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OZET

Amac: Gebeligin saglikli bir sekilde ilerlemesi ve sonlanmasi i¢in peri-implantif donem
uterusta gerceklesen olaylar ¢ok kritiktir. Bunlar embriyonun gelisimi, uterus
reseptivitesinin kazanilmasi, implantasyon ve desidualizasyon siireglerini kapsar. Hippo
sinyal yolagi ilk kez Drosophila melanogaster’de organ biiyiikliigiinii diizenleyen sinyal
yolagi olarak kesfedilmis, daha sonra memelilerdeki varligi kanitlanmistir. Hippo sinyal
yolagi hiicre proliferasyonu, apoptozu ve farklilasmasini regiile ederek hiicre sayisini
diizenler. Calismamizda peri-implantif donem fare uterus ve implantasyon bdlgelerinde
Hippo sinyal yolag: iiyelerinden olan YAP, pYAP, TEAD1 ve CTGF’nin lokalizasyon

ve ekspresyonlarini belirlemeyi amagladik.

Yontem: Bir erkek ve iki disi Balb/C irki fare gece boyu ayni kafeste tutuldu, ertesi giin
vajinal plagi olan disi fareler gebeligin birinci giiniinde kabul edildi. Gebeligin 1, 4, 5, 6
ve 8. giinlerindeki farelerin uterus ve implantasyon bdlgeleri ile Ostrus fazindaki
farelerin uteruslar1 elde edildi. Bu dokulardaki YAP, pYAP, TEADl1 ve CTGF
ekspresyonlart Western blot ile lokalizasyonlari ise immiinohistokimya ile belirlenerek

semi-kantitatif olarak degerlendirildi.

Bulgular: Gebeligin farkli giinlerine ait uterus ve implantasyon bolgelerinde YAP,
pYAP, TEADI1 ve CTGF farkli yogunluklarda ekspre olmuslardir. Proliferasyonun
gerceklestigi bolgelerde YAP-TEAD1 ve CTGF ekspresyonlarinin arttigy; farklilasmanin
gerceklestigi bolgelerde pYAP ekspresyonunun arttigi gézlenmistir. Implantasyonun
gerceklestigi gebeligin 5. giin implantasyon bdlgelerindeki liimen epitelinde pYAP
ekspresyonunun yliksek, YAP, CTGF ekspresyonlarinin diisiik oldugu gozlenmistir.
Desidualizasyonun gergeklestigi gebeligin 6. giiniine ait implantasyon bdlgelerinde
pYAP ekspresyonunun diisiik, YAP, CTGF ekspresyonlarimin yiiksek oldugu

gozlenmistir.

Sonug: Bulgularimiz farede implantasyon ve desidualizasyon siire¢lerinde Hippo sinyal

yolaginin rolii olabilecegini diislindiirmiistiir.

Anahtar Kelimeler: implantasyon, YAP, pYAP, TEAD1, CTGF



ABSTRACT

Objective: The events in uterus during peri-implantation period are critical for healthy
progression and termination of pregnancy. These include development of embryo,
acquisition of uterine receptivity, implantation and decidualization. Hippo signaling
pathway was first discovered in Drosophila melanogaster that regulates organ size and
then was demonstrated in mammals too. Hippo signaling pathway regulates cell number
by regulating cell proliferation, apoptosis and differentiation. In this study, we aimed to
determine localization and expressions of YAP, pYAP, TEAD1 and CTGF which are
members of Hippo signaling pathway in peri-implantation mouse uteri and implantation

sites.

Method: One male and two female Balb/C mice were kept in same cage overnight,
following day female with vaginal plaque were accepted on first day of pregnancy. Uteri
and implantation sites of mice on days 1, 4, 5, 6 and 8 of pregnancy and uteri of female
mice in estrous phase were obtained. Expressions of YAP, pYAP, TEAD1 and CTGF in
these tissues were quantitatively determined by Western blot, localizations were

determined by immunohistochemistry and were evaluated semi-quantitatively.

Results: YAP, pYAP, TEAD1 and CTGF were expressed at different concentrations in
uteri and implantation sites of different pregnancy days. In regions where proliferation
takes place, YAP-TEAD1 and thus CTGF expressions increased; pY AP expression was
increased in regions where differentiation occur. It was observed that pY AP expression
was high, YAP and CTGF expressions were low in lumen epithelium of implantation
sites on 5" day of pregnancy when implantation takes place. It was observed that pY AP
expression was low, YAP and CTGF expressions were high in implantation sites on 6™

day of pregnancy when decidualization occurs.

Conclusion: Our findings suggest that Hippo signaling pathway may have a role in

implantation and decidualization in mice.

Key words: implantation, YAP, pYAP, TEAD1, CTGF
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1. GIRIS

Embriyonun uterusa yerlesme siireci olarak basit bir sekilde tanimlanabilen
implantasyonun mekanizmalar1 hala tam olarak aydinlatilamamistir. Gebeligin saglikli
bir sekilde ilerleyebilmesi ve sonlanabilmesi i¢in hem blastosistin saglikli gelisimi hem
de uterusun senkronize bir sekilde reseptif evreye ulasmasi gerekmektedir (Li ve ark.,
2015). insanlarda implantasyon calismalari hem etik sorunlar hem de zorluklar
nedeniyle miimkiin olamamakta bu nedenle bu alandaki bilgilerin fare ve siganlarda

yapilan ¢alismalardan elde edilmektedir.

Hippo sinyal yolag ilk kez Drosophila melanogaster’de organ biiyiikliigiinii diizenleyen
sinyal yolagi olarak kesfedilmis, daha sonra memelilerdeki varligi kanitlanmistir (Dong
ve ark., 2007; Zhao ve ark., 2007; Bao, Hata, ve ark., 2011). Hippo sinyal yolag: hiicre
proliferasyonu, apoptozu ve farklilagmasini regiile ederek hiicre sayisini diizenler. Hippo
yolaginin hiicre apoptozu ve farklilasmasini tetikledigi ve hiicre proliferasyonunu inhibe

ettigi gosterilmistir (Yu ve Guan, 2013).

Omurgalilarda Hippo yolaginin temel bilesenleri arasinda MST (mammalian Ste (sterile)
20-like /memeli STE (steril) 20-benzeri) 1/2 kinazlar1 bulunur. Sav1’i fosforile ederek
aktif bir kompleks olustururlar. MST1/2 daha sonra LATS (large tumour
suppressor/biiyiik tiimor baskilayici) 1/2 kinazlar ve koaktivatorleri MOB1’i (Mps one
binder/Mps 1 baglayici) fosforile eder. LATS1 veya LATS2 daha sonra Hippo yolaginin
alt hedefleri olan YAP (Yes associated protein/Yes-iliskili protein) ve TAZ’1
(transcriptional coactivator with PDZ-binding motif/PDZ’ye baglanan motifli
transkripsiyonel koaktivator) fosforile eder. Boylece YAP/TAZ 14-3-3 proteinleri ile
sitoplazma icinde tutulur veya degrade edilir. Yolagin iistiinde bulunan kinazlar inaktif
oldugunda YAP/TAZ defosforile olur ve gen ekspresyonu saglamak icin niikleusa
transloke olurlar (Kanai ve ark., 2000; Dong ve ark., 2007; Zhao ve ark., 2007; Lei ve
ark., 2008; H. Oh ve Irvine, 2008; Ren ve ark., 2010; Cherrett ve ark., 2012; Kodaka ve
Hata, 2015).

Literatliirde Hippo sinyal yolagiin peri-implantif donem fare uterus ve implantasyon

bolgelerindeki  ekspresyonlar1 ve muhtemel rollerini arastiran bir calisma

1



bulunmamaktadir. Bu ¢alismada gebeligin 1, 4, 5, 6 ve 8. glinlerindeki farelere ait uterus
ve implantasyon bdlgeleri ile Ostrus fazindaki farelere ait uteruslarda Hippo sinyal yolagi
iyelerinden YAP, pYAP, TEADI ve CTGF’nin lokalizasyon ve ekspresyonlar
arastiritlmistir. Calismamizdan elde ettigimiz Hippo sinyal yolaginin implantasyon ve
desidualizasyondaki olasi rolleri bulgusunun ileride klinikte karsilagilan implantasyon
basarisizlig1 ve tekrarlayan gebelik kayiplarinin mekanizmalarinin aydinlatilmasinda

onemli olabilecegini diisiinmekteyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Uterusun Embriyonik Gelisimi

Genital sistem mezoderm kokenlidir. Hem disi hem erkek embriyolarda mezonefrik ve
paramezonefrik kanal olmak {izere iki ¢ift genital kanal bulunur. Paramezonefrik kanal,
tirogenital kabarikligin 6n — yan yilizeyinde, s6lom epitelinin uzunlamasima bir girintisi
halinde ortaya ¢ikar. Kanal, kraniyal ugtan huni seklinde bir uzantiyla sélom bosluguna
uzanir. Boslugu c¢aprazlayip kaudomedial yonde ilerlemeyi siirdiiriir. Orta hatta bulunan
diger paramezonefrik kanala tersi yonden yakinlasir. Baglangigta bir septumla ayrilan bu
iki kanal, birleserek uterus kanalini olustururlar. Birlesen kanallarin kaudal kismu,
tirogenital sinusun arka duvarina ilerleyerek paramezonefrik ya da Miiller tiiberkiilii

olarak adlandirilan kiigiik siskinligi olusturur (Sadler ve ark., 1996).

Miiller tiiberkiiliiniin her iki yanindan iirogenital sinusa mezonefrik kanallar agilir.
Mezonefrik kanallar, disi embriyolarda testosteron yoklugu nedeniyle geriler.
Paramezonefrik kanallar Anti-miillerian (Miiller baskilayict) hormon yoklugu nedeniyle

disi cinsiyete farklanmaktadir (Sadler ve ark., 1996).

Diside asil genital kanallar1 paramezonefrik kanallar olusturur. Baglangi¢ olarak her bir
kanalda ti¢ boliim goézlenir. Bu boliimler: 1- S6lom bosluguna agilan kraniyal vertikal
boliim 2- Mezonefrik kanallar1 ¢aprazlayan horizontal bolim 3- Karsi taraftaki esiyle
birlesen kaudal vertikal bolim. Paramezonefrik kanallarin ilk iki boliimiinden tuba
uterinalar gelisir. Uterusu olusturmak tizere kaudal boliimler birlesir. Baslangicta
kanallarin birlesmesiyle olusan dikey septum daha sonra dejenere olarak ortadan kalkar.
Paramezonefrik kanalin ikinci boliimiiniin mediyakaudal yonde hareket etmesiyle
tirogenital siskinlikler transvers bir diizleme gelirler (Sadler ve ark., 1996; Moore ve
ark., 2002).

Orta hatta birlesen kanallar, genis bir transvers pelvik katlant1 olustururlar. Bu katlantiya
ligamentum latum uteri adi1 verilmektedir. Bu ligamentin iist sinirinda tuba uterinalar,
arka yiiziinde de ovaryumlar yer alir. Uterovajinal taslaktan uterusun fundus, korpus,
isthmus ve endometriyum epiteli ile bezleri gelisir. Endometriyum stromasi ve

miyometriyum komsu splanik mezodermden koken alir (Sadler ve ark., 1996).



2.2. Disi Farede Genital Sistem Anatomisi
Farelerde genital sistem bir ¢ift ovidakt, bir ¢ift ovaryum, vajina, uterus, Serviks ve
klitoristen olusur (Sekil 2.1).

2.2.1. Ovaryum

Farelerde ovaryumlar, bobreklerin yakininda bulunan organlardir. ovaryumlar bursa
veya kapsiille sarili bir sekilde karin boslugunda bulunmaktadir. Ovaryuma kan akist
aorttan dallanmis ovaryan arterler ile saglanir. Ovaryumlar, medulla ve korteks olmak
tizere iki kistmdan olusmaktadir. Hilus bolgesinden ovaryuma kan ve lenf damarlari ile
sinirlerin giris ¢ikist saglanir. Ovaryum tek katli kiibik epitel tabakasina sahiptir (FoX,
2006). (Sekil 2.1).

2.2.2. Ovidakt

Dorsal viicut duvarindan mezotubaryum tarafindan ayrilan ovidaktlar, periovaryan
boslugu uterus boynuzuna baglamaktadir. Kivrimli ve 1.8 cm uzunlugunda tiip
seklindedir. Ovidakt sirkiiler yerlesimli diizenlenen kas tabakasi ile silli mukoza tabakasi
ile cevrilidir. Isthmus, ampulla, infundibulum ile fimbriya kisimlari bulunmaktadir.
Isthmus ovidaktin dar kismi olup ampullaya kadar uzanmaktadir. infundibulum ile
istmusu ise birbirine ampulla baglamaktadir. Infundibulumdan sonra ise ovidakt
fimbriya adi verilen sagak benzeri yapilar ile periovaryan bosluga agilmaktadir (FoX,

2006; Mara H. Rendi, 2012) (Sekil 2.1).

2.2.3. Uterus

Farelerde uterus, 2 lateral boynuzdan (kornua) olusan Y seklinde tiibiil yapisindadir. Tek
medyan govdeye (korpus) sahiptir. Uterusun boynuzlari korpusu olusturmak {izere
ovidaktlardan posteromediyal sekilde mesaneye dorsal pozisyonda uzanir ve kan, lenf
damarlar1 ve sinirlerin bulundugu ligamentler ya da mezometriyumla viicudun dorsal
duvarindan ayrilir. Uterus govdesi kraniyal ve kaudal kisimlardan olusmaktadir.
Kraniyal kismi, medyan septumla ayrilmistir ve iki bosluk bulundurmaktadir. Kaudal
kismu1 ise vajina bosluguna agilan serviks kismindan olusur (Fox, 2006; Mara H. Rendi,
2012) (Sekil 2.1).



2.2.4. Vajina ve Klitoris

Farelerde vajina kisa, kalin ve miiskiiler bir yapidan olusmaktadir. Serviksten aniisiin
anteriyorundaki eksternal agikliga uzanmaktadir. Vajina ventralde iiretraya, dorsalde
rektuma gevsek sekilde tutunmustur. Klitoris, vajinal ac¢iklifin anteriyor duvarinda
ventrale uzanan yiikseltidir ve anteriyor ile posteriyor yiizeyleri kil ve deriyle kaplidir.
Klitorisin ucunda bulunan ve klitoral fossaya ag¢ilan derin olmayan ¢okiintii iiretradir.
Klitoral bezler armut seklinde olup anterolateral olarak subkutan bag dokusu
icerisindedir. Klitoral bezlerden c¢ikan kanallar klitoral fossanin lateral duvarindaki

acikliga uzanmaktadir (Fox, 2006; Mara H. Rendi, 2012) (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Disi farede genital sistem anatomisinin gésterimi (S. R. Glasser, Aplin, J. D., Giudice,
L. C., & Tabibzadeh, S., 2004).
2.3. Farelerde Uterus Histolojisi
Gebe olmayan farelerde uterus 3 tabakalidir. En dista bulunan perimetriyum,
mezometriyumla devamlilik gosterir. Bu tabakalar1 kas tabakasi olan miyometriyum
takip eder. Miyometriyumun kas tabakalari igte sirkiiler dista longitudinal yerlesimlidir.
Bu kas tabakalarinin arasinda stratum vaskulozum olarak adlandirilan vaskiiler yapida
bir gevsek bag dokusu bulunmaktadir. En i¢ kisimda ise endometriyum tabakasi yer
almaktadir. Endometriyum sinirler ile kan damarlarini igermektedir. Epiteli basit
prizmatik epitel yapisindadir ve stromaya girinti yapan dalli tiibiiler bezlere

uzanmaktadir. Endometriyum stromasinda lenfosit igeren retikiiler bag dokusu ile ¢ok



sayida kiiciik polihedral yapida hiicre bulunmaktadir. Uterus boynuzlari orta hatta
birlestiginde mediyal duvarlar1 serozayi, stratum vaskulozum ile bazi kas liflerini
kaybederler. Uterus govdesinin anterior kisimlarmin epiteli basit prizmatik epitel
karakterindedir. Diger bolgelerde, 6zellikle medyal duvarlarda ¢ok katli yassi epitel
goriilmektedir. Serviks ile vajinanin epiteli de ¢ok katli yass1 epiteldir. Serviks kraniyal
ve kaudal kisimlardan olugsmaktadir. Kraniyal kismin duvarinin {igte ikisinde sirkiiler

yerlesimli diiz kas, kaudal kismin duvarmin tigte birinde kollajen lif demetleri

bulunmaktadir (Sezer, 2005; Mara H. Rendi, 2012).

2.4. Disi Farelerde Ureme Fizyolojisi

Memelilerde hipotalamus, hipofiz ve ovaryumdan salinan hormonlar benzerlik
gostermektedir. Hipotalamustan, gonadotropin salgilatici hormon, hipofizden, folikiil
stimiile edici hormon (FSH) ile luteinize edici hormon (LH) ve ovaryumdan Ostrojen
(E2) ve progesteron (Ps) salgilanmaktadir. Bu benzerlik memelilerde lireme sisteminin
benzerlik gostermesine yol agmaktadir. Fakat tiirler detayli olarak incelendigi zaman
onemli farkliliklar da ortaya ¢ikmaktadir. Farkliliklardan biri, dstrus siklusu goriilen
hayvanlarin  gebeligin  gerceklesmemesi  sonucu  endometriyumlarini  absorbe
edebilmeleridir.  Menstruyal  siklus  goriilen  hayvanlar, menstruasyon ile
endometriyumlarini dokerler. Bir diger fark, seksiiel aktivitedir; menstruyal siklusa sahip
hayvanlar sikluslarinin herhangi bir doneminde, ovulasyon gerc¢eklesmedigi durumlarda
bile seksiiel olarak aktif durumda olabilirler. Ostrus siklusuna sahip hayvanlar ise sadece
Ostrus fazinda seksiiel olarak aktif durumdadir. Fareler polidstrik hayvanlardir. Puberte
doneminden yasliliga kadar, mevsim bagimsiz, dongiisel bir sekilde seksiiel aktivite
gosterebilirler. Farelerin Ostrus siklusu 4 fazdan olusur ve 4-5 giin kadar stirmektedir
(http://en.wikipedia.org/wiki/Estrus#Estrus). Ostrus siklusu 2 ovaryan faza da ayrilabilir,
bu fazlardan birincisi ovaryan folikiillerin gelistigi folikiiler faz, ikincisi ise korpus
luteumun olustugu, fonksiyon gordiigii luteal fazdir. Luteal faz metdstrus ve didstrusu
icerir (http://en.wikipedia.org/wiki/Estrus#Estrus).

Proostrus

Ovaryumda biiyiik folikiiller olusur ve vajina kirmizi-pembe renkli, nemli durumdadir.

Seksiiel olarak reseptivite s6z konusu degildir (Sezer, 2005) (Sekil 2.2.).



Ostrus

Kizginlik evresi olarak adlandirilan Ostrus evresinde disi seksiiel olarak reseptif
durumdadir. Bu evrede folikiiller gonadotropik hormonlarin etkisiyle olgunlasir ve
Ostrojen etkisini en iist seviyede gosterir. Ovulasyon gerceklesir. Prodstrus evresine
oranla vajina daha agik renklidir (Sezer, 2005). Dolasimdaki yiiksek miktardaki Gstrojen
etkisinde uterusta sivi birikimi gozlenir ve vaskiiler gegirgenlik artar bu nedenle uterus

siskin bir goriintim alir (Sekil 2.2.).

Metostrus
Ostrojen salintminin azaldigi, korpus luteumun olustugu evredir. Uterus epiteli dejenere
olur ve uterus dokusundaki sislik ile hiperemi azalir. Vajinal 6dem azalmistir ve kuru,

solgun bir goriinimdedir (Sezer, 2005) (Sekil 2.2.).

Diostrus

Olusan korpus luteumun progesteron iiretmesiyle karakterize bir evredir. Gebelik
olugsmazsa korpus luteum geriler ve bu evre sona erer. Endometriyum tabakasinda
dokiilme gerceklesmez, gelecek siklus igin yeniden sekillenir. Ovaryum folikiillerinin
gelismeye basladigi evredir. Uterustaki siskinlik ortadan kalkmistir. Vajina da benzer
goriiniim sergileyip kapali durumdadir (Sezer, 2005).Farelerde ¢iftlestirme monogami ve
poligami olmak tizere iki sekilde yapilabilir. Monogami, bir erkek ve bir disi farenin
birlestirilmesidir. Poligami ise bir erkegin 2-4 disi fare ile birlestirilmesidir. Farelerde
cogu zaman iftlesme, Ostrus ve ovulasyon gece meydana gelmektedir. Ciftlesme
olduktan sonra disi farenin vajinal salgilar1 ve erkek farenin spermiyle yardimci
bezlerinin salgilarinin pihtilasmasi sonucu balmumu seklinde bir tipa goriintir. Bu tipa
vajinal plak (¢iftlesme tipasi) olarak adlandirilir ve ciftlesmeden yaklasik 24 ile 36 saat
sonra atilimi gergeklesir (Sezer, 2005).
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Sekil 2.2. Disi farelerde vajinal simirin hematoksilen&eozin boyanmasi ile dstrus fazlarin gosterilmesi
(Zenclussen ve ark., 2014).

2.5. insanda Uterus Histolojisi

Uterus, armut seklinde bir organ olup, bir gévde (korpus), uterus kavitesinin daraldigi
bir i¢ agiz (internal os) ve i¢ agizdan asagi uzanan silindirik yapida serviksten
olugmaktadir. Govdesinin kubbe seklinde bigim aldig1 kismi fundus olarak isimlendirilir.

Uterus duvart ti¢ tabakadan olusur (Sekil 2.3).

a. Perimetriyum: Organi en distan saran kisimdir. Uterusun farkli boliimlerine
gore bu tabaka seroza (bag dokusu ve mezotelyum) veya adventisya (bag
dokusu) dokusudur.

b. Miyometriyum: Kalin diiz kas tabakasidir.

c. Endometriyum: En i¢ tabakadir (uterus mukozasi) (Junqueira ve ark., 1993).
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Sekil 2.3. Uterus ve kisimlarinin gosterim (Andrew Murphy).



Bag dokusuyla ayrilmis diiz kas tabakasindan olusan miyometriyum, uterusun en kalin
tabakasidir. Miyometriyum dista longitidunal igte sirkiiller diizenlenim gosterir.
Longitidunal ve sirkiiler kas tabakasinin arasinda vaskiiler yapida olan gevsek bag
dokusu stratum vaskulozum olarak adlandirilir.Endometriyum basit tiibiiler yapida
bezler iceren lamina propriyadan olusmaktadir ve epiteli tek katli silyali silindirik epitel
karakterindedir. Endometriyumun miyometriyuma yakin kisimlarinda bulunan bezler
dallanmalar gosterebilir ve endometriyumun bag dokusu fibroblastlardan zengin olup
bol miktarda temel madde i¢ermektedir. Bag dokusunu olusturan lifler cogunlukla tip III
kollajenden olugmaktadir. Endometriyumda bazal ve fonksiyonel tabaka olmak tizere iki
kisim vardir. Bazal tabaka lamina propriya ve uterus bezlerinin baslangic kismini
icerirken, fonksiyonel tabaka lamina propriya, bezlerin geri kalan1 ve yiizey epitelini
icermektedir. Miyometriyumdaki arkuat arterlerden endometriyumu besleyen iki grup
damar ¢ikmaktadir. Birincisi bazal tabakay1 besleyen diiz arterler, ikincisi fonksiyonel
tabakaya kan tasiyan kivrimli/spiral artelerdir. Aylik dongiide bazal tabaka degismeden
kalirken fonksiyonel tabaka her ay yenilenmektedir (Junqueira ve ark., 1993).

2.6. insanda Uterusun Siklusa Bagh Fizyolojik Degisimleri

Puberteye girisle birlikte hipotalamus gonadotropin salgilatici hormon (GnRH)
araciligiyla on hipofiz bezini uyararak gonadotopinlerin (FSH, LH) salinimini baslatir.
Salgilanan gonadotropinler 1. mayoz boliinmenin duraklama asamasinda (diploten) olan
primer/preantral folikiilleri uyarir ve endometriyumun da senkronize oldugu bir dongii

baslatir (Junqueira ve ark., 1993; Cha ve ark., 2012; Mara H. Rendi, 2012).

Puberteden itibaren menapoza kadar 28 giinde bir devam eden dongii menstruyal siklus
olarak adlandirilir ve ortalama 4-5 gilin siirer. Sonrasinda ise ¢ogalma evresi
(proliferasyon) ile salgilanma/sekretuvar (luteal) evre gelmektedir (Junqueira ve ark.,
1993; Mara H. Rendi, 2012) (Sekil 2.4.).
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Sekil 2.4. . Gonadotropinler ile ovaryan hormonlar araciligi ve ovaryum - uterus senkronizasyonu (Lim ve
Wang, 2010)

Primer folikiillerin, folikiil uyarict hormonun (FSH) etkisiyle uyarilmasi sonucu folikiil
gelisimine devam ederek Ostrojen salgilar ve plazmada Ostrojen miktar1 giderek artar.
Ostrojenin artmas1 sonucu endometriyum proliferatif faza girmis olur ve bu faz luteinize
edici hormonun (LH) artisiyla gerceklesen ovulasyona kadar devam eder. Proliferasyon
faz1 yaklagik 14 giin stirmektedir. Ovulasyon gerceklestikten sonra geriye kalan folikiil,
korpus luteuma doniigiip progesteron salgilamaya baslar. Progesteronun salgilanmasiyla
birlikte endometriyum sekretuvar faza geger ve bu faz yaklasik 14 giin siirer. (Sekil 2.4).
Hormonlarin aracilik ettigi bu siire¢ endometriyumun gebelige hazirlanmasinda 6nemli

rol oynamaktadir (Cha ve ark., 2012; Mara H. Rendi, 2012; Maybin ve Critchley, 2015).

2.6.1. Proliferatif Faz

Menstruyal siklusta dokiilen endometriyumun fonksiyonel tabakasi proliferatif fazda
yeniden olusmaktadir. Bu olusum 0Ostrojenin endometriyumdaki mitotik etkisi ile
saglanmaktir. Endometriyal bezler, kapillerler, stroma ile endometriyum epitel
hiicrelerinin proliferasyonu gergeklesmektedir. Tek katli silindirik epitelden olusan
bezler, dar limenli diiz tiibiiller olusturur ve salgilama i¢in hazirlik yaparak endoplazmik

retikulum sistemalar1 ile Golgi kompleksi boyutlarini artirmaktadir. Proliferatif faz
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sonunda endometriyum kalinligi 3-4 mm’ye ulagsmaktadir (Junqueira ve ark., 1993;
Mara H. Rendi, 2012).

2.6.2. Sekretuvar Faz

Korpus luteumdan salgilanan progesteron ve Ostrojenin etkisiyle gelisen bezlerin
sekresyon icin uyarilmasi sekretuvar faz olarak isimlendirilir. Uretilen glikoprotein
yapisindaki salgi riinleri sekresyon yapacak bezlerin limeninin genislemesine neden
olmaktadir. Bezler kivrimli bir hal almaya baslamaktadir. Sekretuvar fazda salgilarin
artmast sonuCu olusan O6dem nedeniyle endometriyum kalinligi 5-6 mm’ye kadar
ulagsmaktadir ve hiicre boliinmesi sinirli hale gelmektedir (Junqueira ve ark., 1993; Mara
H. Rendi, 2012).

2.7. insan ve Farelerde Uterus Reseptivitesi

Maternal endometriyumun blastosistin implantasyonuna izin vermesi uterus reseptivitesi
ya da endometriyal reseptivite adi verilmektedir. Uterus Ostrojen ile progesteron
hormonlarinin degisimine 6zgiin bir sekilde yanit vermektedir. Bu nedenle endometriyal
reseptivite bu hormonlar ile kontrol edilmektedir (Wang ve Dey, 2006; Cha ve ark.,
2012; S. Zhang ve ark., 2013; Tu ve ark., 2014).

Fareler ve insanlarda endomeriyal reseptivitenin 3 fazi bulunmaktadir. Bunlar;

a. Pre-reseptif (notral) faz
b. Reseptif faz

c. Non-reseptif (refraktor) faz

Insanlarda ovulasyonu takip eden 7. giine kadar uterus pre-reseptif fazdadir. 7-10. giinler
arast ise reseptif fazdadir. 10. glinden sonra blastosist varliginda bile yanit olusturmaz,
non-reseptif fazda bulunmaktadir (Sekil 2.5). Farelerde ise endometriyum yalnizca 4 ve
5. giinde reseptif durumdadir. 5. giin 6gleden sonra ise non-reseptif duruma geger ve
blastosist varligina yanit vermez (Wang ve Dey, 2006; Cha ve ark., 2012; S. Zhang ve
ark., 2013) (Sekil 2.5.)
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Sekil 2.5. Insan ve farede uterus reseptivitesinin evrelerini gosteren grafikler (Hirota, 27 May 2016).

2.8. Insan ve Farede Preimplantif Dénem Embriyo Gelisimi

Preimplantif embriyo gelisimi ile aktivasyonunda goriilen iki temel olay zigotun
yariklanmas1 ve embriyonik hiicrelerin blastosist asamasinda i¢ hiicre Kkitlesi ile
trofoektoderme farklanmasidir (Yoshinaga K., 1988; Stewart ve Cullinan, 1997). Fare
ile insanda preimplantif donem embriyo gelisiminde ortak olaylardan biri embriyonun
zigot evresinden blastosist evresine geldikten sonra uterusa ulagsmasidir. Bunun yanisira
preimplantif embriyo gelisimi zamanlama olarak farklilik gostermektedir. Hem insanlar
hem de fareler i¢cin dollenmenin gergeklestigi giin gebeligin 0,5. giinii olarak kabul
edildiginde insanda erken blastosist olusumu embriyonik 5. gilinde, farede ise
embriyonik 3,5. glinde meydana gelmektedir. Geg blastosist olusumu ise insanda 6.
giinde farede 4,5. giinde tamamlanmaktadir (Magnuson T, 1987; Cockburn ve Rossant,
2010). Embriyonik 4,5. glinde embriyo gelisimini saglayacak primitif ektoderm, primitif
endoderm ile trofoblastlari olusturacak trofoektoderm olusmaktadir (Gardner, 1982;
Snell GD, 1996). Trofoektoderm embriyonun yasamasi i¢in implantasyona aracilik
etmektedir. Daha sonra anne ve fetiis arasinda gaz ve besin degisimini saglayan

plasentanin yapisina katilmaktadir olusturmaktadir (Dickson, 1963; Rossant J, 2002).
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2.9. Embriyo implantasyonu

Embriyonun uterusa yerlesme siireci implantasyon olarak adlandirilmaktadir. Gebeligin
saglikli bir sekilde devam edebilmesi igin saglikli embriyo gelisimi, implantasyon ve
desidualizasyonun dogru bir sekilde gergeklesmesi gerekmektedir (Psychoyos, 1973).
Implantasyon, blastosistin uterusa yakinlastig1 alanda kapiler gecirgenlik ile kan akisinin
artmasi, blastosistin endometriyum liimen epiteline tutunmasindan sonra ¢evresindeki
endometriyal stromanin bolgesel desidualizasyonu, embriyonik trofoblastlar tarafindan
gerceklestirilen kontrollii uterus invazyonu ve semiallojenik embriyonun annenin
immiinolojik yanitlarindan kagmasi seklinde Ozetlenebilmektedir (Psychoyos, 1973;
Beer, 1978). Bu olaylar, progesteron ve Ostrojen aracili ve hiicre tipine 6zgiidiir. Bu
hormon aracili siirecin molekiiler mekanizmalar1 heniiz net olarakaydinlatilamamustir.
Insanlarda embriyo-uterus etkilesimini molekiiler diizeyde incelemek etik kisitlamalar
nedeniyle zordur. Bu nedenle konu ile ilgili elde edilen bilgiler ¢cogunlukla fare ve

sicanlarda yapilan caligmalarla saglanmaktadir (S. Zhang ve ark., 2013).

2.9.1. implantasyon Evreleri

Enders ve Schlafke implantasyonu 3 evreye ayirmislardir. Bu evreler;

a. Apozisyon (yakinlasma): Embriyonik trofoektoderm hiicreleri liimen epiteline
yakinlasir.

b. Adezyon (tutunma): Trofoektoderm ve liimen epiteli arasindaki iligki
yikamayla uzaklastirilmayacak kadar ilerler.

C. Penetrasyon (icine girme): Trofoektoderm Iliimen epiteli igerisine invaze

durumdadir (Enders ve Schlafke, 1969; Fitzgerald ve ark., 2008). (Sekil 2.6.).
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Sekil 2.6. Embriyo implantasyonu, invazyonu ve desidualizasyonunu gosteren ¢izim (Qi ve ark., 2014).

2.9.2. implantasyon Tipleri

Implantasyon siireci memelilerde bir ¢ok ortak 6zellik icermesine ragmen yakindan

incelendiginde tiirden tiire oldukg¢a farkliliklar gosterdigi gozlenmistir. Bonnet blastosist

ile uterus etkilesimini temel alarak implantasyonu 3 tipe ayirmistir (R., 1884) (Sekil

2.7).
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intersisyal

Sekil 2.7. Memeliler i¢in implantasyon tiplerini gosteren ¢izim (Bowen, 2000).

a. Merkezi implantasyon: bazi keselilerde, tavsan ve dag gelincigi gibi tiirlerde bu

implantasyon tipine rastlanmaktadir. Merkezi implantasyonda blastosist yogun

bir bigimde genisler. Maternal uterus ile ilk dokunma siireci bu sekilde

gerceklesmektedir.

b. Ekzentrik implantasyon: Sican, fare ve hamster gibi kemirgen tiirlerinde

gozlenen implantasyon tipidir. Bu tip implantasyonda blastosist ¢ok az yilizeyel

genisleme gostermektedir. Uterus liimeni invaginasyonla cep olusturur ve bu
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sekilde blastosistle endometriyum arasindaki temas saglanmaktadir.
Implantasyon da bu temas sonrasi ger¢eklesmektedir.

c. Intersitisyal implantasyon: Insanda goriilen implantasyon tipidir. Blastosist
limen epitelinden gecerek hemen altindaki stroma ile etkilesmektedir. Bu

implantasyon tipi kobay, sempanze gibi tiirlerde de goriilmektedir (R., 1884).

2.9.3. Peri-Implantasyon Siirecinde Endometriyumdaki Hiicresel Olaylar

Kemirgenlerde apozisyondan oOnce stromada 6dem olusmaktadir. Olusan bu 6dem,
uterusun limeninin  daralmasina sebep olmaktadir. Liimenin daralmasi ise
trofektodermin mikrovilluslart ve parmakst c¢ikintilar olusturan limen epitelinin
birbirlerine yaklagmasina  sebep olmaktadir. Embriyo epitele tutunduktan sonra
blastosistin oldugu kisimda stromal vaskiiler gecirgenlik bolgesel sekilde artig gosterir.
Gebelik siirecinde llimen daralmasi blastosist varligindan bagimsiz bir sekilde tiim
uterusta gerceklesmektedir. Stromal 6dem ve uterus limeninin daralmasi ile kapanmast
progesteron olmadiginda ger¢eklesememektedir (S. Zhang ve ark., 2013; Croy, 2014).
Bu siiregten sonra gerceklesen adezyon ve bolgesel stromal vaskiiler gecirgenlikteki artis
Ostrojen bagimli bir siiregtir (Harper, 1989; S. Zhang ve ark., 2013). Farelerde liimen
epitelinin kan damarlarinca zengin bdlgesi olan mezometriyumun zit kutbunda bulunan
anti-mezometriyal alanda implantasyon gergeklesir (S. Zhang ve ark., 2013; Croy,
2014). Implantasyon siirecinde blastosistin hangi mekanizmalarla anti-mezometriyal
alana yonlendirildigi tam olarak agiklanamamistir. Farelerde liimenin kapanmasiyla
birlikte Dblastosist uterus ekseni boyunca liimenin anti-mezometriyal kutbuna
yerlesmektedir ve tutunmayla beraber blastosistin i¢ hiicre kitlesindeki hiicreler
mezometriyal alana bakacak sekilde pozisyon almaktadir (Wang ve Dey, 2006; S. Zhang
ve ark., 2013). Farede ilk tutunma reaksiyonu belirtisi gebeligin 4. giinii gece saatlerinde
(20.00-24.00) goriilmektedir (Psychoyos, 1973). Insan ve farede liimen epiteli hiicreleri
tutunma reaksiyonundan sonra apoptoza ugramaktadir. Blastosistin etrafin1 ¢evreleyen
stroma hiicrelerinde desidualizasyon meydana gelmektedir. Sonu¢ olarak embriyo anti-

mezometriyal stromaya gomiilmektedir (S. Zhang ve ark., 2013) (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Farelerde gebelik giinlerine gére uterus reseptivitesi (Acar, 2012).

2.10. Reseptif Uterusta Vaskiiler Geg¢irgenlik

Blastosistin uterusa yaklastigi yerde (apozisyon) endometriyal vaskiiler gecirgenligin
artmasi implantasyon ic¢in en erken gozlenebilen belirtidir. Bu vaskiiler yaniti
gozlenebilir hale getirmek igin Chicago mavisi gibi makromolekiiler boyalar hayvani
sakrifiye etmeden 5-10 dakika 6nce intravendz enjekte edilmelidir. Enjeksiyondan sonra
implantasyon bolgeleri mavi bantlar seklinde goriilmektedir (Pakrasi ve ark., 1985; Dey
ve Johnson, 1986; Kennedy, 1986; Shelesnyak, 1986; Harper, 1989) (Sekil 2.9). Fareler
ve sicanlarda vaskiiler gecirgenlik icin progesteron tarafindan hazirlanmis

endometriyuma Ostrojen gerekmektedir.

Sekil 2.9. Disi farede Chicago mavisi enjeksiyonu sonrasi uterusta goriilen implantasyon bolgeleri. Siyah
oklar implantasyon bdlgelerini, kirmizi oklar inter implantasyon bolgelerini, ok baglar1 ovaryumlari
gostermektedir (H. Song ve ark., 2002).
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2.11. Desidualizasyon

Ilk olarak blastosistin implante oldugu anti-mezometriyal alanda desidual hiicre
reaksiyonu gergeklesir. Bu reaksiyonda stromal hiicreler glikojen ve lipit agisindan
zenginlesir, poliniiklear bir goériiniim alirlar. Desidual hiicreler, korpus luteumun
gelisimini desteklemek i¢in desidual prolaktin, implantasyon alaninda lenfosit, makrofaj
ve notrofillerin toplanmasi i¢in prostaglandin, insiilin benzeri bityiime faktori (IGF) gibi
cok sayida faktor salgilarlar (Junqueira ve ark., 1993; Cha ve ark., 2012; Mara H. Rendi,
2012).

Blastosistin gevresindeki stromal hiicreler gebeligin 5. gliniinde primer desidual bolgeyi
(PDB) olustururlar. PDB avaskiilerdir. Desidual hiicrelerle paketlenmis sekildedir.
Sekonder desidual bolge (SDB), altinci giinde PDB etrafinda olusur. Deoksiribo Niikleik
Asit (DNA) sentezi, PDB’de diisiikken SDB’de yiiksektir. Sekizinci giine kadar, PDB
dejenere olur. SDB, sekizinci giinde desidua kapsiilaris tabakasina doniisiir. Desidua
bazalisi ise mezometriyal desidual hiicreler olusturmaktadir. Desiduanin, embriyoyu
annenin immiinolojik yanitlarindan korumak, uterus stromasina trofoblast invazyonunu
diizenlemek ile gelisen embriyoya besin saglamak gibi fonksiyonlar1 vardir (RH., 1937;

Huet-Hudson YM, 1989).

2.12. Hippo Sinyal Yolag

Hippo sinyal yolagi organ boyutu ve hiicre sayisin1 kontrol eden bir sinyal yolagidir.
Hiicre biiyiimesi ve ¢ogalmasini kisitlayarak apoptozu tetikler. Bu da organ gelisimi,
doku yenilenmesi ve kok hiicre korunmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Hippo sinyal
yolagindaki bozulmalarin ¢ok ¢esitli insan kanserleri ile iligkili oldugu gosterilmistir
(Zhao, Lei, ve ark., 2008; Pan, 2010; Harvey ve ark., 2013; Johnson ve Halder, 2014).
Hippo sinyal yolagi hiicre-hiicre temasi, hiicre dis1 matriksin yogunlugu, stres sinyalleri
ve hiicre polaritesi gibi bir ¢ok i¢ ve dis sinyal ile aktive olabilmektedir (Pan, 2010; Yu
ve ark., 2015; Meng ve ark., 2016; Pfleger, 2017; Fulford ve ark., 2018).

2.12.1. Drosophila melanogaster’de Hippo Sinyal Yolag:

Hippo sinyal yolagi ilk olarak Drosophila melanogaster’de organ biyiikliigini
diizenleyen bir sinyal yolagi olarak kesfedilmistir (Bao, Hata, ve ark., 2011). Hippo ismi
mutantlarinin hipopotama benzeyen asir1 biiyiimiis kafa fenotipi nedeniyle verilmistir
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(Cherrett ve ark.,, 2012) (Sekil 2.10). Yapilan ilk ¢alismalarda Drosophila
melanogaster’de Hippo sinyal yolagmin dort bileseni tespit edilmistir. Bunlar, NDR
ailesi protein kinaz Warts (Wts) (Niiklear DBF2 iliskili kinaz) (Justice ve ark., 1995; Xu
ve ark., 1995), WW alan1 i¢eren protein Salvador (Sav) (Kango-Singh ve ark., 2002;
Tapon ve ark., 2002), Ste20 benzeri protein kinaz Hippo (Hpo) (Harvey ve ark., 2003;
Jia ve ark., 2003; Pantalacci ve ark., 2003; Udan ve ark., 2003; S. Wu ve ark., 2003) ve
adaptor protein Mob tiimor baskilayict (Mats)’dir (Lai ve ark., 2005). Hippo sinyal
yolaginin dort temel bilesenine ek olarak yedi tane daha tiimor baskilayici kesfedilmistir.
Bunlar; FERM alani igeren protein Merlin (Mer) ve Expanded (Ex), protokaderin Fat
(Ft) ve Dachsous (Ds), CK1(Kazein kinaz 1) ailesi kinaz Disc overgrown (Dco), WW
ve C2 alani igeren protein Kibra ve apical transmembrane protein Crumbs (Crb) (Pan,
2010). Merlin ve Expanded Hpo’nun yukari akis diizenleyicileri olarak tanimlanmistir
(Hamaratoglu ve ark., 2006). Mer ve Ex’in asir1 ekspresyonunun Wts fosforillenmesini

tesvik ettigi gosterilmistir (Pan, 2010).

Sekil 2.10. a) Vahsi tip Drosophila melanogaster, b) Hippo genlerinden Wts mutant Drosophila
melanogaster (Snigdha ve ark., 2019).

Biiylimeyi diizenleyen bu kinaz kaskadinin asil hedefi transkripsiyonel koaktivator olan
Yorkie (Yki)’dir (J. Huang ve ark., 2005). Yki bir onkogen olarak ¢aligmaktadir ve Hpo,
Sav ya da Wts’nin asag1 akisinda bulunmaktadir. Yapilan ¢calismalarda Wts’nin, yolagin
diizenlenmesinde Yki’yi direk fosforilledigi ve inaktif ettigi gosterilmistir (J. Huang ve
ark., 2005). Yorkie (Yki) transkripsiyonel bir diizenleyicidir ve DNA baglanma bolgesi
bulundurmamaktadir (Atkins, 2019). Daha sonra arastirmacilar Yki’nin DNA baglanma
partneri olan Scalloped (Sd)’1 kesfetmislerdir (Goulev ve ark., 2008; S. Wu ve ark.,
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2008; L. Zhang ve ark., 2008). Yki’nin Wts aracili fosforilasyonu sonucu, Yki, 14-3-3
proteinleri (Basu ve ark., 2003) ile sitoplazmada tutulmaktadir. Bunun sonucunda Yki

niikleusa lokalize olamamaktadir ve hedef gen ekspresyonunu gergeklestirememektedir

(Dong ve ark., 2007; H. Oh ve Irvine, 2008; Ren ve ark., 2010) (Sekil 2.11).

Drosophila melanogaster
5~ =T —

N\

) \

Sekil 2.11. Drosophila melanogaster’de Hippo sinyal yolagi bilesenleri (Bae ve Luo, 2018).

2.12.2. Memelilerde Hippo Sinyal Yolag:

Hippo sinyal yolagi ve fonksiyonu memelilerde de korunmus durumdadir (Dong ve ark.,
2007; Zhao ve ark., 2007). Hippo sinyal yolagi hem Drosophila hem de memelilerde
hiicre proliferasyonu, 6liimii ve farklilagmasini regiile ederek hiicre sayisini diizenler.
Hippo yolagmin hiicre 6liimii ve farklilagmasini tetikledigi ve hiicre proliferasyonunu
inhibe ettigi gosterilmistir (Yu ve Guan, 2013). Omurgalilardaki yolagin temel
bilesenleri arasinda MST (mammalian Ste (sterile) 20-like /memeli Ste (steril) 20-
benzeri) 1/2 kinazlar1 (Drosophila homologu Hpo) bulunmaktadir. Her biri kendini
otofosforile eder ve ardindan Sav1’i (Drosophila homologu Sav) fosforile ederek aktif
bir kompleks olusturur. MST1/2, daha sonra LATS (Biiylk tiimor baskilayict) 1/2
kinazlar1 (Drosophila homologu Wts) ve koaktivatorleri MOB1’i (Mps one binder/Mps
1 baglayici) (Drosophila homologu Mats) fosforile etmektedir. LATS1 veya LATS2
daha sonra Hippo yolaginin alt hedefleri olan YAP (Yes-iliskili protein) ve TAZ’1
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(PDZ’ye baglanan motifli transkripsiyonel koaktivator) fosforile ederek, YAP/TAZ’1
sitoplazma i¢inde baglamaktadir ve protein degradasyonu saglamak i¢in 14-3-3
proteinlerini aktiflestirmektedir. YAP1’in S127 ve TAZ’ 1 S89 rezidiilerinden fosforile
olmasi 14-3-3 baglanma bolgelerini olusturmaktadir (Cherrett ve ark., 2012; Kodaka ve
Hata, 2015). Ust kinazlar1 inaktif oldugunda YAP/TAZ defosforile olmaktadir ve gen
ekspresyonu saglamak i¢in niikleusa transloke olmaktadir (Kanai ve ark., 2000; Dong ve
ark., 2007; Zhao ve ark., 2007; Lei ve ark., 2008; H. Oh ve Irvine, 2008; Ren ve ark.,
2010) (Sekil 2.12.).
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Sekil 2.12. Memelilerde Hippo sinyal yolagi bilesenleri (Bae ve Luo, 2018).

YAP/TAZ baslangigta onkogen olarak siniflandirilmistir fakat YAP ayrica tlimor
baskilayict rol de oynayabilmektedir. YAP, RUNX'ler ve p73 dahil olmak tizere DNA
baglayic1 tiimor baskilayicilara baglanabilmektedir. Bu nedenle YAP, DNA baglayici
partnerlerine bagli olarak onkogen veya timor baskilayict olarak gorev yapabilmektedir

(M. K. Kim ve ark., 2018).

2.12.3. Hippo Sinyal Yolag ve DNA Baglanma Partnerleri
Hippo sinyal yolaginin bilesenlerinden olan transkripsiyonel koaktivatdr olan YAP ve
TAZ, tek basina DNA’ya baglanma aktivitesine sahip degildir. Hedef gen

ekspresyonunu saglayabilmek i¢in bir transkripsiyon faktoriiyle etkilesime girmeleri
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gerekmektedir. YAP/TAZ hiicre proliferasyon genlerini aktive edebilmek i¢in baslica
TEA alan1 (TEA Domain/TEAD) ailesi iiyeleriyle etkilesime girmektedir. YAP-TEAD
kompleksi hiicre proliferasyonunda rol oynamaktadir (H. Zhang ve ark., 2011). TEAD
transkripsiyon faktorleri, YAP/TAZ’ 1 en iyi karakterize edilmis baglayici partnerleridir
(Vassilev ve ark., 2001) (Sekil 2.13 ve 2.14). Memelilerde ayn1 alan yapisina sahip dort
adet TEAD geni (TEAD 1-4) bulunmaktadir (Kaneko ve DePamphilis, 1998). Bu TEAD
genleri yapisal olarak benzer olmalarina ragmen kendilerine 06zgi islevleri
bulunmaktadir (Jacquemin ve ark., 1998; Kaneko ve DePamphilis, 1998).
YAP/TEAD’in fiziksel etkilesimine YAP’in N-terminal bolgesi, TEAD mm ise C-
terminal bolgesi aracilik etmektedir (Vassilev ve ark., 2001). TEAD ailesi iiyeleri
normal hiicre biiyiimesinde anahtar rol oynamaktadir. Bu genlerin diizensizligi timor
olusumuyla iligkilidir (Zhao, Lei, ve ark., 2008). TEAD ekspresyonu meme kanseri
(Hiemer ve ark., 2014; Rashidian ve ark., 2015), akciger kanseri (You ve ark., 2015),
ovaryum kanseri (H. Cai ve Xu, 2013) gibi bir ¢ok kanser tiirlinde artmaktadir.
YAP/TAZ-TEAD kompleksinin hedef genleri CYR61 (Cysteine-rich angiogenic inducer
61/Sistein bakimindan zengin anjiyogenik indiikleyici 61) (H. Zhang ve ark., 2011),
CTGF (Connective tissue growth factor/Bag doku biiylime faktorii) (Zhao, Ye, ve ark.,
2008), AREG (Amfiregiilin) (Yang ve ark., 2012), vimentin (Thongon ve ark., 2016)

gibi genlerdir.
LA 2 CK1 S'_, es
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Sekil 2.13. Yes iligkili protein (YAP)’in genel yapisi (Piccolo ve ark., 2014).
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Sekil 2.14. TAZ (PDZ’ye baglanan motifli transkripsiyonel koaktivator)’in genel yapist (Piccolo ve ark.,
2014).

p73, p53 gibi hiicre dongiisiiniin durmasini ve apoptozu tetiklemektedir. Bu nedenle
timor baskilayict olarak smiflandirilmaktadir (Zawacka-Pankau ve ark., 2010). YAP,
p73’iin transkripsiyonel koaktivatorii olarak gérev yapmaktadir (Strano ve ark., 2001) ve
BAX, p53AIP1’1 indiikleyerek p73 kaynakli apoptozu tesvik etmektedir (Basu ve ark.,
2003; Strano ve ark., 2005). YAP/p73 etkilesimi, YAP’1n WW alan1 ve p73’iin PPPY
motifi ile gergeklesmektedir (Strano ve ark., 2001). Bu etkilesim YAP’in p73 aracilt
proapoptotik aktivitesi i¢in gereklidir (Oka ve ark., 2008).

YAP, B-katenin ve TBXS (T-box transkripsiyon faktdr 5) ile beraber bir kompleks
olusturmaktadir ve BCL2L1 (Bcl-2-like 1/Bcl-2 benzeri 1) ve BIRCS5 (Baculoviral
inhibitor of apoptosis repeat-containing 5) gibi hedef genlerin ekspresyonunu tesvik
etmektedir. Bu etkilesim [-katenin-aktif kanser hiicre hatlarinin hayatta kalmasi ve
formasyonu i¢in gereklidir (Rosenbluh ve ark., 2012). TAZ ise dogrudan TBXS, p300 ve
PCAF (P300/CBP-associated factor/ P300/CBP-iligkili faktor) ile etkilesime girerek
TBXS bagiml transkripsiyon komplekslerinde merkezi bir gorev goriir (Murakami ve

ark., 2005).

RUNX (Runt-related transcription factor 1/RUNT-iligkili transkripsiyon faktor) ailesi
tiyeleri gelisim i¢in ana diizenleyiciler olarak gbrev yapan DNA-baglayici transkripsiyon
faktorleridir. Ug RUNX ailesi iiyesinden (RUNX1, RUNX2 ve RUNX3) biri olan
RUNX2 iskelet gelisimi ve homeostazini diizenleyen bir osteojenik ana diizenleyici
olarak islev gérmektedir (Komori ve ark., 1997; Otto ve ark., 1997; Zaidi ve ark., 2004).
YAP’Im WW alan1 ile RUNX2’nin PPPY motifi etkilesim kurmaktadir (Yagi ve ark.,
1999).
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RUNX3, TEAD4 ve YAP ile iglii bir kompleks olusturur. TEAD4’tin C-terminal
bolgesi ile RUNX3’lin Runt alant ve YAP’in WW alani ile RUNX3’iin PPPY motifi
etkilesime girer. Bu {i¢lii kompleks TEAD’1in DNA’ya baglanabilme 6zelligini 6nemli
oOl¢iide azaltir (Qiao ve ark., 2016).

CTGF (Connective Tissue Growth Factor/Bag Dokusu Biiyiime Faktorii)

CTGF ilk kez 1991°de in vitro’daki insan vaskiiler endotel hiicrelerinin 38 kDa’luk bir
tirtinii olarak tanimlanmistir (Bradham ve ark., 1991). CTGF’nin ateroskleroz (Oemar ve
Luscher, 1997; Hishikawa ve ark., 1999), scleroderma (lgarashi ve ark., 1995; Igarashi
ve ark., 1996), dezmoplazi (K. S. Frazier ve Grotendorst, 1997; Wenger ve ark., 1999),
pulmoner fibroz (Allen ve ark., 1999) ve renal fibroz (Ito ve ark., 1998) gibi bir¢ok
patolojik durumda yiiksek diizeyde ekspre edildigi gosterilmistir. CTGF’ nin mekanik
doku yaralanmalarina yanit olarak da iiretilmesi bu biiyiime faktoriiniin doku tamiri ve
rejenerasyonda rol aldigimi diistiindiirmektedir. CTGF’ye yanit veren hiicreler arasinda
fibroblastlar (Bradham ve ark., 1991; lIgarashi ve ark., 1993; Brigstock ve ark., 1997;
Kireeva ve ark., 1997), vaskiiler diiz kas hiicreleri (Brigstock ve ark., 1997), endotel
hiicreleri (Kireeva ve ark., 1997; Shimo ve ark., 1998), kondrositler (Nakanishi ve ark.,
2000) ve epitel hiicreleri (Kireeva ve ark., 1997) yer almaktadir. CTGF’nin biyolojik
etkileri arasinda hiicre proliferasyonu, ekstraseliiler matriks tiretimi, hiicre adezyonu yer
alir (Bradham ve ark., 1991; Igarashi ve ark., 1993; K. Frazier ve ark., 1996; Brigstock
ve ark., 1997; Kireeva ve ark., 1997; Ball ve ark., 1998; Steffen ve ark., 1998).
CTGF’nin apoptozda da rol aldigi gosterilmistir (Hishikawa ve ark., 1999).

2.12.4. Hippo Sinyal Yolag ve Ust Diizenleyicileri

Hippo sinyal yolag: hiicresel ¢evreden mekanik sinyaller, hiicresel stres, ekstraseliiler
stimiilasyon, polarite ve adezyon gibi ¢esitli yukari akis diizenleyicileriyle aktive
olmaktadir (Sekil 2.15). Aktive olan sinyal yolagi fosforillenir ve YAP/TAZ’m
sitoplazmik tutulumu ve degradasyonu ile TEAD aracili transkripsiyon engellenir (H.

Oh ve Irvine, 2010; Pan, 2010; Varelas, 2014) (Sekil 2.12).
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Hippo sinyal yolagi: ACIK Hippo sinyal yolagi: KAPALI
Sekil 2.15. Hippo sinyal yolag1 ve iist diizenleyicileri (Hansen ve ark., 2015).

YAP/TAZ yogun hiicrelerin siki baglant1 kisimlarinda sitoplazmada bulunurken, seyrek
hiicrelerde niikleusa transloke olur ve TEAD aracili transkripsiyonu aktive eder (Zhao ve
ark., 2007; Zhao, Ye, ve ark., 2008). Bu diizenlemeye kinaz kaskadini aktive eden
homofilik hiicre-hiicre etkilesimi aracilik eder (Zhao ve ark., 2007; N. G. Kim ve ark.,
2011). Memeli Scribble (SCRIB) gibi bazolateral baglanti1 proteinleri, memeli epitel
hiicrelerinde MST ve LATS kinazlarinin aktivasyonunu kolaylastirir ve YAP/TAZ'!n

niiklear aktivitelerini inhibe eder (Cordenonsi ve ark., 2011).

GPCR (G-protein eslenmis reseptor)ler ve benzer ligandlart Hippo sinyalinin
diizenlenmesinde rol almaktadirlar. GPCR'ler kiiciik heterotrimerik G proteinlerine
baglanir ve YAP/TAZ niiklear aktivitesi, aktif reseptorlere baglanan G proteinlerine
bagli olarak aktive veya inhibe edilir. Lisofosfatidik asit (LPA) ve sfingosin 1-fosfat
(S1P) gibi ligandlar GPCR'ler lizerinden Ga12 / 13 aracilifiyla iglev goriir. Hippo kinaz
kaskadini inhibe ederek niiklear YAP/TAZ" aktive eder (Bao, Nakagawa, ve ark., 2011;
Miller ve ark., 2012; Mo ve ark., 2012; Yu ve ark., 2012) (Sekil 2.16).
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Sekil 2.16. GPCR (G-protein eslenmis reseptor)-Hippo sinyal yolagi iliskisi (Yu ve ark., 2012).

Hippo sinyal yolag hiicresel strese ¢ok ¢esitli yanitlar vermektedir. Sitokinez hatalar1 ve
ekstra sentromerler G protein sinyalini ve LATS2 aktivitesini degistirir. LATS2,
YAP/TAZ’1 inhibe eder ve p53 seviyesi stabilize edilir. Hiicre G1 fazinda durdurulur ve

tiimorogenezden korunur (Ganem ve ark., 2014).

DNA hasar, tirozin kinaz ABL’yi, ATM-JNK sinyali {lizerinden aktive eder. Bu
aktivasyon YAP-p73 kompleksiyle proapoptotik fonksiyonlarin uyarilmasi igin YAP’1
fosforile eder (Basu ve ark., 2003). Endoplazmik retikulum stresi PKR (Protein kinaz R)
benzeri ER (Endoplazmik retikulum kinaz) kinaz (PERK) iizerinden hiicre oliimiinii
onlemek i¢in PERK-elF2a-ATF4 ekseni boyunca YAP ekspresyonunu indiiklerken,
uzun siireli ER stresi YAP’1 inhibe eder ve apoptozu saglamak i¢in Hippo sinyalini

aktive eder (H. Wu ve ark., 2015).

2.12.5. Hippo Sinyal Yolag: ve Post-translasyonel Modifikasyonlar

Hippo sinyal yolag:1 fosforilasyon, asetilasyon, metilasyon ve iibikitinasyon gibi post-
translasyonel =~ modifikasyonlarla  diizenlenmektedir. Bu  post-translasyonel
modifikasyonlarda meydana gelebilecek diizensizlik ve fonksiyon bozukluklari timor

olusumu ve ilerlemesine neden olabilir (M. He ve ark., 2016).
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Hippo Sinyal Yolaginin Fosforilasyonu

LATS1 ve LATS2, dogrudan YAP/TAZ’1 fosforile ederler ve 14-3-3 proteinleriyle
sitoplazmada tutulumu ve B-TrCP aracili ubikutin-proteozom sistemiyle degradasyonu
saglanir. LATS’a bagh fosforilasyonun aktivitesi bozuldugunda, transkripsiyonel
koaktivator YAP ve TAZ’in aktivitesi inhibe olur YAP ve TAZ hedef gen
ekspresyonunu saglamak icin niikleusa transloke olmaktadir. LATS1/2’nin fazla olmasi
ya da aktivitesinin bozulmas1 YAP/TAZ iizerinde dogrudan bir etkiye sahiptir (Zhao ve
ark., 2007). Adaptér protein MOBI, Hippo yolaginda LATS1/2’nin anahtar
diizenleyicisidir. MOBI1, oto-inhibe edilmis formda bulunur ve MST1/2 aracili
fosforillenmeyle aktive olmaktadir. Fosforile MOBI, MST1/2’nin LATS1/2’yi
hidrofobik bolge Thr1079/1041°da fosforile etmesine yardim eder. Ayrica MOB1’in
MST1/2 tarafindan fosforillenmesi; LATS1/2’ye baglanma afinitesini arttirir,
Ser909/872 tizerinde LATS1/2’nin oto-fosforilasyonuna sebep olur ve tam aktivasyon
i¢in kinaz aktivitelerini arttirir (Chan ve ark., 2005; Wei ve ark., 2007; Praskova ve ark.,
2008). MST1/2’nin kofaktorii olan SAV1, MST1 ve LATS1/2 arasinda bir koprii goérevi
gorilir ve MST1 tarafindan fosforillenen LATS1/2 aktivasyonunu arttirir (Tapon ve ark.,
2002; Callus ve ark., 2006).

Hippo Sinyal Yolagimin Ubikitinasyonu

LATS1/2, prolin bakimindan zengin peptid sekanslarimi taniyan ve protein-protein
etkilesimine aracilik eden, WW alanlar ile etkilesime gire PPxy motifi tasimaktadir (H.
I. Chen ve Sudol, 1995). WW alani iceren E3 ligaz, LATS1/2’nin ubikitinasyonuna ve
daha sonra degradasyonuna neden olur. Boylece hiicre biiylimesi ve hayatta kalimi
saglanir (Ho ve ark., 2011; Salah ve ark., 2011). NEDD4, WWP1 ve Smurf gibi WW
alan1 igeren diger E3 ligazlart da PPxY motiflerine baglanir ve LATSI / 2'nin
degradasyonunu destekler. NEDD4, LATS1/2'nin ubikitinasyonunu saglayarak
kararsizlastirir. Dolayisiyla YAP’1n transkripsiyonel aktivitesi artar (Salah ve ark., 2013;
Bae ve ark., 2015). LATS1/2’nin ubikitinasyonu stres yanitinda da rol oynamaktadir.
Hipoksiyle aktive olan E3 ligaz SIAH2, LATS1/2’yi degrade edip inhibe edilmis YAP

aktivitesini indiikleyerek tiimor olusumuna neden olur (B. Ma ve ark., 2015).
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E3 ubikutin protein ligaz olan praja2 MOBI1'e dogrudan baglanir ve ubikitinasyona
neden olur. MOB1’in ubikitinasyonla degradasyonu LATS1/2 miktarin1 azaltir boylece
Hippo sinyali zayiflar ve glioblastoma gelisebilir. MOBI1 seviyesi glioma ile ters
iliskilidir ve praja2 fazlaliginda MOBI stabilitesinin kontrolii yapilan in vivo

caligmalarla desteklenmistir (Lignitto ve ark., 2013).

2.12.6. Hippo Sinyal Yolag ve Diger Faktorlerle fliskisi

Hippo Sinyal Yolagi ve Mutasyonlar

Yaygin insan kanseri tiirlerinde Hippo sinyal yolagi genlerinin somatik ve germ hiicre
mutasyonlart nadir goriilmektedir (Harvey ve ark., 2013). Fakat genom projelerinin
gelismesiyle beraber mutasyonlar saptanmaya baslanmistir. LATS2’nin mutasyonlari
Ozefagus ve kiiciik hiicreli akciger kanserinde saptanmistir (Ishizaki ve ark., 2002;
Strazisar ve ark., 2009). LATS1-2 mutasyonu deride bazal hiicre kanserinde tespit
edilmistir (Bonilla ve ark., 2016). NF2 (Merlin olarak da adlandirilir) dnemli bir tiimor
baskilayicidir ve mutasyonlari tip II ndrofibromatoz ile iligkilidir (Johnson ve Halder,
2014). Mutasyonlar digsinda heterozigotluk kaybi, genomik delesyonlar ve
hipermetilasyonlar da Hippo sinyal yolagmin DNA seviyesinde ekspresyonunu
etkilemektedir. LATSI heterozigotluk kaybi ovaryum ve meme kanserinde rapor

edilmistir (Lee ve ark., 1990; Noviello ve ark., 1996; Theile ve ark., 1996).

Hippo Sinyal Yolag ve miRNA’lar

Mikro RNA’lar (21-25 niikleotitten olusan kodlanmamis RNA’lar), gen ekspresyonunu
post-transkripsiyonel ya da translasyonel seviyede (L. He ve Hannon, 2004) negatif
diizenlemektedir ve bu RNA seviyesi Hippo sinyal yolagiyla ve karsinogenezle
yakindan iligkilidir. Endometriyal kanserlerde miRNA 31, LATS2 mRNA’sinmn 3'-UTR
(3'-transle edilmeyen bolge)’sine baglanabilir ve bu baglanma Siklin DI
transkripsiyonuna ve niikleusta YAP birikimine neden olur (Mitamura ve ark., 2014).
Ovaryum kanserinde miRNA-129-5p, TEAD transkripsiyonunu inhibe edip, CTGF ve

Siklin A ekspresyonunun azalmasina neden olmaktadir (G. Tan ve ark., 2015).
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2.12.7. Hippo Sinyal Yolag ile ilgili Yapilan Bazi Calismalar

Hippo yolaginin organ boyutu kontroliindeki fonksiyonu memelilerde korunmaktadir.
Ornegin, YAP 1 fare karacigeri ya da kalbinde dokuya &zgii overekspresyonu karaciger
veya kalp boyutunun garpici artisi ile sonuglanmistir (Camargo ve ark., 2007; Dong ve
ark., 2007; von Gise ve ark., 2012). MCF10A hiicrelerinde YAP overekspresyonu,
siklikla kanser metastazi ile iligkilendirilen epitelyal mezenkimal doniisimi (EMT)
tetikler (Overholtzer ve ark., 2006). YAP-/- fareler embriyonik 8.5. giinde vitellus kesesi
defektlerinden dolay1 oliirler (Kaneko ve DePamphilis, 1998), fakat TAZ-/- fareler
amfizem benzeri akciger bozukluklar1 ve polikistik bobrek gozlenmesine ragmen
yetiskinlige kadar yasayabilirler (Hossain ve ark., 2007; Makita ve ark., 2008). Farelerde
ovaryum granuloza hiicrelerinde CCN2/CTGF’nin delesyonu subfertilite ve anormal
folikiil gelisimine yol agmustir (Nagashima ve ark., 2011). Hippo yolagmin kok
hiicrelerin fonksiyonlarin1 regiile ettigi gosterilmistir. YAP, fare embriyonik kok
hiicrelerinde pluripotensinin siirdiiriilmesi i¢in gereklidir (Lian ve ark., 2010; Qin ve
ark., 2012). Transgenik ya da knockout farelerde artan YAP/TAZ aktivitesi dokuya 6zgii
kok hiicrelerde artisa ve hiicre farklilasmasinin engellenmesine yol acar (Camargo ve
ark., 2007; Zhou ve ark., 2009). Hippo yolagi doku rejenerasyonunda da rol oynar. Fare
bagirsaklarinda dekstran stilfat sodyum (DSS)-indiiklii yaralanmalar1 takiben YAP
protein seviyeleri carpici bir bi¢gimde artmistir ve hasarli bagirsak epiteli rejenerasyona
gitmistir, fakat YAP’1n inaktivasyonu rejenerasyonun siddetli bir bicimde bozulmasina
neden olmustur (J. Cai ve ark., 2010). YAP erken embriyonik gelisimde de 6nemli roller
oynar. Normal bir blastosistte YAP trofoektodermde niiklear lokalizasyon ve i¢ hiicre
Kitlesinde sitoplazmik lokalizasyon gosterir ve YAP’1n bu farkli dagilimi pre-implantif
fare embriyolarinda soy ozellesmesi igin onemlidir (Yu ve Guan, 2013). Yapilan bir
calismada artan YAP, azalan fosforile YAP miktarlariyla birlikte Hippo sinyal yolaginin
endometriyozda kritik bir rol oynadigi gosterilmistir (Y. Song ve ark., 2016). Insan
endometriyal stroma hiicrelerinin desidualizasyonunda YAP’in rol alip almadig
arastirtlmis ve insan endometriyal stroma hiicrelerine kiyasla desidua hiicrelerinde YAP
ekspresyonunun arttig1 ve YAP’in desidualizasyonda rolii oldugu sonucuna varilmistir

(H. Chen ve ark., 2017).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu tez calismas1 Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu tarafindan
16.02.2018 tarihli B.30.2.AKD.0.05.07.00/ sayili etik kurul onayr alindiktan sonra
gerceklestirildi.

Bu aragtirmada Akdeniz Universitesi ‘Deney Hayvanlar1 Unitesi’nden temin edilen daha
once hi¢ deneye girmemis, ciftlesmemis Balb/C ki 60 adet disi ve 30 adet erkek fare
kullanildi. 6-8 haftalik Balb/C 1rki disi fareler su ve besin kisitlamasi olmaksizin 12
saatlik aydinlik/karanlik dongiisiinde tutuldu.

3.1. Deney Gruplarimin Olusturulmasi
Iki ya da ii¢ disi fare bir Balb/C 1k erkek fare ile ayn1 kafeste birakilarak ciftlesmeleri
sagland1 ve ertesi giin vajinal plak kontrolii yapildi. Vajinal plagin goriildiigii disiler

gebeligin 1. giinliinde kabul edilerek deney gruplari asagidaki gibi olusturuldu:

Grup (Ostrus): Gebe olmayan 6strus fazindaki disi fareler (n=10)
Grup (G1): Gebeligin 1. giinii sakrifiye edilen disi fareler (n=10)
Grup (G4): Gebeligin 4. giinii sakrifiye edilen disi fareler (n=10)

A W np e

Grup (Gb5): Gebeligin 5. giinii sakrifiye edilen disi fareler (n=10)
a) Implantasyon bolgeleri (G5)
b) Inter-implantasyon bolgeleri (G5-inter)
5. Grup (G6): Gebeligin 6. giinii sakrifiye edilen disi fareler (n=10)
6. Grup (G8): Gebeligin 8. giinii sakrifiye edilen disi fareler (n=10)

1. grupta bulunan gebe olmayan 6strus fazindaki disi farelere ait uteruslar ile ile 2, 3, 4,
5 ve 6. gruplarda belirtilen gebelik tarihlerinde sakrifiye edilen gebe farelere ait

implantasyon ve inter-implantasyon bolgeleri toplandi.

Kontrol grubunu olusturan 6strus fazindaki gebe olmayan disi farelerin Ostrus fazinda
olduklarindan emin olmak igin vajinal simir yapildi. Bunun i¢in disi farenin vajinasi
Pastor pipeti yardimiyla fosfat tamponlu tuz soliisyonu (PBS) ile yikandiktan sonra elde
edilen yayma Krezil viyole ile boyandi. Yasst yapida olan, biiyiik, ¢ekirdeksiz epitel
hiicrelerinin baskin oldugu fareler deneye dahil edildi (Sekil 3.1.).
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Sekil 3.1. Krezil viyole boyamasi ile vajinal simirde gozlenen 6strus fazindaki disi fareye ait yassi epitel
hiicreleri.

Sekil 3.2. Ostrus fazinda bulunan disi farenin uterus goriintiisii.

Gebeligin 1. giiniindeki disi farelerin (G1) gebe olduklarindan emin olmak igin
ovidaktlar1 parcalanarak bir hiicreli embriyolarin olup olmadigi gézlendi. Bir hiicreli

embriyo (zigot) goriilen disiler deneye dahil edildi (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Gebeligin 1. giiniinde elde edilen bir hiicreli embriyo (zigot) goriintiisi.

Gebeligin 4. gilintindeki disi farelerin (G4) gebe olup olmadigini belirlemek igin uterus

boynuzlarindan biri PBS ile yikanarak, yikama sonrasi elde edilen tubal sivi mikroskop

30



altinda incelendi ve blastosist olup olmadigiincelendi. Blastosist goriilen farelerin

yikanmayan diger uterus boynuzu alind1 (Sekil 3.4.).

Sekil 3.4. Gebeligin 4. giiniinde uterus boynuzlarmdan birinin yikanmasi sonucu elde edilen blastosist
gorlntist.

Gebeligin 5. giiniindeki disi farelerin (G5) gebe olup olmadigini belirlemek igin disilere
kuyruk veninden Chicago mavisi enjeksiyonu yapildi, fareler 3-4 dakika sonra sakrifiye
edildi. Implantasyon bolgeleri mavi bantlar seklinde gdzlenen farelerin gebe oldugu
dogrulanarak mavi bant goriilen disiler deneye dahil edildi. Mavi bant seklinde goriilen
implantasyon bolgeleri ve implantasyon bolgelerinin arasinda kalan inter implantasyon

bolgeleri alindi (Sekil 3.5.).

Sekil 3.5. Gebeligin 5. giiniinde Chicago mavisi enjeksiyonu sonucu elde edilen uterus goériintiisii (Siyah
oklar implantasyon bolgelerini, kirmizi oklar inter implantasyon bolgelerini isaret etmektedir).

Gebeligin 6. giiniindeki disi farelerin (G6) gebe olup olmadigini belirlemek igin disilere
kuyruk veninden Chicago mavisi enjeksiyonu yapildi, fareler 3-4 dakika sonra sakrifiye

edildi. Implantasyon bolgeleri mavi bantlar seklinde gdzlenen farelerin gebe oldugu
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dogrulanarak mavi bant goriilen disiler deneye dahil edildi. Mavi bant seklinde goriilen

implantasyon bdlgeleri alind1 (Sekil 3.6).

Sekil 3.6. Gebeligin 6. giiniinde Chicago —mavisi enjeksiyonu sonucu elde edilen uterus goriintiisii (Siyah
oklar implantasyon bolgelerini gostermektedir).

Gebeligin 8. giiniindeki farelerin  (G8) implantasyon bdlgeleri c¢iplak gozle
goriilmekteydi (Sekil 3.7). Implantasyon bolgeleri alindi.

Wl

Sekil 3.7. Gebeligin 8. giiniinde elde edilen uterus goriintiisii (Siyah oklar implantasyon bolgelerini

gostermektedir).

Gruplardan elde edilen dokularin bir kismi1 s1v1 nitrojende Western blot i¢in saklanirken,

bir kism1 da parafin gdmme i¢in doku takibine alind.
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3.2. Doku Takibi ve Parafine Gomme

Biitiin deney gruplarindan elde edilen uteruslar ve implantasyon bolgeleri doku takibi
yapilmak tizere %10’luk formalin ¢6zeltisi igerisine alindi. Bu ¢ozeltide yaklasik 24 saat
bekletilerek dokunun fiksasyon islemi saglandi. Fiksatifin uzaklastirilmasi i¢in 3-4 saat
boyunca ¢esme suyu ile yikandiktan sonra birer giin boyunca sirastyla %70, %80, %90
alkol serilerinde bekletildi. Ertesi giin son olarak 3 saat %100 liikk alkolde bekletildikten
sonra ksilol serilerinde ortalama 1-3 dakika tutularak seffaflagtirma islemi
gerceklestirildi. Seffaflastirilan dokular 56°C’lik etiivde bulunan parafin serilerinde birer
saat tutulduktan sonra kasetler igerisinde parafine gomiilerek bloklar hazirlandi. Bloklar
mikrotoma yerlestirilerek 5 mikrometre kalinliginda kesitler alindi, su banyosunda
diizlesmeleri saglandiktan sonra siiperfrost lamlar {izerine aktarildi. Kesitler gece

boyunca oda 1sisinda kurutuldu. Immiinohistokimya gerceklestirilmeden once kesitler

56°C’lik etiivde gece boyu bekletildi.
3.3. immiinohistokimyasal Gézlemler

3.3.1. Kullanilan Soliisyonlar/Kimyasallar

1X PBS (Phosphate Buffer Saline-Fosfat Tamponlu Tuz Soliisyonu)
2 litre distile su i¢inde

2,85 gr Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4)(#567547; Merck)

16 gr Sodyum kloriir (NaCl)(#1.06400.1000; Merck)

0,8 gr Potasyum hidrojen fosfat (KH2PO4)(# M1048771000; Merck)
¢oziilerekpH=7,2-7,4’¢ ayarlandu.

Sitrik Asit Tamponu
900 ml distile su igerisinde 2,1 gr sitrik asit (CeHgO7.H20) (#1.0044.1000; Merck)
¢oziildii ve 2M NaOH ile pH=6,0 olacak sekilde ayarlandi.
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Bloklama Soliisyonu

Ultra V Block (#TA-125-UB; Thermo Scientific/LabVision)

%3’liik H202 Soliisyonu
63 ml metanol (CHsOH) (#1.06009.2500; Merck) ve 7 ml %30’luk H202 (#18312;
Sigma Aldrich) karistirilip hazirlandi.

Primer Antikor
PYAP, ab76252
YAP, ab205270
TEAD1, ab133533

CTGF, ab6992

izotip Kontrol
Tavsan serumu (#S-5000; Vector)

Sekonder Antikor
Biyotin isaretli anti-tavsan IgG (kegide tiretilmis) (#BA-1000; Vector Laboratories)

Streptavidin Peroksidaz Kompleksi
Streptavidin Peroxidase (# TS-125-HR; Thermo Scientific /Lab Vision)

Kromojen
3,3’-Diaminobenzidine (#D4168; Sigma Aldrich)

Mayer Hematoksilen
#1.09249.0500; Merck

Entellan
#1.07961.0100; Merck
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pYAP, YAP, TEAD1 ve CTGF protein lokalizasyonlarinin degerlendirilmesinde
immiinohistokimya teknigi kullanildi. Kullanilan primer antikorlar ve sekonder

antikorlar kullanildiklar: diliisyonlarla beraber Tablo 3.1’de gosterilmistir.

Parafin bloklardan 5 um kalinliginda alinan kesitler, superfrost lam tizerine alinarak bir
gece 56 °C’lik etiivde bekletildi. Deparafinizasyon islemi i¢in iki kez 10’ar dakika
ksilollerden gegcirilip her birinde 5 dakika olacak sekilde %100, %90, %80, %70’lik
alkol serilerinde bekletildi. Son olarak 5 dakika boyunca distile suda bekletildi ve daha
sonra antijenik maskelenmenin giderilmesi amaciyla sitrat tamponu ¢d6zeltisinde
(pH:6.0) 750 watt’ta iki kez 5 dakika, bir kez 3 dakika olacak sekilde kaynatildi. ve 20
dakika oda 1sisinda sogumaya birakildi. Soguyan kesitler PBS (Phosphate Buffer Salin,
pH: 7.2-7.4)’te yikandiktan sonra, dokudaki endojen peroksidaz aktivitesini
baskilayabilmek igin %3’liik hidrojen peroksit soliisyonuyla kesitler 15 dakika muamele
edildi. Daha sonra kesitler PBS soliisyonunda 3 kez 5’er dakika yikandi ve hidrofobik
kalemle dokularin etrafi ¢izildi. Oda sicakliginda ve nemli ortamda 6zgiil olmayan
immunoglobulin (Ig) baglanmalarin1 6nlemek amaciyla, bloklama serumuyla 7 dakika
inkiibe edildi. Bloklama isleminden sonra primer antikorlar Tablol’de belirtilen
diliisyonlarda kesitler {izerine damlatild1. Izotip kontrol kesitlerine primer antikor yerine
IgG konsantrasyonu primer antikor ile ayni olacak sekilde hazirlanan tavsan serumu

uygulandi. Tiim kesitler +4 derecede gece boyu inkiibe edildi.

Ertesi giin PBS soliisyonunda 3 kez 5’er dakika yikandiktan sonra Kesitler iizerine
sekonder antikor damlatilarak 40 dakika oda 1sisinda (25 derece) bekletildi. Sekonder
antikor ile inkiibasyondan sonra PBS soliisyonunda 3 kez 5’er dakika yikanan kesitler
streptavidin peroksidaz soliisyonuyla 20 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrast DAB kromojeni uygulanarak reaksiyon goriiniir hale getirildi. Kesitlere Mayer
hematoksilenle zit boyama yapildi ve rehidratasyon icin kesitler sirasiyla %70, %80,
%90 alkole batirilip ¢ikartildi. %100 alkolde 3 dakika bekletildi ve iki kez 10’ar dakika
ksilollerden gecirildi. Kesitler entellan ile kapatildi. Sonrasinda pYAP, YAP, TEAD1 ve
CTGF boyanmalar1 151k mikroskobunda degerlendirilerek fotograflandi.
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Tablo 3.1: immiinohistokimya igin kullanilan primer ve sekonder antikorlar ile diliisyonlari.

Primer Antikor/ Firma Adv | Sekonder Antikor/ | Firma Adv/
Kullanilan Katalog Kullanilan Diliisyon Katalog
Diliisyon Numarasi Numarasi

pYAP / 1:100 Abcam/ab76252 | Biyotinlenmis Ke¢i  Anti- | Vector Lab.-BA
Tavsan IgG / 1:500 1000

YAP /[ 1:1000 Abcam/ab205270 | Biyotinlenmis Ke¢i  Anti- | Vector Lab.-BA
Tavsan IgG / 1:500 1000

TEAD1 / 1:100 | Abcam/ab133533 | Biyotinlenmis Ke¢i  Anti- | Vector Lab.-BA
Tavsan IgG ~ / 1:500 1000

CTGF / 1:1000 | Abcam/ab6992 Biyotinlenmis Keg¢i  Anti- | Vector Lab.-BA
Tavsan IgG / 1:500 1000

3.4. Histolojik Skorlama (H-Score) Analizi

Her bir kesit i¢in 151k mikroskobu altinda 200X biiyiitmede uterus endometriyumuna ait
limen epiteli, bez epiteli ve stroma hiicrelerindeki sitoplazmik veya niikleer boyanmalar
degerlendirildi. Boyanma yogunluklarina gore; 0 (boyanma yok), 1 (zayif, fakat tespit
edilebilir boyanma), 2 (orta siddetli boyanma) ya da 3 (yogun boyanma) degerleri
verilerek asagidaki formiilde hesaplamalar gergeklestirildi (Hirsch ve ark., 2003; H.
Ishibashi ve ark., 2003; John ve ark., 2009).

(3 X Yogun boyanan hiicre yiizdesi + 2 X Orta siddette boyanan hiicre yiizdesi + 1 X
Zay1f siddette boyanan hiicre yilizdesi + 0 X Boyanmayan hiicre yiizdesi)

Skorlama sonucunda ekspresyon yogunlugunu ifade eden deger aralig 0 ile 300 arasinda
olacak sekilde hesapland1 (Hirsch ve ark., 2003; H. Ishibashi, T. Suzuki, 2003; John ve
ark., 2009). Elde edilen degerler gruplar arasinda karsilastirildi ve istatistiksel olarak
degerlendirildi.

3.5. Western Blot

3.5.1. Doku Homojenatlarinin Elde Edilmesi i¢cin Kullanilan Soliisyonlar

100X Na- Ortovanadat
0,184 gr Na-ortovanadat 10 ml Tris (pH: 10) i¢inde ¢oziiliir.
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Liziz Tamponu
10 ml 0,1 M Tris (pH: 7,4) (#161-0719, Bio-Rad)

40 ml distile suda 0,6 gr Tris ¢oziiliir ve HCI yardimiyla pH:7,4’¢ ayarlanir ve son hacim
50 ml’ye tamamlanir.

90 ml dH20
1 ml 100X Na-ortovanadat
1gr SDS

Proteaz inhibitér Kokteyli
1 adet (#11697498001;cOmplete) proteaz inhibitdr kokteyl (PiK) tableti 2 ml steril suda
coziilerek 25Xlik PIK hazirlanir ve steril suyla 1X’e diliiye edilip kullanilir.

3.5.2. Deney Grubu Dokularindan Lizat Elde Edilmesi

Sivi nitrojende tutulan dokular cam levha {izerine alind1 ve dokular bistiiriyle mekanik
olarak iyice pargalandi ve darasi alinan ependorflara konuldu. Daha sonra dokularin
icerisinde olan ependorflara, 0.2 gr doku igin 600 ul liziz tamponu ve 10 ul proteaz
inhibitor kokteyli (PIK) soliisyonlar1 eklendi. Bir saat boyunca +4°C’de inkiibe edildi ve
her 15 dakikada bir vortekslendi. Daha sonra sonikatér yardimi ile homojenize edildi.
Tim o6rnekler +4°C’de 15000 g’de 10 dakika soguk santrifiij edildi ve siipernatant
kisimlar1 yeni ependorflara alindi. Homojenatlar igerdikleri protein konsantrasyonunu

belirlemek iizere -80°C’ye kaldirildi.

3.5.3. Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Kullamilan Soliisyonlar, Kimyasallar ve Cihazlar

1. Bovine Serum Albumin (BSA) (#A-420-100, GoldBio)
2. Bicinchoninic Acid (BCA) Kit
3. Bicinchoninic asit soliisyonu (#B9643, Sigma Aldrich)

4. Bakar (II) siilfat soliisyonu (#C2284, Sigma Aldrich)
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5. Inkiibatér: Niive EN 500
6. Spektrofotometre: pQuant BioTek Spectrophotometer

Protein konsantrasyonu Ol¢iimiinde standart protein olarak BSA kullanildi. 1 mg/ml
BSA (S0) hazirlandi, hazirlanan BSA steril suyla diliiye edilip S1 (500 ug/ml protein),
S2 (250 pg/ml), S3 (125 pg/ml), S4 (62,5 pg/ml), S5 (31,3 pg/ml), S6 (15,6 ng/ml), S7
(7,8 ng/ml) standart proteinleri elde edildi. Lizatlar, 1:50 oraninda liziz tamponu (600
ul) ve PIK (10 pl) karisimu ile diliiye edilerek vortekslendi. Liziz tamponu-PiK karisimi
blank (kor) olarak kullanildi. BCA kit igerigindeki Bicinchoninic asit soliisyonundan 1
ml ve bakir (II) siilfat soliisyonundan 20 pl karistirilarak ¢aligma soliisyonu hazirlandi.
Ependorflara 25 pl olacak sekilde standart, blank ve rnekler eklendi. Uzerlerine 400 ul
olacak sekilde ¢alisma soliisyonu eklendi. 96 kuyucuklu plate kuyucuklarina ¢aligma
solisyonundan 200 pl eklendi ve {izeri 15181 gecirmemesi i¢in aliiminyum folyo ile
kapatildi. 60°C’lik inkiibatérde 15 dakika inkiibasyondan sonra spektrofotometrede 562
nm dalga boyunda okuma yapildi. Standartlar ile karsilastirilarak her bir 6rnegin protein
konsantrasyonu tespit edildi. Ornekler protein konsantrasyonlari esit olacak sekilde lemli
tamponu (#S-3401, Sigma Aldrich) ve steril su kullanilarak hazirlandi. Ornekler 5
dakika kaynatildiktan sonra kullanima hazir hale getirildi.

3.5.4. SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi)

Protokolii

Kullanilan Soliisyonlar

%30 Akrilamid-Bisakrilamid
40 ml distile su igerisinde 15,4 gr 37,5:1 oranindaki akrilamid-bisakrilamid (#161-01-25,
Biorad) ¢oziildii.

4X Tris-HCI/SDS pH: 6,8
20 ml distile su igerisinde 3,025 gr Tris (#1.08387.2500, Merck) ¢oziildi. HCI ile pH

6,8’e ayarlandi. Distile su ile toplam hacim 50 ml’ye tamamlandi. Uzerine 0,2 gr SDS
(#161-0301, Biorad) eklendi.
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4X Tris-HCI/SDS pH: 8,8
40 ml distile su igerisinde 18,15 gr Tris (#1.08387.2500, Merck) ¢oziildii. HCI ile pH
8,8’¢ ayarlandi. Son hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlandi ve 0,4 gr SDS eklendi.

%10’luk Amonyum Persiilfat (APS)
1 ml distile su igerisinde 0,1 gr APS (#7727-54; Amresco) ¢ozildii.

N, N, N’,N’-Tetramethylethylenediamidine (TEMED)
#T-7024; Sigma Aldrich

5X Elektroforez Soliisyonu
9 gr Tris (#161-0719, Bio-Rad)

43.2 gr Glisin (#161-0718, Bio-Rad)
3 gr SDS (#L4390, Sigma Aldrich)
600 ml distile su
Distile su ile 1X olacak sekilde diliiye edilerek kullanildi.
Transfer Soliisyonu
14.3 gr Glisin (#161-0718, Bio-Rad)
3 gr Tris (#161-0719, Bio-Rad)
700 ml distile su i¢erisinde ¢ozildii.

Bu soliisyona 200 ml metanol (#1.06.008.2500, Merck) eklendi ve toplam hacim distile

su ile 1000 mI’ye tamamlandi.
Bloklama Soliisyonu

100 ml TBS-T igerisinde 5 gr BSA (#A-420-100, GoldBio) veya 100 ml TBS-T
igerisinde 5 gr siit tozu (#170-6404, Bio-Rad) ¢oziildii.
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10X TBS Tamponu
60.55 gr Tris (#161-0719, Bio-Rad)
87.66 gr NaCl (#368257, Carlo Erba)

800 ml distile suda ¢oziiliip HCI pH’s1 ile 7.4’¢ ayarlandi. Toplam hacim distile su ile

1000 mI’ye tamamlandi.
TBS-T Soliisyonu

1 litre 1X TBS igerisine 1000 pul Tween-20 (#TA-125-TW, Lab Vision) eklendi.

Developer (#1757855, Ilford)
Fixer (#1984565, Ilford)

pYap, YAP, TEAD1 ve CTGF antikorlar1 icin ayirict poliakrilamid jel hazirlamada
kullanilan soliisyonlar;

%30 Akrilamid-bisakrilamid

4X Tris-HCI/SDS pH: 8,8

dH20

%10 Amonyum persiilfat

TEMED

Toplayici poliakrilamid jel i¢in kullanilan soliisyonlar;

%30 Akrilamid-bisakrilamid
4X Tris-HCI/SDS pH: 6,8
dH20

%10Amonyum persiilfat
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TEMED

Proteinlerin kilodalton (kDa) agirligi dikkate alinarak uygun yiizdelerde jeller hazirlandi.
Her kuyucuga 10 mikrolitre numune yiiklendi ve jel elektroforezi gerceklestirildi.
Elektroforez sonrasinda blotlama yapildi ve jeldeki proteinlerin membrana gegmesi
saglandi. Proteinlerin PVDF membrana transferinden sonra, membran 1 saat siireyle oda
sicakliginda pH’s1 7.2-7.4 olan, % 0.1 Tween-20 ilaveli Tris Buffer Soliisyonu ile
hazirlanan % 5°lik yagsiz siit tozu ya da %5’lik BSA ile bloklandi. Membran pYAP,
YAP, TEAD1, CTGF ve Beta Aktin antikorlar1 ile uygun sicaklik ve siirede karistirici
tizerinde inkiibe edildi. Primer ve sekonder antikorlarin diliisyonlar: liste halinde Tablo
3.2.’de gbsterilmistir. Inkiibasyon sonrasinda membran 3 kere 10 dakika TBS-T ile
yikand1 ve sekonder antikorla oda 1sisinda karistirict tizerinde 1 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda tekrar 3 kere 10 dakika TBS-T soliisyonu ile yikandi. Membran
kemiluminisan ile uygun siirede gelistirilip membrandaki protein bantlar1 karanlik odada

hiperfilme aktarildi.
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Tablo 3.2: Western Blot i¢in kullanilan primer ve sekonder antikorlar ile diliisyonlari.

PrimerAntikor/ | Firma Adv Sekonder Antikor/ Firma Adv
Diliisyon Katalog Diliisyon Katalog
Numarasi Numarasi

pYAP/ 1:1000 Abcam/ab76252 | Peroksidaz Isaretli Keci Anti- | Vector  Lab.-Pl-
Tavsan IgG / 1:3000 1000

YAP/ 1:1000 Abcam/ab205270 | Peroksidaz Isaretli Keci Anti- | Vector  Lab.-Pl-
Tavsan IgG / 1:50000 1000

TEAD1/1:1000 | Abcam/ab133533 | Peroksidaz Isaretli Keg¢i Anti- | Vector  Lab.-PI-
Tavsan IgG / 1:10000 1000

CTGF/ 1:1000 Abcam/ab6992 Peroksidaz Isaretli Keci Anti- | Vector  Lab.-PI-
Tavsan IgG / 1:3000 1000

Beta Aktin/ | Cell Peroksidaz Isaretli Keci Anti- | Vector  Lab.-PI-
Tavsan IgG / 1:3000 1000

1:1000 ve 1:5000 | Signaling/13E5

3.5.5. Western Blot Bantlarimin Kantitatif Degerlendirilmesi

pYAP, YAP, TEAD1 ve CTGF igin elde edilen Western blot bantlar1 tarayicida
tarandiktan sonra Image J Programi (National Institutes of Health) ile
degerlendirilmistir. Her bir protein (pYAP, YAP, TEAD1 ve CTGF) i¢in elde edilen
matematiksel degerler beta aktin igin elde edilen degerlere boliniip gruplar arasi

karsilastirma yapilmis ve istatistiksel olarak degerlendirilmistir.

3.6. Istatistiksel Analizler

Sonuglarin istatiksel analizi one way ANOVA (tek yonlii varyans analizi) ve post-hoc
analizler kullanilarak yapilmistir. Degerler ortalama + standart hata (SEM) olarak
belirtilmistir ve p<0.05 altinda bulunan degerler anlamli olarak kabul edilmistir.

Istatistiksel analizler GraphPad Prism versiyon 5 ile gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. immiinohistokimya Bulgular1
Ostrus faz1 ve peri-implantasyon dénemi endometriyum ve implantasyon bélgelerinde
pYAP, YAP, TEAD1 ve CTGF proteinlerinin varlik ve lokalizasyonlari

immiinohistokimya yontemiyle belirlendi ve H-Score analiziyle degerlendirildi.

4.1.1. pYAP icin Immiinohistokimya Bulgular

Ostrus faz1 uterusu ile gebeligin 1. ve 4. giinlerine ait uteruslarla, gebeligin 5., 6. ve 8.
giinlerine ait implantasyon boélgeleri ve 5. giine ait inter-implantasyon bolgelerinde
yapilan pYAP immiinohistokimyasi degerlendirildi. pYAP’in yogunlugunun gruplar

arasinda farklilik gosterdigi ve sitoplazmik olarak lokalize oldugu gozlendi.

Tiim gruplarda endometriyumun liimen epiteli, bez epiteli ve stroma alanlarindaki pY AP

ekspresyonu H-Score analiziyle degerlendirildi. Istatistiksel olarak karsilastirma yapild.

Liimen Epitelinde pYAP icin Immiinohistokimya Bulgular:

pYAP; Ostrus fazi uteruslarn ile gebeligin 1. ve 4. gilinlerine ait uteruslarla, gebeligin 5.
ve 6. giinlerine ait implantasyon bdlgeleri ve 5. giin inter-implantasyon bolgelerine ait
limen epitellerinde sitoplazmik lokalizasyon gostermistir. Liimen epitelinde pYAP
ekspresyonunun, ostrus grubu, gebeligin 1. ve 4. gilinlerinde benzer sekilde yogun
olmayan bir ekspresyon gosterdigi, ekspresyonun gebeligin 5. giin implantasyon
bolgelerinde tiim gruplara kiyasla carpici bir sekilde artarak c¢ok yogun oldugu
gozlenmistir. pYAP gebeligin 5. giin inter-implantasyon bolgelerinde, gebeligin 5. giin
implantasyon bolgelerine kiyasla nispeten azalan bir ekspresyon sergilemistir. Gebeligin
6. glin implantasyon bolgelerindeki pYAP ekspresyonu gebeligin 5. giin implantasyon
bolgelerine kiyasla azalmistir ve tiim deney gruplar iginde en diisiik seviyededir (Sekil
4.1).
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G5-inter

Sekil 4.1. Ostrus fazina ait uteruslar ile gebeligin 1 ve 4. giinii uteruslari, 5. ve 6. giinlerindeki
implantasyon boélgeleri ile 5. giin inter-implantasyon bdlgelerinde liimen epitelindeki pY AP ekspresyonu
(le: limen epiteli, be: bez epiteli, s: stroma, e: embriyo).

Limen epitelindeki pYAP ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda H-Score ile

degerlendirilip istatistiksel olarak karsilastirilmis ve Sekil 4.2°de gosterilmistir.

Liimen epitelinde yapilan pYAP H-Score analizlerine gore Gstrus grubu uteruslarina
kiyasla gebeligin 1. ve 4. giin (p<0,05) uteruslarindaki pY AP eksresyonunda istatistiksel
olarak anlamli bir azalma gdzlenmistir (p<0,0001). Ostrus grubu uteruslarma kiyasla
gebeligin 5. giin implantasyon bolgelerindeki pYAP eksresyonunda istatistiksel olarak
anlamli bir artig gozlenirken (p<0,0001), gebeligin 6. giin implantasyon bolgelerindeki
PYAP ekspresyonunda ise istatistiksel olarak anlamli bir azalma g6zlenmistir

(p<0,0001). Ostrus grubu uteruslar1 ile gebeligin 5. giin inter-implantasyon
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bolgelerindeki pYAP ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

gozlenmemistir (p>0,05).

Liimen epitelinde pY AP ekspresyonunda, gebeligin 1. giin uteruslar1 ile gebeligin 4. giin
uteruslar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gbézlenmemistir (p>0,05).
Gebeligin 1. giin uteruslarina kiyasla gebeligin 5. giin implantasyon ve inter-
implantasyonbolgelerindeki pYAP ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artig
gozlenmistir (p<0,0001). Gebeligin 1. gin uteruslarina kiyasla gebeligin 6. giin
implantasyon bolgelerindeki pYAP ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir

azalma gozlenmistir (p<0,0001).

Gebeligin 4. giin uteruslarina kiyasla gebeligin 5. giin implantasyon boélgelerindeki
PYAP ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlenmistir (p<0,0001).
Gebeligin 4. giin uteruslan ile gebeligin 5. giin inter-implantasyon bolgeleri arasinda
PYAP ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gdézlenmemistir
(p>0,05). Gebeligin 4. giin uteruslarina kiyasla gebeligin 6. giin implantasyon
bolgelerindeki pYAP ekspresyonunda ise istatistiksel olarak anlamli bir azalma

gbzlenmistir (p<0,0001).

Gebeligin 5. gilinli implantasyon bolgelerine kiyasla gebeligin 5. giinii inter-
implantasyon ve 6. giinli implantasyon bolgelerindeki pYAP ekspresyonunda

istatistiksel olarak anlamli bir azalma g6zlenmistir (p<0,0001).

Gebeligin 5. giin inter-implantasyon bolgelerine kiyasla gebeligin 6. giin implantasyon
bolgelerindeki pYAP ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gozlenmistir (p<0,0001) (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Ostrus fazina ait uteruslar ile gebeligin 1. ve 4. giin uteruslar1 ve gebeligin 5. ve 6. giinlerindeki
implantasyon boélgeleri ile 5. giin inter-implantasyon bdlgelerinde limen epitelindeki pY AP ekspresyonu
diizeylerinin H-Score analizi. (a: Ostrus grubuna gore anlamli, b: gebeligin 1. giiniine gore anlamli, c:
gebeligin 4. giiniine gore anlamli, d: gebeligin 5. giin implantasyon boélgelerine gore anlamli, e: gebeligin
5. giin inter-implantasyon bolgelerine gore anlamlr).

Bez Epitelinde pYAP i¢in immiinohistokimya Bulgulari

Bez epitelinde pYAP ekspresyonunun Ostrus fazi uteruslari, gebeligin 1. ve 4. giin
uteruslari, gebeligin 5. giin implantasyon bolgeleri arasinda anlamli bir farklilik
gostermedigi bununla birlikte gebeligin 1. giin uteruslarina kiyasla gebeligin 5. giin
inter-implantasyon bolgelerinde anlamli bir azalma gozlenmis ve tiim gruplara kiyasla
da gebeligin 6. glin implantasyon bolgelerindeki pYAP ekspresyonunda carpici bir

azalmanin oldugu gozlenmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Ostrus fazina ait uteruslar ile gebeligin 1. ve 4. giin uteruslari, 5. ve 6. giinlerindeki
implantasyon bdlgeleri ile 5. giin inter-implantasyon bdlgelerinde bez epitelindeki pY AP ekspresyonu (le:
liimen epiteli, be: bez epiteli, s: stroma, e: embriyo).

Bez epitelindeki pYAP ckspresyon seviyeleri gruplar arasinda H-Score ile

degerlendirilip istatistiksel olarak karsilastirilmis ve Sekil 4.4’te gosterilmistir.

Yapilan H-Score analizlerine gore Ostrus grubu uteruslarina kiyasla gebeligin 1. ve 4.
giini  uteruslari, ve gebeligin 5. giin implantasyon bolgelerindeki pYAP
ekspresyonlarinda bir miktar azalmanin oldugu fakat bunun istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 belirlenmistir. Ostrus grubu uteruslar ile gebeligin 5. giinii inter-implantasyon
bolgelerindeki pY AP ekspresyonu agisindan bir farkliligin olmadigi gdzlenmistir. Ostrus
grubu uteruslarma kiyasla gebeligin 6. giinii implantasyon bolgelerindeki pYAP
ekspresyonunun istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde azaldigi gozlenmistir

(p<0,0001).
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Gebeligin 1. giinii uteruslarina kiyasla gebeligin 4. giinii uterus, gebeligin 5. giinii
implantasyon bolgelerindeki pYAP ekspresyonunun arttigt ancak bunun istatistiksel
olarak anlamli olmadigi bulunmustur (p>0,05). Gebeligin 1. gilinii uteruslarina kiyasla
gebeligin 5. giin inter-implantasyon bolgelerinde pYAP ekspresyonunun istatistiksel
olarak anlamli olacak sekilde artmistir (p<0,05). Gebeligin 1. giin uteruslarina kiyasla
gebeligin 6. gilinli implantasyon bdlgelerindeki pYAP ekspresyonu istatistiksel olarak
anlamli olacak sekilde azalmistir (p<0,0001).

Gebeligin 4. giinii uteruslarina kiyasla gebeligin 5. giinii implantasyon ve inter-
implantasyon bolgelerindeki pYAP ekspresyonunun bir miktar arttigi ancak bunun
istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulunmustur (p>0,05). Gebeligin 4. gilni
uteruslarma kiyasla gebeligin 6. giinli implantasyon bolgelerindeki pYAP ekspresyonu

istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde azalmistir (p<0,0001).

Gebeligin 5. gilinli implantasyon boélgelerine kiyasla 5. giin inter-implantasyon
bolgelerindeki pYAP ekspresyonunun arttigi ancak bunun istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 bulunmustur (p>0,05). Gebeligin 5. giinii implantasyon ve inter-implantasyon
bolgelerine kiyasla gebeligin 6. giinii implantasyon bolgelerindeki pY AP ekspresyonu

istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde azalmistir (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Ostrus fazina ait uteruslar ile gebeligin 1. ve 4. giin uteruslar1 ve gebeligin 5. ve 6. giinlerindeki
implantasyon bolgeleri ile 5. giin inter-implantasyon bdlgelerinde bez epitelindeki pY AP ekspresyonu
diizeylerinin H-Score analizi. (a: Ostrus grubuna goére anlamli, b: gebeligin 1. giiniine gdre anlamli, c:
gebeligin 4. giinline gore anlamli, d: gebeligin 5. giin implantasyon bdlgelerine gore anlamli, e: gebeligin
5. giin inter-implantasyon bolgelerine gore anlamli).
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Stromada pYAP i¢in Immiinohistokimya Bulgular

pYAP, 6strus fazina ait uteruslarda, gebeligin 1. ve 4. giin uteruslarinda, 5., 6. ve 8. giin
implantasyon bolgeleri ile 5. giin inter implantasyon bolgelerinde stromada sitoplazmik
ekspresyon gostermistir. Stromada pYAP ekspresyonunun Ostrus fazi uteruslarina,
gebeligin 1. ve 4. giin uteruslarina, gebeligin 6. ve 8. giin implantasyon bolgeleri ile
gebeligin 5. giin inter-implantasyon bdlgelerine kiyasla gebeligin 5. giin implantasyon
bolgelerinde ¢arpict bir bi¢imde arttigi gozlenmistir. Gebeligin 5. giin implantasyon
bolgelerine kiyasla gebeligin 5. giin inter-implantasyon bolgelerinde pY AP ekspresyonu
nispeten azalirken, gebeligin 6. giiniindeki pYAP ekspresyonunun tiim gruplara oranla

belirgin sekilde azaldig1 gozlenmistir.

Stromay1 primer ve sekonder desidua zonlar1 olarak inceledigimizde gebeligin 6. giinline
ait primer desidual zonda pYAP ekspresyonun az, sekonder desidual zonda ise yok
denilecek kadar az oldugunu gozledik. Gebeligin 8. giiniine ait sekonder desidual zonda

pYAP ckspresyonun yok denilecek kadar az oldugunu belirledik.

Stroma igerisinde ve miyometriyumda yer alan kan damarlarina ait endotel hiicrelerinde
pYAP ekspresyonu gozledik. pYAP gebeligin farkli gilinlerinde endotelde, farkli
seviyelerde ekspre olmustur. Ostrus grubuna ait uteruslar, gebeligin 5. giinii
implantasyon ve inter-implantasyon bolgeleri ile 8. giiniine ait implantasyon
bolgelerinde ¢ok siddetli pozitif;, gebeligin 1. giinline ait uterusta siddetli pozitif;
gebeligin 4. giinline ait uterus ile 6. giiniine ait implantasyon bdlgelerinde pozitif pY AP

ekspresyonu gozledik (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Ostrus fazina ait uteruslar ile gebeligin 1. ve 4. giin uteruslari, 5. ve 6. giinlerindeki
implantasyon bdlgeleri ile 5. giin inter-implantasyon bolgelerinde stromada pY AP ekspresyonu (le: liimen
epiteli, be: bez epiteli, s: stroma, e: embriyo).

Stromadaki pYAP ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda H-Score ile degerlendirilip

istatistiksel olarak karsilastirilmis ve Sekil 4.6’da gosterilmistir.

PYAP icin yapilan H-Score analizlerine gdre Ostrus fazi uteruslarina kiyasla gebeligin 5.
glin implantasyon bolgelerindeki pYAP ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir
artis  gozlenmistir (p<0,0001). Ostrus fazi uteruslarina gore gebeligin 6. giin
implantasyon bolgelerindeki pYAP ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir
azalma gozlenmistir (p<0,001). Ostrus fazi uteruslarina kiyasla gebeligin 1. ve 4. giin
uteruslarindaki pYAP ekspresyonunda bir miktar artis gozlenmis fakat bunun
istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlenmistir (p>0,05). Ostrus fazi uteruslarina
kiyasla 5. giin inter-implantasyon bélgelerindeki pYAP ekspresyonu azalmis ancak

istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0,05). Ostrus fazi uteruslari ile gebeligin 8.
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giin implantasyon bdlgeleri arasinda pYAP ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik gézlenmemistir (p>0,05).

Gebeligin 1. glin uteruslarina kiyasla gebeligin 5. giin inter-implantasyon bdolgeleri
(p<0.05) ve gebeligin 6. giin implantasyon bolgelerindeki pYAP ekspresyonunda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma go6zlenmistir (p<0,0001). Gebeligin 1. giin
uteruslarina kiyasla gebeligin 4. giin uteruslarindaki pYAP ekspresyonunda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik gozlenmemistir (p>0,05). Gebeligin 1. giin uteruslarina
kiyasla gebeligin 5. giin implantasyon bolgelerindeki pY AP ekspresyonunda artis, 8. giin
implantasyon bolgelerindeki pYAP ekspresyonunda ise azalma gozlenmis fakat bu

farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05).

Gebeligin 4. giin uteruslarina kiyasla gebeligin 5. giin inter-implantasyon bolgelerindeki
(p<0.05) ve gebeligin 6. giin implantasyon bolgelerindeki pYAP ekspresyonunda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlenmistir (p<0,0001). Gebeligin 4. giin
uteruslarina kiyasla gebeligin 5. giin implantasyon boélgelerindeki pY AP ekspresyonunda
artis gozlenirken, 8. giin implantasyon bolgelerindeki pY AP ekspresyonunda ise azalma
gozlenmistir fakat bu artis ve azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir (p>0,05).
Gebeligin 5. giin implantasyon bdlgelerine kiyasla gebeligin 5. giin inter-implantasyon
bolgeleri ile gebeligin 6. gin ve 8. gin implantasyon bolgelerindeki pYAP

ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlenmistir (p<0,0001).

Gebeligin 5. giin inter-implantasyon bolgelerine oranla gebeligin 6. giin implantasyon
bolgelerindeki pYAP ekspresyonunda bir miktar azalma gézlenmis fakat istatistiksel
olarak anlamli bulunmamistir. Gebeligin 5. giin inter-implantasyon bdlgelerine oranla
gebeligin 8. giin implantasyon bolgelerindeki pY AP ekspresyonunda ise bir miktar artig

gozlenmis fakat istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05).

Gebeligin 6. giin implantasyon bdlgelerine kiyasla, gebeligin 8. giin implantasyon
bolgelerindeki pYAP ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlenmistir
(p<0,05).
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Sekil 4.6. Ostrus fazina ait uteruslar ile gebeligin 1. ve 4. giin uteruslar1 ve gebeligin 5., 6. ve 8.
giinlerindeki implantasyon bdlgeleri ile 5. giin inter-implantasyon bolgelerinde stromadaki pYAP
ekspresyonu diizeylerinin H-Score analizi. (a: ostrus grubuna gore anlamli, b: gebeligin 1. giiniine gore
anlamly, c: gebeligin 4. giinline gore anlamli, d: gebeligin 5. giin implantasyon bolgelerine gore anlamli, f:
gebeligin 6. giiniine gore anlamli).

4.1.2. YAP icin Immiinohistokimya Bulgulari

Ostrus fazi uteruslar1 ve gebeligin 1. ve 4. giin uteruslari, 5., 6. ve 8. giinlerindeki
implantasyon bdlgeleri ile 5. giin inter-implantasyon bdlgelerinde yapilan YAP
immiinohistokimyasi degerlendirildi. YAP’mn yogunlugunun gruplar arasinda farklilik

gosterdigi ve niiklear olarak lokalize oldugu gozlendi.

Tiim gruplarda endometriyum liimen epiteli, bez epiteli ve stroma alanlarindaki YAP
ekspresyonu H-Score analiziyle degerlendirildi ve istatistiksel olarak karsilastirma

yapildi.

Liimen Epitelinde YAP i¢in Iimmiinohistokimya Bulgular

YAP, Ostrus fazina ait uteruslar ve gebeligin 1. ve 4. giin uteruslari, 5. ve 6. giin
implantasyon bolgeleri ile 5. giin inter implantasyon bdlgelerinde liimen epitelinde
niiklear ekspresyon gdstermistir. YAP ekspresyonunun liimen epitelinde Ostrus grubu
uteruslarina gore gebeligin 1. giiniine ait uteruslarda, gebeligin 6. giin implantasyon
bolgelerinde ve gebeligin 5. gilin inter-implantasyon bdlgelerinde artis gosterdigi
gozlemlendi. Gebeligin 4. gilin uteruslarima kiyasla gebeligin 6. giin implantasyon
bolgelerinde ve gebeligin 5. giin inter-implantasyon bolgelerinde artis gosterdigi izlendi.
Tim gruplara kiyasla gebeligin 6. giliniinde liimen epitelinde c¢arpict bir YAP
ekspresyonu gozlenmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Ostrus fazina ait uteruslar ile gebeligin 1. ve 4. giin uteruslari, 5. ve 6. giinlerindeki
implantasyon bdlgeleri ile 5. giin inter-implantasyon bdlgelerinde liimen epitelindeki YAP ekspresyonu
(le: limen epiteli, be: bez epiteli, s: stroma, e: embriyo).

Limen epitelindeki YAP ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda H-Score ile

degerlendirilip istatistiksel olarak karsilastirilmis ve Sekil 4.8’de gosterilmistir.

Yapilan H-Score analizlerinde 6strus fazi uteruslarina kiyasla gebeligin 1. giin uteruslari
(p<0,001), gebeligin 6. giin implantasyon bdlgeleri (p<0,0001) ve gebeligin 5. giin inter-
implantasyon bolgelerindeki (p<0,0001) YAP ekspresyonunda istatistiksel olarak
anlamli bir artis gdzlenmistir. Ostrus faz1 uteruslar ile gebeligin 4. giin uteruslar ve
gebeligin 5. giin implantasyon bdlgeleri arasinda YAP ekspresyonu agisindan

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gozlenmemistir (p>0,05).
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Gebeligin 1. giinii uteruslarma kiyasla gebeligin 6. giin implantasyon bolgelerindeki
(p<0,0001) arasinda YAP ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artis
gbzlenmistir (p<0,0001).

Gebeligin 4. giin uteruslarina kiyasla, gebeligin 6. giin implantasyon bolgeleri (p<0,001)
ve gebeligin 5. giin inter-implantasyon bolgelerindeki Y AP ekspresyonunda istatistiksel

olarak anlamli bir artis gézlenmistir (p<0,0001).

Gebeligin 5. giin implantasyon bdlgelerine kiyasla gebeligin 6. giin implantasyon
bolgelerindeki YAP ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlenmistir
(p<0,0001).

Gebeligin 5. giin inter-implantasyon bolgelerine kiyasla gebeligin 6. giin implantasyon
bolgelerindeki YAP ekspresyonunun  istatistiksel olarak anlamli sekilde arttigi
gozlenmistir (p<0,0001) (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Ostrus fazina ait uteruslar ile gebeligin 1. ve 4. giin uteruslar1 ve gebeligin 5. ve 6. giinlerindeki
implantasyon bdlgeleri ile 5. giin inter-implantasyon bdolgelerinde liimen epitelindeki YAP ekspresyonu
diizeylerinin H-Score analizi. (a: Ostrus grubuna goére anlamli, b: gebeligin 1. giiniine gore anlamli, c:
gebeligin 4. giiniine gore anlamli, d: gebeligin 5. giin implantasyon bolgelerine gore anlamli, e: gebeligin
5. giin inter-implantasyon bdlgelerine gore anlamlr).

Bez Epitelinde YAP I¢in immiinohistokimya Bulgulari

Y AP, 6strus fazi uteruslar1 ve gebeligin 1. ve 4. giin uteruslari, 5. ve 6. giin implantasyon
bolgeleri ile 5. giin inter implantasyon bolgelerinde bez epitelinde niiklear ekspresyon
gostermistir. Bez epitelindeki YAP ekspresyonu Ostrus grubu uteruslarina ait kiyasla

gebeligin 1.giin uteruslarinda artmis ve tiim deney gruplar arasinda en yiiksek diizeyine
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ulagmustir. Gebeligin 4. giin uteruslarindaki YAP ekspresyonu &strus ve gebeligin 1.
giin uteruslarina kiyasla azalmistir. Gebeligin 5. giin implantasyon ile 5. giin inter-
implantasyon bolgelerindeki YAP ekspresyonu birbirine yakin olup gebeligin 4. giin
uterusundakine kiyasla artmistir. Gebeligin 6. giin implantasyon bdlgelerindeki YAP

ekspresyonu azalarak deney gruplar1 arasinda en diisiik seviyeye ulasmistir (Sekil 4.9).

O G1 G4 G5 G5-inter
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Sekil 4.9. Ostrus fazina ait uteruslar ile gebeligin 1. ve 4. giin uteruslari, 5. ve 6. giinlerindeki
implantasyon bolgeleri ile 5. giin inter-implantasyon bolgelerinde bez epitelindeki YAP ekspresyonu (le:
limen epiteli, be: bez epiteli, s: stroma, e: embriyo).

Bez epitelindeki YAP ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda H-Score ile degerlendirilip

istatistiksel olarak karsilastirilmis ve Sekil 4.10°da gosterilmistir.

Yapilan H-Score analizlerine gore, Ostrus fazi uteruslarina kiyasla gebeligin 1. giin
uteruslarindaki ~ YAP  ekspresyonu istatistiksel ~olarak anlamli  bir  artis

gostermistir(p<0,0001). Ostrus faz1 uteruslarina kiyasla gebeligin 4. giin uteruslari
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(p<0.001) ve gebeligin 6. giin implantasyon bdlgelerindeki YAP ekspresyonunda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma gdzlenmistir (p<0,0001). Ostrus fazina ait
uteruslar ve gebeligin 5. giin implantasyon Ve inter-implantasyon boélgelerindeki YAP
ekspresyonu arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goézlenmemistir

(p>0,05).

Gebeligin 1. glin uteruslarina kiyasla, gebeligin 4. giin uteruslari, 5. ve 6. giin
implantasyon bolgeleri ile gebeligin 5. giin inter-implantasyon bolgelerindeki YAP

ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma gézlenmistir (p<<0,0001).

Gebeligin 4. giin uteruslarma kiyasla, gebeligin 5. giin implantasyon ve inter-
implantasyon bolgelerindeki YAP ekspresyonunda bir miktar artis gézlenmistir ancak
istatistiksel olarak anlamli degildir. Gebeligin 4. giin uteruslarina kiyasla gebeligin 6.
giin implantasyon bolgelerindeki YAP ekspresyonunda azalma gozlenmis olup bu fark

istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).

Gebeligin 5. glin implantasyon bdlgelerine kiyasla, gebeligin 6. giin implantasyon
bolgelerindeki YAP ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlenmistir
(p<0,001). Gebeligin 5. giin implantasyon ve inter-implantasyon bdlgeleri arasinda YAP
ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmemistir (p>0,05).
Gebeligin 5. giin inter-implantasyon bdlgelerine kiyasla, gebeligin 6. giin implantasyon
bolgelerindeki YAP ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlenmistir
(p<0,001) (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Ostrus fazina ait uteruslar ile gebeligin 1. ve 4. giin uteruslar1 ve gebeligin 5. ve 6. giinlerindeki
implantasyon bdlgeleri ile 5. gilin inter-implantasyon bdlgelerinde bez epitelindeki YAP ekspresyonu
diizeylerinin H-Score analizi. (a: strus grubuna gore anlaml, b: gebeligin 1. giliniine gore anlamh, d:
gebeligin 5. giin implantasyon bolgelerine gore anlamli, e: gebeligin 5. giin inter-implantasyon bolgelerine
gore anlamli).

Stromada YAP icin immiinohistokimya Bulgulari

Y AP, 6strus fazi uteruslar1 ve gebeligin 1. ve 4. giin uteruslari, 5., 6. ve 8. giinlerindeki
implantasyon bdlgeleri ve 5. giin inter implantasyon bdlgelerinde stromada niiklear
ekspresyon gostermistir. Stromada YAP ekspresyonunun strus fazi uteruslari, gebeligin
1. ve 4. giin uteruslari, 5., 6. ve 8. giinlerindeki implantasyon bolgeleri ve 5. giin inter-
implantasyon bélgelerinde farkli yogunluklarda oldugu gdzlenmistir. Ostrus grubu,
gebeligin 1.gilinline ait uteruslarda ve gebeligin 5. gilin inter-implantasyon bolgelerinde
ekspresyonun birbirine yakin oldugu, gebelik giinleri ilerledik¢e ekspresyonun arttigi ve
gebeligin 5. ve 6. giinlindeki implantasyon bolgelerinde gruplar arasinda en yiiksek

diizeyine ulastig1 gozlenmistir.

Stromay1 primer ve sekonder desidua zonlar1 olarak inceledigimizde gebeligin 6. giiniine
ait primer desidual zonda YAP ekspresyonu gozlenmezken sekonder desidual zonda
YAP ekspresyonu gézlenmistir. Gebeligin 8. giiniine ait sekonder desidual zonda YAP
ekspresyonu gozlenmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Ostrus fazina ait uteruslar ile gebeligin 1. ve 4. giin uteruslari, 5., 6. ve 8. giinlerindeki
implantasyon bolgeleri ile 5. giin inter-implantasyon bolgelerinde stromada YAP ekspresyonu (le: liimen
epiteli, be: bez epiteli, s: stroma, e: embriyo).

Stromadaki YAP ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda H-Score ile degerlendirilip

istatistiksel olarak karsilagtirilmig ve Sekil 4.12°de gosterilmistir.

Yapilan H-Score analizlerine gore, Ostrus fazina ait uteruslarina kiyasla gebeligin 4. giin
uteruslar1 (p<0.05), gebeligin 5., 6. ve 8. giin implantasyon bdlgelerindeki YAP
ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artis gdzlenmistir (p<0,0001). Ostrus
fazina ait uteruslar ile gebeligin 1. giin uteruslar1 ve gebeligin 5. giin inter-implantasyon
bolgelerindeki YAP ekspresyonu arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

gozlenmemistir (p>0,05).

Gebeligin 1. giliniine kiyasla, gebeligin 4. giinii uteruslar1 (p<0,001), 5., 6. ve 8. giin
implantasyon bolgelerindeki YAP ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artig
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gozlenmistir (p<0,0001). Gebeligin 1. giinii uteruslar1 ile gebeligin 5. giin inter-
implantasyon bdlgeleri arasinda ise YAP ekspresyonu acisindan istatistiksel olarak

anlaml bir fark gozlenmemistir (p>0,05).

Gebeligin 4. giin uteruslarina kiyasla gebeligin 5. giin implantasyon bolgelerindeki YAP
ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlenmistir (p<0,05). Gebeligin 4.
giin uteruslarina kiyasla gebeligin 5. giin inter-implantasyon bolgelerindeki YAP
ekspresyonu bir miktar azalmis, gebeligin 6. ve 8. giin implantasyon bolgelerindeki ise
ekspresyon artmistir ancak bu azalma ve artiglar istatistiksel olarak anlamli

bulunmamustir (p>0,05).

Gebeligin 5. giin implantasyon bolgelerine kiyasla, gebeligin 5. giin inter-implantasyon
bolgelerindeki YAP ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlenmistir
(p<0,0001). Fakat gebeligin 5. giin implantasyon bdlgeleri ile gebeligin 6. ve 8. giin
implantasyon bolgeleri arasinda YAP ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak anlaml

bir farklilik gézlenmemistir (p>0,05).

Gebeligin 5. giin inter-implantasyon bolgelerine kiyasla gebeligin 6. giin (p<0,0001) ve
8. gilin implantasyon bolgelerindeki YAP ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir

artis gozlenmistir (p<0,001).

Gebeligin 6. ve 8. giin implantasyon bolgeleri arasinda YAP ekspresyonu agisindan
istatistiksel anlamli bir farklilik gézlenmemistir (p>0,05) (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Ostrus fazina ait uteruslar ile gebeligin 1. ve 4. giin uteruslari ve gebeligin 5., 6. ve 8.
giinlerindeki implantasyon bolgeleri ile 5. giin inter-implantasyon bolgelerinde stromada YAP
ekspresyonu diizeylerinin H-Score analizi. (a: dstrus grubuna gore anlamli, b: gebeligin 1. giiniine gore
anlamli, c: gebeligin 4. giiniine gére anlamli, d: gebeligin 5. glin implantasyon bdlgelerine gére anlamli, e:
gebeligin 5. giin inter-implantasyon bolgelerine gore anlamli).

4.1.3. TEADI i¢cin Iimmiinohistokimya Bulgular

Ostrus faz1 uteruslar, gebeligin 1. ve 4. giin uteruslari, 5., 6. ve 8. giin implantasyon
bolgeleri ile 5. giin inter-implantasyon  bdlgelerinde  yapilan TEAD1
immiinohistokimyas1 degerlendirildi. TEAD1’in yogunlugunun gruplar arasinda farklilik

gosterdigi ve niiklear lokalizasyon gosterdigi gozlendi.

Tim gruplarda endometriyum liimen epiteli, bez epiteli ve stroma alanlarindaki TEAD1
ekspresyonu H-Score analiziyle degerlendirildi ve istatistiksel olarak karsilagtirma

yapildi.

Liimen Epitelinde TEAD1 I¢cin immiinohistokimya Bulgulari
TEAD1, ostrus faz1 uteruslar1 ve gebeligin 1. ve 4. giin uteruslari, 5. ve 6. giin
implantasyon bdlgeleri ile 5. giin inter-implantasyon bdlgelerinde liimen epitelinde

niiklear lokalizasyon gostermistir.

Liimen epitelinde TEAD1 ekspresyonunun Ostrus fazi uteruslari, gebeligin 1. ve 4. giin
uteruslari, 5., 6. ve 8. giinlerindeki implantasyon bdolgeleri ve 5. gilin inter-implantasyon
bolgelerinde farkli yogunluklarda oldugu gozlenmistir. Ostrus grubuna ait

uteruslardakine kiyasla gebeligin 1. giin ve 4. giin uteruslarinda TEAD1 ekspresyonun
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azaldig1 gozlendi. Gebeligin 4. gliniinden itibaren ise TEAD1 ekspresyonun arttig1 ve
gebeligin 6. giin implantasyon bolgelerinde gruplar arasindaki en yiiksek diizeyine
ulastig1 gozlendi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Ostrus fazina ait uteruslar ile gebeligin 1. ve 4. giin uteruslari, 5. ve 6. giinlerindeki
implantasyon bolgeleri ile 5. giin inter-implantasyon bélgelerinde limen epitelindeki TEAD1 ekspresyonu
(le: limen epiteli, be: bez epiteli, s: stroma, e: embriyo).

Limen epitelindeki TEAD1 ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda H-Score ile

degerlendirilip istatistiksel olarak karsilastiriimis ve Sekil 4.14’te gosterilmistir.

Yapilan H-Score analizlerine gore, Ostrus fazi uteruslarina kiyasla gebeligin 1. giin
uteruslarindaki TEAD1 ekspresyonunda bir miktar azalma gozlenmistir fakat bu fark
istatistiksel olarak anlamli degildir. Ostrus fazina ait uteruslara oranla gebeligin 4. giin
uteruslarindaki TEAD1 ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma

gbzlenmistir (p<0,05). Ostrus faz1 uteruslari ile gebeligin 5. giin implantasyon bdlgeleri
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arasinda TEADI1 ekspresyonu acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gbzlenmemis, gebeligin 5. giin inter-implantasyon bolgelerinde 6strus grubuna kiyasla
gbzlenen TEAD1 ekspresyonu artisinin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gézlenmistir
(p>0,05). Ostrus fazmna ait uteruslara kiyasla gebeligin 6. giin implantasyon
bolgelerindeki TEADL ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli bir artis gdstermistir
(p<0,0001).

Gebeligin 1. giin uteruslarina kiyasla gebeligin 4. giin uteruslarinda TEAD1
ekspresyonunda bir miktar azalma ve gebeligin 5. giin implantasyon bolgelerinde bir
miktar artis gézlenmis ancak istatistiksel olarak anlamli bulunamamistir (p>0,05).
Gebeligin 1. giin uteruslarina kiyasla, gebeligin 5. giin inter-implantasyon (p<0,001) ve
6. giin implantasyon bolgelerindeki TEAD1 ekspresyonunda artis gozlenmistir
(p<0,0001).

Gebeligin 4. giin uteruslarina kiyasla, gebeligin 5. glin implantasyon bdlgeleri (p<0,05)
ve gebeligin 5. giin inter-implantasyon bolgeleri ile gebeligin 6. giin implantasyon
bolgelerindeki TEADL ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlenmistir
(p<0,0001).

Gebeligin 5. giin implantasyon bdlgelerine kiyasla 5. giin inter-implantasyon
bolgelerindeki TEADL ekspresyonunda bir miktar artis gozlenmesine ragmen bu fark
istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05). Gebeligin 5. giin implantasyon bolgelerine
kiyasla gebeligin 6. giin implantasyon bolgelerindeki TEAD1 ekspresyonunda
istatistiksel olarak anlamli artig gozlenmistir (p<<0,0001).

Gebeligin 5. giin inter-implantasyon bolgelerine kiyasla gebeligin 6. giin implantasyon
bolgelerindeki TEAD1 ekspresyonunda artis gézlenmekle birlikte istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir (p>0,05) (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Ostrus fazina ait uteruslar ile gebeligin 1. ve 4. giin uteruslari ve gebeligin 5. ve 6. giinlerindeki
implantasyon bolgeleri ile 5. giin inter-implantasyon bélgelerinde limen epitelindeki TEAD1 ekspresyonu
diizeylerinin H-Score analizi. (a: Ostrus grubuna goére anlamli, b: gebeligin 1. giiniinegére anlaml, c;
gebeligin 4. giiniine gore anlamli, d: gebeligin 5. giin implantasyon bdlgelerine gore anlamli).

Bez Epitelinde TEAD1 i¢in immiinohistokimya Bulgular
TEAD1, ostrus fazi uteruslart ve gebeligin 1. ve 4. giin uteruslari, 5. ve 6. giin
implantasyon bolgeleri ile 5. giin inter-implantasyon bolgelerinde bez epitelinde niiklear

lokalizasyon gostermistir.

Bez epitelinde TEAD1 ekspresyonlar1 Ostrus fazi uteruslari, gebeligin 1. ve 4. giin
uteruslari, 5. ve 6. glin implantasyon bdolgeleri ile 5. giin inter-implantasyon bolgelerinde
birbirlerine yakin ekpresyonlar sergilemistir. Gruplar arasindaki en yiliksek ekspresyon

gebeligin 5. giin implantasyon bolgelerinde gézlenmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Ostrus fazina ait uteruslar ile gebeligin 1. ve 4. giin uteruslari, 5. ve 6. giinlerindeki
implantasyon bdlgeleri ile 5. giin inter-implantasyon bolgelerinde bez epitelindeki TEAD1 ekspresyonu
(le: limen epiteli, be: bez epiteli, s: stroma, e: embriyo).

Bez epitelindeki TEAD1 ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda H-Score ile

degerlendirilip istatistiksel olarak karsilastirilmis ve Sekil 4.16’da gosterilmistir.

Gebeligin 1. giin uteruslarina kiyasla, gebeligin 4. giin uteruslar1 (p<0,05), gebeligin 5.
giin implantasyon bdlgeleri (p<0,0001) ve gebeligin 5. giin inter-implantasyon bolgeleri
(p<0,05) ile gebeligin 6. giin implantasyon bolgelerindeki (p<0,0001) TEAD1

ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli artis gézlenmistir.

Gebeligin 4. giin uteruslarina kiyasla gebeligin 5. giin implantasyon bolgelerindeki
TEADLI ekspresyonu bir miktar artis gostermis fakat bu fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p>0,05). Gebeligin 4. giin uteruslar1 ile gebeligin 5. giin inter-
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implantasyon bolgeleri ve 6. giin implantasyon bdlgelerindeki TEAD1 ekspresyonu

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmemistir (p>0,05).

Gebeligin 5. giin implantasyon bolgelerine kiyasla, gebeligin 5. giin inter-implantasyon
bolgelerindeki TEAD1 ekspresyonunda bir miktar azalma gbzlenmesine ragmen
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). Gebeligin 5. giin implantasyon
bolgeleri ile gebeligin 6. giin implantasyon bolgelerindeki TEAD1 ekspresyonu arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmemistir (p>0,05).

Gebeligin 5. giin inter-implantasyon bolgeleri ile gebeligin 6. giin implantasyon
bolgelerindeki TEADL ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlenmemistir (p>0,05) (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Ostrus fazina ait uteruslar ile gebeligin 1. ve 4. giin uteruslari ve gebeligin 5. ve 6. giinlerindeki
implantasyon bolgeleri ile 5. giin inter-implantasyon bolgelerinde bez epitelindeki TEAD1 ekspresyonu
diizeylerinin H-Score analizi. (a: Gstrus grubuna gore anlamli, b: gebeligin 1. giiniine gbre anlamli, d:
gebeligin 5. giin implantasyon bdlgelerine gore anlamli).

Stromada TEAD1 i¢in Immiinohistokimya Bulgular
TEADI, ostrus faz1 uteruslari ve gebeligin 1. ve 4. giin uteruslari, 5., 6. ve 8. giin
implantasyon bolgeleri ile 5. giin inter-implantasyon bolgelerinde stromada niiklear

ekspresyon gostermistir.

Stromada TEAD1 ekspresyonlar1 degerlendirildiginde Ostrus grubu uteruslarina ve

gebeligin 1. gilin uteruslarina kiyasla gebeligin 4. giin uteruslarinda, gebeligin 5. giin
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implantasyon bolgeleri ve inter-implantasyon bdolgeleri ile gebeligin 6. giin implantasyon
bolgelerindeki TEAD1 ekspresyonunda bir artis vardir.ve en fazla artis gebeligin 6. giin
implantasyon boélgelerinde gozlenmistir Gebeligin 8. giin implantasyon bolgelerindeki
TEAD1 ekspresyonunda tiim gruplara oranla bir azalma gdzlenmistir. Stromay1 primer
ve sekonder desidua zonlar1 olarak inceledigimizde gebeligin 6. giiniine ait primer ve
sekonder desidual zonlar ile gebeligin 8. giinline ait sekonder desidual zonda TEADI
ekspresyonun oldugunu belirledik (Sekil 4.17).

Sekil 4.17. Ostrus fazina ait uteruslar ile gebeligin 1. ve 4. giin uteruslari, 5., 6. ve 8. giinlerindeki
implantasyon bolgeleri ile 5. giin inter-implantasyon bolgelerinde stromadaki TEAD1 ekspresyonu (le:
limen epiteli, be: bez epiteli, s: stroma, e: embriyo).
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Stromadaki TEADL1 ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda H-Score ile degerlendirilip
istatistiksel olarak karsilastirilmis ve Sekil 4.18’de gosterilmistir.

Yapilan H-Score analizlerine gore, Ostrus fazi uteruslarina kiyasla gebeligin 1. giin
uteruslarinda TEAD1 ekspresyonunda bir miktar azalma g6zlenmis fakat bu fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0,05). Ostrus fazi uteruslarma kiyasla
gebeligin 4. giin uteruslart (p<0,0001), gebeligin 5. giin implantasyon bolgeleri
(p<0,001), gebeligin 5. giin inter-implantasyon bolgeleri (p<0,0001) ve gebeligin 6. giin
implantasyon bdlgelerindeki (p<0,0001) TEAD1 ekspresyonunda istatistiksel olarak
anlamli bir artis gozlenmistir. Ostrus fazi uteruslarina kiyasla gebeligin 8. giin
implantasyon bdolgelerindeki TEAD1 ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir

azalma gozlenmistir (p<<0,001).

Gebeligin 1. giin uteruslarina kiyasla, gebeligin 4. giin uteruslari, gebeligin 5. giin
implantasyon ve inter-implantasyon bolgeleri ile gebeligin 6. giin implantasyon
bolgelerindeki TEAD1 ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlenmistir
(p<0,0001). Gebeligin 1. giin uteruslarma kiyasla gebeligin 8. giin implantasyon
bolgelerindeki TEAD1 ekspresyonunda azalma gozlenmesine ragmen istatistiksel olarak

anlamli bulunmamustir (p>0,05).

Gebeligin 4. giin uteruslari ile gebeligin 5. giin implantasyon ve inter-implantasyon
bolgelerindeki TEAD1 ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlenmemistir. Gebeligin 4. gilin uteruslarina kiyasla gebeligin 6. giin implantasyon
bolgelerindeki TEAD1 ekspresyonunda bir miktar artis gézlenmis fakat bu fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). Gebeligin 4. giin uteruslarina kiyasla
gebeligin 8. giin implantasyon bolgelerindeki TEAD1 ekspresyonunda istatistiksel

olarak anlamli bir azalma gozlenmistir (p<0,0001).

Gebeligin 5. giinii implantasyon bdlgeleri ile 5. giin inter-implantasyon bolgeleri
arasinda TEADL1 ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamaistir (p>0,05). Gebeligin 5. giinii implantasyon bolgelerine kiyasla, gebeligin
6. glin implantasyon bolgelerindeki TEAD1 ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli
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bir artis gozlenirken (p<0,05), gebeligin 8. giin implantasyon bdlgelerindeki TEAD1

ekspresyonunda ise istatistiksel olarak anlamli bir azalma gozlenmistir (p<0,0001).

Gebeligin 5. giin inter-implantasyon bdélgelerine kiyasla gebeligin 6. giin implantasyon
bolgelerindeki TEAD1 ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artis gbzlenmistir
(p<0,001). Gebeligin 5. giin inter-implantasyon bdlgelerine kiyasla gebeligin 8. giin
implantasyon bdlgelerindeki TEAD1 ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir

azalma gozlenmistir (p<0,0001).

Gebeligin 6. giin implantasyon bdlgelerine kiyasla gebeligin 8. giin implantasyon
bolgelerindeki TEAD1 ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gozlenmistir (p<0,0001) (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. Ostrus fazina ait uteruslar ile gebeligin 1. ve 4. giin uteruslar1 ve gebeligin 5., 6. ve 8.
giinlerindeki implantasyon bolgeleri ile 5. giin inter-implantasyon boélgelerinde stromada TEAD1
ekspresyonu diizeylerinin H-Score analizi. (a: Ostrus grubuna gore anlamli, b: gebeligin 1. giiniine gore
anlamly, c: gebeligin 4. giinline gore anlamli, d: gebeligin 5. giin implantasyon bolgelerine gore anlamli, e:
gebeligin 5. giin inter-implantasyon bolgelerine gore anlamly, f: gebeligin 6. glinline gore anlamli).

4.1.4. CTGF licin immiinohistokimya Sonuglar

Ostrus faz1 uteruslar1 ve gebeligin 1. ve 4. giin uteruslari, 5., 6. ve 8. giin implantasyon
bolgeleri ile 5. glin inter-implantasyon bolgelerinde yapilan CTGF immiinohistokimyas1
degerlendirildi. Protein yogunlugunun gruplar arasinda farklilik gosterdigi ¢cogunlukla

sitoplazmik lokalize oldugu gozlendi.
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Tiim gruplarda endometriyum liimen epiteli, bez epiteli ve stroma alanlarindaki CTGF
ekspresyonu H-Score analiziyle degerlendirildi ve istatistiksel olarak karsilagtirma

yapildi.

Liimen Epitelinde CTGF I¢in Immiinohistokimya Bulgular

CTGF, o6strus fazi uteruslart ve gebeligin 1. ve 4. giin uteruslari, 5., 6. ve 8. giin
implantasyon bolgeleri ve 5. giin inter-implantasyon bolgelerinde liimen epitelinde
sitoplazmik ve niiklear ekspresyon gostermistir. Liimen epitelinde CTGF ekspresyonu
Ostrus grubu uteruslarindan gebeligin 6. giin implantasyon bolgelerine dogru kademeli
bir sekilde diisiis gostermistir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Ostrus fazina ait uteruslar ile gebeligin 1. ve 4. giin uteruslari, 5. ve 6. giinlerindeki
implantasyon bolgeleri ile 5. giin inter-implantasyon bolgelerinde liimen epitelindeki CTGF ekspresyonu
(le: Liimen epiteli, be: bez epiteli, s: stroma, e: embriyo).

69



Liimen epitelindeki CTGF ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda H-Score ile

degerlendirilip istatistiksel olarak karsilastirilmis ve Sekil 4.20°de gosterilmistir.

Yapilan H-Score analizlerine gore, Ostrus fazi uteruslarina kiyasla gebeligin 1. ve 4. giin
uteruslari, gebeligin 5. giin implantasyon Ve inter-implantasyon bolgeleri ile 6. giin
implantasyon bolgelerindeki CTGF ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir

azalma gozlenmistir (p<0,0001).

Gebeligin 1. gilin uteruslarina kiyasla gebeligin 4. giin uteruslari, gebeligin 5. giin
implantasyon ve inter-implantasyon bolgeleri ile 6. giin implantasyon bdlgelerindeki
CTGF ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma gézlenmistir (p<0,0001).

Gebeligin 4. giin uteruslarina kiyasla gebeligin 5. giin implantasyon bolgeleri ve inter-
implantasyon bolgelerindeki CTGF ekspresyonunda azalma goriilmiis fakat bu fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir (p>0,05). Gebeligin 4. giin uteruslarina kiyasla
gebeligin 6. glin implantasyon bolgelerindeki CTGF ekspresyonunda istatistiksel olarak

anlamli bir azalma gozlenmistir (p<0,001).

Gebeligin 5. giin implantasyon bdlgeleri ile gebeligin 5. giin inter-implantasyon
bolgeleri arasinda CTGF ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
gbzlenmemistir (p>0,05). Gebeligin 5. giin implantasyon bolgelerine kiyasla gebeligin 6.
giin implantasyon bolgelerindeki CTGF ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir

azalma gozlenmistir (p<0,0001).

Gebeligin 5. giin inter-implantasyon bolgelerine kiyasla gebeligin 6. giin implantasyon
bolgelerindeki CTGF ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli bir azalma gdstermistir
(p<0,0001) (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. Ostrus fazina ait uteruslar ile gebeligin 1. ve 4. giin uteruslar1 ve gebeligin 5. ve 6. giinlerindeki
implantasyon bdlgeleri ile 5. giin inter-implantasyon bolgelerinde liimen epitelindeki CTGF diizeylerinin
H-Score analizi. (a: Ostrus grubuna gore anlamli, b: gebeligin 1. giiniine gore anlamli, c: gebeligin 4.
giiniine gore anlamli, d: gebeligin 5. giin implantasyon bolgelerine gore anlamli, e: gebeligin 5. giin inter-
implantasyon bolgelerine gore anlamli).

Bez Epitelinde CTGF I¢in immiinohistokimya Bulgulari
CTGF, ostrus fazi uteruslar1 ve gebeligin 1. ve 4. giin uteruslari, gebeligin 5. ve 6. glinii
implantasyon bdlgeleri ile 5. giin inter-implantasyon bdlgelerinde bez epitelinde

sitoplazmik ve niiklear ekspresyon gostermistir.

Ostrus grubu uteruslarma ait bez epitelindeki CTGF ekspresyonu tiim gruplar igerisinde
en yiiksek seviyede gozlenmistir. Ostrus grubu uteruslarina kiyasla gebeligin 1. ve 4.
giin uteruslari, 5. ve 6. giin implantasyon bolgeleri ile 5. giin inter-implantasyon
bolgelerindeki CTGF ekspresyonu kademeli olarak azalmustir. (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. Ostrus fazina ait uteruslar ile gebeligin 1. ve 4. giin uteruslari, 5. ve 6. giinlerindeki
implantasyon bdlgeleri ile 5. giin inter-implantasyon bolgelerinde bez epitelindeki CTGF ekspresyonu (le:
limen epiteli, be: bez epiteli, s: stroma, e: embriyo).

Bez epitelindeki CTGF ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda H-Score ile
degerlendirilip istatistiksel olarak karsilastirilmis ve Sekil 4.22°de gosterilmistir.

Yapilan H-Score analizlerine gore, Ostrus fazi uteruslarina kiyasla gebeligin 1. ve 4. giin
uteruslari, gebeligin 5. giin implantasyon ve inter-implantasyon bolgeleri ve 6. giin
implantasyon bdlgelerindeki CTGF ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir

azalma gozlenmistir (p<0,0001).

Gebeligin 1. giin uteruslarina kiyasla gebeligin 4. giin uteruslari, gebeligin 5. giin
implantasyon ve inter-implantasyon bolgeleri ve 6. giin implantasyon bdlgelerindeki
CTGF ekspresyonunda anlamli bir azalma goézlenmistir (p<0,0001).
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Gebeligin 4. giin uteruslarina kiyasla gebeligin gebeligin 5. giin inter-implantasyon
bolgeleri (p<0,05) ve 6. giin implantasyon bolgelerindeki (p<0,0001) CTGF

ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma gézlenmistir.

Gebeligin 5. giin implantasyon bolgeleri ve 5. giin inter-implantasyon bdlgeleri ile
gebeligin 6. giin implantasyon bolgelerindeki CTGF ekspresyonu agisindan istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik gézlenmemistir (p>0,05) (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22. Ostrus fazma ait uteruslar ile gebeligin 1.ve 4. giin uteruslari, gebeligin 5. ve 6. giin
implantasyon bolgeleri ile gebeligin 5. giin inter implantasyon bolgelerinde bez epitelindeki CTGF
diizeylerinin H-Score analizi. (a: Ostrus grubuna goére anlamli, b: gebeligin 1. giiniine gére anlamli, c:
gebeligin 4. giiniine gore anlamli)

Stromada CTGF I¢in immiinohistokimya Bulgulari
CTGeF, ostrus fazi uteruslari ve gebeligin 1. ve 4. giin uteruslari, gebeligin 5., 6 ve 8. giin
implantasyon bolgeleri ile 5. giin inter-implantasyon bolgelerinde stromada sitoplazmik

ve niiklear ekspresyon gostermistir.

Ostrus grubu uteruslarma ait stromalarda CTGF ekspresyonu diger gruplara kiyasla
azdir. Gebeligin ilerleyen giinlerinde CTGF ekspresyonu gozle goriiliir sekilde artmis ve
en fazla artis gebeligin 8. glin implantasyon bolgelerinde gozlenmistir. Stromay1 primer
ve sekonder desidua zonlar1 olarak inceledigimizde gebeligin 6. giiniine ait primer
desidual zonda CTGF ekspresyonun olmadigini, sekonder desidual zonda ise oldugunu
gozledik. Gebeligin 8. giiniine ait sekonder desidual zonda CTGF ekspresyonu oldugunu

belirledik. (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. Ostrus fazina ait uteruslar ile gebeligin 1. ve 4. giin uteruslari, 5., 6. ve 8. giinlerindeki
implantasyon bdlgeleri ile 5. giin inter-implantasyon bdlgelerinde stromada CTGF ekspresyonu (le: liimen
epiteli, be: bez epiteli, s: stroma, e: embriyo).

Stromadaki CTGF ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda H-Score ile degerlendirilip

istatistiksel olarak karsilastirilmis ve Sekil 4.24°te gosterilmistir.

Yapilan H-Score analizlerine gore, Ostrus fazi uteruslarina kiyasla gebeligin 1. ve 4. giin
uteruslari, gebeligin 5., 6. ve 8. giin implantasyon bolgeleri ve gebeligin 5. giin inter-
implantasyon bolgelerindeki CTGF ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artig
gozlenmistir (p<0,0001).

Gebeligin 1. gilin uteruslarina kiyasla gebeligin 4. giin uteruslar1 (p<0,01), gebeligin 5.,
6. ve 8. giin implantasyon bolgeleri ile gebeligin 5. giin inter-implantasyon
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bolgelerindeki (p<0,001) CTGF ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artis
gozlenmistir (p<0,0001).

Gebeligin 4. giin uteruslarina kiyasla gebeligin 5. giin implantasyon ve inter-
implantasyon bolgelerinde CTGF ekspresyonunda bir miktar artis gézlenmis fakat bu
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). Gebeligin 4. giin uteruslarina
kiyasla gebeligin 6. giin (p<0,001) ve 8. giin (p<0,0001) implantasyon bolgelerindeki

CTGF ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlenmistir.

Gebeligin 5. giin implantasyon bolgelerine ve 5. giin inter-implantasyon bolgeleri ile
gebeligin 6. ve 8. giin implantasyon bolgelerindeki CTGF ekspresyonu arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmemistir (p>0,05).

Gebeligin 5. giin inter-implantasyon bdlgelerine kiyasla gebeligin 6. giin implantasyon
bolgelerindeki CTGF ekspresyonunda artis gozlenmis fakat bu artis istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir (p>0,05). Gebeligin 5. giin inter-implantasyon bolgelerine kiyasla
gebeligin 8. gilin implantasyon bolgelerindeki CTGF ekspresyonunda istatistiksel olarak

anlamli bir artis gézlenmistir (p<0,001).

Gebeligin 6. giin implantasyon bolgeleri ile gebeligin 8. giin implantasyon
bolgelerindeki CTGF ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlenmemistir (p>0,05) (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. Ostrus faz1 uteruslan ile gebeligin 1. ve 4. giin uteruslari, 5., 6. ve 8. giin implantasyon
bolgeleri ile 5. glin inter-implantasyon bolgelerinde stromadaki CTGF diizeylerinin H-Score analizi. (a:
Ostrus grubuna gore anlamli, b: gebeligin 1. giiniine gore anlamli, c¢: gebeligin 4. gilinline gore anlamls, e:
gebeligin 5. giin inter-implantasyon bolgelerine gore anlamli).
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4.2. Western Blot Bulgular:
Ostrus faz1 uteruslar1 ve peri-implantasyon donemindeki farelere ait uterus ve
implantasyon bolgelerinde pYAP, YAP, TEAD1 ve CTGF proteinlerinin miktari

Western Blot yontemi kullanilarak belirlendi ve kantitatif olarak degerlendirildi.

4.2.1. pYAP icin Western Blot Sonuclari

pYAP ekspresyonunu belirlemek i¢in yapilan Western Blota ait bant ve analizleri
sirastyla Sekil 4.25 ve Sekil 4.26°da gosterilmistir. Ostrus fazi uteruslarma kiyasla
gebeligin 1. ve 4. giin uteruslari, gebeligin 5. giin implantasyon ve inter-implantasyon
bolgeleri ile 6., gliin implantasyon bolgeleri arasinda pYAP ekspresyonu agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmemistir (p>0.05). pY AP ekspresyonunda
Ostrus fazi uteruslarina kiyasla gebeligin 8. glin implantasyon bdlgelerinde istatistiksel
olarak anlaml bir azalma gézlenmistir (p<0,05). Gebeligin 1. giin uteruslarina kiyasla
gebeligin 4. giin uteruslar1 ve gebeligin 5. giin implantasyon ve inter-implantasyon
bolgelerindeki pYAP ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlenmemistir (p>0,05). Gebeligin 1. giin uteruslarina kiyasla gebeligin 6. giin
(p<0,05) ve 8. giin (p<0,001) implantasyon boélgelerindeki pYAP ekspresyonunda
istatistiksel olarak anlamli azalma gozlenmistir. Gebeligin 4. giin uteruslar ile gebeligin
5. giin implantasyon ve inter-implantasyon bolgelerindeki pY AP ekspresyonu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farkhilik goézlenmemistir (p>0,05). Gebeligin 4. giin
uteruslarina kiyasla gebeligin 6. giin implantasyon bolgelerindeki pY AP ekspresyonunda
azalma gozlenmis ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli bir fark olusturmamaistir
(p>0,05). Gebeligin 4. giin uteruslarma kiyasla gebeligin 8. giin implantasyon
bolgelerindeki pYAP ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli  bir azalma
gozlenmistir (p<0,05). Gebeligin 5. giin implantasyon ve inter-implantasyon bdlgeleri
arasinda pYAP ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gozlenmemistir (p>0,05). Gebeligin 5. glin implantasyon bolgelerine kiyasla gebeligin 6.
giin implantasyon bolgelerindeki pYAP ekspresyonunda azalma gozlenmis ancak bu
azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05). Gebeligin 5. giin
implantasyon bolgelerine kiyasla gebeligin 8. giin implantasyon bdlgelerindeki pYAP
ekspresyonunda istastistiksel olarak anlamli bir azalma gozlenmistir (p<0,001).

Gebeligin 5. giinii inter-implantasyon bolgelerine kiyasla gebeligin 6. giin (p<0,05) ve 8.
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giin (p<0,001) implantasyon bolgelerindeki pY AP ekspresyonunda istatistiksel olarak
anlamli azalma g6zlenmistir. Gebeligin 6. ve 8. giin implantasyon bolgelerindaki pY AP

ekspresyonu arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0,05).
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Sekil 4.25. Ostrus faz1 uteruslari ile gebeligin 1. ve 4. giin uteruslar1 ,5., 6. ve 8. giin implantasyon
bolgeleri ile 5. giin inter-implantasyon bolgelerinde yapilan pY AP ve Aktin Western blot sonuglari.
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Sekil 4.26. Ostrus fazi uteruslari, gebeligin 1. ve 4. giin uteruslari, gebeligin 5., 6. ve 8. giin
implantasyon bélgeleri ile 5. giin inter implantasyon bolgelerinde pYAP/Aktin Western Blot analiz
sonuglari (a: dstrus grubuna gdre anlamli, b: gebeligin 1. giiniine gore anlamly, c: gebeligin 4. giiniine gore
anlamli, d: gebeligin 5. giinii implantasyon bolgelerine goére anlamli, e: gebeligin 5. giinii inter-
implantasyon bdlgelerine gore anlamli).

4.2.2. YAP icin Western Blot Sonuc¢lar

YAP ekspresyonunu belirlemek i¢in yapilan Western Blota ait bant ve analizleri
sirastyla Sekil 4.27 ve Sekil 4.28°de verilmistir. Ostrus faz1 uteruslar ile gebeligin 1.
giin uteruslar1 arasinda YAP ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
gdstermemistir (p>0,05). Ostrus fazi uteruslarina kiyasla gebeligin 4. giin uteruslart
(p<0,001), gebeligin 5. giin implantasyon Ve inter-implantasyon bdlgeleri, gebeligin 6.
giin ve 8. gilin implantasyon bolgelerindeki YAP ekspresyonunda istatistiksel olarak

anlamli bir artig gézlenmistir (p<0,0001). Gebeligin 1. giin uteruslarina kiyasla gebeligin
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4. giin uteruslart (p<0,001), gebeligin 5. giin implantasyon ve inter-implantasyon
bolgeleri, 6. gin ve 8. giin implantasyon bdlgelerindeki YAP ekspresyonunda
istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlenmistir (p<0,0001). Gebeligin 4. giin
uteruslarina kiyasla gebeligin 5. giin, 6. giin ve 8. giin implantasyon bolgelerindeki YAP
ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlenmistir (p<0,001). Yine
gebeligin 4. giin uteruslarina kiyasla gebeligin 5. giin inter-implantasyon bdlgelerindeki
YAP ekspresyonunda bir miktar artis goézlenmis ancak bu farklilik istatistiksel olarak
anlamli bulunmamustir (p>0,05). Gebeligin 5. giin implantasyon bolgelerine kiyasla 5.
giin inter-implantasyon bolgelerindeki YAP ekspresyonunda bir miktar azalma
gozlenmis ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Gebeligin 5. giin
implantasyon bolgeleri ile 6 ve 8. giin implantasyon bolgeleri arasinda YAP
ekspresyonu acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmemistir (p>0,05).
Gebeligin 5. gilin inter-implantasyon bolgelerine kiyasla gebeligin 6. ve 8. giin
implantasyon bolgelerindeki YAP ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artis
gozlenmistir (p<0,05). Gebeligin 6. giin implantasyon bdlgelerine kiyasla gebeligin 8.
giin implantasyon bolgelerindeki Y AP ekspresyonunda ise istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik gézlenmemistir (p>0,05).
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Sekil 4.27. Ostrus fazi uteruslar1 ile gebeligin 1. ve 4. giin uteruslar1 ,5., 6. ve 8. gin
implantasyon bolgeleri ile 5. giin inter-implantasyon bolgelerinde yapilan YAP ve Aktin Western blot
sonuglari.
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Sekil 4.28. Ostrus fazi uteruslari, gebeligin 1. ve 4. giin uteruslari, gebeligin 5., 6. ve 8. giin
implantasyon bolgeleri ile 5. giin inter implantasyon bolgelerinde YAP/Aktin Western Blot analiz
sonuglar1 (a: dstrus gurubuna gore anlamli, b: gebeligin 1. giiniine gére anlamli, c: gebeligin 4. giiniine
gore anlamli, e: gebeligin 5. giin inter- implantasyon bolgesine gore anlamli)

4.2.3. TEADI icin Western Blot Sonuclari

TEADL1 ekspresyonunu belirlemek icin yapilan Western Blota ait bant ve analizleri
sirastyla Sekil 4.29 ve Sekil 4.30°da verilmistir. Ostrus faz1 uteruslar ile gebeligin 1.
giin uteruslar1 arasinda TEADI1 ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli bir
farklilk gozlenmemistir. Ostrus fazi uteruslarina kiyasla gebeligin 4. giin uteruslar:
(p<0,0001), gebeligin 5. giin implantasyon bolgelerindeki TEAD1 ekspresyonunda
istatistiksel olarak anlamli bir artig gézlenmistir (p<0,05). Gebeligin 1. giin uteruslarina
kiyasla gebeligin 4. giin uteruslar (p<0,0001), gebeligin 5. giin implantasyon bolgeleri
(p<0,001) ile 5. giin inter-implantasyon bdlgelerindeki (p<0,0001) TEAD1
ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artis gbézlenmistir. Gebeligin 4. giin
uteruslarina kiyasla gebeligin 5. giin implantasyon (p<0,05) ve 5. giin inter-implantasyon
bolgeleri (p<0,001) ile gebeligin 6. ve 8. giin implantasyon bolgelerindeki TEAD1
ekspresyonunundaki azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,0001).
Gebeligin 5. giin implantasyon bolgelerindeki TEAD1 ekspresyonuna kiyasla 5. giin
inter-implantasyon bdlgeleri ile gebeligin 6. giin implantasyon bdlgelerinde bir miktar
azalma gozlenmis ancak bu farklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,05).
Gebeligin 5. glin implantasyon bdlgelerine kiyasla gebeligin 8. giin implantasyon
bolgelerindeki TEAD1 ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma

gozlenmistir (p<0,0001). Gebeligin 5. glin implantasyon bolgelerine kiyasla gebeligin 8.
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giin implantasyon bolgelerindeki TEAD1 ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir
azalma gozlenmistir (p<0,0001). Gebeligin 5. giin inter-implantasyon bolgelerine kiyasla
gebeligin 6. giin TEAD ekspresyonu azalmis ancak istatistiksel olarak anlamli
bulunamamustir (p>0,05) ve 8. giin implantasyon bolgelerindeki (p<0,0001) TEAD1
ekspresyonunda bir azalma gozlenmistir. Gebeligin 6. giin ve 8. giin implantasyon

bolgelerindeki TEADL ekspresyonu arasinda ise istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

gbdzlenmemistir (p>0,05).
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Sekil 4.29. Ostrus fazi uteruslari ile gebeligin 1. ve 4. giin uteruslar1 ,5., 6. ve 8. gin
implantasyon bolgeleri ile 5. giin inter-implantasyon bolgelerinde yapilan TEAD1 ve Aktin Western blot

sonuglari.
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Sekil 4.30. Ostrus fazi uteruslari, gebeligin 1. ve 4. giin uteruslari, gebeligin 5., 6. ve 8. giin
implantasyon bolgeleri ile 5. giin inter implantasyon bolgelerinde TEAD1/Aktin Western Blot analiz
sonuclar1 (a: Ostrus grubuna gore anlamli, b: gebeligin 1. giiniine gére anlamli, c: gebeligin 4. giinline gore
anlamli, d: gebeligin 5. giinii implantasyon bolgesine gore anlamli, e: gebeligin 5. giin inter-implantasyon

bolgesine gore anlamlr).

4.2.4. CTGF icin Western Blot Sonuclar:

CTGF ekspresyonunu belirlemek icin yapilan Western Blota ait bant ve analizleri

sirastyla Sekil 4.31 ve Sekil 4.32°de gosterilmistir. Ostrus grubu uteruslari ile gebeligin
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1. glin uteruslar1 arasinda CTGF ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik gdzlenmemistir (p>0,05). Ostrus grubu uteruslarina kiyasla gebeligin 4. giin
uteruslart (p<0,0001), gebeligin 5. giin implantasyon ve inter-implantasyon bdlgeleri
(p<0,05), 6. gin ve 8. giin implantasyon bdélgelerindeki (p<0,0001) CTGF
ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artis goézlenmistir. Gebeligin 1. giin
uteruslarina kiyasla gebeligin 4. giin uteruslarindaki CTGF ekspresyonunda istatistiksel
olarak anlamli bir artis gozlenmistir (p<0,0001). Gebeligin 1. giin uteruslarina kiyasla
gebeligin 5. giin implantasyon ve inter-implantasyon bolgelerindeki CTGF
ekspresyonunda bir artis gozlenmesine ragmen bu artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir (p>0,05). Gebeligin 1. giin uteruslarina kiyasla gebeligin 6 ve 8. giin
implantasyon bolgelerindeki CTGF ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artig
gozlenmistir (p<0,0001). Gebeligin 4. giin uteruslarina kiyasla gebeligin 5. giin
implantasyon ve inter-implantasyon bdlgelerindeki CTGF ekspresyonu azalmis ancak bu
azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Gebeligin 4. giin uteruslart ile
gebeligin 6. ve 8. giin implantasyon bolgelerindeki CTGF ekspresyonu arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goézlenmemistir (p>0,05). Gebeligin 5. giin
implantasyon bolgeleri ile 5. giin inter-implantasyon bolgelerindeki CTGF ekspresyonu
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmemistir (p>0,05). Gebeligin 5.
glin implantasyon bdlgelerine kiyasla gebeligin 6. giin implantasyon bdlgelerindeki
CTGF ekspresyonunda artis gozlenmis ancak bu artis istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Gebeligin 5. giin implantasyon bolgelerine kiyasla gebeligin 8. giin
implantasyon bolgelerindeki CTGF ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artig
gozlenmistir (p<0,001). Gebeligin 5. giin inter-implantasyon bolgelerine kiyasla
gebeligin 6. giin implantasyon bolgelerindeki CTGF ekspresyonunda bir artis gézlenmis
fakat bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0,05). Gebeligin 5. giin inter-
implantasyon bolgelerine kiyasla gebeligin 8. giin implantasyon bolgelerindeki CTGF
ekspresyonunda istatistiksel olarak anlaml bir artis gézlenmistir (p<0,001). Gebeligin 6.
giin implantasyon bdlgelerine kiyasla gebeligin 8. giin implantasyon bolgelerindeki
CTGF ekspresyonunda bir miktar artis goézlenmis ancak bu artis istatistiksel olarak

anlamli bulunmamustir (p>0,05).
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Sekil 4.31. Ostrus fazi uteruslari ile gebeligin 1. ve 4. giin uteruslar1 ,5., 6. ve 8. giin implantasyon
bolgeleri ile 5. giin inter-implantasyon bolgelerinde yapilan CTGF ve Aktin Western blot sonuglart.
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Sekil 4.32. Ostrus fazi uteruslari, gebeligin 1. ve 4. giin uteruslari, gebeligin 5., 6. ve 8. giin
implantasyon bolgeleri ile 5. giin inter implantasyon bdlgelerinde CTGF/Aktin Western Blot analiz
sonuglari (a: Ostrus grubuna goére anlamli, b: gebeligin 1. giiniine gore anlamli, d: gebeligin 5. giinii
implantasyon bolgesine gore anlamli, e: gebeligin 5. giin inter-implantasyon bdlgesine gore anlamli).
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5. TARTISMA

Embriyonun uterusa yerlesmesi olarak tanimlanabilen implantasyon silirecinde maternal
endometriyum ile embriyo arasinda karsilikli iletisimi saglayan ¢ok sayida sinyal yolagi
rol almaktadir (Cha ve ark., 2012; S. Zhang ve ark., 2013). Implantasyon uterusun
reseptif oldugu donemde gerceklesir. Uterusun reseptif oldugu donem implantasyon
penceresi olarak adlandirilir ve bu siirecte ovaryum steroid hormonlarinin énemli rolleri
vardir. Implantasyonun basarili bir sekilde gerceklesmesi i¢in embriyonun blastosist

asamasina ve uterusun reseptif asamaya senkronize bir sekilde gelmesi gerekir.

Insanlarda etik kisitlamalar ve zorluklar nedeniyle embriyo-uterus etkilesimlerinin in
vivo olarak c¢alisilmasi miimkiin olamamaktadir. Bu nedenle uterus reseptivitesi,
implantasyon ve desidualizasyon alanindaki bilgilerin ¢ogu kemirgenlerde 6zellikle fare
ve siganlarda yapilan ¢aligmalardan elde edilmektedir (Wang ve Dey, 2006; S. Zhang ve
ark., 2013).

Infertilite, global, sosyal ve ekonomik bir problem olup diinyadaki ciftlerin %15’inin
infertilite nedeniyle ¢ocuklar1 yoktur. Bazi bireylerde in vitro fertilizasyon (IVF) ve
embriyo transferi uygulamalar1 ile infertilite problemi c¢oziilebilmesine karsin
implantasyon basarisizligi gebelik basarisin1 etkileyen onemli bir sorundur. IVF
hastalarinda, embriyonun non-reseptif uterusa transferi implantasyon basarisizligi ile
sonuglanir. Bu nedenle uterus reseptivitesinin kazanilmasi ve embriyo implantasyonu

mekanizmalariin aydinlatilmasi daha 6nemli hale gelmektedir.

Hippo sinyal yolagi ilk olarak Drosophila melanogaster’de organ biytikliigiini
diizenleyen bir sinyal yolagi olarak kesfedilmistir (Bao, Hata, ve ark., 2011). Hippo
sinyal yolagi ve fonksiyonu memelilerde de korunmus durumdadir (Dong ve ark., 2007;
Bae ve Luo, 2018). Memelilerde yolagin temel bilesenleri arasinda MST (mammalian
Ste (sterile) 20-like /memeli Ste (steril) 20- benzeri) 1/2 kinazlari, Savl, LATS 1/2
kinazlari, MOB1 bulunmaktadir. Hippo yolaginin alt hedeflerinde ise YAP (Yes-iligkili
protein) ve TAZ (PDZ’ye baglanan motifli transkripsiyonel koaktivatdr) bulunmaktadir.
MST1/2 kendini ve ardindan Savl’i fosforilleyerek aktif bir kompleks olusturur.
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MST1/2, daha sonra LATS 1/2 kinazlar1 ve koaktivatori MOB1’i fosforile eder. LATS1
veya LATS2 daha sonra Hippo yolaginin alt hedefleri olan YAP/TAZ’1 fosforile ederek,
YAP/TAZ’1 sitoplazma iginde baglamaktadir ve protein degradasyonu saglamak i¢in 14-
3-3 proteinlerini aktiflestirmektedir (Cherrett ve ark., 2012; Kodaka ve Hata, 2015). Ust
kinazlar inaktif oldugunda YAP/TAZ defosforile olmaktadir ve gen ekspresyonu
saglamak i¢in niikleusa transloke olmaktadir (Kanai ve ark., 2000; Dong ve ark., 2007,
Zhao ve ark., 2007; Lei ve ark., 2008; H. Oh ve Irvine, 2008; Ren ve ark., 2010).
YAP/TAZ baslangigta onkogen olarak smiflandirilmalarina ragmen YAP, DNA’ya
baglanan tiimor baskilayicilara baglanarak timor baskilayict rol de oynayabilmektedir.
Yani YAP, DNA baglayici partnerlerine bagli olarak onkogen veya tiimor baskilayici
olarak gorev yapabilmektedir (M. K. Kim ve ark., 2018).

Hippo sinyal yolagmin transkripsiyonel koaktivatdrii olan YAP ve TAZ, tek basina
DNA'’ya baglanma aktivitesine sahip degildir. Hedef gen ekspresyonunu saglayabilmek
icin bir transkripsiyon faktoriiyle etkilesime girmeleri gerekmektedir. YAP/TAZ hiicrede
proliferasyon genlerini aktive edebilmek i¢in baglica TEA alan1 (TEA Domain/TEAD)
ailesi iiyeleriyle etkilesime girmektedir. YAP-TEAD kompleksi hiicre proliferasyonunda
rol oynamaktadir (H. Zhang ve ark., 2011). TEAD transkripsiyon faktorleri, YAP’mn en
iyi tanimlanmis DNA baglayici partnerleridir. YAP-TEAD kompleksinin hedef genleri
arasinda ise CTGF (Connective tissue growth factor/Bag doku biiylime faktorii) geni
bulunmaktadir (Zhao, Ye, ve ark., 2008). CTGF’nin biyolojik etkileri arasinda hiicre
proliferasyonu, ekstraseliiler matriks tiretimi, hiicre adezyonu yer alir (Bradham ve ark.,
1991; lgarashi ve ark., 1993; K. Frazier ve ark., 1996; Brigstock ve ark., 1997; Kireeva
ve ark., 1997; Ball ve ark., 1998; Steffen ve ark., 1998).

Song ve arkadaslar1 saglikli kadinlara ait endometriyum ile endometriyozlu kadinlara ait
eutopik ve ektopik endometriyum Orneklerini kullandiklari c¢alismalarinda normal
endometriyuma kiyasla eutopik ve ektopik endometriyumlarda YAP ekspresyonunun
arttigini, fosforile YAP (pYAP)’1n ise azaldigimi bulmuslardir (Y. Song ve ark., 2016).
Kiiltiire ettikleri eutopik endometriyum stroma hiicrelerinde vektor araciligiyla YAP’1
knock-down ettiklerinde hiicre proliferasyonu ile TEADI1, CTGF ve B-cell

lenfoma/lokemi (BCL-2) ekspresyonlarinin azalip apoptozun arttigin1 bulmuslardir.
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Normal endometriyum stroma hiicrelerinde YAP’1 overeksprese ettiklerinde ise hiicre
proliferasyonu ile TEAD1, CTGF ve B-cell lenfoma/lokemi (BCL-2) ekspresyonlarinin
arttigimi gézlemlemislerdir. Eutopik endometriyum stroma hiicrelerine YAP-TEAD1
kompleksini bozan verteporfin uyguladiklarinda proliferasyonun azalip apoptozun
arttigini;  eutopik  endometriyum  Orneklerinin  verildigi  farelere  verteporfin
uyguladiklarinda endometriyotik lezyonlarin dnemli 6l¢iide azaldigini rapor etmislerdir.
Aragtirmacilar Hippo/Yap sinyal yolagimin endometriyoz patogenezinde kritik bir rol

oynadig1 sonucuna varmislardir.

Chen ve arkadaglari ¢aligmalarinda insan endometriyum stroma hiicrelerinin
desidualizasyonunda YAP’in rol alip almadigimi arastirmiglardir (H. Chen ve ark.,
2017). Endometriyum stroma hiicrelerinin in vitro desidualizasyonu boyunca YAP ve
TEADI ekspresyon diizeylerinin arttigini ayrica endometriyum stroma hiicrelerinde
YAP’1 knockdown ettiklerinde hiicre morfoloji degisiminde gecikme ve prolaktin ve
IGFBP-1 gibi desidual hiicre belirteglerinin ekspresyonunda azalma oldugunu yani in
vitro desidualizasyonda bozulmalarin oldugunu gozlemlemislerdir. Tiim bu bulgular

1s1¢inda YAP’1n desidualizasyonda rolii oldugu sonucuna varmislardir.

Sun ve arkadaslar1 3. trimesterde alinmig pre-elamptik plasentalardaki YAP
ekspresyonunun 3. ve 1. trimesterde alinan saglikli plasentalara kiyasla daha az
oldugunu mRNA ve protein diizeyinde gostermislerdir (Sun ve ark., 2018). YAP’in

trofoblast invazyonunu artirdigi yorumunu yapmislardir.

Maybin ve arkadaslar1 menstriiyel siklusun fakli fazlarina ait insan uteruslarinda CTGF
ekspresyonunu kantitatif real time PCR ve immiinohistokimya ile belirlemislerdir
(Maybin ve ark., 2012). En yiiksek CTGF ekspresyonunu mRNA diizeyinde
menstriiasyon fazinda, protein diizeyinde ise proliferasyon fazinda bulmuslardir.
Arastirmacilar CTGF’nin endometriyal tamir ve rejenerasyonda rol aldigi yorumunu

yapmislardir.

Uzumcu ve arkadaglart proliferasyon, sekresyon fazlarindaki insan uteruslari ve
desidualarindaki CTGF ekspresyonunu Northern blot ve immiinohistokimya ile

aragtirmiglardir (Uzumcu ve ark., 2000). Proliferasyon fazi orneklerinde epitel ve

85



vaskiiler endotel hiicrelerinin siddetli, stroma hiicrelerinin ise ya hi¢ ya da ¢ok az CTGF
ekspre ettigini; sekresyon fazinda epitel ve endotel hiicrelerinin CTGF ekspre ettigini ve
stroma hiicrelerinin siddetli CTGF ekspre ettigini belirtmislerdir. Gebelik boyunca ise
epitel, endotel ve desidua hiicrelerinde CTGF ekspresyonu gordiiklerini rapor
etmislerdir. Arastirmacilar hiicre ve siklusa spesifik olarak ekspre edilmesinin CTGF nin
menstriiyel siklus ve gebelik boyunca hiicre biliylimesi, gog¢li ve matriks {iretiminin

diizenlenmesinde 6nemli olabilecegi yorumunu yapmislardir.

Waddel ve arkadaslar1 insana ait birinci trimester desidua (7-12 haftalik) ile gebe
olmayan endometriyum 6rneklerinde CTGF ekspresyonunu kantitatif real time PCR ve
immiinofloresan ile belirlemislerdir (Waddell ve ark., 2011). Gebe olmayan
endometriyumlara kiyasla desidua Orneklerinde CTGF ekspresyonunun arttigini
gostermislerdir. Trofoblast kokenli HTR-8/Svneo hiicrelerini CTGF ile muamele
ettiklerinde bu hiicrelerin kollajen 4’e adezyonlarmin arttigin1 ve matrijelde kapiller-
benzeri ag olusturduklarmi gozlemislerdir. Bu bulgulardan yola ¢ikarak CTGF’nin
trofoblastlarin maternal spiral arterlerin yeniden sekillenmesinde rol alabilecegi

yorumunu yapmislardir.

Oh ve arkadaglar1 saglikli ve pre-eklamptik kadinlara ait plasentalarda CTGF
ekspresyonunu kantitatif real time PCR, immiinohistokimya ve Western blot ile
arastirmiglardir (S. Y. Oh ve ark., 2009). Gebeligin 1, 2 ve 3. trimesterine ait saglikli
plasentalarda CTGF’nin villoz trofoblastlarda ekspre edildigini gostermislerdir. Ciddi
pre-eklampsi veya idiyopatik fetal biiyiime geriligi goriilen gebeliklere ait plasentalarda
CTGF transkriptlerinin arttigin1 ancak protein miktarinin degismedigini ve pre-
eklamptik kadinlarin serumlarinda CTGF protein diizeyinin arttigini gostermislerdir.
Aragtirmacilar pre-eklamptik kadinlara ait plasentalarda trofoblastik CTGF’nin sinsisyal
tabakadan maternal kana salgilandig1 ve CTGF’nin pre-eklampsi patofizyolojisinde rol

alabilecegi yorumunu yapmaislardir.

Yuan ve arkadaglarinin 2019’da yayinlanan calismalarinda (Yuan ve ark., 2019) hiicre
polaritesi, adezyonu ve proliferasyonunda rol alan ¢ok fonksiyonlu bir katlanma proteini

olan Scrib’i uterusta kondisyonel olarak knock-out edip gebelik tizerindeki etkilerini
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incelemislerdir. Caligmalar1 sonucunda Scrib’in Hippo sinyal yolagini aktif hale
getirerek stroma hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe edip PDZ olusumunu baslattigi

sonucuna ulagmislardir.

Literatiirde Hippo sinyal yolagimin farkli kosullardaki uterus, endometriyum stroma
hiicreleri, plasentada ekspresyonlarini ve/ya rollerini arastiran ¢alismalar vardir ancak bu
yolagin farelerde implantasyon ve/ya desidualizasyon siireglerinde rollerinin olup
olmadigina dair literatiirde bir ¢alisma bulunmamaktadir. Calismamizda peri-implantif
donem fare uterus ve implantasyon bolgelerinde Hippo sinyal yolagi iiyelerinden olan

YAP, pYAP, TEADI1 ve CTGF’nin lokalizasyon ve ekspresyonlarini arastirdik.

Uterus, steroid hormonlarin etkisi altinda proliferasyon ve farklilagma siireglerini gegirir.
Bu siiregler boyunca en aktif hiicreler endometriyumdaki hiicrelerdir (C. C. Huang ve
ark., 2012). Endometriyumun morfolojik ve molekiiler degisimi endometriyal
reseptivitenin kazanilmasi i¢in 6nemlidir. Biz de ¢alismamizda YAP, pYAP, TEADI ve
CTGF’nin lokalizasyonlarini endometriyumun liimen epiteli, bez epiteli ve stroma

alanlarinda degerlendirdik.

Kemirgenlerde ostrus siklusu 4-5 giin siirer ve prodstrus, Ostrus, metdstrus ve didstrus
fazlarindan olusur (Champlin ve ark., 1973; Byers ve ark., 2012). Uterusun dinamik
degisimi E2 ve P4 tarafindan diizenlenir. Farelerde Ostrodiol ovulasyondan once yani

oOstrus fazinda pik yapar (Walmer ve ark., 1992; Fata ve ark., 2001).

Calismamizda Ostrus fazindaki farelere ait uteruslarda YAP, pYAP, TEADI ve
CTGF’nin farkli diizeylerde ekspre oldugunu goézledik. Wood ve arkadaslar1 (2007)
Ostrus siklusunun farkli sathalarindaki farelerin uteruslarinda PCNA ekspresyonunu
degerlendirmisler ve liimen epiteli ve stromadaki en yiiksek ekspresyonun dstrus fazinda
oldugunu bulmuslardir (Wood ve ark., 2007). Calismamizda Ostrus fazi uteruslarina ait
liimen ve bez epitelinde YAP, TEADI1 ve CTGF’nin ekspre oldugunu gézledik. Bu da
bize Ostrodiol etkisi altinda liimen ve bez epitelinin prolifere oldugunu diisiindiirdii.
Stromada ise YAP, TEAD1 ve CTGF’nin limen ve bez epitelindekine kiyasla daha
diisiik ekspre oldugunu goézledik. Bu da bize stromada proliferasyonun heniiz

baslamadigini diistindiirdii. Stromaya ait bulgumuz Wood ve arkadaslarinin bulgular ile
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uyumlu degildi. Fakat PCNA proliferasyonun kesin belirteci degildir ve literatiirde
stroma proliferasyonunun gebeligin 4. giinlinde basladigin1 belirten yayinlar

bulunmaktadir (Huet-Hudson ve ark., 1989; Cha ve ark., 2012).

Uterustaki limen epiteli, bez epiteli ve stroma hiicreleri E> ve Ps’e farkli yanitlar
verirler. E; ve P4 beraber etki gostererek uterus hiicrelerinin proliferasyonu ve/ya
farklilasmasini diizenlerler. Farelerde gebeligin 1. giinlinde uterus epitel hiicreleri pre-
ovulatuvar E2’nin etkisiyle prolifere olur. Korpora luteadan salinan ve diizeyleri giderek
artan P4, 3. glinden itibaren stroma hiicrelerinin proliferasyonunu baglatir. Stromadaki
proliferasyon gebeligin 4. giinii sabahi salgilanan ovaryan E; ile daha fazla uyarilr,

epitel hiicrelerinin proliferasyonu durur ve farklilasma baglar (Huet-Hudson ve ark.,
1989).

Gebeligin 4. giiniinde stromada YAP, TEAD1 ve CTGF ekspresyonlarinin arttigini1 buna
karsin liimen epiteli ve bez epitelinde azaldigim1 goézledik. Bu da bize stroma
hiicrelerinde artan progesteron etkisi altinda proliferasyonun gerceklestigini ve artik

epitel hiicrelerinde proliferasyonun durdugunu diisiindiirdii.

Implantasyonun gerceklestigi gebeligin 5. giiniine ait implantasyon bolgelerindeki liimen
epitelinde pYAP ekspresyonunun diger deney gruplarina ait liimen epitellerine kiyasla
en yiiksek seviyede, YAP, TEAD 1 ve CTGF ekspresyonlarinin ise diisiik seviyede
oldugunu gozledik. Farelerde gebeligin 5. giiniinde liimen epitelinin prolifere olmadig:
ve farklandigr bilinmektedir (Huet-Hudson ve ark., 1989). Bu acidan bakildiginda
bulgularimiz literatiir ile uyumludur. Gebeligin 5. giinline ait implantasyon
bolgelerindeki stromada ise hem YAP hem pYAP ekspresyonlarinin yiliksek oldugunu
gozledik. pYAP’1 desidualizasyon siirecine katilmak iizere farklilagmaya giden
hiicrelerin ekspre ettigini diisiinmekteyiz. YAP’1 ise primer desidua zonunun (PDZ)
etrafinda olusacak sekonder desidua zonunun (SDZ) yapisina katilacak olan stroma
hiicrelerinin prolifere olmak i¢in ekspre ettiklerini diistinmekteyiz. YAP ekspresyonunun
blastosist etrafindaki stroma hiicrelerinde diger stroma alanlarina oranla daha az ekspre
edilmesi bu diislincemizi destekler nitelikteydi. Benzer sekilde YAP-TEAD1

kompleksinin ekspresyonunu indiikledigi CTGF’nin de blastosist etrafindaki stroma
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hiicrelerinde diger stroma alanlarina oranla daha az ekspre edildigini gordiik. Bu da bize
PDZ disinda kalan stroma hiicrelerinin prolifere oldugunu diisiindiirdii. Bu diisiincemizi
Yuan ve arkadaslarinin bulgusu destekler nitelikteydi. Yuan ve arkadaslar1 gebeligin 5.
giiniinde Scribf/f farelerin (calismalarinda kontrol grubu olarak kullanmiglardir)
implantasyon bdlgelerinde yaptiklart Ki67 immiinohistokimyasinda embriyonun hemen
etrafindaki stroma hiicrelerinin Ki67 ekspre etmedigini yani proliferasyonu durdurarak

PDZ’yi olusturmak {iizere farklilasmaya gittigi yorumunu yapmuslardir (Yuan ve ark.,
2019).

Gebeligin 6. giin implantasyon bolgelerine ait limen epitelinde YAP ve TEADI
ekspresyonlarinin yiiksek buna karsin CTGF ekspresyonunun diisiik oldugunu gézledik.
Bu da bize bu giindeki liimen epitelinde proliferasyonun ya ¢ok az oldugunu ya da
olmadigint diistindlirdi. Gebeligin 6. giiniinde epitelde proliferasyonun olmamasi
beklenir ¢iinkii bu giinde epitel hiicreleri entosisin ardindan gergeklesen apoptoz ile
ortadan kaldirilmaktadir (Li ve ark., 2015). Ota ve arkadaslar1 da fare embriyolarinda
yaptiklar1 ¢alismada YAP ve TEADI dagiliminin her zaman proliferasyonla korele
olmadigin1 gostermislerdir (Ota ve Sasaki, 2008). Gebeligin 6. ve 8. giinlerine ait
implantasyon bdlgelerindeki YAP, TEAD1 ve CTGF Western blot sonuglar1 ile bu
giinlere ait stromalardaki H-Score sonuglarina baktgimizda iki glinde de YAP
ekspresyonunun yiiksek; TEAD1 ekspresyonunun 8. giinde daha diisiik olmakla birlikte
iki giinde de diislik; CTGF ekspresyonunun ise iki glinde de yiiksek oldugunu gordiik.
Bu da bize YAP’1n bagka bir TEAD (TEAD 2, 3 veya 4) ile kompleks olusturarak CTGF
ekspresyonunu indiikleyebilecegini diisiindlirdii. Zhao ve arkadaslar1 HEK293,
HEK293-T, NIH-3T3 ve ACHN hiicrelerinde YAP’in TEAD4 ile kompleks olusturarak
CTGF ekspresyonunu indiikledigini gostermislerdir (Zhao, Ye, ve ark., 2008).

Benzer sekilde tiim deney gruplarina ait bez epitelindeki YAP ve TEAD1 ekspresyonuna
baktigimizda korele sekilde ekspre olmadiklarini gordiik. Ornegin, gebeligin 4., 5. ve 6.
giinlerinde YAP ekspresyonu diisiikken TEAD1 ekspresyonu yiiksekti. Ancak YAP-
TEAD1 kompleksinin ekspresyonunu indiikledigi CTGF’nin bez epitelinde gebelik
giinleri ilerledik¢e daha az ekspre oldugunu gordiik. Gebeligin yaklasik 4. giiniinden

itibaren proliferasyonun epitel hiicrelerinden stroma hiicrelerine kaydig: bilinmektedir
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(Huet-Hudson ve ark., 1989). Bu a¢idan bulgumuz literatiir ile uyumludur. YAP ve
TEADI arasinda korele bir ekspresyonun olmamasi bize TEAD1’in YAP disinda bagka
koaktivatorlerle de  kompleks olusturarak  farkli  genlerin  ekspresyonunu
saglayabilecegini diisiindiirdii. Malt ve arkadaslar1 HeLa, MCF7 ve BUA hiicre hatlarini
kullandiklart ¢alismalarinda TEAD1’in Livin ile kompleks olusturarak apoptozda rol
aldigin1 gostermislerdir (Landin Malt ve ark., 2012). Ayrica Osman ve arkadaglar1 Teadl
heterozigot farelere ait vaskiiler diiz kas hiicrelerinde yaptiklar1 ¢calismada TEADI in
MCAT (muscle CAT element) ile kompleks olusturarak SLCI1AS5’in transkripsiyonel
indiiksiyonunu saglayarak vaskiiler diiz kas hiicrelerinin proliferasyonunu sagladigini

gostermislerdir (Osman ve ark., 2019).

Farelerde uterus sadece gebeligin 4. giinii reseptif olur, 5. giin 6gleden sonra artik non-
reseptif duruma gecer (Wang ve Dey, 2006). Implantasyonu takiben gergeklesen
olaylardan birisi embriyo gelisimini desteklemek iizere stroma hiicrelerinin desidua
hiicrelerine farklilasmasidir. Kemirgenlerde blastosistin etrafindaki stroma hiicreleri
prolifere olmayi birakir ve farklilagsarak primer desidua zonunu (PDZ) olustururlar (Paria
ve ark., 1999; J. Tan ve ark., 2002). PDZ avaskiiler bir zondur. Epitel-benzeri hiicrelerin
olusturdugu bu zonun embriyoyu immiin hiicreler, mikroorganizmalar veya diger zararl
ajanlardan bir bariyer olusturarak korudugu diisiiniilmektedir (Tung ve ark., 1986). PDZ
gebeligin 5. giinli 68leden sonra olusmaya baslar ve gebeligin 6. giiniinde tamamen
olusmustur (J. Tan ve ark., 2002). Sekonder desidua zonun (SDZ) olusmaya
baslamasiyla PDZ ortadan kalkar. SDZ, PDZ etrafinda prolifere olan ve farklilasan

stroma hiicreleri tabakasidir ve gebeligin 8. giinlinde pik yapar.

Desidualizasyon siirecinde DNA sentezi, laminin ve fibronektin gibi ekstraseliiler
matriks (ESM) bilesenlerinin sentezi ve depolanmasi gergeklesir (S. R. Glasser ve ark.,
1987; Armant, 1991; Rider ve ark., 1992). CTGF, DNA sentezi, kemotaksi, hiicre
proliferasyonu, fibronektin, tip 4 kollajen ve a5 integrin gibi ESM bilesenlerinin iiretimi
(Bradham ve ark., 1991; K. Frazier ve ark., 1996; Brigstock ve ark., 1997; Kireeva ve

ark., 1997) gibi gorevleri ile endometriyumun farklilasmasinda rol aliyor olabilir.
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Gebeligin 6. gilinline ait implantasyon bolgelerindeki stroma alanlarinda pYAP’in hem
PDZ hem SDZ’de yok denecek kadar az ekspre oldugunu; YAP’in PDZ’de ekspre
olmazken SDZ’de ekspre oldugunu; TEADI’in hem PDZ hem SDZ’de ekspre
oldugunu; CTGF’nin ise PDZ’de ekspre olmazken SDZ’de ekspre oldugunu gozledik.
Bu bulgularimiz bize gebeligin 6. gliniinde PDZ geriledigi ve SDZ proliferasyona devam
ettigi icin YAP-TEAD1 kompleksinin CTGF ekspresyonunu uyararak SDZ’de
proliferasyonu sagladigin diisiindiirdii. PDZ’de TEAD1 ekspre olurken YAP’1n ekspre
olmamasi1 bize TEADI’in baska koaktivatorlerle kompleks olusturarak baska
fonksiyonlarmin olabilecegini tekrar disiindiirdi. TEAD1’in Livin ile kompleks
olusturarak apoptozda rol almasi (Landin Malt ve ark., 2012), MCAT (muscle CAT
element) ile kompleks olusturarak SLC1AS5’in transkripsiyonel indiiksiyonunu saglamasi

(Osman ve ark., 2019) bunlara birer ornektir.

Surveyor ve arkadaslar1 ¢alismalarinda farelerde strus siklusu ve erken gebelik boyunca
CTGF lokalizasyonunu immiinohistokimya yontemi ile incelemislerdir (Surveyor ve
ark., 1998). Didstrus ve erken prodstrus boyunca CTGF’nin liimen ve bez epitelinde
yiikksek, Ostrus fazinda ise daha diisiik diizeyde ekspre edildigini belirlemislerdir
Gebeligin 1.5-3.5.gilinlerinde CTGF’nin baslica epitel hiicrelerinde yerlesim gosterdigini
gebeligin 4.5. giiniinde ise ekspresyonun olduk¢a azaldigimi gostermislerdir. Biz de
calismamizda liimen ve bez epitelindeki CTGF ekspresyonlarin 6strus fazindan
gebeligin 8. giinline kadar kademeli bir sekilde azaldigini; gebeligin 5. giinlinde liimen
ve bez epitelindeki CTGF ekspresyonunun gebeligin 1 ve 4. giinlerindekine kiyasla
azaldigin1 gozledik. Surveyor ve arkadaslar1 gebeligin 5.5 giiniinde desidua hiicrelerine
farklanan stroma hiicrelerinde yiiksek diizeyde, desidualizasyon zonuna bitisik
farklanmamis stroma hiicrelerinde ise zayif CTGF ekspresyonu tespit etmislerdir.
Gebeligin 6.5 giiniinde desidualize olan ¢ogu stroma hiicresinin siddetli CTGF eksprese
ettigini belirlemislerdir. Biz ise ¢alismamizda Surveyor ve arkadaslarindan farkli olarak
CTGF’nin gebeligin 6. giiniinde embriyoyu hemen gevreleyen bolgede yani PDZ’de
diisiik, SDZ’de ise yiiksek diizeyde ekspre edildigini gozledik. Gebeligin 8. giliniinde
SDZ’de yiiksek diizeyde CTGF ekspresyonu gozledik.
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Rageh ve arkadaslar1 calismalarinda yalanci gebeligin farkli glinlerindeki (vajinal plagin
goriildiigl giinii yalanci gebeligin 0.5 giinii olarak kabul etmislerdir) ve overektomize
edildikten sonra E> velveya P4 uygulanan farelerdeki CTGF ekspresyonunu
incelemislerdir (Rageh ve ark., 2001). Calismalarinda yalanci gebeligin 0.5-2.5.
giinlerinde CTGF’nin cogunlukla epitel hiicrelerinde oldugunu, 3.5-4.5. giinlerinde
epitelde CTGF ekspresyonunun azalip stroma ve endotelde arttigini belirlemislerdir. Bu
bulgular bizim gercek gebelik gilinlerinde elde ettigimiz bulgularla uyumludur.
Aragtirmacilar sonug olarak CTGF ekspresyonunun blastosistten bagimsiz oldugunu ve
maternal faktorlere bagli oldugunu, steroid hormonlar tarafindan diizenlendigi yorumunu

yapmuglardir.

CTGF’nin endotel hiicre fonksiyonu ve anjiyogenezin diizenlenmesinde rolleri vardir.
CTGF’nin in vitroda endotel hiicrelerin biiylimesi, go¢ii, adezyonu ve yasamini
stirdiirmesini sagladig gosterilmistir. VEGF’e yanit olarak endotel hiicrelerinde CTGF
ekspresyonunun aktive oldugu, endotel hiicre proliferasyonunun in vitroda CTGF
antagonistleri tarafindan baskilandigi gosterilmistir. CTGF knock-out farelerde
embriyogenez boyunca vaskiiler defektler goriilmiistiir (Brigstock, 2002). Ostrojen ve
progesteronun in vivoda anjiyogenez lizerinde farkli etkileri oldugunu bilinmektedir.
Ostrojen uterusta vaskiiler gecirgenligi artirirken anjiyogenezi inhibe etmekte
progesteron ise vaskiiler gecirgenlik lizerinde ¢ok az etkiye sahipken anjiyogenezi
indiiklemektedir (W. Ma ve ark., 2001). Ostrojen ve progesteronun bu etkilerine

uterustaki anjiyogenik faktorler aracilik etmektedir.

Caligmamizda Ostrus fazindan gebeligin 8. giinline kadar olan 6rneklerin stromalarinda
CTGF ekspresyonunun arttigin1 gozledik. Bu da bize gebelik boyunca stromada
ekstraseliiler matriks yeniden modellenmesi ve anjiyogenez siiregleri gergeklesirken
CTGF nin rol alabilecegini diisiindiirdii. Ostrojenin daha fazla etkili oldugu dstrus fazi
ve gebeligin 1. giliniline ait uteruslarda CTGF’nin ekspresyonunun daha diisiik oldugunu
ve dolayisiyla anjiyogenezin heniiz gerceklesmedigini, gebeligin 4. giinlinden itibaren

artan progesteron ve CTGF etkisiyle anjiyogenezin arttigini diistinmekteyiz.
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Moon ve arkadaslar1 ¢alismalarinda Ostrus siklusunun farkli sathalarindaki farelerin
uteruslarinda STK3/4 (serin/threonine kinaz 3/4) diger adiyla MST1/2 ekspresyonunu
incelemislerdir (Moon ve ark., 2019). Arastirmacilar STK3/4’tin didstrus fazindan
itibaren artarak Ostrus fazinda en yiiksek seviyesine ulastigini, pSTK3/4’lin de Ostrus
fazinda arttigin1 gostermislerdir. Ayrica overektomize farelere E2 uyguladiklarinda
STK3/4 ekspresyonunun arttigint ancak Ps uyguladiklarinda artmadigini, Ostrojen
reseptor antagonisti ICI182,780 uyguladiklarinda ise STK3/4 ve fosforile formunun
ekspresyonlarinin  azaldigin1  gostermislerdir. Biz de c¢alismamizda MST1/2’nin
fosforillemesinden sonra fosforilasyonunu sagladigi YAP’in Gstrus fazina ait uteruslarda
ekspre edildigini gozledik. Dolayisiyla ¢alismamiz ve Moon ve ekibinin ¢alismasindan
elde edilen bulgular ile dstrus siklusu boyunca degisimler geciren uterusta Hippo sinyal

yolaginin rolii oldugu yorumunu yapabiliriz.

Endometriyum hiicreleri steroid hormonlar tarafindan diizenlenen molekiillerin etkisiyle
proliferasyon, farklilasma, ekstraseliiler matriks yeniden sekillenmesi siireclerini gegirir.
Embriyonun saglikli gelisiminin yanisira uterusun senkronize olarak reseptif hale
gelmesi, embriyo-uterusun karsilikli konusmasi, stroma hiicrelerinin desidua hiicrelerine
farklilagsmasi, anjiyogenez ve plasenta gelisimi gebeligin basarili bir sekilde sonlanmasi
icin oldukca kritiktir. Biz de calismamizda peri-implantasyon donemindeki farelere ait
uterus ve implantasyon bolgelerinde Hippo sinyal yolagi iiyelerinden YAP, pYAP
TEADI1 ve CTGF’nin ekspresyonlarini inceledik. Sonug olarak Hippo sinyal yolaginin

oOstrus siklusu ve erken gebelik doneminde rolleri oldugunu s6ylememiz miimkiindiir.

Calismamiz Hippo sinyal yolaginin peri-implantif donem fare uterus ve implantasyon
bolgelerindeki roliinii in vivo olarak ortaya koyan ilk arastirmadir. Bu bulgularimizin
ileride klinikte karsilasilan implantasyon basarisizligi ve tekrarlayan gebelik kayiplari

gibi mekanizmalarin aydinlatilabilmesi i¢in 6nemli oldugunu diisiinmekteyiz.

93



6. SONUC ve ONERILER

Yapilan bu ¢alismada; gebeligin 1, 4, 5, 6 ve 8. giinlerinde bulunan farelere ait uterus ve

implantasyon bolgeleri ile Ostrus fazindaki farelere ait uteruslarda Hippo sinyal yolagi

tiyelerinden YAP, pYAP, TEADI ve CTGF’nin lokalizasyon ve ekspresyonlari

immiinohistokimya ve Western blot yontemleri ile arastirilmistir. Calismadan elde

edilen bulgulara gore sonuglar maddeler halinde 6zetlenmistir:

1.

Calismamiz fare Ostrus fazi uteruslar1 ve peri-implantif donem uterus ve
implantasyon bolgelerinde Hippo sinyal yolagi {iyelerinden YAP, pYAP,
TEADI1 ve CTGF’nin lokalizasyon ve ekspresyonlarini gosteren literatiirdeki ilk
caligmadir.

PYAP, implantasyonun gergeklestigi gebeligin 5. giiniinde limen epitelinde en
yiiksek ekspresyon seviyesine ulagmistir.

YAP, desidualizasyonun gerceklestigi gebeligin 6. ve 8. gilin implantasyon
bolgelerinde stroma alanlarinda en yiiksek ekspresyon seviyededir.

YAP ile kompleks olusturarak CTGF’nin ekspresyonunu saglayan bir
transkripsiyon faktorii olan TEAD1 ekspresyonu her zaman YAP ve CTGF ile
korele sekilde izlenememistir.

CTGF’nin, liimen epiteli ve bez epitelinde Ostrus fazindan gebeligin 8. giiniine
kadar kademeli olarak azaldig1; stromada ise Ostrus fazindan gebeligin 8. giiniine
kadar kademeli olarak artt1g1 gézlenmistir.

Caligmamizin bulgulart erken gebelik siirecinde Hippo sinyal yolaginin embriyo
implantasyonu ve desidualizasyon ile iligkili olabilecegini diisiindiirmiistir.
Calismamiz sonucunda elde ettigimiz bulgular implantasyon ve desidualizasyon
ile ilgili yapilacak bagka ¢alismalar i¢in temel olusturacaktir.

Bulgularimizin ileride klinikte tekrarlayan gebelik kayiplari ve implantasyon
bozukluklar1 mekanizmalarina 151k tutabilecek ve tiip bebek tedavi siireclerine

katki saglayabilecegini diisiinmekteyiz.
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