdir, ancak biliylime faktorii

reseptorlerinden kaynakli farkli cevap verirler (Nagase ve Woessner, 1999).
2.12.3. MMP-7

Matrilsin-1 olarak da bilinen MMP-7 hemopeksin alanindan yoksundur. Ek
metalloproteinaz (Ennis ve Matrisian, 1994; Evans vd., 1997) olarak da bilinen MMP-
7 molekiiliiniin latent formu 28 kDa, aktif formu 19 kDa agirligindadir (Ennis ve
Matrisian, 1994; Evans vd., 1997). Metalloproteinaz ailesinde stromelisinlerin bir alt
grubu olarak bilinir ve jelatin, elastin, fibronektin, laminin ve entaktini parcalama
Ozelligi nedeni ile stromelisinlere benzer genis substrat spesifisitesi gosterir (Ennis ve
Matrisian, 1994). Epitel hiicreleri tarafindan sentezlenen ve E-kadherin, pro-TNF-a, Fas
ligandi, pro-a-defensin vb. gibi hiicre ylizey molekiillerini hedef alan MMP-7 enzimi bir
dizi ekstraseliiler matriks bileseni iizerinde etkilidir (Visse ve Nagase, 2003). MMP-7
ekspresyonu, tiimor mikrocevresinin hipoksik bolgelerinde mevcut oldugunda tiimérle
iliskili makrofajlar (TAM'lar) tarafindan ytikseltilir (Burke vd., 2003). Bu proteinaz,
endotel hiicre go¢ii ve proliferasyonunda rol oynar (Lewis ve Pollard, 2006).

Ozel olarak glandular yapilarm epitelinde ve monosit kokenli makrofajlarda bulunur.
Duktal yapilardan limene salimimi olmaktadir ve bu esas islevinin duktuslarin
tikanmasini 6nlemek oldugu distiniilmektedir. Ayrica ortamdaki bakteri ylikii arttik¢a
matrilsin de artmaktadir. Matrilsin, pro-defensinleri etkin form olan defensinlere
pargalayarak epitelyal bagisiklikta 6nemli rol almaktadir. Matrilsin ayrica hava yollari
epitellerinin tamirinde 6nemli rol almaktadir. Cogu karsinomda matrilsin tespit
edilmistir ve Ozellikle tiimoér adalarinda saptanmistir. Buna karsin diger matriks
metalloproteinazlar ise genellikle tiimorii ¢evreleyen stromada tespit edilmistir (Tiizlin

vd., 2008).
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3.  GEREC VE YONTEMLER
3.1. Kullanilan Deney Hayvanlari ve Deney Gruplari

Calismamizda Cumhuriyet Universitesi, Tip Fakiiltesi, Deney Hayvanlar
Laboratuvarinda yetistirilen viicut agirhigr yaklasik 200-220 gram arasinda degisen 8
haftalik Wistar albino cinsi 10 adet eriskin disi sigan kullanilmistir. Hayvanlar deney
siiresince standart pellet yem ve ¢esme suyu ile beslendiler. Calisma i¢cin Cumhuriyet
Universitesi Deney Hayvanlar1 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 &strus siklusunun saglandigi
gruptur. Normal &strus siklusuna girdigi kabul edilen hayvanlara 5. giinden sonraki 1.,
2., 3. ve 4. giinlerde (prodstrus, Ostrus, metadstrus, didstrus) 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 dstrus siklusunun saglandig1 ve gebelik olusturulacak olan
hayvan grubudur. Ostrus siklus zamanlar1 vajinal siiriintii ile belirlendi. Ostrus
evresinde olan disi siganlar gebelik olusmasi i¢in erkek sicanlarin kafeslerine alindi.
Ertesi giin vajinal plak olusumuna bakilarak vajinal plak goriilen sicanlar gebe kabul
edilip ayr1 kafeslere alindi. Vajinal plagin goriildiigii glin gebeligin 1. giinii olarak kabul
edildi. Gebe hayvanlara, gebeligin 7,5., 8,5. ve 9,5. giinlerinde hergiin i¢in 2 hayvan
olmak tizere 3mg/kg Xylazine HCL+ 90mg/kg Ketamine HCL intraperitoneal yolla

verilerek anestezi altinda uygun yontemlerle uterus dokular1 incelenmek iizere alindi.

Oliim sonras1 alman uterus dokularina Wnt3, Wnt7a, p-katenin, MMP-2, MMP-7 ve
MMP-9 proteinlerini géstermek amactyla immiinfloresan incelemeler i¢in rutin takip

protokolleri uygulandi.

Mikroskopik degerlendirme icin alinan kesitler, Floresan mikroskopta (Olympus BX51
Japan) degerlendirilip, uygun alanlardan fotograflar ¢ekildi.
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3.2. Kullanilan Cihazlar:

3.3.

% Doku takip cihazi (Leica, Germany)

X/
£ %4

Gomme firmi1 (MKN Taab, UK)

% Ben Mari (Leica, Germany)

% Mikrotom (Leica, Gremany)

¢ pH metre (Metle Toledo MP 2200, UK)

¢ Manyetik karistiric1 (BIBBY Stuart, UK)

+ Floresan mikroskop (Olympus BX51, Japan)

*» Hassas tart1 (Denver Instrument Company, USA)

% Mikrodalga firm (Argelik MD 554 Intellwave, Tiirkiye)

¢ Mikropipetler-10ul, 20ul, 200ul ve 1000ul (Gilson, USA)

¢ Santrifiij

+ Nanodrop

+ Antikorlar

« Thermal cycler

*» Elektroforez (Thermo Fischer, Germany)

Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeler:

o Primer antikorlar;

MMP-2 (2C11): sc-13594 S. Cruz Bio.,
MMP-7: ab5706 Abcam

MMP-9 (E-11): sc-393859 S. Cruz Bio.,
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 568): ab175473 Abcam
Goat Anti-Rabbit IgG H&L (Alexa Flour 488): ab150077 Abcam
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34.

ii.

SuperBlock (Sky Tech Lab, USA)

DAPI (Sigma, USA)

Eozin (Biooptica, Milano, Italy)
Hematoksilen (Biooptica, Milano, Italy)
Phospate Buffer Saline (PBS) (Sigma, USA)
EDTA (Sigma, USA)

Formaldehit (Merck, Germany)

Sodyum dihidrojen fosfat (Merck, Germany)
Di sodyum hidrojen fosfat (Merck, Germany)
Paraformaldehit (Merck, Germany)

Triton X-100 (Biotech, Canada)

Hidrojen peroksit (Sigma, USA)

BSA (Bovine Serum Albumine) (CapriCorn Scientific, USA)
Tris EDTA Buffer (Ambion, USA)

Entellan (Merck, Germany)

Sodyum sitrat (Merck, Germany)

Etil alkol

RNA-later (Qiagen, Germany)

Antibody Diluent Reagent (Invitrogen, USA)

Kullanilan Coézeltiler ve Tamponlar:

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

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

%4’liik Paraformaldehit (pH 7.4)
% Distile Su 850ml
+» Paraformaldehit  40gr

% 10N NaOH 0.1ml

% 10X PBS Stock  100ml
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ili. Yikama Cozeltisi

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

Otenazi sonrasinda alinan uterus dokular1 %10’luk tamponlanmis notral formalinde en
az 48 saat ve %4’liikk paraformaldehitte 4°C’de 24 saat siire ile fikse edildi. Doku takip
cihazi ile artan dereceli etanol ile dehidrasyon yapildiktan sonra ksilolle seffaflandirilip

parafin i¢inde bloklandi.

3.6. Isik Mikroskopi:

Isik mikroskopik incelemeler i¢in parafine gdmiilen 6rneklerden Leica marka mikrotom
ile alman 5 pm kalinhiginda seri kesitlere genel morfolojiyi gdstermek amaciyla
hematoksilen-eozin boyama uygulamasi yapildi ve Olympus BX51 (Tokyo, Japan)

mikroskopu ile uygun goriintiiler alindi.

3.7. Immunfloresan Boyama Protokolii:

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

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

e %95’lik alkol.......... 2’ dk
e %480’lik alkol......... 2’ dk
e 9%70’lik alkol......... 2> dk

e Distile su 5 dk yikandu.

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

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

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

e Kesitlerin immiinoglobulinin nonspesifik tasinmasini  engellemek igin
SuperBlock (Sky Tech Lab, USA) ¢ozeltisinde oda 1sisinda 30 dakika inkiibe

edildi. (Serum Bloklama)
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e Kesitler primer antikorlarla 4°C’de nemli karanlik ortamda gece boyu inkiibe
edildi. Bu c¢alismada kullanilan primer antikorlar ve kullanildiklar1 seyreltme
oranlar;; MMP-2 (1:100), MMP-7 (1:100), MMP-9 (1:100), Wnt7a (1:100),
Wnt3 (1:100), B-katenin (1:100). Biitlin 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 yikandi.

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

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

e 0.5 ug/ml DAPI (Sigma, USA) ile oda 1sisinda 5 dk ¢ekirdek boyamas1 yapildi.

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

e Kapatma mediumu ile kapatma yapildu.
3.8. Semikantitatif Skorlama Yontemi:

Peri-implantasyon periyotlarinda uterus dokularinda goriintiilenen Wnt3, Wnt7a, p-
katenin, MMP-2, MMP-7 ve MMP-9 ekspresyonlarmin siddeti semikantitatif skorlama
yontemi ile belirlendi ve sonuglar tablolar halinde bulgular boliimiinde gdsterildi. Biitiin
kesitler birbirinden bagimsiz iki gozlemci tarafindan incelenerek, uterus dokusunda
Wnt3, Wnt7a, p-katenin, MMP-2, MMP-7 ve MMP-9 antikorlarinin boyanma
derecelerine gore; boyanma olmamis ise negatif (-), hafif derecede boyanma olmus ise
(+), orta derecede boyanma olmus ise (++), kuvvetli derecede boyanma olmus ise
(+++), cok kuvvetli derecede boyanma olmus ise (++++) boyanma olarak uterus

dokular1 degerlendirildi.

3.9. Real Time-PZR Uygulamalari

Olusturulan kontrol ve gebelik grubundan alinan uterus dokular1 Gtenazi sonrasi g¢ift
tarafli kesilerek acildi ve endometrium dokusu zarar gormeden kazindi. Kazinan
ornekler RNA-later icerisine konulduktan sonra -20°C’de bekletildi. MMP-2, MMP-7,
MMP-9, Wnt3, Wnt7a ve p-katenin proteinlerinin ekspresyonlarinin belirlenmesi igin
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
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ekspresyonu relatif kantitasyon kullanilarak Real-Time-PZR yontemiyle belirlendi.
PZR amplifikasyonu Biorad CFX Connect cihaziyla uyumlu Sso Advanced Universal
SYBR Green Supermix kullanilarak gerceklestirildi. Calismada housekeeping gen
(GAPDH) i¢ kontrol olarak kullanildi. Elde edilen ct degerleri (cycle treshold, RFU
(relative frequency of unit)/cycle)), referans GAPDH geni baz alinarak karsilastirildi.

3.9.1. 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
sterilize edilmistir. Sterilize edilen malzemeler ayrica DEPC (Dietilpirokarbonat) i¢eren
suyla yikanmis ve olas1 RNaz kontaminasyonu engellenmistir. Buz icerisine konulmak
sartiyla alinmis olan dokularin bulundugu ependorf tiipler -20°C’den alinarak ¢alisma
ortamina konulmustur.
e 7ml Lizis buffer ve 70 ul B-merkaptoetanol homojenizasyon tamponu
hazirland.
e Hazirlanan tampondan 600 pl dokularin oldugu ependorf tiiplere
aktarildi.
e Daha sonra 6rnekler homojenize edildi.
e Ornekler 26,000 x g’de 5 dk santrifiij edildi.
e Siipernatant temiz bir RNaz igermeyen tiipe aktarildi.
e ~700 ul %70’lik etanol eklendi.
e Kolon tiiplere ~700 pl 6rnek aktarildi.
e (Oda sicakliginda 12,000 x g’de 15 sn santrifiij edildi. Toplama tiipii
bosaltild1 ve ayn1 toplama tiipleri kolon tiiplere yeniden yerlestirildi.
e Biitiin lizat hacmi isleme tabi tutulana kadar tekrarlandi.
e Kolon tiiplere 700 ul Wash Buffer I eklendi.
e Oda sicakliginda 12,000 x g’de 15 sn santrifiij edildi. Toplama tiipii atild1
ve kolon tiiplere yeni bir toplama tiipii yerlestirildi.
e Kolon tiiplere 500 ul Wash Buffer II eklendi.
e 12,000 x g’de 15 sn santrifiij edildi.
¢ Biitlin yitkama hacmi igleme tabi tutulana kadar tekrarlandi.

e Kolon tiiplerin merkezine 30-100 pul RNaz icermeyen su eklendi.
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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 calismalar1 i¢in gerceklestirilen Real-Time PZR, genellikle
RNA virtislerinden elde edilen Reverse Transkriptaz enzimi kullanilarak ortamda var
olan. RNA molekiillerini komplementer DNA'ya (cDNA) doniistirmeyi
amaclamaktadir. Ayrica Real-Time PZR ile kombine bir sekilde floresan isaretli boyalar
kullanilarak kalitatif ve kantitatif analizlerinin yapilmasi ile gen ifade diizeyi

caligmalarinda da siklikla kullanilmaktadir. Uygulama basamaklarn asagidaki gibi

gerceklestirilmistir:
Protokol:
Bilesen Hacim (pL)
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,O ile 12pL’ye tamamlanmaistir.

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

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

¢) 1 uL (200 tinite) Superscript II RT eklenip karistirilmis ve son hacim 20
uL’ye ddH,0 ile tamamlanmaistir.

d) 42°C’de 30 dk inkiibe edilmistir.

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

f) Real-Time PZR’nin basarili olup olmadigmi 6lgmek igin genin ekzon

dizilerinden tasarlanan primerler ile standart PZR yapilmastir.
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3.9.3. Primerler

Ger¢ek zamanli kantitatif PZR niikleik asitlerin miktarlarinin  belirlenmesinde
giinlimiizde kullanilan bir metoddur. Real-Time PZR’da olusan {iriin miktar1 reaksiyon
boyunca olusan iiriin miktariyla orantili olarak artan floresan boya ve problarin verdigi
sinyalin izlenmesiyle anlasilir ve amplifikasyonun devir sayis1 belirli miktardaki DNA
molekiillerinin elde edilmesi agisindan da gereklidir. Bu ¢alismada floresan boya olarak
SYBRGreen kullanildi. Real-Time PZR tekniginin sorunsuz caligabilmesi i¢in uygun
primer se¢imi oldukc¢a onemlidir. Primerlerin cDNA’ya 6zgiil olarak baglanmasi ve
primer-dimer ya da 0zgiil olmayan amplikasyon {riinii vermemesi gereklidir. Bu
calismada kendi hazirladigimiz primerler kullanilmistir. Gen ekspresyonlari incelenen
genlere ait 6zgiil primerlerin dizisi, Tm degeri, erisim numaralar1 ve dizi yerleri Tablo
3.1°de verilmistir.

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

Gen Primer dizisi (5°2>3°) Uzunluk Tm Ta Erisim No Dizi
(bp) Degeri Degeri Yeri
O ‘O
Wnt3 AGTCTCGTGGCTGGGTGGA 19 61.6 922-
Forward 940
56.7 XM 006246487
Wnt3 TTGGGCTCGCAGAAGTTAGG 20 60.5 1011-
Reverse 1030
Wnt7a GGGACTATGACCCGGAAAGC 20 62.5 251-
Forward 270
NM_ 001100473
Wnt7a GGATCTTGTTACAGATGATGCTC 23 60.9 58 358-
Reverse 380
p-katenin AGCTTCCAGACACGCCATCAT 21 61.2 1350-
Forward 1370
58 XM_008766691
p-katenin CGGTACAACGGGCTGTTTCTAC 22 64.2 1426-
Reverse 1447
MMP-2 CAGGGAATGAGTACTGGGTCTATT 24 63.6 NM 031054 1904-
Forward 1927
57.6
MMP-2 ACTCCAGTTAAAGGCAGCGTCTAC 24 65.2 BC074013 1999-
Reverse 2022
MMP-7 ACTCATGAACTTGGCCACTCTC 22 62.1 665-
Forward 686
58 NM 012864
MMP-7 TTTCCATATAACTTCTGGATGCCT 24 60.3 784-
Reverse 807

44




MMP-9 ATCTCTTCTAGAGACTAGGAAGGAG 25 64.1 2221-

Forward 2245
58 NM 031055

MMP-9 CAAGCTGATTGGTTCGAGTAGC 22 62.1 2329-

Reverse 2350

GAPDH CTCTCTGCTCCTCCCTGTTC 20 62.5 1-20

Forward 58 NM _017008.4

GAPDH GCCAAATCCGTTCACACCG 19 59.5 87-105

Reverse

3.9.4. Standart PZR Uygulamalar

Real-Time PZR’da uygun 7, degerlerinin saptanmasi standart PZR ile belirlenmistir.
Her bir gen bolgesine ait PZR reaksiyonu sirasinda primer baglanma (annealing)
sicakligt (74), her bir primerin 7), degerlerinden hareket edilerek hesaplanmistir. Bu
asamada Oncelikli olarak her bir primer ¢ifti i¢in tahmin edilen T7), degerlerinden
ortalama 3-4°C altina inilmis ve bu sicakliga + 4°C’lik bir gradiyent uygulanmistir.
Buna gére tiim primerler 50-58°C araliginda gradiyente tabi tutulmustur.

Tiim standart PZR reaksiyonlar1 50 pL son hacimde hazirlanmistir. 50 pL’lik reaksiyon
hacminin igerigine 0,5 U Tag DNA polimeraz (MBI Fermentas, Hannover, MD), 5 pL
10X reaksiyon tamponu (100 mM Tris-HCI, pH 8.8, 500 mM KCl, %0,8 Nonidet P-40),
primer c¢iftlerinden her birinden 10 pmol (Macrogen), 0,25 mM her bir ANTP (MBI
Fermentas), 3 mM MgCl,, 1,2M betain, %0,1’lik Triton X-100 ve 100-500 ng kalip
DNA eklenmistir. Standart PZR uygulamalar1 asagidaki kosullar altinda

gergeklestirilmistir:

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 74 degeri Tablo 3.1’de gdsterilmistir.
3.9.5. Real-Time PZR

Real-Time PZR, olusan iirline baglanan iirline 151n1m veren raportdre gereksinim duyar.

Raportdr olugan iiriin miktarmi yansitan floresan sinyal olusturur. PZR dongiileri
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sonucunda olusan kisa sekanslara Amplikon adi verilir. Baslangi¢ Real-Time PZR
dongiilerinde sinyal zayiftir. Sinyalin giiclenmesi amplikonlarin artisi ile olur. Sinyalin
esik seviyeye ulasmasi i¢in gereken dongii sayisina ct (threshold cycle= esik deger
dongii) ad1 verilir. Amplifikasyon cevap egrileri ct degeri asildiktan sonra logaritmik
olarak artar (Kubista vd., 2006). Bizim c¢alismamizda kullandigimiz raportor
GAPDH tir.

Ustel (eksponansiyal) gelisme fazi Plato fan
signal > background
40 - _—
30 A
w CT CT
=
2
= 20
[° 5
/
10
| / Esik cizgisi
1 W St D
I T L T L 1
0 10 20 30 40 50
Dongil Sayisi

Sekil 3.1. Real-Time PZR cevap egrileri (Kubista vd., 2006)

Kontrol ve gebelik gruplarindan elde edilen total RNA’lardan sentezlenen cDNA
orneklerinin kantitatif analizi icin SYBER Green-I boyasinin floresan 1s1ma ozelligi
kullanilarak Real-Time PZR gerceklestirilmistir. Bu amagla Biorad CFX Connect
cihaziyla uyumlu Sso Advanced Universal SYBR Green Supermix kullanilmistir.
Standart PZR’da olumlu sonu¢ alinmis primerler ve raportor 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.

Tim bilesenler eritilerek oda sicakligina getirilir, karistirtlip santifiijlenir. Isiktan

koruyarak buzda saklanir.
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e Onerilen sekilde PZR hazirlanir.

Bilesen 20 plicin 10 pl icin Final
Konsantrasyon

Siipermix(2x) 10 ul S5ul Ix

OligoF 1 pl 0,5 pl 250-500 nM

OligoR 1 pl 0,5 pl 260-500 nM

Template 1,5-2 ul 1 pl cDNA: 100ng-100
fg

Niikleaz - -

icermeyen su

Total hacim 20 ul 10 wl

e Master miks karigtirllip homojenize oldugundan emin olunur. Her tiipe

oligolardan esit miktarda dagitilir.

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

santrifiijlenir.

e Program kurulur, PZR tiipii yiiklenir ve program baslatilir.

Polimeraz aktivasyonu ve DNA denatiirayonu: cDNA i¢in 95-98 °C’de 30 sn

Amplifikasyon i¢in denatiirasyon: 95-98 °C’de 5-15 sn
45-50 dongii
Baglanma: T4 da 15-30 sn

Real-Time PZR’da genel olarak anlamli floresan isaret kaginci dongiiden itibaren
sayaclar tarafindan algilanabiliyorsa o deger lizerinden kalitatif olarak hedef niikleotid
dizisinin miktar1 hakkinda yorum yapma imkani olusur. Reaksiyon sonrasi elde edilen
ct (cycle treshold, RFU (relative frequency of unit/cycle) degerlerinin yorumlanmasi su
sekildedir; ct degeri 18-24 arasinda ise reaksiyon oldukca basarilidir, 6rnek igerisinde
hedef niikleotid dizisi 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 igerisinde hedef niikleotid dizisin 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
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iizerinden 2°** degeri hesaplanmistir. Buradaki amag, genlerin ifade diizeylerinin nispi

artis ya da azalisinin belirlenmesidir.
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4. BULGULAR

Deney hayvanlarindan vajinal siirlintii alinarak 6strus siklusunun evreleri belirlendi ve
hematoksilen&eozin boyamasi yapilarak genel morfolojiye ait yapilar gozlemlendi.
Ayrica Wnt3, Wnt7a, p-katenin, MMP-2, MMP-7 ve MMP-9 proteinlerinin peri-
implantasyon déneminde si¢an endometriumundaki ekspresyonlar1 belirlenmis ve semi-

kantitatif skorlama yontemiyle elde edilen bulgular Tablo 4.1-4.7°de verilmistir.
4.1. Grup-1 Bulgulan
4.1.1. Vajinal Siiriintii Bulgulari

Deney sonunda Ostrus siklusunun tespiti i¢in alinan vajinal siiriintiiler 151k mikroskobu
vasitastyla belirlendi. Boyama islemi i¢cin hematoksilen&eozin boyasi kullanild:.
Proostrus evresinde cekirdekli epitel hiicrelerinin baskinligi bulundu. Bu hiicreler
kiimeler halinde veya ayri ayr1 goriinebilir. Bazen kornifiye epitel hiicreleri de goriildii.
Lokositler ise gozlenmedi (Sekil 4.1-A).

Ostrus evresinde belirgin bir sekilde kornifiye epitel hiicreleri gériildii. Cok sayidaki bu
hiicreler kiimeler halinde goriildii. Goriiniir bir ¢ekirdek bulunmaz. Sitoplazmasi
graniillii ve sekli diizensizdir (Sekil 4.1-B).

Metaostrus evresinde lokositlerin ve birkag c¢ekirdekli epitelyal ve/veya kornifiye
epitelyal hiicrelerin baskin oldugu hiicre tiplerinin bir karigimi vardi (Sekil 4.1-C).
Diostrus evresi agirlikli olarak 16kositlerden ve ¢ekirdekli epitel hiicrelerinden olustugu

gozlendi (Sekil 4.1-D).
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Sekil .1. Kontrol gruplar1 olan 6strus sikluslarinin karsilastirilmasi. A) Prodstrus, B)
Ostrus, C) Metadstrus, D) Didstrus. Cekirdekli epitel hiicreleri (turuncu ok), kornifiye
hiicreler (siyah ok), 16kositler (yesil ok).

4.1.2. Ostrus Siklusu Isik Mikroskopi Bulgular

Gebelik olusturulmayan hayvan grubunda Rattus norvegicus cinsi siganlardaki ostrus
siklusu evreleri histolojik 0Ozelliklerine gore degerlendirildi. Prodstrus, Ostrus,
metadstrus ve didstrus evreleri i¢in hematoksilen&eozin boyamast ile 151k mikroskopide

genel morfolojiye ait veriler ve Wnt3, Wnt7a, [-katenin, MMP-2, MMP-7 ve MMP-9
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proteinleri i¢in immiinfloresan boyamalar ile immiinfloresan mikroskop verileri elde
edildi.

Prodstrus evresinde, liimen girintili-gikintilidir. Epiteli tek katli prizmatik epitel olarak
goriilmektedir. Endometrial bezler ¢ogunlukla bazal stromada konumlanmistir.
Endometrial bez epitelinin arasinda glikojen igerigi artmig hiicreler bulunmaktadir
(siyah ok) ve bezlerin boyutlarinin kiigiik oldugu izlenmistir (Sekil 4.2 A-B).

Ostrus evresinde, liimen girintili-¢ikintilidir. Epitelin bazi yerlerinde yalanci ¢ok kath
epitel de izlenmektedir. Ayrica uterus bezlerinin bazal stromaya kadar indigi
gozlenmistir. Uterus liimenindeki bu degisimler blastosist implantasyonun
gerceklesmesine de olanak saglar (Sekil 4.2 C-D).

Metaostrus evresinde, liimen diiz bir sekilde goriilmektedir. Luminal epitel
hiicrelerinde glikojen icerigi artmistir. Glandular ve luminal epitelde dejenerasyonlar
gozlenirken, degisken olabilen 16kosit infiltrasyonu ve az damarlanma gdzlenmistir
(Sekil 4.2 E-F).

Diostrus evresinde, I6kosit infiltrasyonu fazladir. Epitel tek kathi prizmatik epitel
gorliiniimiindedir. Bu evrede, uterin bezlerin sayis1 bir miktar artis géstermistir ve bezler

kivrimli bir hal almaktadir (Sekil 4.2 G-H).
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Se lusundaki evrelere ait 151k mikroskobik bulgular (H&E). A-B;
proostrus, C-D; 0strus, E-F; metadstrus, G-H; diostrus (BE: Bez epiteli, KD: Kan
damari, LE: Luminal epitel, M: Miyometrium, P: Perimetrium, UL: Uterus liimeni)
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4.1.3. Ostrus Siklusu immiinfloresan Bulgulari

Calismada yer alan proteinlerin proostrus evresinde eksprese olduklar1 lokalizasyonlar
Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Wnt3 luminal epitelde orta derecede ekspresyon gosterirken endometrial bezlerde zayif
ekspresyon gostermektedir. Kan damar etrafindaki stromada ve endotelde kuvvetli
immiinolokalizasyonu goézlendi. Ayrica subluminal stromadan endometriumun bazal
stromasina dogru gidildik¢e ekspresyon seviyesinin ayni oldugu gozlenmistir (Tablo
4.1) (Sekil 4.3 A-E).

Wnt7a’nin luminal epitel ve endometrial bezlerde ekspresyonu gozlenmedi. Kan
damarinin endotelinde ve kan damarinin etrafindaki stromada orta kuvvette ifade artisi
gozlendi. Subluminal stromadan bazal stromaya dogru giderken ise kuvvetli dereceden
cok kuvvetli dereceye dogru ekspresyon artisi goriilmektedir (Tablo 4.1) (Sekil 4.4 A-
E).

p-katenin’in luminal epitel ve endometrial bezlerde orta derecede ekspresyona sahip
oldugu gozlendi. Kan damar1 endotelinde ve stromasinda da kuvvetli derecede
ekspresyon gozlenirken, subluminal stromadan bazal stromaya dogru gidildikge
ekspresyonun ayni oranda kuvvetli oldugu goriildii (Tablo 4.1) (Sekil 4.5 A-E).

MMP-2 luminal epitel ve bez epitelinde ekspresyon gostermedi. Kan damart
endotelinde ve kan damarini ¢evreleyen stromada ise kuvvetli ifade artis1 gozlendi.
Subluminal stromadan bazal stromaya dogru gidildikce MMP-2’nin ifade seviyesinin
zayiftan kuvvetli dereceye dogru arttig1 belirlendi (Tablo 4.1) (Sekil 4.6 A-E).

MMP-7 luminal epitel ve bez epitelinde orta derecede ekspresyon gosterdi. Kan
damarmin endotelinde ise ifade seviyesi ¢ok kuvvetli olarak belirlendi. Subluminal
stroma ve bazal stromada ayni kuvvette zayif ekspresyon gozlenirken, stromal
hiicrelerin sitoplazmasinda ise MMP-7"nin ¢ok kuvvetli oranda lokalize oldugu
belirlenmistir (Tablo 4.1) (Sekil 4.7 A-D).

MMP-9’un luminal epitelde zayif ifade artis1 gézlenirken bez epitelinde ekspresyonu
gozlenmedi. Kan damar1 endotelinde ve onu cevreleyen stroma bolgesinde kuvvetli
ifade seviyesi izlendi. Subluminal stromadan bazal stromaya dogru gidildikce MMP-

9’un ifade diizeyinin kuvvetli bir bicimde arttig1 goriildii (Tablo 4.1) (Sekil 4.8 A-E).
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Tablo 4.1. Proostrus evresinde

immiinolokalizasyonlari

Wnt3, Wnt7a, [-katenin, MMP-2, MMP-7 ve MMP-9

Prodstrus Endometrium

Evresi | Luminal | Bez Stroma Endotel

epitel epiteli Subluminal stroma Bazal stroma

Wnt3 ++ - +++ +++ -+
Wnt7a - - et I ++
f-katenin ++ ++ ++ S -+
MMP-2 - - + e+ -
MMP-7 ++ ++ + + -+
MMP-9 + - ++ +H+ ot
++++; Cok kuvvetli ekspresyon, +++; Kuvvetli ekspresyon, ++; Orta kuvvetteki

ekspresyon, +; Zayif ekspresyon, -; ekspresyon yok
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S.3. Proostrus evresinde Wnt3 immﬁnoizasyonlarl (A, B, C, D, E). Negatif
kontrol (F). (UL: Uterus liimeni; LE: Luminal epitel; BE: Bez epiteli; KD: Kan damart;
St: Stroma; M: Miyometrium).
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Sekil 4.4. Proostrus evresinde Wnt7a immiinolokalizasyonlar1 (A, B, C, D, E). (UL:
Uterus limeni; LE: Luminal epitel; BE: Bez epiteli; KD: Kan damari; BS: Bazal
stroma; M: Miyometrium; SbS: Subluminal stroma).
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Sekil 4.5. Prodstrus

Uterus limeni; LE: Luminal epitel; BE: Bez epiteli; KD: Kan damari; BS: Bazal
stroma; M: Miyometrium; SbS: Subluminal stroma).

evresinde [-katenin immiinolokalizasyonlar1 (A, B, C, D, E). (UL:

57



KD

nans s hm

Sekil 4.6. Proostrus evresinde MMP-2 immiinolokalizasyonlar1 (A, B, C, D, E). (UL:
Uterus limeni; LE: Luminal epitel; BE: Bez epiteli; KD: Kan damari; BS: Bazal
stroma; M: Miyometrium; SbS: Subluminal stroma).
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- o
Sekil 4.7. Prodstrus evresinde MMP-7 immiinolokalizasyonlar1 (A, B, C, D). (UL:

Uterus liimeni; LE: Luminal epitel; BE: Bez epiteli; KD: Kan damari; BS: Bazal
stroma; M: Miyometrium; SbS: Subluminal stroma).
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Se.8. Prodstrus evresinde MMP-9 immiinolokalizasyonlar1 (A, B, C, D, E). (UL:
Uterus liimeni; LE: Luminal epitel; BE: Bez epiteli; KD: Kan damari; BS: Bazal
stroma; M: Miyometrium; SbS: Subluminal stroma).

Calismada yer alan proteinlerin 6strus evresinde eksprese olduklar1 lokalizasyonlar
Tablo 4.2°de gosterilmistir.

Whnt3’lin luminal epitelde ekspresyon diizeyi orta derece olarak gozlenirken, bez
epitelinde ekspresyonu gozlenmedi. Kan damar1 endotelinde ve kan damari etrafindaki

stromada ¢ok kuvvetli Wnt3 immiinolokalizasyonu goriilmektedir. Ayrica subluminal
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stromadan endometriumun bazal stromasina dogru ¢ok kuvvetli ekspresyon artisi
gozlenmektedir (Tablo 4.2) (Sekil 4.9 A-D).

Wnt7a luminal epitel ve bez epitelinde zayif kuvvette ekspresyon gosterirken,
endometrial bezleri cevreleyen stromada orta derecede ekspresyon gosterdi. Kan
damarinin endotelinde ve onu ¢evreleyen stroma bolgesinde ise ¢ok kuvvetli ekspresyon
gbzlenmistir. Subluminal stromadan bazal stromaya dogru giderken de ¢ok kuvvetli
derecede ekspresyon artis1 vardi (Tablo 4.2) (Sekil 4.10 A-D).

p-katenin luminal epitelde orta kuvvette ifade edilirken, endometrial bez epitelinde ve
damar endotelinde kuvvetli ekspresyonu goriilmektedir. Stroma bdlgesinde ise
subluminal stromadan bazal stromaya dogru gidildik¢e ekspresyon seviyesi giderek
artmaktadir (Tablo 4.2) (Sekil 4.11 A-E).

MMP-2’nin luminal epitelde zayif ifade seviyesi gozlenirken, bez epitelinde
ekspresyonu gozlenmedi. Kan damari endotelinde ve stromasinda kuvvetli ekspresyon
gozlenirken, subluminal stromadan bazal stromaya dogru ekspresyon seviyesinin ¢ok
kuvvetliye dogru arttig1 gézlendi (Tablo 4.2) (Sekil 4.12 A-E).

MMP-7"nin luminal epitel ve bez epitelinde ¢ok kuvvetli ekspresyonu gozlendi. Kan
damart endotelinde kuvvetli ekspresyon goriilmektedir. Stromada biitiin alanlarda genel
olarak aym1 olmak {lizere zayif bir ekspresyon vardi fakat stromal hiicrelerin
sitoplazmasinda MMP-7 ifadesi oldukga fazla olarak bulunmustur (Tablo 4.2) (Sekil
4.13 A-D).

MMP-9 luminal epitel ve bez epitelinde zayif ekspresyon gosterirken, bez epitelinin
etrafindaki stromada orta kuvvette ekspresyona sahipti. Kan damarmin endotelinde ve
etrafindaki stromada ise ¢ok kuvvetli ekspresyon goriilmektedir. Subluminal stromadan
bazal stromaya dogru gidildik¢e orta kuvvetten ¢ok kuvvetliye dogru bir ifade artisi
gbzlenmistir (Tablo 4.2) (Sekil 4.14 A-E).
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Tablo 4.2. Ostrus evresinde Wnt3, Wnt7a, p-katenin, MMP-2, MMP-7 ve MMP-9

immiinolokalizasyonlari

Ostrus Endometrium
Evresi Luminal | Bez epiteli Stroma Endotel
epitel Subluminal stroma | Bazal stroma

Wnt3 ++ - +++ ++++ ++++
Whnt7a + + +++ ++++ ++++
ﬂ-katenin ++ +++ + +++ +++
MMP-2 + - -+ -+ -t
MMP-7 -+ -+ - + +++
MMP-9 + + ++ NE. -+

++++; Cok kuvvetli ekspresyon, +++; Kuvvetli ekspresyon, ++; Orta kuvvetteki
ekspresyon, +; Zayif ekspresyon, -; Ekspresyon yok
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Sekil 4.9. Ostrus evresinde Wnt3 immiinolokalizasyonlar1 (A, B, C, D). Negatif kontrol
(E). (UL: Uterus liimeni; LE: Luminal epitel; BE: Bez epiteli; KD: Kan damari; SbS:
Subluminal stroma; BS: Bazal stroma; M: Miyometrium; P: Perimetrium).
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Sek114 10 Ostrus evresmde Wnt7a immiinolokalizasyonlari (A, B, C, D). (UL: Uterus
liimeni; LE: Luminal epitel; BE: Bez epiteli; KD: Kan damari; SbS: Subluminal stroma;
BS: Bazal stroma; M: Miyometrium; P: Perimetrium).
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Uterus liimeni; LE: Luminal epitel; BE: Bez epiteli; KD: Kan damari; SbS: Subluminal
stroma; BS: Bazal stroma; M: Miyometrium).
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Sekil 4.12. Ostrus evresinde MMP-2 immiinolokalizasyonlar1 (A, B, C, D, E). (UL:
Uterus liimeni; LE: Luminal epitel; BE: Bez epiteli; KD: Kan damari; SbS: Subluminal
stroma; BS: Bazal stroma; M: Miyometrium; P: Perimetrium).
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S.13. Ostrus evresinde MMP-7 immﬁnkasyonlarl (A, B, C, D). (UL: Uterus

liimeni; LE: Luminal epitel; BE: Bez epiteli; KD: Kan damari; SbS: Subluminal stroma;
BS: Bazal stroma; M: Miyometrium).
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ekil 4.14. Ostrus evresinde MMP-9 imfﬁﬁnolokalizasyonlarl (A,B,C,D, E). (UL:
Uterus limeni; LE: Luminal epitel; BE: Bez epiteli; KD: Kan damari; SbS: Subluminal
stroma; BS: Bazal stroma; M: Miyometrium).

Calismada yer alan proteinlerin metadstrus evresinde eksprese olduklar
lokalizasyonlar Tablo 4.3’de gdsterilmistir.

Whnt3’lin luminal epitelde ve bez epitelinde zayif derecede lokalize oldugu gozlendi.
Kan damar1 endotelinde ve kan damarini ¢evreleyen stroma bolgesindeki ekspresyon

siddeti yer yer kuvvetli olarak goriiliirken, Wnt3 ekspresyon siddetinin subluminal
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stromadan bazal stromaya dogru kuvvetli derecede arttifi goriildii. Ayrica stroma
bolgesinde fazla sayida 16kosit yogunlugu bulunmaktadir (Tablo 4.3) (Sekil 4.15 A-E).
Whnt7a’nin luminal epitelde orta derecede ifade artis1 goriiliirken, bez epitelinde zayif
ekspresyonu gozlendi. Endometrial bezleri g¢evreleyen stromada ise orta kuvvette
ekspresyon vardi. Ayrica kan damarinin endotelinde ve kan damarini ¢evreleyen stroma
bolgesinde kuvvetli ekspresyon belirlendi. Subluminal stroma ve bazal stromadaki
Wnt7a’nin genel olarak gii¢lii ekspresyonu bulunmaktadir (Tablo 4.3) (Sekil 4.16 A-D).
p-katenin luminal epitel ve bez epitelinde cok kuvvetli ekspresyon gosterdi. Bu
kisimlarda 6zellikle epitel hiicrelerinin birbirine komsu bélgelerinde yer aldig1 gézlendi.
Kan damarinin endotelinde ve bunu g¢evreleyen stroma bolgesinde ¢ogunlukla orta
kuvvette ifade artis1 gozlenirken, yer yer zayif ekspresyon bolgeleri de goriilmiistiir.
Stromanin biitiin alanlarinda ise genel olarak orta derecede bir lokalizasyon oldugu
goriilmektedir. (Tablo 4.3) (Sekil 4.17 A-E).

MMP-2 luminal epitel ve bez epitelinde zayif lokalizasyon gosterdi. Damar endotelinde
de zayif derecede ifade seviyesi izlenirken, bazal stroma bolgesindeki kan damarlarmi
cevreleyen stroma bolgesinde ise yer yer orta derecede ekspresyon gozlendi.
Subluminal stromadan bazal stromaya dogru MMP-2 ekspresyon siddetinin orta
kuvvetten kuvvetli dereceye dogru arttig1 goriildii (Tablo 4.3) (Sekil 4.18 A-D).
MMP-7"nin luminal epitelde zayif ifade seviyesi goriiliirken, bez epitelinde ekspresyon
izlenmedi. Damar endotelinde orta kuvvette ifade artis1 goriildii. Kan damarmi
cevreleyen stroma bolgesinde ve subluminal stromadan bazal stromaya dogru gidildikce
cok kuvvetli ifade artis1 gbzlenmistir (Tablo 4.3) (Sekil 4.19 A-D).

MMP-9 luminal epitel ve bez epitelinde zayif ekspresyona sahipken, bez epitelinin
etrafindaki stromada orta kuvvette ekspresyon gozlendi. Kan damarinin endotelinde ve
etrafindaki stromada ise zayif kuvvette ekspresyon goriilmektedir. Subluminal
stromadan bazal stromaya dogru gidildik¢e orta derecede ifade artis1 vardir (Tablo 4.2)
(Sekil 4.20 A-E).
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Tablo 4.3. Metadstrus evresinde Wnt3, Wnt7a, f-katenin, MMP-2, MMP-7 ve MMP-9

immiinolokalizasyonlari

Metadstrus Endometrium
Evresi Luminal | Bez epiteli Stroma Endotel
epitel Subluminal stroma | Bazal stroma
Wnt3 + + ++ +++ +++
Whnt7a ++ + +++ +++ +++
p-katenin I 4 ++ ++ +++
MMP-2 + - ++ - +
MMP-7 + - ++ -+ ++
MMP-9 + - + ++ +

++++; Cok kuvvetli ekspresyon, +++; Kuvvetli ekspresyon, ++; Orta kuvvetteki
ekspresyon, +; Zayif ekspresyon, -; ekspresyon yok
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ki.l 5. Metadstrus evresinde Wnt-3 ﬁnmoalizasyonlarl (A,B,C,D,E).
Negatif kontrol (F). (UL: Uterus liimeni; LE: Luminal epitel; BE: Bez epiteli; KD: Kan
damari; SbS: Subluminal stroma; BS: Bazal stroma; M: Miyometrium).
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Skil 4.16. Metadstrus evrside Wnt- 7d immnkalizasyonlarl (A, B, C, D). (UL:\-
Uterus limeni; LE: Luminal epitel; BE: Bez epiteli; KD: Kan damari; SbS: Subluminal
stroma; BS: Bazal stroma; M: Miyometrium; P: Perimetrium).
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k.l 7. Metadstrus evresinde ﬁ—kateﬁfn immiinolokalizasyonlar1 (A, B, C, D, E).
(UL: Uterus liimeni; LE: Luminal epitel; BE: Bez epiteli; KD: Kan damari; SbS:
Subluminal stroma; BS: Bazal stroma; M: Miyometrium).
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Sekil 4.18. Metadstrus evresinde MMP—?I imunolokalizasyonlarl (A, B, C, D). (UL:
Uterus limeni; LE: Luminal epitel; BE: Bez epiteli; KD: Kan damari; SbS: Subluminal
stroma; BS: Bazal stroma; M: Miyometrium).
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Sekil 4.19. Metadstrus evresinde MMP—7 immiinolokalizasyonlar1 (A, B, C, D). (UL:‘
Uterus limeni; LE: Luminal epitel; BE: Bez epiteli; KD: Kan damari; SbS: Subluminal
stroma; BS: Bazal stroma; M: Miyometrium).
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Sk.20. Metadstrus evresinde MMP—§ immiinolokalizasyonlar1 (A, B, C, D, E). (UL:
Uterus limeni; LE: Luminal epitel; BE: Bez epiteli; KD: Kan damari; SbS: Subluminal

stroma; BS: Bazal stroma; M: Miyometrium).

Calismada yer alan proteinlerin didstrus evresinde eksprese olduklari lokalizasyonlar
Tablo 4.4’de gosterilmistir.

Whnt3’lin luminal epitelde immiinolokalizasyonu izlenmedi. Bez epitelinde ise zayif bir
sekilde ekspresyon goriildi. Kan damart endotelinde orta siddette ekspresyon
gozlenirken, kan damarini gevreleyen stroma bolgesindeki ekspresyon siddeti ise orta

kuvvette ve yer yer kuvvetli sekilde gozlendi. Wnt3 ekspresyon siddetinin subluminal
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stromadan bazal stromaya dogru zayiftan ¢ok kuvvetli dereceye kadar arttig1 goriildii.
(Tablo 4.4) (Sekil 4.21 A-D).

Whnt7a luminal epitelde ekspresyon gostermezken, bez epitelinde zayif bir ekspresyona
sahipti. Kan damar1 endotelinde zayif siddette ekspresyon gozlenirken kan damarini
cevreleyen stroma bdlgesindeki ekspresyon siddeti orta kuvvette ve yer yer kuvvetli
olarak gozlendi. Wnt7a ekspresyon siddetinin subluminal stromadan bazal stromaya
dogru gidildiginde zayiftan ¢ok kuvvetli dereceye arttigr goriilmektedir. Ayrica stroma
bolgesinde yer yer 16kosit yogunlugu (beyaz ok) bulunmaktadir (Tablo 4.4) (Sekil 4.22
A-D).

p-katenin luminal epitelde zayif kuvvette ekspresyon gosterdi. Bez epitelinde ve onu
cevreleyen stroma bolgelerinde ise kuvvetli f-katenin immiinolokalizasyonu vardi.
Subluminal stromadan bazal stromaya dogru gidildik¢e ekspresyon seviyesinin artmaya
basladig1 ve baz1 yerlerde ¢ok kuvvetli ekspresyondan bahsedilebilir. Kan damari
endotelinde orta derecede ekspresyon goriiliirken, bunu ¢evreleyen stroma bolgesinde
ise yer yer kuvvetli ekspresyon oldugu sdylenebilir. (Tablo 4.4) (Sekil 4.23 A-E).
MMP-2 luminal epitel ve bez epitelinde orta kuvvetli lokalizasyon gosterdi. Kan damari
endotelinde yer yer kuvvetli ekspresyon varken, kan damarimmi ve bez epitelini
cevreleyen stroma bolgesinde ise cogu alanda cok kuvvetli ekspresyon gozlendi.
Subluminal stromadan bazal stromaya dogru MMP-2 ekspresyon seviyesi siddetinin
ortadan kuvvetli dereceye dogru arttig1 belirlendi. Ayrica stroma bolgesinde yer yer
16kosit yogunlugu (beyaz ok) bulunmaktadir (Tablo 4.4) (Sekil 4.24 A-D).

MMP-7 luminal epitelde orta kuvvetli ekspresyona sahipti. Bez epitelinde ise
ekspresyon siddeti ¢ok kuvvetli olarak goriilmektedir. Kan damarinin endotelinde zay1f
derecede ekspresyon varken, kan damarini ve bez epitelini cevreleyen stroma
bolgelerinde yer yer orta kuvvette MMP-7 immiinolokalizasyonu gozlendi. Subluminal
stroma ve bazal stroma bolgelerinde ¢ogunlukla zayif kuvvette ekspresyon oldugu
gozlenmistir. Buna ragmen stromal hiicrelerin sitoplazmalarinda (beyaz ok) MMP-7
ifade seviyesi ¢cok yogun sekilde goriilmektedir (Tablo 4.4) (Sekil 4.25 A-E).

MMP-9 luminal epitel ve bez epitelinde zayif ekspresyon gosterirken, bez epitelinin
etrafindaki stromada kuvvetli ekspresyon vardi. Kan damariin endotelinde genel olarak
kuvvetli ekspresyon izlenirken, kan damari etrafindaki stromada yer yer ¢ok kuvvetli

ekspresyon goriilmektedir. Subluminal stromadan bazal stromaya dogru gidildik¢e de
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ifade seviyesi ¢ok giiclii bir sekilde artmistir. Ayrica stroma bdlgesinde yer yer 16kosit
yogunlugu (beyaz ok) bulunmaktadir (Tablo 4.4) (Sekil 4.26 A-E).
Tablo 4.4. Didstrus evresinde Wnt3, Wnt7a, p-katenin, MMP-2, MMP-7 ve MMP-9

immiinolokalizasyonlar1

Diostrus Endometrium
Evresi Luminal | Bez epiteli Stroma Endotel
epitel Subluminal stroma | Bazal stroma
Wnt3 - + + +++ e
Wnt7a - + + ++++ +
p-katenin + +++ ++ +++ ++
MMP-2 ++ ++ ++ +++ +++
MMP-7 ++ ++++ - n n
MMP-9 + + +++ +++ +++

++++; Cok kuvvetli ekspresyon, +++; Kuvvetli ekspresyon, ++; Orta kuvvetteki
ekspresyon, +; Zayif ekspresyon, -; ekspresyon yok
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1l 4.21. Didstrus evresinde Wnt3 imnﬂﬁnolokalizasyonlan (A, B, C, D). Negatif
kontrol (E). (UL: Uterus liimeni; LE: Luminal epitel; BE: Bez epiteli; KD: Kan damart;
SbS: Subluminal stroma; BS: Bazal stroma; M: Miyometrium).

79



s Lo 1448 opetes L L 808

.22. Didstrus evresinde Wnt7a irﬁfniinizasyonlarl (A, B,C, D). (UL:
Uterus limeni; LE: Luminal epitel; BE: Bez epiteli; KD: Kan damari; SbS: Subluminal
stroma; BS: Bazal stroma; M: Miyometrium).
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Sekil 4.23. Didstrus evresinde f-katenin immiinolokalizasyonlari (A, B, C, D, E). (UL:
Uterus limeni; LE: Luminal epitel; BE: Bez epiteli; KD: Kan damari; SbS: Subluminal
stroma; BS: Bazal stroma; M: Miyometrium).
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.24. Didstrus evresinde MMP-2 irﬁmiillizasyonlarl (A, B, C, D). (UL:
Uterus limeni; LE: Luminal epitel; BE: Bez epiteli; KD: Kan damari; SbS: Subluminal
stroma; BS: Bazal stroma; M: Miyometrium).
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kll 4.25. Didstrus evresinde MMP-7 iﬁ_qmﬁnolokalizasyonlarl (A,B,C,D, E). (UL:
Uterus limeni; LE: Luminal epitel; BE: Bez epiteli; KD: Kan damari; SbS: Subluminal
stroma; BS: Bazal stroma; M: Miyometrium).
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Sekil 4.26. Didstrus evresinde MMP-9 immiinolokalizasyonlar1 (A, B, C, D, E). (UL:
Uterus limeni; LE: Luminal epitel; BE: Bez epiteli; KD: Kan damari; SbS: Subluminal
stroma; BS: Bazal stroma; M: Miyometrium).

4.2.  Grup-2 Bulgulan

Gebelik olusturulmus hayvan grubunda Rattus norvegicus cinsi siganlardaki histolojik
ozellikler degerlendirildi. 7,5., 8,5. ve 9,5. gilinlerdeki gebelik sonuglar1 igin
hematoksilen&eozin boyamasi ile 151k mikroskopide genel morfolojiye ait veriler ve

Wnt3, Wnt7a, p-katenin, MMP-2, MMP-7 ve MMP-9 proteinleri i¢in immiinfloresan
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boyamalar ile immiinfloresan mikroskop verileri elde edildi. Kantitatif Real-Time PZR
ve immiinfloresan yontemleri kullanilarak gebeligin 7,5., 8,5. ve 9,5. gilinlerinde post-
implantasyon gelisim sirasinda bu proteinlerin uterusta dinamik olarak eksprese

edildigini gozlemledik.

4.2.1. Gebeligin 7.5. giinii

Isik mikroskop bulgularinda; embriyonun tamamen anti-mezometrial bolgeye
yerlestigi ve embriyo etrafinda desidual kript alan1 olustugu goézlendi (Sekil 4.27-B).
Embriyo bolgesinin, iri ¢ekirdekli ve poligonal sekilli desidual hiicrelerden olusan
primer desidual bolgeyle ¢evrili oldugu goriilmektedir (Sekil 4.27-F). Primer desidual
bolgenin disinda yine poligonal sekilli desidual hiicrelerden olusan sekonder desidual
bolge izlenmektedir (Sekil 4.27-F). Desidual hiicrelerin ¢ogu birden fazla nukleolusa ve
Okromatik bir nukleusa sahiptir (Sekil 4.27-F,H). Ayrica anti-mezometrial bolgedeki
baz1 hiicrelerin nukleuslarinin birden fazla oldugu goéze carpmaktadir (Sekil 4.27-H-
siyah ok). Sekonder desidual bolgenin disinda ise miyometriuma komsu kapsiil
kisminda, gelismis desidual hiicrelere farklilasma asamasindaki pre-desidual hiicrelerin
varligr gozlenmistir (Sekil 4.27-D). Vaskiilarizasyon zonu primer desidual bolgede
goriilmezken, sekonder desidual bolgede yer yer lokalize oldugu ve mezometrial
bolgeye dogru yayildigr goriilmektedir. Uterus liimeni g¢evresindeki luminal epitel
hiicrelerinin ¢ogunlukla prizmatik sekilli oldugu belirlenmistir (Sekil 4.27-E). Luminal
epitel etrafinda ise farklilagmamis stromal hiicreler yer almaktadir (Sekil 4.27-C,E). Son
olarak, gebeligin bu giiniinde implantasyon bolgelerinde endometrial bezler hemen

hemen hi¢ goriilmemektedir.
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Calismada yer alan proteinlerin gebeligin 7,5. giiniinde eksprese olduklar
lokalizasyonlar Tablo 4.5’te gosterilmistir.

Gebeligin 7,5. giinii immiinfloresan bulgularinda;

Wnt3 immiinreaktivitesinin embriyo bdlgesinde orta derecede oldugu goézlemlendi.
Embriyo etrafin1 saran primer desidual bolge ve onun disindaki sekonder desidual
bolgedeki ekstraseliiler matriks ve desidual hiicrelerde de Wnt3 immiinolokalizasyonu
orta derecede bir etkiye sahipken, bazal bolgeye dogru gidildikce kuvvetli bir artig
gosteren ifade seviyesine sahip oldugu goriilmektedir (Sekil 4.28-G). Immiinfloresan
caligmalar1 ayrica Wnt3 ekspresyonunun 7,5. giinde mezometrial bdlgede oldukca
kuvvetli pozitif reaksiyon verdigini gostermektedir. Luminal epitel ve mezometrial
bolgede miyometriuma yakin konumda yer alan kan damarlarinin endotelinde kuvvetli
bir ifade seviyesi izlenirken (Sekil 4.28-F), bazal bolgedeki stromada ifade seviyesi ¢ok
yiiksekti (Sekil 4.28-H).

Wnt7a’nin embriyo bolgesinde orta derecede bir ifade seviyesi vardi. Embriyo
cevresinde yer alan primer desidual bolgede yer alan hiicrelerde kuvvetli bir
lokalizasyon goriliirken, bu bdolgenin disinda yer alan sekonder desidual bolgede
lokalizasyon zayift1 (Sekil 4.29-E). Anti-mezometrial bolgenin miyometriuma komsu
bazal bolgesinde ise ifade seviyesinin orta derecede oldugu goriildii. Luminal epitelde
Wnt7a immiinreaktivitesi oldukca zayifken (Sekil 4.29-C), mezometrial bazal bolgede
yer alan kan damarlarinin endotelinde ve bu damarlarimin etrafinda yer alan
ekstraseliiler matriks bolgelerinde ¢ok kuvvetli lokalizasyonlar goriilmektedir (Sekil
4.29-G).

p-katenin’in embriyo bolgesinde kuvvetli lokalizasyonu gozlendi (Sekil 4.30-C).
Embriyo etrafin1 ¢evreleyen primer desidual bolgede yer alan desidual hiicrelerde ve
matriks alanlarinda kuvvetli ekspresyon belirlenirken, bu bdlgeden anti-mezometrial
bazal bolgeye dogru gidildikce ifade seviyesinin zayifladigr goriilmektedir (Sekil 4.30-
C). p-katenin embriyo bolgesinin yani sira luminal epitel, luminal epitel etrafindaki
farklilasmamis stromal hiicreler, mezometrial desidua ve mezometrial bazal bolgede yer
alan ekstraseliiler matriks ile miyometriuma komsu kan damarlarinin endotelinde
oldukea giiclii lokalizasyon gostermistir (Sekil 4.30-E,F).

MMP-2 embriyo bolgesinde orta derecede bir ifade seviyesine sahipti (Sekil 4.31-E).

Anti-mezometrial bolgede yer alan embriyo ¢evresindeki primer desidual bolgede ifade
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seviyesi orta derecede; sekonder desidual bolge ve bazal bolgede ise MMP-2
immiinreaktivitesinin oldukca zayif oldugu gozlemlendi (Sekil 4.31-A). MMP-2 ifade
seviyesinin, gebeligin 7,5. giiniinde 6zellikle mezometrial alanlarda anti-mezometrial
alanlara gore daha fazla immiin boyanmasinin oldugu belirlenmistir. Luminal epitel ve
onun etrafinda yer alan farklilagmamis stromal hiicrelerin sitoplazmalarinda ifade
seviyesi ise orta derecede tespit edildi (Sekil 4.31-F). Mezometrial bazal bolgede
miyometriuma komsu kan damarlarinin endotelinde ve onu c¢evreleyen stroma
bolgesinde ise kuvvetli bir lokalizasyon goriildii (Sekil 4.31-H).

MMP-7 embriyo ve desidual kript bolgesinde kuvvetli bir ekspresyon gosterdi (Sekil
4.32-F). Embriyo bdlgesinin ¢evresindeki anti-mezometrial bolge kisimlarinda
genellikle orta derecede bir ifade seviyesi gozlenirken, sekonder desidual alanda bu
biraz daha zayifti. Fakat sekonder desidual bolge icerisinde yer alan desidual hiicrelerin
sitoplazmalarinda giiglii bir lokalizasyon bulunmaktadir (Sekil 4.32-E,G). Ayrica
desidual hiicrelerin yakinlarinda yer alan kan damarlarinin endotelinde de giiclii bir
reaksiyon gozlenmistir (Sekil 4.32-F). Mezometrial bolgedeki alanlar ile
karsilastirildiginda, anti-mezometrial bolgede MMP-7 immiinreaktivitesinin biraz daha
fazla oldugunu sdyleyebiliriz. Luminal epitelde zayif bir reaksiyon varken, mezometrial
bazal bolgede yer alan miyometriuma komsu kan damarlarinin endotelinde ve
ekstraseliiler matrikste orta derecede bir ifade seviyesi goriildii. Ayrica mezometrial
bazal bolgedeki farklilasmamis stromal hiicrelerin sitoplazmalarinda yogun bir
boyanma vardi (Sekil 4.32-H).

MMP-9un esas olarak embriyo bolgesi disinda, sekonder desidual alandaki hiicre
gruplarinda kuvvetli pozitif reaksiyon vermesine karsin, primer desidual bolge ve anti-
mezometrial bazal bolgede immiin boyanmasi orta kuvvette goriildi (Sekil 4.33-C,E,F).
Embriyo bolgesinde ise zayif bir MMP-9 immiinolokalizasyonu gozlendi. Luminal
epitel ve onun cevresinde yer alan tam olarak farklilagmamis stromal hiicrelerde
boyanma zayifken, mezometrial bazal bdlgede yer alan bu hiicrelerin immiinreaktivitesi
orta derecede goriilmektedir (Sekil 4.33-G). Ayrica bu bolgede yer alan kan
damarlarinin endotelindeki boyanma siddetinin kuvvetli oldugu da belirlenmistir (Sekil

4.33-H).
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Tablo 4.5. Gebeligin 7,5. gliniinde Wnt3, Wnt7a, -katenin, MMP-2, MMP-7 ve MMP-9
immiinboyanmasinin hiicresel dagilimi

ANTI-MEZOMETRIAL BOLGE MEZOMETRIAL BOLGE
DESIDUA DESIDUA
7.5.

GUN EB PDZ SDZ BZ LE KD BZ
Wnt-3 ++ ++ ++ o+ 4 -+ -+
Wnt-7a ++ +H+ + ++ + +++ o+

p-katenin +++ +++ ++ + +++ +++ 4

MMP-2 ++ ++ + + ++ +++ +++

MMP-7 . ++ + ++ + ++ ++

MMP-9 + ++ 4 ++ + -+ ++

EB: Embriyo bolgesi; PDZ: Primer desidual zon; SDZ: Sekonder desidual zon; BZ:
Bazal zon; LE: Luminal epitel; KD: Kan damar1. (++++; Cok kuvvetli ekspresyon, +++;
Kuvvetli ekspresyon, ++; Orta kuvvetteki ekspresyon, +; Zayif ekspresyon, -;
ekspresyon yok)
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Sekil 4.28. Gebeligin 7,5. gliniinde Wnt3 immiinolokalizasyonlar1 (A-H). (AM: Anti-
mezometrial desidua; M: Mezometrial desidua; EB: Embriyo bolgesi; PDZ: Primer
desidual zon; SDZ: Sekonder desidual zon; BZ: Bazal zon; K: Kapsiil; KD: Kan damari;
DH: Desidual hiicreler; VZ: Vaskiilarizasyon zonu; My: Miyometrium; UL: Uterus
liimeni; LE: Luminal epitel).
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Sekil 4.29. Gebeligin 7,5. glintinde Wnt7a immiinolokalizasyonlar1 (A-G). Negatif
kontrol: H. (AM: Anti-mezometrial desidua; M: Mezometrial desidua; EB: Embriyo
bolgesi; PDZ: Primer desidual zon; SDZ: Sekonder desidual zon; BZ: Bazal zon; K:

Kapsiil; KD: Kan damari; DH: Desidual hiicreler; My: Miyometrium; UL: Uterus
liimeni; LE: Luminal epitel).
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Sekil 4.30. Gebeligin 7,5. gliniinde S-katenin immiinolokalizasyonlari(A-F). (AM: Anti-
mezometrial desidua; M: Mezometrial desidua; EB: Embriyo bolgesi; PDZ: Primer
desidual zon; SDZ: Sekonder desidual zon; BZ: Bazal zon; K: Kapsiil; VZ:
Vaskiilarizasyon zonu; My: Miyometrium; UL: Uterus liimeni; LE: Luminal epitel).
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Sekil 4.31. Gebeligin 7,5. gliniinde MMP-2 immiinolokalizasyonlar1 (A-H). (AM: Anti-
mezometrial desidua; M: Mezometrial desidua; EB: Embriyo bolgesi; PDZ: Primer
desidual zon; SDZ: Sekonder desidual zon; BZ: Bazal zon; K: Kapsiil; KD: Kan damari;
My: Miyometrium; UL: Uterus liimeni; LE: Luminal epitel).
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Sekil 4.32. Gebeligin 7,5. gliniinde MMP-7 immiinolokalizasyonlar1 (A-H). (AM: Anti-
mezometrial desidua; M: Mezometrial desidua; EB: Embriyo bolgesi; PDZ: Primer
desidual zon; SDZ: Sekonder desidual zon; BZ: Bazal zon; K: Kapsiil; KD: Kan damari;
DH: Desidual hiicreler; My: Miyometrium; VZ: Vaskiilarizasyon zonu).
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Sekil 4.33. Gebeligin 7,5. giinlinde MMP-9 immiinolokalizasyonlar1 (A-H). (AM: Anti-
mezometrial desidua; M: Mezometrial desidua; EB: Embriyo bolgesi; PDZ: Primer
desidual zon; SDZ: Sekonder desidual zon; BZ: Bazal zon; K: Kapsiil; KD: Kan damart;
My: Miyometrium; UL: Uterus liimeni; LE: Luminal epitel).
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4.2.2. Gebeligin 8,5. giinii

Isik mikroskop bulgularinda; anti-mezometrial bolgenin genisledigi fakat
mezometrial bolgenin anti-mezometrial bolgeye gore daha genis bir alanda yer aldigi,
sekonder desidual bdlgenin ise primer desidual bolgeye oranla daha fazla yer kapladig,
implantasyonu tamamlanmis olan embriyonun etrafinin tamamen endometrial kisimlarla
cevrili oldugu ve embriyo bolgesinden primer ve sekonder kisimlara dogru diizenlenim
gosteren iri ¢ekirdekli ve poligonal sekilli desidual hiicrelerin olusturdugu implantasyon
bolgesi gozlenmektedir. Desidual hiicreler, her birinin iki veya daha fazla sayida
belirgin nukleoluslara sahip ve cogunlukla Okromatik olan nukleuslar icermektedir
(Sekil 4.34-F,G). Buna karsin, bazal bolgeye komsu dar bir alanda ise pre-desidual
hiicreler bulunmaktadir (Sekil 4.34-G). Bu donemde ayrica anti-mezometrial bazal
bolge ile miyometrium arasinda yer alan yassilasmis stromal hiicrelerden olusan ve
implantasyon bolgesini sinirlayan kapsiil yapisi ¢ok net bir sekilde izlenmektedir (Sekil
4.34-C,G). Gebeligin 8,5. giiniinde gebeligin daha erken donemlerine gore daha fazla
alan kaplayan implantasyon bolgesinde trofoblast invazyonu ile karakterize ve etrafinda
maternal kan damarlarinin bulundugu ektoplasental koni, parietal ve visseral endoderm
yapilari, amniyon boslugu ve parietal endoderm hiicreleri ile trofoblast arasinda bir
membran olarak gorev yapan Reichert membraninin ortaya ¢iktigi belirlenmistir (Sekil
4.34-B,E,F). Reichert membraninin disinda ise embriyo bolgesinde mezometrial-anti-
mezometrial eksen boyunca diizenlenim gosteren ve desidual hiicrelerle yakin iliski
halinde olan dev trofoblast hiicrelerinin varhigi goze c¢arpmaktadir (Sekil 4.34-E,F).
Anti-mezometrial bolgede bazi desidual hiicrelerin ¢ekirdeklerinin birden fazla oldugu
tespit edilmistir (Sekil 4.34-G-siyah ok). Ayrica bu bdlgede yer alan bazi hiicrelerin
mitoz boliinme gegirdikleri oldukca belirgin olarak izlenmektedir (Sekil 4.34-G-yesil
ok). Mezometrial bdlgede bulunan desidual hiicreler ise 7,5. giine nazaran daha
poligonal sekilli olarak goriilmektedir fakat cogunlukla stromal hiicreler bulunmaktadir.
Maternal kan damarlarinin ise anti-mezometrial bolgede fazlalastigi ve mezometrial

kutba dogru genisledigi izlenmistir. Ekstraseliiler matriks 7,5. gline gore artmistir.
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Sekil 4.34. Gebeligin 8,5. giiniinde 151k mikroskop bulgular1 (A-H). (AM: Anti-
mezometrial desidua; M: Mezometrial desidua; EB: Embriyo bdlgesi; PDZ: Primer
desidual zon; SDZ: Sekonder desidual zon; EPC: Ektoplasental koni; GTC: Dev
trofoblast hiicreleri; TD: Trilaminar disk; KD: Kan damari; K: Kapsiil; MS: Maternal
sinlizoid; Mavi ok: Reichert membrani; Siyah ok: Cok cekirdekli hiicreler; Yesil ok:

Mitoz boliinme gegiren hiicreler).
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Calismada yer alan proteinlerin gebeligin 8,5. giiniinde eksprese olduklar
lokalizasyonlar Tablo 4.6’da gdsterilmistir.

Gebeligin 8,5. giinii immiinfloresan bulgularinda;

Wnt3’lin embriyo ¢evresindeki primer desidual bolgede 7,5. gline gore daha kuvvetli
ekspresyonunun oldugu fakat sekonder desidual bdlge ve anti-mezometrial bazal
bolgede ekspresyon seviyesinin zayif oldugu belirlenmistir. Primer ve sekonder
desidual bolgelerde bulunan kan damarlarinin endotelinde kuvvetli immiinreaktivite
gbzlendi. Implantasyon bdlgesini sinirlayan kapsiil yapisinda yer alan hiicrelerde yer yer
kuvvetli, cogunlukla orta derecede ifade seviyeleri bulunmaktadir. Mezometrial bazal
bolgede yer alan kan damarlarinin endotelinde ve onu g¢evreleyen stroma kisminda ise
ekspresyon siddeti kuvvetli olarak goriilmektedir. Embriyoyu olusturan hiicrelerde orta
derecede ekspresyon gozlenirken, ektoplasental koniyi olusturan hiicrelerde ve gelisim
boyunca ilk farklilagan hiicreler olan ve iri boyutlar ile karakterize dev trofoblast
hiicrelerinde  kuvvetli Wnt3 immiinolokalizasyonu tespit edilmistir. Reichert
membraninda ise orta seviyede bir ekspresyon bulunmaktadir.

Whnt7a ifade seviyesinin embriyo c¢evresindeki primer desidual bdlgeden anti-
mezometrial bolgenin dig kisimlarina dogru gidildikge orta dereceden zayif ifade
seviyesine dogru azaldigi goriilmektedir. Mezometrial bolge, bazal zonda yer alan
hiicrelerde ve etrafin1 ¢evreleyen stroma bolgesinde kuvvetli bir immiinolokalizasyon
gorilmektedir. Ayrica bu bolgedeki kan damarlarinin endotelinde yer alan hiicrelerde de
kuvvetli lokalizasyon tespit edilmistir. Embriyo bodlgesini olusturan hiicrelerde zayif bir
ifade seviyesi gozlenirken, ektoplasental koni ve dev trofoblast hiicrelerinde ¢ok
kuvvetli bir Wnt7a immiinreaktivitesi bulunmaktadir. Reichert membraninda ise bu
durum orta derece olarak belirlenmistir.

p-katenin’in doku genelinde 6zellikle embriyo bolgesinde ve ¢evresinde 7,5. giine gore
daha yiiksek yogunlukta oldugu gozlendi. Yapilan gozlemlere gore, primer desidual
bolgede p-katenin immiinolokalizasyonunun kuvvetli oldugu, sekonder ve bazal
bolgeye dogru gidildikce ekspresyon siddetinin orta dereceye kadar geriledigi
goriilmektedir. fS-katenin’in  Ozellikle embriyo bolgesinde ¢ok kuvvetli pozitif
yogunlukta oldugu, ektoplasental koni ve dev trofoblast hiicrelerinde ise kuvvetli pozitif
yogunlukta oldugunu rahatlikla sdyleyebiliriz. Reichert membraninda ise bu durum orta

derece olarak belirlenmistir. Mezometrial bolgeye baktigimizda ise 7,5. giine gore
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karsilagtirildiginda ayni ekspresyon degerlerine sahip oldugu gézlenmistir. Mezometrial
bazal bolgede ¢cok kuvvetli immiinreaktivite gosterdigi, ayni sekilde bu bolgede yer alan
kan damarlarinin endotelinde ve etrafindaki stroma bolgesinde kuvvetli ifade seviyesine
sahip oldugu goriilmektedir.

MMP-2’nin embriyo g¢evresindeki anti-mezometrial alanda primer desidual bolgedeki
hiicre gruplarinin kuvvetli pozitif reaksiyon verdigi fakat sekonder ve anti-mezometrial
bazal bolgeye dogru gidildikce bu etkinin azaldig1 goriilmektedir. Mezometrial bolgede
yer alan kisimlarda ise 7,5. giinle kiyasladigimizda aym siddette reaksiyon gosterdigi
belirlenmistir. Mezometrial bazal bdlgedeki ve bazal bdlge icerisinde yer alan kan
damarlarinin endotelindeki MMP-2 immiinreaktivitesinin kuvvetli pozitif oldugu tespit
edilmistir. Embriyo hiicrelerinde ekspresyon siddetinin zayif oldugu fakat embriyo
cevresinde yer alan dev trofoblast hiicreleri ve anti-mezometrial kutuptaki ektoplasental
koni hiicrelerinde kuvvetli lokalizasyon izlenmistir. Reichert membraninda ise bu
durum orta derece olarak belirlenmistir.

MMP-7 immiinboyanmas1 Ozellikle desidual hiicrelerin sitoplazmalarinda primer
desidual bolgeden sekonder ve anti-mezometrial bazal bolgeye dogru gidildikce orta
dereceden c¢ok kuvvetli ekspresyon siddetine dogru arttigi belirlenmistir. Ayrica
embriyo hiicrelerinde, dev trofoblast hiicrelerinde, ektoplasental koni hiicrelerinde,
Reichert membraninda ve anti-mezometrial bolgede yer alan kan damarlarinin
endotelinde kuvvetli MMP-7 immiinreaktivitesi gdzlenmistir. Implantasyon bolgesini
siirlayan kapsiil yapisindaki hiicrelerde kuvvetli immiinolokalizasyon tespit edilmistir.
Mezometrial bolge alanlarinda ise ekstraseliiler matrikste zayif bir ekpresyon siddeti
gorllirken bu bolgede yer alan ¢ogunlukla farklilasmis desidual hiicrelerin
sitoplazmalarinda ekspresyon siddeti ¢ok kuvvetliydi. Bu bdlgedeki kan damarlarinin
endotelini olusturan hiicre gruplarinda da kuvvetli ifade seviyesi gdzlenmektedir.
MMP-9’un  mezometrial bolgeye nazaran anti-mezometrial bolgede daha fazla
lokalizasyon gosterdigi tespit edilmistir. MMP-2 ile benzer sekilde, embriyo
cevresindeki anti-mezometrial alanda primer desidual bolgedeki hiicre gruplarinin
kuvvetli pozitif reaksiyon gosterdigi fakat sekonder ve anti-mezometrial bazal bdlgeye
dogru gidildik¢e bu etkinin azaldigi goriilmektedir. MMP-9 esas olarak embriyo
cevresindeki dev trofoblast hiicrelerinde ve ektoplasental koniyi olusturan hiicrelerde

kuvvetli pozitif reaksiyon gostermistir. Embriyo hiicreleri ve Reichert membraninda ise
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orta derecede bir reaksiyon siddetinden bahsedebiliriz. Mezometrial bazal bolgeye
baktigimizda ise burada yer alan kan damarlarinin endotel kisminda ve bazal bolgenin

ekstraseliiler matriks alanlarinda ekspresyon siddeti zayif olarak belirlenmistir.

Tablo 4.6. Gebeligin 8,5. giiniinde Wnt3, Wnt7a, p-katenin, MMP-2, MMP-7 ve MMP-9
immiinboyanmasinin hiicresel dagilimi

ANTI-MEZOMETRIAL BOLGE MEZOMETRIAL
BOLGE
8.5. DESIDUA DESIDUA
M EMBRIYO BOLGESI PDZ SDZ BZ KD BZ
TD RM GTC EPC
Wnt-3 ++ ++ +H+ +H+ +++ + + +++ +++
Wnt-7a + ++ - - ++ + + 4 4
P-katenin -+ ++ +H+ +H+ R +++ ++ +++ -+
MMP-2 + ++ et +++ +++ ++ + -+ +++
MMP-7 +++ +++ +++ +++ ++ +++ == 4+ 4+
MMP-9 ++ ++ +H+ +H+ +H+ ++ + + +
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Sekil 4.35. Gebeligin 8,5. giiniinde Wnt3 immiinolokalizasyonlari (A-G). Negatif
kontrol: H. (AM: Anti-mezometrial desidua; M: Mezometrial desidua; EB: Embriyo
bolgesi; PDZ: Primer desidual zon; SDZ: Sekonder desidual zon; EPC: Ektoplasental
koni; Beyaz ok: Reichert membrani; VZ: Vaskiilarizasyon zonu; KD: Kan damarz;
GTC: Dev trofoblast hiicreleri; TD: Trilaminar disk; My: Miyometrium).
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Sekil 4.36. Gebeligin 8,5. giinlinde Wnt7a immiinolokalizasyonlar1 (A-F). (AM: Anti-
mezometrial desidua; M: Mezometrial desidua; EB: Embriyo bolgesi; PDZ: Primer
desidual zon; SDZ: Sekonder desidual zon; EPC: Ektoplasental kon,; RM: Reichert
membrant; GTC: Dev trofoblast hiicreleri; TD: Trilaminar disk; My: Miyometrium).
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ekil 4.37. Gebeligin 8,5. giinlinde S-katenin immiinolokalizasyonlar1 (A-H). (AM:
Anti-mezometrial desidua; M: Mezometrial desidua; EB: Embriyo bolgesi; PDZ: Primer
desidual zon; SDZ: Sekonder desidual zon; EPC: Ektoplasental koni; RM: Reichert
membrani; GTC: Dev trofoblast hiicreleri; TD: Trilaminar disk; My: Miyometrium).
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Sekil 4.38. Gebeligin 8,5. giinlinde MMP-2 immiinolokalizasyonlar1 (A-H). (AM: Anti-
mezometrial desidua; M: Mezometrial desidua; EB: Embriyo bolgesi; PDZ: Primer
desidual zon; SDZ: Sekonder desidual zon; K: Kapsiil; DH: Desidual hiicreler; MS:
Maternal siniizoid; EPC: Ektoplasental koni; RM: Reichert membrani; GTC: Dev
trofoblast hiicreleri; TD: Trilaminar disk; My: Miyometrium).
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Sekil 4.39. Gebeligin 8,5. gliniinde MMP-7 immiinolokalizasyonlar1 (A-H). (AM: Anti-
mezometrial desidua; M: Mezometrial desidua; EB: Embriyo bolgesi; PDZ: Primer
desidual zon; SDZ: Sekonder desidual zon; K: Kapsiil; DH: Desidual hiicreler; VZ:
Vaskiilarizasyon zonu; EPC: Ektoplasental koni; RM: Reichert membrani; GTC: Dev
trofoblast hiicreleri; TD: Trilaminar disk; My: Miyometrium; UL: Uterus liimeni).

haas 3
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Sekil 4.40. Gebeligin 8,5. giiniinde MMP-9 immiinolokalizasyonlar1 (A-H). (AM: Anti-
mezometrial desidua; M: Mezometrial desidua; EB: Embriyo bdlgesi; PDZ: Primer
desidual zon; SDZ: Sekonder desidual zon; K: Kapsiil; DH: Desidual hiicreler; EPC:
Ektoplasental koni; RM: Reichert membrani; GTC: Dev trofoblast hiicreleri; TD:
Trilaminar disk; My: Miyometrium).
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4.2.3. Gebeligin 9,5. giinii

Isik mikroskop bulgularinda; uterus ve embriyo hacminin diger giinlere gore gittikce
biiyiidiigii gézlenmistir (Sekil 4.41-A,B). Biiyiik fetal amniyotik kavite ve maternal
desidua, 9,5 giinliik implantasyon bdlgelerindeki histolojik kesitlerde gbéze carpan
ozelliklerdir. Implantasyon bolgesinde ¢ogunlukla anti-mezometrial  bolgede
konumlanmis olan farklilasmis desidual hiicrelerin bu donemde mezometrial bolgede de
farklilagsmaya bagladig1 goriilmektedir. Desidual hiicreler, iki veya daha fazla sayida
belirgin nukleoluslara sahip ve cogunlukla Okromatik olan nukleuslar icermektedir
(Sekil 4.41-E,F). Anti-mezometrial bolgenin sekonder ve bazal bélgelerinde birden
fazla ¢ekirdege sahip desidual hiicreler tespit edilmistir (Sekil 4.41-F,H-siyah ok).
Ayrica bu bolgelerde mitoz boliinme gegiren hiicrelerin 8,5. gline gore daha fazla
oldugu dikkat ¢cekmektedir (Sekil 4.41-F,H-yesil ok). Anti-mezometrial bolgede yer
alan embriyo ve ¢evresindeki yapilarda bazi degisiklikler gézlenmektedir. Embriyonik
tabakalardaki belirgin goriiniim devam ederken, Reichert membrani disinda yer alan dev
trofoblast hiicrelerinin, etrafindaki kan damarlar ile etkilesime girerek anti-mezometrial
bolgede vitellus kesesini sekillendirdigi izlenmektedir (Sekil 4.41-B,C). Siniizoidler
genislemis ve daha bol hale gelmislerdir. Dev trofoblast hiicrelerde ise graniil birikimi
goze carpmaktadir (Sekil 4.41-C). Mezometrial bolgede ise ektoplasental koninin dig
siirindaki trofoblast hiicrelerinin kan damarlar1 ile temas kurdugu ve primitif koryo-

allantoik plasentay1 sekillendirmeye basladig1 belirlenmistir.
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1$ ar1 (A-H). (AM: Anti-
mezometrial desidua; M: Mezometrial desidua; EB: Embriyo bolgesi; PDZ: Primer
desidual zon; SDZ: Sekonder desidual zon; BZ: Bazal zon; EPC: Ektoplasental koni;
GTC: Dev trofoblast hiicreleri; MS: Maternal siniizoid; PVP: Primitif vitelliis kesesi
plasentasi; TD: Trilaminar disk; VZ: Vaskiilarizasyon zonu; My: Miyometrium; KD:
Kan damari; Mavi ok: Reichert membrani; Yesil ok: Mitoz boliinme gegiren hiicreler;
Siyah ok: Cok cekirdekli hiicreler).

e
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Gebeligin 9,5. giinii immiinfloresan bulgularinda;

Wnt3 embriyo c¢evresindeki primer ve sekonder desidual boélgelerde zayif bir
lokalizasyon gosterirken, miyometriuma komsu anti-mezometrial bazal bolgede
kuvvetli pozitif reaksiyon verdigi gozlenmistir (Sekil 4.42-B,G). Bazal bolgedeki kan
damarlarinin  endotelinde de ayni1 sekilde kuvvetli ekspresyon belirlenmistir.
Mezometrial bazal bolgedeki kan damarlarinin endotelinde de kuvvetli ekspresyon
gorilmektedir (Sekil 4.42-H). Ekstraseliiler matriks ve igerisinde yer alan hiicrelerin
sitoplazmalarinda da ayni1 kuvvette ifade seviyesi izlenmektedir. Embriyo c¢evresindeki
yapilara baktigimiz zaman; ektoplasental bolgedeki hiicrelerde ve dev trofoblast
hiicrelerinde kuvvetli reaksiyon varken, Reichert membraninda bu durum orta derece
ifade siddeti olarak goriilmektedir (Sekil 4.42-E,F). Embriyo hiicrelerinde de orta
derecede bir ekspresyon goriilmektedir.

Wnt7a embriyo cevresinde anti-mezometrial alanlarda diger giinlere oranla daha fazla
ekspresyon seviyesine sahipti. Primer ve sekonder desidual bolgede orta derecede bir
ekspresyon gozlenirken, anti-mezometrial bazal bolgeye dogru gidildik¢e kuvvetli bir
ekspresyon artis1 bulunmaktadir (Sekil 4.43-A,B,E). Wnt7a immiinolokalizasyonu
desidual hiicrelerde sitoplazmik ve ekstraseliiler bolgede orta derecede veya kuvvetli
olarak izlenmistir (Sekil 4.43-E). Mezometrial alanin genelinde kuvvetli bir ekspresyon
izlenirken, bazal bolgede Ozellikle kan damarlarinin endotelinde ¢ok kuvvetli bir
immiinreaktivite tespit edilmistir (Sekil 4.43-F). Embriyo hiicrelerinde ve ¢evresindeki
embriyonik yapilarda da kuvvetli bir lokalizasyon bulunmaktadir.

p-katenin primer desidual bolgeden sekonder ve anti-mezometrial bazal bdlgeye dogru
gidildikge 8,5. giiniin aksine artan bir ekspresyon siddeti gostermistir (Sekil 4.44-D,E).
Mezometrial bolge alanlarindaki S-katenin immiinolokalizasyonlariin, 7,5. ve 8,5.
giinlerdeki bulgularla ayni1 6zellikte oldugu belirlenmistir (Sekil 4.44-H). Embriyonik
hiicrelerde ¢ok kuvvetli immiinolokalizasyon gozlenirken, embriyo ¢evresinde yer alan
dev trofoblast hiicrelerinde ve ektoplasental yapilari olusturan hiicrelerde kuvvetli bir
ifade seviyesi tespit edilmistir (Sekil 4.44-C,G). Reichert membraninda ise orta
derecede bir immiinolokalizasyon bulunmaktadir (Sekil 4.44-C).

MMP-2 primer desidual bolgede orta derecede bir ekspresyona sahipken, gebeligin bu
doneminde bu bolgeye kiyasla sekonder ve anti-mezometrial bazal bolgede boyanma

daha zayif goriinmektedir (Sekil 4.45-D,E,G). Anti-mezometrial bdlgeyle
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karsilagtirildiginda mezometrial —alanlardaki yapilarin  daha fazla boyandigi
gorilmektedir. Mezometrial bazal bolgedeki kan damarlarmin endotelinde ve
ekstraseliiller matriks ile igerisinde yer alan stromal hiicrelerde kuvvetli bir
immiinolokalizasyon bulunmaktadir (Sekil 4.45-G). Embriyo bdlgesine baktigimiz
zaman embriyonik hiicrelerde kuvvetli ekspresyon belirlenirken, embriyo ¢evresindeki
dev trofoblast hiicreleri ve ektoplasental koni hiicrelerinde de kuvvetli ekspresyon
gorilmektedir (Sekil 4.45-C,E,F). Reichert membraninda ise orta derecede bir MMP-2
immiinolokalizasyonu bulunmaktadir.

MMP-7 primer desidual bolge haricinde genel olarak biitiin alanlarda kuvvetli veya ¢ok
kuvvetli bir immiinolokalizasyon gostermistir. Primer desidual bolgeye kiyasla
sekonder ve anti-mezometrial bazal bolgede cok kuvvetli bir ekspresyon siddeti
bulunmaktadir (Sekil 4.46-C,E,G). Ozellikle bu bolgelerdeki desidual hiicrelerin
sitoplazmalarinda MMP-7 immiinreaktivitesi ¢ok kuvvetli olarak belirlenmistir (Sekil
4.46-A,G). Bu bolgedeki kan damarlarmin endotelinde de ayni kuvvette bir ifade
seviyesi izlenmistir. Mezometrial bolgedeki kan damarlarinin endotelinde kuvvetli bir
reaksiyon gozlenirken, bu bdlgedeki hiicrelerin sitoplazmalarinda da ayni derecede
kuvvetli bir ifade seviyesi bulunmaktadir. Embriyonik hiicrelere ve embriyo
cevresindeki yapilarin tiimiine baktigimiz zaman olduk¢a kuvvetli bir MMP-7
immiinreaktivitesi belirgin olarak izlenmektedir.

MMP-9’un embriyo bolgesinde ve mezometrial alanlarda daha giiclii reaksiyon verdigi
gozlemlenmistir (Sekil 4.47-F,G,H). Primer ve sekonder desidual alanlarda zayif bir
ekspresyon siddeti bulunurken, anti-mezometrial bazal bdlgede ekspresyonun kuvvetli
bir sekilde arttig1 gozlenmistir (Sekil 4.47-E). Embriyo hiicrelerinde ve Reichert
membraninda orta derecede bir ekspresyon gozlenirken, dev trofoblast hiicrelerinde ve
ektoplasental koni bolgesinde kuvvetli bir ekspresyon goriilmektedir (Sekil 4.47-
D,F,G). Mezometrial bdlgedeki kan  damarlarmmin  endotel  hiicrelerinde
immiinolokalizasyonu kuvvetli bir sekilde izlenirken, miyometriuma bitisik alandaki

bazal bolgede de bu durum ayni sekilde kuvvetli olarak tespit edilmistir (Sekil 4.47-H).
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Tablo 4.7. Gebeligin 9,5. gliniinde Wnt3, Wnt7a, -katenin, MMP-2, MMP-7 ve MMP-9
immiinboyanmasinin hiicresel dagilimi

ANTI-MEZOMETRIAL BOLGE MEZOMETRIAL
BOLGE
9.5. DESIDUA DESIDUA
M EMBRIYO BOLGESI PDZ SDZ BZ KD BZ
TD RM GTC EPC
Wnt-3 ++ ++ +H+ +++ + + +H+ +H+ ++
Wnt-7a . ++ +++ - ++ ++ . -+ -+
P-katenin -+ ++ +H+ +H+ +H+ +++ -+ +++ -+
MMP-2 +++ ++ +++ +++ ++ + + 4+ +++
MMP-7 | A | | + e +H++ +H+ -
MMP-9 ++ ++ . Gt + + +++ 4 4

111



S.42. Gebeligin 9,5. giinlinde Wnt3 immﬁnolkalzasyonlarl (A-H). (AM: Anti-
mezometrial desidua; M: Mezometrial desidua; EB: Embriyo bolgesi; PDZ: Primer
desidual zon; SDZ: Sekonder desidual zon; EPC: Ektoplasental koni; GTC: Dev

trofoblast hiicreleri; DH: Desidual hiicreler; My: Miyometrium).
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Sekil 4.43. Gebeligin 9,5. giinlinde Wnt7a immiinolokalizasyonlar1 (A-F). Negatif
kontrol: G. (AM: Anti-mezometrial desidua; M: Mezometrial desidua; EB: Embriyo
bolgesi; PDZ: Primer desidual zon; SDZ: Sekonder desidual zon; EPC: Ektoplasental
koni; Beyaz ok: Reihart membrani; GTC: Dev trofoblast hiicreleri; TD: Trilaminar disk;
KD: Kan damari; My: Miyometrium).
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Sekil 4.44. Gebeligin 9,5. gliniinde S-katenin immiinolokalizasyonlar1 (A-H). (AM:
Anti-mezometrial desidua; M: Mezometrial desidua; EB: Embriyo bolgesi; PDZ: Primer
desidual zon; SDZ: Sekonder desidual zon; EPC: Ektoplasental koni; Beyaz ok:
Reichert membrani; GTC: Dev trofoblast hiicreleri; TD: Trilaminar disk; DH: Desidual
hiicreler; VZ: Vaskiilarizasyon zonu; KD: Kan damari; My: Miyometrium).
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Sekil 4.45. Gebeligin 9,5. gliniinde MMP-2 immiinolokalizasyonlar1 (A-G). (AM: Anti-
mezometrial desidua; M: Mezometrial desidua; EB: Embriyo bdlgesi; PDZ: Primer
desidual zon; SDZ: Sekonder desidual zon; EPC: Ektoplasental koni; K: Kapsiil; RM:
Reichert membrani; GTC: Dev trofoblast hiicreleri; MS: Maternal siniizoid; PVP:
Primitif vitellus kesesi plasentasi; KD: Kan damari; My: Miyometrium).
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Sekil 4.46. Gebeligin 9,5. gliniinde MMP-7 immiinolokalizasyonlar1 (A-G). (AM: Anti-
mezometrial desidua; M: Mezometrial desidua; EB: Embriyo bolgesi; PDZ: Primer
desidual zon; SDZ: Sekonder desidual zon; EPC: Ektoplasental koni; K: Kapsiil; DH:
Desidual hiicreler; RM: Reichert membrani; GTC: Dev trofoblast hiicreleri; MS:
Maternal siniizoid; PVP: Primitif vitellus kesesi plasentasi; VZ: Vaskiilarizayon zonu;
UL: Uterus liimeni; LE: Luminal epitel; My: Miyometrium).
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Sekil 4.47. Gebeligin 9,5. gliniinde MMP-9 immiinolokalizasyonlar1 (A-H). (AM: Anti-
mezometrial desidua; M: Mezometrial desidua; EB: Embriyo bdlgesi; PDZ: Primer
desidual zon; SDZ: Sekonder desidual zon; EPC: Ektoplasental koni; K: Kapsiil; DH:
Desidual hiicreler; RM: Reichert membrani; GTC: Dev trofoblast hiicreleri; MS:
Maternal siniizoid; VZ: Vaskiilarizayon zonu; My: Miyometrium).
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4.3. Real-Time PZR Uygulamalar

Real-Time PZR, kontrol ve gebelik grubu uterus dokularinda Wnt3, Wnt7a, p-katenin,
MMP-2, MMP-7 ve MMP-9 transkriptlerinin genel diizeylerindeki degisiklikleri
degerlendirmek icin kullanildi ve referans gen olarak GAPDH ile normalizasyon
saglandi. GAPDH, glikolizin ara basamaklarinda gliseraldehit-3-fosfattan iki molekiil
1,3-bisfosfogliserat olusumunu katalizleyen NAD bagimli bir dehidrojenazdir. Bir
housekeeping gen olan GAPDH, ifadelenme diizeyinin stabilitesinin gosterilmesi i¢in
kullanildi. Uterus dokularindan alinan cDNA 6rneklerinden Wnt3, Wnt7a, p-katenin,
MMP-2, MMP-7 ve MMP-9 primerleri ile yapilan Real-Time PZR sonrasi elde edilen ct
degerleri Tablo 4.8’de gosterilmistir.

Tablo 4.8. Wnt3, Wnt7a, p-katenin, MMP-2, MMP-7 ve MMP-9 proteinlerinin strus
siklusu ve gebelik giinlerine ait cz degerleri

Gebelik Grubu Kontrol Grubu (Ostrus Siklusu)
GEN/EVRE 7,5.GUN | 8,5.GUN | 9,5.GUN Proostrus | Ostrus | Metadstrus | Didstrus
Wnt3 24,07 31,06
Wnt7a 45,75 34,08 31,59
[-katenin 22,77 20,84
MMP-2 23,41 24,05
MMP-7 22,67 20,90 15,47 20,15
MMP-9 30,15 30,14 31,19 30,32
Ct degerleri: (18-24)~> kirmizi, (24-30)~> , (30-34)~> yesil, (ct >34)~> mavi

Ct degerlerindeki sayisal veriler ile ekspresyon ifadesinin kuvveti arasinda ters bir
orant1 vardir. Sayisal deger ne kadar biiyiikse ekspresyon ifadesi o kadar azalir, aksine
sayisal deger ne kadar kiigiikse ekspresyon siddeti oldukca kuvvetlidir. Real-Time PZR
reaksiyonu sonucunda kontrol ve gebelik grubundaki her gen ig¢in spesifik

amplifikasyon egrileri gozlendi (Sekil 4.48-4.51).
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Sekil 4.48. Gebelik giinlerindeki GAPDH, S-katenin, MMP-7 ve Wnt7a genlerinin
amplifikasyon egrileri (GAPDH: gri; f-katenin: yesil; MMP-7: mavi; Wnt7a: mor)

Devam eden gebelik giinlerinde;

e Wnt7a geninde 7,5. giin gebe uterusunda ifade seviyesi izlenmedi. 8,5. giin gebe
uterusundaki ifade seviyesi 9,5. gebelik giliniine goére 2,41 oraninda artig
gozlendi.

e MMP-7 geninde 7,5. giinden 9,5. gline dogru giderken once ifade seviyesinde az
miktar da olsa bir azalma daha sonra ise artis gozlenmistir. MMP-7 geninde 7,5.
giin gebe uterusundaki ifade seviyesi 8,5. glin gebe uterusuna gore az da olsa
1.13 oraninda artis gostermistir fakat 9,5. giin gebe uterusundaki ifade seviyesi
ise 8,5. giline gore 12.8 oraninda artis gostermistir.

e [-katenin geninin 7,5. giinden 9,5. giine dogru gidildik¢e ifade seviyesinde
siirekli olarak artis gozlenmektedir. 8,5. giin gebe uterusundaki gen ifade diizeyi
7,5. gline gore 5.06 oraninda; 9,5. glin gebe uterusundaki gen ifade diizeyi ise

8,5. giin gebe uterusuna gore 5.24 oraninda artis gostermistir.
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Sekil 4.49. Ostrus siklusundaki GAPDH, f-katenin, MMP-7 ve Wnt7a genlerinin
amplifikasyon egrileri (GAPDH: gri; p-katenin: yesil; MMP-7: mavi; Wnt7a: mor)

Kontrol grubu olan 6strus siklusuna baktigimiz zaman;

Wnt7a geninde Ostrus evresindeki ifade seviyesi proostrus evresine gore 16.11
oraninda artis gostermistir. Ostrus evresinden metadstrus evresine geciste az
miktarda da olsa metadstrus evresinin ifade seviyesinin artis1 (1.24 oraninda)
gozlenmistir. En diisiikk ifade seviyesi ise didstrus evresinde izlenmistir.
Metadstrus evresindeki ifade diizeyi didstrus evresine gore 93.7 kat fazladir.
Prodstrus ve Ostrus evreleriyle karsilastirildiginda da bu evrelerin didstrus
evresine gore sirastyla 4.65 ve 75.06 oraninda bir artis s6z konusudur.

MMP-7 geninde Ostrus evresindeki ifade seviyesi prodstrus evresine gore 43.11
oraninda artis gdstermistir. Ostrus evresinden metadstrus evresine geciste ise
25.63 oraninda bir artis gostermistir. En diisiik ifade seviyesi ise didstrus
evresinde izlenmistir. Metadstrus evresinden didstrus evresine gegiste 30.9 kat
oraninda bir artis gozlendi. Prodstrus ve dstrus evreleriyle karsilastirildiginda da
bu evrelerin didstrus evresine gore sirasiyla 18.37 ve 792.35 oraninda bir artig
s6z konusudur.

[S-katenin geninde Ostrus evresindeki ifade seviyesi prodstrus evresine gore 3.89
oraninda bir artis gostermistir fakat metadstrus evresindeki ifade diizeyi Ostrusa
gore 2.46 oraninda artmistir. Didstrus evresi ise en diisiikk ifade seviyesinde
bulunmaktadir. Metadstrus evresinin ifade diizeyi didstrus evresine gore 48.5

oraninda bir artis gostermistir.
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Sekil 4.50. Gebelik giinlerindeki GAPDH, MMP-2, MMP-9 ve Wnt3 genlerinin
amplifikasyon egrileri (GAPDH: gri; MMP-2: yesil; MMP-9: kirmizi; Wnt3: mor)

Devam eden gebelik giinlerinde;

e MMP-2 geninin 7,5. giinden 9,5. gline dogru gidildik¢e ifade seviyesinde siirekli
olarak artis gozlenmektedir. 8,5. giin gebe uterusunun ifade seviyesi 7,5. giin
gebe uterusuna gore 3.68 oraninda artis gosterirken, 9,5. giin gebe uterusunun
ifade seviyesi 8,5. giine gore 7.72 oraninda artig géstermistir.

e  MMP-9 geninin 7,5. giinden 9,5. giine dogru gidildikg¢e ifade seviyesinde siirekli
olarak artis gozlenmektedir. 8,5. giin gen ifade seviyesi 7,5. gline gore 2.14
oraninda bir artig géstermistir. 9,5. giin gebe uterusunun gen ifade seviyesi ise
8,5. giine gore 8.22 oraninda artmistir.

o Wnt3 geninde ise MMP-9’da oldugu gibi 7,5. giinden 9,5. giine dogru gidildikce
ifade seviyesinde siirekli olarak artis gozlenmektedir. 8,5. giin ifade seviyesi 7,5.
giine gore 1.38 oraninda bir artig gdstermistir. 9,5. giin gebe uterusunun ifade

seviyesi ise 8,5. gline gore tam 16 oraninda artmistir.
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Sekil 4.51. Ostrus siklusundaki GAPDH, MMP-2, MMP-9 ve Wnt3 genlerinin
amplifikasyon egrileri (GAPDH: gri; MMP-2: yesil; MMP-9: kirmizi; Wnt3: mor)

Ostrus siklusundaki MMP-2, MMP-9 ve Wnt3 genlerinin ifade seviyesine baktigimiz

zaman,

e MMP-2 geninde Ostrus evresinin ifade seviyesi prodstrus evresine gore 2.14
oraninda bir artig gosterdigi gozlenirken metadstrus evresinin Ostrus evresine
gore ifade diizeyinde 1.43 oraninda bir artis goriilmektedir. Didstrus evresi bu
genin ifade diizeyinde en diisiik orana sahiptir. Metadstrus evresinin gen ifade
diizeyi didstrus evresine gore 5.24 oraninda artig gdsterirken prodstrus ve dstrus

evrelerinin ifade dlizeyleri sirasiyla 1.7 ve 3.65 oraninda artmistir.

o MMP-9 geninde en disiik ifade seviyesinin Ostrus evresinde oldugu
gbzlenmistir. Proostrus evresindeki gen ifade diizeyi Ostrus evresine gore 2.07
oraninda artmistir. Metadstrus evresindeki gen ifade diizeyi de Ostrus evresine
gore 8.16 oraninda artig gosterirken didstrus evresine gore ise 4.46 oraninda artis

gostermistir.

e WWnt3 geninde en yiiksek ifade seviyesinin prodstrus doneminde oldugu tespit
edildi. Prodstrus evresindeki ifade diizeyi Ostrus evresine gore 4.95 oraninda
artmistir. Metadstrus evresindeki gen ifade diizeyi ise Ostrus evresine gore 3.45
oraninda artis gosterirken didstrus evresine gore ise 1,62 oraninda artis

gbzlenmistir.
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5. TARTISMA

Peri-implantasyon siireci gebeligin kisa bir zaman asamasini temsil etmesine karsin bu
siirecte meydana gelen olaylar hamilelik ve lireme sagliginin ilerlemesini 6nemli 6l¢iide
etkileyebilir. Endometrium menstrual siklus boyunca steroid hormonlara yanit
olusturarak fonksiyonel kismi dokiilen ve yenilenen kompleks ve dinamik bir dokudur.
Graniiloza hiicreleri tarafindan salgilanan 06strojen hormonunun kontrolii altinda
baslayan siklus, epitelyal ve stromal hiicrelerin ¢ogalmasini igermektedir. Sekresyon
evresinde ise korpus luteumun varligi altinda salgilanan progesteronun, Ostrojeni ve

dolayisiyla ¢ogalmay1 baskiladigi bilinmektedir (Strowitzki vd., 2006).

Implantasyon insan neslinin devamu igin son derece elzem bir biyolojik sistemdir, bu da
bizim bilgi birikimimizi birkag¢ temel fizyolojik siiregte ilerletmemizi gerektirir. Bunlar;
baglanma sirasinda trofoblast ve luminal epitel arasinda meydana gelen parakrin ve
jukstakrin epitelyal-epitelyal etkilesimler; luminal epitel ve stroma arasindaki epitelyal-
mezengimal etkilesim; hiicre go¢li ve invazyonunu igeren trofoblast-epitelyum-stroma
etkilesimleri; vaskiiler gegirgenlik ve yetiskin anjiyogenez; ve stromal desidualizasyon
sirasinda diizenlenmis biiyiimeyi (¢cogalma, farklilagsma, poliploidi ve apoptoz) igerir
(Wang ve Dey, 2006). Embriyonun endometrium i¢ine implantasyonu, hamilelik i¢in
kritik 6neme sahip, olduk¢a kontrollii bir olaydir. Bu siirecin molekiiler temelini
anlamak, dogurganlifin diizenlenmesi i¢in Onemlidir. Embriyo implantasyonundaki
basarisizlik, tireme teknolojilerinin verimliliginde 6nemli bir smirlayici faktordiir ve
implantasyon siirecine katilan molekiillerin bir veya daha fazlasi, fertilizasyon sonrasi
kontroliin anlasilabilmesi i¢in uygun bir hedef olusturur (Rechtman vd., 1999).
Implantasyon 6ncesi ve implantasyon siireclerinde, yapisal ve fonksiyonel degisimlere
maruz kalan embriyo ve uterusu etkileyen sinyal molekiilleri, bu islemlerin basariyla

tamamlanmasi i¢in etkili rol oynarlar.

Implantasyondaki olaylar, embriyonik ve endometrial proteomlarmn ekspresyonunu
kontrol eden gen transkripsiyonlarindaki degisimlerin diizenlemelerinin bir sonucudur.
Tim bu yaklagimlar ve bilgilerin, endometrial reseptivite ve embriyo-endometrium
diyalogunu biitiinsel sekilde anlamak icin bir sistem biyolojisi yaklasimina entegre
edilmesi gerekmektedir (Rashid vd., 2011). Blastosistin faaliyet durumu, implantasyon

penceresinin tanimlanmasinda uterus reseptivitesinin elde edilmesiyle ayni derecede
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onemlidir (Paria vd., 1993; Wang ve Dey, 2006). Her ne kadar genis bir yelpazede
sinyalleme molekiilleri implantasyon igin uterus reseptivitesini belirlerken kritik olarak
tanimlanmis olsa da (Wang ve Dey, 2006), blastosist aktivasyonunu diizenleyen
sinyalizasyon ag1 ile ilgili siirli bilgi bulunmaktadir (Paria vd., 1998; Wang vd., 2003;
Hamatani vd., 2004). Ekspresyon c¢aligmalari, bazt Wnt ligandlarinin, morula-blastosist
gecisi ve implantasyona dogru blastosist aktivasyonu sirasinda rol oynayabilecegine
dair 6nemli kanitlar saglamistir (Mohamed vd., 2004). Sicanlarda yapilan c¢aligsmalar,
insan implantasyonunun molekiiler temelinin i¢ yiiziinii anlamamizi saglamistir. Hem
sican hem de insan embriyolari, basit, tanimlanmis ortamlarda in vitro gelisebilir. Her

iki tiirde de embriyo implantasyonu stromal desidualizasyona yol agar.

Implantasyon, normal veya patolojik kosullar altinda diger sistemlerde yaygin olan
cesitli sinyal yollarini igerir. Bu nedenle, implantasyon {izerinde yapilan arastirmalar,
yalnizca lireme veya gelisim biyologlarina degil, daha genis bir bilim insan1 topluluguna
hitap etmelidir. Ornegin, implantasyon sirasinda gerekli olan &zelliklerin ve sinyal
yollarinin bir¢ogu, timor olusumu sirasinda da aktiftir-bu farklilik, implantasyon
sirasinda siki diizenlemenin gerceklesmesidir, oysa ayni yollarin diizensizligi timor
olusumu sirasinda ortaya ¢ikar. Bu nedenle, implantasyonun karisik mekanizmalarinin
anlagilmasi, tiimor olusumundaki karmasik mekanizmalarin daha iyi anlasilmasina
yardimci olabilir ve bir giin “hayat ve Olimiin ortak bir tehdit tarafindan baglantili

oldugunu” gosterebilir (Wang ve Dey, 2006).

Bu ¢alismada peri-implantasyon doneminde sigan endometriumunda kanonikal Wnt-f3
katenin sinyal yolag aracihifiyla MMP-2, MMP-7 ve MMP-9 proteinlerinin
immiinolokalizasyonlar1 ve gen ekspresyonlar1 belirlenerek olasi rolleri arastirilmis ve

sonuglar ayr1 ayr tartigilmistir.
Kanonikal Wnt-f§ Katenin Sinyal Yolag:

WNT'ler, farelerde ve insanlarda implantasyon zamanindaki embriyo-maternal

etkilesimler ve dstrus dongiisii sirasinda dnemli rol oynayan glikoproteinlerdir.

Wnt sinyal kaskadlari embriyonik gelisim, doku homeostazisi ve kanserin ilerlemesinde
temel rol oynar. Primer aks olusumu, akson rehberligi, hiicre motilitesi, proliferasyon ve

farklilasma gibi ¢esitli anahtar hiicresel siirecleri etkilemektedir (Logan ve Nusse, 2004;
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Clevers, 2006; Cadigan ve Peifer, 2009; Clevers ve Nusse, 2012; Niehrs, 2012). Insan
iiremesinde, gebelik baslangicinda Wnt sinyallemesinin rolli, desidualizasyon,
endometrial fonksiyonun diizenlenmesi ve trofoblast farklilasmasinda ¢ok 6nemlidir.
Wnt sinyal bilesenleri, iireme sistemi dokularinin kanserlerinde, endometrioziste ve
diger gebelikle iliskili komplikasyonlarda bulunmustur. Bununla birlikte, Wnt sinyal
yolu cok cesitlidir ve siklikla kendi kendine ve diger sinyal yollar1 ile tahmini zor olan
sonuglarla etkilesir. Bugiine kadar, 7 omurgasiz ile birlikte fare ve omurgalilarda en az
19 Wnt geni kesfedilmistir (Gavin vd., 1990; Sidow, 1992; Graba vd., 1995; Bergstein
vd., 1997). Wnt proteinleri, hiicre tipleri arasinda farkli hiicre i¢i sinyal yolaklar
yoluyla ortaya ¢ikan ¢esitli fonksiyonel etkiler gosterir (Moon vd., 1997; Brandon vd.,
2000; Wilson vd., 2001).

Ostrus siklusu ve implantasyon siirecinde sican endometriumunda Wnt familyasindan
Wnt3 ve Wnt7a ligand: ile birlikte kanonikal yolakta yer alan f-katenin proteininin
endometrial ekspresyonunu ve dokudaki potansiyel rollerini degerlendirdik. Ayrica

Real-Time PZR ile dokudaki gen ekspresyon diizeylerini arastirdik.
Ostrus Siklusunda Wnt-p Katenin Sinyal Yolag

Insanlarda menstrual déngii veya sicanlarda dstrus siklusu uterus i¢inde meydana gelen
ve uterusun hazirlanmasi icin gerekli olan bir dizi degisiklikleri agiklar. Insanlarda,
dongii proliferatif (folikiiler) ve sekretuar (luteal) fazlar olarak simiflandirilir.
Menstruasyon dongiisiiniin proliferatif fazi1 sirasinda, dstrojenler Wnt-f3 katenin sinyalini
indiikler; fakat sekretuar faz sirasinda progesteron farklilagsmaya neden olur ve diger
aktivitelerine ek olarak kanonikal Wnt-f katenin sinyalini inhibe eder. Daha sonraki
caligmalar bu genel hipotezi desteklemektedir (Wang vd., 2010; van der Horst vd.,
2012). Wnt sinyal yolaginin, fareye ait Ostrus ve prodstrus dongiilerinde uterusun en

onemli sinyal kiimelerinden biri oldugu bulunmustur (Yip vd., 2013).

Insan endometriumunda Wnt-2, Wnt-3, Wnt-4, Wnt-5a, Wnt-7a ve Wnt-7b menstrual
dongii boyunca yapisal olarak ifade edilir (Bui vd., 1997). Bu gozlemler, birkag
mikroarray caligmaya ek olarak, Wnt aile genlerinin menstrual dongii sirasinda insan

endometriumundaki regiilasyonunu gostermektedir (Borthwick vd., 2003).
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Tulac ve arkadaglart (2003), yaptiklart calismada Wnt familyasinin insan
endometriumunda endokrin-duyarli bir dokudaki potansiyel rollerini degerlendirmek
icin, menstrual dongiinlin proliferatif ve sekretuar fazlarinda, birkag Wnt ligandinin
(Wnt-2, Wnt-3, Wnt-4, Wnt-5a, Wnt-7a ve Wnt-8b) endometrial ekspresyonu,
reseptorler [Frizzled (Fzd)-6 ve diislik-yogunluklu lipoprotein reseptdr-iligkili protein
(LRP)-6], inhibitorler [FrpHE ve Dickkopf (Dkk)-1] ve gercek zamanli PZR ile asagi-
akim efektorlerini (Dishevelled-1, GSK-3B, ve p-katenin) arastirmiglardir. Analiz
ettikleri on iic genin, hepsinin sekretuar ve proliferatif endometriumda eksprese
edildigini bulmuslardir. Uyumlu bulduklar1 baska bir ¢alisma (Bui vd., 1997) ile kendi
caligmalarini karsilastirdiklarinda; proliferatif ve sekretuar faz endometriumunda Wnt-2,
Wnt-4, Wnt-5a, Wnt-7a ve p-katenin mRNA ekspresyon seviyelerinde istatistiksel
olarak anlamli bir farkin olmadigi; buna karsilik, muhtemelen farkli duyarhliklarla
tespit edilmek i¢in farkli deneysel yontemlere bagli olarak, 6nceki ¢aligmalarda (Bui
vd., 1997) bulunmayan, proliferatif fazda sekretuar faza gére Wnt-3'iin anlamli olarak
belirgin yukari-regiilasyonunu (4.7 kat artis) gozlemlediklerini belirtmislerdir (Tulac
vd., 2003).

Calismamizda sican Ostrus siklusundaki Wnt-3’lin immiinolokalizasyonlarina bakilmis
ve gen ekspresyon diizeyi gosterilmistir. Sican endometriumunda Whnt-3’{in Gstrus
siklusunun biitiin evreleri boyunca luminal epitel ve bez epitelinde ¢ogunlukla zayif
siddette eksprese oldugu, subluminal stromadan bazal stromaya dogru gidildikge,
Ozellikle proostrus ve Ostrus evrelerinde, artan bir immiinolokalizasyon gosterdigi ve
miyometriuma komsu alanlarda oldukg¢a fazla bir sekilde ifade edildigi gozlenmistir.
Ayrica Wnt-3’lin prodstrus, Ostrus ve metadstrus evrelerinde endotel lokalizasyonlu
ekspresyonlarinin oldukga yiiksek oldugu, diostrus evresinde ise orta dereceye kadar
azaldig1 belirlenmistir. Real-Time PZR verilerine de baktigimiz zaman prodstrus
evresinin en yiiksek ifade seviyesine ait oldugunu gostermistir. Ostrus, metadstrus ve
didstrus evreleriyle karsilagtirildiginda sirasiyla 4.95, 1.43 ve 2.32 kat oranla daha fazla
artist meveuttur. Ostrus siklusu siirecinde Wnt-3 geniyle alakali oldukg¢a sinirli bir bilgi
birikimi bulunmaktadir ve bulgularimiz bizi, sican endometriumunda degisiklik

gosteren Wnt-3’1lin de etkilerinin olabilecegi sonucuna ulastirmistir.
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Wnt7a, hiicre igerigine bagimli olan, kanonikal olmayan Wnt yolaginin yani sira, f-
katenin yoluyla kanonikal Wnt yolunu da aktive edebilir (Yoshioka vd., 2012). Whnt7a,
p-katenin’i aktive eder ve ECM bozunmasinda rol alan asagi-akim hedef genlerinin
artan seviyesine yol agar. Wnt7a eksikliginde ise kanonikal Wnt-3 katenin yolag etkisiz

hale gelmektedir (Huang vd., 2018).

Tulac ve arkadaglari (2003), Wnt7a’nin sadece luminal epitelde eksprese oldugunu
belirtmislerdir. Wnt-7a ekspresyonunun sadece luminal epitelde bulunuyor olmasi, bu
Wnt ligandinin epitel fonksiyonunda, epitel-stroma etkilesimlerinde ve implantasyon
sirasinda epitele embriyonik baglanma ile ilgili dnemli islevler iistlendigi seklinde
yorumlanmigtir. Ayrica Nusse ve Varmus (1992), yaptiklar1 ¢alismada yetigkin insan
endometriumunda bulunan kisitli ekspresyonla tutarli olarak, farelerde Wnt7a’nin
glandular epitelde degil, Ozellikle luminal epitelde eksprese edildigini
gozlemlemislerdir. /n situ hibridizasyon kullanilarak yapilan baska bir calismada da,
Wnt7a mRNA'sinin sadece epitelyal hiicrelerde eksprese edildigi gosterilmistir
(Carmon ve Loose, 2008). Kara (2010) ise immiinohistokimyasal analiz sonucunda,
Whnt7a dagiliminin proliferasyon doneminde, infertil olgularda luminal epitelde, kontrol
grubuna oranla daha fazla oldugunu, bununla beraber sekresyon déneminde kontrol
grubundaki negatiflige ragmen, infertil olgularda sekresyon doneminde luminal epitelde
ekspresyonun oldugunu gozlemistir. [n situ hibridizasyon analizi sonucunda ise, Wnt7a
ekspresyonunun her iki grupta proliferasyon doneminde luminal ve bez epitellerinde
farkli oldugunu, stromada benzer oldugunu belirtmistir. Sekresyon déneminde luminal
epitelde Wnt7a ekspresyonunun infertil gruplarda daha fazla iken, bez epiteli ve
stromadaki Wnt7a ekspresyonlarinin kontrol grubu ile benzer oldugunu saptamigtir

(Kara, 2010).

Whnt-7a’dan yoksun mutant fareler, uterin bezleri olusturmaz ve infertildir (Nusse ve
Varmus, 1992). Bu hayvanlarin stromada Hoxa-10 ve Hoxa-11 gen ekspresyonu kaybi
vardir, ayrica stromal Hoxa gen ekspresyonunun saglanmasi i¢in luminal epitelde Wnt-
7a'min gerekli oldugunu gosterir (Miller ve Sassoon, 1998). Gaetje ve arkadaslar1 (2007)
ise, Wnt-7a igin yaptiklari immiin boyama caligsmasinda, arastirdiklar1 tim endometrial
orneklerin glandular ve luminal epitel hiicrelerinde tespit edildigini bulmuslardir.

Endometrial stroma hiicrelerinin hemen hemen tiim olgularda Wnt7a ekspresyonu
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gosterdigi belirtilmistir. Gaetje’nin c¢aligmasiyla ile uyumlu olarak, Ingaramo ve
arkadaslar1 (2006) Wnt7a proteininin epitelyal (luminal ve glandular) ve stromal
hiicrelerin ¢ekirdeklerinde ifade edildigini gostermistir. Kiewisz ve arkadaglari da
(2011), baz1 proteinlerle birlikte Wnt7a ve p-katenin gen ekspresyonunu ve
endometriumda immiinfloresan boyama ile protein lokalizasyonunu aragtirmislardir.
Whnt7a proteininin, hem luminal hem de glandular epitelyal hiicrelerde tanimlandigini,
ancak Whnt7a protein immiinreaktivitesinin, Ostrus dongiisliniin ilgili evreleri boyunca

degistigini gézlemlemislerdir.

Bu calismada ise Wnt7a kontrol grubunda Ostrus ve metadstrus evresinde luminal
epitelde sirasiyla zayif ve orta derecede ekspresyon gosterirken, stromada biitiin
evrelerde ¢ok kuvvetli ifade seviyesi gozlenmistir. Stroma igerisinde yer alan kan
damarlarindaki endotel hiicrelerinin de ¢ok kuvvetli bir sekilde Wnt7a eksprese ettikleri
gorilmistiir. Calismamizin sonuglart ile literatiirde bildirilen veriler arasinda daha 1yi
bir karsilastirmaya olanak saglamak icin, Wnt7a'nin ekspresyon modelleri Real-Time
PZR kullanilarak dogrulanmistir. Buna gore, Ostrus ve metadstrus evrelerinde Wnt7a
ekspresyon seviyelerinin diger evrelere oranla daha fazla oldugu calismamizda
gbzlenmistir. Didstrus evresinde ise en diisiik ifade seviyesi izlenmistir. iki farkli
metodolojik yaklagimla onaylama, analizimizin sonuglarin1 dogrular niteliktedir. Real-
Time PZR sigan endometriumundaki farkli Wnt aile genlerinin hiicre spesifik
ekspresyonunu ortaya ¢ikarmistir. Burada sunulan veriler sican endometriumunda Wnt
aile tyelerinin dinamik regiilasyonunu ve benzersiz hiicresel ekspresyonunu
gostermektedir. Hem epitelyal hiicrelerde hem de endometriumun stromal hiicrelerinde
pozitif boyanmanin bu sonuglari, Wnt7a ekspresyonunun luminal epitelyal hiicrelerle
sinirlt oldugu seklindeki goriisiin aksine bir sonucun ortaya ¢iktigini gostermektedir.
Ayrica c¢alismamizda Wnt7a’nin bu lokalizasyonlardaki ekspresyonlart Wnt-3 ile
benzerlik gostermektedir. Boylece Wnt-3 ve Wnt7a’nin ayni sinyal yollar1 {izerinden
fonksiyon gordiiklerini sOyleyebiliriz. Bununla birlikte bulgularimiz Wnt3  ve
Whnt7a’nin, normal siklus siirecinde endometriumdaki yapisal degisikliklerde kanonikal

Wnt aktivitesini kontrol ettigini diistindiirmektedir.

Hiicre ici sinyal yollarina baktigimizda, f-katenin yolu Wnt sinyali icin spesifiktir.

Plazma zarinda ve sitoplazmada bulunabilen f-katenin, Wnt sinyallemesinin anahtar
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molekiiliidiir ve kadherinlerin baglanti kompleksi proteinleri (zonula adherens) ile
birlesmesine izin veren bir hiicre-hiicre adezyon molekiilii olarak 6nemli bir role
sahiptir (Hagen vd., 2004; Gordon ve Nusse, 2006). Ayrica ¢ekirdege transloke olabilen
p-katenin, gen ekspresyonunda da gorev almaktadir (Hagen vd., 2004; Gordon ve
Nusse, 2006). Endometriumda Wnt-3 katenin sinyalizasyonu bir dizi gelisimsel siirecte
yer alir. Dahasi, Wnt-p katenin sinyallemesi normal menstrual dongiiniin
diizenlenmesinde de rol oynamaktadir (Tulac vd., 2003). Ornegin niikleer f-katenin
boyanma, menstrual dongiiniin proliferatif faz1 sirasinda goriiliir (Nei vd., 1999). Ayni
sekilde, Nei ve arkadaslart (1999) f-katenin’in niikleer birikiminin salgilama fazinda
azaldigini bildirmislerdir. Jeong ve arkadaglar1 ise (2008) yaptiklar1 ¢alismada normal
uterus fonksiyonu icin dogru p-katenin ckspresyonunun yasamsal oldugunu
gostermistir. Tulac ve arkadaslar1 (2003) yaptiklar1 ¢calismada f-katenin’in, glandular ve
stromal hiicrelerde eksprese oldugunu bulmuslardir ve PZR verisi ile tutarli olarak
endometrial siklusun proliferatif ve sekretuar fazlar1 sirasinda bol miktarda
bulundugunu ve bu fazlarda endometriumda esit miktarda eksprese edildigini
belirtmislerdir.

Calismamizda p-katenin immiinreaktivitesinin kontrol grubunda pozitif oldugunu
izledik. Ozellikle 6strus siklusunun metadstrus evresinde luminal epitel ve bez epiteli
hiicrelerinin plazma membranlarinda ¢ok kuvvetli lokalize oldugu agik¢a gézlenmistir.
Bununla birlikte, 6strus evresinde de bu boélgelerde kuvvetli pozitif bir reaksiyon
bulunmaktadir. Stromal alanlarda yer alan (6zellikle bazal stroma bdlgesinde) stromal
hiicrelerde ve kan damarlarinin endotel hiicrelerinde de kuvvetli pozitif immiinreaktivite
mevcuttur. Sican endometriumunda f-katenin mRNA ekspresyonun diizenlenmesi de
Real-Time PZR kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Bu mRNA'larin biitiinliigii ve nispi miktarlari,
yapisal olarak ifade edilen bir isaretleyici olan GAPDH kullanilarak dogrulanmistir.
Buna goére immiinfloresan c¢aligmamizda bazi alanlarin lokalizasyonlariyla uyumlu
olarak PZR sonuclarinda da metadstrus evresinin, ¢ok kuvvetli bir ekspresyon
sonucuyla, en yiiksek ifade seviyesine ulastigi goriilmiistiir. Ostrus, prodstrus ve
diostrus evreleriyle karsilastirildiginda sirasiyla bu evrelerden 2.46, 9.57 ve 48.5 kat
daha fazla oranda eksprese oldugu hesaplanmistir. En diisiik ifade seviyesi ise didstrus

evresinde izlenmistir.
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Bu ¢alismalar ile birlikte, Wnt-f3 katenin sinyal yolaginin endometriumda mezensimal-
epitelyal etkilesimlere aracilik etmede O6nemli rol oynadigi sdylenebilir. Wnt3'in
endometrium ve endometrial degisikliklerde belirleyici bir rol oynadigi dikkate
alinmakla birlikte, bu proteinin eriskin sican endometriumundaki roliinii arastiran ¢ok az
calismaya rastlanmistir. Yetigkin endometriumda epitelde yer alan Wnt-7a
ekspresyonunun, stroma ve epitel arasindaki hormonal olarak diizenlenen iletisimi
etkiledigi varsayilmaktadir. Epitelyal hiicrelerde Wnt-7a'nin 6zel bir ifadesi varsayimi,
Whnt-7a'nin bir parakrin etkiye sahip oldugu hipotezine yol agmistir (Miller ve Sassoon,

1998).
Implantasyonda Wnt-p Katenin Sinyal Yolag

Implantasyon, blastosistin plasenta olusturmak i¢in endometriuma apozisyonu,
adezyonu ve invazyonunu i¢erdigi dinamik bir siiregtir. Bu siiregte fonksiyonel olarak
rol oynayan ¢ok sayida diizenleyici molekiil tespit edilmistir. Wnt sinyallemesinin
embriyogenez, organogenez ve metastazda kritik bir rol oynadig diisiiniildiigiinde, Wnt
sinyallemesinin implantasyonda da rol oynamasi sasirtict degildir. Mohamed ve
arkadaslarinin (2005) yapmis oldugu ¢alisma, Tcf/Lef-LacZ raportor faresini kullanarak
Whnt'lerin, implantasyon diizenleyicilerinin kilit bir ailesi olduklarini ilk olarak

dogrulayan ¢alismadir.

Wnt sinyal yolagi, desidualizasyon ve endometrial bez olusumu gibi implantasyonla
ilgili endometrial degisiklikler icin kritik siireglere dahil edilir. Wnt sinyallemesinin
ligandlari, reseptorleri ve inhibitorleri dahil olmak iizere endometriumun dongiisel
degisiklikleriyle iliskili oldugu da onerilmektedir. Embriyo gelisimine dahil olmanin
yani sira, Wnt sinyallemesinin, embriyo yetkinligi, baglanma ve trofoblast hiicre
cogalmasi, farklilasma ve uygun bir invazyon islemi i¢in gbé¢ gibi embriyolari
implantasyona hazirlayan siirecler icin kritik oldugu da 6nerilmektedir (Tepekoy vd.,

2015).

Genetik c¢aligmalar, Wnt sinyal yolaginin, fare embriyolarinda gastrulasyonu kontrol
eden molekiiler olaylarin merkezinde oldugunu gostermektedir.  Wnt3'lin
ablasyonu/yoksunlugu, tamemen primitif ¢izgi ve gastrulasyonun basarisizligina yol

acar (Liu vd., 1999).
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Wnt3, erken post-implantasyon fare embriyosunda sirayla ifade edilen bir Wnt
sinyalleme molekiiliidiir. Visseral endoderm, molekiiler belirteglerin ekspresyonu ile
ayirt edilebilen birkag alt populasyona ayrilir (Trichas vd., 2012). Visseral endodermin
ikinci bir alt populasyonu, embriyonun arka tarafinin tizerindedir. Bu posterior visseral
endoderm (PVE) hiicreleri, embriyonik 5,5. giinden baglayan ve gastrulasyona kadar
devam eden Whnt3'i (Liu vd., 1999; Rivera-Perez ve Magnuson, 2005) eksprese eder.
Wnt ligandlarinin da germ tabakalarinin olusumunda rolleri vardir, ¢linkii Wnt3'in null
mutasyonu fare embriyolarinda mezoderm olusumunda kanonikal Wnt sinyalinin

Onemini gostermistir (Kemp vd., 2007).

Kemp ve arkadaglart (2005) yapmis olduklan ¢alismada, fare embriyosunda Wnt3 ve
Wnt7a dahil olmak {izere bircok Wnt ligandinin ekspresyon profillerini arastirmislardir.
Wnt genlerinin ekspresyonlarini analiz etmek i¢in Real-Time PZR ve in situ
hibridizasyon yontemlerini kullanmiglardir. Ekspresyon profiline gore, Wnt3
ekspresyonu, in situ hibridizasyonda gosterildigi gibi gastrulasyonda en yiiksektir (Liu
vd., 1999). Wnt7a’nin erken embriyonik gelisim boyunca ifade edilmedigi sonucuna
ulagmiglardir. Bizim ¢alismamizda artan belirli gebelik giinlerine bagh olarak Real-
Time PZR ile yapmis oldugumuz analizlerin sonucunda Wnt3’iin ilerleyen gebelik
giinleri boyunca artis gosterdigi, ozellikle 8,5. giinden 9,5. giine dogru ekspresyon
ifadesinin ¢ok yiiksek bir seviyeye cikti§1 gdzlenmistir. Immiinfloresan calismalarinda
yapmis oldugumuz analizlere gore, calismis oldugumuz gebeligin biitiin giinlerinde
Whnt3’lin primer desidual bolgeden anti-mezometrial bazal bolgeye dogru gidildikce
artis gosterdigi, embriyo bdlgesinde oOzellikle dev trofoblast hiicreleri (GTC) ve
ektoplasental koni hiicrelerinde (EPC) yiiksek bir immiinreaktiviteye sahip oldugu,
mezometrial bolgede yer alan mezometrial stroma ve farklilagmamis stromal hiicrelerin
sitoplazmalar ile birlikte bu bolgede yer alan kan damarlarinin endotelinde de ayni
derecede yiiksek bir ifade seviyesi gosterdigi belirlenmistir. Literatiir aragtirmasina gore
bu caligmalar, farede primer aks olusumunda Wnt3 gereksinimi i¢in genetik kanitlar
saglamis olsa da, bizim ¢alismamizin sonuglarina goére Wnt3’iin sadece gastrulasyon
doneminde ifade edilmedigi, implantasyon ve desidualizasyon dénemlerinde de oldukga

aktif bir rol iistlendigi sdylenebilir.
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Wnt7a’nin endometriumun embriyonik gelisimindeki rolii iyi bir sekilde belgelenmis
olmasma ragmen, yalnizca yetiskin endometriumundaki islevi ile ilgili spekiilatif
Oneriler mevcuttur (Miller ve Sassoon, 1998; Parr ve McMahon, 1998; Tulac vd., 2003).
Faredeki bir Wnt7a knock-out deneyine gore, stromada Wnt7a yoklugu desidualizasyon
sirasinda up-regiile edilen Hoxa-10 ve Hoxa-11 kaybina yol acar (Miller ve Sassoon,
1998). Bu durum, Wnt7a'nin implantasyon ve desidualizasyonda bir islevi oldugu
hipotezine yol acmistir. Embriyonik gelisim sirasinda, Wnt7a'nin ekspresyonu,
endometrial bezlerin yeterli gelisiminde yer alan belirleyici adimlardan biridir (Parr ve
McMahon, 1998; Miller ve Sassoon, 1998). Ek olarak, Wnt7a ekspresyonu
miyometriumun normal gelisimi ve endometriumda Wnt5a ve Hoxa ekspresyonunun
stirdiiriilmesi i¢in bir 6n sarttir (Miller ve Sassoon, 1998). Dahasi, epitelyal hiicrelerde
eksprese edilen Wnt7a ve stromada eksprese edilen Wnt5a arasindaki etkilesim, gelisim
ve dogru farklilasma i¢in ¢ok onemlidir (Mericskay vd., 2004). Embriyonik gelisim
sirasinda hem fare hem de koyun endometriumunda Ostrojen maruziyetinin, Wnt7a
ekspresyonunun asagi-regiilasyonuna yol actig1r belirlenmistir (Miller vd., 1998).
Bununla birlikte, insan endometriumunda, Wnt7a'nin hormonal diizenlemesinin simdiye
kadar sadece in vitro olarak gosterildigi belirtilmektedir (Wagner ve Lehmann, 2006).
Nayeem ve arkadaslar (2015), yaptiklar1 calismada Wnt7a’dan yoksun mutant farelerin

fertilite kusurlaria sahip oldugunu belirtmislerdir.

Hayashi ve arkadaglar1 da (2009), farkli Wnt sinyal bilesenleri arasinda Wnt7a ile
birlikte Wnt4, Wnt5a, Wnt7b, Wntll ve Wntl6 ligandlarinin implantasyon Oncesi ve
sonras1 fare uterusunda eksprese edildigini bildirmiglerdir. Bu genlerin stromal hiicre
farklilasmasinda da eksprese oldugunu sdylemislerdir. Bu genlerin ¢ogunun
ekspresyonunun ise, reseptif endometrium zamaninda (fertilizasyondan 5 giin sonra) en
yiiksek oldugunu ifade etmislerdir. Belirtilen genler arasinda Wnt7a, Wnt7b, Wntll ve
Wntl6'nin ekspresyonlarmin implantasyon olmayan bolgelere kiyasla implantasyon
alanlarinda arttig1; stromal hiicre farklilagmasi {izerine ise bu genlerin ekspresyonlarinin
azaldig1 sonucuna ulagmislardir. Mohamed ve arkadaslar1 (2004, 2005) yaptiklar
caligmalarda, Whnt7a proteininin aktif blastosist tarafindan eksprese edilen bir Wnt
ligand1 oldugunu ve bu proteinin intrauterin olarak verilmesinin uterin Wnt-f3 katenin
sinyalizasyonunu indiikleyebildigini sdylemislerdir. Bu sonuglar Wnt7a’nin Wnt-3

katenin sinyal yolag: aracilifiyla desidualizasyon siirecinin baslatilmasini diizenlemek
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icin embriyo-uterus preparasyonunu basarili implantasyona dogru koordine etmede
kritik bir rol oynadigi fikrini desteklemektedir. Ek olarak, Hayashi ve arkadaslarinin
(2007) yaptig1 bir diger calismada ise Wnt7a'nin peri-implantasyon dénemi boyunca
koyun uterin luminal epitelyumunda gecici olarak eksprese oldugu ve trofoblast

hiicrelerinde farkli Wnt aktivitelerine yol acabilecegi bildirilmistir.

Mevcut calismada, Wnt7a’nin sigcan endometriumunda belirli gebelik gilinlerinde
immiinolokalizasyonlar1 arastirilmis ve bu siirecte desidualizasyon alanlarindaki
ekspresyonlar1 gosterilmistir. Ayrica Real-Time PZR yontemiyle bu proteininin
ekspresyon analizi Ol¢iilmiistiir. Calismamizda Wnt7a’nin gebeligin farkli giinlerindeki
implantasyon bolgesinde yer alan embriyo bolgesinde, primer ve sekonder desidual
bolgelerde (PDZ ve SDZ), gebeligin ilerleyen giinlerine bagl olarak PDZ’den anti-
mezometrial bazal bolgeye dogru giderek artan lokalizasyonlar belirlenmistir. Ayrica
kan damarlarinin endotelinde ve mezometrial bazal bolgede yer alan ekstraseliiler
matriks alanlar1 ve farklilasmamig stromal hiicrelerin sitoplazmalarinda giiglii
ekspresyonlar1 gosterilmistir. Real-Time PZR ile yapilan Olgiimlerde ise Wnt7a

mRNA’smin gebeligin 8,5 ve 9,5. giinlerinde eksprese oldugunu gostermistir.

Wnt3 ve Wnt7a ekspresyonlarin sican uterusunda gebeligin belirli giinlerindeki
implantasyon alanlarinda yiiksek oldugunun goriilmesi iizerine bu faktorlerin 6zellikle

implantasyon oncesi ve sirasinda 6nemli rol oynayabilecegi fikrini gliclendirmektedir.

p-katenin proteini (CTNNBI) ¢ok fonksiyonlu bir hiicre i¢i proteindir. f-katenin 'in iyi
bilinen rollerinden birisi, ¢cekirdege girmek ve artan sayida hedef genin ekspresyonunun
ortak transkripsiyonel modiilatorii olarak gérev yapmaktir. f-katenin desidualizasyon
sirasinda endometriumda hiicre adezyonunda onemli bir rol oynar (Herington vd.,
2007). Farelerde, uterusun mezensimal kompartmaninda f-katenin'in kosullu olarak
silinmesi, desidualizasyon ve infertilitenin tam bir basarisizlig1 ile sonuglanir, bu da,
endometrial stromal p-katenin'in steroidle ¢alisan mezensimal-epitelyal capraz-
etkilesimi ve desidualizasyon i¢in gerekli oldugunu gosterir (Zhang vd., 2012). Bu
nedenle, Wnt- katenin sinyalinin uygun ve zamaninda diizenlenmesi normal

desidualizasyon i¢in bir gerekliliktir.
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Herington ve arkadaslar1 (2007) yaptiklart calismada desidualizasyon sirasinda fare
uterusunda p-katenin’in degisen lokalizasyon ve seviyelerini gostermislerdir. Buna
gore, gebeligin 3,5. gliniinde, implantasyonun baglangicindan hemen once, total ve aktif
p-katenin’in, neredeyse sadece endometriumun glandular ve luminal epitelinde lokalize
oldugunu bulmuslardir. implantasyonun baslangicindan hemen sonraki zaman olan
gebeligin 4,5. giinlinde, implantasyon olan ve olmayan bdlgelerde total ve aktif f-
katenin icin ylksek seviyede boyanma, glandular ve luminal epitelde gorildiigi
sonucuna ulagmalaria neden olmustur. Sadece implantasyon bolgesindeki boliimlerde,
blastosist fazindaki embriyonun implantasyona baslayacagi uterus liimeninin anti-
mezometrial bolgesi cevresinde PDZ boyunca her iki protein icin de yiiksek bir
lokalizasyon seviyesinin oldugu, total ve aktif f-katenin’in PDZ disinda Ozellikle
liimenin mezometrial boliimii ¢evresinde luminal epitele bitisik endometrial stromadaki
baz1 hiicrelerde lokalize oldugunu ifade etmislerdir. Gebeligin 5,5. giiniinden 7,5.
giiniine kadar aliman kesitlerde de total ve aktif f-katenin’in glandular ve luminal
epitelyumla aymi lokalizasyonu gosterdigi ve ayrica, gebeligin 4,5. ginii ile
karsilastirildiginda, anti-mezometrial desiduanin daha genis bir bolgesinde ve
mezometrial desiduada yer alan luminal epitelin bitisigindeki hiicrelerde de lokalize
oldugunu belirlemislerdir. Gebeligin 6,5. ve 7,5. giinlerindeki implantasyon bolgeleri
icin ise, total ve aktif p-katemnin’in glandular ve luminal epitel, embriyo, anti-
mezometrial desidua ve mezometrial desidua kisimlarinda lokalize edildigini
gostermislerdir (Herington vd., 2007). Benzer sekilde Paria ve arkadaslar1 da (1999)
yaptiklar1 calismada gebeligin 6,5. ve 7,5. giinlerinde desidualizasyonun ilerlemesi
sirasinda, f-katenin ckspresyonunun, sekonder desidual bdlgede, anti-mezometrial
bolgedeki subepitelyal stromada ve ayrica epitelyal hiicrelerde bulundugunu ifade

etmislerdir.

Bu calismada f-katenin immiinreaktivitesinin gebeligin 7,5., 8,5. ve 9,5. giinlerindeki
implantasyon olan ve olmayan bélgelerde pozitif oldugunu izledik. Gebeligin belirli
giinlerinde embriyo bolgesinde, primer desidual bdlge, sekonder desidual bolge ve anti-
mezometrial bazal bolgede progresif bir artis izledik. Gebeligin 6zellikle 8,5. ve 9,5.
giinlerinde primer ve sekonder desidual bolgenin yani sira anti-mezometrial bazal
bolgenin bazi1 kisimlarinda yer alan desidual hiicrelerin hiicre membranlarinda c¢ok

kuvvetli lokalizasyon gozledik. Mezometrial bolgede yer alan kan damarlarinin
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endotelinde ve mezometrial bazal stroma ile igerisinde yer alan farklilagmamis stromal
hiicrelerinde ayni kuvvette lokalizasyonu takip etmistir. Herington ve arkadaslar1 da
(2007) gebe uterusunda desidualizasyona ugrayan endometrial stromal hiicrelerde aktif
p-katenin immiinolokalizasyonunu gozlemlemislerdir. Boylece sonuglarimiz f-katenin
lokalizasyonunu ve islevinin desidualizasyona ugrayan sican uterusu alanlarinda
dramatik olarak degistigini goOstermektedir. Yapilmis olan ¢alismalarla benzerlik
gosteren c¢alismamizin sonuglari, implantasyon sirasinda endometriumdaki f-katenin’in
kilit rollerinden birinin hiicre iskeleti arasindaki baglantinin bir pargasi olabilecegi

fikrine destek saglayabilecegini dngdrmektedir.

Sican embriyolarinda visseral endodermin distal hiicreleri (dVE), embriyonik 5,5.
giinde sekil degistirir ve proksimal bolgeye dogru goc eder ve anterior-posterior aks
tanimlanir. Gastrulasyon, mezoderm ve primitif ¢izgi olusumu ile birlikte 6,5. giinde
baslar. f-katenin bulunmayan embriyolarda dVE hiicreleri olusur, fakat bu hiicreler
proksimal bolgeye dogru hareket edemez. Sonug olarak embriyo, anterior-posterior aks
olusumunu gerceklestiremez. Bu durumda f-katenin’in dVE hiicrelerinin molekiiler
diizenlenmesinde rol oynadig1 6ne siiriilmektedir. Dahasi, hem dVE hem de mezoderm
olusumu epiblastta spesifik olarak f-katenin ckspresyonuna baglidir (Caroline vd.,
2007). Diger taraftan dVE hiicreleri proksimale dogru goc ederken, Wnt3 posterior
visseral endodermde eksprese edilir (Rivera-Perez ve Magnuson, 2005). Wnt3
proteininin ifadesi daha sonra primitif ¢izginin olusacagi epiblast bolgesini icerecek
sekilde genisler. Wnt3 geninin etkisizlestirilmesi de, mezoderm {iretemeyen embriyolar
ile sonuglanir. Bu durum Wnt3’iin mezoderm formasyonu i¢in f-katenin’i aktive eden

bir sinyal molekiilii oldugunu gosterir (Caroline vd., 2007).

Embriyo implantasyonu bir¢ok sinyal yolunu i¢eren karmasik bir siirectir (Hayashi vd.,
2009; Mohamed vd., 2005). Embriyogenez sirasinda uterus gelisimi ve bez
olusumundaki rollerine ek olarak (Miller ve Sassoon, 1998), Wnt7a ve p-katenin
endometrial reseptivite ve normal implantasyon i¢in onemlidir (Nayeem vd., 2014).
Mohamed ve arkadaglart (2005), implantasyon i¢in uterin Wnt-f§ katenin sinyal
yolaginin gerekli oldugunu belirlemistir. Gottardi ve Gumbiner de (2004a) aktif f-
katenin’in, hiicre adezyon baglantilarina da katilabildigini belirtmislerdir. Chen ve

arkadaslar1 da (2009) yaptiklar1 ¢alismada, f-katenin’in hiicre farklilagsmasi {izerine
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olan etkilerini incelemek amaciyla olusturulan bir in vitro desidualizasyon modeline
baktiklarinda, Wnt sinyal yoluna ait Wnt proteinlerinin ekspresyon diizeylerinde,

desidual degisimle birlikte izlenen bir artig bildirmislerdir.

Kiewisz ve arkadaslarinin (2011) yaptiklar1 Real-Time PZR sonuglarinin analizinde,
Wnt4 ve p-katenin gen ifadesinin, siklik ve gebe domuzlarin endometriumunda sabit
seviyede tutuldugunu belirtmislerdir. Bizim c¢alismamizda ise ilerleyen gebelik
giinlerine bagli olarak p-katenin mRNA’s1 gittikce artan bir ekspresyon seviyesi
gostermistir. Real-Time PZR c¢alismamizin sonuglarina gore 6zellikle 8,5. giinden 9,5.

giine dogru ¢ok yiiksek gen ekspresyonu seklinde bir artis mevcuttur.

Yukarida belirtilen ¢calismalar Wnt-f katenin bilesenlerinin ifade modellerinde tiirlere
0zgll varyasyonlari ortaya ¢ikarmaktadir. Bununla birlikte, kesin olarak diizenlenmis bir
Whnt sinyal yolagi, endometrial reseptivite ve normal implantasyon icin gereklidir (Chen
vd., 2009). Desidualizasyonun ilerlemesi sirasinda sigan uterusunda f-katenin'in roliini

ve diizenlenisini agikca belirlemek i¢in daha fazla calisma gereklidir.

Ozet olarak, uterus reseptivitesinin, desidualizasyonun ve implantasyonun
diizenlenmesi, proliferasyonun, farklilasmanin, hiicre gociiniin ve invazyonun dengesini
muhafaza etmek icin kanonikal yollarin hassas regiilasyonunun yani sira ¢ok sayida
endojen Wnt'ler, reseptorler ve iligkili faktorleri icerdigi goriilmektedir. Wnt
proteinlerinin peri-implantasyon olaylarindaki rollerinin aydinlatilmasindaki son
gelismelere ragmen, ozellikle in vivo hayvan modelleri baglaminda kanonikal Wnt
sinyalizasyonu ve diger implantasyonla iligkili molekiiller arasindaki hiyerarsik iligki
ilgi ¢ekicidir ve daha fazla aragtirmayr gerektirir. Wnt sinyallemesinin, o6zellikle
implantasyon 6ncesi embriyo gelisiminde Wnt-§ katenin yolunun, implantasyon, uterus
gelisimi ve desidualizasyon ig¢in blastosist aktivasyonunun daha kapsamli bir sekilde

anlagilmasini saglar (Zhang ve Yan, 2016).
Matriks Metalloproteinazlar

Matriks  metalloproteinazlar (MMP), menstrual siklus doneminde insan
endometriumunda, 6zellikle de menstruasyon sirasinda 6nemli ekstraseliiller matriks
(ECM) yikimim olusturmak ic¢in eksprese edilir. Dongiisel endometrial doku yikimi,

insan endometriumunun essiz bir Ozelligidir. Bazi bilesenlerin gelisimi ve gesitli
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sinyalizasyon aktiviteleri gibi kritik siiregleri yliriitmek i¢in zaman zaman
dejenerasyona ugrayan ECM’lerin bozunmasindan sorumlu olan MMP’ler,
transkripsiyonel seviyeden aktivasyonlarina ve diger ECM bilesenleriyle iletisimin
spesifik molekiiller tarafindan inhibisyonuna kadar degisen farkli asamalarda
diizenlenirler. Bu ¢alisma Wnt-f katenin sinyal yolaginin peri-implantasyon déneminde
uterus MMP-2, MMP-7 ve MMP-9 ekspresyonu ve aktivitesi {lizerindeki etkilerini

arastirmak iizere yapilmstir.
Ostrus siklusunda Matriks Metalloproteinazlar

Yapisal olarak endometrium, zengin bir vaskiiler kaynaga sahip olan destekleyici bir
stroma ile birlikte glandular ve yiizey epitelinden olusur. Ovaryan steroid iiretimi,
gebelige hazirlikta endometrial biiyiime ve fonksiyonel farklilasmanin tiire bagli bir
modelini yonlendirir. Insanlarda, menstrual déngii, {ireme dmrii boyunca yaklasik 400
kez tekrarlanabilir (Speroff vd., 1999). Genel olarak, bir¢ok alt memeli tiiriiniin
primatlara kiyasla sergiledigi Ostrus dongiisii sirasinda ¢ok daha az doku yeniden
bicimlenmesi meydana gelir. Bu nedenle kemirgenlerin uterusunda, menstrual siklusun
ayirt edici 6zelligi olan doku kaybi ve yeniden-olgunlasma siireclerinde daha saglam
MMP ifadesine kiyasla, MMP'lerin sadece orta diizeyde ifadesi gozlenmistir (Curry ve
Osteen, 2003). Bununla birlikte, kemirgenlerdeki Ostrus siklusu sirasinda MMP-2,
MMP-7 ve MMP-11'n Ostrus ve proostrus sirasinda en bol miktarda ifade edildigi,
oysaki MMP-3 ve MMP-10"un ¢ok daha az oranda ifade edildigi goriilen MMP mRNA
ekspresyonunun dongiisel degisiklikleri bildirilmistir (Rudolph-Owens vd., 1997).

Immiinohistokimyasal calismalar, MMP-2, MMP-3, MMP-7 ve MMP-9 dahil olmak
tizere bircok MMP proteininin menstruasyon sirasinda endometrial endotelyal hiicrelere
lokalize oldugunu gostermektedir (Freitas vd., 1999). Nuttall ve Kennedy (1999)
yaptiklar1 ¢alismada, MMP-3, MMP-9 ve MMP-13 ekspresyonlarini, gebe olmayan
sican endometriumundan izole edilen stromal hiicrelerde gostermiglerdir. Rudolph-
Owens ve arkadaslar1 da (1998) MMP-7 mRNA'sinin ekspresyonunu, menstruasyon
sirasinda epitelyal hiicrelerde, erken onarim olaylarinda ve Ostradiollere yanit olarak
endometriumun bazalis bdlgesinden uzayan ve biiyliyen glandular yapilarin arasinda
tanimlamiglardir. MMP-7 ve MMP-9 mRNA'larinin her ikisinin de endometrial epitele

lokalize oldugu belirtilmesine ragmen, yapilan diger calismalarda, sadece epitelyal
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hiicreler tarafindan tiretilen MMP-7 ekspresyonunun aksine, MMP-9 ekspresyonunun
stromal, immiin ve vaskiiler hiicreler arasinda da ortaya ¢iktigin1 belirlemislerdir
(Freitas vd., 1999; Rodriguez-Manzaneque vd., 2000). Yaptigimiz ¢alismada, yukarida
gosterilen Ornek caligmalardaki sonuclara ek olarak ostrus siklusunda MMP-7"nin
ozellikle Ostrus evresinde luminal ve glandular epitelde ¢ok kuvvetli pozitif
immiinreaktivite gosterdigi, ayrica buna ek olarak kan damarlariin endoteli ve stromal
hiicrelerin ~ sitoplazmasinda da MMP-7 ekspresyonlar1 gorilmektedir. MMP-9
proteininin ise bizim c¢alismamizda luminal ve glandular epitel hiicrelerinin aksine,
Ostrus siklusundaki biitiin evrelerde 6zellikle endometrial stroma bolgesinde ve kan
damarlarinin endotel bolgesindeki yassi hiicrelerde kuvvetli pozitif ekspresyon seviyesi
gostermistir. Bagka bir calismada ise in situ hibridizasyon analizleri sonucunda
endometrial epitelyal ve immiin hiicreler tarafindan olduk¢a smirli bir MMP
ekspresyonunun aksine, stromal hiicrelerin insan dongiisiiniin proliferatif ve menstrual
fazlar1 sirasinda MMP-2, MMP-9 ve MMP-7 dahil olmak iizere ¢ok sayida MMP
mRNA'sin1 eksprese ettigini ortaya koymaktadir (Freitas vd., 1999; Rodriguez-
Manzaneque vd., 2000; Maatta vd., 2000). Real-Time PZR analizlerimizin sonucuna
bakacak olursak, MMP-7 mRNA’smin Ozellikle Ostrus evresi basta olarak iizere
proostrus ve metadstrus evrelerinde de ¢ok kuvvetli sonuglar verdigi belirlenmistir.
Didstrus evresinde ise ekspresyon seviyesinin progesteron aktivitesinin artigina baglh
oldugu diisiiniilerek azaldig1 belirlenmistir. MMP-9 mRNA’sinin ise en yiiksek
seviyeye metadstrus evresinde ulastigi goriilmiistiir. Diger evrelerde MMP-9
mRNA’sinin birbirine yakin seviyelerde olmakla birlikte az ekspresyon seviyesine sahip

oldugu gozlenmistir.

Cogu MMP, insan endometriumunda eksprese edilir (Goffin vd., 2003; Vassilev vd.,
2005). Fonksiyonlar1 proliferatif ve sekretuar fazlar sirasinda ince doku yeniden
modellemesinden ve 6zellikle blastosist implantasyonunda menstruasyon sirasinda ¢cok
miktarda bulunan ECM yikimina kadar uzanir. Goffin ve arkadaslarinin (2003)
caligmalarinda, MMP-9 mRNA seviyesinin menstrual fazda stromal hiicrelerde arttig1,
ancak proteinin stromal, epitelyal ve enflamatuar hiicrelerde dongili boyunca bulundugu
sonucuna ulagsmiglardir. Ayrica MMP-7 mRNA seviyesinin, menstruasyonda kuvvetli
bir sekilde arttifi ve daha sonra proliferatif faz sirasinda yiikselmeye devam ettigini

belirlemislerdir. Bununla birlikte, MMP-7"nin epitelyal hiicrelerde agirlikli olarak
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lokalize olmakla birlikte, ge¢ sekretuar fazda ve mensturasyondaki stromal odaklarda
desidualize hiicrelerde de bulundugu belirtilmistir. Bu MMP'lerin aksine, MMP-2
mRNA seviyesinin de, menstrual dongii boyunca olduk¢a Onemli oldugu ve
menstruasyonda hafif bir artig gosterdigi ifade edilmistir. Bu calismada ise MMP-2
mRNA ifadesinin Real-Time PZR ile belirlenen 6l¢iimlerinde biitlin siklus donemleri
boyunca birbirine yakin ekspresyon seviyelerini gézlemlememizin yani sira Ostrojen
hormonundan kaynakli oldugunu diisiindiigiimiiz 6strus ve metadstrus evrelerinde, ¢cok
kuvvetli ifade seviyelerine sahip olarak, en yiiksek diizeye ulastigi, didstrus evresinde
ise progesteron hormununun artisindan kaynakli olarak en diisiik seviyeye geriledigi
belirlenmistir. immiinfloresan sonuglarma baktigimiz zaman da MMP-2’nin agirhikl
olarak stroma bdlgesindeki matriks kisminda, stromal hiicrelerde ve kan damarlarinin
endotel kisminda eksprese edildigi tespit edilmistir. Endometrial MMP gen
reglilasyonunun over steroidlerine yanit olarak, endometriumda MMP ekspresyonunu
etkileyebilen ¢esitli biiyiime faktorleri ve sitokinlerin ifade edildigini de belirtmek
gerekir. Steroidler ve lokal dokuya 0Ozgii faktorlerin aracilik ettigi karmasik
mekanizmalar, belirli MMP'lerin secici ekspresyonunu tesvik ederken digerlerinin
ekspresyonunu ya da eylemlerini sinirlamak i¢in birlikte hareket eder (Hulboy vd.,
1997). Slayden ve Brenner da (2006) progesteronun MMP-indiikleyici faktorlerin
(sitokinler gibi) ekspresyonunu énleyerek MMP-1, MMP-3, MMP-7, MMP-8 ve MMP-
10 gibi MMP’lerin transkripsiyonunu baskilayarak ve kiiltiirlenmis hiicrelerde MMP-2
ve MMP-9 ekspresyonlarini orta derecede inhibe ederek sekretuar fazda kompleks bir

rol oynadigini ifade etmislerdir.

Tang ve arkadaslar1 (2005) yaptiklar1 ¢aligmada, Ostrus dongiisii ve implantasyon
sirasinda fare endometriumundaki doku yeniden modelleme olaylarin1 karakterize
etmislerdir. Ilk olarak Real-Time PZR ile belirlenen &lciimlerde MMP-2, MMP-3,
MMP-7, MMP-12 ve MMP-14 ekspresyonlarini dogruladiklarint ve MMP-2 mRNA
ifadesinin didstrus evresinde en yiliksek seviyeye ulagtigini, MMP-7 mRNA’sinin ise
metadstrus evresinde pik yaptigini belirlemislerdir. Bizim c¢alismamizda ise, MMP-
7’nin Ostrus evresinde ¢ok yliksek bir ekspresyon seviyesiyle zirveye ulastigi, MMP-
2’nin ise metadstrus seviyesinde yine yliksek bir ekspresyon seviyesiyle en yiiksek
diizeye ulastig1, didstrus evresinde ise en diisiik seviyeye geriledigi bulunmustur. MM P-

7 ekspresyonundaki belirgin artisin, menstruasyon sirasinda insan endometriumunda
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ECM lizisinin dnde gelen nedeni olarak diisiiniilmektedir (Goffin vd., 2003). Diger
taraftan, fare endometrial dokulari, insan endometriumundaki gibi menstrual doku
bozulmasina ve kanamaya yol agan asirt ECM yeniden modellemesine ugramaz. Feng
ve arkadaslar1 da (1998) MMP-7 mRNA’s1 ile ilgili yapmis olduklar1 ¢alismada,
calismamizdaki verilerle uyumlu olarak, MMP-7"nin uterus dokusu konsantrasyonunda
siklusun prodstrus ve Ostrus evreleri sirasinda en yiiksek seviyede oldugunu tespit
etmigler ve bu degerlerin metadstrus ve didstrus degerlerinden daha yiiksek oldugunu

belirlemislerdir.
Implantasyonda Matriks Metalloproteinazlar

Memeli embriyo implantasyonu, trofoblastin maternal endometriumu isgal ederek
maternal kan ile temas kurdugu ve hamileligin olusumu igin kritik dnem tasiyan
oldukea iyi diizenlenmis bir siirectir. Kemirgen ¢alismalarinda erken gebelik, MMP-2,
MMP-3, MMP-7, MMP-9 (Rechtman vd., 1999; Waterhouse vd., 1993) dahil olmak
tizere, goklu MMP'ler icin mRNA ve pozitif immiinreaktivite ifadesi ile iligkilidir.

Bu hayvan caligmalar1 biiyiik 6l¢ciide MMP-2 ve MMP-9'un, hamilelik sirasinda fetal
hiicrelerin invazyonu ile ifade edilen en 6nemli MMP'leri temsil ettigi konusunda fikir
birligine varmistir, ancak bu MMP'lerin ekspresyon paternindeki bazi farkliliklar farkli
calisma gruplar tarafindan rapor edilmistir. Ornegin, bir baslangi¢ raporunda, gebe fare
uterusunun Northern blot analizi, MMP-2 mRNA ekspresyonunun 3 ila 5. gilinler
arasinda yiiksek oldugunu gosterirken, MMP-9 mRNA ekspresyonunun daha sonra
ortaya ¢iktig1 gosterilmistir (Das vd., 1997). Rechtman ve arkadaglarinin (1999) MMP-2
mRNA diizeylerinin sicanlarda gebeligin 3. gliniinde tepe noktasina ulagtigini, MMP-
9'un ise sadece 9. gilinde tespit edildigini ve ayrica gebeligin 7 ve 9. giinlerinde, gebe
olmayan uterus ve gebeligin 3. ve 5. gilinleri ile karsilastirildiginda implantasyon
bolgelerinde total MMP-7'de belirgin bir artisin oldugunu bildirmislerdir. Bell’e gore
(1985) epitelin ¢ogunun dejenerasyona ugradigt 7 ve 9. gilinlerde implantasyon
bolgelerindeki MMP-7"nin artmasi, ek bir hiicresel kaynak olabilecegini ve muhtemelen
mezengimal hiicrelerden bir epitelyal fenotipe gegisi temsil eden desidual hiicrelerin
olabilecegini gosterir.

Bany ve arkadaslar1 (2000) implantasyon ve desidualizasyon esnasinda fare uterusunda

MMP-2 ve MMP-9 ckspresyonlarini immunohistokimyasal olarak belirlemigler ve
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gebeligin 4-8. giinleri arasinda MMP-2 ekspresyonunun, endometrium stromasinda ve
implantasyon alanlarinda pozitif oldugunu, desidualizasyon alanlarinda ise negatif ya da
diisiik seviyede pozitif oldugunu gézlemislerdir. Bir bagka calismada bu MMP'lerin 6
ila 8. giinler arasinda daha yaygin bir sekilde ifade edildigi bildirilmistir (Hurst ve
Palmay, 1999). immiinohistokimya calismalari ayrica MMP-9’un 7. ve 8. giinlerde
primer desidual dokuda (Hurst and Palmay, 1999) giiclii bir sekilde lokalize oldugunu
dolayisiyla bu MMP'lerin desidualizasyonda ve trofoblastik invazyonda rol
oynayabilecegini gostermistir.

Calismamizda kullandigimiz MMP-2, MMP-7 ve MMP-9 proteinlerinin artan gebelik
giinlerine bagli olarak embriyo bolgesinde artan bir immiinreaktiviteye sahip oldugu
gozlemlenmistir. Ozellikle 8,5 ve 9,5. gebelik giinlerinde embriyo bdlgesinde yer alan
dev trofoblast hiicreleri, ektoplasental koni ve trilaminar disk bolgelerinde ¢ok kuvvetli
MMP-2, MMP-7 ve MMP-9 immiinolokalizasyonlar1 belirlenmistir. Kullandigimiz
metalloproteinaz proteinlerinin ¢ogunlukla embriyo bolgesini c¢evreleyen PDZ
bolgesinde anti-mezometrial bolgede yer alan diger alanlardan daha yliksek
lokalizasyona sahip oldugu goriilmektedir. Fakat MMP-7 proteininin Ozellikle 8,5 ve
9,5. gebelik giinlerinde SDZ ve anti-mezometrial bazal bdlgelerin, PDZ’ye oranla ¢ok
daha yiiksek immiinolokalizasyona sahip oldugu belirlenmistir. Bu bdlgelerde yer alan
desidual hiicrelerin sitoplazmasinda olduk¢a yogun MMP-7 boyanmasi mevcuttur.
Mezometrial bolgedeki alanlarda kullandigimiz matriks metalloproteinaz proteinlerinin
lokalizasyonlarina baktigimiz zaman, biitiin proteinlerin mezometrial bazal zonda yer
alan farklilasmamig stromal hiicreler, kan damarlarinin endotel bolgeleri ve
ekstraseliiler matrikste kuvvetli ve/veya ¢ok kuvvetli immiinolokalizasyonlar gosterdigi
belirlenmistir. MMP-7 proteininin ise luminal epitel ¢evresinde ve mezometrial bazal
bolgede yer alan farklilasmamis stromal hiicrelerin 6zellikle sitoplazmasinda ¢ok
kuvvetli yogun boyanma gostermistir. Kanonikal yolakta gorev alan pf-katenin
proteininin ise gebeligin 8,5 ve 9,5. giinlerde anti-mezometrial bolgede yer alan PDZ,
SDZ ve bazal bolgelerdeki desidual hiicrelerin hiicre membranlarinda ¢ok kuvvetli
yogun boyanma gosterdigi tespit edilmistir.

Benzer sekilde, in vitro desidualizasyona ugramis rat endometrial stromal hiicreler
MMP-2 ve MMP-9 salgilarlar (Nuttall ve Kennedy 1999). Bu sonuglar, desidualizasyon
sirasinda MMP'lerin islevlerinin mRNA ifadesiyle degil, MMP'lerin aktivasyonuyla
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diizenlendigini ve rat endometrial stromal hiicrelerin desidualizasyon sirasinda
MMP'leri aktive edebilecek bazi faktor veya faktorleri lirettigini gostermektedir.

Zhao ve arkadaslar1 (2002) yaptiklar1 ¢calismada, sigan uterusundaki MMP-2 ve MMP-9
aktivitelerini gebeligin 1. ild 7. giinlerinde incelemisler ve implantasyon alani ile inter-
implantasyon alani arasindaki MMP-2 aktivitesini karsilastirmiglardir. Ayn1 zamanda,
in situ hibridizasyon kullanilarak erken gebelikte (gebeligin 1-7. giinii) MMP-2, MM P-
9 ve bunlarin inhibitérleri olan TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 i¢in mRNA'larin
ekspresyonunu da incelemislerdir. Gebeligin 1-4. giinlerinde, bazal stromal hiicrelerde
MMP-2 mRNA i¢in ¢ok giiclii sinyaller saptandigini, fakat sinyallerin 5. glinde belirgin
sekilde azaldigin1 gézlemlemislerdir. Bu MMP-2 mRNA’s1 i¢in zayif sinyaller de, 1-5.
giinler arasinda epitel hiicrelerinde de gozlendigini belirtmislerdir. MMP-9
mRNA’smin, sadece uterus epitelyal hiicrelerinde ve 1. giinde miyometriumda lokalize
oldugunu, bununla birlikte 2. ve 3. giinlerde stromal hiicrelerde bazi sinyaller gosterdigi
sonucuna ulagmiglardir. Implantasyonun ilerlemesi ile birlikte, 6. giinde implantasyon
bolgesinde implante embriyoyu ¢evreleyen primer desidual bolgede ve 7. giinde
implantasyon sahasindaki tiim desidualize stromal hiicrelerde (primer ve sekonder
desidual bolgeler) her iki MMP-2 ve MMP-9 mRNA'sinin belirgin bir sekilde
saptandigin1  belirtmislerdir. MMP-2 mRNA'larinin seviyelerinin, gebeligin 1-7.
giinlerinde MMP-9'unkinden daha yiiksek oldugunu da belirlemislerdir. Bu sonuglarla,
MMP-2 ve MMP-9'un sigan embriyo implantasyonunda etkin olabilecegi sonucuna
ulagsmiglardir.

Mevcut calismada peri-implantasyon doneminde sican endometriumunda ic MMP
incelendi. Buna gore belirlenen gebelik giinlerindeki Real-Time PZR analizlerimizin
sonucuna gore her iic MMP’nin de sigan endometriumunda gittik¢e artan diizeylerde
eksprese edildigi gozlemlendi. MMP-2 ve MMP-7’nin artan gebelik gilinlerine bagh
olarak endometriumda MMP-9’a oranla daha yiiksek seviyelerde ifade edildigi
belirlenmistir. Buna goére MMP-2 ve MMP-7 proteinlerinin 6zellikle gebeligin 9,5.
giinlinde c¢ok yiiksek ifade diizeyine ulastigi sonucuna ulasilmistir. Kemirgenlerde
MMP-2, MMP-7 ve MMP-9 ekspresyonunun zamanlamasindaki bazi degisikliklere
ragmen, sonuglar bu MMP'lerin implantasyon i¢in kritik oldugunu gostermektedir.
Kemirgen uterusunda, 6zellikle implantasyon boélgelerinde MMP-2, MMP-7, sigan
kollajenaz1 (MMP-13) ve MMP-3 tespit edilmistir (Rechtman vd., 1999). Gebe olmayan
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endometriumda MMP'lerin varlig1 olagandir, ¢iinkii bu doku siirekli olarak yeniden
bicimlenmektedir. MMP'ler, insan endometriumunda meydana gelen ve yeniden
bicimlenmenin daha belirgin oldugu fakat daha uzun bir siire boyunca meydana geldigi
dongiisel degisikliklere katilir (Salamonsen ve Woolley, 1996). Tiim memelilerde
implantasyon bdlgelerinde aktif yeniden modelleme meydana gelir ve farelerde yapilan
caligmalar, MMP'lerin, implantasyon bolgesinde ve c¢evresinde doku yeniden
sekillenmesinde rol oynadigini gostermistir (Alexander vd., 1996). Tang ve arkadaslari
(2005) ayrica hamilelik sirasinda, MMP'nin ekspresyon seviyesi, 3. giinde (MMP-12,
MMP-14), 5. giinde (MMP-7) veya her iki ginde (MMP-2, MMP-3) implantasyon
zamani boyunca en yiiksek diizeyde oldugunu, 9. giinde ise bu MMP'lerin ifadesinin
distligiinii gézlemlemislerdir. Curry ve Osteen (2003) MMP-3 ve MMP-7y1 de iceren
MMP’lerin gebelik sirasinda fare endometriumunda eksprese edildigini, bu sonuglarla
tutarli olarak Das ve arkadaslari da (1997) fare uterusunda, MMP-2 mRNA'sinin
subepitelyal stromada 3-5. giinlerde yiiksek oranda olmak iizere 6. giinde sekonder

desidual bolgede eksprese edildigini gostermistir.

Fare desidualarinin, MMP-2 ve MMP-9'un aktivitesinin mRNA'sim1 ifade ettigi ve
aktivitesini gosterdigi bildirilmistir ve MMP-2’nin, hamileligin 7,5. giiniinde uterusun
farklilasmamis desidual bdlgesinde tespit edildigi belirlenmistir (Alexander vd. 1996).
Subepitelyal stromada MMP-2 mRNA'sinin embriyonun baglanmasindan 6nce ve sonra
belirgin ekspresyonu ve 8. giindeki mezometrial kutupta (plasentasyonun olas1 yeri)
lokalizasyonu da bu enzimin plasentasyon sirasinda erken desidualizasyon ve

neovaskiilarizasyona katilabilecegini diislindiirmektedir (Clark vd., 1992).

Trofoblast invazyonunun spesifik zamansal 6zellikleri, MMP'lerin farkl: ifadelerine yol
acar. Gebeligin erken asamalarinda, MMP'ler plasenta yatagina sonraki invazyon i¢in
ortami1 hazirlarlar. 6-8. haftada MMP-2"nin yiiksek bir ekspresyonu (daha sonra azalan
konsantrasyonlarla) MMP-9 iizerindeki duruma hakim olurken, MMP-9
ekspresyonunun ise, 8 ila 11. haftalar arasinda arttig1, hamileligin sonuna kadar baskin
oldugu belirlenmistir (Staun-Ram vd., 2004), bu da MMP-2"nin implantasyon sirasinda,
MMP-9'un ise invazyon sirasinda 6nemli bir rol oynadig1 sonucuna yol agmistir (Sosa
vd., 2017). MMP-2, MMP-9 ve inhibitorleri arasindaki denge, trofoblast invazyonunun

yeri ve kapsaminin belirlenmesinde 6nemli bir rol oynayabilir.
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Trofoblast invazyonunda dogrudan bir role ek olarak, MMP'lerin implantasyon ve
plasental gelisimin erken evrelerinde ortaya c¢ikan endometriumun 6nemli yeniden
bigimlenmesinde merkezi bir rolii olmasi muhtemeldir. Siganlarda, bir blastosistin
varligina yanit olarak stromal farklilagsma desidual doku olusumuna yol acar ve fibriler
kollajen kaybi ile birlikte olur. Implantasyon 8. giine ilerledikge, implantasyon
bolgelerindeki total kollajen konsantrasyonunda, implantasyon olmayan bolgeler ile
karsilastirildiginda (Myers vd., 1990), muhtemelen MMP'lerin etkisine bagl olarak,
giderek artan bir azalma vardir. ekstraseliiler matriksin tek tek bilesenleri desidual veya

desidualize dokuda azalmis veya ¢ok diistik bir ifadeye sahiptir (Nie vd., 1997).

Bu c¢alismada, implantasyonun incelenen donemlerinde sican desiduasinin oldukga
kompleks bir morfolojik yapiya sahip oldugu ve bolgesel farkliliklar igerdigi
saptanmistir. Calismamizda implantasyon bolgesinin ardisik gilinlerde incelenmesi,
bolgesel farkliliklarin ve desidualizasyona ugrayacak olan stromal hiicrelerin morfolojik

degisimlerinin daha kolay bir sekilde anlasilmasina olanak tanimistir.

Uterusun hiicre dis1 mimarisinin genis ¢apli yeniden diizenlenmesi, organin genel
fizyolojisi agisindan kritik 6neme sahiptir. Bu yeniden bi¢imlendirme, kismen, dstrusun
veya menstrual dongiliniin her asamasiyla iliskili siklik hormonal isaretler tarafindan
diizenlenen MMP sistemi tarafindan gerceklestirilir. Bu hormonal sinyaller, yeniden
sekillendirilecek matriksin tlriinli, bolgeye 06zgli yeri ve matriks bozulmasinin
derecesini kontrol etmek i¢in bireysel MMP'leri modiile eder (Curry ve Osteen, 2003).
MMP'lerin invaziv ve yeniden modelleme siiregleri icin Onemi g6z Oniinde
bulunduruldugunda, bu ¢alismanin hedefleri, MMP'lerin kanonikal Wnt-f3 katenin sinyal
yolagi araciligiyla siganlarda erken gebelik sirasinda iiretilip iiretilmedigini belirlemekti.
Sonuglarimiz, desidualizasyon ve sonraki implantasyon mekanizmalarinin tanimlanmasi
icin yararh bilgiler saglayabilir. Calismalar ayrica, gebelik doneminde belirli islevleri

yerine getirmek i¢in MMP'lerin zamansal diizenlenmesinin 6nemini vurgulamaktadir.

Sonug¢ olarak Wnt gen sinyallemelerinin iligkilerini ve etkilesimlerini tam olarak
bilmemekle birlikte, bu ¢alismalarin sonuglari, yetiskin sigan uterusunda ¢oklu Wnt
genlerinin eksprese edildigini ve implantasyonu diizenlemeye aday olduklarmi ve
calismanin sonuglarinin, implantasyon sirasinda her Wnt’nin ve onun sinyal yolunun

islevsel roliinli ortaya ¢ikarmaya yonelik gelecekteki deneyler igin bir temel
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saglayabilecegini sdyleyebiliriz. Tiim bu sonuglar Wnt ailesinin {iyelerinden olan ve
kanonikal yolaga etki eden Wnt-3, Wnt-7a ve f-katenin’in hem Ostrus siklusu sirasinda
hem de implantasyon siirecinde endometriumun yeniden sekillenmesinde rol
oynayabilecegini ve sican embriyolarmin implante olmasiyla birlikte sigan uterusunda
implantasyon bdlgelerinde desidualize stromal hiicrelerde MMP-2, MMP-7 ve MMP-9
proteinlerini ve gen ekspresyonunu indiikleyebilecegini gostermektedir. Calisilmis olan
MMP’lerin ifadesinin ve aktivitesinin diizenlenmesinde yer alan molekiiler sinyalleri

tanimlamak i¢in ileri ¢alismalara ihtiyag vardir.
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6.

SONUCLAR ve ONERILER

Bu ¢alismada gebe olmayan Ostrus siklusundaki sican uterusu ile gebeligin 7,5., 8,5. ve

9,5. gilinlerindeki sican uterusunda Wnt3, Wnt7a, p-katenin, MMP-2, MMP-7 ve

MMP-9 proteinlerinin ekspresyonlar1 immiinfloresan ve Real-Time PZR teknikleri ile

calisilarak asagidaki sonuglar elde edilmistir:

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Peri-implantasyon doneminde sigan endometriumunda Wnt ailesi iiyelerinden
Wnt3 ve Wnt7a ile birlikte kanonikal yolakta gorev alan p-katenin
proteinlerinin ekspresyonlarinin gozlenmesi, bu nedenle kanonikal Wnt-$3
katenin sinyal yolaginin bu siirecte etkili oldugu,

Kanonikal Wnt-f katenin sinyal yolaginin endometriumun yeniden
bicimlendirilmesinde  rolii  oldugu, dolayisiyla  hiicre-dist  matriksin
bozunmasinda o6nemli bir rol oynayan matriks metalloproteinazlarr siklus
doneminde ve implantasyon siirecinde indiikleyebilecegi,

Basarili bir implantasyonun ger¢eklesmesinde Wnt-3, Wnt7a, f-katenin ile
birlikte MMP-2, MMP-7 ve MMP-9’un 6nemli rollerinin oldugu,

Genel olarak 6strus siklusunun didstrus fazinda progesteron artigindan kaynakli
oldugunu diisiindiigiimiiz proteinlerin ekspresyon seviyelerinin azaldigi,
Gebeligin ilerleyen belirli giinlerinde ¢ogunlukla biitiin proteinlerin
ekspresyonlarinin artig gosterdigi,

Wnt sinyalizasyonun, embriyo yetkinligi, baglanma ve trofoblast hiicre
cogalmasi, farklilasma ve gO¢ gibi implantasyon i¢in embriyoyu hazirlama
stireclerinde etkili oldugu bilinerek desidualizasyon olaylarinda etkin bir rol
oynadigi,

MMP-2, MMP-7 ve MM P-9 ekspresyonlarinin birbirinden farkli oldugu,

Ostrus siklusunda, Wnt3 ve Wnt7a, MMP-2 ve MMP-9un daha cok
endometrial stroma ve kan damarlarinin endotelinde eksprese oldugu; f-
katenin’in ise, luminal ve endometrial bez epitellerinin hiicre membranlarinda
ve hiicrelerin komsu oldugu siki baglanti komplekslerinde eksprese oldugu;
MMP-7"nin ise Ostrus ve didstrus evrelerinde daha ¢ok luminal epitel ve bez
epitelinde, prodstrus ve metadstrus evrelerinde ise daha ¢ok stroma ve kan

damarlarinin endotelinde lokalize oldugu sonucuna varilmaistir.
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Implantasyondaki olaylarin embriyonik ve endometrial proteinlerin gen
transkripsiyonundaki degisimleri diizenleyen bir olay dizisinin sonucu oldugu
g6z Oniine alindiginda, bu yaklagimlar ve bilgilerin endometrial reseptivite ve
embriyo-endometrium arasindaki karmagsik diyalogu anlayabilmek i¢in bu
bolgeye 6zgli yapilacak olan calismalarla daha fazla veri birikimine sahip
olunmalidir.

Wnt sinyal yolunun spesifik aktivasyon mekanizmasinin biitiin resminin
anlasilmasi, Wnt'lerin, antagonistlerinin veya reseptorlerin molekiiler hedefler
olarak terapotik kullanimi iizerine yeni bir 151k tutacaktir, ¢linkii Wnt sinyal
yollar1 gelisim asamalarinda yer almaktadir ve Wnt sinyallerinin yanlig
diizenlenmesi, kanserler, enflamatuar hastaliklar ve metabolik bozukluklar gibi
yetiskin hastaliklarda rol oynamaktadir.

Ortiisen fakat farkli alt tabaka 6zelliklerine ve hiicrelere 6zgii ifadeler potansiyel
olarak benzersiz islevleri ortaya koymaktadir, ancak bireysel bir MMP’nin
potansiyel kaybini telafi etmek icin gelisim sirasinda ¢esitli MMP’ler agikga
ifade edilir. Alternatif olarak, MMP'ler morfogenezde gerekli bir islev yerine,
onarim ve savunmada ve olgun dokularda birincil fonksiyona sahip olabilirler.
Daha fazla gelisimsel analiz ve ¢oklu MMP eksikligine sahip olan fareler bu
sorunun ele alinmasina yardimci olabilir. Gen-hedefli fareler, arastirmacilarin
molekiiler yollar1 incelemesinde yardimci olacak ve translasyonel arastirma
yonlerinden bagimsiz olarak, transkripsiyon, anjiyogenez, hiicre gocii,
enflamasyon ve hiicre dongiisii kontrolii diizenleyicileri olarak proteolitik ECM
(ve ECM olmayan) boliinme iirtinlerinin roliinii daha fazla tanimlayacaktir.
Bununla birlikte, implantasyonun daha fazla arastirmaya ihtiyaci vardir ¢iinkii
cok yonlii ve karmagik bir siirectir.

MMP'ler i¢in tiim substratlarin kesfedilmedigi agiktir, bu yiizden bu enzimlerin
karmasik biyolojik siirecleri etkileyebilecegi bir¢ok yolu anlamaya calisiyoruz.
Pek cok MMP i¢in yetersiz olan farelerin iiretimi ve bunlarin karmasik genetik
modellerinde kullanimi, hangi MMP ailesi tiyelerinin terapotik uygulamalar i¢in

hedeflendigi hakkinda degerli bilgiler saglayacaktir.
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