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OzZET

Hyaluronik asit (HA)Yin implantasyon, fertilizasyon, embriyonik kavitasyon, embriyo
blylimesi ve doku morfogenezisinde rol oynadigi bilinmektedir. HA’in IVF uygulamalarinda
embriyo implantasyon oranini arttirdigi ileri strtlmektedir. HA reseptorleri (CD44, CD44s,
RHAMM, Versikan) ve Hyaluronan sentetaz (HAS2) HA fonksiyonlarina aracilik etmektedir,
ancak HA reseptorlerinin implantasyondaki rolleri tam olarak bilinmemektedir. Bu

calismada, HA reseptérlerinin implantasyondaki rollerinin incelenmesi amaclanmistir.

36 adet eriskin disi sican kontrol ve deney gruplarini olusturmak Uzere iki esit sayiya ayrildi.
Sicanlarin vaginal smear ile mensturasyon donemleri tespit edildi. Kontrol grubunu
proostroz, dstroz ve didstroz donemlerine ait uterus érnekleri olusturdu. Deney grubu 6stroz
doéneminde citlesmeye birakildi, gebeligin 4., 5. ve 6. guniu Chicago Blue Dye verilerek
implantasyon bolgeleri tespit edildi ve uterus 6rnekleri alindi. Kontrol ve deney grubuna ait
doku ornekleri CD44, CD44s, RHAMM, versikan ve HAS2 poliklonal antikorlariyla
immunohistokimyasal teknik kullanilarak boyandi. immunorektivite yogunluguna gére zayif,
orta ve kuvvetli olarak degerlendirildi. Tum sonuglar Mann Whitney istatistik testiyle
karsilastirmali olarak degerlendirildi. Bu donemlerdeki uterus epiteli ve pinopodlar ince yapi

dizeyinde, transmisyon elektron mikroskobu kullanilarak degerlendirildi.

immunohistokimyasal degerlendirmede, HAS2 immunoreaktivitesi, prodstroz déneminde
epitelde ve subepitelde Ostroz ve didstroza gore artis oldugu, deney grubunda ise
desiduada 5. ve 6. gunlerde artis oldugu go6zlendi. CD44immunoreaktivitesi, prodstroz ve
Ostroz donemlerinde epitelde didstroz donemine gore artis oldugu, deney grubunda ise 5.
glinde artis oldugu go6zlendi. CD44s immunoreaktivitesi, derin stromada didstroz
déneminde prodstroz ve 6stroza gdre artmis oldugu, deney grubunda ise desiduada 5. ve
6. gunlerde artis oldugu gézlendi. RHAMM immunoreaktivitesi, prodstroz doneminde epitel,
subepitel, ve derin stromada 0Ostroz ve diéstroz donemlerine goére artis oldugu deney
grubunda ise desiduada 5. ve 6. gunlerde artis oldugu go6zlendi. Versikan
immunoreaktivitesi, didstrozda subepitel ve derin stromada prodstroz ve &stroza goére

artmis oldugu, deney grubunda ise desiduada 6. glinde artis oldugu goézlendi.

ince kesitlerin degerlendiriimesinde, kontrol grubundan prodstroz ve &strozda epitel

kalinliginin ayni oldugu, mikrovilluslarin varligi gézlendi. Diéstroz grubunda ise mikrovillus



sayisinin ve epitel kalinliginin belirgin oranda azaldigi ve hiicreler arasi mesafenin arttigi

go6zlendi. Deney grubunda gebelidin 5. glinliinde bleb olusumu goézlendi.

Deney grubunda ait doku 6érneklerinde 5. ve 6 glin HAS2, CD44s, RHAMM; 5 glin,
CD44 ve 6. gunde Versikan immunoreaktivitesinde istatistiksel anlamli artmis olmasi; 5
gunde elektron mikroskobik olarak epitelde pinopodlarin gézlenmesi ve silyalarin azalmis
olmasi, HA’in implantasyon ddneminde o6nemli rol oynadidinin goéstergeleri olarak

degerlendirildi.

Anahtar Kelimeler: implantasyon, Hyaluronik  asit  reseptorleri, Embiriyo,

immunohistokimya, elektron mikroskop, sican uterusu.



SUMMARY

Hyaluronic acid (HA) was known to play a role in fertilization, implantation, embryonic
cavitation, embryo growing and tissue morphogenesis. HA suggests increasing embryo
implantation rate in IVF applications. HA receptors (CD44, CD44s, RHAMM and versican)
[1,2, 3] and HA synthase 2 (HAS2) are mediated HA functions, but the roles of HA aren’t
known exactly on implantation. In this study, we aim to evaluate the role of HA on the

implantation process.

Thirty-six adult female rats were divided in six groups: as control (proosterus, estrous and
diostreus) and experimental groups (after fertilization 4.day, 5. day, 6. day). Menstruation
periods were detected with vaginal smear both control group (proestrous, estrous and
diestrous) and experimental group. Experimental group animals were mated in the estrous
period. Implantation regions of experimental group were determinated with Chicago blue
dye and uterine samples were obtained. Tissue samples of both groups were stained with
CD44, CD44s, RHAMM, versican and HAS2 polyclonal antibodies using
immunohistochemical technique. Immunoreactivity was evaluated as weak, moderate or
strong and results were evaluated comparatively using Mann Whitney statistical test. in this
stages, ultrastructure of pinopodes and uterin epithelial evaluate using transmission

electron microscope.

In evaluation as immunohistochemical, strong HAS2 immunoreactivity of epithelial and
subepithelial was observed in proestrous and desidua on 5th, 6th days but moderate in
diestrous cycle. Strong CD44 immunoreactivity of endometrial epithelial cells was seen in
proestrous and estrous cycle but moderate in diestrous cycle and on 5th day. Strong
CD44s immunoreactivity of deep stroma was seen in diestrous and desidua on 5th, 6th
days but moderate in proestrous and estrous cycle. Strong RHAMM immunoreactivity of
epithelial, subepithelial and deep stroma was seen in proestrous and desidua on 5th, 6th
days but moderate in diestrous and estrous cycle. Strong Versican immunoreactivity of
subepithelial and deep stroma was seen in diestrous and desidua on 6th day but moderate

in proestrous and estrous cycle.



In evaluation of thin sections, in proestrous and estrous was increased microvilli and
epithelial thickness is same but decreased in the diestrous. In experimental group was
observed bleb on 5th day.

In tissue samples of experimental group, increase as statistical of HAS2, CD44s, RHAMM
immunoreactivity in 5th and 6th days; CD44 immunoreactivity in 5th day and Versican
immunoreactivity in 6th day, pinopodes in electron microscopy was observed in 5th day and
decreased of cilia, It was concluded that te HA play a important role during implantation.

Key Words: Implantation, Hyaluronic acid receptors, Embryo, immunohistochemstry,

Electron microscopy, Rat uterin.
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1. GIRIS

implantasyon, gebeligin gerceklesmesinde siiphesiz en énemli asamadir.
Basarili bir implantasyon ve hamileligin gerceklesmesinde rol oynayan ¢ok sayida
faktor bilinmektedir ancak implantasyonun mekanizmalari ve bu sureci kontrol eden
molekiller tam olarak bilinmemektedir (1, 2).

implantasyonun gerceklesmesini saglayan faktorlerden bir veya birkaginin
eksikligi implantasyonun gerceklesmemesine dolayisiyla infertiliteye sebep
olmaktadir. Implantasyon mekanizmalarinin tanimlanmasi ile infertil vakalarin
tedavilerinde son yillarda buyuk ilerlemeler olmustur. Bu tedaviler ozellikle
embriyonun laboratuvar kosullarinda elde edildigi invitro fertilizasyon
uygulamalarindan sonra implantasyon oraninin arttirlmasini amaci ile daha da
Onem kazanmaktadir.

invitro Fertilizasyon ve Embriyo Transferi (IVF-ET) uygulamalarinda son
yillarda kullanilan igerisinde Hiyaluronik Asit (HA) bulunan ve “Embriyo-Glue” adi
verilen maddenin kullaniimasi ile implantasyon oraninin arttigina iliskin yaynlar
bulunmaktadir (3-5). Bu ¢alismalarda HA’in implantasyonun adezyon agsamasinda
onemli rol oynadig! ileri surulmektedir. Ancak HA'‘in implantasyondaki etkileri
Uzerinde tam bir fikir birligi bulunmamaktadir, HA’in implantasyon orani Uzerine
etkisinin olmadigini bildiren ¢alismalarda bulunmaktadir (6).

Bu c¢alismada, sicanlarda olusturulan implantasyon modelinde HA
reseptorlerinin  histokimyasal, immunohistokimyasal ve elektron mikroskobik
yontemlerle incelenmesi amaclanmistir. Boylece HA reseptorlerinin ve dolayisiyla
HAnin implantasyondaki rollerinin aciklanmasi, infertii vakalarin IVF-ET

uygulamalarinda basarinin saglanmasina katkida bulunacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Uterus

insanda uterus pelvikste yerlesmis idrar kesesi ile rektum arasinda bulunan
armut seklinde l[imeni olan bir organdir. Uterus lumeni duz olup, uterus tuplerine ve
vajinaya aclilir. Uterus tuplerinde gerceklesen fertilizasyondan sonra blastokistin
implantasyonunu saglar. Uterus implantasyondan sonra doguma kadar gecen
surede fetusun gelisimini, beslenmesini ve korunmasini saglar. Uterus, korpus yada
govde ve serviks olmak Uzere iki anatomik segmentten olusmustur; Uterus histolojik
olarak 3 tabakaya ayrilir.

1. Endometriyum

2.  Miyometriyum

3.  Perimetriyum

Endometriyum, uterusun en i¢ tabakasi olup implantasyona hazirlik amaci
ile her ay siklik degisiklikler gdsterir. insanda siklik degisiklikleri 28 giinde
tamamlanirken siklusun ortalarinda (14. glin) blastokistin implantasyonu gerceklesir.
implantasyonun gergeklesmesinde endometriyumdan ve embriyodan salinan ¢ok
sayilda mediyator ile endometriyumda ortaya c¢ikan yapisal degisklikler
implantasyona hazirlikta 6nemli rol oynar.

Miyometriyum, uterus duvarinin en kalin tabakasidir ve i¢, orta, dig olmak
lizere 3 kas tabakasindan olusmaktadir. ic ve dis tabakada uzunlamasina yada
oblik seyirli kas lifleri bulunur. Vaskuller tabaka (orta tabaka) kalindir ve sirkuler
seyirli kas lifleri ile gok miktarda kan damari igerir. Normalde myometiumu olusturan
diz kas hicreleri 50 mm. uzunlugunda iken, gebelikte diz kas htcreleri hipertrofiye
ugrar ve 500 mm. uzunluga erisebilir. Gebelik sirasinda fibriller ve bag dokusu
miktari artar. Gebelik sonrasi uterus genellikle orijinal dlgtlerine doner.

Perimetriyum, bag dokusu tarafindan desteklenen tek sirali mezotelyal

hicrelerden olusmaktadir. Bag dokusu hicreleri ve kan damarindan zengindir (7-9).



2.2 Menstrual siklus

Endometriyumda ve myometriyumda gozlenen siklik degisimlerinden
Ostrojen ve progesteron hormonlari sorumludur. Epitel hicrelerinin ve epitel
hicrelerle iligkili bag dokusunun proliferasyonu ve farklilasmasi bu hormonlara
baghdir.

Menstrual siklus 4 evreden olugsmaktadir,

1. Menstrual evresi (1-5 glnler arasi),

2. Proliferatif evre (foliktler evre; 5-14 glnler arasi),

3. Sekretuvar evre (progestasyonel evre; 14-27 glnler arasi),

4. iskemi evresi (27-28 glinler arasi).

1. Menstrual Evre: Siklusun 1-5 gulnleri arasindaki dénem olup,
endometriyumun fonksiyonalis tabakasi iskemi olur ve bu tabaka nekroze sonucu
yikilir ve atilir. Endometriyumun bazal tabakasinda ise beslenme bozulmadigi igin
dokulme olmaz ve bu bdlgeden endometriyumun yenilenmesi geceklesir (9).

2. Proliferatif Evre: Bu evre sirasinda, bazal bdlgedeki hicrelerde hizla
proliferasyon gozlenir. Mestruel siklus sirasinda dokulen epitel ve altindaki bag
dokusu hizli yenilenir. Profilerasyonla birlikle bu dénemde ortaya c¢ikan yeni
dokularin ihtiyaglarini saglamak icin anjiyogenezis de aktiftir. Bu dénemde apoptotik
faktorler baskilanmistir. Siklusun bu fazi sirasinda endometriyal dokunun yeterli
sekilde gelisimi, sekretuar faz endometriyumu sirasinda implantasyon igin dokunun
maturasyonunun senkronizasyonu agisindan énemlidir. Bu fazda dstrojen artmistir.
Ostrojen hicrelerin  proliferasyonunu uyarir ve dokilen endometriyumun
fonksiyonalis tabasi yenilenir. (9)

3. Sekretuvar Evre: Bu doénemde bezler gelisir, endometriyum
implantasyona hazirlanir. Progesteron menstrual siklusun 2. yarisinin onemli
hormonudur. Ayrica progesteron proliferasyonu da baskilar ve hicre farklilagmasini
uyarir. Progesteron Tip A (PR A) ve PR B reseptorleri araciligiyla fonksiyon
gostermektedir. Ayrica PR A, PR B'nin baskilayici olarak da islev gérmektedir. PR B
glandular epitel hlcrelerde azalirken, stromadaki miktarinda onemli dedgisiklik
olmaz. Bundan dolayl implantasyon doneminde progesteronun etkisi stromal

kompartimanda PR B aracili§i ile olmaktadir (10). Ostrojenin etkisiyle gelismis olan



bezler, progesteronun etkisiyle glikoproteinleri salgilar. Bu glikoproteinler
implantasyondan 6nce embriyonun en buyuk beslenme kaynagi olacaktir.

Bezler fazlasiyla kivrintili, spiral bir hale gelir ve epitel hucreleri
nukleuslarinin altinda glikojen depolamaya baglar. Daha sonra, glikojen miktarinda
disme olur. Glikoprotein salgi UrUnleri, bezlerin liumenini genigletir. Bu fazda
endometriyum, salgi drtnlerinin birikmesi ve stromadaki 6demin bir sonucu olarak
maksimum kalinhda (5 mm) ulasir. Mitozlara sekretuvar faz sirasinda nadir olarak
rastlanir. Spiral arterlerin uzamasi ve kivrilmasi devam eder ve endometriyumun
yuzeyel kismi igine uzanir. Progesteron miyometriyumun diz kas hucrelerinde
kontraksiyonu inhibe eder, aksi taktirde embriyonun implantasyonu tehlikeye
girebilir (9).

4. Iskemi  Evresi: Sekresyon evresi sonunda progesteron  dlser.
Endometriyumda spiral arterlerde kontraksiyon olusur, bezler salgilama

yapamaz endometriyum buzulur ve iskemi gerceklesir (11)

2.3. implantasyon

implantasyon, embriyonun ézellesmis hiicreleri olan trofoektoderm ile anne
uterusunun Ozellesmis dokulariyla temasi ile baslayan koordineli bir olaydir (1).
Blastokist implantasyonunu destekleyen endometriyal farklilasma, progesteron ve
Ostrojen tarafindan saglanir. Endometriyumda c¢esitli yapisal, hicresel ve molekuler
olaylar implantasyon penceresi adi verilen boélgede ortaya cikar ve bdylece
endometriyumun kabulinid saglayan gerekli elemanlar ortaya c¢ikabilmektedir (2).
implantasyon asamalari Apozisyon, adezyon ve invazyon olmak lzere 3 dénem

halinde incelenmektedir (12).



2.4. Apozisyon

Apozisyon durumu, endometriyumun limen epiteli ile trofoektoderm’in
yakinlagsmasiyla baglar. Menstrual siklusun 14. gununden sonra blastokist
implantasyonun gergeklesecegi uygun yeri seger ve implantasyonun gergeklesecegi
bdlgeye dogru yakinlasmaya basglar. Blastokist ile endometriyal lGmen epiteli yakin
temasini devam ettirmektedir. Yakinlasan blastokist oval seklini almaya baslar ve
daha sonra trofoektoderm endometriyal luminal epitelyuma tutunmaya geger.
Bdylece adezyon slreci baglamig olur (13).

Apozisyon doneminde endometriyumdan ve embriyodan ¢ok sayida
mediyator salinir. Bu mediyatorlerin baslicalari endometriyumdan salinan ve

embriyodan salinanlar olmak tzere iki bolimde incelenmektedir.

2.4.1. Endometriyumdan Salinan Sinyaller
2.4.1.1. Epidermal bliyume faktoru (Epidermal Growth Factor, EGF)
ailesi

EGF ailesi Uyeleri, ekstraseliler alanda olgun sekillerinin salinimiyla
proteolitik yariklanmaya ugrayan transmembran proteinleridir. EGF Uyeleri tirozin-
kinaz reseptorleri ailesi araciligiyla sinyallenmektedir ve bu reseptor ErbB ailesi
olarak bilinen 4 farkli reseptor icerir. Bunlar; EGFR/ErbB-1, HER2/ErbB-2,
HER3/ErbB-3 ve HER4/ErbB-4 ‘dur (14).

EGF ailesi, peptid yapisinda blytme faktorlerinden olusmaktadir ve bunlar
EGF ailesi reseptorleri icin ligandlar olarak islev gormektedir. Bunlar; EGF, TGF-q,
HB-EGF, Amphiregulin (AR), Betaselulin (BTC), Epiregulin (EPR), Epigen ve 4
neuregulin’dir (15). Fare uterusunda c¢ogu EGF ailesi Uyeleri implantasyon

zamaninda eksprese edilmektedir (14).



EGF
Uterusdaki EGF ekspresyonunda, turler arasinda onemli farkhlik
bulunmamaktadir. EGF’in insanlarda normal menstrual siklusta bulunmadigdi halde,

gebelikte desiduada ekspresyonunun arttidi bildirilmistir (14, 16).

Heparin Baglayici-Epidermal Bliyume Faktoriu (Heparin Binding-EGF,
HB-EGF)

implantasyon yeterliligi gosteren blastokisten ve erken implantasyon
fazinda lumen epitelinden HB-EGF eksprese edilmektedir. HB-EGF implantasyon
sirasinda embriyo-uterus arasinda 2 yonlu olarak sinyal bagi olusturarak islev

gostermektedir (17).

Donisturicu Buyiime Faktori- a (Transforming Growth Factor- a,
TGF- a)

TGF-a’'nin ekspresyonu, implantasyon periyodu boyunca memeli turlerine
gore degisiklik gostermektedir. TGF-a pre-implantasyon periyodu sirasinda fare
uterusunda implantasyondan o©nce reseptiv uterusun luminal epitelinde
toplanmaktadir. insanda ise EGF ve TGF-a desidualizayon boyunca hiicresel ve
stromal proliferasyonu attirir. TGF-a implantasyonda, parakrin ve junkstakrin bir rol

oynamaktadir (18).

2.41.2. Donustiirici Buyume Faktoriu- B (Transforming Growth
Factor- 8, TGF-B)

TGF-B, buyume faktorleri ailesinin Uyesidir ve hicre proliferasyonu,
farkhlasmasi, apoptozisi ve doku sekillenmesi ile iligkilidir (19). TGF-B superailesi
Uyeleri endometriyumda fazla miktarda eksprese edilmektedir. Hamileligin olugsumu,
desidualizasyon, proliferasyon ve menstruasyonu igeren hicresel olaylarin
dizenlenmesinde rolu vardir. (20).

2.4.1.3. insulin-Benzeri Bilyiime Faktérii (Insulin-like Growth Factor,

IGF)



IGF sistemi IGF-I ve IGF-Il, hicre membran reseptorleri ve 6 cesit IGF
baglayici proteinden olusmaktadir. Insulin-like growth faktér baglayici protein
(IGFBP) reseptorleri ile IGF’in faaliyetini dizenlemektedir. IGF sistemi, endometriyal
proliferasyon, farkllasma ve embriyo-endometriyum etkilesiminde &énemli rol
oynamaktadir (21).

Relaksin, IGF ailesinin homolog bir Uyesidir ve insan endometriyal hucreler

tarafindan IGFBP ‘nin Gretimini stimule etmektedir (22).

2.4.1.4. Sitokinler

Sitokinler, birgok fonksiyona sahip glikoprotein mediyatorleridir ve sitokinler
biyolojik aksiyonlara spesifik reseptorleri ile lokal olarak aracilik etmektedir.
Sitokinler implantasyon, immun fonksiyon dahil vicutta bircok fonksiyon
gormektedir (23).

interlokin-1 (IL-1)

IL-1, trofoblastik hlcreler ve desidual stromal hicreler tarafindan
uretilmektedir (24). IL-1 sistemi 2 agonist; interlokin-1a (IL-1a) ve interl6kin-13 (3
(IL-1B), bir antogonist; interlokin-1 reseptdér antogonist (IL-1ra) ve 2 membran
baglayici reseptorleri interlokin 1 reseptor tip 1 ve 2 (IL-1R tl ve IL-1R tll) ‘den
olusmaktadir. IL-1 sistemi ilk olarak implantasyonda ve preimplantasyon embriyo
gelisiminde ortaya cikmaktadir (25). IL-1 endometriyumda exprese edilen
blastokistin ilk sinyallerinden biridir. in vitro olarak IL-1, prostoglandin E,, LIF ve
integrin  Bs subunit ekspresyonunun endometriyal olarak sekresyonunu

arttirmaktadir (24).

interlokin-6 (IL-6)

IL-6, bir pleyiotropik sitokindir ve birgok hucrede biyolojik fonksiyonlar
gostermektedir. IL-6 ve onun reseptoru (IL-6R), sinyal iletici membran proteini gp-
130 ile iligkilidir. IL-6 ekspresyonu sekretuvar faz sirasinda insan

endometriyumunda yuksek seviyede eksprese edilmektedir. IL-6’'nin guglu



immunreaktivitesi implantasyon penceresinin olusumu sirasinda olmaktadir. IL-6
reseptord endometriyum, trofoblast ve blastokist tarafindan eksprese edilmektedir.
IL-6 reseptort ve gp130, stromaya kiyasla luminal ve glandular epitelde daha fazla

lokalize olmustur (12).

Lésemi inhibitér Faktor (Leukemia Inhibitory Factor, LIF)

LIF, IL-6 ailesinin bir Gyesidir. LIF, yuksek glikozillenme 6zelligi olan 40-50
kDa molekdler agirhginda olan glikoproteindir ve birgok biyolojik fonksiyona sahiptir.
Ozellikle uterus’ta yiiksek seviyede eksprese olmakla birlikte cesitli yetiskin ve
embriyonik dokularda da ekspresyonu olmaktadir. LIF sinyallenmesinin
tetiklenmesiyle hlicre yizeyinde LIF reseptor-B (LIF-RB), glikoprotein gp-130°u
baglamaktadir (26).

LIF, endometriyal epitelden eksprese edilmektedir ve desidual hucreler
tarafindan Uretiimektedir. insanlarda LIF mRNA’si ve proteini, implantasyonda
menstrual siklusun luteal fazi sirasinda endometriyal bezlerde eksprese
edilmektedir (27).

Koloni Stimule Edici Facktor-1 (Colony stimulating factor-1, CSF-1)

CSF-1, disulfit baglariyla bagh glikozillenmis bir homodimerdir. CSF-1 gesitli
hicre tiplerinde hicre farklilagsmasi, yasami ve proliferasyonunu diizenlemektedir.
CSF-1 luminal ve glandular epitelde, hamilelik boyunca artis géstermektedir. CSF-1
menstrual siklus sirasinda insan endometriyumunda proliferatif faza kiyasla

sekretuvar fazda daha ylksek seviyede eksprese edilmektedir (14).

Tuimor Nekroz Faktorii- a (Tumour necrosis factor-a, TNF-a)

TNF-a, ¢ok yonlu sitokinlerden biri olarak bilinmektedir ve gesitli dokularda
eksprese edilmektedir. Ureme organlarinda, preimplantasyon embriyolarinda ve
endometriyumda bulunmustur. Endometriyumda fibroblastlar, immunkompotent
hucreler, glandular epitelyal hucreler ve vaskuler hucreler olmak Uzere ¢esitli hucre

tipleri bulunmaktadir. Bu hicreler TNF-a eksprese etmektedir.



TNF-a, endometriyumun siklik degisikliklerinde onemli rol oynamaktadir.
Proliferasyon, transformasyon ve endometriyal dokuntu, Ostrojen ve progesteron
tarafindan kontrol edilmektedir ve TNF-a ekspresyonunun regllasyonu bu

hormonlari takiben olmaktadir (28).

2.4.1.5. Musin-1 (MUC-1)

MUC1, bir transmembran glikoproteinidir ve epitelin apikal yuzeyinden
eksprese edilmektedir. Transmembran MUCL1’in embriyo implantasyonunda temel
rol oynadigi dusintlmektedir. Rat, fare ve domuz gibi bazi memelilerde yapilan
calismalar blastokist implantasyonu suresince uterus epitelinin apikal yuzeyi
boyunca MUC1 ekspresyonunda bir azalma oldugu gdsterilmistir. insanlarda MUC1
glikoproteini endometriyumda hem proliferatif fazda hem de sekretuvar fazda
eksprese edilir ve  MUC1 embriyonunun tutundugu yerde ve altindaki epitel
hdcrelerinde bulunmaz, fakat ekspresyonu komsu hicrelerde devam eder. Epitelde
MUCT’in azalmasi musin molekulinin antiadhezif etkisinin azalmasindan dolayi
uterus epiteli ile blastokistin basarili bir sekilde tutunmasini sagladigi
dusunulmektedir.

MUC1 ekspresyonu hamileligin batin evrelerinde insan plasental
sinsityotrofoblast hucrelerinde ve hamileligin 1. ve 2. trimesterde desidual
hicrelerde bulunmustur. Yine fare plasentasinda MUC1 proteini, maternal kan
sinuslari etrafinda trofoblastin apikal ylzeyinde asiri sekilde lokalize oldugu ve
sekretuar epitelde luminal lokalizasyonuna benzer sekilde lokalize oldugu

gosterilmigtir (29).



2.4.2. Embriyodan Salinan Sinyaller
2.4.2.1. Erken Hamilelik Faktoru (Early Pregnancy Factor, EPF)

EPF, chaperonin 10 (cpn 10)'nun yapisal ve fonksiyonel homologudur ve
blyume duzenleyici ve immun duzenleyici 6zelligi olan bir heat shock (hsp) protein
molekuludur. EPF, embriyonik yagamin sadece bir belirteci degildir ayni zamanda
embriyonik yasamin devami ve buylmesi igin gereklidir. Embriyonun erken
gelisiminde yariklanma evreleri sirasinda rol oynadigi gosterilmistir. Geligsimin ¢ok
erken evrelerinde etkisi indirektdir. ki hicreli embriyolarda anti-EPF antikorlarin

ortama katilmasiyla gelisimin blastokist evresinin devam ettigi gosterilmistir (30).

2.4.2.2. Preimplantasyon Faktorii (Preimplantation Factor, PIF)

PIF’Un, preimplantasyon evresindeki embriyolarda Uretildigi gosterilmistir ve
uterin kavitede canli bir embriyonun bulunmasiyla birlikte maternal serumda belirli
bir miktarda oldugu bulunmustur. 2 ginlik gebe olan farenin maternal serumunda

ve insan IVF siklusunun 2 gunlik post-embriyo transferinde bulunmaktadir (31).

2.4.2.3. Trombosit Aktive Edici Faktor (Platelet Activating Factor, PAF)

PAF, ilk olarak antijenik stimulasyonun bir sonucu olarak bazofillerden
salindigi bulunmustur. Fare’de fertilizasyondan kisa bir slre sonra varolan gegici
trombositopeni’den sorumludur.

PAF’In ¢cogu hucre tipinde sentezi ve salinimi yapilmaktadir. PAF,
preimplantasyon embriyosu tarafindan salgilanan ilk mediyatdérdir ve embriyo
metabolizmasi, hucre siklus ilerlemesi ve embriyo canhligini stimule etmektedir
(32).



2.4.2.4. Buyume faktorleri

Buyume faktorleri overde somatik hucreler tarafindan, embriyonun degigik
bolinme asamalarinda embriyo tarafindan ve disi ureme kanallarina ait hlcreler
tarafindan sentezlenebilmektedirler.

Blyume faktorleri, genellikle 6-30 kDa buyUkliglnde genis bir dizenleyici
molekdl grubudur. Bunlar 6zgun hucre yuzey reseptorlerine baglanarak intraselller
sinyal yollarini tetikler. Otokrin, parakrin ve endokrin mekanizmalarla etki gosterirler.
Bu mekanizmalarin harekete gegcmesi ¢gogunlukla hiicre bélinmesiyle sonuglanir.

Fare preimplantasyon embriyolarinda yapilan bir calismada; maternal orijinli
EGF’nin blastosistin tim hucrelerinde, embriyonik EGF’nin ise sadece i¢ hucre
kitlesi (inner cell mass- ICM) ve trofoektoderm hucrelerde oldugu saptanmigtir.

IGF sistemi, dogal folikller gelisimin saglanmasi, integrasyonu ve dominant
folikilin seleksiyonunda etkilidir. bFGF ile birlikte, buylime farklilasma faktori
(GDF), insan oositlerinin maturasyonu ve embriyonik gelisimden sorumludur.

Son yillarda Uzerinde en ¢ok ¢alisilan buylime faktorlerinden biri de GDF-
9'dur. GDF-9, TGF-B ailesinin bir Uyesidir ve gerek farelerle gerekse insanlarla
yapilan c¢alismalarda, ovaryen folikulogenez icin ihtiyag duyulan &nemli
faktorlerdendir.

VEGF’in, follikul fonksiyonuyla ilgili olarak, sivi (folikil sivisi)
biyokimyasinda degisikliklere yol actigi hem hicresel hem de kromozomal

tabakalarda insan oositinin gelisim potansiyelini etkiledigi bilinmektedir (33).

2.4.2.5. Prostoglandin (PG)

PG’ler, memeli hucrelerinde serbest arasidonik asit'den yaygin olarak
uretiimektedir.  Aragsidonik asit membran fosfolipitlerinde  bulunmaktadir.
Fosfolipazlarin aksiyonu ile PG’ler salgilanmaktadir. Arasidonik asit PG-
endoperoksid sentetaz (PTGSs)lar tarafindan PGH,ye doénustirilmektedir.
Memelilerde PTGS’nin 2 turevi vardir. Genelde PTGS1, yapisal olarak Uretilmekte,
PTGS2 ise uyarici olarak izole edilmektedir. PGH, ise spesifik sentetazlar

tarafindan biyolojik olarak aktif PSG’lere donusturilimektedir.



PG konsatrasyonlari, implantasyonun baglangiciyla ilgili  olarak
endometriyal vaskuler permeabilitenin artis goOsterdigi alanlarda artmistir.

Sigan’larda PG E,F,I'nin konsantrasyonlari implantasyon’da artmaktadir (22).

2.4.2.6. interferon Gama ve insan Koryonik Gonadotropin (Interferon
Gama ve Human Chorionic Gonadotropin, IFNy ve hCG)

IFNy, normal insan uterin endometriyumunda immun yanitin olugmasi,
bayimesi ve farkhlagsmasinin kontrolunde rol oynamaktadir. T hacreleri ve
makrofajlar uterus’ta IFNy uretiminden sorumludur (35).

hCG, sinsityotrofoblastlar tarafindan sentezlenen glikoprotein yapisindaki
hormondur. Stromal hucrelerde hCG, progesteron ve 0Ostrojen varliginda
desidualizasyonunu devam ettirmektedir. Buda bir tlr farklilagsma belirteci olan
prolaktinin artis gosteren trankripsiyonu ile olmaktadir. hCG, glikodelin Uretimini
uyarmaktadir. Glikodelin’de temel endometriyal sekretuvar proteindir. Glikodelin

epitel hucre farklilagmasi ve immun sistemin baskilanmasiyla iligkilidir (36).

2.5. Adezyon

Ovulasyondan 7-8 gun sonra zonasindan ayriimis blastokistin endometriyal
epitel yuzeyine baglanmasiyla adezyon suresi baglamis olur. Adezyon sureci
hamileligin baslamasi ve devami icin énemli bir siirectir. implantasyon’da
endometriyumun hazirlanmasi ovaryan steroidler araciliiyla olmaktadir. Sekretuvar
faz sirasinda endometriyumda belirleyici hormon progesteron iken, proliferatif fazin
dominant hormonu Ostrojen’dir. Buna karsilik uterin duyarllik; prereseptif, reseptif
ve non-reseptif olmak Uzere U¢ fazda programlanir. Blastokist endometriyumun
morfolojik ve molekuiler dedisimleriyle karakterize olan reseptif fazda implantasyon
olur. Ostrojen ve progesteronun fizyolojik birgok roliiniin taslaginin c¢ikarilmasina
ragmen bu molekuler ag buyluk oranda bilinmemektedir. Bu molekdller; sitokinler,
MMP, adezyon molekulleri, ekstraseliler matriks komponentleri ve homebox
genleridir (37).



Implantasyon endometriyumun invazyonu ve reseptivitesine bagldir.
Endometriyum reseptivitesi Uzerine vyapilan c¢alismalarda pinopod yapisinin

reseptivite agisindan dnemli oldugu ortaya konmustur (Sekil 2.5.1) (38).
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Sekil 2.5.1: Blastokist reseptiv endometriyuma yaklasirken integrin ve
pinopodlarin sematik gosterimi (25).

Pinopodlarin morfolojisi

Pinopodlar hem kemirgenlerde hemde insanlarda endometriyum
reseptivitesi sirasinda Iimen epitelinin apikal ylizeyinden olusmaktadir. Pinopod’lar
hiucre yuzeyinde c¢ikintilar yapar yada genigler ve yuzeyin buyuk bolumunu kaplar
(39).

insanlar ve kemirgenler arasinda pinopod agcisindan boyut ve igerik
acisindan 6nemli morfolojik farkliliklar bulunmaktadir. Sigan’da pinopodlar bir-iki
blylk vakuol icermektedir (40), organelleri yoktur (41) ve hicrenin apikal yuzeyinde
pedikiil veya aktinden zengin sap genisler. insanlarda ise, pinopodlar hicrenin
apeksi yada tum yuzeyinden genisler, gesitli organeller (mitokondri, golgi kompleksi,

salgi vezikill, granulli endoplazmik retikulum ve ¢ekirdek) icermektedir ve blylk



vakuollerden yoksundur (42). Fare pinopodlarinda vakuollerin varligi hakkinda bilgi
yoktur.

Siganla kiyaslandiginda farede pinopod sekillerinde morfolojik farkliliklar
bulunmaktadir. Farede endometriyum reseptivitesi sirasinda balon seklinde
pinopodlar yada duz mantar seklindeyken (43), sicanda kismen burusuk ve daha
uzunlamasina sekillidir (44). insanda; gelismekte olan, gelismis ve yaklasik 24 saat
boyunca her fazda gerileyen olmak Uzere pinopod gelisiminin 3 farkli agsamasi tespit
edilmistir (Sekil 2.5.2). Pinopodlarin boyutlari ortalama olarak, sicanda ~3.0 pm
ile 4.0 um (44), farede ~6.0 um (43) ve insanda 6.0 uym (45) ¢apindadir.

Pinopodlarin olusumu hem kemirgenlerde, hemde insan endometriyumunda
progesteron varliginda gelismektedir, ostrojen varliginda ise hizlica yok oldugu ileri
surulmektedir (46).

Sekil 2.5.2: insan, sigan ve farede endometriyum limen epiteli. (A) insan:
gelisen pinopod (DP), olgunlasan pinopod (MP), gerileyen pinopod (RP), silyali
hdcre (C), mikrovilluslu hicre (M), ucu kabarik mikrovilluslu hucre (ST). (B) Fare:
apikal ylzeyde saptan uzanan pinopod (P). (C) Sigan: pinopod burusuk ve kigik ve
daha uzunlamasina sekilli (46).



Hiicre adezyon molekiil ailesi:
-Kaderinler

-Selektinler

-Ig superailesi

-Integrinler ‘dir (Sekil 2.5.3) (47).

2.5.1. Kaderinler

Kaderinler hicre adezyonu, hlcre polaritesi, hiicre kutuplagsmasi ve hicre
sinyallenmesinin dizenlenmesinde énemli rol oynayan Ca2*-bagiml transmembran
glikoproteinleridir. E-kaderin, P-kaderin, R-kaderin, B-kaderin ve N-kaderin olmak
uzere farkli tipleri bulunmaktadir.

Epitelyal (E) kaderin, memeli gelisimi sirasinda ekspre edilen ilk kaderin’dir.
E —kaderin’nin sentezi 2 hucreli evrenin sonuna dogru ortaya ¢ikmaktadir ve normal
olarak aktive olmaktadir. Sonraki agamalar sirasinda (yariklanmaya kadar) E-
kaderin blastomerlerin serbest yizeylerinde dagiimis olarak bulunmaktadir fakat
hlcre-hilcre temasinin oldugu bdlgelerde yogunlasmistir (48).

Insan embriyo implantasyonunda E-kaderinin rolii bilinmemektedir fakat
ekspresyonuna bagli olarak bu sireg¢ icin 6nemi arastiriimaktadir. E-kaderinin
MRNA seviyelerinin luteal faz sirasinda daha ylksek oldugu ortaya ¢cikmistir. Fakat
bunlarin menstrual siklus sirasinda immunohistokimyasal calismalarla protein

seviyeleri bulunamamistir (12).

2.5.2. Selektinler

Selektinler CAM ailesine ait glikoproteinlerdir. 3 tipi mevcuttur; P-selektin, L-
selektin ve E-selektin. Selektinler hematopoietik hlicrelerde eksprese edilirken, L-
selektin insan Dblastokistlerinde bulunmaktadir. Ayrica L-selektin’nin ligand
oligosakkaritleri; immunohistokimyasal ¢alismalarda insan uterusunda luminal ve
glandular epitelde yaygin bir sekilde bulundugu gosterilmigtir. Bu ligandlarin
ekspresyonu reseptif embriyo implantasyonu sirasinda insan endometriyumunda

up-regule olmaktadir. L-selektin ligandi MECA-79, implantasyonda adezyonun



baglamasini saglayan endometriyal epitel Gzerindeki oligosakkarit ligandlari ve

blastokistteki L-selektin arasindaki etkilesimi saglamaktadir (27).

2.5.3. immunglobulin (IG) Siiperailesi

Ig-CAM superailesi Uyeleri; NCAM (Neural Cell Adhesion Molecules),
CD2,CD4,CD8, ICAM1 ve ICAM2 (Intercelular Adhesion Molecule 1 ve 2), TRC (T-
Cell Receptor), LFA-3 (lysophosphatidic acid), VCAM1 (Vascular cell adhesion
molecule-1), PECAM-1 (Platelet endothelial cell adhesion molecule-1), Receptor
Protein Tyrosine Phosphatases (RPTSs) ve digerleri (49).

ICAM; ICAM-1 damar endotelyal hucreleri ve I0kositler tarafindan eksprese
edilen Ig super ailesinin bir Gyesidir (50).

ICAM-1'in, insan embriyolarinda bulundugu ve MUC-1'e vyapistigi
bilinmektedir. insan MUC-1'i, karbohidrat epitoplari vasitasiyla bir adezyon
molekluline donisme 06zelligine sahiptir. Bunlar TE seker baglh molekuller ile
etkileserek embriyolari baglayabilir ve onlari apikal LE'deki CAM'lar ile temas
ettirebilir. Ayni zamanda blastokistlerin, diger CAM'lar ile etkilesmelerine de engel
olabilir. MUC-1'in hicre ylzeyinden kalkmasi ile adezyon artmaktadir (2).

N-CAM; Bu adezyon molekulu de sinir sisteminde sentezlenir ve néronal
gelisim, rejenerasyon ve 6grenmede etkili oldugu ileri stirdimektedir.

VCAM; Damar endotel duvarinda Idkositlerin go¢li ve adezyonunu
saglamaktadir. ICAM-1 ve VCAM-1'in her ikisi de immun yanit ve iltihap

durumlarinda hayati rol oynarlar (50).

2.5.4. Integrinler

integrinler transmembran glikoproteini olup, embriyonik gelisimin hicre-
hicre ve hlcre-matriks etkilesimini iceren énemli fizyolojik olaylarin goguna katilir.
a5B3 integrin ve onun ligandi osteopontin, trofoblastla ilk etkilesimde endometriyum

Iimen epitel ylzeyinde immunohistokimya ile pozitif tespit edilmistir.



Integrinler en iyi calisilan adezyon molekillerindendir. Integrin B3
ekspresyonu; bir IVF programinin basarisini tahmin etmek icin faydali olabilir.

integrin B3 ekspresyonunun artmasi, endometriyal reseptivite icin bir isarettir (51).
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Sekil 2.5.3: integrinler, blylme faktérleri, sitokinler, hormonlar ve
proteazlari iceren trofoblast ve endometriyal hlicreler arasindaki etkilesim, implante
olmus blastokistin sematik gosterimi (25).

2.5.5. Ekstraseliiler Matriks Proteinleri

Glikozaminoglikanlar (GAG)

Yaygin sekilde dokularda bulunan yapisal olarak farkli proteinlerdir.
Cekirdek bir protein ve buna bir veya daha fazla kovalent olarak baglanmig sulfatl
bir disakkarit olan ve Glikozaminoglikan (GAG) denen karbohidrat zincirinden
olusmustur. GAG’lar Hyaluronik asit, Kondroitin stlfat, Heparan sulfat, Dermatan

sulfat ve Keratin sulfat olmak Uzere gruplara ayrilmigtir (52).



2.5.6. Hiyaluronik asitin (HA) yapisi

GAG'In bir tyesi olan HA, asit mukopolisakkaritler olarak bilinmektedir (53).
HA, tekrarlayan N-asetil-glukozamin ve glukronik asit disakkarit Unitelerinden
olusmaktadir (54) (Sekil 2.5.6.1).

Genel olarak GAG’lar sulfat grubu igermektedir ve polisakkarit zincirleri ok
kisadir. Endoplazmik retikulum ve golgide sentez edilen proteoglikanlar, burada
sekillenerek diger sakkarit tlurevleriyle beraber peptid ¢ekirdeklerinden
korunmaktadirlar. Sulfatlanmis GAG’larin farkli tlrevleri ortak bir peptid ¢ekirdegine
baglanmaktadir ve peptidde c¢esitli varyasyonlar gostermektedir. Boylece
proteoglikan yapisinda diger sakkaritler buyuk cesitlilik saglamaktadir. Cogu
proteoglikanlar, hucreler veya uygun matriks yapilariyla iligkili olarak ¢ok gucludur
ve immobildir.

HA diger GAG’dan farkli olup, primer yapisi peptid icermez. Golgiden daha
¢ok plazma membranindan sentezlenmektedir. Diger GAG’lara benzer sekilde tek
bir polisakkarit zincirinden olusmasina ragmen, molekuler agirhigi milyonlara
ulasmaktadir. Orn; normal sinovyal sivida agirhg 7x10% dir. HA’nin biyolojik rolin(
anlamamizda yapisal olarak tanimlanan ilk sekli yetersiz olmasina ragmen hucre
yuzeylerindeki ve diger matriks proteinlerinde bulunan spesifik HA baglayici

bdlgelerin miktari bize biyolojik rolinli anlamada yol gostermektedir (53).
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Sekil 2.5.6.1: HA'in yapisi. Tekrarlayan N-asetil-glukozamin ve glukronik
asit disakkarit Unitelerinin sekilde gdsterimi (54).



HA ve HA oligomerlerinin biyolojik aktiviteleri

HA'nin birgok fizyolojik ve patolojik olayda rol oynadigi bilinmektedir. Bunlar;
embriyolojik gelisim, immun denetim, hdcrelerin migrasyonu, adezyonu,
proliferasyonu ve farklilasmasi, inflamasyon, yara iyilesmesi, anjiogenez, malignant
transformasyon ekstraselltler matriksin’in vizkoelastikitesi ve su dengesi ile multi-
ilag rezistansidir.

HA tarafindan yapilan biyolojik fonksiyonlar molekul agirligina ve zincir
uzunluguna baglidir (55). HA'nin yiksek ve disuk molekuler agirlikli formlari hicre
davranisinda ve hareketinde zit etkiler gostermektedir. Ekstraselller yuUksek
molekuler agirhkli HA (HMWHA) endotel hicre buyumesini inhibe eder ve bundan
dolay! anti-anjiyogeniktir. HMWHA polimerleri fibrinojen baglama kapasitesini
arttirabilir. Bu durum pihti formasyonunda ortaya cikan ilk reaksiyonlardan birisidir
ve erken yara iyilesmesinde onemlidir. HMWHA polimerleri anti-inflamator ve
immunsupresiftir (56, 57). Fotal sirkulasyon ve amniyotik sivi HMWHA'nin ylksek
konsantrasyonunu icermektedir. Gelisen fetusta immunbaskilayicidir. HMWHA fetal
yara iyilesmesinde skar olusumunu inhibe etmektedir. Oysaki HA degredasyon
urinleri skar formasyonuna katilmaktadir (55). Ayrica, HMWHA'nin dretimi
inflamasyon bdlgesinde artmaktadir ve genellikle I0kosit adezyonu ve
migrasyonuyla iligkilidir (66, 57). Periferal kan monositleri; HMWHA zincirleriyle
monositlerin  baglanmasi araciliiyla aktive olmaktadir, ama bu etkilesim
proinflamatuvar mediatérlerden daha ¢ok blyime faktorleri ve matriks
komponentlerinin ekspresyonunu uyarmaktadir. Bu ¢apraz bagh HMWHA ‘nin anti
inflamator rolt veya zit inflamatdr rolt oldugunu géstermektedir.

Dusuk molekal agirhikh HA (LMWHA) fragmentleri hiicre hareketindeki belli
degisiklikleri ve sinyal kaskadlarini tetikleyen farkh reseptorlerle etkilesmektedir.
LMWHA anjiyogeniktir (55, 58). Ayrica LMWHA tip1 ve 8 kollajen sentezini
arttirmaktadir.

Dusuk ve orta molekiler agirlikh HA oligosakkaritleri (2x10%—4.5x10°%)
inflamator sitokin ve adezyon molekullerinin guglu stimulatorleridir. HA oligomerleri
primer embriyonik fibroblastlarda Lewis Akciger Karsinoma (3LL) hucrelerinde

MMP-9 ve MMP-13’lin gen ekspresyonu ve hicre migrasyonunu arttirmaktadir (59).



HA fragmentleri, Makrofaj Inflamatuvar Protein (MIP)-1a, (MIP)-1B, crg-2,
RANTES ve Monosit Kemotaktik Protein-1 (MCP-1) gibi kemokin genlerin
ekspresyonunu uyarmaktadir. Bu fonksiyonlar inflamatuvar yanitin baglamasi ve
devam etmesinde onemlidir. Ayrica HAS2, aggrekan, MMP3, MMP13 ve iNOS
ekspresyonu bovin kondrositlerinde ve insan artikular kondrositlerinde HA
oligosakkaritleri tarafindan stimule edilmektedir (60).

Daha kisa HA fragmentlerinin kondrositlerin, endotelyal hucrelerin ve
fibroblastlarin hicre proliferasyonunu duzenledigi rapor edilmistir. Lacob ve
Knudson (60) HA fragmentlerinin artikular kondrositler tarafindan nitrik oksit sentezi
ve nitrik oksit Uretimini aktive ettigini gostermiglerdir. HA fragmentlerinin stimulator
etkileri, niklear faktér (NF)-k aktivasyonuyla aracilik ettigi gosterilmistir. IL-10 ve
interferon-y fare kemik iligi kokenli makrofajlarda LMWHA uyarimli sitokin Gretimini
inhibe ettigi bulunmustur (61).

Kuaguk HA oligomerleri (6-20 kDA) immun sistemin antijen sunucu hudcreleri
olan dendritik hticrelerin guglu aktivatorleridir. Boylece HA fragmentleri anjiyogenik,
immun stimulatér ve inflamatuvar olma egilimindedir (62). Anjiyogenik HA
fragmentleri, fokal adezyon kinaz ve mitojen aktif protein (MAP) kinaz yolaklarinin
aktivasyonuyla endotelyal hicre proliferasyonunu, adezyonunu ve migrasyonunu
stimule etmektedir (63) Cogu pro-inflamator HA fragmentleri dendritik hicrelerde ve
endotelyal hicrelerde hem toll like receptor-4 (TLR-4) hemde TLR-2 aracilifiyla
sinyallenmektedir.

Cok kuguk HA oligosakkaritleri spesifik biyolojik aktivatorlere sahiptir. 6
disakkaritin oligomerleri daha blyuk HA fragmentlerinin anjiyogenik etkisine yanit
olarak uyarilan endotelyal hucrelerin farklilagsmasini  yurttmektedir.  Deri
keratinositlerinde migrasyon, maturasyon ve sinyallerinin kontroli kuguk HA
oligomerleriyle iligkilidir. Elde edilen bulgu, HA oligomerinin (HA12) ezrin kodladig!
Vil2 geninin up-regulasyonu 2 kat fazla uyardigini géstermistir. HA12, miyozin 1b
geninin ekspresyonunu baglatir ve miyozin 1 protein ailesine aittir. Membran
fuzyonu ve vezikul ayrimi dahil birgok huicresel olaya katiimaktadir (64).

Tetra ve hekzasakkaritler hyaluronidaz aracili degredasyonun predominant

urunleridir.  Tetrasakkaritler, 1si-sok proteinleri  (Hsps)'nin  ekspresyonunu



uyarmaktadir, hipertermiye giden (ugrayan) kulturdeki hicre Olumunun
baskilayicisidir ve anti-apoptotiktir. Bazi ¢alismalarda tetrasakkaritler fosfo-inositol-
3-kinaz/Akt survival yolaginin baskilanmasiyla bazi timoér hicre tiplerinin
anchorage-bagimsiz buylmesini inhibe ettigi gosterilmistir (65).

Bu gb6zlemlerden HA katabolizmasinin biyolojik aktiviteleriyle iligkili katabolik
yolak sirasinda uUretilen drtnler ve patolojik sartlar altinda hyaluronidaz aktivitelerine
bagli oldugu dusunulmektedir. Normal doku organizasyonu ve fonksiyonu igin HA
sentezi ve degredasyonu arasindaki denge Onemlidir. HA donusumu diger
ekstraselller molekullerine kiyasla daha hizhidir (66). HMWHA degrede edici
enzimler tarafindan enzimatik degredasyon veya kimyasal/mekanizmal yolaklarla
ekstraselller olarak derede olmaktadir. Enzimatik olmayan sekilde HA hidrojen
peroksit, stiperoksit anyon radikali gibi reaktif oksijen tlrl (ROS) tarafindan degrede
olmaktadir. (6zellikle oksidatif gsartlar altinda). Degredasyonun bu tipi genellikle
inflamasyon bdlgesinde doku hasari ve tumorogeneziste ortaya ¢ikmaktadir (67).
iiging olarak hyaluronidazlar endoglikozaminoglikanlardir. Oysaki ROS internal
glikosidik baglarda HA'i degrede etmektedir (68).

2.5.6.1. Hyaluronanin implantasyondaki Rolii

Basarili bir implantasyon ve hamileligin olusumu embriyo ve anne uterusu
arasindaki molekuler etkilesimlerle karakterize olan biyolojik bir olaydir. Blastokist
evresiyle embriyonun gelisimi, endometriyuma adezyonu ve stromaya invazyonu
fonksiyonel plasentanin  olusumuyla sonucglanmaktadir. Bu plasentanin
fonksiyonelligi hem maternal immunolojik tolerans hemde endometriyal
modifikasyonlardan olugsan kompleks dizenlenme mekanizmalarin sonucudur. Bu
olaylar turun yagsami i¢cin onemli olmasina ragmen memeli Uremesi icin yetersizdir.
Birgok calisma yapilmasina ragmen gebeligin devamini tanimlayan mekanizmalar
hala bilinmemektedir. Kemirgenlerde hamilelik 19. ve 20. gunlerde sonlanmaktadir.
Blastokistin adezyonu ve invazyonundan olusan implantasyon 4-5 hamilelik gunleri
arasinda olmaktadir. Hamileligin olusumu sirasinda endometriyum ¢ok yuksek Ozel
desidual dokuya donusmektedir. Bu isleme desidualizasyon adi verilmektedir. Bu

olay sadece endometriyumdaki stromal ve desidual hlcrelerin proliferasyonu degil



aynl zamanda vaskuler yeni damarlarin olugsmasinida kapsamaktadir. Sonrasinda
plasentasyon gercgeklesir. Plasenta, anne ve fetus arasinda iliski kurar ve
nutrientlerin, zararl GrlGnlerin ve gazlarin fizyolojik degisimini saglar. Hem farede
hem insanlarda hemokorial plasentasyon vardir. Fare, sigan ve insan
plasentasyonu arasinda fakliliklar olmasina ragmen sican hamilelik surecini
anlamamiz igin kullanigh bir model olusturmaktadir. Endometriyal yapi blastokist
implantasyonu igin uygun bir c¢evre olusturur. Bu olay maternal ECM
kompozisyonundaki degisimlerle birlikte doku yikimi, hlicresel proliferasyon ve
farklilagma fazlarini icermektedir. ECM’nin yeniden duzenlenmesi implantasyon igin
uygun bir ortamin saglanmasinda 6nemli rol oynamaktadir ve bir fonksiyonel
plasental birimin olusumu ile sonuglanan trofoblast invazyonunu module etmektedir
(69).

Embriyo kiltart ve transferi igin ¢esitli medyumlar kullaniimaktadir. Embriyo
kultara ve transferinde kullanilan medyumlar yaklasik olarak %5-10 arasinda protein
iceren saf, akdz, serum veya serum albumin formunda proteinlerdir fakat bu
formdaki proteinler disi GUreme sisteminin vizko6z sivilariyla benzer degildir. Transfer
medyumunun vizkozitesinin arttirilmasinda % 1’lik plasental kollajen veya polivinil
alkol gibi sentetik makromolekuller énerilmektedir. Son yillarda, kiltir medyumuna
hyaluronan ve rekombinant insan albumini gibi makromolekillerin eklenmesi
kriyotoleransi arttirdigi ve kriyoprezervasyondan sonra embriyo canliigini korudugu
rapor edilmistir. Urman ve ark (3), yaptiklari ¢calismada HA’dan zengin transfer
medyumu  kullanarak kriyoprezervasyon yapilan 3-5 gun transferlerinde
implantasyon ve klinik hamilelik oranlarinda artis oldugunu bulmuslardir. Yaygin
olarak embriyo transfer medyumlari arasindaki farklilik etilendiamintetraasetikasit‘in
eksikligi, rekombinant insan albumin konsantrasyonunda 4 kat azalma ve HA'nin
konsantrasyonunda 4 kat artis olmasidir. Valojerdi ve ark (70), yaptiklari galismada
HETM kullanildiginda tubal-faktor infertilitede artis oldugunu gdstermislerdir. Bunun
aksine, Lautradi ve ark (71), yaptiklari ¢gaismada HETM'nin yararli olmadigini
gostermiglerdir. Lane ve ark (72), kriyoprezervasyon ile blastokistlerin yasama
potansiyelinin artmasini sidir serum ve rekombinant albumin iceren Kkualtar

medyumuna HA’nin eklenmesiyle gdstermislerdir. Stojkovic ve ark (73), sigir serum



albumin ve hyaluronan iceren sentetik ovidukt sivi kiltir medyumunda bovine
embriyolarinin, HA eklenmesiyle blastokist gelisim oraninin arttigini bulmuslardir.

HA ekstraselller matriksin devamli komponentidir. Ozellikle hizla buyiyen,
rejenerasyona ve onarima ugrayan remodeling dokularda spesifiktir (74). HA, digsi
ureme yolunda folikuler ve uterin sivida ylksek konsantrasyonu bulunan temel
GAG’dir. HA, gebelikle ilgili birgok biyolojik olayda 6nemli rol oynamaktadir (75).
HA’nin gucli negatif yiku fazla miktarda su tutmaktadir. HA’nin ¢ézicd domaini
polimer hacminden 10,000 kat fazladir. Bu hidratasyon dokularin ¢ok fazla
bliyimesine neden olmaktadir. Hyaluronidaz enzimleri tarafindan hyaluronanin
dizenlenmesi ekstraselller matriksin hidratasyonunu azaltmaktadir. Dokularin ve
hiucrelerin  kompaksiyonuna neden olmaktadir. Bu hucre-hucre temasini
kolaylastirmaktadir ve farklilasmanin baslamasini saglamaktadir.

implantasyon icin gerekli olan doku yapilanmasi desidual lokalizasyonda
trofoblastlarin invazyonu, ekstraselller alanin geniglemesi ve sismesiyle iliskilidir.
Bdylece bu genisleme ve sisme interstisyum stabilizasyonu igin gereklidir.
Proliferatif stromal hicreler iceren endometriyum bdlgeleriyle iligkili olarak fare
uterusunda HA implantasyon gununde artmaktadir. HA ekspresyonu ve hicre
proliferasyonu arasinda benzer bir korelasyon farkli hicre tiplerinde bulunmustur.
Bdylece HA’'nin endometriyumda hizli hicresel proliferasyon fazi sirasinda énemli
fonksiyonu bulunmaktadir.

ECM‘de HA depozisyonunun ortaya c¢ikmasi hizli hiicre proliferasyonuna
neden olmaktadir. HA depozisyonunun pozitif korelasyonu proliferatif faz sirasinda
hicresel proliferasyon periyodu ile ortaya ciktigi gosterilmistir. HA'nin seviyeleri
ovulasyondan énce en asagl noktaya ulasir ve erken sekretuar faz sirasinda dusuk
olarak kalir. Bu zamanda hucresel farklilasma baslamistir. Embriyo tutundugu
zaman fertil siklusta implantasyon basladigi zaman HA tekrar pik yapmak Uzere
artmaktadir (74).

HA embriyonik hicre proliferasyonu ve migrasyonu sirasinda pik yapar ve
farkllasma i¢cin azalir. HA depozisyon seviyeleri menstruasyondan o6nce
azalmaktadir ve doku geligsimi ortaya ¢ikmaktadir ama hipoksiyondan daha erken

surede olmaktadir. HA seviyeleri menstrual siklus sirasinda diger regulator



moleklller ve c¢ogu sitokinlerin ekspresyonundaki degisimleriyle sonuglanan
steroidal c¢evrede siklik degisimler tarafindan indirekt olarak duzenlenmektedir.
Bunlar direkt yada indirekt olarak HA seviyelerini belileyen HAS ve HYAL ‘lerin
aktivitelerinin ekspresyonunu dizenlemektedir. HA depozisyonunun negatif
korelasyonu menstruasyon baslangicindan once Iokositlerin infliksuyla ortaya
cikmaktadir. HA ve onun ekspansiv suyu hicre motilitesi igcin ¢evre saglamaktadir
ve hucre iskeletiyle reseptor aracili etkilesimler araciligiyla hucrelerde direkt olarak
motiliteyi saglamaktadir. Bunun premenstrual periyoddaki |Okositlerin migrasyonuyla
oldugu belirli degildir. Endometriyal hucrelerde kemokinlerin salimini dahil hucre
motilitesini destekleyen diger mekanizmalar bu durumda iglev goérmektedir.

HA hicresel veya fibréz bariyerlerin ayrilmasiyla invazyonu kolaylastirir.
Salamonsen ve ark (74), HA’nin kaybinin azalan progesteron seviyeleriyle iligkili
oldugunu ortaya koymuslar fakat erken hamilelikte progesteronun devamiyla HA’nin
devam ettigini gosterememiglerdir. HA'nin fertil siklusta azalmasi sekretuvar fazda
HA’nin ortaya cikisi trofoblast invazyonunun sinirlanmasina yardim etmektedir ve
insanda ovulasyondan sonra 8. ve 9. glnlerde ortaya ¢ikmaktadir. HA’dan zengin
ECM implantasyon sirasinda stromanin invazyonunu kolaylastirmaktadir. Ayrica
insan trofoblast proliferasyonu ve differansiasyonu in-vitro olarak kollajen yada
Matrigel gelisen sitotrofoblast sutunu stabilize eden fibronektin ve integrin- avp1,
arasinda etkilesimiyle serbest ECM icin gerekli oldugu gésterilmistir.

Go6¢ eden hucreler tarafindan doku penetrasyonunun kolaylastiriimasinda
HA ve onun baglayici proteinleri olan Hyaledherinlerin rol oynamaktadir. Brown and
Papaioannou (76), farede implantasyon sirasinda proliferatif stromal hucreler
etrafinda HA varligini géstermiglerdir. Ayrica HA desidual zonda bulunmamaktadir.
HA-negatif desidual hicreler embriyo implantasyonu sirasinda trofoblast
hdcrelerinin  invazyonunun sinirlanmasin neden olmaktadir. Farede desidual
hicreler tissue inhibitor of metalloproteinase-3 (TIMP-3) Uretirler ve bu sayede
trofoblast invazyonunu sinirlamaktadirlar. Siklusun sonraki fazlari sirasinda insan
endometriyumunda desidualize olmus stromal hticreler fazla miktarda TIMP-1, -2 ve
-3’0 uretirler. Farede desidualizasyon blastokiste yanit olarak ortaya ¢gikmaktadir.

Oysaki insanda desidualizasyon her siklusun geg-sekretuar fazi sirasinda spontan



olarak ortaya ¢ikmaktadir. HA'y1 degrede eden enzimler HYAL lerdir. HYAL insan
endometriyumunda tanimlanmistir. Bu enzimlerin bir yada daha fazlasi siklusun geg¢
sekretuvar fazi sirasinda desidualizasyon bolgelerinin cevresinde
sentezlenmektedir. 19-21 ginde kan damarlarinin ¢evresinde stromada HA'nin ¢ok
yogun boyanmasi siklusun ilerlemesiyle kaybolmustur. Bu kayip desidualizasyonun
baglangic zamani ve lokalizasyonuyla ortaya c¢ikmaktadir ve yaklasik olarak
siklusun 23. guninde baslamaktadir. Spiral arterlerin civarinda ilk olarak lokalize
olmaktadir (74).

intrauterin  kavitede HA, hiicre-matriks adezyonu, hiicre agregasyonu,
selller migrasyon igin gegici bir matriks saglamaktadir. HA bazi mekanizmalar
aracihgilyla embriyo implantasyonunu desteklemektedir. HA iceren kultar
medyumunda, kultire edilen hayvan embriyolari fétal gelisim ve implantasyon
oranini arttirmaktadir. HA insan embriyo implantasyon oranini arttirdigi ileri
surtlmektedir. Bu fonksiyonlar HA icin tektir. (herhangi bir yuksek vizkoziteli
solUsyonlarin implantasyonu gelistiremedigi gibi) transfer kuiltir medyumunun
vizkozitesini arttirmak icin eklenen insan plasental kollajen, implantasyon oranini
arttiramaz. Insan embriyolari, oositten blastokist evresine gegisi sirasinda CD44
eksprese etmektedir. CD44, HA reseptorlu olarak bulunmaktadir. Bu reseptorler
aracihgiyla embriyo, reseptif endometrial stromaya tutunur ve bu sirada endometrial
stromada bol miktarda HA icerir ve HA substratlari araciligiyla gog ediyor.

HA’nin diger énemli fonksiyonu EGF etkilesimiyle ve onun degredasyon
urnleri aracihglyla anjiogenezisi yurutme yetenegindedir. HA, farkl biyolojik
aktivitelere sahip daha kuguk polisakkaritler halinde somatik dokularda degrege
olmaktadir. HA’nin 20 kDA limit fragmentleri anjiyogeniktir, immunostimulatér ve
inflamatuar sitokinlerin sentezini uyarmaktadir. HA'nin degredasyon UrUnlerinin
anjiogenik aksiyonlari implantasyonu gelistirmektedir ve plasenta formasyonunda
vital bir biyolojik rolt vardir.

Endometriyumda HA’nin yararli etkisi onun fiziksel Ozelligiyle iligkilidir.
KUmulus hicresi, oosit kompleksi asiri miktarda HA tarafindan gevrelenmektedir.
Konsepsiyon hazirlanmasinda endometriyum tarafindan Uretilen fazla miktarda HA

tarafindan c¢evrelenen kiimulus htcre oosit (COC) kompleksi endometriyal kaviteye



ulastiginda konseptionum hazirlanmasinda endometriyum tarafindan dretilen
epitelyum yuzeyindeki HA ile birlesmektedir. HA, buyuk hacimli suyu ¢ceken (-) yuklu
gruplari icermesinden dolay! hidrofilik molekuldir. HA go¢ eden hcreler tarafindan
doku penetrasyonunu kolaylastiran endometriyal stromanin ekspansiyonunu
yuriiten bir hidrate jel olusturmaktadir. insan endometriyumunda hidratasyon mid-

sekretuar faz sirasinda predominant olarak ortaya ¢gikmaktadir (75).

2.5.6.2. HAS (Hyaluronan Sentetaz) Ailesi ve Sentezi

HAS farkli izozimleri kodlayan bir multigen ailesidir. Memelilerde 6nce
HAS1 ve HAS2 daha sonra HAS3 kesfedilmigstir (77). Genler ayri kromozomlarda
lokalize olmustur. HAS1 insanda kromozom 19q13.4, farede kromozom 17; HAS2
insanda kromozom 8q24.12, fare’de kromozom 15; ve HAS3 ise insanda kromozom
16q22.1, farede kromozom 8’de lokalize olmustur.

Memeli HAS'lari 2 tanesi N-terminal sonunda, 5 tanesi de C-terminal
sonunda olmak uzere 7 membran kapsayan bolge icermektedir (78) (Sekil 2.5.6.2).

HAS’lar plazma membraninin i¢ ylzeyinden sentezlenirler. Herbir farkli
hyaluronan sentetaz proteinin belirli biyolojik etkileri, duzenlenmesi ve aktivitelerinin
kontrol edilmesi gorevleri vardir (79). HAS1 ve HAS2 2000 kDA‘dan daha buyuk
olan yuksek molekul agirlikh HA'y1 dretirken, HAS3 200-300 kDA agiriginda duguk
molekiler agirlikli HA’'y1 Gretmektedir (80). HA birgok farkh role sahiptir ve bu
fonksiyonlari boyutuna baghdir (69).

Extracellular space

NH2

Intracellular space D



Sekil 2.5.6.2: Tum memeli HAS izoformlari 2 tanesi N-terminal sonunda, 5
tanesi de C-terminal sonunda olmak Uzere 7 membran kapsayan bdolge
icermektedir. Glikotrasferaz aktivitesinden sorumlu aminoasit kalintilari (D, D, Q, R
ve W) HAS proteininin sitoplazmik dongusunde gosterilmektedir. (78)

Uchiyama ve ark (80), yaptiklari ¢alismada hamilelik sirasinda fare uterin
serviksinde, farkh olan HAS’In 3 tipinin mRNA’larinin ekspresyon sekillerini
gostermiglerdir. Uterin serviksindeki HAS1 ve HAS2 mRNA’larinin dokudaki
seviyeleri dogumda pik yapmaktadir ve dogumdan 3 gin sonra mRNA seviyeleri
tamamen azalma gostermektedir. HAS1 ve HAS2 mRNA ekspresyon
seviyelerindeki degisikliklerle serum HA'nin ekspresyonundaki degisiklikler
benzerdir. Hamilelik sirasinda servikste HAS1 ve HAS2 tarafindan sentezlenen
HA’dan dolay! benzerdir. Diger yandan HAS3 mRNA'’sinin ekspresyonu hamileligin
15.ginde pik yapmaktadir ve dogumda hamile olmayan hayvanlarda seviyeleri
azalmaktadir (80).

Hyaluronan sentezinin diizenlenmesi

HA biyosentezi farkli buylime faktorleri ve sitokinler tarafindan dizenlenir.
insan fibroblast-benzeri sinovyal hiicrelerde TGF-B, HAS?Ti arttirir ve HAS3’ln
aktivasyonunu duslrar. Pasonen-Seponnen ve ark (81), epidermal rat
keratinositlerinde TGFB’'nin HAS2 ve HASS3 aktivitesini azalttigini, EGF’in ise
arttirdigini gostermislerdir. Ayrica, insan intestinal mezengimal hucrelerinde IL-
18’nin HAS2 transkripsiyon seviyesini arttirdigini ve insan sinovyal sivi hicrelerinde
total HA Uretimini gostermiglerdir. HAS2 aktivitesi hem insan mikrovaskuler endotel
hlcreleri hemde insan arter diz kas huicrelerinde PGDF tarafindan uyarilir. Sigirda
korneal endotelyal hucrelerde ve tavsanlarda sinovyal fibroblastlarda HAS2

aktivitesi TGFB1 tarafindan uyariimaktadir.



Tablo 2.5.6.1: HAS1, HAS2 ve HAS3’Un Uzerinde buyume faktorleri ve
sitokinlerin etkileri (79).

Synthetase Effector molecule | Effect on HY A-synthesis
HASI TGF-p1 —
TGF-B 1
PDGF-BB —
HAS2 TGF-B1 1
TGF-B —]
PDGF-BB )
PDGF 1
EGF 1
INF-y —
TNF-a —
IL-1p 1
HAS3 TGF-p1 —
TGF-f —
PDGF-BB —
EGF 1

— = no effect, 1 = increased mRNA-levels, | = decreased mRNA-levels

HAS mRNA seviyelerindeki degisikler, aktivasyonu gergeklesmis genlerin
urdnleri yada etkileri salgilanan HA miktarlarinin her zaman benzer olmadigini
gOstermistir (79).

HA birikimi HAS ve Hyal aktiviteleri arasindaki dengenin sonucudur.
R.Cordo ve ark (69), RT-PCR’la normal hamilelik ve spontan diguk modelinde
desiduada HAS1, HAS2 ve HAS3 mRNA ekspresyonunu incelemiglerdir. HAS1’in
HAS2'ye gore daha baskin oldugunu ancak sadece HAS2 ve HAS3'lin plasentada
HAS1 mMRNA ekspresyonunun olmadi§i durumlarda da eksprese oldugunu

bulmusglardir. HAS izozimleri farkli enzimatik 6zellikler gostermektedir (69).

2.5.6.3. Hyaluronidazlar

Hyaluronidazlar, hayvanlar aleminde dagilim gosteren bir enzim grubudur.

Son yillarda hyaluronidazlar yodun olarak calisiilmaktadir ve regulator



fonksiyonlarindan dolayr HA metabolizmasinda 6nemli oldugu dusunulmektedir.
Karl Meyer (82), HA'y1 degrede eden enzimler olarak adlandirilan hyaluronidazlari
tanimlamigtir. Meyer biyokimyasal analiz ve Uuretilen son urunlere bagl olarak
hyaluronidazlari 3 grup igerisinde siniflandirmistir (82).

1. Memeli Hyaluronidazlari; (testis tip) (E.C. 3.2.1.35) endo-B-N-
asetilheksosaminidazlar'dir. Bayuk son urin olan HA kondroitin ve kondroitin
sulfatlar gibi oligosakkaritlerde B-1-4 glikozidik baglarla bélinmektedir ve azalan
terminalde N-asetilglikozamin vardir. Bu sinifin enzimleri memeli spermatozoasinda
yillanlar, suringenler ve hymnoptera (zar kanathlar)larin  zehri, lizozomlarda,
memeli spermatozoasinda bulunan hidrolitik ve transglikozidaz aktiviteleri vardir.
Orn; testikuler hyaluronidaz. (83).

2.  Hyaluronat-3-glikanhidrolazlar; (E.C.  3.2.1.36) (asalak tip
hyaluronidazlar).  Hyaluronanin  glukoronat  baglarini  bdlen  endo-B3-D-
glukorinadazlar'dir ve GAG’lara kars! etkisizdir. Tetrasakkaritler ve hekzasakkaritler
glikoronik asitle Uretilen son Urdnlerdir. Bu sinif, solucanlar ve suliklerin tlkrik
bezlerinde bulunan enzimleri icermektedir (84).

3. Mikrobiyal Hyaluronidazlar; (E.C.4.2.99.1). Mikrobiyal hyaluronidazlar, {3-
eliminasyon  sdrecini  kullanarak (B1-4  glikozidik baglarda hyaluronani
parcalanmaktadir ve A4-5 doymamis oligosakkaritler ortaya ¢ikmaktadir. Bunlar
diger hyaluronidaz gruplarindan farklidir c¢lUnkl aktivitelerinde hidrolizi
kullanmamaktadir. Bu siniftaki enzimler Streptococcus pneumoniae (S. PHL) ve S.
agalactiae hyaluronidazlari igermektedir.

Bunlara ilaveten hyaluronidazlar pH bagimli aktivitelerine bagh olarak 2
gruba ayrilirlar. Asit-aktif hyaluronidazlar, Ph 3 ve 4 arasinda aktiftir. Bu grup insan
karaciger ve serum hyaluronidazlarini igermektedir. Nétral aktif hyaluronidazlar, pH

5-8 arasinda aktiftir yilan zehri ve ari zehri hyaluronidazlari pH-20 dir (82).

Memeli Hyaluronidazlari (HYAL)
C-terminal domaini butin Hyal enzimleri arasinda dizi ve yapisal

fonksiyonunda farkliik gdstermektedir. Bitlin bilinen hyaluronidazlar asidik pH'da



aktiftir. PH-20 ve Hyal2 hari¢ digerleri bir lizozomal lokasyonda bulunmaktadir (85).
Hyaluronidazlarin hepsi kendine 6zgu belli bir optimal pH degerinde aktiftir

Memelilerde hyaluronanin enzimatik degredasyonu bir endoglikozidaz ve iki
ekzoglikozidazlar olmak Uzere Ug¢ ayri enzimin koordineli aktivitesi araciligiyla
olmaktadir (Kimyasal yapisi; bir glukuronidaz, 3-N-asetil-hekzosaminidazlar).

Insanlarda 6 hyaluronidaz benzeri gen dizisi tanimlanmigtir. Bunlar; Hyald,
Hyal2, Hyal3, Hyal4, PHyal1 (bir pseudogen) ve sperm adezyon molekuli 1
(SPAM1)dir. Hyal1 ve Hyal2 insan somatik hicrelerinde eksprese edilen esas
hyaluronidazlardir (86). Zit olarak fare genomu 7 tane gen dizisi igermektedir (87).
Bunlar; Hyall, Hyal2 ve Hyal3, Hyal4, Spam1/PH-20, Hyalpl ve Hyal-5. Hyal5 belirli
bir optimal pH oranina sahiptir ve hem nétral hemde ekstraselller iyonik pH’da
aktiftir (87). Ayrica, Hyal5 farenin disinda sigan’larda da (BC091219) bulunmaktadir.
Spam1 eksik farenin olgun spermatozoasi fertildir ve hyaluronidaz aktivitesini
gosterir. Buda Spam1 eksik spermatozoanin yuzeyinde aktif Hyal5 olmasindan
dolayidir (68, 87).

Hyall insan plazmasinda tanimlanan ve izole edilen ilk somatik
hyaluronidazdir. Yuksek molekul agirlikh izoformu dolasimda bulunmaktadir ve
kaltur hiacrelerinde, doku ekstraktlarinda ve idrarda ortaya ¢ikan izoformlari vardir.
Hyall bir substrat olarak herhangi bir boyuttaki HA'y1 kullanabilir ve bunun
sonucunda da tetrasakkaritleri/hekzasakkaritleri retmektedir (88).

Hyal2, asit aktiftir, glikozilfosfotidil-inositol (GPI) bagiyla plazma
membranina tutunur. Hyal2 soluble form seklinde ortaya c¢ikar (89). Hyal2 orta
boyutlu fragmentlerle (20 kDa) yuksek molekdl agirlikli HA’i pargalar. Hyal1 ve
Hyal2 benzer yapiya sahiptir fakat farkli reaksiyon Urlnleri ortaya ¢ikarirlar. Benzer
calismalar g6z 6nune alindiginda farede Hyal2 eksikliginde embriyonik olarak 6lim
gerceklesmektedir fakat Hyal1 mutasyonunda 6lum gergeklesmemektedir (90).

Hyal3 yaygin olarak ekspre edilmektedir fakat herhangi bir aktivitesi
bulunamamistir (86). Hyal3 kemik iligi, testis ve kondrositlerde ortaya ¢ikmaktadir.
Fibroblastlar, kondrosit farklilasmasina ugradigi zaman Hyal3’lin ekspresyonunu
arttirmaktadir (91). Hyal2 ve Hyal3, IL-1 ve tumor nekrozis faktor-a (TGF-a) gibi

inflamatuar sitokinler tarafindan up-regule edilirken, Hyal1 edilmemektedir (92).



Memeli hyaluronidazlar arasinda, testis hyaluronidazlari iyi ¢alisiimigtir ve
tanimlanmigtir. Memeli spermi SPAM1 olarak ve PH-20 olarak bilinen GPI-bagh
hyaluronidaza sahiptir. PH-20 ovum zona pellusidasi ve kimulus ekstraselller
matriksinde spermin penetrasyonunu kolaylastirmaktadir ve fertilizasyon igin
gereklidir. PH-20, 64 kDa molekuler agirligi olan bir polipeptid olarak
sentezlenmektedir ve hem noétral hemde asidik pH'da enzim aktivitesi
gostermektedir (68). PCR analiziyle PH-20 epididimiste, seminal vezikll, prostat,

disi genital yol, plasenta ve fétal dokuda bulunmustur (93, 94).

2.5.6.4. Hyaluronan Baglayici Proteinler ve Reseptorleri

Hyaledherinler, HA baglayici 6zelligi olan heterogenezis grup proteinleridir.
Bu proteinler, HA baglayici bdlgenin dizilisi ve onlarin hicre i¢i ve hucre digl

lokalizasyonlari olmak Uzere gruplandiriimistir (Tablo 2).

Tablo 2.5.6.2: HA’in hiicre igi ve hicre digi reseptorleri (68).

Hyaluronan reseptorleri

Hucre igi CD44 Ailesi, RHAMM, cdc37, p68 (gelgR), HBP
(Hepatosit baglayici protein), IHABP4, TSG-6, LYVE-1, LEC

Hucre disi Versican, aggrecan, neurocan, brevican, fibronogen, lal

(Tripsin inhibitdru)

Bilinen HA baglayici reseptor ve proteinlerin ¢gogu baglayici modul olarak
adlandirnlan ortak 100 aa. globuler baglayici domain igcermektedir. Bu baglayici
modul boélgesi immunglobulin domaini ve 2 yakin baglayici moduilden olugmaktadir.
immunglobulin domainleri baglayici protein-proteoglikan etkilesiminde goérevlidir.
Oysa ki baglayici molekidl HA'nin baglanmasina aracilik etmektedir (68, 95). Bu
molekuler yapi agrekan, versikan, noérokan ve brevikan ‘nin G1-alanlarinda

(domain) ortaktir.



Hyaluronan Reseptoérleri-Hiicre ici Hyaledherinler
2.5.6.5. CD44

HA icin temel reseptor olan CD44 transmembran glikoproteini yaklagik 20
yil 6nce kesfedilmigtir. TUumor buyumesi, metastaz, inflamasyona aracilik etme,
implantasyon gibi birgok fonksiyonu bu membran reseptdoriyle tanimlanmistir (96-
99). CD44 reseptort O ve N glikolizasyonlari, kondroitin ve heparan sulfat baglari
gibi posttranslasyonel modifikasyonlar ve ekstraseluler domaini etkileyen alternatif
splayzindan dolayi farkli izoformlarda bulunmaktadir. CD44 proteinleri insanda
kromozom 11’de lokalize olan tek bir korunmus gen tarafindan kodlanmaktadir.
CD44 pre-mRNA’s1 20 ekzon tarafindan kodlanmaktadir. Bunlarin 10’u alternatif
splayz tarafindan duzenlenir (Sekil 2.5.6.3). Prensipte 10 varyant ekzonlarin hepsi
farkh kombinasyonlarla 100 farkli izoformla sonuclanabilir.

CD44 pre-mRNA
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Sekil 2.5.6.3: CD44 pre-mRNA’sI 20 ekzon tarafindan kodlanmaktadir, 10
tanesi alternatif splayz tarafindan kodlanmaktadir (100).

Keratinacytes

Ekzon s9’un inkliizyonu normal olarak bircok CD44 transkriptlerinde eksiktir.
Bu da CD44’Un kisa kuyruk formuyla sonuclanir. Daha kisa standart formu CD44’(in
omurgalilarda ve gelisen ve ergin organizmalarda her zaman her yerde eksprese
edilmektedir. Aksine daha buylk varyant izoformlari sadece epitelyal dokuda
eksprese edilmektedir ve |6kosit aktivasyonu, inflamasyonu ve tumér olusumu gibi
Ozel sartlar altinda up-reglle edilir. Zit olarak daha buylk varyant izoformlari
(vCD44) sadece epitelyal dokularda eksprese edilmektedir ve tumorogenezis,



I0kosit aktivasyonu, inflamasyon gibi 6zel sartlar altinda up-regule olmaktadir (100)
(Sekil 8). CD44v'nin ekspresyonunun regulasyonu ve kontrolli mitojenik sinyaller ve
matur RNA igerisinde varyant eksonlarinin inklizyonunu tetikleyen Ras-Mek-Erk

yolaginin stimulasyonuna baghidir.

Hyaluronan-baglayici, amino terminal domain
CD44’in 2 ve 3 standart ekzonlari HA badlayici domain olarak bilinen
amino-terminal globller protein domaini kodlamaktadir. Bu domain, ekstraselller

matriksin bir polisakkariti olan HA ile etkilesmektedir (101).

Kok yapisi

En kiglik CD44 izoformunun amino-terminal globuler domaini bir kisa kok
yapisi (46 aa.) ile plazma membranindan ayrilmaktadir. Bu yapi butin splayz
varyant ekzonlarini icerirse 381 aa. ile bu yapi uzamaktadir. Bu kdk preteolitik
ayrilma bolgelerini icermektedir. CD44’Un ekstraselller kismi MMP’ler tarafindan
boélinmektedir (102, 103). Ekzon v3’Un inklizyonu FGF (fibroblast bluyime faktori),
HGF (hepatosit buyume faktort) yada MIP-1 (kemokin makrofaj inflamatuar protein-
1) gibi buyume faktorlerine bagli heparan sulfatin baglanmasi igin dnemli olan birtek
heparan sulfat ekli bolgeyi olusturmaktadir (Sekil 2.5.6.4) (104).

Transmembran ve sitoplazmik domain

Transmembran bolgesi ekzon s8 tarafindan kodlanan 23 hidrofobik
aa.’lerden olusmaktadir. Transmembran domaini lipid tabakariyla CD44
proteinlerinin birlesmesinden sorumludur. Ekzon s10 tarafindan kodlanan karboksil
terminal sitoplazmasi domain hicre iskeletinin organizasyonu ve sinyallenmesinde

kritik fonksiyonlariyla proteinlerinin baglanmasini desteklemektedir (105).
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Sekil 2.5.6.4: Kok bolgesindeki varyant ekzonlar tarafindan kodlanan sekanslarin
gosterildigi CD44s’in protein yapisiyla daha buyuk varyant izoformu CD44v1-10’nun
karsilastiriimasi (100).

CD44’uiin fonksiyonlar ve etkilesen partnerleri

Herhangi bir hicre adezyon molekilli gibi CD44 hicre-hlicre ve hicre-
ekstraselliler matriks etkilesimlerine aracilik etmektedir. CD44 ekstraselller
matriksle ve soluble ekstraselller komponentlerle etkilesebilmektedir. CD44’(n esas
ligandi HA'dir (97). ECM araciligiyla adezyon ve migrasyonunun yaninda CD44
proteinleri organ gelisimi, T hicre farklilasmasi, hematopoezis, sitokin ve kemokin
baglanmasi dahil birgok vital fizyolojik olaylara katilmaktadir. CD44 birgok fizyolojik
olayda rol oynamasina ragmen kronik inflamasyon ve tumdrogenezis gibi
patofizyolojik olaylarda da rol oynayabilmektedir. CD44’Gn multifonksiyonelligi farkl

molekdillerle onun ekstra ve intraselller etkilesimlerinden dolayidir (101).

Ekstraseluler etkilesim molekiilleri

Platform fonksiyonu

CD44 proteinleri buylime faktorleri gibi soluble ekstraselliler molekdller icin
Ozellesmis platformlar olarak fonksiyon gorebilmektedir. CD44 badli heparan silfat
zincirleri onlari baglama kapasitesindedir. CD44 hicre ylzeyinde MMP9'u
dizenlemektedir. CD44, TGF-B’'nin aktive olmasi i¢cin MMP9Q’la biraraya gelmesini
saglayarak anjiogenezisi ve invazyonu tetiklemektedir (106). MMP7 ve onun
substrati olan HBEGF'’in proformu muhtemelen CD44v3 bdlgesinin heparan stilfat
zincirleri araciligiyla hucre yuzeyine baglanmaktadir (Sekil 2.5.6.5). CD44 gibi bir

heparan silfat proteoglikan ile heperan baglayici buyume faktorlerinin baglanmasi



onlarin yuksek affiniteli reseptorlerin aktivasyonu igin gereklidir. Aktive olmus
HBEGF hdcre yasami icin sinyal olusturan ErbB reseptor trozin kinaz, ErbB4
aktivasyonununda rol oynamaktadir (107).

Sitokin, osteopontin ile CD44v6,7’nin etkilesimi fare kemik iligi htcrelerinin
hicre yasami ve inflamasyonunu yurutmektedir (101). Varyant 3 bolgesinde
heparan sulfat modifikasyonu igeren CD44 proteinleri FGF ailesinin uUyelerini
dizenleyebilmektedir. Bu platform fonksiyonu hlicre ylzeyine entegre olan ve

konsantre olan olaylari sinyalleyen fizyolojik olaylar igin énemlidir (100).

Sekil 2.5.6.5: Platform fonksiyonu. MMP7 ve onun substrati olan HBEGF’in
proformunun CD44v3 bdlgesinin heparan sulfat zincirleri araciligiyla hicre ylzeyine
baglanmasi (100).

Ko-reseptor fonksiyonu

Sinyal transdiksiyonunda ortaya ¢ikan konsept ko-reseptorler gibi
fonksiyon gorebilen hucre adezyon molekulleridir ve son raporlar CD44’Un iyi bir
ornek oldugunu gostermistir. CD44’Un kendisinde kinaz aktivitesi olmamasina
ragmen o reseptor-trozin kinazlarla iglev gorebilmektedir ve onlarin kinaz aktivitesini
module edebilmekte veya onlarin aktivasyonuna aracilik etmektedir. CD44v6 trozin
kinaz reseptori c-met ve onun ligandi olan SF/HGF (scatter factor/hepatocyte
growth factor) ile iligkili oldugu gdsterilmigtir. Multimerik kompleks, CD44v6/c-
met/HGF formasyonu, c-met otofosforilasyonu ve sinyallenmesi igin gereklidir (Sekil
2.5.6.6) (108).

CD44, ErbB reseptorlerinin trozin kinaz ailesi icin ko-reseptér olarak
fonksiyon godrmektedir. Bazi hicre hatlarinda ErbB1, ErbB2, ErbB3 ve ErbB4’de
etkilesmektedir. Yukarida tartisildigi gibi, CD44-ErbB4 kompleksinin fonksiyonu



hiacre yasamini saglayan MMP7 tarafindan HBEGF’in yapimina yol a¢gmaktadir
(207).

Melonoma hicrelerinde laminin a5 ile CD44’Gn Dbirlesimi  tUmor
migrasyonunu, invazyonu ve anjiyogenezisi inhibe etmektedir (101). Platform ve ko-
reseptor fonksiyonlarinin her ikisi antijenik stimulasyon ve inflamasyon sirasinda
immun sistemin hucrelerinde CD44’Un aksiyonundan sorumludur. Bu fonksiyonlar

tumor hicrelerinin anormal proliferasyonunda gosterilmistir.

Sekil 2.5.6.6: CD44v6 trozin kinaz reseptdri c-met ve onun ligandi olan SF/HGF
(scatter factor/hepatocyte growth factor) ile iligkisinin sekilde gosterimi. Co-reseptor
fonksiyonu. CD44v6/c-met/HGF (multimerik kompleks) formasyonu, c-met
otofosforilasyonu ve sinyallenmesi i¢in gereklidir (100).

intraseliiler etkilesen molekiiller

Sinyallenme molekiillerinin etkilesimi

Ekstraseluler etkilesimler yaninda birgok intraseliler sinyallenme
komponentleri CD44’4n sitoplazmik kuyrugu ile kompleks olusturmaktadir.
intraseliiler molekdiller Rho ailesinin GTPazlari ve Src ailesinin non-reseptor trozin
kinazlaridir. CD44, Src, Lyn, Lck, Fyn ve Hck ile birlikte immuno c¢okelti
olusturmaktadir ve CD44’Un aktivasyonu onlarin substratlari ve kinazlarin trozin
fosforilasyonunu stimule etmektedir (101). Ancak bu etkilerin direk mi indirek mi
oldugu belirli degildir ve onlarin herhangi bir fonksiyonel 6éneme sahip olup
olmadiklari agik degildir.

CD44 integrin  VLA-4’le birlesmektedir. Bu etkilesim inflamasyon

bdlgelerinde T-hucrelerinin ekstravazasyonu igin gereklidir (97).



Smad1, CD44’Un sitoplazmik domainiyle birlesmektedir. Bu etkilesim Kemik
morfongenetik faktor (Bone morphogenetic protein-7, BMP-7) ile hucresel yanitin

olusumunu saglamaktadir ve kondrosit farklilagsmasi icin gereklidir (101).

CD44’un proteolitik olugsumu

Onceden anlatildigi gibi CD44’lin ekstraseliiler kdk bdélgesi membranda
goémull olarak bulunan bir C-terminal fragmentlerinden ayrilan MMP’ler tarafindan
bolinmektedir. Bu proteolizis prenesilin-1/y sekretazlar tarafindan C-terminus
fragmentinin daha fazla olusumu icin gereklidir ve CD443-like peptidin sekresyonu
ve bir CD44 intraseliler domain fragmenti ile sonuglanmaktadir. Bu CD44-ICD
nikleusta transloke olmaktadir ve CD44’Un kendisini kodlayan gen olan hedef

genlerin transkripsiyonunu yuriatmektedir (109).

CD44’un fonksiyonlari
CD44 proteinleri, implantasyonda, immun sistemde, hematopoezis,

embriyonik gelisim, tumaor gelisimi gibi birgok dnemli fonksiyona sahiptir (101).

CD44’iin implantasyondaki rolii

Normal menstrual siklus akisl sirasinda endometriyum remodelige ugrar
fakat regulasyonu iyi anlasilamamistir. Degiskenlerin biri embriyo implantasyonu
icin uygun bir ¢gevrenin transformasyonudur ve reseptivitenin olmasidir. Bu birkag
hormon ve stromal ECM molekllleriyle etkilesen birgok transmembran
reseptorlerinin bulunmasiyla olmaktadir. Bu reseptorlerden birisi olan CD44, ECM
komponenti olan HA'y1 baglamaktadir (75). HA temel reseptéri CD44'tir. CD44E
epitelyumda bulunmaktadir, CD44H ise stromada bulunmaktadir. CD44H, CD44s
olarak bilinmektedir ve HA icin bir reseptor olarak islev gormektedir (74).

CD44, menstrual siklusun tum fazlarinda endometriyumun stromal ve
epitelyal hacreleri ve hamilelikte desidualize olmus stromal hucrelerinde eksprese
edilmektedir (74). CD44 polimorfiktir ve multifonksiyoneldir. Sadece lenfositlerde
eksprese edilmez, bircok epitel tirinde eksprese edilir. HA'nin birgok etkisi onun

hlcre yuzey reseptorleri araciliiyla olmaktadir (75).



CD44 izoformlari epitelde orta-ge¢ sekretuar fazda ortaya c¢ikmaktadir.
Campbell ve ark (110), preimplantasyon insan trofoblastlarinda CD44’lUn
bulundugunu fakat implantasyonu takiben 8-11 haftalarda trofoblast ylzeyinde
down-reglle oldugunu gdstermislerdir. Afify ve ark (75), CD44s'’in, sekretuar faz
sirasinda endometriyal stromal hulcrelerde eksprese edildigini gostermiglerdir.
Sekretuar faz sirasinda CD44’Un agiri ekspresyonuyla bir fertilize olmus ovum’un
implantasyonunda bu molekllin rol oynadigi ileri sUrGlmektedir. CD44,
endometriyum ve ovum arasinda adhezif temasin erken evrelerinde fonksiyon
gormektedir. Bu fazda endometriyumda CD44 ekspresyonunda azalma veya kayip
infertilite veya erken dusuge neden olmaktadir. HA aracili morfogenezis
bdlgelerinde post implantasyon fare embriyolarinda CD44 ekspresyonunun gegici
veya aralikli olarak regulasyonu reseptor-ligand etkilesiminde rol oynamaktadir.

CD44’un heterojenitesi, molekulin ekstraseluler domain icinde bir bdlgede
cesitli kombinasyonlarinda eklenen splayz eksonlari vardir (10 tane). Her yerde
ekspre edilen CD44’Un standart formunun aksine varyant eksonlari iceren splayz
varyantlari normal dokularda sinirli eksprese olmaktadir. Orn, CD44v6 ekspresyonu
bir grup epitel dokuda (yassi epitelyum hucrelerinde veya B-hicre aktivasyonu
sirasinda gegici olarak) bulunmustur. Ayrica CD44v6 bazi tumodrlerin metaztazik
potansiyeli ve malignant transformasyonunda gdsterilmistir. CD44v6, sekretuvar faz
sirasinda glandular epitel hlcrelerde asirn ekspre edilmigtir. CD44v6, glandular
epitelyal hulcrelerde eksprese edilirken CD44s c¢evredeki stromal hicrelerde
eksprese edilir. 2 doku (epitel ve stroma) kompartmanlarinda CD44s ve CD44v6
ekspresyonundaki farklilik farkli mekanizmalar tarafindan kontrol edilmektedir.
Endometriyumda blytme ve farkhlasmasinin regtlasyon sekillerinin glandular epitel
ve stromada farkli oldugu bilinmektedir. CD44v6 ekspresyonu menstrual siklus
sirasinda endometriyal glandular hicrelerin maturasyonu ve farkhlagsmasiyla ilgilidir.
Varyant CD44 formalarinin  mRNA’lari, musin  baglayici  domainlerin
karakteristiklerine sahip, hucre yuzeyinde eksprese edilen olgun glikoproteinleri
olusturmaktadir ve sekretuvar fazda endometriyal glikokalikse katildig
dusunulmektedir (75).



HA internalizasyonu ve Degredasyonunda CD44 Etkisi

CD44, HA’nin internalizasyonu ve intraselliler degredasyonuna
katiimaktadir. Bovine kondrositleri, donusturtlmus fare fibroblastlar (SV-3T3), insan
ve hamster alveolar makrofajlari CD44 bagl bir sekilde HA baglamaktadir. CD44’(n
kendisi HA ayrisgtirici aktive gostermez. Makrofajlar tarafindan HA’nin ayrilmasi
(cleavage) chloroquine ve NH4CL ile bloklanabilir. CD44 bagimli internalizasyonu
takiben HA'nin degredasyonu makrofajlar ve invazif timor hdcreleri gibi mobil

hlcrelerin hareketliligini kolaylastirir (111).

Embriyonik Gelisimde CD44

Sigcan, fare, tavuk ve insan embriyonik gelisimi sirasinda CD44
proteinlerinin ekspresyonu birgok c¢alismada incelenmisken, CD44 gelisimsel
sureclerdeki sadece birkag durumda tanimlanmigtir (111).

CD44 proteinleri timus ve uzuv gelisimi icin gereklidir. Timus gelisimi
sirasinda, fetal karaciger ve yetiskin kemik iliginden eksprese edilen CD44v
hicreleri fetal timik stromay: etkili bir sekilde yerlestirir ve olgun T hicreleri gelistirir.
Fetal timik organ kulturlerinde anti-CD44v (v6, v7, v10) antikorlari timosit geligimini
bloklar. CD44 varyant proteinleri timik stroma ile hematopoietik hiicrelerin progenitor
hdcrelerin ilk etkilesimi igin gereklidir. Uzuv olusumu sirasinda, CD44v3 igeren
izoformlar uzuv mezenkimal hucrelerine FGF-8 sunumu igin ve takip eden
proliferasyonu igin énemlidir. Bu CD44 splayz varyantlari apikal ektodermal sirtinda
(AER) FGF ile ko-lokalize olmaktadir; erken uzuv gelisiminde FGF proteinleri
heparan suilfat bagimh olarak baglanirlar. AER’nin CD44 spesifik antikorlar ile
muamele edilmesi CD44 bagimh FGF-8 sunumuna engel olarak AER’nin stimulator

kapasitesini tamamen bloklamaktadir (111).

Hematopoeziste CD44
CD44 kemik iligi hematopoietik progenitdr hiicrelerde eksprese olmaktadir.

Bu ekspresyon hematopoietik sistemin gelisimi igcin dnemlidir.



CD44 varyant proteinleri hematopoiezde de rol oynamaktadir. CD44s ve
CD44 varyant proteinleri myelopoiezde de farkli roller oynayabilmektedir. Farkli
CD44 varyant antikorlari hematopoiezin farkh stimulasyonlarini tetikler. Hem
CD44v4 ve v6 antikorlari kemik iligi makrofajlari Gzerinde etkilidirler ve GM-CSF
uretimini stimule etmektedirler. Fakat v6 antikorlari IL-6 Uretimini stimule ederler. Bu
durum hem CD44v4’in hemde CD44v6 antikorlarinin myelopoiezisi stimule ettigini
ve sadece CD44v6 antikorlarinin lenfopoiezi stimule ettigini aciklar (112).

Hematopoiezise CD44’Un diger bir fonksiyonel katkisi, insan hematopoietik
progenitdor hlcrelerde major E-selektin ligandi olarak tanimlanan CD44’Un
bulunmasidir. E-selektin deride T hucrelerinin doku spesifik migrasyonunda kritik bir
rol oynamaktadir ve primitif hematopoietik progenitér huicrelerin kemik iliginde

toplanmasinda rol oynamaktadir (113).

inflamasyonda CD44

Hem CD44 hemde HA inflamator hastaliklarda énemli rol oynamaktadir.
KMB81 (HA’nin CD44 baglanimini engelleyen antikor) ’in yénetimi inflamator
septomlari azaltan IRAWB14 (HA baglanmasini tetikleyen antikor) ile tedavide
hastahidi kotulestirir. Kultire edilmis endotelyal hicre hatlarinda ve primer
endotelyal kultlrlerdeki hiicre hatlari HA ekspresyonunu arttirmaktadir ve bakteriyal
lipopolisakkaritler gibi TNF-a ve IL-1B proinflamatuar sitokinleri tarafindan
indUklenebilir. CD44 ile dusuk molekal agirlikli HA'nin etkilesimi inflamasyonda

guclu regulator sinyal olarak etki gosterir (111).

Lenfosit Homingi ve Lokosit Ekstravazasyonunda CD44

Lenfosit homingi, kan lenfositlerinin lenfoid organlara déonisumudnd igeren
bir surectir. Kan dolasimindaki Iokositler cesitli dokulara ekstravazasyonunda
bulunabilirler. Lokositlerin ekstravazasyonu birgcok basamaktan olusmaktadir.
Lokositlerin vaskuler duvar ile etkilesime basladiklari siradaki ilk olay roling olarak
bilinmektedir. Bu etkilesimi roling hucrelerin damar sistemi duvarlarina adezyonu ve
takip eden ekstravazasyon izler. Birgok durumda primer adezyon olayi, selektinler

ve onlarin karbohidrat ligandlariyla bagimlidir. integrin ailesi Uyeleri sekonder



adezyon olaylarindan  sorumludur. Bazi  durumlarda CD44  [Okosit
ekstravazasyonunda da rol oynamaktadir. CD44’ler ve ligandi olan HA endotelyal
yuzeylerdeki 16kosit rolingi ile iligkilidir. CD44 spesifik antikorlar KM201, KM81 yada
asirt HA ile yarigma rollingi egale ederler.

Bu veriler gostermektedir ki, CD44 homing reseptoru degildir fakat bir
sekilde homing icinde rolu vardir. Ayrica CD44 lenfositlerin ekstravazasyonu ve

hareketliliginde bir rol oynamaktadir (114).

2.5.6.6. RHAMM

RHAMM (receptor for hyaluronic acid-mediated motility), HA ile
baglanmaktadir ve hyaledherinler olarak adlandirilan bir heterojen protein grubuna
aittir. Hucre yuzeyinde, sitoplazmada ve ¢ekirdekte bulunan bir HA reseptoradur ve
farkh htcre tipleri tarafindan eksprese edilmektedir. RHAMM, izorforma bagli olarak
hdcre i¢i sinyal iletiimesinin ve hucre iskeletinin dizenlenmesi ve migrasyona
aracilik eden HA’ya katilmaktadir. RHAMM ile HA etkilesimi birgok hucre sinyal
yolagini tetiklemektedir. Bunlar; protein kinaz C, fokal adezyon kinaz (FAK), MAP
kinazlar, niklear faktér-kB, RAS, fosfotidilinositolkinaz (PI3K), tirozin kinazlar ve
hucre iskelet komponentleridir.

RHAMM hucre motilitesinde rol oynamaktadir. Bazi galismalarda TGF-3
uyarimli fibroblastlar, diz kas hucreleri, makrofajlarin ve ras-transforme olmus
fibroblastlarin lokomasyonunda RHAMM’in roli gdsterilmistir. Hlicre migrasyonuna
bagli olarak RHAMM’In, bir protein tirozin fosforilasyon yolagi araciligiyla fokal
adezyonlari duzenledigi bulunmustur. RHAMM’in 2 buyulk izoformundan;

1. Hicre yizey RHAMM’;; HA bagh mekanizma tarafindan birgok htcre
tiplerinin invazyonu ve motilitesinin devamliliginda rol oynamaktadir.

2. RHAMM:'n intraseliiler varyanti (HABP),; sentrozomda lokalize olmaktadir
ve dynein ile capraz baglanarak birlesmesi araciligiyla hicre kontroll ve mitotik ig
formasyonu ve butunligini module etmektedir. RHAMM’In aktin ve mikrotlbul
hlcre iskelet elementleriyle de iligkisi bulundugu 6nceki galismalarda gosterilmigtir
(68).



RHAMM formlari

En buyuk intraseliler RHAMM proteini, 85 kDa (insanda) ve 95 kDa
(murinde) kodlayan yapisal olarak eksprese edilen ve RHAMM mRNA transkripti
olan RHAMM v5 olarak tanimlanmistir (115).

v5 bir butiin uzunlukta translate olmaktadir, bircok dokuda bulunmaktadir ve
MRNA transkripti eksprese etmektedir. Uzun formlu mRNA transkripti v4 kodlar. v4
transkripti hicre tabakalastiktan sonra eksprese edilmektedir ve kuguktur. Bununla
birlikte v4 proteini, v5 proteininin proteolizisi veya v5 mRNA transkripti i¢inde
bulunan internal baslama kodonlarinin kullanimi gibi bircok mekanizma tarafindan
uretilmektedir (115, 116).

Rhamm formlarinin subseliiler, selliler doku dagilimi

Subseliler dagilimi

Yapilan c¢alismalarda, RHAMM‘n hucre vyuzeyinde, sitoplazmada ve
nikleusda ortaya c¢iktigi rapor edilmistir (117). Biyolojik olarak aktif v4 formu,
podozomlar gibi dinamik subselller yapilarda lokalize olmaktadir. Zit olarak v5
perinUklear bolgede ortaya ¢ikmaktadir. Scanning elektron mikroskobu genigleyen
mikrovillusla lokalize oldugunu gOstermigtir fakat molekuler yapisi henlz
bilinmemektedir., RHAMM’'In hicre yuzey formunun ekspresyonu hicre
tabakalasmasini takiben ekspresyonunda gecis olarak degismektedir ve hucre-
hicre temasinin artisi yavas yavas kaybolmaktadir. HA gibi molekdllerin
eklenmesiyle hucre yuzeyinde RHAMM’'In ortaya cikigi ilerlemektedir. Hulcre igi
RHAMM depolanmaktadir ve hicre yuzeyinde hedefleme i¢in hazir durumda
beklemektedir (115).

Hicre yizey RHAMM’I hastalikta daha fazla eksprese edilmektedir ve
dinamik olarak ortaya ¢ikmaktadir. RHAMM’in splayz formlarinin birgogu transforme

hlcrelerde veya kanser biyopsilerinde bulunmustur (118).

Huicre doku dagilimi
RHAMM formlari birgok memeli hlcre tiplerinde eksprese edilmektedir.

Bunlar fibroblastlar, diz kas hucreleri, endotelyal hucreler, makrofajlar, immatur



timositler, B hlcre turevleri, kemik iligi stromal hucreleri, keratinositler, sperm,
astrositler, astrositomazlar, merkezi sinir hucreleri, mikroglial hucreler, sprouting
olfaktor sinir hiicreleri, akciger adenokarsinoma, malignant akciger epitel hiicrelerdir
(115, 119).

RHAMM’In fizyolojik rolleri

RHAMM’in birgok formunun hastalikta asiri eksprese edildigi rapor edilmistir
ve v5 formu birgok yetiskin homeostatik dokuda eksprese edildigi bilinmektedir.
Bundan dolayr daha kisa RHAMM formlari normal dokuda hasara yanit olarak
gecici olarak ortaya ¢iktigi gosterilmistir. Orn; bleomycin uyarimli akciger hasari
veya derinin eksizyonel hasari. Sican deri eksizyonel yara’larda RHAMM v4
hasardan sonra hizli bir sekilde eksprese edilmektedir fakat 24 saat sonra
kaybolmaktadir. RHAMM Kkeratinositlerde, makrofajlarda, go¢ eden fibroblastlarda
artmigtir.

Bu go6zlemlere bagh olarak keratinositlerde transgenik ekspresyonu v4’n
bir fonksiyon baskilayici mutant formu MEK1 ile kompleks olusturma veya erk1 ile
baglanmasi olmamaktadir. Ekr1’in aktivasyonunu azaltmaktadir ve eksizyonel yara
iyilesmesi sirasinda degismektedir. Yaranin tekrar epitelizasyonu ve kontraksiyonu
sinirlanmaktadir. RHAMM'Iin bu etkileri (yara iyilesmesinde) pleyiotropik oldugunu
ortaya cikarmigtir. Yine hasar goren kemirici derisine RHAMM peptidlerinin
uygulanmasi kontraksiyonunu azalttigi igin pleyiotropik oldugu gorulmektedir. Ama
skar formasyonunda bir azalmayla sonucglanan kollajen 3 sentezini inhibe
etmektedir. Bu etkilerin bazilari, yara bolgesinde fibroblast ve makrofaj
migrasyonunun azalamasiyla ortaya ¢cikmaktadir. Yaralanma, kronik inflamasyon ve
hicre transformasyonuna takiben RHAMM’In glcli up-regulasyonunu, bu
hyaledherinlerin  ekspresyonunun kontrolinde onkogenlerin veya buylime

faktorlerinin oldugunu gdéstermektedir (115).

Hiicre modeli
RHAMM’In aktif formlari, hasarlanmaya takiben dokuda hicre aktivasyon

evrelerinin  regulasyonuna  katilmaktadir.  Dokularda  hulcreler  genellikle



farkhlasmanin bir homeostatik durumunda devam etmektedir. Hicre donusumu ile
duzenli araliklarla kesilmektedir. Somatik mutasyon veya hasarlardan sonra
hucreler aktive olmaktadir ve bu aktivasyon normal olarak duzenli bir sekilde kontrol
edilmektedir. Ornegin, doku hasarina takiben trombositlerin lokal adheransi ve
plazmaya girigi bir sitokin dalgasiyla sonuglanmaktadir ve hucreler bu faktorlere
hemen ve maximum sekilde yanit verirler. Aktiflesmis RHAMM ve hucre yuzey
RHAMM formlarinin ekspresyonu gecici hasar durumuyla karakterize olan
podozomlarin  gorulmesiyle sonug¢lanmaktadir. Erk1 kinazin  duzenlenmis
aktivasyonu bazi MMP’larin ekspresyonunu saglamaktadir ve buylime faktorlerine
yanit verme kapasitesi sinirhdir. Bu durum hucre siklusu, hiicre motilitesi ve matriks
remodelinginin baglamasina izin vermektedir (115).

Lenfatik vaskiiler endotelyal hyaluronan reseptér (LYVE-1), damar
endotelinde eksprese edilen HA baglayici proteindir ve HA baglayici domain igeren
diger baglayici proteinler ve CDA44’le iligkilidir. LYVE-1, cDNA ekstraseluler
alaninda lokalize olan tek bir baglayici modul ile 322 integral membran
glikoproteinini kodlamaktadir. LYVE-1 CD44’le %43 oranda benzerlik gosterir.
LYVE-1, insan, si¢can ve farenin lenfatik endotelyumunda asiri derecede eksprese
edilmektedir. Ayrica, dalak ve akcigerin sinozoidal endotelyumunda ve aktive olmus
doku makrofajlarinin farkl populasyonlarinda ekspre edilmektedir. LYVE-1 damar
vaskularizasyonunda CD44-HA etkilesimlerini reglle etmektedir (68).

Layilin, HA reseptoru olarak karakterize edilmistir ve hiicre migrasyonu ve
morfolojsinde rol oynadigi dusunulmektedir. Yapilan c¢alismalar Layilin’nin hucre
adezyonuna aracilik etme kapasitesi olan fonksiyonel bir HA reseptorld oldugunu
gOstermistir. Layilin diger bilinen HA reseptorleriyle ayni homolojiye sahip degildir.
Layilin baglayici bir domain icermez, ortak bir HA baglayici modul bircok ECM

proteinleri ve hlicre-yluzey reseptorlerinde bulunmustur (68).

Ekstraseluler Hyaledherinler
Ekstraseluler hyaledherinler ‘hyalektinler olarak tanimlanan bir gen

ailesinden olugan ve agrekan, norokan ve brevikan iceren hyaluronan baglayici



proteoglikan grubudur. Bu proteoglikanlar ECM’nin komponentidir ve her
proteoglikan merkezi sinir sisteminde nérokan ve brevikan, kikirdakta agrekan, farkl
yumusak dokularda bulunan versikan ile karakteristik dagihim gostermektedir. HA
bazi matriks hyaledherinlerle etkilesimiyle ECM vyapisini stabilize eder. Temel
kikirdak proteoglikan molekilu olan agrekan HA ile, HA baglayici domain (link
module) araciliiyla gugli bir sekilde etkilesim gostermektedir. HA zinciriyle
proteoglikanlarin baglanmasi bagdlayici-protein tarafindan saglanmaktadir. ECM

icerisinde proteoglikanlarin korunmasi HA ile etkilesimine baghdir (120).

2.5.6.7. VERSIKAN

Versikan protein yapisi

Versikan HA'nin hlcre disi reseptorlerindendir. Cesitli versikan ana
proteinleri tanimlanmistir. insanlarda 4 varyant formu bulunmaktadir (vO, v1 ,v2 ve
v3). Tum versikan splayz proteinleri immunoglobulin benzeri gemberi olan link
protein benzeri bir yapi, pespese dizilmis n-terminal globller domaini ve 2 EGF
benzeri element seti (bir c-tip lektin domaini ve c-terminal globuler domainde
komplement dulzenleyici protein) icermektedir. Versikan splayz varyantlar
arasindaki farklihklar ana proteinlerin merkez bdlgelerindedir. Versikan vO da, 2
GAG taslyici segment, (GAG-a ve GAG-b) vardir, bu segmentleride 17-23
potansiyel kondroitin sulfat (CS)/dermatan sulfat (DS) baglayici bolgelerde tasir.
Daha kiguk olan v1 ve v2 izoformlari GAG-a yada GAG-b domainlerinden
yoksundurlar ve 12-15 ve 5-18 potansiyel GAG baglayici bolgeleri vardir. Versican
v3‘de hicbir GAG tasiyici molekul yoktur. Karbohidrat subsititisyonlarinin sayisi,
boyutu ve kompozisyonu sadece GAG zincir baglayan bdlgelerin uzunlugundan
etkilenmez, hicre ve doku tipi ve lokasyon gibi g1 ve g3 domainlerinden de
etkilenmektedir (121) (Sekil 2.5.6.7).

Versikanin biyosentezinin diizenlenmesi
Farkli hicre ici sinyal ileti yolaklari farkh hicre ve dokularda versikanin

biyosentezini duzenlemektedir. Trombosit kaynakl bliyume faktoru (Platelet Derived



Growth Factor, PDGF) ve anjiyotensin-2 reseptor tirozin kinaz bagimli
mekanizmalari takiben duz kas hucreleri tarafindan GAG zincirinin buyumesini
(uzamasi) ve versikanin kor-proteininin  (¢ekirdek) ekspresyonunu stimule
etmektedir (121). Rahmani ve ark (122), fosfotidilinositol 3-kinaz (PI3K)-protein
kinaz B (PKB/Akt) sinyallenmenin duz kas hucrelerinde versikan transkripsiyonun
regulasyonunu sagladigi gostermiglerdir. Protein kinaz B, duz kas hucrelerinde
PI3K iligkili gen duzenlenmesinin majoér bir down-stream efektorudir ve FOXO
(forkhead box transcripsion factor class O), cAMP yanith element baglayici protein
(CREB) nuklear faktor-kB (NF-kB) ve p53 dahil birgok transkripsiyon faktorlerini
kontrol etmektedir.

Versikan geni aktif WNT proteini ile stimule edilen insan embriyonik
karsinoma hicrelerinde kanonikal Wingless (Wnt) sinyallenmesinin hedef geni
olarak tanimlanmigtir (123). Frizzled ve LRP5/6 ko-reseptorleri icin gerekli olan Wnt
ligandi B-katenin yikim kompleksinin aktivitesini inhibe etmektedir. APC, axin ve
GSK-3b dahil kompleks proteinler B-kateninin fosforillenmesini saglayarak,
proteozonlar tarafindan yikimini  engellenmis olmaktadir. Wnt-B katenin
sinyallenmesi normal ve hastallk durumlarinda versikan ekspresyonuna aracilik
etmektedir (122).

Stromada artan versikanin daha yuksek tumor reklrans orani ve daha da
ilerlemis hastalik durumuyla iliskili oldugunu goésteren bircok ¢alisma vardir (124).
Wnt aile Uyelerinin, TGF-B superailesine ait kemik morfogenik proteinler ve PDGF
reseptor dahil bircok geni duzenledigi gosterilmistir (125). Wnt (122), TGF-B1 ve
PDGF (126) sinyallenmesinin versikan geninin ekspresyonunu regule eden
mediyatdrler arasinda oldugu gosterilmistir. Bu kanit SHH (sonic hedgohog)
sinyallenme ve versikan ekspresyonunun timor gelisiminde ortak bir fonksiyonunun

oldugunu desteklemektedir (125).

Versikanin biyolojik rolu
Versikan tim vucutta eksprese edilen ECM’nin ana komponentlerinden

biridir. ECM’ye, gevsek ve hidrate olmus matriks yaratmak igin gerekli olan



higroskobik ozellikler kazandirir, bu matriks gelisim ve hastalikta anahtar olaylar
desteklemek icin gereklidir. Hucrelerin ve molekullerin direkt yada indirekt
etkilesimleri yoluyla, versikan hlicre adezyonu ve sagkalimi, hlcre proliferasyonu,
hicre migrasyonu ve ECM assembly (toplanmasi) reglle eder (126). Versikan
kendisine baglanan partnerler ile n ve c terminal globuler bolgeler ve merkezi GAG
baglayan bdlgesi araciliiyla etkilesirr ECM komponentlerine hyaluronan, tip 1
kollajen, tanaskin r, fibolinl ve 2, fibrilin 1, fibronektin, p ve | selektin ve kemokinler
ile baglanir. Versikan hucre yuzey proteinlerinden CD44, integrin b1, egf reseptorii
ve pselektin glikoprotein ligand 1l'ede baglanmaktadir (127). Bu ¢oklu baglanma
etkilesimleri hiicre ve doku davraniglarinda onemli rol oynamaktadir.

Versikan kan damarlarinda fazla miktarda bulunan proteoglikandir. Onun
ekspresyonu birgok kardiyovaskuler hastaliklarda modtle olmaktadir (126). Belirgin
olarak abdominal aortik anorismis gelisim sirasinda degrede olmaktadir. Belirgin
olarak arteriyal SMC proliferasyonu ve migrasyonu igin gerekli olan periselller
matriksi olusturan hyaluronan ve diger ECM komponentleri ile etkilesimi araciligiyla
ve erken lezyonlarda toplanmaktadir. Arteriyal diz kas hucreleriyle versikanin
ekspresyonu, inflamator bolgelerde salinan TGF-B, PDGF, EGF, bFGF ve interldkin
1B gibi bircok buyume faktorleri ve sitokinler tarafindan dizenlenmektedir (126).
Versikan’nin trombozis, inflamasyon ve lipit akimulasyonunda rolleri oldugu
bilinmektedir (125, 126).

Versikan subendotelyal tabakada onlarin akimulasyonunu saglayan LDL
(dusuk yogunluklu lipoproteinler) ile baglanabilmektedir. Kdpuk (foam) hlcrelerinin
yeterli formasyonu, makrofajlar ve arteriyal diz kas hucreleri tarafindan asiri
internalizasyonu ve onlarin yapisal modifikasyonlarini  kolaylastirmaktadir.
Kondroitin sulfat/dermatan sulfat (CS/DS) zincirlerinin uzunlugu ve sulfasyonu LDL
baglanmasi ve oksidasyon icin dnemlidir (124, 126). CS/DS’nin sulfasyon seklinde
onemli degisimleri arterosklerozisin gelisiminde gosterilmigtir (128). Azalmig
stlfasyonunun ortaya c¢ikmasi sinirh  antitrombin aktivitesi ve osmotik
regulasyonunun bozulmasi ile trombozisin lezyonlari predispoze etmektedir.
Versikan ECM ile inflamator hicrelerin CD44 bagimh etkilesimlerine stabilize eden

erken  arteriosklerotik  lezyonlarda inflamator  hdcrelerinin - toplanmasini



etkilemektedir (124). G3 domaini makrofaj agregasyonunda gosterilmistir ve PSGL-
1 ile baglandigi gosterilmistir. Bu aktivite arterosklerozisin gelisen lezyonlarinda
inflamatuvar fazlari sirasinda I6kosit akimulasyonunun ilerletiimesinde 6nemlidir.
Kemokinlerin yanisira P ve L selektin gibi inflamatuvar I6kositlerin ylzeyinde
bulunan diger adezyon molekulleriyle CS/DS zincirlerinde asiri sulfatlanmig
dizilimlerin etkilesimi inflamatuvar kemokinlerin varligini etkilemektedir. inflamatuvar
hlcreler icin birgcok baglayici bolgeler saglamaktadir (124).

Versikan ECM’nin toplanmasini etkilemektedir ve vaskiler hastalikta ECM
remodelinginde 6nemli olan elastik lif olusumunu kontrol etmektedir (126). Elastik
lifler dokularda azalmasina ragmen versikan seviyeleri artmistir. Versikan sentezinin
inhibisyonu veya V3 izformunun asiri ekspresyonu invivo ve invitro olarak elastik lif
formasyonunu uyarmaktadir (125). Hicre ylzeyinde versikan, hyaluronan, CD44
suplomolekiler komplekslerinde glikolizienmemis V3 tarafindan CS/DS iliskili
versikanin tasinimi veya degistirilmesi elastik fibril toplanmasinin formasyonu ve
tropoelastinin asiri ekspresyonu elastin baglayici proteinin serbetlestiriimesinden
sorumludur (124).

Versikanin  abnormal ekspresyonu gesitli  kanser tiplerinin  tUmor
stromasinda gosterilmistir. Bazi malign hicrelerin versikan dretmesine ragmen
versikan aktiflesmis stromal fibroblastlar tarafindan sentezlenmektedir. Versikanin
ekspresyonu kanser hucre yayilimi tumor buyumesi ve artan neoanjiyogenezis ile
iligkilidir (124). Tiamor stromasinda bulunan versikan onlarin GAG tipinde 6nemli
post-translasyonel modifikasyonlariyla tanimlanmistir ve 6-sulfatli CS yapisi tumor
versikaninda predominant GAG tipidir. immatir dokularda bulunan 6-siilfatianmis
CS yaninda ndral krest hucrelerinin migratér yollari hiicre adezyonu, migrasyonu
akson buyumesi gibi bazi gelisimsel 6nemli olaylari etkilemektedir (124).

Epitelyal-mezensimal etkilesimler organ morfogenezisinin yanisira kanser
dahil bircok hastaligin olusumu ve gelisiminde rol oynamaktadir. V1 izoformu
konneksin proteinleri tarafindan olusturulan gap junction kanallari araciligiyla
hicreler arasi iletisime artan NIH3T3 fibroblastlarinda mezensimal epitelyal gegisi
uyarmaktadir. Gap junction’t duzenlemesiyle versikanin kapasitesi kordineli

fonksiyonlarda versikanin potansiyel bir role sahip oldugu gdsterilmistir. Versikan V1



hlcre proliferasyonunu stimule etmektedir, oysaki versikan V2 proliferasyonu inhibe
etmektedir. Versikan V1 hicre siklus inhibitorl p27°nin kaybina bagh olarak EGF
reseptér ve ERK aktivasyon seviyelerinin artmasiyla proliferasyonu arttirmaktadir.
Ayrica V1 apoptotik rezistansin artigiyla hucre olumunu inhibe etmektedir ama bir
grup sitotoksik ajanlar ile hucrelerin duyarliligina neden olmaktadir (125).

Soluble G3 domaini 3T3 fibroblastlari ve endotelyal hucreler dahil bazi
hicre tiplerinin blyUmesini arttirmaktadir. Bu etki EGF domaini gereklidir. EGF
domainsiz G3 antiproliferatiftir. G3 domaini integrin-B1‘i baglamaktadir. Fokal
adezyon kinaz aktivasyonunu arttirmaktadir ve apoptozise karsi korumaktadir. G3
domainine benzer olarak soluble G1 domaini hucre proliferasyonunu arttirmaktadir.
Bunu da kismen matriks ile hucrelerin adezyon direncinin azalmasiyla yapmaktadir.
G3 domaini vaskuler endotelyal blyume faktéri ve fibronektinin sekresyonu ve
endotelyal hucrelerin migrasyonunu arttirmaktadir (125). G3 domaini iceren V3
izoformu invitro olarak neoanjiyogenezis, migrasyon, aktivasyon uzerinde endotelyal
hlcreler tarafindan yeniden ekspre edilmektedir (125).

Melonama hicrelerinde V3 izoformunun retroviral asiri ekspresyonu hiicre
blyUmesini azalmaktadir ama hlcre migrasyonu ve metaztazini arttirmaktadir
(129).

Merkezi ve periferik sinir sisteminde versikan glial hucreler tarafindan
ekspre edilmektedir ve hicre adezyonu, migrasyonu, rejenerasyonunun
regulasyonununda gosterilmistir. Diger CS igeren proteoglikanlar arasinda versikan
CNS hasarini takiben up-regule olmaktadir ve invitro olarak akson buylimesinde
inhibitor etkileri oldugu gosterilmigtir (130). Bu yuzden bu molekdllerin artan
ekspresyonu glial skarin serbest yapisina katilmaktadir.

Versikan glial preklrsorlerinin migrasyonu ve néronal farklilagsma/akson
blyUmesi igin vital olabilir (130). Son yapilan ¢alismalar gostermistirki V1 néronal
farkllagmayi uyarmaktadir ve akson buyumesini ilerletmektedir. Versikanin G3
domaini akson buyumesini duzenlemektedir ve hipokampal noéronlarinin sinaptik
transmisyonu EGF reseptdrini aktive etmektedir. Ancak, néronal gelisimde ve

rejenerasyonda versikanin katilmi incelenmesine ihtiya¢ duyulmaktadir (125).
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Sekil 2.5.6.7: Versikan izoformunun yapisi. SP, sinyal peptid; Ig, immunoglobulin-
like; TR, tandem repeat; EGF, epidermal buyume faktorl; CS, kondroitin sulfat;
CRD, karbohidrat tanima bdlgesi; CBP, tanimlayici binding protein (125).

Hyaluronanla versikan etkilesimi

Hucre yuzeyinde CD44 ile hyaluronan etkilesimi yogun olarak galigiimigtir
(131). Hyaluronan-CD44 sinyallenmesi spesifik ara Urlnlerin aktivasyonu
araciliiyla bazi yolaklari aktive etmektedir. Rho ve Rac1 GTPazlar aktiviteleri
erbB2 trozin kinaz, aktin hucre iskeletinin yeterli dizeyde yeniden organizasyonuyla
sonuglanmaktadir (132). Hyaluronan ve CD44 etkilesiminin hlcre adezyonu ve
migrasyonunu etkiledigi bilinmektedir (133). Versikan kultlre edilmis fibroblastlarin
periseliler matriksinde hyaluronan CD44 tenaskin ile kolokalize oldugu
bulunmustur. Epidermal keratinosit timorlerinde hyaluronan, CD44, versikanin
seviyeleri hastaligin agresifligiyle koreledir (132). Versikanin ile hyaluronanin
baglanmasi bilinmektedir ve onun ardisik siralariyla ortaya c¢ikmaktadir (Sekil
2.5.6.8).
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Sekil 2.5.6.8: Versikanin diger molekullerle etkilesirken yapisi ve konumunun
sekilde gosterimi (132).

Hyaluronan ile lektikanlarin birlesimi badlayici proteinler ile aracilik
edilmektedir. Baglayici protein ve hyaluronan versikanin G1 domaini
baglanmaktadir (134). Farkli versikan yapilarinin kullanilimasiyla arastirmacilar,
HABR domainlerinin invitro baglanma icin yeterli ve gerekli oldugunu
gostermiglerdir. Fakat baglanma affinitesi Ig-like benzeri domaini igerdigi zaman
artmaktadir. 2 HABR domainini i¢ceren baglayici protein versikanin homolog
yapilariyla etkilesmektedir. Bu etkilesme, hyaluronan ile versikan baglanmasini
etkilemez. Versikan G1 domaininin asiri ekspresyonu hicre proliferasyonunu
arttirmaktadir ve farkh hucre tiplerinde hiicre adezyonunu azaltmaktadir. Versikan
hyaluronandan badimsiz olarak GAG zincirleri araciligiyla CD44’le direk
etkilesmektedir (132).

CD44 ile versikan’nin etkilegimi
Versikanin GAG zincirleri CD44 ile baglanmaktadir (sekil 2.5.6.8) ve
versikan, hyaluronan ve GAG zincirleri CD44’Gn baglayici moduli ile

baglanmaktadir. Versikan GAG asiri sulfatlasmasi L ve P selektin ile baglanmasi



icin onemlidir. GAG modifikasyonlarinin CD44 baglanmasinda o6nemli oldugu
gorulmemigtir (135).

Versikan kulttire edilmis fibroblastlarin periseliler matriksinde CD44 ve
tenaskin hyaluronan ile kolokalizedir (132). CD44 hem hyaluronan hemde
versikanla baglanmasiyla bu 3 molekul kompleks olusturmaktadir. Versikan ve
CD44 hyaluronidaz tedavisine takiben baglanmaktadir. Kompleks birlegsimi
hyaluronanin varligina bagh degildir (132, 135). GAG zincirleri herhangi bir versikan

kor-proteinleri katiimamaksizin proteinleri baglayabilmektedir.

2.6. invazyon

Basarili bir implantasyon i¢cin embriyonun adezyonundan sonra invazyon
gerceklesmelidir. Kontrolli proteolitik iglemlerle gergeklesen blastokistin stromaya
gobmulmesi surecine invazyon denir. Bunun igcin gerceklesmesi gereken ilk olay
bazal membranin yikilmasidir. Daha sonra trofoblast stromal alana gegerek
maternal kan damarlarina penetre olmaktadir. Tum bunlarin gergeklesmesi igin
proteinazlara (Matriks metalloproteinazlar ve plazminojen aktivatorleri) intiyag vardir
(136).

2.6.1. Matriks Metalloproteinazlar

Matriks metalloproteinazlar (MMP) yaklagik 28 enzimden olugan, fizyolojik
ve patolojik doku yikiminda énemli rol oynayan ekstrasellller proteazlardir. Matriks
metalloproteinazlar, |6kositler, keratinositler, fibroblastlar, makrofajlar, kondrositler,
diz kas hucreleri gibi epitelyal ve mezenkimal kdkenli hucreler tarafindan
sentezlenirler. Pek ¢cok MMP embriyogenez aslamasinda yaygin olarak eksprese
edilir. Yetigkinlerde ise plasentada, endometriyumda, meme bezlerinin involisyonu
esnasinda ve inflamasyonda hizla eksprese edilirler. Doku geliglimi ve
farkllagsmasinda, yeniden sekillenmede, ovulasyon, hiicre gégl, anjiogenez ile tam
mekanizmalari bilinmese de birgok hastaligin patolojisinde MMP’ler énemli rol

oynamaktadir (137).



Bu proteinler 3 grupta toplanir (138).

1. Intertisyal kollejenaz: (Ornek, MMP1 ve MMP8) Invaziv insan
sitotrofoblastlari ilk asamada bircok MMP’leri sentezler. Bu MMP’lerden bazilari
gebeligin sonraki agsamalarinda invaziv olmayan hucrelerde gorulur.

2. Stromelisinler: (((")rnek; MMP-2, MMP-10 veMMP-11) Fibronektin,
laminin, kollajen IV, V, VII ve proteoglikanlarin yikimina neden olurlar.

3. Jelatinazlar: (Ornek; MMP-2 ve MMP-9) Kollajen IV'ii ve dejenere
kollajeni  sindirirler. Yapilan calismalara gére MMP-2 ve MMP-9 mRNA'lari
ektravillus trofoblast hucreleri tarafindan ekspre edilir ve trofoblast invazyonuna

aracilik eder.

2.6.2. Plazminojen Aktivatorleri

Plazminojenin plazmine dénusimunu saglarlar ve urokinaz tip (uPA) olarak
adlandirilirlar.

Daha 6nce yapilan calismalarda insan trofoblast hucrelerinin uPA
reseptorlerini eksprese ettikleri gorulmustir (139). uPA reseptorlerinin polarize
ekspresyonu, go¢c eden ekstravillus trofoblast hicrelerinin yakinlarinda lokalize
olmustur. Bu nedenle bu reseptorler trofoblast migrasyonuna direkt katilabilirler.

Bu enzimler ilk olarak proenzimler olarak salgilanirlar ve sekonder olarak
aktive edilirler. Aktive edilmis enzimlerin fonksiyonu metalloproteinazlarin doku

inhibitorleri olarak isimlendirilen lokal inhibitorler tarafindan kontrol edilir (136).



3. GEREG VE YONTEM

Calismada kullanilan deney hayvanlari, histokimyasal ve
immunohistokimyasal boyama icin gerekli malzemeler ve sarf malzemeleri Celal
Bayar Universitesi Bilimsel Arastirma Fonu tarafindan 2008/111 nolu proje ile
desteklenmistir.

Calismamiz Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiltesi Deney Hayvanlari
Arastirmalar Etik kurulu'nun 20 Ekim 2008 tarih, 111 sayl ve 88/2008 protokol
numarali onayi ile yapildi.

Dokuz Eylil Universitesi, Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Anabilim Dali
Laboratuvarinda vyetistirilen seksuel olgunluga erismis agirhklart 200-230 gr.
arasinda degisen 36 adet Wistar albino disi siganlar; 25 °C oda isisinda, 12 saat
karanlik ve 12 saat aydinlik donemlerle, serbest su ve gida saglanarak, stres ve
gurdltiden izole bir sekilde deneye alindilar. Calisma 6 grup halinde yuratalda.
Siganlarin menstriel siklus dénemleri saat 15.00'de vajinal smear ydntemiyle
belirlendi ve farkh 6stroz siklus donemlerinde (Prodstroz, ostroz ve diostroz) kontrol
grubu olusturuldu.

Deney gruplar siganlarin dstroz durumlari belirlendi. Ostruzda olan disi
sicanlar bir gece uygun sartlarda kafeste ciftlesmeye birakildilar. Ertesi gtin vajinal
plak gorulenler gebe olarak kabul edilip, ayri kafeslere alindi. Ayri kafeslere
alindklari gun E:0 olarak kabul edildi. Embriyonik 4., 5. ve 6. gunlerde siganlar
sakrifiye edildi.

Deney Grubu Kontrol Grubu
Grup 1: 4. Gln (n:6) Grup 1: Prodstroz (n:6)
Grup 2: 5. Gln (n:6) Grup 2: Ostroz (n:6)

Grup 3: 6 Gun (n:6) Grup 3: Didstroz (n:6)



Sakrifiye edilen siganlarin implantasyon bdlgeleri makroskobik olarak
belirlendikten sonra IS1k mikroskop dizeyinde histokimyasal ve
immunohistokimyasal yontemle degerlendiriimek Gzere uterus doku ornekleri alindi.

Uygulamalar sonunda, alinan uterus doku 6rnekleri % 10 formalin ile fikse
edildikten sonra, rutin 151k mikroskobi parafin doku takibi yontemi ile takip edilerek
parafine géomuldu. 5 mikrometrelik alinacak kesitler Has2, CD44, CD44s, RHAMM
ve Versican primer antikorlari ile indirek immunohistokimya yontemi ile
degerlendirildi. Kontrol ve giftlestirilen siganlardan elde edilen uterus dokulari
kargilagtirilarak  bu  faktorlerin  implantasyon Uzerindeki hicresel etkileri

degerlendirildi.

ISIK MiIKROSKOBIK GEREC VE YONTEMI
Parafin Takibi

1. Fiksasyon:%10 Formalin 24-48 saat
2. Akarsuda yilkama 12-16 saat
3. % 60 Etil Alkol 30 dk
4. % 70 Etil Alkol 30 dk
5. % 80 Etil Alkol 30 dk
6. % 95 Etil Alkol 30 dk
7. % 100 Etil Alkol I'de 1 saat
8. % 100 Etil Alkol I'de 1 saat
9. Ksilen-Alkol'de 30 dk
10. Ksilen I'de 50 dk
11. Ksilen Il'de 50 dk
12. Ksilen-Parafinde 30 dk
13. Parafin I'de 1 saat
14. Parafin II'de 1 saat

Etivden c¢ikarilan pargalar parafine gomiulerek blok haline getirildi. Isik

mikroskobunda incelenmek Uzere hazirlanan parafin bloklardan 5um’lik seri kesitler



alindi. Preparatlarin ilk bolumu Hematoksilen-Eozin ile boyandi. Seri kesitlerin
digerlerine ise immunohistokimya boyamasi yapildi.
Histokimyasal boyama igin ayrilan preparatlar 60 °C’lik etivde 1 gece

deparafinize edildi.

Hematoksilen-Eozin Boyama Protokolii

1. Deparafinizasyon (60°C 1 saat veya 1 gece
etlvde)

2. Ksilenl 30 dk

3. Ksilenll 30 dk

4. %95 Alkol 2 dk

5. %80 Alkol 2 dk

6. %70 Alkol 2 dk

7. %60 Alkol 2 dk

8.  Musluk suyu 5 dk

9. Hematoksilen 3dk

10. Musluk suyu ile yikama 5 dk

11. Asit-alkol 1sn

12. Musluk suyu 5 dk

13. Eozin 1 dk

14. Musluk suyu ile yilkama 5 dk

15. %95 Alkol 1 dk

16. %80 Alkol 1 dk

17. Ksilen 30-60 dk

18. Entellan ile kapama



indirek immunohistokimya Yéntemi
Kullanilan Malzemeler:

Ksilen

Alkol

PBS (Fosfat Buffer solisyonu)

Tripsin (Zymed, 00-3008, CA/USA)
Dakopen (Dako, S2002, Glostrup, Denmark)
% 3’luk Hidrojen Peroksidaz

Bloking solusyonu

Primer Antikorlar;

Has2 (BA3081, Rabbit Anti-HAS2, Boster Bio-tecnology Co Ltd, Chine)

CD44 (BA0321, , Rabbit Anti-CD44(HCAM),Boster Bio-tecnology Co
Ltd,Chine)

CD44s (BA3382, Rabbit Anti-CD44s, Boster Bio-tecnology Co Ltd, Chine)

RHAMM (BA3380, Rabbit Anti-RHAMM, Boster Bio-tecnology Co Ltd,
Chine)

Versican (BA2593, Rabbit Anti- Versikan, Boster Bio-tecnology Co Ltd,
Chine)

Sekonder Antikor Kit (Invitrogen anti-mouse, anti-rabbit, Histostain Plus
Bulk Kit -85-9043, Camarillo, CA, 93012)

DAB (Diaminobenzidin kromojen, DABC-004, DABS-125, Spring Bioscience
Fremont / CA)

Mayers Hematoksilen (Richord-Allan Scientific, CA/USA)

Entellan



Boyama Yontemi
immiinohistokimyasal yéntemle boyanacak preparatlar 60°C’lik etiivde 1

gece bekletilip deparafinizasyon yapildiktan sonra boyama basglatildi.

1. Ksilen 30dk

2. Ksilen 30dk

3. % 95 alkol 2dk

4. %80 alkol 2dk

5. %70 alkol 2dk

6. %60 alkol 2dk

7. Distile su 5dk

8. Distile sudan alinan kesitlerin doku etrafindaki su silinip, dakopenle (Dako,

S 2002, Glostrup/Denmark) cevresine daire ¢izildi. Bu islem dokularin kurumasini
engellemek ve uygulanacak maddelerin lam Uzerinde dagilmasini engellemek amaciyla
yapildi. Uzerine PBS damlatild.

9. Tripsin (10 dk. 37 °C Etliv'de)

10. PBS’le yikama gergeklestirildi (3x5 dk).

11.  %3’lik Hidrojen Peroksidaz’da 5 dakika tutuldu.

12. PBS’le yikama gergeklestirildi (3x5 dk).

13. Bloking solisyonu damlatildi, 1saat bekletildi.

14. Primer Antikor damlatildi, bir gece +4 °C’de nemli ve karanlk ortamda
bekletildi. (Bizim calismamizda primer olarak anti-HAS2, anti-CD44, anti-CD44s, anti-
RHAMM ve anti-Versikan kullanildi.)

15. PBS’le yikama gerceklestirildi (3x5 dk).

16. Biyotinlenmis sekonder antikor uygulandi. (30dk)

17. PBS’le yikama gergeklestirildi (3x5 dk).

18. Enzimle igaretli (peroksidaz) avidin-biyotin kompleksi (streptavidin)
uygulandi. (30 dk.)

19. PBS’le yikama gerceklestirildi (3x5 dk).

20. DAB boyamasi yapildi. (3 dk.)

21. Distile su ile yikandi.

22. Mayers hematoksilen (1-2 dk.)

23. Distile su ile yikandi.

24. %80 etil alkol 1 dk.

25. %90 etil alkol 1 dk.

26. Ksilen 30 dk.

27. Entellan ile kapatildi.



immiinohistokimyasal ydntemle boyanan preparatlar, boyanma derecelerine
gore kuvvetli (+++), orta (++) ve zayif (+), belirsiz-var yok (+ ) diye tanimlandi.
Gruplardan elde edilen uterus orneklerinin primer antikorlarla elde edilen
immunoreaktivite sonuglari H skor degerleri hesaplanarak Mann Whitney istatistik

testiyle karsilastinimigtir. P<0.05 istatistiksel olarak anlaml kabul edilmigtir.

Elektron Mikroskop ile ince Yapi Degerlendirilmesi

Elektron mikroskop takibi icin elde edilen 1 mm®Iik uterus doku érnekleri
fosfat tampon sollsyonu ile hazirlanmis % 2.5 gluteraldehit sollisyonu ile tespit
edildi. Birinci tespiti takiben % 1 Osmiyum tetroksit solUsyonu ile tespit edildi. Alkol
serilerinden gegirildikten sonra propilen oksit uygulanan dokular araldit karisimina
goémulda. Polimerizasyon igin 48 saat 60° C’lik etlivde birakilan araldit bloklardan
Leica ultramikrotom ile yari ince kesitler alindi. Yari ince kesitler 1g1k mikroskobunda
incelendi ve elektron mikroskop (EM) incelemesi i¢in uygun alanlar belirlendi. Cam
bigak ile fazla araldit 1 ym kaliniginda kesitler alinarak uzaklastirildi. istenen
bdlgenin etrafindaki dort kenar trimlenerek kesit yuzi olusturuldu. Toluidin mavisi-
Azur 1l birlesik boyasi ile incelenen yari ince kesitler 1Sk mikroskop ile
degerlendirildi.

ince kesit almak igin Leica Ultramikrotomun kontrol paneli acildi, kesit
kalinhg1 ve araligi ayarlandi. 140 nm kalinhginda alinan seri kesitlerin havuza
dismeleri saglandi. Havuzdaki kesitler kloroforma batirilmis firgca ile kloroform
buharina tutularak dizeltildi. Kesitler, penset ile tutularak gridin mat yuzune alindi.
Kurutma ka@idinin Gizerinde kurutulan gridler kutularda saklandi. ince kesitler Leica
ultramikrotom ile alindiktan sonra Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiiltesi, Histoloji ve

Embriyoloji Anabilim Dalinda ZEISS Elektron mikroskobu ile degerlendirildiler.



Elektron Mikroskop ile inceleme igin Tespit Protokolii

ISLEM MADDE SURE
%2,5’LUK A Soliusyonu : 3,628 gram + 4°C,
GLUTERALDEHIT KH,PO,4 400 ml distile su . 4 SAAT
SOLUSYONU ILE TESPIT B Soliisyonu : 4,744 gram
Na,HPO,4, 400 ml distile su
A solusyonundan 20 ml,
B solisyonundan 80 ml,
92 ml A+B solusyonu, 8 ml % 25’lik
gluteraldehit solusyonu
YIKAMA Fosfat tampon solusyonu 3-4 KEZ
%1’LIK OSMiYUM Kahverengi sise derisik sulfirik asit + 4°C,
TETROKSIT ILE TESPIT icinde bekletildi, bol akarsu ile 60 -90
yikanarak distile sudan gegirildi. DAKIKA
0,1 gr. osmiyum tetroksit ampuld 1
saat sulfirik asit igerisinde bekletilip
akarsu altinda yikandi ve distile
sudan gegirildi.
5 ml soguk distile su igcine atilarak
kirilmasi saglandi.
Esit miktarda A+B solusyonu ile
stok osmiyum tetroksit
solusyonundan alinarak  %1’lik
Osmiyum  tetroksit  solusyonu
hazirlandi.
YIKAMA Fosfat tampon solisyonu 3-4 KEZ




Elektron Mikroskop Takip Protokoli

ISLEM

MADDE SURE

DEHIDRATASYON

INFILTRASYON

GOMME

POLIMERIZASYON

% 50, % 60, % 70, % 80, % 90, % 96, 10 DAKIKA
% 100 ( 2 kez) etil alkol

% 100 etil alkol : propilen oksit 1:1 30 DAKIKA
oraninda

PROPILEN OKSIT 30 DAKIKA
ARALDIT KARISIMI

Araldite CY 212 2,5 ml,

DDSA 2,5 ml,
BDMA 0,2 ml
PROPILEN OKSIT : KARISIM 3:1 1 SAAT
PROPILEN OKSIT : KARISIM 1:1 1 SAAT
PROPILEN OKSIT : KARISIM 1:3 1 GECE

ARALDIT KARISIMINA

DMP-30 EKLENDI

Grup adi yazih kagitlar ve dokular

gbmme kapsullerine yerlestirildi.

Kapsulun icindeki hava kabarcigi igne

ile cikarildr.
60° C’lik
ETUVDE
48 SAAT




4. BULGULAR

4.1. Histokimyasal Bulgular

Yapilan vaginal yayma sonucu parlak renkte ve mukusun nadiren izlendigi,
intermedier hucrelerin  predominant ve parabazal hucrelerin nadir oldugu,
IOkositlerin gorulmedigi preperatlar Prodstroz grubu (Grup 1) olarak tanimlandi.
Bu gruba ait sican uterusundan transvers alinan 5 mikronluk kesitlerde,
Hematoksilen-Eozin boyasiyla yapilan preparatlar incelendiginde 3 tabaka ayirt
edilmekteydi. Uterusu en distan saran perimetriyum tabakasi, ortada myometriyum
tabakasi ve en igte endometriyum tabakasi gozlendi. Ayrica perimetriyumun devami
olarak uterusa giren butun damarlarin bir araya geldigi mezometriyal kisim ayirt
edildi. Perimetriyum serozayl bag dokusu tarafindan desteklenen tek sirali
mezotelyal hicrelerin olusturdugu goézlendi. Bu tabakanin bag dokusu hucrelerinden
ve kan damarlarindan zengin oldugu goruldi. Myometriyumun ise en kalin tabaka
olup, diz kas hucrelerinden olustugu ve kas liflerinin bad dokusu tarafindan
demetler halinde ayrildigi gozlendi. Bu 6zel hicreler mekik seklinde ve uzundu.
Hucrelerin tam ortasinda c¢ekirdek bulunmaktaydi. Endometriyum, uterusun lumenini
kaplayarak myometriyum tabakasina sikica yapismis mukoza tabakasi olarak ayirt
edilmekteydi. Endometriyum tabakasinda cgesitli uterus bezleri, ince bir lamina
propriya ve endometriyal stroma gozlendi. Yuzey epiteli basit prizmatik epitelden
olusmaktaydi ve epiteldeki bazi hucreler silyalara sahipti. Uterus bezleri yluzey
epitelinin altinda stroma boyunca uzanmaktaydi. Stromal hucreler ise duzensiz
yerlesim gostermekteydi. Bu hucrelerin, epitelin altinda retikuler liflerin olusturdugu
kafesin arasinda yogunlasarak bazal laminayl olusturduklari gézlendi. Ayrica
stromada net ayirt edilmemekle birlikte, lenfositler, granuler I6kositler ve makrofajlar
gozlendi. Endometriyumun kan damari bakimindan olduk¢a zengin oldugu gozlendi.
Prodstroz déneminde uterusta, endometriyal boyutlarinin kiguk oldugu, epitel
hicrelerin hacimlerindeki artigla hipertofi, uterin bezlerin proliferasyonu ve vaskiler
artis gozlendi (Resim 1a, 1b).

Yapilan vaginal yayma sonucu Kkeratinlesmis superfisiyal hucrelerden

olusan ve gruplar olusturan hiicrelerin gérildigu preperatlar Ostroz grubu (Grup



2) olarak tanimlandi. Ostroz déneminde epitel hiicrelerde hipertrofinin, uterin
bezlerinin proliferasyonun ve vaskuler artigin devam ettigi gozlendi. Diger tum
histolojik bulgularda prodstroz fazindaki gibi gézlendi (Resim 1c, 1d).

Yapilan vajinal yayma sonucu yaygin olarak |Okositlerin izlendigi ve
parabazal ve intermediyer hicrelerin gozlendigi preperatlar Didstroz grubu (Grup
3) olarak tanimlandi. Di6stroz doneminde endometriyal bezlerde sekresyonun
artmasiyla, bezlerin maximum boyutlarina ulastigi gézlenmigtir. Epitel hucreleri ve
uterin bezlerin kivrintili oldugu dikkat gcekmektedir. TUm duvarin damarlanmasinin
azaldigl, kan hucrelerinin dokuya ge¢cmis oldugu goézlendi. Diger histolojik yapilar

prodstroz grupla benzer olarak bulundu (Resim 1le, 1f).

Gebeligin 4. Giuniinde uterus

Uterusda, en distan saran perimetriyum, ortada miyometriyum ve en igte
endometriyum tabakasi olmak Uzere 3 tabaka ayirt edilmekteydi. Lumen epiteli tek
kath basit pirizmatik epitel hucreleri olarak gozlendi. Epitelin altinda bag dokusu ile
birbirlerinden ayrilmis uterus bezleri ile daginik halde bulunan stromal hicreler ve
immun komponent hucreler gozlendi. Miyometriyum tabakasinda diz kas hucreleri
ayirt edildi. Limen epitelinin mezometriyal kisminda ilk desidual reaksiyon ve GMG

hacreler (Granulated Metrial Gland) gozlendi (Resim 2a, 2b).

Gebeligin 5. Giinlinde uterus
Uterusun yine 3 tabakasi ayirt edilmekteydi. Gebelige hazirlik asamasi
olarak dusunulen 5. gunde primer ve sekonder desidual alanlar goéruimektedir.
Primer desidual alan limen epitelinin hemen altinda gérilmektedir. Stromal alanda
desidualize olmaya baslayan hucreler ve immunkompetant hucrelerin sayica artigi

gorulmektedir (Resim 2c, 2d).

Gebeligin 6. Giiniinde uterus
Gebeligin 6. guninde sigan uterusunun Hematoksilen-Eozin ile boyanmis
transvers kesiti incelendiginde, 3 tabaka ayirt edilmekteydi. Uterusu en distan saran

perimetriyum tabakasinin sardigi, ortada myometriyum ve en i¢ tabakada



endometriyum ayirt edilmekteydi. Gebeligin 6. gununde 5. ginde baslayan
desidualizasyonun, oldukca belirgin bir alani kaplamasiyla arttigi goézlenmektedir.
Bu alanin etrafinin en distan perimetriyum ve hemen altinda ise myometriyumun dis
tabakasi olan, longitudinal kas tabakasindan olusan dig vaskuler tabaka ile sarildigi
gorulmektedir. Desidualizasyonun 5. gunde gelismeye bagsladigi bu alanda, stromal
hdcrelerin iglerinde glikojen ve lipid biriktirerek daha da genigledikleri tespit edilmigti.

Myometriyum tabakasinda, Ostrojenin artan seviyesine cevap olarak duz
kas hucrelerinin boyutlarinin (hipertrofi) ve sayisinin artmaya basladigi izlendi.
Endometriyumda ise, lUmeni boyunca prizmatik hucrelerinin uzandigi ve bu
tabakadaki bezlerin implantasyona hazirlik amaciyla genigledigi gozlendi (Resim
2e, 2f).

4.2. immiinohistokimyasal Bulgular

Implantasyonda rol oynadigini diigtindigiimiiz molekdller 6stroz sikluslarina

ve gebelik gunlerine gore farkli siddetlerde immunoreaktivite gostermislerdir.

HAS2

Kontrol grubunda HAS2 antikoru ile indirek immunohistokimyasal
yontemlerle boyanmis sigan uteruslarinda, uterus lumen epitelinde ve subepiteliyal
alanda proostroz doneminde yogun immunoreaktivite (298,16 + 14,10, 259,00 +
19,94*) gbzlenirken, 6stroz (211,66 + 30,85, 205,33 + 16,90) ve didstrozda (204,66
+ 17,86, 127,16 £ 46,17) zayif immunoreaktivite goézlendi. (Tablo, 4.2.1.A, 4.2.2.A)
Deep stromada ise diostrozda (270,00 £ 24,72) orta derecede immunoreaktivite
go6zlenirken, proostroz (205,33 + 13,90) ve Ostrozda (175,16 + 39,63) zayif
immunoreaktivite gézlendi (Tablo, 4.2.3A) (Resim 3).

Gebelik gunlerinde HAS2 antikoru ile indirek immunohistokimyasal
yontemlerle boyanmis sigcan uteruslarinda, uterus limen epitelinde 6. gin (244,16
+ 7,19) gebe sigcanlarda yogun immunoreaktivite gdzlenirken, gebeligin 4. (207,50 +
24,56) ve 5. (217,33 £ 13,07) gunlerinde zayif immunoreaktivite gdzlendi. (Tablo,
4.2.1.B) Subepiteliyal alan ve deep stromadaki stromal hiicrelerde ise gebelik

gunlerinde immunoreaktivite godzlendi fakat gebelik gunleri kiyaslandiginda



istatistiksel olarak anlamli bir faklilik gézlenmedi. (Tablo, 4.2.2.B, 4.2.3.B) Mature
desiduada gebeligin 4. (113,33 = 56,90) gununde zayif immunoreaktivite
go6zlenirken gebeligin 5. (233,16 + 11,60) ve 6. (239,67 + 14,06) glininde daha
yogun immunoreaktivite gézlendi. (Tablo, 4.2.4B) Predesidua ve nondesiduada da
immunoreaktivite gozlendi fakat gebelik glnleri kiyaslandiginda istatistiksel olarak
anlamh bir farkhlik bulunamadi (Tablo, 4.2.5.B, 4.2.6.B) (Resim 4).

CD44

Kontrol grubunda CD44 antikoru ile indirek immunohistokimyasal
yontemlerle boyanmis sigan uteruslarinda, Iumen epitelinde 6Ostroz siklusunun
proostroz (342,83+29,87, 340,66 + 26,24*) ve Ostroz (341,50 + 24,41*, 323,83 +
52,17*) dénemlerinde hem mezometriyal hemde antimezometriyal alanda yogun
iimmunoreaktivite gozlenirken, didstroz doneminde (272,00 + 21,58, 269,16 *
27,33) orta derecede immunoreaktivite gozlenmistir (Tablo, 4.2.1.A) (Resim 5).

Gebelik gunlerinde CD44 antikoru ile indirek immunohistokimyasal
yontemlerle boyanmis sigan uteruslarinda, uterus Iimen epitelinde 4. (205,16 %
7,02) ve 6. gun (199,33 + 23,47) gebe sigcanlarda 5 gune (273,00 £ 30,13) gore
zayif immunoreaktivite gdzlendi (Tablo, 4.2.1.B) (Resim 6).

CD44s

Kontrol grubunun proéstroz (202,00 + 37,74) ve Ostroz (200,16 + 23,92)
donemlerindeki uterus kesitlerinin CD44s antikoru ile indirek immunohistokimyasal
tekniklerle boyanmasinda deep stromada zayif immunoreaktivite gozlenirken,
didstroz (258,83 + 40,29) doneminde daha yogun immunoreaktivite gézlendi (Tablo,
4.2.3.A) (Resim 7).

Gebelik gunlerinin 4. (213,16 + 20,68) ve 5. (214,33 * 25,49) gunlerindeki
uterus kesitlerinin CD44s antikoru ile indirek immunohistokimyasal tekniklerle
boyanmasinda deep stromada zayif immunoreaktivite gdézlenirken, gebeligin 6.
(241,33 £ 26,91) gununde daha yogun immunoreaktivite gézlendi. (Tablo, 4.2.3.B)
Desidual alana baktigimizda, gebeligin 4. gununde mature desidua (156,50 *

33,86) ve predesiduada (189,83 * 31,09) zayif immunoreaktivite gdzlenirken,



gebeligin 5. (232,00 + 40,58, 259,83 + 31,72) ve 6. (223,83 + 13,90, 269,33 +
26,95) gunlerinde daha yogun immunoreaktivite gozlendi. (Tablo, 4.2.4.B, 4.2.5.B)
Nondesiduada ise immunoreaktivite gézlendi fakat gebelik gtnleri kiyaslandiginda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamadi (Tablo, 4.2.6.B) (Resim 8).

RHAMM

Kontrol grubunun prodstroz déneminde (345,83 + 12,81) uterus kesitlerinin
RHAMM antikoru ile indirek immunohistokimyasal tekniklerle boyanmasinda,
epitelin antimezometriyal alaninda yodun immunoreaktivite gozlenirken, 0Ostroz
(277,00 = 25,96) ve diostroda (253,66 + 20,71) orta derecede immunoreaktivite
gozlendi. Epitelin mezometriyal alaninda ise immunoreaktivite gbézlendi fakat
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi. (Tablo, 4.2.1.A) Subepiteliyal alan
ve deep stromadaki stromal hucrelerde ise Ostroz (217,50 + 14,48, 217,83 + 11,19)
ve didstroz (199,16 £ 29,25, 212,00 + 12,97) doneminde zayif immunoreaktivite
go6zlenirken prodstroz (290,50 + 27,26, 267,50 + 36,00) déneminde daha yogun
immunoreaktivite gézlendi (Tablo, 4.2.2.A, 4.2.3.A) (Resim 9).

Gebelik gunlerinin 5. (239,33 + 17,04) gununde uterus kesitlerinin RHAMM
antikoru ile indirek immunohistokimyasal tekniklerle boyanmasinda epiteliyal
mezometriyal alanda zayif immunoreaktivite gozlenirken, gebeligin 4. (276,16 *
30,06) ve 6. (294,00 = 34,47) glnlerinde daha yogun immunoreaktivite gézlendi.
(Tablo, 4.2.1.B) Subepiteliyal alan ve deep stromadaki stromal hicrelerde ise
immunoreaktivite gozlendi fakat istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik gozlenmedi.
(Tablo, 4.2.2.B, 4.2.3.B) Desidual alana baktigimizda, gebeligin 4. gininde mature
desidua (173,00 + 46,77) ve predesiduada (98,16 + 34,16) zayif immunoreaktivite
gozlenirken gebeligin 5. (254,33 £ 22,14), 259,67 + 18,71) ve 6. (259,00 + 14,87,
243,33 £ 30,72) gunlerinde daha yogun immunoreaktivite gézlendi. (Tablo, 4.2.4.B,
4.2.5.B) (Resim 10).

Versikan
Kontrol grubunda Versikan antikoru ile indirek immunohistokimyasal

yontemlerle  boyanmis  sigan uteruslarinda, uterus lumen epitelinde



immunoreaktivite gozlendi fakat Ostroz sikluslari acisindan istatistiksel olarak
anlamh bir farkhlik gozlenmedi (Tablo, 4.2.1.A). Subepiteliyal alan ve deep
stromadaki stromal htcrelerde ise prodstroz (199,16 + 23,80, 212,66 + 16,35) ve
Ostroz (214,33 + 23,70, 192,33 + 19,66) ddnemlerinde zayif immunoreaktivite
gozlenirken, diostroz (263,33 + 27,83, 280,83 + 28,18) doneminde daha yogun
immunoreaktivite gézlendi (Tablo, 4.2.2.A, 4.2.3.A) (Resim 11).

Gebelik gunlerinde Versikan antikoru ile indirek immunohistokimyasal
yontemlerle boyanmis sigan uteruslarinda, uterus lumen epitelinde gebeligin 4.
(210,16 + 25,05) ve 6 (204,16 + 18,01) gunlerinde az immunoreaktivite gozlenirken,
gebeligin 5 (264,00 + 19,07) gununde daha yodun immunoreaktivite gozlendi.
(Tablo, 4.2.1.B) Subepiteliyal alan ve deep stromadaki stromal hiicrelerde ise
immunoreaktivite gézlendi fakat istatistiksel olarak anlamli bir farkhlik gézlenmedi.
(Tablo, 4.2.2.B, 4.2.3.B) Desidual alana baktigimizda, tum alanlarda gebeligin 5
(199,16 £ 12,46, 216,16 + 11,37, 198,33 + 21,76) gununde zayif immunoreaktivite
go6zlenirken, gebeligin 6. (272,33 + 53,14, 264,33 + 40,24, 277,50 £ 17,46) glununde
daha yodun immunoreaktivite gdzlendi (Tablo, 4.2.4B, 4.2.5B, 4.2.6.B) (Resim 12).



4.3. Elektron mikroskobik bulgular

Prodstroz grubuna ait siganlardan elde edilen uterus orneklerinden alinan
120 nm’lik ince Kkesitlerin elektron mikroskobu altinda degerlendirildiginde,
mikrovilluslarin sayica fazla oldugu, pinopod olusumunun olmadigi ve lipit
damlaciklari gézlendi (Resim 13a).

Ostroz grubuna ait siganlardan elde edilen uterus érneklerinden alinan 120
nm’lik ince kesitlerin elektron mikroskobu altinda degerlendirildiginde,
mikrovilluslarin ve lipit damlaciklarinin azaldigi, pinopod olusumunun olmadigi
go6zlendi (Resim 13b).

Diostroz grubuna ait sicanlardan elde edilen uterus orneklerinden alinan
120 nm’lik ince Kkesitlerin elektron mikroskobu altinda degerlendirildiginde,
mikrovillus sayisinin azaldigi, c¢ekirdeklerin yassilastigi, hucrelerin ayrilmaya
basladigi ve epitel kaliniginin belirgin sekilde azaldigi gézlendi (Resim 13c).

Gebeligin 4. gunune ait deney grubuna ait siganlardan elde edilen uterus
orneklerinden alinan 120 nm’lik ince kesitlerin elektron mikroskobu altinda
degerlendirildiginde, epitelde mikrovilluslarin bulundugu, vesikuler salgi granullerinin
olustugu ve henlz pinopod olusumunun olmadigi gézlendi (Resim 14a).

Gebeligin 5. glnine ait deney grubuna ait sicanlardan elde edilen uterus
orneklerinden alinan 120 nm’lik ince kesitlerin elektron mikroskobu altinda
degerlendirildiginde, vesikuler salgi granullerinin artmis oldugu, mikrovilluslarin
azalmis oldugu, epitel apikal yuzeyinde bleb olusumu ve bazalde lipit
damlaciklarinin oldugu gozlendi. Desidual hucrelerin birbirlerinden uzaklastigi ve
6demin olustugu gozlendi (Resim 14b, Resim 15a).

Gebeligin 6. gunune ait deney grubuna ait siganlardan elde edilen uterus
orneklerinden alinan 120 nm’lik ince kesitlerin elektron mikroskobu altinda
degerlendirildiginde, vesikuler salgi grandllerinin varligi, bleb olusumunun azalmaya

basladigi ve lipit damlaciklari gozlendi (Resim 14c, Resim 15b).



Tablo 4.2.1A: Uterusun luminal epitelinde HA reseptorlerinin dstroz sikuslarina gére immunoreaktivite degerleri

PROOSTROZ OSTROZ DIOSTROZ

M. AM. M. AM. M. AM.
HAS2 298,16 + 14,10* | 266,83 + 13,24* | 211,66 + 30,85 | 203,83 + 18,72 204,66 + 17,86 | 222,00 + 28,25
CD44 342,83 +29,87* | 340,66 + 26,24* | 341,50 + 24,41* | 323,83 +52,17* | 272,00 + 21,58 | 269,16 + 27,33
CD44s 322,16 +30,60 | 333,16 +28,54 | 287,33+39,60 | 288,00+ 39,43 278,66 + 30,44 | 282,66 + 25,43
RHAMM | 284,00+ 27,89 | 345,83 +12,81* | 265,00 29,29 277,00 + 25,96 254,83 + 16,21 | 253,66 + 20,71
Versikan | 299,83 £+91,05 | 269,33 +57,16 | 230,66 +39,60 | 233,50+ 37,29 242,66 + 66,45 | 265,50 + 36,68

Tablo 4.2.1.B: Uterusun luminal epitelinde HA reseptorlerinin gebelik gunlerine gore immunoreaktivite degerleri

4. GUN 5. GUN 6. GUN
M. AM. M. AM. M. AM.
HA2 IMP. | 207,50 £ 24,56 | 246,50 £ 26,40 | 217,33 13,07 | 206,83 £ 33,77 | 244,16 *7,19* | 262,66  10,17*

interlMP. | 215,00 + 14,22 | 218,50 + 8,93 | 189,50 « 10,48 180,66 + 39,67 | 206,50 £ 10,87 | 209,16 £ 7,49
CD44 IMP. | 205,16 + 7,02 232,66 £ 24,26 | 273,00 £ 30,13* | 260,66 * 32,34* | 199,33 + 23,47 | 208,00 + 30,84
interlMP. | 203,33 + 12,06 | 233,16 + 14,49 | 290,00 + 19,43 | 273,66 £ 21,34 | 272,50 + 24,31 | 217,66 £ 25,97
CD44s iIMP. | 199,50 + 15,99 | 200,00 + 18,64 | 273,83+4598 | 270,16 £ 26,04 | 206,83 + 23,59 | 240,00 + 23,46
interMP. | 203,16 + 23,12 | 228,50 £ 27,03 | 288,33+ 24,15 | 241,00 + 18,50 | 283,83 + 27,52 | 265,50 * 24,38
RHAMM | IMP. | 276,16 + 30,06* | 238,50 £ 20,33 | 239,33+ 17,04 | 273,66 + 37,08 | 294,00 * 34,47* | 252,33 £ 12,14
interlMP. | 214,00 + 22,48 | 231,83 + 44,74 | 265,50 + 33,56 | 280,16 = 18,64 | 184,83 + 23,23 | 216,66 £ 17,87
Versikan | IMP. | 210,16 £ 25,05 | 211,00 + 32,01 | 264,00 19,07* | 244,16 + 18,08 | 204,16 + 18,01 | 240,33 * 36,86
interlMP. | 247,50 + 25,58 | 231,66 + 29,58 | 210,33 £ 18,87 198,00 + 15,96 | 204,33 £ 14,05 | 208,50 £ 41,30

*P < 0,05, M. Mezometriyal alan, AM. Antimezometriyal alan, IMP. implantasyon bélgesi, interiIMP. interimplantasyon bélgesi




Tablo4.2.2.A: Uterusun Subepiteliyal bélgesinde HA reseptdrlerinin dstroz sikuslarina gére immunoreaktivite degerleri

PROOSTROZ OSTROZ DIOSTROZ

M. AM. M. AM. M. AM.
HAS2 259,00 + 19,94* | 264,50 + 27,51* | 205,33 + 16,90 | 208,00 + 17,36 | 127,16 £ 46,17 | 135,16 + 46,20
CD44 232,83 +£24,87 | 283,00 +23,41 | 187,83 + 36,73 | 228,83 + 18,88 | 107,33 + 38,87 | 189,50 + 36,18
CD44s 238,66 £41,19 | 203,16 + 15,06 | 189,00 + 31,77 | 241,66 + 34,79 | 255,16 + 30,00 | 221,66 + 21,99
RHAMM | 290,50 + 27,26* | 264,83 + 32,04 | 217,50 + 14,48 | 281,16 £ 17,31 | 199,16 + 29,25 | 266,16 + 17,17
Versikan | 199,16 + 23,80 | 225,00 + 43,23 | 214,33 £ 23,70 | 226,16 + 55,77 | 263,33 £ 27,83* | 229,83 + 34,52

Tablo 4.2.2.B: Uterusun Subepiteliyal bélgesinde HA reseptdrlerinin gebelik glinlerine gére immunoreaktivite degerleri

4. GUN 5. GUN 6. GUN
M. AM. M. AM. M. AM.
HAS2 iMP. 207,0+29,13 | 251,00+34,11 | 210,16 +15,43 | 199,16 +17,10 | 250,66 45,07 | 260,16 + 15,35
interiMP. | 184,33 +£22,89 | 199,16 +24,73 | 209,33+11,36 | 150,00+32,81 | 163,66+ 14,03 | 160,83 * 23,18
CD44 iMP. 223,50+ 43,50 | 194,16 +40,72 | 168,66 +27,50 | 173,66 24,28 | 245,66+ 13,93 | 254,33 + 32,68
interiMP. | 197,83 £34,99 | 265,83 +13,25 | 230,00+13,38 | 206,00+ 15,46 |262,16+4511 | 206,83+ 19,51
CD44s iMP. 230,16 + 35,24 | 284,66 + 16,47 | 200,33 +24,77 | 212,83 +25,52 | 209,50+ 29,43 | 223,83 +36,43
interiMP. | 219,00+ 7,89 | 240,83 +29,17 | 204,00 +23,30 | 192,50 +20,92 | 284,00+ 26,75 | 209,66 + 16,41
RHAMM | iMP. 216,16+ 5,19 | 209,00 +30,43 | 242,50 +69,25 | 211,83 +10,18 | 239,66+ 70,14 | 224,00 +9,93
interiMP. | 221,16 +21,65 | 224,16+21,68 |257,33+9,50 | 236,00+9,57 | 237,50+3,08 | 213,16+48,17
Versikan | iIMP. 203,33 +26,38 | 202,66 +30,44 | 225,83+11,25 |218,50+25,06 |210,00+23,89 | 209,00+ 16,56
interiMP. | 211,33+42,91 | 201,83+39,62 | 195,83 +23,64 | 187,33+19,42 | 161,66+26,15 | 175,00 + 30,71

*P < 0,05, M. Mezometriyal alan, AM. Antimezometriyal alan, IMP. implantasyon bolgesi, interiMP. interimplantasyon

bdlgesi




Tablo 4.2.3.A: Uterusun Deep Stromasinda HA reseptorlerinin 6stroz sikuslarina gére immunoreaktivite degerleri

PROOSTROZ OSTROZ DIOSTROZ

M. AM. M. AM. M. AM.
HAS2 205,33 +13,90 204,66 + 29,91 175,16 + 39,63 214,00 + 15,45 270,00 * 24,72* 266,83 + 35,27*
CD44 249,00 + 50,78 262,16 + 27,13 204,83 + 14,42 194,16 + 15,54 252,66 £ 43,78 264,83 + 14,81
CD44s 202,00 £ 37,74 223,00 + 20,77 200,16 + 23,92 210,83 + 26,91 258,83 + 40,29* 276,16 + 36,06*
RHAMM 267,50 * 36,00* 288,16 + 27,53* 217,83 +11,19 226,66 +9,22 212,00+ 12,97 251,66 £ 32,76
Versikan 212,66 + 16,35 230,83 + 50,04 192,33 + 19,66 195,66 + 80,25 280,83 + 28,18* 268,83 +41,78*

Tablo 4.2.3.B: Uterusun Deep Stromasinda HA reseptdrlerinin gebelik glnlerine gére immunoreaktivite degerleri

4. GUN 5.GUN 6. GUN
M. AM. M. AM. M. AM.
HAS2 ?MP.. 204,00 £ 16,03 206,83 £22,71 217,50 + 30,88 188,16 + 17,30 211,50 £ 6,56 266,33 £ 14,55
InterIMP 276,16 £ 13,99 209,83 £9,55 149,66 + 14,27 103,00 + 4,93 173,83 +12,59 181,00 + 16,13
CD44 ?MP.. 234,66 £ 35,71 195,50 + 36,58 227,33 +£36,39 241,50 + 24,30 229,33 £43,55 248,50 £ 47,90
InterIMP. 262,50 £ 22,14 254,00 + 21,98 232,83 £13,96 205,00 + 18,48 249,16 £ 12,85 282,83 £ 21,27
CDa4s ?MP.. 213,16 £ 20,68 193,00 + 31,57 214,33 £ 25,49 278,83 +£21,78 241,33 + 26,91* 217,33 £37,89
InterIMP. 265,83 £ 38,56 240,83 * 28,65 218,16 +£ 18,04 222,83 34,44 258,66 + 20,02 265,66 t 20,21
iMP. 210,00 + 31,17 199,00 + 49,54 201,83 + 38,20 220,66 + 27,06 212,33 £ 28,65 200,50 + 18,06
RHAMM interiMP. | 247,66 + 9,07 214,33 £11,77 256,50 £ 19,46 242,00 £ 37,43 236,66 +£10,78 217,83 £23,18
Versikan ?MP.. 227,16 + 23,48 235,00 £ 15,05 238,16 £ 39,18 232,83 £53,30 247,33 +£9,43 226,16 + 31,55
InterIMP. 287,33 +£21,32 287,16 £17,79 222,16 £ 21,86 211,66 + 14,16 186,33 £52,83 194,16 + 54,52

*P < 0,05, M. Mezometriyal alan, AM. Antimezometriyal alan, IMP. implantasyon bélgesi, interiMP. interimplantasyon

bdlgesi




Tablo 4.2.4.A: Uterusun Mature-Desidual bolgesinde HA reseptorlerinin gebelik glinlerine gore immunoreaktivite

degerleri
4. GUN 5.GUN 6. GUN
M. AM. M. AM. M. AM.
HAS2 iMP. 113,33 + 56,90 144,33 £ 6,40 233,16 * 11,60* 254,00 * 20,10* 239,67 * 14,06* 236,66 * 34,59*
interiMP. | 273,50 £ 39,08 248,33 £ 22,55 203,50 + 10,67 216,33 + 18,48 219,00 + 13,74 231,00 £ 9,93
CD44 iMP. 208,16 + 19,49 239,33 21,06 279,83 + 26,60 277,33 £29,24 229,83 +19,10 250,00 + 33,94
interiMP. | 248,16 * 35,58 256,00 * 31,55 249,83 £ 41,61 266,50 + 22,79 268,66 + 14,67 245,66 * 16,65
CD44s iMP. 156,50 + 33,86 210,00 + 23,27 232,00 * 40,58* 261,16 * 26,45* 223,83 + 13,90* 255,66 * 24,70*
interiMP. | 271,16 21,32 246,33 £ 23,11 221,66 + 28,23 205,00 * 23,22 242,33 £ 26,87 240,33 £ 48,34
RHAMM iMP. 173,00 + 46,77 213,33 £ 14,86 254,33 * 22,14* 229,66 + 23,69 259,00 + 14,87* 213,50 £ 14,61
interiMP. | 220,00 * 10,02 222,66 5,78 286,50 + 29,46 241,16 £ 29,59 252,33 £17,42 238,33 £19,51
Versikan iMP. 248,00 + 45,13 276,33 £ 23,14 199,16 + 12,46 220,66 + 36,51 272,33 £ 53,14* 260,66 * 44,42*
interiMP. | 296,66 * 38,42 313,83 + 32,65 241,16 + 21,00 248,83 + 18,55 258,33 + 15,89 271,83 £ 19,68

*P < 0,05, M. Mezometriyal alan, AM.

bolgesi

Antimezometriyal alan, IMP. implantasyon bdlgesi, interIMP. interimplantasyon




Tablo 4.2.5.A: Uterusun Pre-desidual bolgesinde HA reseptdrlerinin gebelik glinlerine gére immunoreaktivite degerleri

4.GON 5.GON 6. GUN
M. AM. M. AM. M. AM.
HAS2 iMP. 217,66 + 44,58 | 234,66 * 66,08 206,83 + 15,25 216,33 + 11,16 217,66 £ 6,53 252,33 £39,54
interiMP. | 243,66 + 6,40 245,33 + 18,43 233,50 + 46,71 219,66 + 9,91 207,00 + 28,29 214,00 + 8,48
CD44 iMP. 201,66+ 17,75 | 222,33 +19,13 271,33 + 33,08 243,16 + 41,81 280,16 + 20,64 256,00 + 23,27
interiMP. | 275,66 + 19,40 250,83 + 8,44 225,00 20,35 254,83 + 38,35 252,33 + 10,59 273,33 £29,11
CD44s iMP. 189,83 + 31,09 205,00 + 12,29 259,83 +31,72* | 264,16 + 30,48* | 269,33 + 26,95* | 252,00 * 39,05*
interiMP. | 278,00 + 29,57 262,83 + 21,75 218,83 + 12,89 221,16 + 20,21 262,83 + 13,64 197,66 + 68,64
RHAMM | iMP. 98,16 + 34,16 239,33 + 29,76 259,67 + 18,71* | 225,00 + 11,64 243,33 £30,72* | 249,83 + 13,36
interiMP. | 250,66 + 15,57 237,50 + 7,55 252,83 + 11,72 197,00 + 5,54 257,16 + 11,51 235,33 £ 8,40
Versikan | iIMP. 257,33 + 42,80 269,33 + 39,62 216,16 + 11,37 225,66 + 42,46 264,33 + 40,24* | 264,66 + 45,94*
interiMP. | 291,50 + 33,20 294,83 + 25,65 273,83 £22,98 273,83 £27,73 261,66 + 45,35 260,16 + 27,33

*P < 0,05, M. Mezometriyal alan, AM. Antimezometriyal alan, IMP. implantasyon bdlgesi, interiMP. interimplantasyon

bolgesi




Tablo 4.2.6.A: Uterusun Non-Desidual bolgesinde HA reseptdrlerinin gebelik gunlerine gore immunoreaktivite degerleri

4.GUN 5. GUN 6. GUN
M. AM. M. AM. M. AM.
HAS2 iMP. 196,33 + 41,05 239,50 + 17,04 216,50 + 20,52 206,33 + 12,27 256,16 + 37,82 221,50 + 17,63
interiMP. | 225,50 + 14,11 258,66 + 8,45 221,00 + 14,58 198,33 + 21,77 208,33 + 55,46 179,83 + 21,06
CD44 iMP. 173,00 * 28,02 260,83 £ 19,63 281,00 + 25,04 220,33 £22,93 217,00 £ 19,17 205,50 + 23,72
interiMP. | 218,33 +31,24 244,83 + 28,07 213,66 + 17,37 257,33+19,88 209,16 + 18,95 200,67 + 21,32
CD44s iMP. 226,16 * 40,88 271,50 + 26,03 217,33 £ 49,57 251,66 + 45,96 194,00 * 24,60 223,50 + 23,56
interiMP. | 242,66 + 22,94 273,33 £ 18,74 236,33 £ 15,27 245,16 + 35,31 263,50 + 21,58 248,16 + 36,22
RHAMM | IMP. 282,00+ 13,11* | 250,66 + 24,22* 267,83 +13,36* | 246,50+ 12,37* | 217,66+ 10,67 221,50 8,91
interiMP. | 247,66 +13,29 252,66 £ 12,78 257,33 £ 14,66 257,33+12,29 260,00 + 18,68 245,00 £ 17,04
Versikan | iIMP. 229,00 + 23,66 241,00 + 77,79 198,33 + 21,76 237,33+27,17 277,50 +17,46* | 283,50+ 17,25
interiMP. | 281,83 +19,83 287,16 + 26,96 242,16 + 20,24 230,50 + 20,94 255,16 + 38,26 235,83 £22,15

*P < 0,05, M. Mezometriyal alan, AM. Antimezometriyal alan, IMP. implantasyon bélgesi, interiMP. interimplantasyon

bdlgesi




5.Tartisma

HA bir glikozaminoglikan olup, bag dokusu ekstrasellller komponentin
en onemli bilegenlerinden birisidir. HA sadece yapisal bir molekul olmayip
migrasyon, proliferasyon ve differensiasyon gibi ¢ok sayida biyolojik olayda
onemli rol oynamaktadir. HA disi Ureme sistemi organlarinin (uterus ve tuba
uterina) bag dokusunda bulunur; ayrica folikiler sivida, servikal mukus ve
kimulus hdcrelerinde de bulunmaktadir. Disi ireme sitemi i¢cinde bulunan HA’in
fonksiyonlari sadece su tutma 6zelligine bagli olarak kayganlastirici ve viskozite
artisi ile sinirh olmayip (74), basarili bir ovulasyon, fertilizasyon ve embriyo
implantasyon gergeklesmesinde 6nemli rol oynadigi bildirilmistir (140). HA
invitro  fertilizasyon uygulamalarinda vizkositeyi artirarak, blastosistin
implantasyonu kolaylastirmak amaci ile transfer sivilari iginde kullaniimaktadir.
Transfer medyumundaki HA'in implantasyonu arttirdigini ileri stiren calismalar
olmasina ragmen (3,4,5,70,73) HA'in implantasyon Uzerine etkisinin olmadigini
bildiren ¢alismalarda bulunmaktadir (6, 71). Bu galismada, rat implantasyon
modelinde HA'in sentezi ve reseptorleri immunohistokimyasal teknik ve ince
yapi duzeyinde hucresel degisiklikler elektron mikroskobik teknik ile
degerlendirilerek, HA’in implantasyon déneminde olan etkilerinin incelenmesi
amaclanmistir.

HA tekrarlayan disakkarit Unitlerinden olusmus olup, fonksiyonlari da
molekul agirhgina gore farkhlilar géstermektedir (69). HA sentezini saglayan ug¢
enzimden (HAS1, HAS2 ve HAS3), HAS1 ve HAS2, 2000 kDA‘dan daha buyuk
olan yuksek molekul agirlikh HA'leri Uretirken, HAS3 200-300 kDA agirliginda
dusuk molekdler agirlikhh HA Uretmektedir (80). Bu ¢alismada, HA sentezini
saglayan en onemli enzim olan HAS2 ekspresyonu incelenerek, implantasyon
doneminde yuksek molekldl agirhkh HA’'in muhtemel fonksiyonlar tespit
edilmeye caligiimistir.

Kontrol grubunda ait uterus o&rneklerinin  immunohistokimyasal
incelenmesinde  epitel ve subepitelde prodstroz doneminde HAS2

ekspresyonun, 6stroz ve didstroz grubundan anlamli olarak farkli oldugu tespit



edildi. Prodstroz donemindeki HAS2 ekspresyonundaki artigin, bu donemin en
belirgin 6zelligi olan doku yenilenmesi ile iligkili olabilecegi dusunuldi. Daha
once yapilan galismalarda mensturel siklus gergeklestikten sonra hem epitelde,
hemde stromada yenilenmenin gergeklestigi ve bu asamalarda HA'in rol
oynadigi rapor edilmigtir (141, 142). ProOstroz doneminde uterus epitelinde ve
subepitelinde ¢ok sayida hicre bolinmesi gergekleserek reepitelizasyon
saglanirken, ayni zamanda stromada ekstrasellller matriks degisikler ortaya
cikmaktadir (142).

Subepitelyal alanda bulunan HA rolu bilinmekte iken yuzey epiteli ile
ilgili calismalar oldukga sinirlidir. Bununla beraber solunum epitel hicrelerinin
HAS kullanarak HA sentezledigi ve bu HA’in ekstraselliler alana iletildigi
gOsterilmistir (143, 144). HA ile yapilan dermis hlicre kultir ¢galismasinda, yara
olusturulmus epidermis, keratinositler tarafindan sentezlenen HA'in HB-EGF
araciligi ile EGFR’e baglandigi ve epidermal iyilesme cevabini hizlandirdigi
rapor edilmistir (145).

HA’'in HAS tarafindan sentezlenmesinin dlzenlemesinde c¢ok cesitli
faktorler rol oynamaktadir. HA sentezinin sitokinler ve buyume faktorleri
tarafindan kontrol edildigi solunum epitelinde gdsterilmistir. Astim ve hava
yollari inflamatuvar cevabinda IL-18 and TNF-a artisinin HA sentezini
dizenledigi ileri surtlmuastur (146-148).

Kontrol grubuna ait 6rneklerin her U¢ grubunda da stromada HAS2
ekspresyonu menstruel siklus boyunca yaygin olarak gobzlendi ancak derin
stromada didstroz doneminde prodstroz ve dstroz déneminden anlamh olarak
artmis olmasi dikkat g¢ekici bulundu. HA'in hicre proliferasyonu ve doku
remodeling ile yakin iligkili oldugu bilinmektedir (149, 150). Bu dénemdeki
artisin da stromada gergeklesen remodeling ile iliskili olabilecegi dusunuldu.
Teixeira Gomes, ve arkadaslari da vyaptiklari c¢alismada (151) HA
ekspresyonunun didstroz déneminde fazla oldugunu bildirmiglerdir. Menstruel
dénemde endometriyum yapisinda olduk¢a hizli degisimler olmaktadir. Yeni
matriks Uretiminin en fazla proliferatif ddnemde ve erken sekretuvar dénemde

oldugu gosterilmistir (152). Bu donemde endometriyumda 6dem ortaya ¢ikmakta



siklusun son donemlerinde menstruasyondan once ise doku gerilemeye
baglamaktadir (74). Bu bulgunun bu doénemde endometriyum tarafindan
exprese edilen ve parakrin yolla etki gdsteren epidermal biylime faktértu (EGF)
bagli oldugunu ileri surllmuslerdir. EGF, IGF-1 ile reaksiyona girerek
endometriyumun proliferasyonunu ve differensiasyonunu saglamaktadir (153).
Diostroz donemindeki endometriyal EGF ve IGF-1 ekspresyonu ile ayni
faktorlerin preimplantasyon periyodundaki ekspresyonlari arasinda buyuk
benzerlik bulunmasi bu ekspresyonun embriyonun implantasyonda rol
oynadidinin bir gostergesi olarak degerlendiriimektedir (151).

Deney grubuna ait uterus orneklerinin incelemesinde implantasyon
déneminde 5. ve 6. gunlerinde mature desiduada HAS2 ekspresyonunun 4.gin
ekspresyonuna goére anlamlh farkh oldugu goézlendi. HAS2'in implantasyon
déneminde eksprese edilmis olmasi, bu donemde HA miktarinin artmasina ve
dolayisi ile HA'in implantasyon Uzerine etkisinin olabilecedi dusunaldu.
Memelilerde hamilelik sirasinda endometriyal stromada Ostrojen ve progesteron
ovaryan hormonlarinin etkisi ile endometriyal fibroblastlar fonksiyonel
modifikasyonlara ugrarlar ve sonugta desidual hicreler olugur. Rodentlerde,
endometriyumun desidualizasyonu hizla dizenlenir ve ekstraselller matriks
bilesenleri yeniden dizenlenir. Bu donemde HA'in su tutma 6zelligi nedeni ile
dokularda genislemeye neden oldugu ve daha gevsek bir bicim alarak
invazyonu kolaylastirdigi rapor edilmistir (3). Dokuda gevseme impantasyon ve
daha sonra gerceklesecek olan invazyon igin gerekli oldugu bilinmektedir.
Dokulardaki gevsemeye kollajen liflerde ortaya cikan degisikliklerde katkida
bulunmaktadir. Menstruel dénemde stromada ¢ok miktarda kollajen lifler
(LIL,V,VI) bulunurken, kollajen 1V, ve laminin uterus bezlerinin ve kan
damarlarinin bazal membranlarinda bulunmaktadir. Kollajen 1V, laminin ve
heparan sulfat siklusun sonlarinda desidual hicrelerin etrafinda organize
olmaktadir. Kollajen IV proliferatif donemde yuksek iken sekretuvar dénemde
progresif olarak azalmasi dokuda genislemeye neden olmaktadir. Farelerde
desiduanin ¢ok ince kollajen lifler igerdigi, desidual hucrelerin bu ince lifleri

fagosite ettigi ve embriyonik genisleme ile birlikte desiduanin gerilemesini



sagladigi bildirilmistir (154). Ayrica desidual hucreler TIMP-3 (tissue inhibitor of
metalloproteinase-3) eksprese ederek, trofoblast invazyonunu
sinirlandirmaktadir (74).

HA’in hicre ici temel reseptort olan CD44, integral membran proteinidir
ve hucre hucre adezyonu, hicre matriks adezyonu, lenfosit yerlesmesi, hicre
migrasyonu ve metaztaz olusumunda rol oynamaktadir. CD44’Gn agregasyonu
stimule ettigi, proliferasyonu, migrasyonu ve anjiogenezisi arttirdigi
bilinmektedir. Ayrica CD44’(n sitoiskelet proteinleri ile iligki icinde oldugu ve
spesifik sinyallerin dizenlenmesinde de rol oynadigi bilinmektedir (155). CD44,
Hyaluronan ile hicre iskeleti arasinda baglanti kurarak HA’nin hicre igi
fonksiyonlarina da aracilik etmektedir. CD44’Gn bilinen iki tipi bulunmaktadir.
CD44’Gn epitelde bulunan bir tipi CD44E olarak isimlendirilirken, stromada
bulunan tipi CD44H veya CD44s olarak bilinmektedir (74).

Bu calismada kontrol gruplarina ait uterus epitelde CD44 ekspresyonu,
menstrual siklusun prodstroz ve dstroz dénemlerinde hem mezometriyal, hem
de antimezometriyal alanda diéstroz doneminden anlamh farkh oldugu tespit
edildi. CD44 ekspresyonunun epitelin fonksiyonunun degistigi ddbnemde ortaya
¢ikmasi, implantasyon igin hazirlanan epitelyal hucrelerin remodeling ile iligkili
olabilecegini dusundurdi. CD44 ekspresyonunun menstruel siklusun farkl
donemlerinde ve gebelik endometriyumunda eksprese edildigi gosterilmigstir
(74). Endometriyum epiteli olduk¢ca dinamik epiteldir ve siklusa baglh olarak
reepitelizasyon gerceklesmektedir. Prodztroz ve 6stroz donemindeki CD44
ekspresyonu epitelizasyonda rol oynayabilir. Neame ve arkadaslari yaptiklari
calismada CD44’Un epitelyal integritide rol oynadigini mensturel siklusda
reepitelizasyon igin gerekli olan motilitenin arttirilip azaltiimasinda gorev aldigini
rapor etmislerdir (156). Kanser hucreleri tarafindan da eksprese edilen CD44
tumor hucrelerinin motilitesini arttirarak metaztazlarin gergeklesmesinde 6nemili
rol oynamaktadir.

Deney grubunun 5. gunlUnde antimezometrial tarafta CD44
ekspresyonu didstroz donemi ile benzer 6zellikler gostermesine ragmen elde

edilen boyanma yogunlugu 4. ve 6. gunden anlamh olarak ylksek bulundu.



CD44’un 5 gunde yuksek olmasi apozisyon ve adezyon ile iligkili olabilecegini
dusundirdua. CD44, sadece HA ile degil bunun yani sira osteopontin (157) ile
baglanir ve av integrinler ile kopri olusturur. integrinler transmembran
glikoproteinlerinden olup, embriyonik gelisimin hlcre-matriks ve hucre-hlcre
yapismasini gerektiren onemli fizyolojik olaylarin ¢oguna katilir. a5@3 integrin
ve onun ligandi osteopontin, trofoblastlarin ilk etkilesimde endometriyum limen
epiteline baglanmasinda goérev alir. Epitelyal lokalizasyon ve ekspresyonun
a5p3’Un, embriyonik tutunma icin potansiyel bir reseptor olabilecegini
dusundurmektir. Epitelyal sinyaller subepitelyal alana gecerek implantasyona
stromanin hazirlanmasinda rol oynayabilir.

CD44 ekspresyonunun deney grubunda epitelde gbézlenen 5. gline gore
6. gunde gozlenen azalmanin, implantasyona hazirlik déneminde ortaya ¢ikan
degisikliklerin bir belirtisi olarak degerlendirildi. Implantasyonun en 6nemli
asamalarindan bir olan embriyo endometriyum iligskisinin saglanmasinda CD44
azalmasinin roll olabilecegi dusunuldd. CD44’Gn glikanlar ile yakin iligki icinde
oldugu bilinmektedir ve CD44 ekspresyonunun azalmasinin endometriyal
glikokaliks tabakasinin azalmasi ile ilgili olabilecegi ileri surulebilir. Endometrial
epitelde MUC1’in implantasyon doneminde azaldidi bilinmektedir (158, 159). Bu
calismada CD44’Gn implantasyonun gergeklesecedi 6. glinde azalmasinin
epitel ile MUC1 arasindaki baglantinin azalmasina neden olabilir. MUC1 Ust
genital sistem igin koruyucu bir bariyer gorevi gérmekte ve endometriyumda
proliferatif ve sekretuvar fazlarinda eksprese edilmektedir. MUC1 ayni zamanda
sperm iletiminde de roli bulunmaktadir. MUC1 uzun hidrofilik VNTR domaini
proline, theronin ve serinden zengindir. MUC1’in apikal uzantilari integrin ve
kadherinler igin reseptor gorevi gormektedir. MUC1’in hlicre yuzeyinde fazla
yogunlukta olmasi implantasyonu engellemektedir. Embriyo implantasyonu
sirasinda MUC1 ekspresyonunun azalmasi implantasyonu kolaylastirici etki
yaptigi rapor edilmistir (160). Epitelde MUC1’in azalmasi musin molekilinin
antiadhezif etkisinin azalmasindan dolay! uterus epitelyumu ile blastokistin

basaril bir sekilde tutunmasini sagladigi dusunulmektedir (29).



CD44s immunoreaktivitesi derin stromada menstrual siklusun prodstroz
ve Ostroz doneminde az seviyede gozlendi, buna karsilik didstroz doneminde
anlamh derecede artmis bulundu. Fujita ve arkadaslarinin yapmis oldugu
calismada insan endometriyum érneklerinde CD44 ekspresyonunun sekretuvar
fazin orta ve son kisimlarinda fazla bulundugunu fakat proliferasyon fazinda
bulunmadigini rapor etmislerdir (161). CD44 yuzey epitelinde prodstroz ve
Ostroz doneminde artarken CD44s’in bunlarin aksine didstroz déneminde artmis
bulunmasi dikkat c¢ekici bulundu. CD44’Gn bircok farkli dokuda farkl
fonksiyonunda rol oynadigi bilinmektedir. Didstroz doneminde yuzey dokulecegi
icin bu donemde yuzeyde azalirken, endometriyumun hazirlanmasi igin
stromada artmis olmasi ileri surtlebilir. CD44 ile ilgili calismalar sinirli sayida
olmasina ragmen, HA ile yapilan calismalarda di6stroz déneminde HA’in
yuksek bulundugu ve HA’'nin implantasyonda rol oynadigi bildirilmistir (151). Bu
bulgu parakrin olaylarda EGF’in endometriyal ekspresyonunun ortaya
cikmasiyla paraleldir. Endometriyal proliferasyon ve farklilasmada temel olan
epitelyal-stromal etkilesimleri saglayan IGF-1'le EGF etkilesmektedir (151).
IGF’ler sistemi, endometriyal proliferasyon, farkllasma ve embriyo-
endometriyum etkilesiminde 6nemli rol oynamaktadir (21).

implantasyon giinlerine baktigimizda 4. giine kiyasla mature desidua ve
predesidua bdlgesinde gebeligin 5. ve 6. gunlerinde CD44s ekspresyonu daha
fazla gobzlendi. Daha once vyapilan calismada uterin CD44 ekspresyonu,
endometriyal stromada glandular hicrelerde, desidua lenfositlerinde ve desidual
hicrelerde gozlenmistir. Bu iki bilesen olan glandular epitelin ve desidual
hicrelerin aktif plasental anjiyogenezise katildi§i bilinmektedir. Glandular
epitelde CD44 ekspresyonu, hyaluronidaz aktivasyonu veya sitokin salinimi
veya buyume faktorleri araciligiyla anjigenezisin regulasyonunu saglamaktadir
(162).

HA ve reseptorlerinin  immunolojik reaksiyonlarda da rolu oldugu
bilinmektedir. CD44’Un endotel hicrelerinin ylizeyinde varligi ve T hucrelerinin
dolasimi migrasyonu ve adhezyonunda rol oynadigi bilinmektedir (163). CD44

T hucrelerinde ve monositlerde inaktif olarak bulunmakta ve HA ile



baglanmaktadir. Bu hucrelerdeki CD44 reseptorleri proinflamatuvar sitokinler
TNF alfa ve INF gama ile aktive olmaktadir (164).

CD44’Un inhibe edilmesi ile T immun cevabinin azaltilarak bdbrek doku
reddinin dizeldigi rat modelinde gdsterilmistir (165). Bu ¢calismada da 5. glne
ait deney grubunun uterus doku orneklerinin subepitelyal bodlgesinde CD44
ekspresyonun azalmasi olmasi bu bdélgedeki immun cevabin azalmasi ile de
iliskili olabilecegini distndirdli. CD44’Un bag dokusu hucreleri disinda birgok
hlcre yuzeyinde de bulundugu bilinmektedir. Bu hicreler arasinda T hucreleri,
dendritik hucreler, monositler, makrofajlar ve endotel hucreleri gibi immunolojik
fonksiyonla iligkili htcrelerde bulunmaktadir. Bu hicrelerin CD44 ve hyaluronan
ile baglantisi ile hucrelerin dolasimi migrasyonu ve adezyonu saglandigi ileri
surtlmektedir (165).

Bunun yani sira son yillarda yapilan ¢aligmalarda HA immunomodulator
etkisinin oldugu HA'in lokal gevresinin inflamavutar ortam hakkinda bilgi verdigi
bildirilmistir (166). Yuksek molekul agirlikh HA’in farkli hicre tipleri igin
antiinflamatuvar etki yaptigi ve adaptif cevapi uzatmaktadir. immunolojik
olaylarda soluble bioaktif mediatorler tarafindan tehlike sinyali olusturulurken
saglam dokuda immunhemositasis HMAHA tarafindan saglanmaktadir.
Yaralalan dokularda da doku integritesinin saglanmasindan sonra all-clear
mesaji HA tarafindan saglanmaktadir. Yiksek molekiler agirhkh HA'in T
hicrelerinden Foxp3 ekspresyonunu arttirarak T hlcre proliferasyona neden
oldugu bilinmektedir (167). HA ve CD44 etkilesimi doku integrititesinde goérev
almaktadir. Bu fonksiyonu Treg lzerinden saglamaktadir (168). Eksprese edilen
Treg infalmasyonu durdurmaktadir.

RHAMM bir HA reseptorl olup, hicre adezyonu, hlcre migrasyonu,
morfogenezisi ve hulcre proliferasyonu, sinyal iletimi, gen ekspresyonu RNA
splicing hucre farkhlasmasi ve metaztazda goérev almaktadir (169). Daha énce
yapillan c¢aligmalarda embriyoda RHAMM varligi gOsterilmistir ancak
endometriyum epitelinde varligi gosteriimemistir. Bu c¢alismada mensturel
siklusun prodstroz déneminde epitelin antimezometrial bolgesinde, subepitel, ve

derin stromada RHAMM ekspresyonunun kuvvetli bulundu. Ostroz ve didstroz



donemlerinde ise prodstroz donemine gore azalmis oldugu dikkat cekici
bulundu. Mensturel doku kaybindan sonra endometriyumun yenilenme safhasi
olan prodstroz fazinda epitel ve stromada mitoz geceklesmektedir. RHAMM’in
proostroz donemdeki ekspresyonu mitotik aktiviteye arttirmasina bagli olabilir.
Daha once yapilan calismalarda RHAMM’In G2/M fazinda kuvvetli olarak
eksprese edildigi ve boylece mitozu kontrol ettigi bildirilmistir (169). RHAMM bir
integral membran proteini degdildir. RHAMM hicre igi sinyal mekanizmalarini
harekete gecirir. RHAMM sentrozomda bulunur ve hicre ic¢i mitotik iplikgiklerin
formasyonu ve devamhligini dynein ile c¢apraz baglanarak saglar (170).
RHAMM’In en onemli 6zelliklerinden birisi de mitozdan sonra ortaya c¢ikan
hicrelerin ayrilmasi ve migrasyonudur. Bu nedenle uterus dokusunda
yenilenme sirasinda yeni olugan hucrelerin gogunde de gorev almasi
mumkunduar. RHAMM sadece hicre iginde degil, ayni zamanda hucre
yuzeyinde de bulunmaktadir. Hucre yuzeyinde bulunan RHAMM, CD44 gibi HA
ile baglanarak buylime ve motilite Gzerine fonksiyon géstermektedir.

Deney grubuna ait preparatlarin  incelenmesinde = RHAMM
ekspresyonunun mature ve predesiduada hem 5. gun hem de 6. gun anlamli
olarak yiiksek oldugu tespit edildi. implantasyon déneminde RHAMM
ekspresyonundaki artis implantasyonda onemli rol oynadigini dusundurdu.
RHAMM bir motilite reseptdru olarak bilinmesine ragmen, hiicrelerin yasaminin
devamlihdinda da gorev almaktadir. Bu grupta RHAMM ekspresyonunun fazla
olmasi nedeni ile implantasyon doneminde gebeligin devamhhgini saglamak
icin gerekli olan desidual degisikliklerin devamliliginin saglanmasinda onemli rol
oynayabilecegi ileri surllebilir. Zhang, S ve arkadaslari tarafindan yapilan bir
calismada RHAMM'Iin Extracellular-Regulated Kinase (ERK) 1 Uzerinde etki
ederek hucre survival sagladigi bildirilmigtir (171).

Versikan buyudk bir kondrodin silfat proteoglikandir ve hyaluronan
baglayan proteoglikanlar ailesi Uyesidir. Versikan, HA ile N-terminal G1 globular
domain bodlgesinden baglanarak fonksiyon gostermektedir (172). Versikan
tenaskin-R, kollegen |, fibronektin, elastik fiber associocited protens fibrilin ve

fibulin ile de iligkilidir (173). Fibrilin I, endometriyal stromada Ostroz ve didstroz



doneminde ortaya cikar. Versikan ayrica kemokinler, B1 integrin, CD44,
epidermal buyume faktora ve selektin ile de baglanmaktadir (127). Versikan'in
bu iligkileri birgcok biyolojik olayi kolaylastirdigi ve 6Ozellikle hicre migrasyonu
Uzerine etki ettigi rapor edilmistir (172).

Doku orneklerinin immunohistokimyasal teknik ile versikan primer
antikoru ile boyanmis preparatlarin incelenmesinde didstroz kontrol grubu
subepitel ve derin stromada yogun boyanma gdzlenirken, prodstroz ve dstrozda
stromada daha az boyanma gozlendi. Versikanin seviyesinin yuksek oldugu
donemde progesteronun artmig olmasi, versikan ekspresyonunun hormonal
kontrol altinda oldugunu dusundurdu. Overektomi yapilan hayvanlarda versikan
ekspresyonun endometriyum ve myometriumda ortadan kalktigi rapor edilmistir
(172). Bununla beraber adrenal medulladan salinan éstrojene bagli superficial
ekspresyon devam etmektedir (174). Ostrojen seviyesi tiim mensturel siklus
boyunca ylUksek seyrederken progestreon seviyesi 0strozda dusuk didstrozda
yuksektir. Bu degisiklikler uterusun ektraselliler matriks komponentinde
degisiklige neden olmaktadir (175-177). Bu sonuglar progesteronun
implantasyona hazirhik donemindeki etkisini versikan uzerinden yaptidinin bir
gOstergesi olarak degerlendirebilir.

Daha oOnce yapilan c¢alismalarda 06stroz doneminde versikanin ve
HA’nin artmis olmasinin endometriyal stromayi embriyonun implantasyonu igin
hazirladigi  rapor edilmigtir (178). Versicanin doku remodeling hucre
prolifreasyonunda ve fibroblastlarin desidual hucreler farklilagsmasinda rol
oynadidi géz 6nune alindiginda 6stroz doneminde versikanin eksprese edilmis
olmasi desidual degisikler Uzerine etki olabileceginin bir belirtisi olarak
degerlendiriimektedir (178). Desidualizasyon igin konneksin ekspresyonu ve
gap junction formasyonu gereklidir (179). Versikanin  konneksin 43
ekspresyonunu arttirdigi ve bdylece desidual hulcrelere donusumunde rol
oynadigi rapor edilmigtir (180).

Deney grubu versikan ile boyanmig preparatlari incelediginde 6. gunde
predesidua, ve mature desidual bdlgedeki immunoreaktivitenin anlamli olarak

farkli oldugu gézlendi. Versikan immunoreaktivitesinin implantasyon déneminde



artmis olmasi versikanin implantasyonda rol oynadigini dusundurdd. Versikana
ait desidual degisikliklerin interimplantasyon bolgelerde daha az olmasi
versikanin implantasyon doneminde onemli rol oynadiginin bir bagka gostergesi
olarak degerlendirildi. Uterus stromasi yuzeyel ve derin iki ayri kompartmana
ayrilir (181). Bu iki yapi biribirinden farklidir. Ylzeyel stromada yuvarlak bigimli
hucreler gozlenirken derin  kisimda igsi hucreler gorulmektedir. Bu
diizenlemeden versikan ile iligkili olabilecegi ileri siirlilmektedir (182). invitro
calismalarda HA ve versikan ile zengin periselluler matriksin mitotik hucrelerde
yuvarlak sekil almasina ve ayrilmasina neden oldugu gosterilmigtir (183).
Versikanin hucre migrasyonunu duzenledigi ve doku formasyonunda rol
oynadidi bilinmektedir (178). Versikan fibrolastlarin kollajen 1, fibronektin,
vitronektin ve laminin ile baglantilarini bozmakta ve fibroblastlarin lokal
baglantilarini ayirmaktadir. Versikanin implantasyon bodlgesinde artmis olmasi
bu bolgedeki ekstraselluler matriks degisiklerinin sorumlusu olabilir. Versikanin
implantasyon doneminde olusturdugu etkileri inceleyen San martini 2003 (178)
yiinda yaptigi calismada versikanin trofoblast invazyonunu kontrol etme de
onemli rol oynadigini ileri sirmugtur.

Calismada bulgulardan elde edilen ince kesitlerin degerlendiriimesinde
epitel yapisi, mikrovilluslar, pinopod varligi, c¢ekirdek ve sitoplazma
degerlendirildi. Kontrol grubundan prodstroz ve ostrozda epitel kalinhdinin ayni
oldugu, mikrovilluslarin varligi gézlendi. Didstroz grubunda ise ayirici tani olarak
mikrovillus sayisinin ve epitel kalinliginin belirgin oranda azaldigi ve hucrelerin
arasi mesafenin arttigi gézlendi. Sekretuvar fazda énceki fazlarda bol bulunan
silyali hiicrelerin azaldigi SEM'de gdsterilmistir. Iyi gelismis ve silyali hiicre
populasyonu ise erken follikiler fazda gozlenmektedir. Cunku siliogenezis
endojen Ostrojenden etkilenmektedir (184). Didstroz grubunda gebelik
gerceklesmeyen digilerde epiteldeki hucrelerin nekroza gidecegi ve dolayisiyla
hicre-hlicre  baglantilarinin  bozuldugu  sonucuna  varildi.  HAS2’nin
immunoreaktivitesinin de didstroz doneminde epitelde azaldi§i g6z 6nunde
bulundurulacak olursa, didstroz doneminde epiteldeki hlcrelerin ayriimasinin

HA’nin adezhif etkisinin azalmasiyla iliskili olabilece@i distnuldu.



Gebeligin 5. gununde 4. ve 6. gunlere gore mikrovilluslarin azaldigi ve
bleb olugsumu go6zlendi. Pinopodlar endometriyal reseptivitenin kesin
isaretleyicileri olarak bulunmustur (185). Pinopodlar Iimen epitelinin apikal
yuzeyinden geligirler (39) ve siganlarda kismen burusuk ve uzunlamasina
sekillidirler (44). 5. gunde bleb olusumu implantasyona etkisinin oldugunu

dolayisiyla pinopodlarin reseptivitede gorevli oldugu sonucuna varildi.



6.Sonuglar

Bu calismada sicanlarda normal menstrual siklus evrelerinde ve
implantasyon modelinde, gebeligin 4., 5. ve 6. guninde alinan uterus ornekleri,
HAS2, CD44, CD44s, RHAMM ve Versikan primer antikorlari ile
immunohistokimyasal teknikle ve ince yapi duzeyindeki degisiklikler elektron
mikroskobik teknik ile degerlendirilerek incelendi.

HAS2 immunoreaktivitesinin kontrol grubunda, prodstroz déneminde
epitelde ve subepitelde Ostroz ve didstroza gore artis oldugu goézlendi.
Prodstroz donemindeki HAS2 ekspresyonundaki artisin, bu dénemin en belirgin
Ozelligi olan doku yenilenmesi ile iligkili olabileceginin bir gostergesi olarak
degerlendirildi. Derin stromada ise didstroz doneminde prodstroz ve 0Ostroza
gore artis oldugu gozlendi. Bu donemdeki artisin da stromada gereceklesen
remodeling ile iligkili olabilece@i sonucuna varildi.

Deney grubuna ait uterus oOrneklerinin incelemesinde implantasyon
doneminde 5. ve 6. gunlerinde mature desiduada HAS2 ekspresyonunun 4.gun
ekspresyonuna gore artis oldugu gozlendi. HAS2'in implantasyon ddéneminde
eksprese edilmis olmasi, bu donemde HA miktarinin artmasina ve dolayisi ile
HA'in implantasyon uUzerine etkisinin olabilecegi sonucuna varildi.

CD44 immunoreaktivitesinin kontrol gruplarina ait uterus epitelinde,
menstrual siklusun prodstroz ve 6stroz donemlerinde hem mezometriyal, hem
de antimezometriyal alanda diostroz dénemine gore artis oldugu tespit edildi.
CD44 ekspresyonunun epitelin fonksiyonunun degistigi doénemde ortaya
¢ikmasi, implantasyon igin hazirlanan epitelyal hucrelerin remodeling ile iligkili
olabilecegi sonucuna varildi.

Deney grubunun 5. gunlinde antimezometrial tarafta CD44
ekspresyonu diostroz donemi ile benzer ozellikler gostermesine ragmen elde
edilen boyanma yogunlugu 4. ve 6. ginden anlamli olarak yuksek bulundu.
CD44’un 5. gunde yuksek olmasi apozisyon ve adezyon ile iligkili olabilecegini
sonucuna varildi. CD44 ekspresyonunun deney grubunda epitelde gbzlenen 5.

gune gore 6. gunde gozlenen azalmanin, epitel ile MUC1 arasindaki baglantinin



azalmasina dolayisiyla implantasyona hazirlik doneminde ortaya c¢ikan
degisikliklerin bir belirtisi olarak degerlendirildi.

CD44s immunoreaktivitesi derin stromada menstrual siklusun prodstroz
ve Ostroz doneminde az seviyede gozlendi, buna karsilik diostroz doneminde
anlamli derecede artmis bulundu. Didstroz doneminde yuzey dokulecedi igin bu
donemde ylzeyde azalirken, endometriyumun hazirlanmasi igin stromada
artmis olmasi ileri surulebilir.

implantasyon giinlerine baktigimizda 4. giine kiyasla mature desidua ve
predesidua bdlgesinde gebeligin 5. ve 6. gunlerinde CD44s ekspresyonu daha
fazla gozlendi. CD44s’in implantasyon doneminde artmasi embriyo adezyon ve
invazyonunda etkisinin oldugu amacina yonelik olabilmektedir.

RHAMM immunoreaktivitesi mensturel siklusun prodstroz déneminde
epitelin antimezometrial bolgesinde, subepitel, ve derin stromada 06stroz ve
didostroz donemlerine gore artis oldugu goézlendi. RHAMMin prodstroz
donemdeki ekspresyonu epitel ve stromada mitotik aktiviteyi arttirmasinin bir
sonucu olarak degerlendirildi.

Deney grubuna ait preparatlarin  incelenmesinde @ RHAMM
ekspresyonunun mature ve predesiduada hem 5. gin hem de 6. glnde,
gebeligin 4. gune kiyasla anlamli olarak yuksek oldugu tespit edildi. Bu grupta
RHAMM ekspresyonunun fazla olmasi implantayon doéneminde gebelidin
devamliligini saglamak igin gerekli olan desidual degisikliklerin devamhhliginin
saglanmasinda énemli rol oynayabileceqgi ileri surulebilir.

Versikan immunoreaktivitesi menstrual siklusun didstroz déneminde
subepitel ve derin stromada yogun boyanma gdzlenirken, prodstroz ve dstrozda
stromada daha az boyanma gdézlendi. Bu sonuglar, progesteronun
implantasyona hazirhk donemindeki etkisini versikan Uzerinden yaptidinin bir
gOstergesi olarak degerlendirebilir.

Deney grubu versikan ile boyanmis preparatlari incelediginde 6. ginde
predesidua, ve mature desidual bdlgedeki immunoreaktivitenin anlamli olarak

farkh oldugu goézlendi. Versikanin implantasyon bolgesinde artmis olmasi bu



bolgedeki ekstraselliler matriks degisiklerinin sorumlusu olabilecegi olarak
degerlendirildi.

Calismada bulgulardan elde edilen ince kesitlerin degerlendiriimesinde
epitel yapisi, mikrovilluslar, pinopod varligi, c¢ekirdek ve sitoplazma
degerlendirildi. Kontrol grubundan prodstroz ve 6strozda epitel kalinliginin ayni
oldugu, mikrovilluslarin varhdr gozlendi. Didstroz grubunda ise mikrovillus
sayisinin ve epitel kalinliginin belirgin oranda azaldigi ve hucreler arasi
mesafenin arttigi gozlendi. Didstroz ddénemindeki mikrovilluslarin sayisinin
azalmasi siliogenezisin endojen Ostrojenden etkilenmesinin sonucu olarak
azaldigi, hucrelerin ayrilmasinin da gebelik gergeklesmedigi icin nekroza
gideceginin igareti olarak degerlendirildi.

Gebeligin 5. glnlinde bleb olusumu gdzlendi. 5. glinde bleb
olusumunun goézlenmesi implantasyona etkisinin oldugunu dolayisiyla
pinopodlarin reseptivitede gorevli oldugu sonucuna varildi.

Sonu¢ olarak bu c¢alismada, immunohistokimyasal ve elektron
mikroskobik teknik kullanilarak implantasyon donemindeki HA rolu
arastinimistir. Deney grubunda ait doku drneklerinde 5. ve 6 gin HAS2, CD44s,
RHAMM; 5 gun, CD44 ve 6. gunde Versikan immunoreaktivitesinde istatistiksel
anlamh artmig olmasi; 5 gunde elektron mikroskobik olarak epitelde
pinopodlarin gozlenmesi ve silyalarin azalmis olmasi, HA’in implantasyon

doneminde dnemli rol oynadiginin gostergeleri olarak degerlendirildi.



Resim 1: (a) Prodstroz, (¢) dstroz ve (e) didstroz déneminde uterus kesitlerinin H-
E ile boyanmis preparatlannda her 1¢ tabakada ayirt edilebilmektedir.
Perimetriyum (P), Myometriyum (M) ve Endometriyum (E), x40. Lamen epitelinin
hemen altnda endometriyal stromal alanda stromal hicreler, uterus bez (B) yapilan
ayirt edilmektedir, x400.
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Resim 2: Gebelidin (a) 4. gunl, {¢) 5. gund ve (e) 6. gininde uterusun HE.
lle boyanmis preparatlannin panoromik goruntisi, x40. Tek katl prizmatik
epitelin altinda uterus bezleri (b) stromal hucreler gorilmektedir, x400. (f)
Endometriyal bezler sayica artmistir, x400.



Resim 3: HAS2 antikoruyla boyanmis (a) prodstroz, (¢) ostroz ve (e) didstroz
dénemindeki uterus kesitlerinn panoromik gérantasi, x40. (a) Prodstroz déneminde
lamen epitelinde (£) ve subepiteliyal (SE) alanda yodun immunoreaktivite gézlenirken,
{(e) didstroz doneminde zayif immunoreaktivite gérulmektedir. Ostroz (d) déneminde
stromada zayif immunoreaktivite gdzlenirken, didstroz (f) déneminde orta derecede
immunoreaktivite ve immukompetant hicreler ( _>) gortlmektedir, x400.



Resim 4: HAS2 antikoruyla boyanmis sican uterusunda gebelidin (a) 4. gani, (¢) 5
guni ve (e) 6. gininin panoromik gorantist, x40. Gebelidin (b) 4. guntnde ve (d) 5.
guninde lomen epitelinde (E) zayif immunoreaktivite gdzlenirken, (f) 6. gininde orta
derecede immunoreaktivite goralmektedir, x400.



usi, x40. {b) Proostroz ve (d) dstroz

déneminde lomen epitelinde (E) yodun immunoreaktivite gézlenirken, (f) didstroz

doneminde orta derecede immmunoreaktivite goralmektedir, x400.

CD44 antikoruyla boyanmis (a) proostroz, (¢) ostroz ve (e) diostroz
orin

donemindeki uterus kesitlerinin panoromik g

Resim §



Resim 6: CD44 antikoruyla boyanrmis sigan uterusunda gebelidin (a) 4. guna, (¢) 5.
gunu ve (e) 6. ginunin panoromik goruntasi, x40. Gebeligin (b) 4. guni ve (f) 6.
gununde limen epitelinde (E) zayif imunoreaktivite gézienirken, (d) 5. guninde orta
derecede immunoreaktivite goralmektedir, x400,



Resim 7: CD44s antikoruyla boyanmis sigan uterusunda (a) prodstroz, (¢) 6stroz
ve (e) diostroz doneminin panoromik goruntist, x40. (b) Prodstroz ve (d) dstroz
doneminde stromada zayif immunoreaktivite gozlenirken, (f) didstroz doneminde
orta derecede immunoreaktivite gorulmektedir, x400.



Resim 8: CD44s antikoruyla boyanmis sigan uterusunda gebelidin (a) 4. ginu, (¢) 5.
gunu ve (e) 6. ghnunun panoromik goruntast, x40. Gebelidin (b) 4. gunu ve (d) 5.
gininde stromada zayif immunoreaktivite gézienirken, (f) 6. gininde daha yodun
immunoreaktivite gérilmektedir, x400.



Resim 9: RHAMM antikoruyla boyanmis sican uterusunda (a) prodstroz (¢) dstroz ve (e)
diostroz doneminin panoromik gorontust, x40. (b) Prodstroz doneminde limen epitelinin
(E) antimezometriyal alaninda yogun stromasinda (S) zayf mmunoreaktivite, (d) Gstroz
doneminde hem limen epitelinde hem de stromada zayif immunoreaktivite, (f) didstroz
doneminde ise lumen epitelinde orta derecede stromada zayf immunoreaktivite
goralmektedir, x400.



Resim 10: RHAMM antikoruyla boyanmis sigan uterusunda gebelidin (a) 4. gund, (¢) 5.
guni ve (e) 6. gininun panoromik gdriuntisi, x40. Gebelidin (b) 4. gini ve (f) 6. gininde
lamen epitelinde (d) 5. gintne gére daha yogdun immunoreaktivite gérilmektedir, x400.



Resim 11: Versikan antikoruyla boyanmig sican uterusunda (a) prodstroz,
(c) dstroz ve (e) didstroz déneminin panoromik gorintiisi, x40. (b) Prodstroz
ve (d) 6stroz doneminde stromada zawif immunoreaktivite gozlenirken, (f)
didstroz doneminde orta derecede immunreaktivite goriimektedir, x400.



Resim 12: Versikan antikoruyla boyanmig sigan uterusunda gebelidin (a) 4.
guna, (¢) 5. gunu ve (e) 6. guninin panoromik géruntist. Gebeligin (a) 4.
gunt ve (e) 6. gununde lumen epitelinde (E) zayif immunoreakdivite
gozlenirken {¢) 5. gununde orta derecede immunoreaktivite gorulmektedir,
x40. Desidual alanda gebelidin (b) 4. guniu ve {d) 5. gununde zawif
immunoreaktivite gozlenirken, (f) 6. guninde orta derecede
immunoreaktivite gorulmektedir, x400.



Resim 13: (a) Prodstroz , (b) ¢stroz ve (¢) didstroz grubu sigan uterus
orneklerinin ince kesitlerinin gecirimli elekiron mikroskobik degerlendirilmesi.
Kontrol grubundan prodstroz ve dstrozda epitel kalinliginin ayni oldugu,
mikrovilluslann (M) varligi gozlendi. Didstroz grubundaise mikrovillus sayisinin
ve epitel kalinh@inin belirgin oranda azaldid ve hiicreler arasi mesafenin artidi
gozlendi, x1250 (C: Cekirdek)



Resim 14: Gebeligin (a) 4. guni,(b)5. guni ve(c) 6. guni sigan uterus
orneklerinin, ince kesitlerinin gegirimli elektron mikroskobik
degerlendiriimesi. Gebelidin 5 gunundebleb {5, ) olugumu gozlendi,
x1250. (LP: Lipit damlaciklan, C: Cekirdek)



Resim 15: Gebeligin (a) 5. guni ve(b) 6. ginu sigan uterus orneklerinde
desidual hucrelerin (DH) elektron mikroskobik degerlendiriimesi, x1250.
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