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Anahtar sozciikler: Notch Ligand, Jagged—1, Jagged—2, implantasyon, fare

Memelilerde implantasyon, bir¢ok sinyal molekiiliiniin blastosist ile reseptiv
endometrium arasindaki haberlesmede rol aldig1 karmasik biyolojik olaylardan biridir. Notch
sinyal yolag1 ve Notch ligandlar1 Jaggedl ve Jagged?2, hiicre proliferasyonu, hareketi, hiicre-
hiicre adezyonu, go¢ii, apoptozu ve invazyonu gibi ¢ok cesitli hiicresel fonksiyonlarin
gerceklesmesinde rol oynarlar. Hiicresel kontroliin ¢oklu hiicre siire¢lerindeki rolleri ile kabul
edilmesi, Jagged molekiillerinin tiimor biiylimesi, ilerlemesi, metastaz ve anjiyogenezde etkili

oldugunu gostermistir.

Bu c¢alismada, fare endometriumunda implantasyon Oncesi ve implantasyon
doneminde Notch ligand Jagl ve Jag2’nin immiinolokalizasyonlarinin belirlenerek olasi

rollerinin arastirilmasi amaglanmustir.

Bu amagla viicut agirliklar1 2040 gram arasinda degisen Mus musculus cinsi 40 adet
eriskin fare kullanildi. Normal diyetle beslenen farelere, oda 1sisinda, 12 saat aydinlik 12 saat
karanlik periyotlar olusturularak Ostrus evresine girmeleri saglandi. Ostrus sikluslar1 vajinal
smear ile belirlendi. Vajinal tikag olusumuna bakilarak gebelikler tespit edildi. Metostrus,
Ostrus, prodstrus ve didstrus evrelerinin herbiri i¢in 5’er fare ile gebeligin 5., 7., 9. ve 11.
giinler1 i¢in 5’er tane gebe fare kullanildi. Farelere deney sonunda 200mg/kg sodyum penta-
barbital intraperitoneal yoldan verilerek Gtenazi uygulandi ve uterus dokular1 incelenmek
iizere alindi. Uterus dokularina 151k mikroskopik ve immunofloresans incelemeler igin rutin

takip protokolleri ugulandi. Isik mikroskopik incelemeler i¢in parafine gomiilen 6rneklere



vi

morfolojiyi gostermek amaciyla hematoksilen-eozin, spesifik molekiilleri gostermek i¢in ise
immunofloresans teknikler uygulandi. Isik ve floresans mikroskopik degerlendirme igin
alman kesitler Olympus marka floresans mikroskopta degerlendirilip, uygun alanlardan

goriintiiler elde edildi.
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ABSTRACT

IMMUNOLOCALISATION OF NOTCH LIGAND JAGGED-1 and JAGGED-2 IN
MOUSE ENDOMETRIUM DURING PRE- and POSTIMPLANTATION PERIODS
Nihan CINAR

Master of Sciences Thesis, Department of Histology-Embryology
Supervisor: Prof. Dr. H.Eray BULUT
2012

Key words: Notch Ligand, Jagged—1, Jagged—2, implantation, mouse

Implantation in mammals is a complex biological process that involves an crosstalking
between balastocyst and receptive endometrium controlled by different signal molecules.
Notch signalling and Notch ligand Jaggedl and Jagged2 are involved in the regulation of
many cellular processesi including cytoskeletal organization, cell motility, cell cycle
progression and growth, apoptosis, gene transcription. Consequently, it is not suprising that
Jaggedl and Jagged2 molecules are involved in different steps of tumor development and

progression as well as metastasis and angiogenesis.

In the present study, the potential roles of Jagged molecules were investigated using

their immunolocalization in the mouse endometrium during pre-and postnatal periods.

To do this, 40 Mus musculus mice, weighing 20—40 g were used in the present study.
Animals were kept at room temperature and at 12 hours light, 12 hours dark periods and were
fed with normal diet in order to get them to estrous cycle. Their estrous cycles were
determined by vaginal smear. Their pregnancies were designated by the presence vaginal
plug. Metestrus, estrus, proestrus, and diestrus phase groups consisted of 5 mice for each
group. Similarly, 5th, 7th, 9th, and 11 th days of pregnancy groups consisted of 5 mice for
each group. At the end of experiments, euthanasia was carried out by the injection of 200
mg/kg penthotal sodium intraperitoneally. Uterinal tissues were obtained and processed for
light microscopical and immunoflourescence investigetions. Paraffin tissue sections were
used for either hemotoxylene-eosin staining to show general morphology and
immunoflourescence techniques to show the Notch ligand Jaggedl and Jagged2 expressions

in uterinal tissues. Field of views were photographed using an Olympus microscope
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1. GIRIS VE AMAC

Memelilerde implantasyon, blastosist asamasindaki embriyo ile reseptiv endometrium
arasindaki diyalog sonucu meydana gelen en karmasik biyolojik olaylardan birisidir. Bu
siirecte blastosist tarafindan uterinal dokuda bir¢ok genin ekspresyonu indiiklenir, blastosiste
komsu epitelde adhezyonu saglayan yeni molekiiller agiga ¢ikar, endometrial stroma hiicreleri
desidua hiicrelerine farklilasirken ekstraseliiler matriks kompozisyonu da tamamen degisir
(1). Ogzellikle kemiricilerde ileri derecede invaziv ozelliklere sahip blastosistin
antimezometrial alana adhezyonundan sonra implantasyon bdlgesinde anjiyogenez,
plasentasyon, matriks yikimi, invazyon kontrolii ve apoptozu yonlendiren yeni molekiillerin
katilimiyla siire¢ daha da karmasik bir hal alir (2).

Notch geni tek gegisli bir transmembran proteinini kodlar. Memelilerde 4 adet Notch
geni (Notch 1-4) ve Delta/Serrate/LAG-2 (DSL) ailesinin Notch ligand {iyelerini kodlayan 5
gen; 3 Delta-like (DII1, 3, 4) ve 2 Jagged (Jagl, 2) bulunur (3). Notch’un ligand: ile etkilesimi
aktive olmasimi saglar. Notch molekiilii S1, S2 ve S3, proteolitik boliinmelerini gegirir ve
Notch intraseliiler domaini serbest kalir. Serbest kalan NICD niikleusa dogru hareket eder ve
burada Enhancer of Split protein kompleksinin bir iiyesinin transkripsiyonunu aktive etmek
icin Supressor of Hairless proteini ile etkilesimde bulunur (4).

Notch ligand Jagged]1 hiicresel proliferasyonunu ve farklilagsmay1 kontrol eden ve ayni
zamanda c¢esitli malign tiimdrlerde 6nemli rollere sahip Notch sinyal yolaginin ligandlarindan
biridir. Kalp, plasenta, bobrek, akciger, kas, pankreas, gobek bagi ve diger bircok organda
yiliksek miktarda ekspresse edilir (5). Bunun yani sira malignant tiimérleri de igeren bir¢ok
hastalikta 6nemli rollere sahip bir liganddir. Hepatik ¢alismalar Jagl in fetal ve postnatal
olarak hem saglikli hem de hastalikli karacigerde ekspresse edildigini gdstermistir. Alagille
sendromu, konjenital hepatik fibrozis, kistik fibrozis, akut karaciger yetmezligi, tyrosinemia
ve kronik red gibi hastaliklarda da Jagl ligand: ekspresse edilir (6).

Jagged2 fetal testis, timus, epidermis, on bagirsak, dorsal kok gangliyonu ve i¢
kulakta, kalp, akciger, timus, iskelet kasi, beyin ve testiste, orofaringeal epitelde, gelisen
timusta ve dil kaslarinda, derinin bazal tabakasinda, bryigin germinatif epitelinde, i¢ kulaktaki
semisirkiiler kanallarin ve kohleanin kil hiicrelerinde ve 6zofagusta ekspresse edilir (7).

Insanlarda ortaya cikan bazi hastaliklar Notch sinyal yolag: ile iliskili genlerde

meydana gelen defektler ile iliskilidir. Insan Notchl ve Notch3 geninde mutasyonlar



subkortikal infarkt ve lokoensefalopati ile beraber seyreden serebral otozomal dominant
arteriopati sendromundan (CADASIL) sorumludur (8). Notchl ve 3 mutasyonlar1 arteriyoler
diiz kas hiicrelerinin kaybolarak yerini graniiler eozinofilik materyal ile dolduran bir otozomal
vaskiiler bozukluga yol agar (8-9). Notchl sinyal yolagi primer melanom hiicre biiylimesi ve
metastazin1 arttirr. Pankreas kanser c¢aligmalarinda Notchl downregiilasyonunun hiicre
biiylimesini inhibe ettigi, hiicre invazyonunu, metastazini ve norovaskiiler gelisimi baskiladigi
gosterilmistir (10). Jaggedl genindeki otozomal dominant mutasyon Alagille sendromuna yol
acar. Alagille sendromu safra kanali sekillenmesinde defekte neden olarak karaciger
problemlerine yol acan ve ayni zamanda bobrek, goz, kalp ve iskelet sistemi gelisim
bozukluklar1 ile seyreden bir hastaliktir (11). Notch ligandlar1 Jaggedl ve Jagged2 Notch
sinyal yolagini hem aktive hem de inhibe etme 6zelligindedirler. Bu da Notch sinyalinin bazi
tiimorlerin bliylimesi ve metastazini arttirirken, bazilarinin da gerilemesinde rol oynadigimi
gosterir.

Pek cok organ ve dokuda gerceklesen ¢ok onemli olaylarda yasamsal oneme sahip
fonksiyonlar yerine getiren Notch sinyal yolagi ve bununla iligkili Jagl ve Jag2 ligandlarmin
gebelikte de ¢ok onemli islevler yerine getirmesinin beklenmesi dogaldir. Bunlar anjiogenez,
hiicre gocii ve farklilasmasi, desidualizasyon, plasentasyon gibi olaylar olabilir. Iste bu
amacgla bu g¢alismada bir fare modeli kullanilarak gebelikten Once uterusun endometrium
tabakasinda ve gebelik swrasinda desidua, plasenta gibi dokularda Jagl ve Jag2’nin
immiinolokalizasyonlar1 belirlenerek bunlarin bu dokularda gerceklesen cesitli olaylardaki

olas1 rolleri hakkinda bazi ¢ikarimlar elde edilmeye ¢alisilmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2. 1. Uterus

Uterus, blastosist implantasyonu ve gebeligin devami i¢in uygun ortami saglar. Disi
genital kanallarinmn kdken aldig1 paramezonefrik (Miiller) kanaldan gelisir. Insanda uterus
pelvik kavitenin igerisine konumlanmis, armut bi¢iminde bir organdir. Ortalama 7,5cm
uzunlugunda, {ist parcasinda Scm genisliginde, yaklasik 2,5 — 4cm kalinligindadir. Sag ve sol
iist lateralde Fallop tiipleri uterusa giris yapar. Histolojik olarak fundus, korpus ve serviks
olmak iizere 3 bolimden olusur. Korpus ve fundus benzer histolojik 6zelliklere sahipken,
serviks bazi1 onemli yapisal farkliliklar gosterir. Gorece kalin olan uterus duvari distan ice
dogru perimetrium, myometrium ve endometrium tabakalarindan olusur (12—13).

Perimetrium en dista bulunan ve uterusun bazi boliimlerinde ya seroza ya da
adventisya Ozelligindeki tabakasidir. Myometrium ortadaki kas tabakasidir. Bag doku
demetleri ile birbirine bagl diiz kas demetleri seklinde tasarlanmis en kalin tabakadir.
Uterusun islevi ile ilgili olarak smirlar1 tam aywt edilemeyen 3—4 tabaka seklinde
diizenlenmistir. Diiz kas demetleri i¢ ve dis tabakada longitudinal, biiyiik kan damarlarmin
bulundugu orta tabakada ise sirkiiler ve oblik seyir gosterir. Gebelik sirasinda hem hipertrofi
hem hiperplazi gosteren diiz kas hiicreleri, protein salgilayan hiicrelerin ince yap1 6zelliklerini
de kazanarak aktif olarak kollajen sentezlerler. Boylece gebelikte uterusun kollajen igerigi
onemli Olciide artar (12, 14).

Endometrium uterusun menstrual siklus siirecinde siirekli yenilenen dinamik
mukozasidir. Bu diizenlenme cesitli seks steroidlerinin, enzimlerin, hormonlarin, biyoaktif
peptidlerin otokrin ve parakrin etkilesimleri ile saglanir ve hem implantasyon i¢in hem de
gebelik olmayan endometriumun biitiinliigliniin korunmasinda 6nemlidir. Basarili bir
implantasyon i¢in endometrial olgunlasma ile embriyonik gelisimin senkronizasyonu
gereklidir (15). Endometrial tabaka iki katmandan olusur; yiizeyde yer alan fonksiyonel kisim
ve derinde miyometriuma komsu bulunan bazal kisim. Bazal tabaka menstrual dongiide
degisiklik gostermeyen lamina propriya ve kapali tip bezlerden olusan kisimdir. Arkuat
arterlerden koken alan daha kisa diiz arterler bulunur. Fonksiyonel tabaka menstrual siklusta
stirekli dokiiliip yeniden yapilan ylizeye yakin kisimdir, burada tek katl silyali ve salgilayici
prizmatik ylizey epiteli, bezler ve lamina propriya bulunur. Miyometriyumda bulunan arkuat

arterlerden koken alan spiral arterler burada sarmal olustururlar. Bu olusum, bezleri ve bag



dokusunu destekleyen zengin bir kapiller ag saglar. Blastosistin implantasyonuna olanak
saglar ve plasentanin maternal bilesenini olusturur (12—14).

2.1.1. Endometriumun Yapisal ve Hiicresel Bilesenleri

Yiizey Epiteli

Yiizeyel epiteli, uterus limenini ¢evreleyen, implante olmus blastosiste komsu ilk
maternal ara yiizeydir. 1-6 mm kalinliginda olup, silli ve silsiz hiicreleri igceren tek kath
prizmatik epitel ile ortiiliidiir. Sekretuar faz siirecinde silsiz hiicrelerin apikal membranlarinda
degisim goriiliir (15). Apokrin sekresyonun gostergesi olarak mikrovilluslar azalirken, apikal
cikintilar 6ne ¢ikmaya baglar. Apikal ¢ikintilar, uterin limenden madde absorbe ederek uterus
ortaminin ayarlanmasinda énemlidir (12, 15).

Bez Epiteli

Basit tiibiiler yapida olan bu bezler birkag silli hiicre igerir ve endometriumun derin
kisimlarinda dallara ayrilarak miyometrium sinirina kadar devam eder. Bezler de menstrual
siklus agamalarinda ve gebelik siirecinde hormonal kontrol altinda ¢esitli degisiklikler gosterir
(12).

Stroma

Endometrial stroma, zemin maddesini ve fibriler bilesenleri igeren ekstraseliiler
matriks ile hiicrelerden meydana gelen bag dokudan olusur. Stromal hiicreler (retikiiler
hiicreler olarak da adlandirilir) fibroblast benzeri hiicrelerdir ve matriksi sentezlerler (12, 16).
Bag dokusu fibrilleri cogunlukla tip III kolllajendir. Stromada 11 hiicre tipi bulunur.
Bunlardan fibroblast, kok hiicreleri, B ve T lenfositler ile mast hiicreleri stromada siirekli
bulunurken, desidual hiicreler, endometrial graniilositler ve ameboid harekete sahip hiicreler
stromada gecici olarak bulunurlar. Menstrual siklus siirecinde stromal hiicreler ¢ogalma,
farklilasma ve olgunlasma stireglerine girerler (12, 17).

Erken proliferatif fazda stromal hiicreler, mezensimal karakterli farklilagsmamis
fibroblasta benzeyen hiicre goriinlimiindedirler. Faz ilerlediginde fibroblasta giderek daha ¢ok
benzemeye baslarlar. Stromal hiicreler menstrual siklus boyunca ekstraseliiler matriksin
yeniden olusturulmasinda gorevlidir ve bu da ovulasyonun meydana geldigi cevrede ilk
goriilen degisikliktir. Proliferatif siirecin orta- ge¢ donemlerinde hiicrede 6kromatin miktari
artar ve belirgin bir niikleolus sekillenir. Hiicrede GER miktar1 artar. Erken sekretuar faz
stroma hiicreleri daha fazla 6kromatin icerir ve sitoplazmada glikojen birikimi vardir. Stromal

hiicrelerin bez hiicrelerine orani sekretuar faz siirecinde siki bir sekilde korunur (15).



Kan Damarlan

Myometriumda uterin ve ovaryan arterlerden kaynaklanan, radial arterleri de veren
arkuat arterler mevcuttur. Endometrial- miyometrial kavsak gecitinden sonra bazal
(anastomoz yapan) ve spiral (terminal) arterlere dallanirlar. Bazal arter endometriumun bazal
tabakasini beslerken spiral arter de fonksiyonel tabakay: besler. Spiral arterlerin dallanmasi
fonksiyonel tabakanin her tarafinda meydana gelir. Viicuttaki diger vaskiiler yataklarin aksine
endometrial damarlar menstrual siklus siirecinde biiylime ve gerileme dongiisiine girerler (15,
17). Endometrial kalinligin arttig1 proliferatif fazda biiyiime, vaskiiler agacin biiyiimesi ile
gergeklesir. Endometrial mikrovaskiiler yogunlugu ile ilgili yapilan 151k mikroskopi
calismalar1 burada normal menstrual siklusta ¢ok az degisim oldugunu gostermistir (15).

Ekstraseliiler Matriks

Ekstraseliiler matriksin (ECM) baslica iki fonksiyonu vardir. Birincisi doku igin
yapisal bir iskelet gorevi goriir. Gebelikle birlikte endometriumdaki yap1 degisir. Dogumdan
sonra ekstraseliiler matriksin normal haline dénmesi gereklidir. Ikinci fonksiyonu integrinler
ve diger reseptorler araciligiyla yerlesik hiicre popiilasyonu ile etkilesimde bulunmasidir. Bu
etkilesimler hiicre adezyonuna, hiicrelerin hayatta kalmasina, biiyiimelerine, go¢ etmelerine
ve farklilagmalarma aracilik eder. ECM ayni zamanda sitokinleri, biiylime faktorlerini igerir,
ekstraseliiler enzim aktivitesi ve hiicre fenotipinin degismesi ile ilgili olabilecek kriptik
bilgileri saklar. Kadinlarda menstruasyonda dokiilen endometrium tabakasi proliferatif fazda
tamamen yenilenir. Hiicresel proliferasyonun yani sira dar interseliiler alanlar i¢erisine ECM

iskeletinin birikimi gereklidir (2, 15).

2.2. Uremenin Hormonal Kontrolii

Pubertenin baslamasi ile hipotalamustan salgilanan gonodotropin salgilayict hormon
(GnRH) hipofiz portal sistem yolu ile hipofiz bezinin 6n lobuna tasinarak, FSH ve LH gibi
gonadotropik  hormonlarin  adenohipofiz  hiicrelerinden salgilanmasmi uyarr. Bu
gonadotropinler her 28 giinde bir tekrarlanan follikiillerin gelisip olgunlasmasi, ovulasyon ve
korpus luteum olusmasini i¢ine alan ovaryum siklusunu ve ovaryal siklus ile es zamanl
olaylanan uterus, uterus tiipleri, vajina ve meme bezlerinde bir dizi degisiklige neden olan
menstruel siklusu hazirlarlar. Diger bir deyisle, ovaryal ve menstruel sikluslar1 i¢ine alan ve

28 giinde bir tekrarlanan tireme siklusunu diizenlerler (13).



Endometriumda meydana gelen dongiisel degisiklikler hormonlarin kontroli
altindadir. Menstruasyonu takiben Ostrojen, kalan epitelin proliferasyonunu ve altindaki
stromanin olgun endometriumun normal kalinliga ulagsmasi i¢in gereken yenilenmesini saglar.
Ovaryal luteal faz siirecinde progesteronun baskin olmasi epitelyal hiicreleri sekretuar fenotip
kazanmalar1 i¢in zorlar ve endometriumdaki glandular yapilarin karmasikligini artirir. Orta-
gec luteal faz silirecinde subepitelyal stromal hiicreler prolifere olarak desidualize olmaya
baslarlar. Ek olarak, dstrojen ve progesteron etkisi altinda uterin spiral arterler biiyiir, hem
uzunluklarinda hem de kivrimlarinda artis olur. Ovaryal hormonlar ayni zamanda lenfoid
hiicrelerin endometrial stromaya ve kismen de desidualize bolgeye infiltrasyonunu diizenler.
Tiim bu biiylime ve farklilagsma olaylar1 gelisen embriyonun implantasyonu i¢in bir hazirlik
stirecidir (13—14).

2.3. Farede Ostrus Siklusu

Disi sigan ve farelerde tireme dongiisii didstrus, prodstrus, 0strus ve metdstrus olarak 4
evreden olusur ve Ostrus siklusu olarak adlandirilir. Bu evrelerin her biri birer giin siirer.
Toplamda 6strus evresi 4 giindiir. Uzun siire ¢iftlesmeyen disi hayvanlar andstrus evresine
girerler. Disi hayvan erkekle birlestirildiginde disi tekrar Ostrus dongiisiine girer (18).
Ovulasyon prodstrusta baslar, dstrusta biter. Ostrus evresinde diisiik miktarda olan prolaktin,
LH ve FSH prodstrusun ortasinda artar. Ostrojen diizeyi metdstrusta artar, prodstrus evresinde
pik yapar ve Ostrus evresinde tekrar min seviyeye diiser. Progesteron sekresyonu metdstrus ve
diostrus evrelerinde artarken Ostrusta azalir. Prodstrus evresinin sonunda ikinci kere pik

yaparak en yliksek seviyeye ulasir (19).

2.4. Preimplantasyon Doneminde Endometrium ve Stromada Meydana Gelen
Degisiklikler

Endometriumun proliferatif fazdan sekretuar faza gecisi implantasyon i¢cin gerekli
reseptivitenin elde edilmesinde Onemlidir. Bu silire¢ progesteron hormonunun kontoliinde
gerceklesir. Endometrium orta sekretuar fazda 10—14 mm kalinligindadir ve sekretuar aktivite
en Ust diizeydedir. Endometrial bez epiteli hiicrelerinde glikojen ve lipid olusumu artar (12).

Stromal degisiklikler Gstrojen ve progesteron hormonlarinin etkisi altinda parakrin ve
otokrin etkilerle meydana gelir. Stromal bag doku desiduaya farklanirken, stromal hiicreler de
daha biiylik ve poligonal hiicreler olan desidual hiicrelere farklanir. Desidualizasyonun ilk

morfolojik belirtisi LH+10 da ylizeyel endometrial tabakanin terminal spiral arterleri



cevreleyen stromal hiicrelerde goriilmeye baslar. Desidualize hiicreler, hiicrelerin genislemesi,
niikleusun yuvarlaklagsmasi, niikleolus sayisinin artmasi, sekretuar aparatusun gelismesi,
sitoplazmada glikojen ve lipid birikimi ile karakterizedir 2, 17). Implantasyon olmadigi
takdirde desidua gecici bir doku olarak izlenir ve bu olay pseudodesidualizasyon adini alir.
Implantasyonun gergeklesmesi ile desidiial reaksiyon devamlilik gosterir (15).

2.5. implantasyon

Implantasyon, embriyonun uterin duvara tutunmasi (nidasyon) ve luminal epiteli
gecerek endometrial stromaya gomiilmesi islemidir. Implantasyon siireci ii¢ evreyi
icermektedir:

2.5.1. Apozisyon (Yakinlasma)

Embriyo ile uterus arasinda fertilizasyondan 1-2 giin sonra baslayan bir diyalog sz
konusudur. Bu diyalog siireci implantasyon zamanma kadar devam eder ve basarili bir
implantasyonun gerceklesmesiyle yavrunun intrauterin yasami boyunca da devam eder. Insan
blastosisti intriisif-tip epitelyal penetrasyon gosterir (15).

Implantasyon, blastosistin uterin kaviteye ulasmasindan 2—4 giin sonra gerceklesir.
Insanda implantasyon sahasi genellikle midsagittal planda, uterus iist arka duvaridir. Uterin
kaviteye ulasan blastosist luminal epitel ile yakinlasir ve temas kurmak icin hazirlanir.
Blastosistin biiylimesi ve kontraksiyonu ile blastosist zona pellucida’dan kurtularak epitel ile
temas saglar. Bu temas i¢in blastosist trofoektoderminin farklanmig olmasi yani blastosistin
aktiflesmis implantasyon yetenegini kazanmis olmasi gereklidir. Kemirgenlerde bu siireg
stromal 6dem nedeniyle uterin kavitenin kapanmasi ve trofoblastlar ile luminal epitel
hiicrelerindeki interdigitasyonlarin kurulmasi ile sonuglanir. Progesteron ise bu evrede,
hazirlik asamasi1 ve kapanma i¢in zorunlu bir hormondur (12, 14-15).

2.5.2. Baglanma (Adhezyon)

Baglanma evresi i¢cin adheziv sinyal sistemleri gereklidir. Yapilan ¢aligmalarda birgok
glikoprotein ve karbonhidrat ligand ve reseptorlerin varligi luminal epitel hiicrelerinde ve
trofoblastlarda gosterilmistir. Baslangictaki adhezyona selektinler, transmebran proteinler ve
kalsiyum bagimli lektin domainleri aracilik eder ve bu molekiiller tutunmadan once
l6kositlerin zincir olusturup yuvarlanarak hareket etmelerini indiikler. Yuvarlanan 16kositler
B, integrinleri ve immiinglobulin siiper ailesi endotelyal reseptorleri ile etkilesim kurarak
yapisir. Yapisma karaliligindaki baglanma ile indiiklenen artis sabitleyici bir adhezyona yol

acar, bunu takiben ekstravazasyon gerceklesir (15). Blastosist ile uterus arasindaki etkilesim



her ikisinin de gelisimleri ve farklilagsmalarindaki senkronizasyona katkida bulunur. Sinyal
yolaklar1 trofoektodermin trofoblasti olusturmasi icin epiteyal- mezensimal degisimlerini
yonlendirir. Implantasyon sirasinda endometrium, koloni stimiile edici faktér—1 (CSF-1),
16semi inhibe edici faktor (LIF) ve interlokin—1 (IL—1) gibi sitokinler iiretmektedir. Adhezyon
evresinin ilerleyen asamalari, integrinler, kadherinler ve selektinleri de i¢eren tiim adhezyon
molekiilleri ile iliskilendirilmektedir. Erken embriyo adhezyon molekiilleri tizerinden, hiicre
adhezyonunu saglayan oOzellikle laminin ve fibronektin gibi ekstraseliller matriks
bilesenlerinin ekspresyonu endometrial stromada gerceklesmektedir (15).

2.5.3. Penetrasyon ve invazyon

Blastosistin tutunmasi sonrasinda trofoblastlarin luminal epitele penetrasyonu ve
devaminda trofoblastlarin farklilasarak subepitelyal endometrial stromaya invazyonu, peri-
implantasyon siirecinde {igiincii bir evredir. Ancak implante blastosistin, trofoblastlar ile
endometrial luminal epitel hiicreleri arasinda implantasyon siirecinin penetrasyon ve invasyon
evresi, memeli tiirler icerisinde 2 farkl sekilde gerceklesmektedir.

a. Noninvasive Implantasyon: Baglanma evresinde implantasyon siireci duraklar

ve noninvasive implantasyon 2 farkl tipte izlenir:

. Sentrik noninvasive implantasyon: Gelisen biiyliyen embriyo baglanma
evresinden sonra uterus boslugu igerisinde merkezde yerlesim gosterir. Ornek olarak;

ruminantlar, at ve domuz

. Eksentrik noninvasive implantasyon: Uterus boslugunun bir kenarma dogru
yakinlagsmis eksentrik yerlesimli embriyo implantasyonudur. Genellikle mezometriumun
karsit alaninda (antimezometrial kutup) yerlesim gosterir. Ornek olarak sican, fare verilebilir.

b. Invasive (Interstisyel) implantasyon

Implantasyon endometrial stromaya invazyon siireci ile devam eder. Maternal-fetal
kontakt kurulmasi seklindeki bu implantasyon tipi ¢ogu memeli tiirlerde (Insan, diger

primatlar ve kobaylar) izlenmektedir (20).

2.6. Plasentasyon ve Plasenta Tipleri

Plasentasyon siireci endometrial stromaya trofoblastik invazyon ile baslar.

Trofoblastlar potansiyel olarak invaziv kapasiteleri olan hiicrelerdir. invazyon kontrolsiiz



olursa uterus ve uterus duvari boyunca bir yayilim s6z konusu olur. Ancak endometriumdan
lokal olarak salgilanan sitokinler ve proteaz inhibitorlerin etkisi ile trofoblast invazyonunu
kontrol altina alarak smirlandirir. Ayrica endometrial stromal hiicrelerin farklanmasi ile
olusan desidual hiicre tabakasi da trofoblastik invazyonu sinirlamaktadir. Trofoblastik
aktivitenin kontrolii; biiylime faktorlerinin, sitokinlerin, enzimlerin, plazminojen aktivator ve
inhibitor faktorlerin arasindaki denge ile saglanir (IGF, IGF-BP1, CSF-1, LIF, IL-1, MMP,
TIMPs, TGF-B, PAI-1, hCG) (15, 20).

T
4 days
. 4%-5 days

Fimbria

Endometrium (Droaestational staae)
Sekil 2. 1: Implantasyon (13).
2.7. Stromal Hiicreler ve Desidualizasyon

Endometrial stromal hiicreler ve ekstraseliiler matriks bilesenleri menstruel siklusun
midsekretuar fazi  swrasinda  implantasyona hazirlik  i¢in  degisiklikler — gosterir
(desidualizasyon). Ornegin, hyaluronan artar, tip IV kollajen azalr, tip I ve tip III kollajenin
iretimi azalir. Normal siklus doneminde gegici olarak izlenen desidualizasyon,
implantasyonun gerceklesmesiyle implantasyon bdlgesinde daha belirgin olmak iizere tim
endometriumda gergeklesen bir reaksiyon olarak izlenir. Birden fazla blastosistin implante
olmasi durumunda implantasyon alanlari, ayr1 desidualizasyon ve plasentasyon alanlar1 ile

birbirinden ayrilir (17).

Desidual hiicreler iri, poligonal hiicrelerdir. Sitoplazmalarinda lipit ve glikojen
birikimi vardir. Desidual stromal hiicrelerin a-diiz kas aktini, desmin ve vimentin eskpresse

etmesi onlarm miyofibroblastik aktivite kazandiklarini gosterir (15). Desidual hiicreler ayni
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zamanda laminin, tip IV kollajen, fibronektin ve heparan siilfat ve proteoglikan igeren ECM
proteinleri iretirler. Desidual reaksiyon gebelik boyunca devam eder ve trofoblast
invazyonunun derecesi ile iligkili olarak genisler (15, 17). Bir miktar farklilasmamis stromal
hiicre popiilasyonu da insan desisuasinda mevcuttur. Desidualize stromal hiicrelerin prolaktin
(PRL), insulin-like growth factor binding protein—-1 (IGFBP-1) gibi sekretuar {iriinleri
farklilasma asamasi i¢in marker olarak kullanilir (15, 21). Desidualizasyon siireci
ekstraseliiler organizasyonda, sinyal transdiiksiyonunda, metabolizmada, hiicre adezyonunda,
sitoiskeletal organizasyonda, farklilagma ve apoptozda bir takim genlerin ekspresyonunu
gerektirir. Bu nedenle desidualize endometrial hiicreler, basarili trofoblast invazyonu ve
plasenta sekillenmesi i¢in dnemli birgok yeni fonksiyon kazanirlar. Ornegin, spiral arterleri
cevreleyen desidualize stromal hiicrelerin yiiksek oranda doku faktorii (TF) ve plazminojen
aktivator inhibitorii—1 (PAI-1, bir fibrinolysis inhibitorii) ekspresse etmeleri menstruasyondan
once ve endovaskiiler trofoblast invazyonu siirecinde vaskiiler stabiliteyr korumada primer
role sahip olduklarini gosterir. Farklilasan endometrial stromal hiicreler makrofaj inflamatuar
protein—1p, interleukin (IL)-11, IL-15 ve PRL gibi bir¢ok faktor salgilar. Bu faktorlerin uterin
NK hiicreleri i¢in kemotaktik, proliferatif ve farklilagma sinyalleri sagladig: diistiniilmektedir
(15). Diger yandan desidua hiicreleri, ayn1 zamanda fetal alloantijenlere cevaben olusan T-
hiicre bagimli immiin yanit1 baskilamada gerekli tryptophan-catabolizing enzyme indoleamine
2,3-dioxygenase (IDO), timor nekrosis faktdr (TNF)-related apoptosis indiikleyici ligand
(TRAIL), ve Fas ligand (FasL) ekspresse eder. Ekstraseliiler matriksin yeniden olusumunun,
biiylime faktorlerinin ve IGFBP-1 gibi baglama faktorlerinin sekresyonunun trofoblast
invazyonu ve farklilasmasini diizenledigi diisiiniilmektedir. implantasyon ve plasentanin
sekillenmesi inflamatuar stire¢ 1ile ilgilidir. Farklilasma silirecinde stromal hiicreler
imflamatuar sinyallere direncli hale gelmeye baslarlar ve oksidatif stres savunmasinda gerekli

manganez superoksid dismutaz (MnSOD) gibi enzimleri ekspresse ederler (15).
2.8. implantasyon ve Desidualizasyon Sirasinda Uterin Anjiogenez

Ureme siklusu ve gebelik sirasinda ovaryum ve uterusta mevcut vaskiiler yataktan
yeni kan damarlar1 gelisir. Normal bir implantasyonda, desidualizasyon ve plasentasyon
siirecinde vaskiiler permeabilitede artis ve neovaskiilarizasyon goriiliir. Bu siireclerde
Ostrojen ve progesteron hormonlarinin potansiyel etkileri s6z konusudur. Vaskiiler

permeabilite ve anjiogenezin diizenlenmesi anjiogenik faktorleri, vazoaktif faktorleri ve
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hormonlar1 (vaskiiler endotelyal biiyiime faktoérii (VEGF) ve VEGF reseptorlerini, insulin
benzeri biliylime faktorlerini (IGF), anjiopoetinleri, fibroblast growth faktorlerini (FGF),
plasenta growth faktor, TGF-B ve hCG’yi) igerir (15).

Kemirgenlerde implantasyonun baslamasinin dikkat c¢ekici ilk isareti blastosistin
baglanacagi alanda anjiogenez ve endometrial vaskiiler permeabilitedeki artistir. VEGEF,
bFGF (basic fibroblast growth factor ya da FGF2) ve anjiopoetin embriyogenez sirasinda
anjiogenez i¢in anahtar mediatorlerdir. Sicanlar iizerinde yapilan ¢alismalarda ostrus siklusu
sirasinda uterusta VEGF ekspresyonu ve VEGF regiilasyon mekanizmasinin implantasyonda
rollerinin olabilecegi gosterilmistir. Ayrica VEGF’nin regiilasyonu da ovarian steroid
hormonlarin etkisi altindadir. Implantasyon éncesinde VEGF, luminal epitel hiicrelerine yakin
yerlesimde eksprese edilirken, implantasyonun baglamasi ile stromal bolgede, implantasyon
sonrasinda ise desidualizasyon alanlarinda yaygin olarak eksprese edilmistir. Implantasyon
siirecinde aktif olarak anjiogenez gerceklesmektedir ve muhtemelen buna VEGF aracilik
etmektedir. bFGF’nin (bazik fibroblast biiyiime faktorii), uterusta endometrial ve miyometrial
vaskiiler bazal laminalarda, stromal ve ekstraseliiler matriks hiicrelerinde, glandular ve ylizey
epiteli bazal laminalarinda immunohistokimyasal analizlerle lokalizasyonlar1 gdsterilmistir.
Ayrica implantasyon ve desidualizasyonda anjiogenez ile ilgili yapilan c¢alismalarda FGF
arastirilmis ve bFGF’ilin periimplantasyon siirecinde ve gebelik sirasinda progesteron ve
prolaktin etkisiyle ekspresyonlarmin up-regiile oldugu gosterilmistir. Kemirgenlerde
anjiogenezin gerceklestigi periimplantasyon siireci ve gebelik swrasmmda bFGF ve bFGF
reseptorlerinin ekspresyonlar1 artmistir ve gebelik sirasinda uterin sekresyonlarda biiyliime
faktorlerin varligi embriyonik gelisimin diizenlenmesinde FGF’iin de rol oynayabilecegini
gostermistir. Anjiopoetinler ise VEGF ve prostaglandinler (PG) ile iligkili sinyal yollar1 ile
etkilesim igerisindedirler (15-16).

2.9. Endometriumun implantasyona Cevabi

Implante olan blastosiste cevaben hormonlarin etkisi ile endometriumun genelinde
goriilen degisikliklerin yani sira lokal olarak da bir yanit olusturulur. implantasyondan sonra
ylizey epiteli hiicreleri hipertrofiye ugrar ve sitoplazmalarinda glikojen biriktirmeye baslarlar.
Yiizeyel kapiller pleksus dilate olur, bu da yilizeyel damarlar1 veniil benzeri yapilara
doniistiiriir. Endotelyal hiicreler silindirik hale gelir. Insanda implantasyon alani

yakinlarindaki dilatasyon erken villus asamasina kadar 6nemsenecek miktarda degildir. Erken
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villus agamasinda veniiller fazlasiyla dilate olur ve bezlere fark edilir sekilde kan sizintisi
olur. Biiyiik graniiler lenfositler olarak bilinen bir miktar T lenfosit toplulugu gebeligin birinci
trimesterinde artis gosterir (13). Implantasyon basladiktan sonra stromal fibroblastlar desidual
hiicrelere farklanirlar. Bu yanmit insanda ¢ok hizli bir sekilde gerceklesir. Insan blastosisti
maternal damarlar1 asindirmadan once uzaga penetre olur. Trofoblastik plate evresi boyunca,
trofoblast sadece epitelin yiizeyine degil bazal laminaya dogru da yayilir. Trofoblastin ¢evresi
tamamen sinsityal trofoblast1 ve lakiinalar1 olusturur. Maternal kan lakiinalara doldugunda,

endometrium iyice genisler ve uterin liimene dogru yayilir (14, 16).
2.10. insan ve Farede Plasenta Gelisiminin Karsilastirillmasi

Insan ve farede plasenta yapisi farkliliklar igermesine ragmen, gelisimin molekiiler
mekanizmas1 ve yapilar1 benzerdir. Dolayisiyla fare, plasental gelisim modelinde siklikla

calisilmaktadir.

Farede embriyo implantasyonu desidualizasyonu indiikler (22). Insanda ise
desidualizasyonun ilk isareti gebelikten dnce normal menstrual siklusun 23. giiniinde ortaya

cikar. Desidualizasyon uterusun embriyo implantasyonuna hazir hale geldigine isaret eder

(21).

Insanda tanimlanabilen bir plasenta yapis1 gebeligin 21. giiniinde ortaya ¢ikar (21, 23).
Blastosist adhezyonunu takiben c¢ok hizli bir sekilde trofoblast proliferasyonu bagslar.
Trofoblast hiicreleri maternal uterin stromaya invaze olan ¢ok ¢ekirdekli sinsityotrofoblastlari

olusturmak icin kaynasir. Trofoblast insanda 2 sekilde farklanir:

1. Villoz trofoblast: Intervilloz bosluklarda serbestce yiizen villuslarm
sitotrofoblast hiicreleri villoz bazal memnrana tutunmus olarak tek tabakali epitelyal hiicreleri
olusturur. Bu hiicreler ¢ogalirak farklanir ve kaynasarak villuslarin tiim yiizeyini kaplayan bir
sinsityotrofoblast olustururlar (24). Bu membran fiizyonu fosfatidilserin flip (25), konneksin—
43 (26), kaderinl 1 (27), ve endojendz retroviral zarf proteini (28) sentezini gerektirir.

2.  Ekstravilloz trofoblast: Uterus duvari ile temastaki tutundurucu villuslarin
sitotrofoblast hiicreleri ¢ogalirarak bazal membrandan ayrilir. Non-polarize hiicrelerin ¢ok
tabakali siitunlarina dogru kiimelenerek hizli bir sekilde uterus duvarina invaze olurlar (29).

Insanin aksine farede gebeligin ortasina kadar belirgin bir plasenta yapis1 gostermez.

Farede plasenta E3.5 blastosist asamasinda, trofoektoderm tabakasi i¢ hiicre kitlesinden
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ayrildiginda gelismeye baslar (30). Plasentasyonun ilk adiminda trofoektoderm, polar
trofoektoderm ve mural trofoektoderm olmak iizere 2 tabakaya ayrilir. E4.5 implantasyon
sirecinde mural trofoektoderm, insandaki ekstravilloz sitotrofoblast hiicrelerine analog
sitotrofoblast dev hiicrelerini olusturmaya baslar. Bu hiicre boliinmelerinin durdurur fakat
DNA eslemesi devam eder (endoreduplikasyon) ve poliploid hiicreler olusur. Polar
trofoektodermden ise 2 tip hiicre farklanir: ekstraembriyonik ektoderm ve ektoplasental kon.
Bu sirada embriyonun i¢ hiicre kitlesinden endoderm farklanir. Parietal endoderm hiicreleri
trofoblast tabakasmin bazaline go¢ ederler ve trofoblast dev hiicreleri ile parietal endoderm
arasinda Reichert membranini olustururlar. ES.0 de mezoderm hiicreleri viseral endodermin i¢
yilizeyine go¢ eder ve ilk vaskiiler hiicreleri ve primitif vitellin damarlar1 (visceral yolk sac)
olustururlar. Bu mezoderm hiicreleri ayn1 zamanda allantois mezensimini de olusturur ve bu
yap1 E9—-10 da ekstoplasental koni koryonu ile temasta bulunur. E9.0 da koryoallantoik
flizyon meydana gelir. Primer villuslar koryonik ylizeye dogru gelismeye baslar ve kan
damarlar1 villoz katlantilar1 doldurur (24). Dallanma noktalar1 Geml genini ekspresse eden
koryon trofoblast hiicreleri tarafindan segilir. Gem1 ekspresyonu villuslarin dallanma siireci
boyunca devam eder (31). Notch sinyal yolagindaki Notchl/4, Delta-like4, Heyl/Hey2 ve
Rbpsuh defektleri koryoallantoik dallanmanin erken donemde bloke olmasina neden olur. Bu
genlerin ekspresyonlarmin allantoik mezoderm/kan damarlarinda gosterilmesi, fetal
vaskiilaritenin, kaoryoallantoik arayiizii dallanmasinin baglatilmasinda 6nemli olabilecegine
isaret edebilir (32). Koryoallantoik plasentada allantoik mezoderm trofoblast hiicrelerine
invaze olur ve gelisen labirent tabakasimnin fetal kan damarlarinda bir ag yapisi olusturur (23).
Ekstraembriyonik ektoderm Once koryon tabakasinin sonra da labirent tabakasinin trofoblast
hiicrelerini olusturur. Labirent tabakasi gelisirken spongiotrofoblast olarak adlandirilan
ektoplasental kon kaynakli tabaka ile desteklenir. Spongiyotrofoblast, labirent tabakasi ile dis
dev hiicre tabasi arasinda kompakt bir hiicre tabakasi olusturur ve insandaki sitorrofoblast
tabakasma karsilik gelir (33). Gebeligin ilerleyen evrelerinde spongiyotrofoblast tabakasi
icerisinde glikojen trofoblast hiicreleri farklanmaya baslar ve uterus duvarina invaze olurlar.
E12.5 te tam olarak gelismis bir plasenta 3 tabakadan olusur:

1. D1s maternal tabaka: Maternal damarlar ve desiduadan olusur.

2. Orta baglant1 bolgesi (junctional zon): Maternal kismin sinirinda bir trofoblast
dev hiicre tabakasidir. Eozinofilik sitoplazmalar1 ile tanimlanan spongiyotrofoblastlar ve

trofoblast glikojen hiicrelerinden olusur. Fetal plasentanin uterusa tutunmasini saglar (34).
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3. I¢ labirent tabakasi: Trofoblastlardan gelisir ve fetal kan damarlar1 ile
iligkilidir. Labirent tabakasinda trofoblastlar 3 tabakaya farklanmaya baslar: Fetal endotel ile
temasta olan iki sinsityotrofoblast tabakasi ve maternal kan damarlar1 ile temasta olan bir
sitotrofoblast tabakasi. Boylece bu 3 trofoblast tabakas1 maternal kani fetal kandan ayirir. Bu

plasenta gelisim tipine hemokorial plasenta denir (22).
2.11. Trofoblast Hiicre Ozellesmesi

Trofoblast hiicre hatt1 memeli gelisiminde 6zellesen ilk hiicre tipidir ve plasentanin
epitelyal hiicre kompartmanmi olusturmak iizere programhidir (30, 34). Trofoblast kok
hiicreleri blastosistten koken alir. Trofoblast hiicre hatt1 farede 4 tip hiireye farklanir:
trofoblast dev hiicreleri, spongiyotrofoblast, glikojen trofoblast hiicreleri ve sinsityotrofoblast
(35). Trofoblast kok hiicrelerinin trofoblast hiicrelerine farklanmasinda fibroblast growth
faktor 4 (FGF4), FGF reseptor geni Fgfr2, homebox transkripsiyon faktor genleri Cdx2 ve
Eomes, ayrica Err2 ve APy transkripsiyon faktér genleri dnemli rol oynar. Bu genlerin
isleyisindeki bir sorun trofoektodermin gelisim bozukluguna bagli olarak embriyonik 6liime

yol agar (15).

2.11.1. Trofoblast Dev Hiicreleri: Biiyiik, ¢ok niikleuslu, poligonal hiicrelerdir.
Konseptusun uterusa invazyonuna ve implantasyona aracilik eder. Annede embriyonun
biiylimesi ve hayatta kalmasi i¢in gerekli hem lokal hem de sistemik fizyolojik adaptasyonlar1
gelistiren biiyiime faktorlerini ve hormonlar1 {iretirler. Primer trofoblast dev hiicreleri
blastosist asamasindaki mural trofoektodermden koken alirlar. Bu hiicreler mitotik
boliinmelerinin  durdurmustur fakat DNA replikasyonu devam eder. Boylece poliploid
hiicreler olusur. Ektoplasental koni hiicreleri spongiotrofoblast tabakasinin prekiirsorleridir ve
sekonder dev hiicrelere farklanirlar. Peri-implantasyon blastosistte yalnizca 50 kadar mural
trofoektoderm/primer dev hiicre bulunurken, ilerleyen birka¢ giin icerisinde sekonder dev
hiicrelerin farklilagmasi slirecinde ektoplasental konide trofoblast dev hiicrelerinin sayis1 400
iin tizerine ¢ikar. Trofoblast dev hiicrelerinin farklilagsmasi iki adet basic helix loop helix

(bHLH) transkiripsiyon faktorii olan Hand1 ve Stral3 ile tetiklenir (15, 30, 35).

2.11.2. Endovaskiiler Trofoblast Dev Hiicreleri: Implantasyondan sonra trofoblast
dev hiicrelerinin bir alt popiilasyonu spiral arterlere invaze olur ve bu da maternal kani

implantasyon alanmna getirir. Dolayisiyla endotel doseli arterlerin hemokoryal kan
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bosluklarina doniistimiinii saglanir. Endovaskiiler trofoblast dev hiicreleri, primer dev hiicreler

kadar biiyiik degildir (34).

2.11.3. Spongiotrofoblast: Spongiotrofoblast tabakasi plasentanin en disindaki
trofoblast hiicre tabakasi ile en icteki labirent tabakasi arasinda yer alan orta tabakadir.
Fonksiyonu tam olarak bilinmemekle birlikte yapisal ve sekretuar role sahip oldugu
diisiiniilmektedir. Ornegin maternal kan damarlarinin fetal plasentaya ulasmasimi engelleyen
Flt1, Prp gibi anti anjiyogenik faktorleri ekspresse eder (15). Spongiotrofoblast tabakasinin
sekillenmesi ve korunmasi Mash2 bHLH transkripsiyon faktoriine baghdir (36). Primatlarda
plasentanin koryonik villuslarin1 doseyerek besin tasima yiizeyi olusturur. Trofoblast dev
hiicreleri endoreduplikasyonla olusan tek niikleuslu poliploid hiicreler olmasmna karsin
sinsityotrofoblast hiicreleri, hiicre siklusundan ayrilan hiicrelerin kaynasmasi ile olusur.

Bunun bir sonucu olarak sinsityotrofoblast hiicreleri bir¢ok diploid niikleusa sahiptir (15, 37).

2.11.4. Glikojen Trofoblast Hiicreleri: Ilk olarak spongiotrofoblast tabakasinin
icinde belirir ve yalnizca gebeligin ileri doneminde goriiliir. Embriyonik 12. giinden sonra
glikojen trofoblast hiicreleri uterusa invaze olur. Invazyonu endovaskiiler trofoblast dev
hiicrelerinden farklidir. Glikojen hiicreleri spiral arterlerin igerisi veya yakin alanlar1 disindaki
yerlere invaze olur. Sitoplazmalarinda glikojen iceren graniiller bulunur fakat fonksiyonlari

tam olarak bilinmemektedir (15).

Fare ve insan plasentalarinin endokrin fonksiyonlar1 da farklidir. Farede korpus luteum
gebelik boyunca progesteron iiretir. Fonksiyonu prolaktin-benzeri hormonveya laktojen
hormonlar ile kontrol edilir (38). Insanda ise korpus luteum yapisi 8. haftaya kadar
trofoektodermden salgilanan hCG kontroliinde devam eder. Sekizinci haftadan sonra plasental

progesteron sinsityotrofoblastlar tarafindan iiretilir. Korpus luteumun varligina ihtiya¢ kalmaz
(39).

Plasental gelisim modelinde fare ile ¢alismanin avantajlar1 kisa iireme siiresine sahip
olmasidir. Fakat trofoblast invazyonunun insana gore yiizeysel olmas1 ve organ boyutlarinin

kii¢iik olmasi ise bir dezavantajdir (20).

2.12. Notch Gen Ailesi ve Notch Proteinleri
Notch, omurgali ve omurgasiz tiirlerinde gelisim siirecinde hiicre akibeti kararlarinin

diizenlenmesi icin gerekli olan sinyal reseptdriinii kodlayan gerekli bir gendir (40). Ik kez
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(1914)’te Dexter tarafindan Drosphila’da izole edilmistir. Notch geni tek gecisli bir
transmembran proteinini kodlar. Bu transmembran proteini biiylik bir ekstraeliiler domain

(ECD), bir transmembran segment ve bir intraseliiler domainden (ICD) olusur.

o Ekstraseliiler domain, 36 adede kadar epidermal growth faktor (EGF) benzeri
tekrarlardan ve bir negatif regiilator bolgesinden (NRR) olusur. NRR, 3 adet Lin—12/Notch
tekrar1 ve bir heterodimerizasyon domaini (HD) icerir. Fonksiyonu Notch’un ligand bagimsiz

aktivasyonunu engellemektir.

o Transmembran segment, ligand etkilesim bolgesi Lin—12-Notch (LN) tekrarlar1
olarak bilinen, ekstraseliiler domain ile membran bagimli intraseliller domain arasinda

etkilesimi modiile eden 3 adet jukstamembran tekrar1 icerir (41).

. Intraseliiler domainde 4 farkli bélge bulunur: RAM domain, ankyrin tekrarlar1,
transkripsiyon aktivator domain (TAD) ve PEST (prolin-, glutamat-, serin- threonin- zengin)

sekansi icerir. Ankyrin tekrarlarindan 6nce ve sonra iki niikleer lokalizasyon sekansi bulunur

(4, 42-43).
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Sekil 2. 2: Notch ve ligandlarinin yapisi (44).

2.12.1. Notch Ligandlan ve Etkilesimleri

Notch reseptorleri 300-350 kDa agirliginda, tip I transmembran glikoproteinlerdir
(45). Drosophila’ da sadece 1 adet Notch kodlayan gen, 1 Delta ve 1 Jagged homologu
(Serrate) bulunur. Memelilerde 4 adet Notch geni (Notch 1-4) ve Delta/Serrate/LAG-2 (DSL)
ailesinin Notch ligand tliyelerini kodlayan 5 gen; 3 Delta-like (DII1, 3, 4) ve 2 Jagged (Jagl,
2) bulunur (3). Delta ve Jagged/Serrate arasindaki ana yapisal fark, Jagged/Serrate nin
ekstraseliiler bolgede daha fazla sayida EGF tekrarlar1 igcermesi ve EGF tekrarlarinda
insersiyonlar bulunmasidir. Ayrica membranin yakminda Jagged/Serrate molekiilii Delta
ligandlarinda bulunmayan bir sistein zengin bolge igerir (3, 40). Drosophila gelisiminde Delta
ile Serrate arasinda islev bakimindan da fark oldugu goriiliir. Drosophila gelisiminde Delta,

erken donemde ekspresse edilir ve aktivasyonu sinir sistemi gibi birgok sistmin gelisimi i¢in
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gereklidir. Lateral inhibisyon mekanizmasi ile ndrogenezi diizenler. Noral akibeti kazanmaya
adanmis noroblastlar Delta ekspresse ederler ve komsu hiicrelerde Notch reseptorelerinin
aktivasyonu, bu hiicrelerin ayn1 akibeti kazanmalarin1 engeller. Aksine Serrate, Drosophila
gelisiminde ge¢ donemde ekspresse edilir ve lateral inhibisyonda rolii yoktur. Serrate, anterior
solunum deliklerinin ve dorsal-ventral kanat sinirmin diizenlenmesinde rol alir (46). Notch
yolagindaki ligand bdlgesi DSL olarak adlandirilan bir ekstaseliiler sistein zengin alandir ve
hem Delta hem de Jagged homologlarinda bulunur. DSL, Notch ile EGF benzeri tekrarlarin
arasindaki etkilesime aracilik eder (47). Insanda kromozomal olarak Jaggedl 20p11-12,
Jagged2 ise 14q32 lokalize olur. Jaggedl1-2, 16 adet EGF tekrar tasir ve 10. tekrarda bir
insersiyon mevcuttur (48, 49). Notch ligandlarinin transmembran proteinler olmasi nedeniyle
hiicre-hiicre etkilesimi, sinyal yolagimi baslatmak icin gerekli en 6nemli kosuldur. Notch’un
en onemli 6zelligi hem transmembran receptdr hem de transkripsiyon faktor olarak hareket
etmesidir. Hiicre ylizeyinde Notch, komsu hiicrelerde ekspresse edilen Delta (DI) veya Jagged
(Jag) ligandlarindan biri ile etkilesime girebilir (50).

Notch ve ligandlar1 glikoproteinlerdir ve Notch’un glikozilasyonunu reseptorlerin
ligand baglayict ozellikleri iizerinde regiilator etki gosterir (51). Drosophila’da yapilan
calismalar Notch tizerine etkili iki glikoziltransferaz oldugunu gostermistir: OFUT1 ve Fringe

(52). Omurgalilar 3 adet Fringe homologuna sahiptir: Radical, Manic ve Lunatic Fringe (53).
2.12.2. Notch Sinyal Yolag:

Notch’ un ligandi ile etkilesimi aktive olmasini saglar. Cesitli gruplardan elde edilen
bilgilere gore lic alandaki, S1, S2 ve S3, proteolitik bolinmeleri kapsayan bir Notch
aktivasyonun modeli olusturulmustur (4, 54). Olgun Notch reseptorii 180-200 kDa amino-
terminal (NEC) ve 120 kDa karboksi-terminal (NTM) fragmanlarinda olusan bir heterodimer
yapisindadir (55). Bu yap1 furin-benzeri konvertaz ile bdliiniir ve Notch molekiili
ekstraseliiler domainin ¢ogunu iceren 180 kDa fragman ve 120 kDa membran bagiml
intraseliiler domain ile birlikte kisa bir ekstraseliiler sekans olarak ayrilir. Bu boliinmeye S1
boliinmesi denir ve ligand baglanmas1 gerektirmez. Béliinme sonucu olusan iki fragman hiicre
ylizeyinde birbirine non-kovalent olarak baglh kalir (56). Notch aktivasyonu komsu hiicrede
ekspresse edilen Delta/Serrate/LAG-2 (DSL) ailesi transmembran ligandlarinin Notch
ektodomaininin EGF tekrarlarma baglanmas1 ile tetiklenir. Bu baglanma regulated

intramembrane proteolysis (RIP) olarak adlandirilan bir proteolitik kaskad: indiikler (50, 57).
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Notch’ un ligandi ile etkilesimi ektodomaininin ddkiilmesi ile sonuclanir ve ekstraseliiler bir
metalloproteaz alan1 (S2 site) aciga c¢ikar. Bu alan ADAM/TACE (a desintegrin
andmetallopeptidase/ tumour necrosis factor a converting enzyme) ailesinin transmembran
proteaz iiyesi tarafindan boliinmesi i¢in duyarl: hale gelir (4, 58). S2 alaninin agiga ¢ikmasina
S2 boliinmesi adi verilir. Ekstraseliiler fragman hiicre ylizeyinden ayrilir. Serbest kalarak
transkripsiyon faktor baskilayicinin ko-aktivatorii gibi hareket eder ve gen ekspresyonunu
diizenledigi niikleusa dogru translokasyon gosterir (59—60). S2 bolinmesini takiben
transmembran domainin intraseliiler parcasinda S3 boliinmesi gerceklesir ve intraseliiler
domain boliinme {riinii olan NICD’1 (Notch intraseliiler domain) olusturmak iizere serbest
kalir. Bu boliinmeler katalitik bilesen olarak presenilin igeren y sekretaz aktivitesi ile
gerceklesir (59). Serbest kalan NICD niikleusa dogru hareket eder ve burada Enhancer of
Split protein kompleksinin bir {iyesinin transkripsiyonunu aktive etmek i¢in Supressor of
Hairless proteini ile etkilesimde bulunur (61). NICD’ in hiicre kiiltiirii ve transgenik
deneylerde aktif Notch reseptorleri gibi davrandigi goriilmiistiir. Bu nedenle ligand
baglanmasmin S2 ve S3 boliinmelerine ve NICD saliimma izin veren konformasyonel
degisiklige yol actig1 diistiniiliir (40). Notch sinyali ikincil haberci sistemini kullanmaz ve
sinyal aktivitesinin diizeyi yalnizca NICD niikleer konsantrasyonuna baglhdir. Ilging bicimde
endojendz NICD c¢ok diisiik konsantrasyonlarda hareket eder (62). CSL ailesinin DNA
baglayici proteinleri Notch sinyalin intraseliiler transdiiksiyonunun merkezindedir. CSL ailesi
iiyeler1t memelilerde CBF/RBPkJ molekiilleri igerirler. CSL proteinleri Notch hedef genlerinin
enhancer bolgelerini baglarlar ve baglanma alanlar1 bu genlerin aktivitesi i¢in gereklidir.
Notch aktivitesi ve CSL fonksiyonu iliskisi hakkinda birka¢ model 6ne siiriilmiistiir fakat
temel mekanizma aymidwr. Notch sinyali yoklugunda CSL (CBF1/Su(H)/LAG1),
transkripsiyonel ko-represorler ile iliski kurar ve hedef gen ekspresyonunu kapatir (63). Notch
sinyali aktive oldugunda NICD hedef genlerin transkripsiyonunu aktive etmek i¢in CSL ile
bir kompleks olusturur. NICD ko-represor ile yer degistirir ve CSL ile iligki kurarak
Mastermind iceren liclii bir kompleks olusturur. Bu tglii yap1 da ¢esitli transkripsiyon
faktorler1 ile 1iligki kurar (64). Notch aracili transkripsiyonel aktivasyon NICD’in
degredasyonu ile downregiile edilir. Sinyallesmeyi durduran bu mekanizmada Mastermind,
Ski-inteacting protein (SKIP) rol alir (65). C. Elegans’ ta Sel-10 molekiilii Notch sinyalinin
negatif regiilatorii olarak tanimlanmistir (66). Sel-10 proteininin memeli homologu, niikleer

NIC in fosforilasyon bagimli iibikiitinizasyonunu ve proteozom bagimli degredasyonunu
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uyarabilir (67). SKIP ve Mastermind, NICD 1 fosforile eden kinazlar1 ise koyar. Fosforile
edilmis alanlardaki Fbw/Sell0 ubikiitinizasyonu NICD in degradasyonuna yol agar ve yeni

bir NICD niikleusa girene kadar sinyal olaylarii durdurur (68).
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Sekil 2. 3: Notch’un boliinme asamalar1 (45)

2.12.3. Ligandlarin inhibitor Etkileri

Notch sinyal yolagmi aktive etmelerinin yani sira Notch ligandlar1 konsantrasyon
bagimli inhibitor etki gosterirler. Diisiik ligand miktar1 Notch sinyalinin etkisini aktive
ederken yiiksek miktarda ligand inhibitor etkiyi indiikler (69). Drosophila kanat gelisimi
siirecinde bu mekanizma dogru kanat gelisimi i¢cin dorsal/ventral sinir sekillenmesinde
Notch sinyal aktivitesinin kisitlanmasma katkida bulunur (69-71). Yiiksek Okaryotlarda
ligand inhibitér etkisinin rolii biiyilkk oranda ac¢iklanmamistir fakat bu davranigsa Ornek
olabilecek birkac ¢calisma mevcuttur. Tavuk gelisiminde COS-7L ve HEK293 hiicreleri 6rnek
calismalardan biridir (51, 72). Bir diger ¢alismada insan keratinosit farklilasma siirecinde

yiiksek miktarda Delta ekspresyonunun Notch sinyali {lizerinde inhibitor etki gostererek
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keratinosit farklanmasini1 engelledigi ve boylece kok hiicre popiilasyonunun korundugu 6ne
stiriilmektedir (73).

2.12.4. Notch Sinyal Yolag1 Fonksiyonlan

Notch reseptorleri farklilasma, proliferasyon, hiicre-hiicre adezyonu gibi cesitli
hiicresel siire¢leri kontrol eder. En 6nemlisi iki alternatif akibet arasinda karar verilmesine
yardime1 fonksiyonudur. Bu rolii genis bir popiilasyon igerisinde “lateral inhibisyon” veya iki
kardes hiicre arasinda “asimetrik hiicre akibeti (asymmetric cell fate assignation) belirlenmesi
seklinde gerceklesir.

Notch’un en iyi karakterize edilmis fonksiyonu belki de lateral inhibisyondur. Yaygin
gelisimsel potansiyeli olusturmak iizere programli bir grup hiicreden sadece bir kismmin bu
akibeti kazanmas1 lateral inhibisyon olarak bilinir. Kazanan hiicreler, diger hiicreleri ayni
akibeti kazanmamalar1 i¢in engeller (44). Bu mekanizma en 1yi bocek nérogenezinde duyusal
organ prekiirsorlerinde tanimlanmistir. Gelisim siirecinde noral potansiyele sahip olan ve
pronoral kiimeler olarak bilinen bir grup ektodermal hiicre ortaya ¢ikar. Yiiksek Delta miktar1
bulunan hiicreler noral akibeti kazanirken, komsu hiicrelerin ndral potansiyeli de Notch sinyal
aktivitesi ile engellenir (74). Memelilerde Ornegin farelerde yapilan c¢aligmalar lateral
inhibisyonun i¢ kulaktaki kil hiicrelerinin gelisiminde énemli rol oynadigini gostermistir (75).

Notch organizmada pattern sekillenmesine yol agan ikili hiicre akibeti kararlarinda rol
oynar. Notch’un ikinci gorevi asimetrik hiicre bolinmesi ile iligkilidir ve hiicre
polarizasyonuna dayanir. Asimetrik hiicre akibetinin en i1yi O0rneklerinden biri Drosophila
norogenezidir. Notch sinyal yolag: regiilatorlerinin esit potansiyelli yavru hiicreler arasinda
asimetrik dagilimi hiicrelerin kimligini, sinyal génderen hiicre ya da sinyal alan hiicre olarak
belirler. Bu da Notch’un indiikleyici ya da inhibe edici rolii olarak bilinir (76). Bir diger 6rnek
de Notch’un kok hiicre popiilasyonunun korunmasindaki gorevidir. Notch, embriyonik veya
post-embriyonik kok hiicre sistemlerinde hiicrelerin farklilasmasin1 ya da farklilagsmamisg
evrede kalacagini belirler (77).

Ekstraseliiler domaini olmayan Notch ile yapilan calismalar Notch’un nérojenik ve
miyojenik farklilagmay1 inhibe ettigini gdstermistir (78—79).

Notch sinyal yolag1 reseptorleri Caenorhabditis elegans ‘ta germ hiicre hattinin
mitotik bdliinmesini indiikler (80—81). Bu indiiksiyonun yoklugunda, germ hiicreleri mitotik
siklustan ayrilir, mitoza girer ve gametogenez tamamlanir (82). Aksine asir1 indiiksiyon

ektopik germ hatti mitozuna yol acar (83). Bu veriler Notch sinyal sisteminin erigkin C.
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elegans gametogenez siirecinde ¢ok onemli olduguna ve proliferasyon ile farklilagsma arasinda
bir denge sagladigina isaret eder.

Notch sinyali hematopoietik gelisim siirecinde birgok hiicre hatt1 karar1 ve
farklilasmasinda gérevlidir. Notch mRNA s1 ve protein ekspresyonu insan immatiir CD34"
hematopoietik projenitorlerinde; lenfoid, myeloid ve eritroid prekiirsorlerde; B ve T
hiicrelerinde, monosit ve notrofillerde saptanmistir (84).

Lenfoid sistemde ¢esitli gelisimsel kararlar Notch sinyali ile diizenlenir. T ile B hiicre
hatt1 se¢imleri (85), aff ile yoT hiicre se¢imi (86), ve CD4 ile CDS8 hiicre (87) kararlarinda
Notch sinyalinin etkili oldugu diisiiniiliir. Myeloid hiicre hattinda esas fonksiyonunun tersine
Notch sinyali, graniilosit-monosit projenitdr evreden farklanmis graniilosite degisim evresini
olumsuz etkiler (88—89).

Yiiksek miktarda aktive Notch hiicre hattina spesifik genlerin transkripsiyonel
downregiilasyonuna yol neden olur. Bu da hiicre farklanmasmin ertelenmesine ve ikinci bir
farklanma sinyali farkli bir hiicre akibeti belirleyene kadar hiicrelerin farklanmamis durumda
kalmasina ile sonuglanir (90-91). Notch aktivasyonu bu durumun tam tersine de yol acabilir:
hiicre hattina spesifik genlerin transkripsiyonu gerceklesir ve olgun dendritik hiicreler
farklanir (92). Buna benzer veriler rat keratinositlerinde (93) ve insan keratinositlerinde (94)
de gdzlemlenmistir. Insan keratinositleri olgunlasma asamalarma gore Notch-1, -2, -3 ve -4
ekspresse ederler. Jagged peptidi ile muamele edilmesi terminal farklanmalarmi ve boynuzsu
sekilde kiimelenmelerini tetikler. Notch—1 sinyali ayn1 zamanda preadipositlerin (95), rat
eritrolosemi hiicrelerinin (96), CD8 single pozitif timositlerinin (97) farklanmasi i¢in
gereklidir.

2.12.5. Notch ve Hastahklar

Insanlarda ortaya ¢ikan bazi hastaliklar Notch sinyal yolag: ile iliskili genlerde
meydana gelen defektler ile iliskilidir. Insan Notchl ve Notch3 geninde mutasyonlar
subkortikal infarkt ve lokoensefalopati ile beraber seyreden serebral otozomal dominant
arteriopati sendromundan (CADASIL) sorumludur. Notchl ve 3 mutasyonlar1 arteriyoler diiz
kas hiicrelerinin kaybolarak yerini graniiler eozinofilik materyal ile dolduran bir otozomal
vaskiiler bozukluga yol acar (8-9). Notchl sinyal yolagi primer melanom hiicre biiyliimesi ve
metastazini arttirir (98). Pankreas kanser ¢alismalarinda Notchl downregiilasyonunun hiicre
biiylimesini inhibe ettigi, hiicre invazyonunu, metastazini ve norovaskiiler gelisimi baskiladigi

gosterilmistir (10). Jaggedl genindeki otozomal dominant mutasyon Alagille sendromuna yol
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acar. Alagille sendromu 2 yasa kadar teshis edilebilen, safra kanali sekillenmesinde defekte
neden olarak karaciger problemlerine yol agan ve ayn1 zamanda bobrek, goz, kalp ve iskelet
sistemi gelisim bozukluklar: ile seyreden bir hastaliktir (11, 99). Notch sinyal aktivitesinin
bozulmasi ile iliskili bir baska hastalik ise T-hiicreli akut lenfoblastik 16semidir. Notch
heterodimerizasyon domaini veya PEST domaininde meydana gelen mutasyonlardan
kaynaklanir ve bu kromozomal diizenlenim T hiicrelerinde konstitiitif Notch aktivitesi ile
sonuglanir (100). Aksine, farede Notchl mutant hiicrelerin deri ve korneal tiimor olusturmasi
Notch’un tiimor olusumunu baskiladigina isaret eder (101). Daha 6nce yapilan c¢aligmalar
Notch sinyalinin, Ebstein-Barr viriis niikleer antijen—2 (EBNA2) ve insan papillomaviriis E6
ve E7 preteinleri gibi ¢esitli viral onkogenleri ve bu viriislerle iligkili kanserlerin bir kisminin
karsinogenezini aktive edebildigi gosterilmistir (102-103). insan ve kemirgenlerdeki
noroblastomlari, meme, deri, servikal ve prostat kanserlerini igeren diger bir¢ok kanser
tiirlerinin Notch proteinler veya ligandlarmin ekspresyonlari ile iligskili oldugu gosterilmistir
(104). insan prostat kanserinde ve primer multiple myelomada Jagl ekspresyonu artar (105—
106). Bas ve boyun skuamoz hiicre karsinomu (HNSCC) hiicrelerinde Jagl miktari, timor

kan damari icerigi ve HNSCC gelisimi ile yakin iligkilidir (107).

2.12.6. Notch Ligand Jagged1 (Jagl)

Jagged1 hiicresel proliferasyonu ve farklilagsmay1 kontrol eden ve ayni zamanda cesitli
malign tiimorlerde onemli rollere sahip Notch sinyal yolagmin ligandlarindan biridir. Kalp,
plasenta, bobrek, akciger, kas, pankreas, gobek bagi ve diger bir¢ok organda yiiksek miktarda
ekspresse edilir (5). Bunun yani sira malignant tiimdrler de dahil birgok hastalikta 6nemli
rollere sahip bir liganddir. Hepatik ¢aligmalar Jagl in fetal ve postnatal olarak hem saglikli
hem de hastalikli karacigerde ekspresse edildigini gostermistir. Alagille sendromu, konjenital
hepatik fibrozis, kistik fibrozis, akut karaciger yetmezligi, tyrosinemia ve kronik red
durumlarinda Jagl ligand1 ekspresse edilir (6). Ratta karaciger yaralanmalar1 ve rejenerasyon
modeli ¢alismalarinda Jagl molekiiliiniin upregiile edilmesi, Jagl in karaciger hiicrelerinin
cogalmasi ile iligkili oldugunu gosterir (108). HCC dokularinda Jagl neoplastik hiicre
sitoplazmalarinda ekspresse edilir. Ayn1 zamanda tiimor olmayan komsu karaciger dokusunda
da ekspresse edilmesine ragmen ekspreyon miktart HCC dokularindakinden daha diistiktiir.
Jagl hepatoseliiler karsinoma (HCC) dokularinda yiliksek miktarda ekspresse edilir ve

hepatitis B viriis X proteini (HBx) ile kolokalizasyon gosterir ve HBx ile direk olarak
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etkilesimde bulunur. Bu veriler de HBx ile regiile edilen Jagl in hepatoseliiler karsinoma
gelisimine katkida bulundugunu gosterir (109). Kemik iligi makrofajlar1 Jagl ekspresse eder
ve bu ekspresyon hematopoietik biiyiime faktorleri M-CSF, graniilosit makrofa; koloni
stimiile edici faktor ve interlokin—3 tarafindan upregiile edilir ki bu da biliylime faktdrlerinin
hematopoetik hiicre akibeti kararlarinda Jaggedl araciligiyla islev gordiigiine isaret eder
(110). Jaggedl, primer kemik iligi stroma, fetal karacier stroma kiiltlirlerinde (111), mast
hiicresi ve megakaryosit gibi matiir hiicrelerde ekspresse edilir (112). Jagl in kemik 1ligi
makrofajlarinda ekspresse edilmesi ve ekspresyonunun sitokinler ile belirgin bir sekilde
upregiile edilmesi, hematopoetik sistemdeki makrofajlarin  hematopoezde Jagl iiretimi
yoluyla bir rol oynadigina isaret eder (110). Osteoblastik hiicrelerde paratiroid hormon
reseptoriiniin  aktivasyonu Jaggedl ekspresyonunu, dolayisiyla da Notch sinyali yoluyla
hematopoetik kok hiicre miktarint arttirir (113). Notch sinyal yolagi CD4+ T hiicrelerinin
efektor veya regiilator T hiicrelerine farklanmasinda onemli role sahiptir. Jagl in bloke
edilmesi, deneysel otoimmiin ensefalomyelit tablosunun daha kotiiye gitmesine neden olur ve
IL-10 iireten CD4 hiicrelerini inhibe eder. Jag2- Notch etkilesimi de otoimmiin
ensefalomyelittde inflamasyonun diizenlenmesinde rol alir (114). Jagl insanda epidermisin
suprabazal tabakasinda ekspresse edilir ve bazal tabakada ekspresse edilen Delta ligand: ile
birlikte keratinositleri terminal farklanmalari i¢in indiikler (94).

Jagl aracili Notch sinyalinin neonatal fare ovaryumunda baskilanmasi primordiyal
folikiil olusumunun azalmasina neden olur (115). Peritoneal makrofajlar kuvvetli Jagl pozitif
boyanma sergilerken, dalak makrofajlar1 ve timustan alinan dendritik hiicreler hem Jagl hem
Jag2 pozitif boyanma gosterirler ve bu Notch ligandlarinin immatiir kompartmanda ekspresse
edildigine isaret eder (116).

Notch ve Jagl endotelde ekspresse edilir. Delta like—1 veya Jagl defektli embriyolarda
cesitlli kanamalar meydana geldigi gozlemistir (117). Jagl aracili Notch4/int—3 yolagi beyin
endotelyal mikrodamarlara benzer sekilde mikrovessel-benzeri yapilar1 indiikler. Bu da Notch
sinyalinin endotelyal hiicre farklanmasin1 ve morfogenezini tetikleyebildigine isaret eder
(118).

Notch genleri eriskin fare ovaryumunda ekspresse edilir ve follikiilogenezin
diizenlenmesinde rol oynar. Jagl follikiil olusum asamalarinda ekspresse edilir. Neonatal
ovaryumda Jagl ve Jag2 ekspresse edilir. Jagl yenidogan ovaryumunda pregraniiloza

hiicrelerinde ve germ hiicrelerinde ekspresse edilir. Yenidogan 3. govaryumunda Jagl,
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primordiyal ve primer folikiil oositlerinde ekspresse edilir. Bu veriler Jagged aracili Notch
sinyalinin erken folikiil gelisiminde germ hiicreleri ile somatik hiicre kompartmanlari
arasindaki etkilesime aracilik etmede role sahip oldugunu gosterir (115).

Jagl proteini fare ovaryumunda endotel hiicrelerinde ve mural hiicrelerde ekspresse
edilir. Jagl, diiz kas hiicreleri ile ¢evrili olgun kan damarlarinda ekspresse edilir. Bu veriler
korpus luteum olusurken yeni kan damarlarinin olusumunda Jagged1 aracili Notch sinyalinin
onemli rolii olduguna isaret eder (119).

Jaggedl farede kemik iliginde ekspresse edilir. Notchl makrofaj prekiirsorlerinde,
olgun makrofajlarda ve fibroblastlarda (112), insanda yiiksek miktarda CD34" hiicrelerinde
(120) ekspresse edilir. Yapilan calismalarda Jaggedl transkriptlerinin tam olarak olgunlasmis
mast hiicrelerinde ve megakaryositlerde yiiksek miktarda, eritrosit ve megakaryosit
onclilerinde diisiik miktarda (112), kemik iligi fibroblastlarinda (121) ekspresse edildigi
gosterilmistir. Tam olarak olgunlasmis hiicrelerin Jaggedl ekspresse etmesi, Jaggedl in bir
hematopoietik hiicreden digerine ligand gonderen sinyaller olarak islev gorebilecegini
dogrular. Muhtemelen farklilasmis olgun hiicreler, projenitor hiicrelerin yiizeylerindeki Notch
reseptorlerini aktive etmek i¢cin Jaggedl ekspresse ederler. Boylece projenitdr hiicreler ile
farklanmis sekilleri arasindaki denge korunmus olur (112).

Jagged1’in homologu olan Ser—1 ekspresyonu farede siklikla epitelyal-mezensimal
etkilesim alanlar ile iliskilidir. Ser—1, bobrek ve pankreas gibi bazi1 organlarda baskin olarak
epitelde ekspresse edilirken, gelisen safra kesesi, akciger ve testiste ise ekspresyon biiyiik
oranda mezensime Ozgiidiir. Bryik kil folikiilleri ve palatal katlantilarda hem epitel hem de
mezensimde ekspresyon vardiwr. Bu veriler hem epitel hem de mezensiminden gelen
sinyallerin Ser—1 ekspresyonunu diizenlemek icin karsilikli etkilestigini dogrular. Hem dental
epitel hem de mezensim kaynakli sinyaller gelisen disteki Ser—1 ekspresyonunu etkilerler
(46). Epitelyal-mezensimal alanlardaki bu kompleks ekspresyon, Ser—1 ekspresyonunun doku
etkilesimleri ile diizenlendigini gosterir. Bu goriis, dis gelisimini inceleyen deneysel
calismalar ile test edilmistir (49, 122). Gelisen diste Ser—1 ilk olarak dis gelisimi i¢in indiiktif
kapasiteye sahip dental epitelin gelisecegi kisimda ekspresse edilir (E10.5-E11). E12-12,5 de
Ser—1 ekspresyonu, mezensimle temastaki epitel hiicrelerinde downregiile edilirken, dental
mezensimde upregiile edilir. Bu ekspresyon patterni tomurcuk (E13-13.5) ve kep (E14.5—
15.5) evrelerinde de korunur. E16.5 (erken can evresi) ten E18.5 e (ge¢ c¢an evresi) Ser—I

mRNA s1 dental papilla mezensiminde yok olurken, ekspresyon stratum intermedium ve
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stellate retikulum epitel hiicrelerinde devam eder. Bu evrede i¢ enamel epitel
hiicrelerinde/preameloblastlarda ekspresyon yoktur. Ser—1 ekspresyonu dis germini
cevreleyen mezengimde siirer ve dental folikiil olusur. Fare embriyosunda Jagged1 homologu
olan Ser-1’in ikinci brankial arkusta, otik vezikiilde, pronefroz hiicrelerinde ve somitlerin
siirinda, lens ve ekstremite tomurcuklarinda, hem apikal ektodermal halka (AER) epitelinde
hem de mezensimin distal kisimlarinda, 4. ventrikiiliin etrafindaki ventrikiiler bolgede, gelisen
orta beyinde, telensefalonda, dorsal kok gangliyonunda ve spinal kordda ekspresse edildigi
saptanmistir (46).

Jagl metastatik prostat kanserinde, lokalize prostat kanseri ve benign prostat kanseri
ile karsilastirildiginda ¢ok yiiksek miktarda ekspresse edilir. Aym1 zamanda ytiksek Jagl
ekspresyonu diger klinik parametrelerden bagimsiz olarak bir¢ok lokalize tiimoriin
tekrarlamasi ile yakindan iliskilidir. Bu veriler, Jagl protein miktar1 disregiilasyonunun
prostat kanseri ilerlemesi ve metastazinda ¢cok 6nemli bir role sahip oldugunu ve belki de
saldirgan ve yavas seyirli prostat kanseri ayriminda basarili bir marker olarak
kullanilabilecegine isaret eder (105). Jagl proteini tarafindan aktive edilen Notch sinyali
mezenkimal kok hiicrelerin kardiyomiyositlere farklanmasini arttirr (123). Jagl protein
ekspresyonunun renal hiicreli karsinomda normal bobrek dokulari ile karsilastirildiginda fazla
miktarda arttigi belirlenmistir. Jag protein miktar1 ayrica tiimor biyikligi ve seyri ile
yakindan iligkilidir. Bu veriler renal hiicre karsinomunun 6zellikle de erken evrede teshis
edilebilmesi ve prognozunun belirlenmesi i¢in Jagl ekspresyonuna bakilmasinin yararh
olabilecegini dne siirer (124). Notch sinyali kanser tipine bagl olarak onkojenik ya da tiimor

baskilayici role sahip olabilir (125).

2.12.7. Notch Ligand Jagged2 (Jag2)

Rat Jagged2 homologu fetal testis, timus, epidermis, On bagirsak, dorsal kok
gangliyonu ve i¢ kulakta yiiksek miktarda ekspresse edilir. ki haftalik farede Jag2 transkripti
kalp, akciger, timus, iskelet kas1, beyin ve testiste yiiksek miktarda ekspresse edilir. Ilerleyen
glinlerde Jag2 ekspresyonu paravertebral damarlarda ve dorsal kok gangliyonunda,
orofaringeal epitelde, gelisen timusta ve dil kaslarinda, derinin bazal tabakasinda, biyigin
germinatif epitelinde, i¢ kulaktaki semisirkiiler kanallarmm ve kohleanin kil hiicrelerinde ve
ozofagusta ekspresse edilir. Iki haftalik ratta Jag2 kalp ve akcigerde yiiksek miktarda, timus,

kas, beyin, beyincik ve testiste orta derecede, bobrek ve ince bagirsakta diisiik miktarda
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ekspresse edilir (7). Jagl ve Jag2 ekspresyonu bazi organlarda birbirleri ile ortiisiirken, bazi
organlarda farkli ekspresyon patterni sergiler. Ornegin deri epiteli, olfaktor epitel, dis
tomurcugu ve dorsal kok gangliyonunda hem Jagl hem de Jag2 yiiksek miktarda ekspresse
edilir. Bununla birlikte Jag2 timusta Jagl e gore daha fazla ekspresse edilmektedir. Notch
sinyal sistemi memeli testisinde Jag2 ve Notchl ile koekspresyon sergileyerek ekspresse
edilir. Jag2 ekspresse eden bircok doku ayni zamanda Notch 1 1 de ekspresse eder ki bu da,
Notchl in Jagged? i¢in reseptor oldugunun bir gostergesidir (126).

Jag?2 farede gelisen diste ekspresse edilir. Jag2 defektli homozigot farelerin dogumdan
hemen sonra 61diigii, anormal dis morfolojisine sahip oldugu, palatal ve mandibular uzantilar
arasinda kaynagsma oldugu goOrilmiistiir. Bu bilgiler Jag2 aracili Notch sinyalinin dis
gelisiminde Oonemli role sahip oldugunu gosterir. Ekspresyonu ayni zamanda odontogenez
siirecinde de gereklidir. Farede Jag2 tiim dis gelisim asamalarda ekspresse edilir. Jag2 geni i¢
enamel epitelyal hiicrelerinin komsu hiicre tabakasmda ekspresse edilir. I¢ enamel epitel
hiicreleri hemen komsuluklarindaki hiicreleri lateral inhibisyon yolu ile ayni akibeti
kazanmamlar1 i¢in baskilar. Bu da Notch sinyalinin hiicre akibeti karalarinda rol oynadigini
dogrular (49, 127).

Hem Jag2 hem de Notchl ekpresyonu rat testisinde ilk olarak dogumdan 19 giin sonra
spermatositlerde gozlenmistir. Rat testisi kiiltiirlerine anti Notchl ve anti Jag2 eklendiginde
yuvarlak ve uzamis spermatidlerin azaldigi ve 9-12 giin sonra tamamen kayboldugu
gozlenmistir. Diger yandan spermatosit miktar1 artar. Seminifer tiibiil ¢aplar1 kiigiiliir. Fertil
insan testis dokusunda hem Notchl hem de Jag2, spermatosit ve spermatidlerde ekspresse
edilir. Eriskin testiste Jag2 mRNA smin azalmasi spermatosit ve spermatid popiilasyon
oranlarmin da azaldigina isaret eder (128).

Jag2 mutant fare ile yapilan bir calismada, farede kraniyofasiyal morfogenezde
defektler olusmus ve fare perinatal donemde Glmiistiir. Mutant farede yarik damak ve dil
fizyonu, on ve arka beyinde sindaktili gozlenir. Ekstremite tomurcuklarmin apikal
ektodermal kabartilar1 hipeplastiktir, timus gelisimi defektlidir, yd T hiicre hatti
farklilasmasinda da aksaklik meydana gelir. Bu sonuglar farede Jag2 aracili Notch sinyalinin
bacak tomurcugu, kraniyofasiyal ve timus gelisiminde ¢ok 6nemli role sahip oldugunu
gosterir. Brankiyal arklarin epitelyal hiicre tabakasinda ve nazal pitlerin etrafinda yiiksek
oranda Jag2 ekspresse edilir. Nazal, dil ve palatal epiteli iceren kraniyofasiyal epiteldeki Jag2

ekspresyonu embriyogenez boyunca korunur. E18 Jag2 mutant farelerde timus yapisinin
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degistigi gbzlenmistr, yo T hiicre sayisinda azalma vardir. Bu da Jag2 aracili Notch sinyalinin
timus gelisimi ve normal sayida yo T hiicre farklilasmasinda énemli yeri oldugunu gosterir.
aof) T hiicrelerinin Jag2 mutasyonundan etkilenmemesi, bu hiicre hattinin farklilagmasinda
Notchl proteininin bagka bir ligand ile aktive edildigine isaret eder (129). Jagged,
myoblastlarda ekspresse edilen Notchl 1 aktive ederek kas hiicre farklilasmasmi engeller
(130). Endotel hiicrelerinde Jag2 ekspresyonu yiiksektir (131). Notchl ve Jag2 ratlarda
enterik sinir sisteminde submukozal gangliyonda ve myenterik pleksusta ekspresse edilir.
Jag2 bicok noron alt tipinde ekspresse edilir. Bu veriler Notch 1 ve Jag2 nin erigkin enterik
sinir sisteminde noral hiicrelerin fonksiyonu ve korunmasinda onemli rollere sahip
olduklarina isaret eder. Jag2 gastrointestinal sistem boyunca submukozal ve myenterik
pleksustaki iri niikleuslu non-prolifere gangliyonlarda ekspresse edilir (132). Motor ndron
iiretimi siirecinde motor noron projenitdr domainininde Jag2 proteini gecici olarak ekspresse
edilir ve ekspresyon Shh aktivitesi bagimlidir. Motor noéron olusum siirecinde Jag2
aktivitesinin azalmasi prematiire oligodendrosit farklanmasina yol acar. Aksine Jag2, Hes5 1
aktive ederek oligodendrosit farklanmasmi engeller. Bu sekilde, Jag2 fonksiyonu ikinci bir
oligojenik faz gerceklesene ve oligodendrositler olusana kadar, motor ndron projenitor
prekiirsorlerini korumak i¢in gereklidir (133). Notchl ve ligandlar1 Jagl-2 nin beyinde
ekspresse edilmesi Notch sinyalinin beyinde farklanmis ndronlar ve kok hiicre iizerinde
etkileri olduguna isaret eder (134). Notchl/Jag2 sinyal sistemi rat testisinde erkek germ
hiicrelerinin farklanmasinda rol oynar ve insanda spermatojenik matiirasyon arresti olan
hastalarda ekspresse edilmez. Notchl/Jag2 sinyal sistemi spermatid olgunlasma silirecinde
Golgi kompleksinden akrozom olusumunda da 6nemli role sahiptir (128).

Jagged?2 tarafindan aktive edilen Notch normal insan CD34" hiicre proliferasyonunu ve
farkhilagmasini azaltir (90). ilging olarak rat CD34'/c-kit" hiicrelerinde Notch aktivasyonu

proliferatif potansiyellerini arttirir (111).



29

3. GEREC VE YONTEMLER
3. 1. Kullanilan Deney Hayvanlar ve Deney Gruplan

Calismamizda Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar
Laboratuvarinda yetistirilen yaklasik 2040 gram agiwrhgindaki Mus musculus cinsi 40 adet
eriskin disi ve 5 adet erigkin erkek fare kullanildi. Hayvanlar deney siiresince standart pellet
yem ve ¢esme suyu ile beslendiler. Calisma i¢cin Cumhuriyet Universitesi Deney Hayvanlari
Etik Kurulu’ndan 07.10.2010 tarih ve B.30.2.CUM.0.01.00.00-50/74 sayili onay belgesi
(EK-1) alinmustir.

3.2. Deney Gruplan

GRUP-1: iki hafta boyunca 12 saat aydinlik 12 saat karanlik periyodlar saglanarak
gebelik olusturulmayan normal strus siklusunun saglandigi gruptur. Normal 6strus siklusuna
girdigi kabul edilen hayvanlara 5. giinden sonraki 1. 2. 3. ve 4. giinlerde (di6strus, prodstrus,
Ostrus ve metostrus) ve her giin i¢in 5 hayvan olmak tlizere 200mg/kg sodyum penta-barbital

intraperitoneal yoldan verilerek 6tenazi uygulandi ve uterus dokular1 incelenmek tizere alindi.

GRUP-2: iki hafta boyunca 12 saat aydinlik 12 saat karanlik periyodlar saglanarak
normal Ostrus siklusunun saglandigi ve gebelik olusturulacak hayvan grubudur. Ostrus
sikluslar1 vajinal smear ile belirlendi. Ostrus evresinde olan disi fareler gebelik olusmasi igin
erkek fare kafeslerine alindi. Ertesi giin vajinal plak olusumuna bakilarak, vajinal plak
gortilen fareler gebe kabul edilip ayr1 kafeslere alindi. Vajinal plagin goriildiigii giin gebeligin
0,5. giinii olarak kabul edildi. Gebe hayvanlara, gebeligin 5. 7. 9. ve 11. gilinlerinde her giin
icin 5 hayvan olmak tizere 200mg/kg sodyum penta-barbital intraperitoneal yoldan verilerek

Otenazi uygulandi ve uterus dokular1 incelenmek tizere alind.
3. 3. Kullanilan Cihazlar

e Doku Takip Cihazi (Leica, Gemany)

e GOomme firmi1 (MKN Taab, UK)

e Ben Mari (Leica, Gemany)

e Mikrotom (Leica, Gemany)

e PH Metre (Metle Toledo MP 2200, UK)
e Manyetik Karistirict (BIBBY Stuart, UK)
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Floresan mikroskop (Olympus BX51, Japan)

Hassas Tart1 (Denver Instrument Company, USA)
Mikrodalga Firin (Argelik MD 554 Intellwave, Tiirkiye)
Mikropipetler -10ul, 20ul, 200u1 ve 1000pl- (Gilson, USA)

3. 4. Kimyasal Maddeler

e Antikorlar
e Primer antikorlar
e Rabbit anti-human Jagged—1 polyclonal antibody unconjugated
(H-114): sc-8303 S. Cruz Bio.,
e Rabbit anti-human Jagged—2 polyclonal antibody unconjugated
(H-143): sc-5604 S. Cruz Bio.,
e Sekonder antikor
e (Goat anti-rabbit IgG- Cy3: AP132C-Millipore
e Crystal Mount Aqueous Mounting
e DAPI (Sigma, 32670)
e Fozin (Biooptica, Milano, Italy)
e Hematoksilen (Biooptica, Milano, Italy)
e Normal goat serum
e Phospate Buffer Saline (PBS) (Sigma, USA)
e Bovine Serum Albumin (BSA) (Sigma, USA)
e Triton X—-100 (Sigma, USA)
e Citrate buffer 10mM/L pH:6

3. 5. Doku Preparasyonu
Otenazi sonrasmda alinan uterus dokular1 %10’luk tamponlanmis nétral formalin ile
30-36 saat siire ile fikse edildikten sonra dehidrasyon ve seffaflandirma basamaklarini
takiben parafinde blokland:.
3. 6. Isik Mikroskopi
Isik mikroskopik incelemeler i¢in parafine gomiilen 6rneklerden Leica mikrotom ile

alman Sum kalinliginda seri kesitlere genel morfolojiyi gostermek amaciyla hematoksilen-
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eozin boyama uygulamasi yapildi. Olympus BX51 (Tokyo, Japan) mikroskobu ile uygun
goriintiiler alindi.

3.7. Immiinofloresan Mikroskopi

Parafine gomiilii doku 6rneklerinden lamlara alinan 5 pm kalinliginda kesitler 1 gece
etiivde bekletildikten sonra, ksilolde deparafinizayon uygulandi. Azalan konsantrasyonlardaki
etil alkol serileri ile rehidrate edilen kesitler suda yikandi ve metanol ile hazirlanmis %2°lik
H,0,” de 10 dk nonspesifik zemin boyanmasini engellenmek i¢in bekletildi. Mikrodalga
firinda 95 °C* de 10 mM sitrat tampon pH:6’da 5 dk antijen retrival uygulandi. Kesitller PBS-
Triton-X 100- Normal goat serum ile 2x10 dk yikandi. Normal goat serum, Bovine serum
alblimine, PBS karisimi ile nonspesifik boyamalarin engellenmesi i¢in 20 dk oda 1sisinda
inkiibe edilen kesitler +4 °C’de 1 gece PBS-Normal goat serum ile 1:25 oraninda diliie edilen
primer antikorlar ile inkiibe edildi. Bundan sonraki asamalar oda 1sis1 ve karanlik ortamda
gerceklestirildi. Kesitler PBS ile 2x5 dk yikandiktan sonra PBS-Normal goat serum ile 1:700
oraninda diliie edilen sekonder antikor ile 37 °C’de 45 dk inkiibe edildi. PBS-Triton X-100-
Normal goat serum ile 2x5 dk yikama yapilan kesitlere 5 dk DAPI (200nm/ml) ile niikleer
boyama yapildi. PBS ile 2x5 dk yikama yapildiktan sonra kapatma mediumu ile kesitler
kapatildi ve uygun filtreler kullanilarak bir Olympus BXS51 (Tokyo, Japan) floresan
mikroskop ile goriintiilendi. Negatif kontrol kesitlere primer antikor inkiibasyonu
yapilmayarak diger asamalar ayn sekilde uygulandi.

3.8. Semikantitatif Skorlama Yontemi

Pre ve postimplantasyon periyotlarinda, uterus dokularinda goriintiilenen Jagl ve Jag2
ekspresyonlarinin siddeti semikantitatif skorlama yontemiyle belirlendi ve sonuglar tablolar

halinde bulgular boliimiinde gosterildi.
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4. BULGULAR

Notch ligand Jagged]1 ve Jagged2’nin pre- ve post- implantasyon evrelerindeki fare
endometriumundaki ekspresyonlar1 semi-kantitatif skorlama yontemiyle belirlenerek sonuglar
Tablo 4.1 — 4.8 de verilmistir.

4. 1. Grup-1 Bulgulan

Gebelik olusturulmayan hayvan grubunda farelerdeki Ostrus siklusu evrelerinin
histolojik Ozelliklerine gore didstrus, prodstrus, Ostrus ve metdstrus olarak siklus evreleri
degerlendirildi. Her evre i¢in hematoksilen-eozin boyama ile 151k mikroskopide genel
morfolojiye ait bulgular ve Notch ligand Jaggedl ve Notch ligand Jagged2 icin

immiinofloresan boyamalar ile immiinofloresan mikroskopi bulgular1 elde edildi.

4. 1. 1. Ostrus déngiisii bulgular1 H-E

Diostrus evresinde, uterus liimeni yarik seklindedir. Kiibik- prizmatik luminal epitel
ve mitotik figlir ve nadir dejeneratif hiicreler, atrofik ve kollabe endometrial bezler, stromal
O0dem ve stromada polimorfoniiklear 16kositler izlendi (Sekil 4.1. A).

Proostrus evresinde, liimen epiteli prizmatik yapida gozlenirken, epitel hiicrelerinde
mitotik figiirler varligini siirdiiriiyordu. Bu evrede dejenerasyon gozlenmezken, mukozada
cok az sayida l6kosit izlendi. Endometrial bezler hipertrofik yapida olup, vaskiilarizasyon ve
odem atris1 belirgindi (Sekil 4.1. B).

Ostrus evresinde, bez ve luminal epitelde mitotik aktivite kaybi, hiicresel
dejenerasyonlar ve lokosit infiltrasyonu izlendi. Luminal epitele kadar uzanan stromal

vaskiilarizasyon artis1 izlendi (Sekil 4.1. C).

Metostrus evresinde, bez ve luminal epitelde vakuolar dejenerasyonlar izlenirken,
mitotik aktivitenin tekrar baslamasi, azalan 16kosit infiltrasyonu ve azalan vaskiilarizasyon

izlendi (Sekil 4.1. D).



50.0 pm

Sekil 4. 1. Ostrus dongiisii evreleri: A-didstrus, B-prodstrus, C-dstrus, D-metdstrus

(EPT: Epitel, BE: Bez Epiteli, KD: Kan Damarr)
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4. 1. 2. Ostrus dongiisii evrelerinde Notch ligand Jagged1 ve Jagged2

immiinolokalizasyonlar
(Tablo 4.1-4’ te ekspresse olduklar1 lokalizasyonlar gdsterilmistir).

Jagged1: Ostrus dongiisiiniin didstrus ve prodstrus evresinde luminal epitelde giiclii
Jagl ekspresyonu izlendi (Sekil 4.2. A-B, Sekil 4.4. A-B) Ostrus ve metdstrus evresinde ise
luminal epitelde ekspresyonun azaldig1 goriildi (Sekil 4.6. A-B, Sekil 4.8. A-B). Didstrus,
prodstrus ve Ostrus evresinde endometrial stroma hiicrelerinde giiclii Jagl ekspresyonu
goriiliirken (Sekil 4.2. B, Sekil 4.4. B-D, Sekil 4.6. B-D), metdstrus evresinde bunun oldukca
zayif oldugu izlendi (Sekil 4.8. B). Bez yapisinda didstrus evresinde en giiclii lokalizasyon
izlenmistir (Sekil 4.2. B). Prodstrus ve dstrus evresinde ekspresyonun azaldigi (Sekil 4.4. C,
Sekil 4.6. C), metostrus evresinde de oldukca zayif oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.8. B).
Myometrium tabakasinda Ostrus dongilisiiniin tiim evrelerinde zayif Jagl ekspresyonu
belirlendi (Sekil 4.2. C, Sekil 4.4. E, Sekil 4.6. E, Sekil 4.8. A). Perimetrium tabakasinda
didstrus ve prodstrus evresinde orta derecede ekspresyon izlenirken (Sekil 4.2. C, Sekil 4.4.
E), Ostrus ve metostrus evresinde bunun oldukca zayif oldugu izlendi (Sekil 4.6. A, Sekil 4.8.
C). Bununla birlikte tiim evrelerde perimetriumdaki damarlarda yiiksek oranda Jagl

immiinolokalizasyonu izlendi (Sekil 4.8. C).

Jagged2: Liimen epitelinde Jagl ekspresyonuna benzer sekilde didstrus ve prodstrus
evresinde giiglii (Sekil 4.3 A-B, Sekil 4.5. A-B), Ostrus ve metostrus evresinde zayif Jag2
lokalizasyonu izlendi (Sekil 4.7. A-B, Sekil 4.9. A-B). Endometrial stromada da Jagl ile
benzer sekilde didstrus, prodstrus ve Ostrus evresinde endometrial stroma hiicrelerinde giiglii
Jag2 ekspresyonu izlenirken (Sekil 4.3. B, Sekil 4.5. B-D, Sekil 4.7. B-D), metdstrus
evresinde bunun oldukca zayif oldugu gorildi (Sekil 4.9. B). Myometrium ve perimetrium
tabakalarinda didstrus evresinde zayif olan Jag2 ekspresyonu (Sekil 4.3. C), prodstrus
evresinde orta derecede izlendi (Sekil 4.5. E). Ostrus ve metdstrus evrelerinde ise bunun

zayifladigi gortldi (Sekil 4.7. E, Sekil 4.9. C).



Tablo 4. 1. Diostrus evresinde Jagged1 ve Jagged’nin immiinolokalizasyonlar1
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Diostrus Evresi Jaggedl Jagged2
Luminal Epitel +++ +++
Endometrial Stroma +++ +++
Endometrial Bezler +++ +++
Myometrium + T
Perimetrium ++ T+

Tablo 4. 2. Prodstrus evresinde Jaggedl ve Jagged nin immiinolokalizasyonlar1

Prodstrus Evresi Jagged1l Jagged?2
Luminal Epitel +++ +++
Endometrial Stroma +++ +++
Endometrial Bezler ++ +++
Myometrium ++ T+
Perimetrium ++ T+




Tablo 4. 3. Ostrus evresinde Jaggedl ve Jagged nin immiinolokalizasyonlari
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Ostrus Evresi Jaggedl Jagged2
Luminal Epitel ++ ++
Endometrial Stroma +++ +++
Endometrial Bezler ++ -+
Myometrium + —+
Perimetrium + +

Tablo 4. 4. Ostrus evresinde Jaggedl ve Jagged nin immiinolokalizasyonlari

Metostrus Evresi Jagged1l Jagged2
Luminal Epitel ++ ++
Endometrial Stroma + +
Endometrial Bezler ++ ++
Myometrium + T
Perimetrium +++ +
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Sekil 4.2. Diostrus evresinde Jagl’in immiinolokalizasyonlar1 (A, B, C). Negatif
kontrol kesit (D ) (UL: Uterus Liimeni, EPT: Epitel, BE: Bez Epiteli, EN:

Endometrium, M: Myometirum, P: Perimetrium)
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T

Sekil 4.3. Didstrus evresinde Jag2’nin immiinolokalizasyonlar1 (A, B, C). Negatif
kontrol kesit (D) (UL: Uterus Liimeni, EPT: Epitel, BE: Bez Epiteli, EN:

Endometrium, M: Myometirum, P: Perimetrium)
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100 pm

Sekil 4.4. Prodstrus evresinde Jagl’in immiinolokalizasyonlari. (A, B, C, D, E).
Negatif kontrol kesit (F) (UL: Uterus Liimeni, EPT: Epitel, BE: Bez Epiteli, SH;

Stroma Hiicresi, EN: Endometrium, M: Myometrium, P: Perimetrium)
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50.0 pm 100 pm

Sekil 4.5. Prodstrus evresinde Jag2’nin immiinolokalizasyonlar1 (A, B, C, D, E). Negatif
kontrol kesit (F) (UL: Uterus Liimeni, EPT: Epitel, BE: Bez Epiteli, SH; Stroma Hiicresi, EN:

Endometrium, M: Myometrium, P: Perimetrium)



41

Sekil 4.6. Ostrus evresinde Jagl’in immiinolokalizasyonlar1 (A, B, C, D, E). Negatif kontrol
kesit (F) (UL: Uterus Liimeni, EPT: Epitel, BE: Bez Epiteli, SH; Stroma Hiicresi, EN:

Endometrium, M: Myometrium, P: Perimetrium)
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50.0 pm

Sekil 4.7. Ostrus evresinde Jag2’nin immiinolokalizasyonlar1 (A, B, C, D, E). Negatif kontrol
kesit (F) (UL: Uterus Liimeni, EPT: Epitel, BE: Bez Epiteli, SH; Stroma Hiicresi, EN:

Endometrium, M: Myometrium, P: Perimetrium)
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Sekil 4.8. Metostrus evresinde Jagl’in immiinolokalizasyonlari. (A, B, C). Negatif
kontrol kesit (D) (UL: Uterus Liimeni, EPT: Epitel, BE: Bez Epiteli, KD:Kan Damari,

EN: Endometrium, M: Myometrium, P: Perimetrium)
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Sekil 4.9. Metostrus evresinde Jag2’nin immiinolokalizasyonlar1 (A, B, C). Negatif kontrol
kesit (D) (UL: Uterus Liimeni, EPT: Epitel, BE: Bez Epiteli, EN: Endometrium, M:

Myometrium, P
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4. 2. Grup-2 Bulgulan

4. 2. 1. Gebeligin 5. Giinii

Isik mikroskopi bulgulari: Embriyonun yerlestigi antimezometrial alanda
embriyonun bulundugu boslugu cevreleyen yassi ¢ekirdekli, mekik sekilli kiiglik primer
desidual hiicreler izlendi. Myometriuma komsu kisimda yer alan kapsiil yapisindaki
fibroblastlarin yass1 ¢ekirdekli, mekik sekilli kiiglik predesidual hiicrelere farklandig: goriildii.
Predesidual hiicrelerin primer desiduay1 cevreleyen biiyiik, poliploid sekonder desidua
hiicrelerine farklandig1 goriildii. Desidual hiicreler arasinda kan damarlarinin varhigi
belirgindi. Mezometrial alandaki kan damarlarinin antimezometrial alandan daha fazla

genisledigi goriildii (Sekil 4.10. A-D).

Sekil 4.10. Gebeligin 5.gilinlinde 151k mikroskobik bulgular. (UL: Uterus Liimeni, MA:
Mezometrial Alan, AA: Antimezometrial Alan, PDZ: Primer Desisual Zon, SDZ:
Sekonder Desidual Zon, DH: Desidual Hiicre, KD: Kan Damari, M: Myometrium,

LE, e 8 - § : 4t ;
¥ dpdtalea e Sy % R 3 Rt .
1 T ¥

i ¢l

Perimetrium)
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Gebeligin 5. giiniinde Notch ligand Jagged1 ve Jagged2 immiinolokalizasyonlar:

(Tablo 4.5. te ekspresse eolduklar1 lokalizasyonlar gosterilmistir)

Jaggedl: Bez epitelinde orta derecede ekspresyon izlendi (Sekil 4.11. E).
Endometriumun stromal hiicrelerinin predesidual hiicrelere farklandigi myometriuma komsu
kapsiil yapisinin yliksek miktarda Jagl ekspresse ettigi goriildii (Sekil 4.11. F). Sekonder
desidual hiicrelerde, predesidual hiicrelere gore daha az ekspresyon izlenirken, primer desidua
hiicrelerinin de sekonder desiduadan daha az olmak iizere yaklasik olarak ayni derecede Jagl
ekspresse ettigi goriildii (Sekil 4.11. A-D). Miyometrial diiz kas hiicrelerinde kuvvetli
ekspresyon vardi (Sekil 4.11 G). Perimetrium tabakasinda bulunan kan damarlarinin
endotellerinde, bu damarlar1 cevreleyen bag doku hiicrelerinde ve kas hiicrelerinde ¢ok

kuvvetli ekspresyon izlendi (Sekil 4.11. G).

Jagged2: Bez epitelinde Jagl ile benzer sekilde orta derecede Jag2
immiinolokalizasyonu vardi (Sekil 4.12. D). Primer ve sekonder desidua bolgelerinde Jagl’e
gore Jag2 ekspresyonu daha zayift1 (Sekil 4.12. A-C). Miyometrial diiz kas hiicrelerinde ve
perimetrium tabakasinda ekspresyon yoktu (Sekil 4.12. E).

Tablo 4. 5. Gebeligin 5. giiniinde Jagged1 ve Jagged2’nin immiinolokalizasyonlar1

ES Jagged1l Jagged?2
Bezler ++ T+
Primer Desidual Zon ++ +
Sekonder Desidual Zon ++ +
Kapsiil +++ +++
Myometrium -+ 0
Perimetrium -+ 0
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Sekil 4.11. Gebeligin 5.glintinde Jagl’in immiinolokalizasyonu. (A, B, C, D, E, F, G).
Negatif kontrol kesit (H-I ) (UL: Uterus Liimeni, MA: Mezometrial Alan, AA:
Antimezometrial Alan, PDZ: Primer Desidual Zon, SDZ: Sekonder Desidual Zon, DH:
Desidual Hiicre, KD: Kan Damari, BE: Bez Epiteli, K: Kapsiil, M: Myometrium,

Perimetrium)
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50.0 pm

50.0 pm 50.0 pm

500 pm

Sekil 4.12. Gebeligin 5.giiniinde Jag2’nin immiinolokalizasyonu (A, B, C, D). Negatif kontrol
kesit (E-F) (UL: Uterus Liimeni, MA: Mezometrial Alan, AA: Antimezometrial Alan, PDZ:
Primer Desidual Zon, SDZ: Sekonder Desidual Zon, DH: Desidual Hiicre, KD: Kan Damari,

BE: Bez Epiteli, M: Myometrium, Perimetrium
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4. 2. 2. Gebeligin 7. Giinii

Isik Mikroskobi Bulgulari; Antimezometrial alanda gelisen embriyonun varligi
izlendi. Embriyoyu ¢evreleyen poliploid, iri ¢gekirdekli trofoblast hiicrelerinin yass1 ¢ekirdekli,
ig sekilli primer desidual hiicreler arasina invaze oldugu ve burada bulunan kan damarlari ile
iligki kurdugu go6zlendi. Dev trofoblast hiicrelerinin bu giinde olustugu izlendi.
Antimezometrial alanda vitellus kesesi olusumu baglamisti. Mezometrial alanda ektoplasental
koni yapismin sekillenmisti. Myometriuma komsu kapsiil yapisinda endometrial stromanin
predesidual hiicrelere farklandigi gézlendi. Sekonder desidual hiicrelerin varligi belirgindi.
Mezometrial desiduanin antimezometrial desiduaya gore daha erken gelisim safhasinda

oldugu ve buradaki kan damarlarmin daha fazla genisledigi gozlendi (Sekil 4.13. A-F).

Sekil 4.13. Gebeligin 7.glinlinde 151k mikroskobik bulgular. (E: Embriyo, MA:
Mezometrial Alan, AA: Antimezometrial Alan, PDZ: Primer Desidual Zon, SDZ: Sekonder
Desidual Zon, DH: Desidual Hiicre, KD: Kan Damari, DT: Dev Trofoblast, TR: Trofoblast,

VK: Vitellus Kesesi, EK: Ektoplasental Koni, M: Myometrium, Perimetrium)
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Gebeligin 7. giiniinde Notch ligand Jagged1 ve Jagged2 immiinolokalizasyonlari

(Tablo 4.6 da ekspresse olduklar1 lokalizasyonlar gdsterilmistir)

Jagged1: Ektoplasental koni hiicrelerinde ¢ok kuvvetli Jagl ekpsresyonu izlendi
(Sekil 4.14. C-D). Embriyoyu c¢evreleyen trofoblast hiicrelerinde de kuvvetli Jagl
lokalizasyonu goriildii (Sekil 4.14. F). Primer desidua hiicrelerinin sekonder desidua
hiicrelerine gore daha az Jagl ekspresse ettigi gozlendi (Sekil 4.14. A-D). Myometriuma
komsu kapsiil yapisinin sekonder desiduadan belirgin bir sekilde daha fazla Jagl ekspresse
ettigi goriildi (Sekil 4.14. E). Desidual kan damarlarinda da ¢ok kuvvetli ekspresyon izlendi.
Myometriumda orta derecede immiinolokalizasyon goriildii (Sekil 4.14. G). Perimetrium ve
buradaki kan damarlarmin, interimplantasyon alanindaki epitel ve bez hiicrelerinin de

kuvvetli Jagl ekspresse ettigi izlendi (Sekil 4.14. G-H).

Jagged2: Ektoplasental koni hiicrelerinde ve embriyoyu cevreleyen trofoblast
hiicrelerinde c¢ok kuvvetli Jag2 ekpsresyonu goriildi (Sekil 4.15. A-D). Primer desidua
hiicreleri sekonder desidua hiicrelerine gore daha az Jagl ekspresyonu gosterdiler (Sekil 4.15.
B, D). Myometriuma komsu kapsiil yapisinin sekonder desiduadan belirgin bir sekilde daha
fazla Jagl ekspresse ettigi izlendi. Desidual kan damarlarinda da ¢ok kuvvetli lokalizasyon
vardi (Sekil 4.15. D-E). Myometriumda orta derecede ekspresyon goriildii. Perimetriyum ve
burada yer alan kan damarlarinin Jagl’e gore daha fazla Jag2 ekspresse ettikleri goriildii.
(Sekil 4.15. G). interimplantasyon alanindaki epitel ve bez hiicrelerinde de kuvvetli Jag2
lokalizasyonu vardi (Sekil 4.15. H).

Caspase9: Trofoblast hiicreleri ile iliskide olan bazi primer desidua hiicrelerinin ¢ok

kuvvetli caspase9 ekspresse ettikleri goriildii (Sekil 4.16. A-C).
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Tablo 4. 6. Gebeligin 7. gilinlinde Jaggedl, Jagged2 ve Caspase9’un

immiinolokalizasyonlar

E7 Jagged1l Jagged?2 Caspase9
Ektoplasental Koni -+ ++++ A+
Trofoblast +++ +++ 4+
Hiicreleri
Primer Desidual ++ ++
Zon
Sekonder Desidual +++ -+
Zon
Kapsiil ++++ -+
Desidual Kan ++++ ++++
Damar1
Myometrium ++ ++
Perimetrium ++++ +++
Inteimplantasyon +H++ -+
Epitel
Interimplantasyon +H++ -+
Bez
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Sekil 4.14. Gebeligin 7.giiniinde Jagl’in immiinolokalizasyonu (A, B, C, D, E, F, G, H).
Negatif kontrol kesit (I) (E: Embriyo, MA: Mezometrial Alan, AA: Antimezometrial Alan,
EPT: Epitel, BE: Bez Epiteli, PDZ: Primer Desidual Zon, SDZ: Sekonder Desidual Zon, TR:
Trofoblast, VK: Vitellus Kesesi, EK: Ektoplasental Koni, K: Kapsiil, M: Myometrium)
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Sekil 4.15. Gebeligin 7.giiniinde Jag2’nin immiinolokalizasyonu (A, B, C, D, E, F, G).
Negatif kontrol kesit (H) (E: Embriyo, MA: Mezometrial Alan, AA: Antimezometrial Alan,
EPT: Epitel, BE: Bez Epiteli, PDZ: Primer Desidual Zon, SDZ: Sekonder Desidual Zon, DH:
Desidual Hiicre, KD: Kan Damari, DT: Dev Trofoblast,TR: Trofoblast, VK: Vitellus Kesesi,
EK: Ektoplasental Koni, M: Myometrium)
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SO0 pm

Sekil 4.16. Gebeligin 7.gilinlinde Caspase9’un immiinolokalizasyonu (A, B, C). Negatif
kontrol kesit (D) (E: Embriyo, MA: Mezometrial Alan, AA: Antimezometrial Alan, PDZ:
Primer Desidual Zon, SDZ: Sekonder Desidual Zon, TR: Trofoblast, EK: Ektoplasental Koni,

M: Myometrium, P: Perimetrium)
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4.2.3. Gebeligin 9. Giinii

Isik Mikroskopi Bulgulari: Gebeligin bu doneminde plasentanin desidual hiicreleri
iceren maternal ve ok c¢ekirdekli dev trofoblast hiicreleri igeren fetal plasentadan olustugu
gozlendi. Dev trofoblast hiicrelerinin arasinda ve maternal plasentada genislemis kan
damarlar1 vardi. Embriyoyu ¢evreleyen amnion zarmin bir bazal membran iizerine oturmus
tek kathi yassi hiicrelerden olusan katlantili bir yapida oldugu gozlendi. Vitellus kesesinin
endoderm hiicrelerinden ve mezotelden olustugu ve burada yer alan kan damarlari igerisinde

hematopoetik hiicrelerin varligi goriildi (Sekil 4.17. A-D).

500.pm.. -

————re e

Sekil 4.17. Gebeligin 9.gilinlinde 151k mikroskobik bulgular. (E: Embriyo, MA:
Mezometrial Alan, AA: Antimezometiral Alan, MD: Mezometrial Desidua, AD:
Antimezometrial Desidua, DT: Dev Trofoblast, VK: Vitellus Kesesi, A: Amniyon,
KD: Kan Damari)
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Gebeligin 9. giiniinde Notch ligand Jagged1 ve Jagged2 immiinolokalizasyonlar:

(Tablo 4.7 de ekspresse olduklar1 lokalizasyonlar gosterilmistir)

Jaggedl: Embriyoyu cevreleyen amnion zarinda ve vitellus kesesinde kuvvetli
ekspresyon mevcuttu (Sekil 4.18. A-C, E-F). Ayrica fetal plasentanin dev trofoblast
hiicrelerinde de Jagl’in ¢ok kuvvetli ekspresse edildigi gozlendi (Sekil 4.18. E). Maternal
plasentanin bazal kisimlarinda orta derecede lokalizasyon goriiliirken, apikalinde ekspresyon
yoktu (Sekil 4.18. D). Mezometrial alanda yer alan bezlerde ekspresyon olmadigi, bezleri
cevreleyen stromada ise bunun kuvvetli oldugu gozlendi (Sekil 4.18. G). Stromada gebeligin
5. giiniindeki bezler ile karsilastirildiginda daha kuvvetli ekspresyon izlendi (Sekil 4.18. G).
Bu alanda yer alan kan damar1 endotellerinde gebeligin 5. ve 7. giinlerinde oldugu gibi

kuvvetli ekpresyon goriildii.

Jagged2: Amniyon zarinda, vitelliis kesesinde ve dev trofoblast hiicrelerinde Jagl’de
oldugu gibi ¢ok kuvvetli yerlesim mevcuttu (Sekil 4.19. A-B, E, F). Maternal plasentanin
bazal kisimlarinda orta derecede ekspresyon izlenirken, iist kisimlarinda ekspresyon yoktu
(Sekil 4.19. C-D). Mezometrial alandaki bezlerde immiinolokalizasyon goriilmezken,
stromada kuvvetli ekspresyon izlendi (Sekil 4.19. G). Ayrica Jagl ile karsilastirildiginda
ekspresyonun daha kuvvetli oldugu goriildii. Bu alanda yer alan kan damari endotellerinde

gebeligin 5. ve 7. gilinlerinde oldugu gibi kuvvetli lokalizasyon varda.



Tablo 4. 7. Gebeligin 9. giiniinde Jaggedl ve Jagged2’nin immiinolokalizasyonlar1

E9 Jagged1l Jagged?2

Amniyon +++ +++
Vitellus Kesesi +++ +++
Dev Trofoblast +++ +++
Maternal Plasenta Bazalis ++ ++
Maternal Plasenta Apikalis 0 0
Myometrium +++ +++
Perimetrium +++ +++
Interimplantasyon Epitel -+ .
Interimplantasyon Stoma -+ T+
Interimplantasyon Bez 0 0
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S0.0 S0 pm

50.0 pm

Sekil 4.18. Gebeligin 9.giiniinde Jagl’in immiinolokalizasyonu (A, B, C, D, E, F, G).
Negatif kontrol kesit (H-I) (E: Embriyo, MA: Mezometrial Alan, AA:
Antimezometiral Alan, MD: Mezometrial Desidua, MDb: Materna Desidua Bazalis,
Mda: Maternal Desiduaapikalis, AD: Antimezometrial Desidua, DT: Dev Trofoblast,
VK: Vitellus Kesesi, A: Amniyon, KD: Kan Damari, EPT: Epitel, BE: Bez Epiteli)
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MDa

50,0 pm

50.0 gm

Sekil 4.19. Gebeligin 9.gliniinde Jag2’nin immiinolokalizasyonu (A, B, C, D, E, F, G).
Negatif kontrol kesit (H-I) (E: Embriyo, MA: Mezometrial Alan, AA:
Antimezometiral Alan, MD: Mezometrial Desidua, MDb: Maternal Desidua Bazalis,
Mda: Maternal Desiduaapikalis, AD: Antimezometrial Desidua, DT: Dev Trofoblast,
VK: Vitellus Kesesi, A: Amniyon, KD: Kan Damari, EPT: Epitel)



60

4. 2. 4. Gebeligin 11. Giinii

Isik Mikroskobi Bulgulari: Gebeligin bu doneminde plasentanin labirent tabakasi,
spongiotorofoblast ve trofoblast dev hiicrelerinden olusan baglant1 zonu ve maternal desidua
yapisindan olusan tam gelismis bir plasenta yapisinda oldugu goézlendi. Labirent tabakasinda
anne ile fetiis arasinda madde aligverisini saglayan, fetiis kaynakli trofoblast hiicrelerinin
maternal kaynakli endotellerin yerini alan yeni bir damar yapisinin olustugu goriildi.
Spongiyotrofoblast tabakasinin {lizerinde, plasentanin maternal ve fetal kisimlarmi ayiran
trofoblast dev hiicrelerinin varlig1 belirgindi. Maternal desiduanin iri, poliploid olgun desidual
hiicrelerden olustugu goézlendi. Dev trofoblast hiicrelerinin arasinda ve maternal plasentada
genislemis kan damarlar1 mevcuttu. Embriyoyu ¢evreleyen amnion zariin bir bazal membran
iizerine oturmus tek katli yassi hiicrelerden olusan katlantili bir yapida oldugu gozlendi.
Vitellus kesesinin endoderm hiicreleri ve mezotelden olustugu ve burada yer alan kan
damarlar1 igerisinde hematopoetik hiicrelerin yer aldigi goriildii. Labirent tabakasmin hemen

altinda ise koryon yapisinin varligi belirgindi (Sekil 4.19).
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Sekil 4.20. Gebeligin 11.giiniinde 151k mikroskobik bulgular, Hematoksilen-Ezoin: A-G, PAS:
H, Glmisleme: I (E: Embriyo, MD: Maternal Desidua, BZ: Baglant1 Zonu, ST:
Spongiotrofoblast, DT: Dev Trofoblast, LT: Labirent Tabakasi, VK: Vitellus Kesesi, A:

Amniyon)



62

Gebeligin 11. giiniinde Notch ligand Jagged]1 ve Jagged2 immiinolokalizasyonlar

(Tablo 4.7 de ekspresse olduklar1 lokalizasyonlar gosterilmistir)

Jagged1: Koryon ve plasentanin labirent tabakasinda orta derecede Jagl ekspresyonu
izlendi (Sekil 4.20. A-B). Plasentanin orta baglant1 bolgesindeki spongiotrofoblast tabakasi
hiicrelerinde orta derecede, dev trofoblast hiicrelerinde ise daha gii¢lii lokalizasyon vardi
(Sekil 4.20. C-D). Maternal desidua hiicrelerinde de orta derecede ekspresyon gozlendi (Sekil
4.20. D-E). Interimplantasyon alanindaki bezlerde ekspresyon goriilmezken, bezleri
cevreleyen stroma hiicrelerinde gebeligin 9. giiniinde oldugu gibi kuvvetli ekspresyon izlendi

(Sekil 4.20. F).

Jagged2: Koryon ve plasentanin labirent tabakasinda Jagl ile karsilastirildiginda daha
giiclii immiinolokalizasyon gozlendi (Sekil 4.21. A-B). Plasentanin orta baglant1 bolgesindeki
spongiotrofoblast tabakasi hiicrelerinde orta derecede, dev trofoblast hiicrelerinde ise kuvvetli
ekspresyon vardi (Sekil 4.21. C-D). Maternal desidua hiicrelerinde de orta derecede
lokalizasyon goriildii (Sekil 4.21. D-E). Interimplantasyon alanindaki bezlerde ekspresyon

goriilmezken, bezleri ¢cevreleyen stromada bu daha zayift1 (Sekil 4.21. F).



Tablo 4. 8. Gebeligin 9. giiniinde Jaggedl ve Jagged2’nin immiinolokalizasyonlar1

El11 Jagged1l Jagged?2

Koryon ++ Tt
Labirent Tabakas1 ++ +++
Spongiotrofoblast Tabakasi ++ ++
Dev Trofoblast +++ +++
Maternal Desidua ++ ++
Interimplantasyon Stoma e n

Interimplantasyon Bez 0 T+




64

200 pm 20.0 pm

LT

200 um

Sekil 4.21. Gebeligin 11.giliniinde Jagl’in immiinolokalizasyonu (A, B, C, D, E, F).
Negatif kontrol kesit (G, H, I) (MD: Maternal Desidua, ST: Spongiotrofoblast, DT:
Dev Trofoblast, LT: Labirent Tabakasi, KR: Koryon, VK: Vitellus Kesesi, BE: Bez
Epiteli)
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Sekil 4.22. Gebeligin 11.giinlinde Jag2’nin immiinolokalizasyonu (A, B, C, D, E, F).

Negatif kontrol kesit (G, H, I) (MD: Maternal Desidua, ST: Spongiotrofoblast, DT:
Dev Trofoblast, LT: Labirent Tabakasi, KR: Koryon, VK: Vitellus Kesesi, BE: Bez
Epiteli)
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5. TARTISMA

Memelilerde implantasyon blastosist ile reseptiv endometrium arasinda haberlesme
saglayan bircok sinyal molekiiliiniin de rol aldig1 karmasik bir olaydir. insanda ve farede
gebelik siirecinde invazyon, plasentasyon gibi asamalar farklilik gostermesine karsin temel
mekanizma aynidir. Insanda luteal evrede blastosist indiiksiyonundan bagimsiz olarak
desidualizasyon siireci gerceklesirken, farede gelisen blastosistin 4.5 giiniinde implante
olmasi ile desidualizasyon indiiklenir (22). Insanda yaklasik 7. giinde embriyo uterus duvarina
implante olur. Her iki tiirde de desidualizasyon siireci aynidir. Primer desidua hiicreleri
embriyoyu ¢evreleyen alanda yer alan birkag sira yassi niikleuslu, ig sekilli hiicreden olusur.
Sekonder desidual zon, primer desiduayr ¢evreleyen poliploid, iri, poligonal sekilli
hiicrelerden olusur. Embriyonun endometriuma implante oldugu alan antimezometrial
kutuptur ve embriyonun biiyliyiip gelistigi alan olarak kalir. Embriyonun bulunmadigi karsi
taraf ise mezometrial kutuptur ve plasenta bu alanda gelisir. Emriyo implantasyonu ile
antimezometrial kutup gelismeye baslarken, mezometrial kutup gelisimi daha sonra baglar.
Fare ve insanda hemokoryal plasenta gelisir (15, 20). Bu iki tiirde plasenta yapilar1 farklilik

gosterse de tabakalarin temel islevleri aynidir.

Memelilerde 4 adet Notch geni (Notch 1-4) ve Delta/Serrate/LAG-2 (DSL) ailesinin
Notch ligand tiyelerini kodlayan 5 gen; 3 Delta-like (DII1, 3, 4) ve 2 Jagged (Jagl, 2) bulunur
(3). Notch sinyal yolagi gelisim siirecinde hiicre akibeti kararlarinda rol alir. Bunun yani1 sira
farklilagsma, proliferasyon, hiicre-hiicre adezyonu gibi c¢esitli hiicresel siiregleri kontrol eder
(44). Yapilan caligmalar Notch sinyal yolagi molekiillerinin plasentada eksprese edildigini
gostermistir (135-136).

Gebelik Oncesinde uterusta ve gebelik sonrasinda da desidua, endometrium ve plasenta
gibi alanlarda etkili olan olduk¢a karmasik sinyal yolaklarmin aydmnlatilmasi, bunlarla iliskili
molekiillerin varligmin saptanmasiyla miimkiindiir. Dolayisiyla da bu, gebeligin tiim
siireclerinin anlasilmasinda ¢ok onemli yer tutar. Bu amagla bu ¢alismada Notch gen ailesi
iiyelerinden Notch ligand Jaggedl ve Jagged2’nin pre ve post implantasyon donemlerinde

fare uterus endometiumundaki immiinolokalizasyonlar1 arastiriimistir.
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5.1. Notch Sinyal Yolag: ve Desidualizasyon

Kemirici ve insan gebeliklerinde embriyo liimen epiteline tutunur ve endometrium
stromasina invaze olur. Steroid hormonlarin etkisi altinda embriyoyu cevreleyen stromal
hiicreler degisiklige ugrarlar. Bu siire¢ desidualizasyon olarak bilinir ve implantasyon ig¢in
gerekli bir 6n kosuldur. Farede blastosistin epitele tutunmasi ile desidualizasyon indiiklenir.
Once antimezometrial alanda desidualizasyon baslar. Mezometrial alanda desidual reaksiyon
daha ge¢ baslar ve antimezometrial alandan gec¢ gelisir. Endometrial stromal hiicreler ve
ekstraseliiler matriks bilesenleri desidualizasyon siirecinde degisiklik gosterirler. Hyaluron
artar, tip IV kollajen azalir, tip I ve tip III kollajenin tiretimi azalir (17). Desidualizasyon iki
yonde gergeklesir. Myometriuma komsu alanda endometriumun ig sekilli, yass1 ¢ekirdekli
fibroblastlar1 bulunur. Bu alan kapsiil yapis1 olarak bilinir. Desidualizasyon siirecinin
baslamas1 ile kapsiildeki fibroblastlar diizensiz, yassi c¢ekirdekli predesidual hiicrelere
farklanirlar. Burada yogun bir aktivite s6z konusudur. Caligmamizda 5. giinde myometriuma
komsu kapsiil yapisinda sekonder ve primer desiduadan ¢ok daha gii¢lii ve belirgin bir Jagl
ekspresyonu oldugu gosterilmistir. Jag2 ligandinda ise bu sekilde farkli bir ekspresyon
gozlenmemistir. 7. Giinde ise hem Jagl’in hem de Jag2’nin kapsiil yapisinda kuvvetli
lokalizasyon gosterdigi izlenmistir. Jaggedl’in hiicresel farklanmay1 ve proliferasyonu
kontrol ettigi yapilan ¢alismalarla kanitlanmistir. Ornegin Nickoloff ve arkadaslar1 (2002)
Jagl ligandinin insanda epidermisin suprabazal tabakasinda ekspresse edildigini ve bazal
tabakada ekspresse edilen Delta ligandi ile birlikte keratinositleri terminal farklanmalar1 i¢in
indiikledigini kanitlamiglardir (94). Kohler ve arkadaslar1 (2004) ise ratta karaciger
yaralanmalar1 ve rejenerasyon modeli caligmalarinda karaciger hiicrelerinin proliferasyon
stirecinde Jagl molekiiliiniin upregiile edildigini gostermistir (108). Bu veriler gelisimin erken
doneminde Jagl aracily, ilerleyen donemde ise hem Jagl hem de Jag2 aracili Notch sinyalinin

predesidual hiicre farklanmasina ve proliferasyonuna aracilik ettigine isaret eder.

Predesidual hiicreler olgunlasarak sekonder desidual hiicreleri olustururlar. Hiicreler
genisler, niikleus yuvarlaklasir, niikleolus sayis1 artar, sekretuar aparatus gelisir, sitoplazmada
glikojen ve lipid birikir. Desidual hiicreler laminin, tip IV kollajen, fibronektin, heparan siilfat
ve proteoglikan iceren ECM proteinleri iiretirler. Desidualize stromal hiicrelerin prolaktin
(PRL), insulin-like growth factor binding protein—1 (IGFBP-1) gibi salgisal iiriinler,

farklilasma asamasi i¢in marker olarak kullanilir (15). Calismamizda sekonder desiduada
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gebeligin 5. giliniinde Jagl’in orta derecede, Jag2’ nin de az miktarda ekspresse edildigi
gosterilmistir. Yedinci giinde hem Jagl hem de Jag2 ekspresyonlarinin artmasi, bu ligandlarin
desidua hiicrelerinin olgunlagsma siirecinde farklilagmay1 etkileyen potansiyel bir role sahip

olduklarm gosterir.

Embriyoyu cevreleyen trofoblastlarin etrafinda mekik sekilli, yassi ¢ekirdekli primer
desidua hiicreleri bulunur. Trofoblast hiicreleri primer desidual hiicreler arasina invaze olur ve
buradaki primer desidua hiicreleri 6lmeye baglarlar. Boylece trofoblast invazyonu yayilarak,
trofoblastlarin endometrial kan damarlar1 ile iliski kurmasi saglanir. Ayrica embriyonun
biiylimesi i¢in yeterli alan olusturulur. Desidua, biiyiime faktorleri ve sitokinleri saglamanin
yanisira maternal kan damarlarmin sekillenmesini de destekler. Boylece gelisen embriyo i¢in
besin maddesi saglanmasina yardimci olur (15, 17). Yaptigimiz ¢aligmada gebeligin 5.
giinlinde primer desiduada orta derecede Jagl, az miktarda Jag2 ekspresse edildigi, 7. glinde
Jagl ekspresyonunun degismedigi, Jag2 ekspresyonunun arttigi gézlenmistir. Bu veriler 7.
giinde trofoblast hiicrelerindeki yiiksek Jagl ve Jag2 ekspresyonau ile birlikte
degerlendirildiginde primer desidua ile trofoblast hiicrelerinin Notch sinyal yolagi araciligiyla
etkilesimde bulunduguna, desidua yapisinin trofoblast invazyonunun kontrolii silirecinde
Notch sinyal yolaginin etkisi olabilecegine isaret eder. Desidual reaksiyon gebelik boyunca
devam eder ve trofoblast invazyonunun derecesi ile iliskili olarak genisler (15). Calismamizda
gebeligin 9. giinlinde mezometrial alanda yer alan maternal desiduanin bazal kisminda gii¢li
Jagl ve Jag2 ekspresyonu oldugu, apikalinde ise ekspresyon olmadigr gorilmiistiir.
Calismamizda gebeligin 11. giiniinde maternal desiduadanin hem apikalinde hem de
bazalinde orta derecede Jagl ve Jg2 ekspresyonun oldugu izlenmistir. Gebeligin ilerlemesi ile
maternal desiduanin embriyonun biiylimesi ve fetal plasentanin gelismesine olanak saglamak
icin bir yandan geriledigi bir yandan da gebelik boyunca desidualizasyonun devam ettigi
bilinmektedir. Calismamizdan elde edilen veriler degerlendirildiginde maternal desiduanin
bazal kisminda yiiksek Jagl ve Jag2 ekspresyonu olmasi gebeligin 9. ve 11. gilinlerinde Notch
sinyal yolagimi desidualizasyon siirecinin devami ve korunmasi i¢in potansiyel bir role sahip
olabilecegine isaret eder. Bununla birlikte 9. giinde apikal kisimda ekspresyon olmamasi da
gelisimin bu giiniinde Notch sinyal yolaginin baskilanarak desiduanin gerileme siirecine

katkida bulunabilecegine isaret edebilir.



69

Falco ve arkadaglar1 (2007) insanda hem proliferatif hem de invaziv ekstravilloz
trofoblast hiicrelerinin sitoplazmalarinda Jagl proteinini yiiksek miktarda ekspresse ettigini
gostermistir (135). Bu veriler Notch sinyal yolaginin trofoblast hiicrelerinde aktive edilerek
invazyonda rol aldigma, primer desidal hiicrelerin de aktive edilerek trofoblast invazyonunun

sinirlandirilmasia katkida bulunabilecegine isaret eder.
5.2. Notch ve Anjiyogenez

Plasenta gelisimi i¢in embriyonik/fetal sitotrofoblast hiicreleri ile maternal hiicreler
arasinda etkilesime gereksinim vardir. Interstisyal invazyon siirecinde sitotrofoblast hiicreleri
desidual, myometrial ve immiin hiicreler ile kaynasir. Endovaskiiler invazyon siirecinde
sitotorofoblast hiicreleri maternal spiral arterleri isgal ederler. Maternal endotel ve diiz kas
duvar1 bolgeleri ile yer degistirerek maternal ve fetal hiicrelerden olusan, arteriol ¢apini
artiran yeni bir damar yapist olustururlar. Bu siiregte endotel hiicrelerinde arteriyel
fonksiyonda rol alan vaskiiler tip hiicre adhezyon molekiilleri, anjiyogenik faktorler ve Ephrin
ailesi liyelerinin ekspresyonlar1 baskilanir (137). Uyttendaele ve arkadaslarinin (2000) yaptigi
calismada Jagl aracili Notch4/int—3 yolagmin beyin endomdelyal yapilara benzer sekilde
damar yapilarinin olusumunu indiikleyebildigi gosterilmistir (118). Baska bir caliymada Delta
like-1 veya Jagl defektli embriyolarda ¢esitli kanamalarin meydana geldigi gozlenmistir
(117). Bu veriler Notch’un kan damar1 sekillenmesinde rolii oldugunu, Notch sinyalinin
endotelyal hiicre farklanmasini1 ve morfogenezini tetikleyebildigini gosterir. Farede Notchl, 2
ve 4’lin endotel hiicrelerinde ekspresse edildigi bilinmektedir (138). Yapilan bir ¢calismada
Notch aktivitesi inhibisyonunun damar gelisiminde 6nemli bir molekiil olan ephrinB2
ekspresyonunun indiiklenmesinde basarisiz oldugu gosterilmistir. Notch ligandlarmin da
endotelde ekspresse edildigi ve damar gelisimi i¢in gerekli oldugu yapilan caligmalarla
kanitlanmistir. Siganda 9. gilinde antimezometrial alandaki trofoblast dev hiicreleri desidual
hiicrelerle etkilesimde bulunur. Buradaki desidual hiicrelerin programli 6limi ile kan
damarlar1 ile dev trofoblast hiicreleri kan damarlari ile iliski kurar. Boylece trofoblast dev
hiicreleri vitellus kesesi plasentasyonunun kurulmasma aracilik eder (54). Calismamizda fare
gelisimin  7-7.5. giinlindeki 151k mikroskopik incelemelerinde antimezometrial alanda
farklanan trofoblast hiicreleri ve dev trofoblast hiicrelerinin bazi desidual hiicrelerin programli
oliimii ile desiduadaki kan damarlari ile iligki kurdugu ve bu hiicresel dliimiin genisleyerek

vitellus kesesi anjiyogenezinin basladigir goriilmiistiir. Bu yap1 vitellus kesesinin temelini
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olusturur. Vitellus kesesi plasenta gelisene kadar embriyonun beslenmesine yardimci olur.
Xue ve arkadaslart (1999). Jaggedl geninde meydana gelen hasarin vitellus kesesi
anjiyogenezinde defektlere neden oldugunu gdstermistir (117). Calismamizda gelisimin 7.
Gilinde antimezometriyal alanda dev trofoblast hiicrelerinde, bunlarin iliskide oldugu primer
desidua hiicrelerinde ve desidual kan damarlarinda Jagl ve Jag2 ekspresse edildigi
gosterilmistir. Bu veriler Xue ve arkadaslarinin elde ettigi veriler ile tutarli olarak Jagl ile
birlikte Jag2’ nin de vitellus kesesi gelisiminde indiikleyici etkisi oldugunu gosterir. Bunun
yanisira ¢alismamizda 9. ve 11. glinlerde de vitellus kesesinin Jagl ve Jag2’yi yiiksek
miktarda ekspresse ettigi gosterilmistir. Bu da Jagl ve Jag2’nin vitellus kesesi

anjiyogenezinde farklanma ve proliferasyona etkisi oldugunun bir gdstergesi olabilir.

Normal endotelde bir miktar ekspresse edilen Jagl ve Jag2 ligandlarmin, endotelyal
soyulma sonrasinda yenilenen endotelde ekspresyonlarmin Onemli miktarda artttigi
gosterilmistir (139). Ekspresyon, hiicrelerin yenilenme siirecinde, go¢ etme ve proliferasyonu
asamalarinda korunur ancak yaralanmadan yaklasik 4 hafta sonra migrasyon ve proliferasyon
durdugunda azalir (140). Benzer sekilde diiz kas hiicrelerinde de yaralanma sonrasinda Jagl
ve Jag2 ekspresyonu artar. Bu veriler Notch reseptorleri ekspresyonlarmin endotelyal
hiicre/diiz kas hiicresi etkilesimi ile ilgili olabilecegini, Jagged/Notch sinyalinin vaskiiler

dallanma siirecinde hiicresel farklanmayi diizenlediginin bir isareti olabilir (139).

Farede Notch2’nin delesyonu arterial invazyonun azalmasina, maternal kan
damarlarmin daralmasma ve plasental perfiizyonun azalmasina yol acar (141). Calismamizda
11. giinde labirent ve spongiotrofoblast tabakalarindaki trofoblast hiicrelerinde Jagl ve
Jag2’nin ekspresse edildigi gosterilmistir. Yapilan c¢alismalarda preeklempsi vakalarinda
ikinci trimesterde alman biyopsi O6rneklerinde damarlarda, endovaskiiler ve perivaskiiler
sitotrofoblastlarda Jagl’in ekspresse edilmedigi gosterilmistir (141). Preeklempside azalmis
Jagl ekspresyonu ile basarisiz vaskiiler remodellenme arasinda bir iligki olmasi, saglikli
gebeliklerde damarlarda Jagl ekpresse edilmesi, Notch sinyal yolaginin insan spiral arter
remodellenmesinde 6nemli bir fonksiyonel role sahip olduguna isaret eder. Farede yapilan
calismalarda da Notch ailesi genlerinde meydana gelen delesyonlarin vaskiiler defektlere
neden oldugu ve fare embriyolarnin maternal dokunun yetersiz kalmasi sonucu, yeterli
madde aligverisi saglanamadigindan 6ldigl gosterilmistir (142). Calismamizda gebeligin 5, 7,

9 ve 11. giinlerinde ve Ostrus evrelerinde perimetrium tabakasindaki damarlarda ve desidual
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zonda gelisen damarlarda cok yiiksek derecede Jagl ve Jag2 ekspresyonu oldugu
gosterilmistir. Bu da anjiyogenez siirecinde Notch sinyal yolagmin Jagl ve Jag2 ligandlar

iizerinde etki gosterdigine isaret edebilir.
5.3. Notch Sinyal Yolag: ve Trofoblast Hiicre Etkilesimleri

Implantasyon siireci ii¢ evreyi igerir: Apozisyon, adezyon ve penetrasyon-invazyon.
Implantasyon siirecinde en 6nemli dzellik ilk asamada trofoblast hiicrelerinin olusumu ve
uterin mukozaya invazyonudur. Trofoblast hiicrelerinin uterin duvara invazyonu hemokoryal
plasentanin karakteristik 6zelligidir. Blastosist, uterus duvarina temas eder etmez trofoblast
hiicre farklanmasi baslar. invaziv 6zellikteki trofoblast, primer desidual hiicrelerle etkilesimde
bulunur ve bu alandaki primer desidua hiicreleri 6lerek trofoblast invazyonuna olanak saglar.
Trofoblast hiicreleri desidual kan damarlari ile iliski kurarak buradaki maternal endotellerin
yerini alirlar. Boylece fetus ile anne arasinda madde aligverisinin saglanmasi i¢in gereken ilk
diizenlemeler saglanmis olur. Trofoblastik aktivitenin kontrolii; biliyiime faktorlerinin,
sitokinlerin, enzimlerin, plazminojen aktivator ve inhibitor faktorlerin arasindaki denge ile
saglanrr (IGF, IGF-BP1, CSF-1, LIF, IL-1, MMP, TIMPs, TGF-B, PAI-1, hCG) (15).
Insanda Jaggedl proteini birinci trimesterde sitorofoblast tabakasinda giiglii ekspresyon
gosterirken, sinsityotrofoblast tabakasinda zayif bir ekspresyon gosterir. Ugiincii trimesterde
sinsityotrofoblast tabakasindaki ekspresyon artar. Hem proliferatif hem de invaziv
ekstravilloz trofoblast hiicrelerinin sitoplazmalarinda Jagl proteini yiiksek miktarda bulunur
(135). Gelisen farede i¢ hiicre kitlesini ¢evreleyen trofoblast, polar trofoektoderm adini alir ve
proliferasyona devam ederek labirent tabakasmin dnciilii olan koryonu ve spongiyotrofoblast
onciilii olan ektoplasental koniyi olusturur. I¢ hiicre kitlesine komsu olmayan mural
trofoektoderm ise trofoblast dev hiicrelerini olusturur (36). Mash-2 cogalan trofoblast
hiicrelerinin korunmasi i¢in ¢ok 6nemli bir molekiildiir ve dev hiicre farklanmasmi bloke
edebilir. Béylece mevcut dev hiicre prekiirsdrlerinin korunmasini saglar (37). Trofoblast dev
hiicreleri biiyiik, ¢cok niikleuslu, poligonal hiicrelerdir. Konseptusun uterusa invazyonuna ve
implantasyona aracilik ederler. Annede embriyonun biiylimesi ve hayatta kalmasi i¢in gerekli
hem lokal hem de sistemik fizyolojik adaptasyonlar1 gelistiren biiylime faktorlerini ve
hormonlar1 iiretirler (15). Ratta 9. giinde antimezometrial alandaki trofoblast dev hiicreleri
desidual hiicrelerle etkilesimde bulunur. Bu alanda bazi desidual hiicrelerde programli hiicre

olimii gerceklesir boylece dev trofoblast hiicreleri kan damarlar1 ile iliski kurar. Dev
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trofoblast hiicreleri vitellus kesesi plasentasyonunun kurulmasina aracilik eder (1, 33). Farede
plasentanin gelismesiyle birlikte trofoblast dev hiicreleri maternal-plasental ara yiizde yer alir
ve steroid ve peptid hormonlar1 sentezleyen oldukca aktif hiicrelerdir. Calismamizda, 7. 9. ve
11. giinlerde dev trofoblast hiicrelerinin giiclii bir sekilde Jagl ve Jag2 pozitif boyanma
ozelligi gosterdigi izlenmistir. Bu da Jagl ve Jag2’nin dev hiicre farklanmasinda rolii
oldugunu, vitellus kesesi plasentasyonunun kurulmasinda aracilik ettigini gosterir.

Notch-2 geninin fare plasentasinda E10.5’te spongiotrofoblast ve dev trofoblast
tabakasinda ekspresse edildigi gosterilmistir. Spongiottofoblast tabakasinda hem Mash-2 hem
de Notch-2 ekspresse edilmesi trofoblast gelisiminde Notch sinyal yolaginin 6nemli rol
oynadigin1 gosterir. Bununla birlikte maternal desidua ve fetal hiicrelerde Delta-1 ve Serrate-
I’in ekspresyonunun gozlenmemesi, Notch-2 geninin bu olusumda baska bir ligand
araciligiyla aktive edildigine isaret eder (36). Yaptigimiz calismada, gelisimin 7. giiniinde
embriyoyu cevreleyen trofoblast hiicrelerinin ¢ok giiglii Jagl ve Jag2 pozitif boyanmalari
Notch sinyal yolaginin Jagl ve Jag2 ligandlar1 araciligiyla aktive olarak trofoblast gelisimi ve
invazyonunda rol alabilecegine isaret edebilir. Calismamizda gelisimin 7. giiniinde
spongiotrofoblast tabakasinin Onciilii olan ektoplasental koni hiicrelerinde yiiksek derecede
Jagl ve Jag2 ekspresyonu gosterilmistir. Hunkapiller ve arkadaslarmin (2011) yaptig:
calismada insan plasentasinda sitotrofoblast hiicrelerinin Jagl ekspresse ettigi kanitlanmistir.
Preeklempsi vakalarinda endovaskiiler ve perivaskiiler trofoblast hiicrelerinde Jagl’in
ekspresse edilmemesi, trofoblast hiicrelerinde ekspresse edilen Notch sinyal yolagmnin
trofoblast vaskiiler invazyonunda 6nemli rolii oldugunu gosterir. Bu ¢calismada ayni zmanda
yetersiz Mash-2 ekspresyonunun spongiyotrofoblast ve koryon tabakalarinin gelisememesine
neden odugu gosterilmistir (141). Calismamizda gebeliginl 1. gliniinde labirent tabakasindaki
damarlar1 olusturan trofoblast hiicrelerinin de giiclii Jagl ve Jag2 pozitif boyandiklari
izlenmistir. Faredeki spongiotrofoblast tabakasi insanda sitototrofoblast tabakasma karsilik
gelir. Bu veriler calismamizdan elde edilen bulgularla birlikte degerlendirildiginde Jagl ve
Jag2 ligandlar1 ile aktive olan Notch sinyal yolaginin trofoblast gelisimi, labirent ve
spongiotrofoblast tabakalarinin dogru bir sekilde diizenlenimi icin gerekli oldugu ve Mash—2
ile etkilesimde bulunduguna isaret edebilir.

Bir calismada insan sitotrofoblast hiicrelerinin kiiltiir ortaminda farklilasma ve
invazyon siirecini igeren baslangi¢ asamalarinda Jagl’i ekspresse etmedigi ancak maternal

spiral arteriollerle iliski kurdugu siirecte Jagl ekspresyonunun upregiile edildigi, Jag2
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ligandinin ise ekspresse edilmedigi. Farede yapilan caligmalarda Notch aktivitesi E7.5° ta
invaziv trofoblastlarin kaynagi olan ektoplasental koni smirindaki birka¢ hiicrede
goriilmiistiir. Insan plasental trofoblast hiicre kiiltiiriinde yapilan bir baska ¢alismada Notch
sinyali inhibisyonunun invazyonu azalttig1 gosterilmistir. Siddetli seyreden preeklempsi
sendromunda sitotrofoblast invazyonunun azaldigi hatta bazi vakalarda tamamen basarisiz
oldugu bilinmektedir (141). Bu veriler, calismamizda trofoblast invazyonunun gerceklestigi 7.
glinde trofoblast hiicrelerindeki Jagl ve Jag2 ekspresyonlarinin giiclii olmasi ile birlikte
degerlendirildiginde Notch sinyalininin trofoblast hiicre invazyonunda 6nemli role sahip
oldugunu gostermektedir. Bir kiiltiir caligmasinda fare trofoblast kok hiicrelerinin Notch
ailesinin tiim tyelerini ekspresse ettigi gosterilmistir (143). Gelisimin 8.5-10.5 giinleri
arasinda implantasyon alanmin periferindeki bir grup dev trofoblast hiicresinin Notch
aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. Bu da insandaki maternal-fetal arayiizey analogu olan
baglant1 zonundaki biiyliyen trofoblast hiicre popiilasyonuna esdegerdir (141). Calismamizda
da 11. giinde spongiotrofoblast ve trofoblast dev hiicrelerinden olusan baglanti1 zonunda Jagl
ve Jag2 giiclii bir sekilde ekspresyon gostermistir. Bu verilerle birlikte farede spiral arter
iligkili dev trofoblast hiicrelerinin endovaskiiler invazyonlar1 esnasinda Notch sinyalinin bu
hiicrelerde 6nemli Glgiide arttigma isaret eder (141). Bu veriler sitotrofoblast hiicrelerinin
Notch reseptor ve ligand ekspresyonlarmi farklilasma ve invazyon asamalarima 6nemli 6lglide
artmas1 nedeni ile trofoblast hiicrelerindeki Notch reseptor ve ligand ekspresyonlarmin

farklilasma ve invazyon siireglerine bagli olarak degistigini gostermektedir (141).

5.4. Notch Sinyali ve Apoptoz

Apoptoz embriyonik gelisimin baslangicindan baslayarak ileri evrelere kadar bir¢ok
siiregte rol oynayan 6nemli bir mekanizmadir. Notch sinyal yolagmin apoptoz ile iliskili
oldugu yapilan calismalardan elde edilen verilerle kamtlanmistir. Ornegin ndral gelisim
calismalarinda Notchl’in erken noéral projenitdr hiicrelerinde aktive edilmesinin apoptozu
indiikledigi gosterilmistir. Boylece memeli ndral gelisiminde Notch sinyal yolagi projenitor
kimligin korunmasinda ve néronal farklilasmanin baskilanmasinda rol alir (144). Baska bir
calismada ise noral projenitor hiicrelerde Notch sinyal yolagi aktivasyonunun projenitor
hiicrelerin farklanmasmi ve go¢ etmelerini engelleyerek dinlenme evresinde kalmalarimi
indiikledigi, boylece mevcut projenitdr havuzun korunmasimi sagladigi gosterilmistir (145).

Milan ve arkadaslarinin (2002) yaptig1 calismada Drosophila retinasinda, kanat sinirlarinda ve
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duyu organlarinda Notch aktivasyonunun hiicre o6limiinii tetikledigi gosterilmistir (146).
Diger taraftan memeli lenfosit gelisiminde Notch sinyali T hiicrelerini apoptozdan korurken
(147), B hiicrelerinde apoptozu indiikler (148).

Memelilerde tireme dongiisiinde ve gelisim siireclerinde apoptoz vazgecilmez bir
mekanizmadir. Insan endometriumunda orta ve gec luteal fazda apoptoz meydana geldigi ve
boylece fonksiyonel tabakanmn dokiildiigii bilinmektedir. Apoptozun desidualizasyon ve
implantasyon siirecinde énemli olabildigine dair kanitlar mevcuttur. Insanda 19-20. giinlerde
implantasyon penceresi baslangicinda bazal tabakadaki bezlerin epitellerinde ilk apoptoz
isaretleri goriiliirken, luteal faz silirecinde fonksiyonel tabakadaki bez epitelinde de apoptoz
goriiliir. Proliferasyon ve apoptoz inhibitérii olan bcl-2 ekspresyonu bu alanlarda oldukca
kisithdir. Bu veriler bel-2 ekspresyonunun koruyucu etkisinin kaybolmasi ile artis gosteren
apoptozun endometriumun basarili bir implantasyona hazirlanmasi i¢in onemli olduguna
isaret eder (149). Ratta yapilan ¢alismalarda Ostrus, metostrus evrelerinde ve implantasyon
siirecinde bez epitelinde apoptoz oldugu (150) ve bunun bcl-2 ve bax proteinleri
ekspresyonlarmin konsantrasyonuna bagh olabilecegi gosterilmistir (151). Implantasyonun
baslangic asamasida, implantasyon alaninda uterus epitelinde apoptoz meydana gelmesi
implantasyon i¢in dnemli bir adimdir. Ilerleyen implantasyon ile birlikte desidual hiicrelerin
de trofoblast invazyonuna ve embriyo biliylimesine olanak saglamak icin ve koryoallantoik
plasentanin gelisimi i¢in bir apoptoz mekanizmasi ile gerilemesi gerekir. E8’ de desidua bir
yandan gerilemeye baslar. Endometrial fibroblastlar periimplantasyon siirecinde kollajen
fibrilleri fagosite ederler ve hemen sonra da desidual hiicreler bu fibrilleri degrede ederler
(17). Desiduadaki ekstraseliiler ve intraseliiller kolajen degradasyonu dokunun sert
biitlinliigiiniin bozulmasma, gelisen trofoblastin invazyonuna yardimci olur ve ekstraseliiler
besin molekiillerinin agiga ¢ikarak biiyiiyen hiicrelerin kan dolasimina verilmesini saglar
(152). Invaziv periyodun sonunda (E10.5) mezometrial desidua gelisimine devam ederken,
antimezometrial desidua gerilemeye bagslar (21). E9-11. giinlerde fare antimezometrial
alanindaki olgun desidual hiicreler kademeli olarak oliir. Saglikli desidual hiicrelerden
salgilanan hidrolitik enzimler matriks bilesenlerinin ortadan kaldirilmasimi saglar ve boylece
embriyonun gelisimi i¢in yeterli alan saglanir (153). Ratta 10. giinde mezometiral alanda
koryoallantoik plasenta olusumu gerceklesir. Konseptusu iki niikleuslu dev trofoblast
hiicreleri ¢evreler (42). Calismamizda gebeligin 9. giliniinde farede de koryoallantoik

plasentanin gelismeye basladigi, 11. giiniinde ise tam olarak gelistigi izlenmistir. Mezometrial
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alandaki bu koryoallantoik olusum matenal desiduanun gerilemesini gerektirir. Ratta
desidualizasyon ve implantasyon, embriyoyu cevreleyen desidual hiicrelerde artan bax
proteini ekspresyonu ve azalan bcl-2 ekspresyonu ile iligkili olan kademeli apoptoz ile
yakindan iligkilidir (151). Bcl-2’nin gebe olmayan endometriumda stroma ve bez epitelinde
de luteal faz boyunca siiren ekspresyonu gdsterilmistir (154). Insan plasentasinda bcl-2’nin
koryonik villuslarin sinsityorofoblast tabakasinda ekspresse edildigi ve bunun da trofoblast
kitlesinin gebelik boyunca korunmasi i¢in bir mekanizma olabilecegi ileri siiriilmiistiir.
Basarisiz gebeliklerde ise bcl-2 ekspresyonunun azaldigi goriilmiistiir (155). Yapilan bir
calismada bcl-2’nin T hiicrelerinde Notchl’in fonksiyonunun diizenlenmesinde bir rolii
oldugu gosterilmistir (156).

Farede polar trofoektoderm maternal kan destegine ulasmak i¢in gelisen desiduaya
invaze olur. Bu siire¢ desidual dokunun adim adim gerilemesi ile gergeklestirilir. Farede
E4.5’te proapoptotik bax proteini embriyoyu ¢evreleyen siirli olarak primer desidual zonda
ekspresse edilirken, bu ekspresyon sekonder desidual zona yayilir. E6.5’te Bax ekspresyonu
antimezometrial desiduadan myometrial duvara kadar lokalizasyon gosterir ve Bax
ekspresyonu mezometrial alanda da baglar. Aksine Bcl2 E4.5’te primer desidual zonda
ekspresyon gostermezken, Caspase—9 desiduada ekspresse edilir. Baslatict kaspaz olan
Caspase9 E4.5’te gelisen desiduada yerlesiktir ve ekspresyon gelisen desidua ile paralel
olarak yayilir (157). Notch sinyal yolagimin Bcl-2, Bax proteini, caspase3 ve caspase9 sinyal
yolaklari ile iligkili olduguna dair veriler elde edilmistir fakat heniiz iliskileri ve mekanizmalari
tam olarak bilinmemektedir (158).

Gelisim siirecinde trofoblast ve maternal kan arasindaki wuterin bariyerin
uzaklastirilmas1 gereklidir. Trofoblast hiicrelerinin invaziv ozellikte olmalar1 bu uterin
bariyerin uzaklastirilmasinda rol oynadiklarina isaret eder (159, 160). Calismamizda 7. giinde
primer desidual zondaki bazi primer desidua hiicrelerinde baglatic1 kaspaz olan kaspaz9’u
ekspresse ettikleri goriilmiistiir. Bu veriler ¢calismamizdaki 7. giinde antimezometrial alandaki
primer desidual hiicrelerinde programli hiicre o6liimii gerceklestigini gdsterir. Boylece
trofoblast hiicrelerinin invazyonu ve embriyo biiylimesi i¢in yeterli alan saglanir ve trofoblast
hiicreleri maternal kan damarlar1 ile iliski kurarak vitellus kesesi plasentasyonu gelisir.
Calismamizda 7. giinde sekonder desiduadaki bazi hiicrelerde de kazpaz9 lokalizasyonu
goriilmiisiir. Fakat bu ekspresyonun apoptoz ile iliskili olup olmasidigini anlamak i¢in detayli

calismalara ihtiyac vardir.
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Notch sinyal yolaginin apoptoz iizerindeki etki mekazinmasi degiskendir. Ornegin
noral projenitor hiicrelerde Notch aktive olarak apoptozu indiiklerken (144). Pankreas
kanserinde apoptozun Notch—1 downregiilasyonu ile indiiklendigi goriilmiistiir (10). Notch
ligandlarinin konsantrasyon bagimli inhibitr etki gosterdikleri bilinmektedir. Diisiik ligand
miktar1 Notch sinyalinin etkisini aktive ederken yiiksek miktarda ligand inhibitor etkiyi
indiikler (69). Calismamizda Jagl ve Jag2 ligandlarinin primer desidua alanlarinda genel
olarak giiclii ekpsresyon sergiledigi goriilmektedir. Bu da burada goriilen kaspaz9
ekspresyonu ile birlikte degerlendirildiginde Notch sinyal yolaginin plasentadaki apoptoz
mekanizmasina ligandlarin yiiksek konsantrasyon bagimli etkisi ile katilabilecegini gosterir.

Calismamizda Jagl ve Jag2’ nin sadece gebelik siirecinde de§il normal Ostrus
dongiisiinde tiim evrelerde uterusun tiim tabakalarinda lokalize olduklar1 gésterilmistir. Bu
nedenle, lireme dongiisiinde endometriumun yapilanma asamasindaki stromal hiicrelerin
farklanmasi,  proliferasyonu, apoptozu, anjiyogenezin remodellenmesi, uterusun
implantasyona hazirlanmasi siireclerinde Jagl ve Jag2 aracili Notch sinyal aktivasyonunun
onemli oldugu ileri siiriilebilir.

Bu calismada pre ve post implantasyon donemlerinde Jagl ve Jag2’nin trofoblast
hiicrelerinde, desidua hiicrelerinde, kas ve damar yapilarinda, plasentay1 olusturan tabakalarda
ekspresyonu izlendi. Notch ligandi olan Jaggedl ve Jagged2 implantasyon siirecinde énemli
olan trofoblast invazyonu, gebeligin devami ve korunmasi i¢in gerekli desidualizasyon,

anjiyogenez ve apoptoz siireclerinde dnemli rol oynayabilir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

v' Pre ve post implantasyon siireclerinde fare endometriumunda, Jaggedl ve
Jagged2 ekspresyonlarmin varligi, dolayisiyla Notch proteinlerinin  iireme dongiisii,
implantasyon ve plasenta olusum siire¢lerinde etkili olduklar1 ve bu siireclerde fonksiyon
goren Notch sinyal yolaginin aktivitelerini Notch ligand Jagged1 ve Jagged2’nin siki kontrolii
altinda gerceklestirdiklersi,

v' Basarih bir implantasyonun gergeklestirilebilmesinde Notch genlerinin ve
Notch ligandlarmin 6nemli rollerinin oldugu,

v' Desidualizasyon, plasentasyon, anjiogenez siire¢lerinde Notch sinyal yolaginin
hiicre ¢ogalmasi, farklilagsmasi, gb¢, apoptoz ve homeostaziste etkileri bilinen Notch protein
ailesi iiyelerinin aktivitelerini sinirlandirdiklar1 ve kontrol ettikleri,

v' Bununla birlikte, pre ve post implantasyon siireclerinde, Notch ligandlarinin

Notch sinyal yolagi izerinden ayr1 ayr1 ve/veya ayni sinyal yolunda fonksiyon gordiikleri,

v' Ayrica, farkli dokularda farkli lokalizasyonlarda farkli Notch proteinlerin
fonksiyon gorebilecegi ve/veya farkli sinyal yolaklarini kullanabildikleri, sonuglarina

ulagilmistir.

v" Notch sinyal yolagi ailesi tiyelerinin, hangi sinyal yolagina veya yolaklarma
spesifite gosterdikleri, hangi ligand molekiillerin hangi Notch proteinine ve/veya reseptoriine

spesifite gosterdigi yapilacak calismalarla tam ve kesin olarak aciga ¢ikarilmalidir.

v' Implantasyon basarisizlig1 oldugu durumlarda, aberrant Notch ligand sinyal

yollar1 akla gelecek olan ilk parametreler arasinda yer alabilecektir.

v' Cilinkii yakin gelecekte bu molekiiller, ila¢ olarak kullanimi saglanabilecek

molekiiller olabileceklerdir.
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