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OZET
WNT ANTAGONISTLERININ PRE- VE POSTIMPLANTASYON
DONEMLERINDE SIGAN ENDOMETRIUMUNDAKI
IMMUNOLOKALIZASYONU
Dr. ismet CESUR
Tipta Uzmanlik Tezi-Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dal
Danigsman Ogretim Uyesi: Dog.Dr.Celal KALOGLU
Sivas-2010

Memelilerde implantasyon, bir¢ok sinyal molekullerinin blastosist ile
reseptiv endometrium arasindaki haberlesmede rol aldigi karmasik biyolojik
olaylardan biridir. Son zamanlarda implantasyonda fonksiyonlari belirlenen
Wnt protein ailesi, embriyonun sekillenmesi, epitelyal mezensimal
transformasyon, anjiogenez, apoptoz gibi temel gelisim sureglerinin yani sira
erigkinde de homeostazis ve kok hicre regllasyonunda goérev alirlar. Bu
fonksiyonlarini birgok sinyal molekulleri ile etkileserek gerceklestirirler. Ayrica
Whnt'lerin fonksiyonlari diger sinyal molekillerinin yani sira bazi antagonist
molekullerce de kontrol edilmektedir. Antagonist molekuller, plazma
membranindaki reseptorlerine baglanarak fonksiyon goren Wntllere veya
reseptorlerine baglanarak Wnt sinyal yolaklarini kontrol ederler.

Bu calismada, pregnant sican endometriumunda periimplantasyon
strecinde ve nonpregnant sican endometriumunda Wnt antagonistlerinin
(Dkk-1, sFRP-1 ve WIF-1) immunolokalizasyonu belirlenerek, olasi rolleri
arastinlmistir.  Uterus dokularindan alinan parafin kesitlere H-E ve IF
boyamalar uygulanmigtir. Dkk-1'in nonpregnant sican endometriumunda,
pregnant sican endometriumunda, endometrial bazal stromada, pregnant
sican endometriumunda ayrica desiduada, sFRP-1 ve WIF-1’in, nonpregnant
sican endometriumunda, miyometrium, luminal epitel, bez epiteli ve endotelde,
pregnant sigan endometriumunda ayrica desidual lokalizasyonlarda
ekspresyonlari gosterilmisgtir.

Sonug olarak, Wnt antagonistlerinin nonpregnant sigan endometrium
homeostazisinde, pregnant sican endometriumunda gerceklesen trofoblast
invazyonu, desidualizasyon, anjiogenez, apoptoz ve plasentasyon
olaylanmalarinda rol oynayabilecekleri kanisina variimigtir.

Anahtar Sozciikler: Wnt, Wnt antagonistleri, implantasyon, rat
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ABSTRACT
IMMUNOLOCALISATION OF SECRETED WNT ANTAGONISTS IN THE
RAT ENDOMETRIUM DURING PRE- AND POSTIMPLANTATION PERIODS
Dr. ismet CESUR
Profiency Theis of Medicine - Department of Histology-Embryology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Celal KALOGLU
Sivas-2010

Implantation in mammals is one of the complex biological events related
to the communication between several signal molecules, blastocyst and the
receptive endometrium. Recently, Wnt protein family functioning in
implantation play roles in basic developmental processes such as embryonal
configuration, epithelial mesenchymal transformation, angiogenesis and
apoptosis along with homeostasis and stem cell regulation processes in
adults. They achieve those functions by interacting with several signal
molecules. Furthermore Wnt functions are controlled by some antagonist
molecules as well as other signal molecules. Antagonist molecules controls
Wnt signal pathways by preventing the receptor-ligand interaction of Wnt
receptors on plasma membrane via either binding to Wnts or to Wnt receptors.

In the present study, the possible roles and the immunolocalization of
Wnt antagonists (Dkk-1, sFRP-1 and WIF-1) were determined in pregnant and
in non-pregnant rat endometrium. Paraffin sections were stained by using
haematoxylene-eosine and immunoflouroscence methods. The expressions
of Dkk-1 in perimetial-myometrial connective tissue and in endometrial basal
stromal region of non-pregnant rat endometrium as well as in decidual region
of pregnant rat endometrium were determined. In addition, the expressions of
SFRP-1 and WIF-1 in myometrium, luminal epithelium, glandular epithelium
and endothelium of non-pregnant rat endometrium as well as decidual
immunolocalizations in the pregnant rat endometrium were determined.

In conclusion, it could be suggested that the Wnt antagonists might play
crucial roles in non-pregnant rat endometrial homeostasis, trophoblast
invasion, decidualization, angiogenesis, apoptosis and placentation in

pregnant rat endometrium.

Keywords: Wnt, Wnt antagonists, implantation, rat
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SIMGE ve KISALTMALAR

APC Adenomatous polyposis coli
bFGF basic fibroblast growth factor
BMP Bone Morphogenetic Protein
CBP CREB-binding protein

COX Cyclooxygenase

CRD Cysteine-rich domain

CREB CcAMP-response element-binding protein
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ECM Extracellular matrix

EGF Epidermal growth factor

FGF Fibroblast growth factor
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HB-EGF Heparin-binding EGF-like growth factor
hCG Human chorionic gonadotropin
HH Hedgehog

HSPGs Heparan sulfat proteoglikanlar

IF immdinofloresan

IGF Insulin-like growth factor

IGF-BP Insulin-like Growth Factor Binding Protein
IHH Indian Hedgehog

IHK ic hiicre kitlesi

IL-1 Interl6kin-1

LE Luminal epitel

LEF Lymphoid enhancer-binding factor
LEH Luminal epitel hicreleri

LIF Lokosit inhibe edici faktor
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Low-density lipoprotein-reseptor-related-protein
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1. GIRIS

Memelilerde implantasyon, blastosist agsamasindaki embriyo ile reseptiv
endometrium arasindaki diyalog sonucu meydana gelen en karmasik biyolojik
olaylardan biridir. Bu slrecte, blastosist tarafindan uterinal dokuda birgok
genin ekspresyonu induklenir, sonrasinda blastosiste komsu epitelde
adhezyonu saglayan yeni molekuller agiga ¢ikar, endometrial stroma hucreleri
epiteloid karakterli decidua hucrelerine farkhlasirken ekstraselller matriks
kompozisyonu da tamamen degisir (1). Ozellikle kemiricilerde ileri derecede
invaziv Ozelliklere sahip blastosistin antimezometrial alana adhezyonundan
sonra implantasyon bdlgesinde anjiogenez, plasentasyon, matriks yikimi,
invazyon kontrolu ve apoptozu yonlendiren yeni molekullerin katilimiyla sureg¢
daha da karmasik bir hal alir (2-4).

Son calismalarda, implantasyon esnasinda embriyo uterus
haberlesmesinde daha onceden tanimlanmis birgok molekuile ilave olarak
Whnt'lerin de potansiyel bir ara¢ olduklari ileri surtlmastir (5). Omurgali ve
omurgasizlarda birgok temel gelisim surecleri ve erigkinlerdeki homeostaziste
onemli rolleri Ustlenen Wnt sinyal molekulleri (6) sisteinden zengin yuksek
korunakli glikozillenmis protein ailesidir (7). Bu protein ailesinin ilk Uyesi olan
Wnt-1, Drosophila segment polarite geni Wingless (Wg) olarak ve bundan
bagimsiz bir sekilde kemirgenlerdeki protoonkogeni Int-1 olarak tanimlanmisg,
sonralari aminoasit dizilimindeki yuksek benzerlik nedeniyle ikisi birlegtirilerek
Wnt adi verilmistir (8).

Wnt proteinleri, fonksiyonlarini plazma membraninda yerlesmis 6zel
reseptorleri Uzerinden intraselller kanonikal ve non-kanonikal olmak Uzere iki
esas haberlesme yolagi araciligiyla gergeklestirirler. Kanonikal Wnt'ler hucre
membraninda Frizzled reseptdr ailesi ve dusuk yogunluklu lipoprotein iligkili
proteinden (LRP5/6) olusan bir reseptdor kompleksini kullanirlar (9). Bu
baglanma sonucu intrasitoplazmik Wnt/B-catenin yolagi fonksiyon gérmeye
baslar. Sitoplazmada biriken unfosforile B-catenin nukleusa gegerek TCF/LEF
transkripsiyon faktorleri araciligiyla Wnt hedef genlerini aktive eder. Non-
kanonikal Wnt'ler ise Fz/planar cell polarity (PCP) yoluna benzeyen, Wnt/Ca*?
yolunu kullanirlar ve non-kanonikal Wnt yolu, Fz reseptor stimilasyonu sonucu

B-catenin’den bagimsiz olarak Ca*? salinimi, protein kinaz C'nin ve Ca*? —



calmodulin badimli protein kinaz II'nin aktivasyonunu araciligi ile fonksiyon
gorarler. Non-kanonikal Wnt’ler gastrulasyon surecinde PCP yolu Gzerinden
hicre hareketlerini yonlendiren bir aktivite gosterirler (7, 10). Bu temel
fonksiyonlarina ek olarak Wnt glikoproteinleri, BMP, Shh, Notch gibi diger bazi
haberlesme molekilleri ile etkileserek (11) epitelyal mezengimal
transformasyon, anjiogenez, apoptoz, erigkin dokuda kok hicre regulasyonu,
Drosophila’da segmentasyon, Xenopus’ ta aksis sekillenmesi ve miyogenezde
de 6nemli rol Ustlenirler (12). Xenopus ve civcivde yapilan galismalardan
sonra, Wnt sinyal yolagini sFRP (secreted frizzled related protein) ve Dkk
(dickkopf) olmak Uzere iki Wnt antagonist protein ailesi tarafindan kontrol
edildigi saptanmigtir. sFRP Uyeleri Wnt' lere direkt baglanarak Wnt’ lerin
reseptér kompleksine baglanma yeteneklerini degistirerek, Dickkopf sinifi
uyeleri ise Wnt reseptor kompleksinin LRP5 ve LRP6 bilesenlerine baglanarak
Whnt sinyal yolunu inhibe ederler. Boylece sFRP uyeleri, hem kanonikal hem
de non-kanonikal yolu inhibe ederken, Dickkopf sinifi spesifik olarak non-
kanonikal yolu inhibe ederler (7). Wnt sinyal yolagi antagonistleri tarafindan
olusturulan bu kontrol mekanizmalari temel embriyo geligsim sureclerinin dogru
yonlendiriimesi eriskinde dokularin normal yapi ve fonksiyonlarinin
korunmasinda 6nemli gézukmektedir. sFRP Uyelerinden sFRP-1" in sigirlarda
damar olusumu (13), civcivlerde koryoallantoik membranda anjiogenezde ve
endotel hlcrelerinin kapillere géglinde saptanirken (14), sFRP-2’ nin retinal
patolojide (15), sFRP-4 meme ve endometrial kanserlerde (16), WIF-1’ in ise
insan retina gelisimi (17) ve Xenopus embriyolarinda eksen induksiyonu ve
somitogenezde (7) etkileri gosterilmistir.  Dkk sinifi Uyelerinden Dkk-1,
ekstremite gelisimi sirasinda hucre oOlumine programlanmis bdlgelerde
gosteriimis ve Dkk-1 eksikligine bagli olarak parmak flizyonu ve ektopik
parmak goézlenmistir (7). Bununla birlikte tim Wnt antagonistlerinin Wnt
sinyal yolagini inhibe ederek fonksiyon gdsterdigini sdylemek zordur. Ornegin
Dkk-3 ve Soggy’nin kanonikal yolagdi inhibe etmedigi bilinmektedir (18). Bu
nedenle konuyla ilgili pek gok cevaplanmamig soru vardir.

Bu calismada, Wnt antagonistlerinin periimplantasyon slrecinde sigan

endometriumundaki immunolokalizasyonlarinin gosterilmesi amaglanmigtir.



2. GENEL BILGILER

2. 1. Uterus Histolojisi

Uterus; fundus, korpus ve serviks olmak Uzere U¢ bolgeye sahiptir.
Korpus ve fundus benzer histolojik 6zelliklere sahipken, serviks bazi dnemli
yapisal farkhliklar gosterir. Nispeten kalin olan uterus duvar Ug¢ tabakadan
olusur.

Perimetrium; en digta bulunan ve uterusun, bazi bolumlerinde ya seroza
(peritoneal mezotel, bag dokusu ve mezotelyum) ya da adventisya
Ozelligindeki tabakasidir.

Miyometrium; uterus kasi, bag doku ile ayrilmis birbirine bagh duz kas
demetleri seklinde tasarlanmig en kalin tabakadir. Miyometrium uterusun
isleviyle iligkili olarak sinirlari tam ayirt edilemeyen 3-4 tabaka seklinde
dizenlenmigtir. Duz kas demetleri, i¢ ve dis tabakada longitudinal, buyuk kan
damarlarinin bulundugu orta tabakalarda ise oblik ve sirkller seyir gosterir.
Gebelik sirasinda hem hipertrofi hem de hiperplazi gosteren ve pek ¢ok diz
kas hucresi, protein salgiyan hicrelerin ince yapi 6zelliklerini kazanarak aktif
olarak kollajen sentezlerler. Bdylece uterusun kollajen icerigi dnemli ol¢ide
artar.

Endometrium; en icte 6zellesmis mukoza tabakasidir. Tek katli silyali ve
salgilayici prizmatik luminal epitel ve basit tubller yapidaki bezler ile hlicreden
son derece zengin stroma ya da lamina propriadan olugur. Cogunlukla tip Il
kollajen lif iceren bad dokusu, fibroblastlardan zengin ve bol miktarda temel
madde icerir. Basit tubuler bez epiteli luminal epitele benzese de silyali
hlcreler az sayidadir (19-23)

Endometrium tabakasi iki bolime ayrilabilir.  Miyometriuma komsu olan
bazal bolim (stratum bazale), lamina propria ve uterus bezlerinin baslangig
kismini igerir. Bezlerin geri kalan kismini ve luminal epiteli iceren kisim ise
fonksiyonel bolimdir (superfisyal bdlim, stratum fonksiyonalis). Menstruel
siklus sirasinda siklik degisiklikler fonksiyonel tabakada izlenirken (dokulme
sonrasi bazal tabakadan rejenerasyon), bazal tabaka hemen hemen
dedismeden kalir. Endometriumdaki bu degisiklikler, siklusa bagl olarak
meydana gelir ve blastosist implantasyonu ve gelismesi i¢in uygun bir uterinal
ortamin olusturulmasini saglar (19-23).



2. 2. Fertilizasyon ve Preimplantasyon Embriyo Geligimi

Ovulasyonla atilan ovum fallop tipune alinarak uterus yonunde ilerler.
Ejekulat ile atilan spermler kapasitasyonunu tamamladiktan sonra uterus
boyunca ilerler ve ovum ile fallop tipunin ampulla bdlgesinde karsilasarak
fertilizasyonun asagidaki evrelerini gerceklestirirler (21-23).

¢ Korona radiatanin gegilmesi

e Zona pellusidanin gegilmesi

e Sperm ve oosit plazma membrani fizyonu

¢ Oositin Il.mayoz bolinmeyi tamamlamasi

e Erkek pronukleusun olusumu

¢ Erkek disi pronukleuslarin membranlarinin yikimi

Fertilizasyonun temel sonuglari olarak;

e Sekonder oosit Il. mayoz boélinmeyi tamamlayarak Il. polar cisimcigi
olusturur

¢ Diploid kromozom sayili (2n:46) zigot olusur

e Maternal ve paternal kromozomlar arasinda krossing over ile cgesitlilik
saglanir

e Embriyonun cinsiyeti belirlenir

¢ Zigot yariklanmaya baslar

Preimplantasyon embriyo gelisimi, fertilizasyondan implantasyona kadar
olan embriyo gelisimi periyodunu igerir. Dinamik genetik programin timunu
iceren bu periodda, U¢ temel olay géze garpar (21-23),

e Fertilizasyon ve yariklanma

¢ Hlcre polaritesinin kurulmasi ve kompaksiyon

¢ Blastosiste farklanma

Fertilizasyon ve yariklanma: Yariklanma, zigotun ardiardina gegirdigi mitoz
ile hucre sayisindaki artigtir. Fertilizasyondan yaklasik 30 saat sonra baglar ve
olusan hucreler blastomer olarak adlandirilir. Yariklanma ile blastomer hacmi
giderek azalir (23).

Preimplantasyon embriyo gelisiminde ovuma ait onemli bir o6zellik,

maternal RNA ve proteinlerin depolanmis olmasidir. Ovumda depolanmig olan



transkriptlerin degradasyonu fertilizasyon ile tetiklenir ve 2 hicreli evrede bu
aktivite % 90 oranda tamamlanmistir (24). Gelisimin devam etmesi igin gerekli
olan ve zigotta gergeklesen transkripsiyon ile zigotik genom aktivasyonu
sekillenir. Embriyonik gelisimin evrelerine paralel olarak, programlanmis farkli
gen ekspresyonlari upreglle ve/veya downreglle olmuslardir. 2-4 hicrel
evrede pik yapan ZGA (zigotik genom aktivasyonu) ve 8 hucreli evrede pik
yapan MGA (mid-preimplantasyon gen aktivasyonu; blastomer polaritesi ve
kompaksiyonu sirasinda interselller glikoprotein adhezyon molekdllerinin

ekspresyonu) 2 énemli transkripsiyon olaylaridir (25-29).

Hucre polaritesinin kurulmasi ve kompaksiyon: Totipotent 0Ozellikteki
blastomerler simetrik bir dlizenlenim gdsterirler, her bir blastomer 8-16 hticreli
bir yavru Uretebilir. Ancak son ¢alismalar bu hicrelerin erken evreler de dahil
olmak Uzere asimetrik potansiyellerinin oldugunu agiga ¢ikarmistir. 8 hucreli
evreyi takiben blastomerler birbirleriyle siki baglantilar kurarak sekil
degistirirler ve kompakt bir hicre toplulugu durumuna gelirler (kompaksiyon,
kompaktizasyon). Fertilizasyondan 3 gin sonra 16 hucreli (12-32 hicreli)
morula evresine gelindiginde icteki hicreler distaki hicrelerden ayrilir ve igteki
hacreler i¢c hucre kitlesini (IHK), digta tek sira halindeki yassi trofoblast
hicreleri ise dis hlcre kitlesini olustururlar. Ge¢ morula evresinde prekuirsoér
totipotent hiicrelerden OCT4 etkisiyle farklananlar pluripotent i¢ hticre kitlesini,
CDX2 transkripsiyon faktori etkisiyle farklilasanlar ise multipotent

trofoektodermi olugtururlar (30).

Blastosiste farklanma: Fertilizasyondan 4 giin sonra embriyo ge¢ morula
evresinde uterus kavitesine ulagir ve uterus sivisi ZP’'nin igerisine girerek
morulanin igerisinde igi sivi dolu hdcrelerarasi bosluklar olugturmaya baslar.
Erken blastosist evresinde artik IHK’nin (embriyoblast) konumu, embriyonik ve
abembriyonik kutuplar belirlemistir ve IHK embriyonik kutbu olusturmustur.
Hucrelerarasi bogluklarin birlesmesiyle de tek bir bosluk (blastosel) olusur.
Pluripotent yetenege sahip i¢ hlcre kitlesi hlcreleri, diger transkripsiyon
faktorleri (NANOG, GATAG) etkisi altinda, multipotent primitif endoderm ve
pluripotent epiblast hcreleri olusturmak Uzere farklanirlar. Blastosel
bUuyumustur ve bu evrede blastosist ge¢ blastosist olarak adlandirilir (30).



6.ginde ZP’den kurtulan blastosistin  (Hatching), yassilasmis
trofoektodermi ile reseptiv uterus endometriumu luminal epiteli ile etkilesimi

gerceklesir.

2. 3. Preimplantasyon Donemde Endometrial Luminal Epitel ve
Stromal Degisiklikler

Endometriumun  proliferasyon fazindan sekretuar faza gegisi
implantasyon igin gerekli reseptivitenin elde edilmesinde onemlidir. Primer
endokrin gereksinim progesteron hormonunun varhdidir. Endometrium
midsekretuar fazda 10-14 mm kalinhktadir ve sekretuar aktivite tepe noktasina
gelmigtir. Endometrial bez epiteli hicrelerinin glikojen ve lipid icerigi artmistir.
Endometrial luminal epitel hicrelerinin apikal yuzeyinde pinopod olusumu
goOzlenir (22).

Stromal degisiklikler ostrojen ve progesteron etkisi altinda otokrin ve
parakrin etkilerle meydana gelir. Stromal bag doku desiduaya farklanirken,
stromal hicreler de daha buyuk ve poligonal hicreler olarak izlenen desidual
hicrelere farklanirlar. Desidualizasyon olarak tanimlanan bu endometrial
stromal reaksiyon, implantasyon olmasa da implantasyon penceresi
doneminde endometrial stromada gergeklesmektedir. Desidual hucreler
siklusun 22-23. gunlerinde ilk olarak kan damarlarini ¢gevreleyen alanlarda,
artmis mitotik aktiviteleri, sitonUkleer genislemeleri ve bazal membran olugumu
ile karakterize predesidual hiicreler olarak ayirt edilebilirler. implantasyon
olmadi§i takdirde gegici bir doku olarak izlenir. implantasyonun gergeklesmesi

ile desidual reaksiyon devamlilik gosterir (22).

Uterin Reseptivite ve implantasyon Penceresi

Endometrial reseptivite ve implantasyon penceresi, 28 gunluk normal bir
siklusun 20-24. gunleri arasindaki sudreyle sinirlandinimistir. Yapilan
calismalar uterin reseptivite doneminde ovarial hormonlar ile birlikte lipid
mediatdrler, morfogenler, homeobox transkripsiyon faktérler, bliylime faktorleri
ve sitokinleri iceren sinyal molekullerinin lokal olarak Uretildigini gostermistir.
Uterin reseptivitede etkili baslica hormonlar ostrojen ve progesterondur. TUm
memeli turlerinde yapilan galismalarda implantasyon ve gebeligin devami igin

progesteronun varliginin zorunlu oldugu gosterilmistir (30).



Progesteron ayni zamanda endometrial reseptiviteyi indukler ve
implantasyon penceresi suresince izlenen pinopodlar bu donemdeki en 6nemli
morfolojik belirteclerden biridir (16-19). Ancak basarili bir implantasyon igin
endometrial reseptivite belirteglerinin ortaya c¢ikmasi, embriyo kaynakli
sinyallere de baghdir (22, 30).

Pinopodlar;

e Implantasyon penceresi siiresince LE apikal ylizeyinde izlenir
¢ Progesteron induksiyonu ile olusurlar

e Yumusak protrizyona sahiptirler

¢ Uterin kavitedeki siviy1 absorbe ederler

¢ Blastosistin LE ile temasinin saglanmasinda fonksiyon gorurler

2. 4. implantasyon
Implantasyon, embriyonun uterin duvara tutunmasi (nidasyon) ve luminal
epiteli gegerek endometrial stromaya géomulmesi islemi olarak tanimlanabilir.

implantasyon siireci i¢ evreyi icermektedir.

2. 4. 1. Yakinlagma (Appozisyon)

Embriyo ile uterus arasinda fertilizasyondan 1-2 gun sonra baglayan bir
diyalog s0z konusudur. Bu diyalog sureci implantasyon zamanina kadar
devam eder ve basarili bir implantasyonun gergceklesmesiyle yavrunun
intrauterin yagsami boyunca da devam edecektir.

implantasyon, blastosistin uterin kaviteye ulasmasindan 2-4 giin sonra
gerceklesir. insanda implantasyon sahasi genellikle midsagittal planda, uterus
ust arka duvaridir. Uterin kaviteye ulagan blastosist LE ile yakinlasir ve temas
kurmak icin hazirlanir. Blastosistin blyumesi ve kontraksiyonu ile blastosist
ZP’dan hatching yaparak LE ile kontakt kurar. Bu kontakt icin blastosist
trofoektoderminin farklanmis olmasi yani blastosist aktiflesmis implantasyon
yetenegini kazanmig olmasi gereklidir.

Kemirgenlerde bu siure¢ jeneralize stromal 6dem nedeniyle uterin
kavitenin kapanmasi ve TH ile LEHdeki interdigitasyonlarin kurulmasi ile

sonuglanir. Appozisyon evresinde TH ve LEH arasindaki etkilesim sonucunda



trofoblastlar (Tr) ve LEH'nde ylzey adhezyon molekulleri sentezlenir. Ayrica
bu evrede embriyo uterus iligkisinin erken molekuler markerlerinden biri HB-
EGF’dir (31). Progesteron ise bu evrede, hazirlik asamasi ve kapanma igin

zorunlu bir hormondur.

2. 4. 2. Baglanma (Adhezyon)

Trofoektoderm-Luminal Epitel Etkilesimi; Baglanma evresi igin
adheziv sinyal sistemleri gereklidir. Yapilan ¢aligmalarda bir¢ok glikoprotein
ve karbonhidrat ligand ve reseptérlerin varligi LEH ve Tr'da goésterilmistir. Bu
surecte iligskisi oldugu gOsterilen 6nemli adhezyon molekilleri; integrinler,
selektinler, galectinler, heparan sulfat proteoglikanlar (HSPGs), mucin-1,
kadherinler (E, P) ve trophinin-tastin-bystin kompleksidir (32-34). insan
uterusunda integrin-avB3 reseptiv faz sirasinda LEHde lokalize olmus ve
integrin-avB3’un bozuk ekspresyonu, tekrarlayan gebelik kayiplari ve infertilite
ile iligkilendirilmistir (32). Son arasgtirmalarla selektin oligosakkarid ligandlarin,
reseptiv LE'de ekspresyonu ve L-selektin molekdllerin, Tr hlicre ylzeyinde
varligi gésterilmistir (35). insanda implantasyonda &zellikle selektin adhezyon
sisteminin 6nemli oldugu ve implantasyon surecinde baglanma evresinin
baglangic adimini, selektin adhezyon sisteminin olusturulmasi oldugu
gOsterilmistir.

implantasyon sirasinda endometrium, koloni stimiile edici faktdr-1 (CSF-
1), I6kosit inhibe edici faktor (LIF) ve interlokin-1 (IL-1) gibi sitokinler
uretmektedir. CSF-1 ekspresyonu ve CSF-1 reseptorleri desidiada fazla
olmak Uzere insan endometriumunda ve preimplantasyon evrede embriyoda
bulunmaktadir. CSF-1 gen-mutant farelerde disuk implantasyon oranlari ve
fetal viabilite nedeniyle infertildirler (36). LIF, CSF-1 gibi benzer ekspesyon
gosterir. LIF gen-mutant farelerde blastosist implantasyonu basarisiz olmustur
(37-38). IL-1 reseptor blokaji da implantasyonu engellemektedir. Ayrica, LIF'e
bagli olarak, HB-EGF ve COX2 ekspresyonunun baglanma evresinde 6nemli
oldugu goériimustir (39-40). EGF, HB-EGF ve LIF gibi blylime faktorlerinin
uterusta uretilmesi ile Hoxa-10 varliginda COX ekspresyonuna imkan saglar.
PG sentezinde major enzimler olan COX’lardan COX2'nin bu slregte dnemli
oldugu, PG’lerden o&zellikle prostasiklinin uterusun blastosisti kabul etme

yeteneginde 6nemli bir faktdér oldugu gdsterilmistir. Bununla birlikte LE’deki



HB-EGF ekspresyonu implantasyon surecinde belki de maternal ilk
degisiklikliktir. Buna bagl olarak blastosist HB-EGF’ye cevap olarak Tr'de EGF
reseptorleri icermektedir (41, 42). Implantasyon sirasinda adhezyon
kaskadinda ture 6zgu spesifik degisiklikler de gosterilmistir.

Adhezyon evresinin ilerleyen asamalari, integrinler, kadherinler ve
selektinleri de iceren tum adhezyon molekulleri ile iligkilendiriimektedir ve
erken embriyo adhezyon molekulleri Gzerinden, hicre adhezyonunu saglayan
Ozellikle laminin ve fibronektin gibi ekstraselller matriks bilesenlerinin
ekspresyonu endometrial stromada gerceklesmektedir (43). implantasyon
asamasinda desidualize endometriumda artmis laminin izoformlarina
trofoblastlarin tutunmasi énemli bir bulgudur (44). Diger taraftan, hicre-hicre,
hicre matriks etkilesimi, hlicre goécu, farklilagsma gibi bir cok olayda goérev alan
integrinler de endometrial siklusa bagl degisiklik gosterir ve implantasyon
doéneminde en Ust dizeyde eksprese olurlar.

Trofoblastik gogte, hicre-hucre iletisiminde etkili diger molekullerden biri
de efrinlerdir. Efrinler, tirozin kinaz hiicre membran reseptérlerine baglanarak
etki gosteren peptidlerdir. Efrin ekspresyonu hem endometrial hiicrelerde hem
de blastosistte saptanabilmektedir (45).

Preimplantasyon embriyo ylzey 6zelliklerindeki degisikliklerin arastirildigi
calismalarda, blastosistin LE'e tutunmasinin sadece yuzey Ozellesmelerine
bagli olmasi mimkin gézikmemektedir (46). Blastosist TH'den ve benzer
sekilde endometrium LEH ve stromal hicrelerden cesitli faktorlerin otokrin,
parakrin ve jukstakrin olarak salinmasi preimplantasyon evrede embriyo-
uterus diyalogunda rol aliyor olabilirler.

Blastosistin endometrium ile daha yakin kontakt kurmasiyla, LE
mikrovilluslari kisalir ve LE apikal yuzeyi ile baglanti kurulur. Artik hucre
membranlarinin son derece birbirine yakin temasta oldugu ve baglant
komplekslerinin kuruldugu bir evreye erigilmistir. Bagka bir ifadeyle, fizyolojik
diyalog sureci artik, baglanma evresi ile baslayan fiziksel diyalog streci ile

devam etmektedir (23).

2. 4. 3. Penetrasyon ve invazyon
Blastosistin tutunmasi sonrasinda TH’nin, LEHne penetrasyonu ve
devaminda trofoblastlarin farkhlasarak subepitelyal endometrial stromaya
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invazyonu periimplantasyon slrecinde uglncu bir evredir. Ancak implante
blastosistin, TH'i ile endometrial LEH’i arasinda implantasyon surecinin
penetrasyon ve invasyon evresi, memeli turler igerisinde 2 farkh sekilde
gerceklesmektedir.

Noninvasive implantasyon

Baglanma evresinde implantasyon sureci duraklar ve noninvasive
implantasyon 2 farkl tipte izlenir.

e Sentrik noninvasive implantasyon: Geligen blyluyen embriyo
baglanma evresinden sonra uterus boslugu igerisinde merkezde yerlesim
gosterir. Ornek olarak; ruminantlar, at ve domuz

e Eksentrik noninvasive implantasyon: Uterus boslugunun bir kenarina
dogru yakinlasmis eksentrik yerlesimli embriyo implantasyonudur. Genellikle
mezometriumun karsit alaninda (antimezometrial kutup) yerlesim gosterir.

Ornek olarak sigan, fare verilebilir (47).

uterus
trophoblast
inner cell mass

mesometrium
Centric Eccentric Interstitial

Sekil 2. 1. Cesitli turlerde implantasyon tipleri (47).

invasive (interstisyel) implantasyon

implantasyon endometrial stromaya invazyon siireci ile devam eder.
Maternal-fetal kontakt kurulmasi seklindeki bu implantasyon tipi gogu memeli
tirlerde izlienmektedir (insan, diger primatlar ve kobaylar) (47). Bu memeli
turlerinde invasive implantasyon 3 farkl sekilde gergceklesmektedir.

Yer degistirme (displacement) tip invasive (interstisyel)
implantasyon: Cogu rodentlerde gézlenen bu invasiv implantasyon tipi, uterin

bezler arasinda konumlanan blastosistin baglanma bdlgesinde ki uterus
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endometriumu LEH’de lokal apoptozu ve apoptotik hlcrelerin fagositozunu
icerir (48). LEH'deki lokal apoptozun indukleyici faktorleri TH ve/veya
farklilasmig stromal hucreler (desidual hucreler) tarafindan saglaniyor olabilir.

Kaynagsma-birlegsme (fusion) tip invasive (interstisyel) implantasyon:
Penetre TH’nin apikal plazma membrani ile uterin LEH apikal plazma
membraninin  kaynagsmasi sonucu birlesmis sinsisyum ve simplazma
formundaki invasive (interstisyel) implantasyon tipidir (48).

Zorla girme (intrusive) tip invasive (interstisyel) implantasyon:
TH’nin, LEH boyunca ve subepitelyal stromaya zorla girmesi ve gdcu
sonucunda uterin duvar igerisine blastosistin yerlesmesi seklindeki invasive
(interstisyel) implantasyon tipidir (48).

invazyon evresinde;

¢ Trofoblastlarin fagositoz yapma yetenekleri, invaziv yapilari

e LEH’nin uzaklastiriimasi veya uterin duvardan LEH’nin dokulmesi

e TH kaynakh enzimlerin (Urokinaz, proteaz) maternal hlcre yikimina
neden olmasi (MMP aktivasyonu ile interselller matriks komponentleri olan
kollajen, elastin ve glikoproteinlerin yikimi)

e Trofektodermin implante oldugu yuzeyindeki TH’nin adheziv, diger
TH’nin nonadheziv olmasi

e Blyume faktorleri ve sitokinlerin araciligi ile ylksek trofoblastik
proliferasyon ve TH migrasyonu

e Matriks bilesenlerine baglanabilmek icin erken trofoblastik invazyonda
integrin ekspresyonu, laminin igin reseptor ekspresyonu

¢ Aktif go¢ edebilen trofoblastlarin, go¢ edemeyen trofoblastlardan fakli
integrin profiline sahip olmalari

e Stromal hucrelerin trofoblastlardan uzaklagsmalari (temas inhibisyonu)

eimmun tolerans (immun allo-tolerans), maternal immun sistemin

implantasyon bdlgesinde baskilanmasi major belirleyici faktorlerdir (49-60).



12

E15 - 4 : )) Trophectoderm

Epiblast
Primitive endoderm

—
uncompacted

embryo 8 to 16-cell
compacted
morula

Early
blastocyst

Late
Oocyte blastocyst

Uterus

Fertilized

€q9

: Implantation
(zygote) Ovulation P

Fertilization
E0.5
b
Mouse and rat Guinea pig Rabbit Primate
ZE ICM
@ En
Hand
0|OR KO[O[OO
LE
P10

Sekil 2. 2. Cesitli tirlerde invazyon tipleri (30)

2. 5. Plasentasyon ve plasentatipleri

A. Yapisal siniflandirma

¢ Diffuz; allantokoriyonun neredeyse tum uterus yuzeyini kapladigi
plasenta formasyonudur (6rnek olarak; at, domuz)

¢ Kotiledonari; endometrium ile allantokoriyonun iliskisi, ¢cok sayida ve
birbirinden ayrik kotiledon yapilarinin ayri ayri endometrium ile iliskide oldugu
plasenta formu (6rnek olarak; ruminantlar)

e Zonari; fetus etrafinda komplet ya da inkomplet bir bant formunda
izlenen plasenta (6rnek olarak; kedi, kdpek, ayi, fil)

¢ Diskoid; diskoid sekilli, tek parga formundaki plasenta (6rnek olarak;
primatlar ve rodentler)
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B. Fonksiyonel siniflandirma

Plasental bariyeri olusturan vyapilarin Ozelliklerine gore yapilan
siniflandirmadir.

e Epitheliochorial; plasental bariyer; uterin damar endoteli, endometrial
bag doku, endometrial epitel, koriyonik epitel, fetal bag doku, fetal kapiller
endoteli (inek, at, domuz)

e Endoteliochorial; plasental bariyer; uterin damar endoteli, koriyonik
epitel, fetal bag doku, fetal kapiller endoteli (kedi, kdpek)

e Hemochorial; plasental bariyer; sinsitiyum, fetal kapiller endoteli (insan,
rodentler) (61)

a Epitheliochorial b Endotheliochorial ¢ Haemochorial
Fetal vessel > Fetal vessel = Fetal vessel
Q. 3 . 7
Fetal =74

mesenchyme

Uterine Maternal \<£"‘y Matermnat biood ‘ .
epithelium uterine vessel T in intervillous Syncytiotrophoblast
= space layer
A
4 \:}@1 / (—m |
4 o Maternal ' Y |7 Maternal -
8 : teri
N uterine vessel Endometrium N7 HISADRVES

Sekil 2. 3. Plasental bariyer tipleri (61)

Plasentasyon sureci endometrial stromaya trofoblastik invazyon ile
baglar. Trofoblastlar potansiyel olarak invaziv kapasiteleri olan huicrelerdir.
invazyon kontrolsiiz olursa uterus ve uterus duvari boyunca bir yayihm séz
konusu olur. Ancak endometrium lokal olarak salgilanan faktérlerin (sitokinler
ve proteaz inhibitorler) etkisi ile trofoblast invazyonunu kontrol altina alarak
sinirlandirir.  Ayrica endometrial stromal hucrelerin farklanmasi ile olusan

desidual hicre tabakasi da trofoblastik invazyonu sinirlamaktadir.
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Trofoblastik aktivitenin  kontroll; bUyume 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)
(62-63).

2. 6. Postimplantasyon Uterin Cevap

Implantasyon sonrasi uterusta meydana gelen degisiklikler;

Stromal hiicreler ve desidiializasyon

Endometrial stromal hucreler ve ekstraseluler matriks bilesenleri
menstruel siklusun midsekretuar fazi sirasinda implantasyona hazirlik igin
degisiklikler gosterir (desidualizasyon). Ornegin; hyaluronan artar, tip IV
kollajen azalir, tip | ve tip lll kollajenin Gretimi azalir. Normal siklus déneminde
gecici olarak izlenen desidualizasyon, implantasyonun gerceklesmesiyle
implantasyon bolgesinde daha belirgin olmak Uzere tum endometriumda
gerceklesen bir reaksiyon olarak izlenir. Birden fazla blastosistin implante
olmasi durumunda implantasyon alanlari, ayri desidualizasyon ve

plasentasyon alanlari ile birbirinden ayrilir (4).

Desidualizasyonun karakteristik ozellikleri

e Endometrial stromal hicrelerde buylime, genisleme (iri, poligonal
hlcreler)

e Uterin spiral arterlerin buyumesi

e Makrofaj ve buylk granuler lenfosit ya da uterin natural killer hiicrelerin
endometrial stromaya infiltrasyonu

e Endometrial stromal bag dokuda farklanma

Desidual hiicrelerin ve olusturduklar desiduanin 6zellikleri

e Sitoplazmik glikojen ve lipit igerikleri fazladir

e Sinsityotrofoblastlara yakin yerlesimlilerin dejenere olmasi ile embriyo
icin besin kaynagi saglarlar

¢ Plasenta yapisina katilirlar

e Embriyo rejeksiyonunun onlenmesi saglanir

e Trofoblastik invazyonun kontrolt saglanir
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eBirden fazla blastosist implantasyonunda, implantasyon bolgeleri
birbirlerinden ayirtedilir (gebede USG ile ayirtedilebilir)

e Dogum olayinda plasentanin ayrilmasini saglarlar

Postimplantasyon Uterin Geligim

implantasyon alanindaki uterin stromal hiicreler baglanmayi takiben
normal siklus doneminde izlenen predesidualizasyonun tamamlanmasi igin
degisime ugrarlar (desidualizasyon). Kemirgenlerde implantasyon bdolgesi
antimezometrial lokalizasyonlu olacak sekildedir ve embriyo antimezometrial
endometrial stromal yataga gomdalir. Dolayisiyla  desidualizasyon
antimezometrial kutupta baslar mezometrial kutba dogru devam eder.
Fonksiyonel plasenta (korioallantoik plasenta) olugsumuna kadar desidua
embriyoyu besinsel olarak destekler (ektoplasental kon bdélgesi). Ayrica
desidualizasyon sirasinda endometriumda, suregte c¢cok 6nemli olan c¢ok
saylda sinyal molekulleri eksprese edilir (sitokinler, homeobox transkripsiyon
faktorler, hicre siklus molekulleri, ekstraseluler matriks remodeling faktorler ve
lipid mediatorler). Gebelik sirasinda uterusta gerceklesen dinamik hiicresel ve
molekuler degisiklikler, yeni hiucre tiplerinin yerlesimini, polarite ve sinirlarini
belirlemede bir koordinasyon igerisindedirler.  Yani antimezometrial ve
mezometrial kutuplarda gerceklesen farkli hicresel ve molekuler degisiklikler
implantasyon bolgesinin belirlenmesini saglamaktadir. Dolayisiyla uterus-
embriyo aksinin kurulma yonelimi belirlenmektedir (30).

Koriyonun embriyonik ve abembriyonik kutuplarda gosterdigi yapisal
degisiklikler, desiduanin yapisini da etkiler. Desiduanin koriyon frondozuma
komsu kismi desidua bazalisdir. Desidual plak olarak da adlandirilan desidua
bazalis, lipid ve glikojenden zengin iri poligonal hicrelerden meydana gelmis
siki bir tabakadir. Desidua bazalis koriyona sikica tutunmustur (21).

Abembriyonik kutup Uzerindeki desidua kismi desidua kapsularisdir.
Plasentasyon bdlgesinin  disinda kalan endometrial stomada da
desidualizasyon izlenir ancak bu plasentasyon bdlgesindeki gibi tam bir
desidualizasyon degildir ve desidua paryetalis olarak adlandirilir (21).

Desidua kapsularis daha sonra, konseptusun geliserek uterus boslugunu
doldurmasiyla dejenere olur ve desidua kapsdularisin altindaki koriyon leva

desidua paryetalis ile kaynasir (21).
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Ekstraseliuler Matriks Degisiklikleri

Desidualizasyon sirasinda stromal fibroblastlar desidual hucrelere
farkhlasirlar ve her bir hlicrenin etrafinda varligi asikar olan bazal membran ve
ekstraseluler matriks bilesenleri; laminin, entactin, tip IV kollajen ve heparan
sulfat proteoglikanlarda degisiklikler izlenir. Ekstraselller matriks bilesenleri,
MMPs’lerin ve TIMPs’lerin etkileri ile trofoblastik hicrelerin davranis ve

fonksiyonlarini etkilerler (4, 62).

implantasyon ve desidualizasyon sirasinda uterin anjiogenez

Reproduktif siklus ve gebelik sirasinda over ve uterusta mevcut vaskuler
yataktan yeni kan damarlarn gelisimi gerceklesmektedir. Normal bir
implantasyon, desidualizasyon ve plasentasyon surecinde vaskuler
permeabilitede artig ve neovaskularizasyon gorulur. Bu sureclerde Ostrojen ve
progesteron hormonlarinin potansiyel etkileri s6z konusudur. Vaskuler
permeabilite ve anjiogenezin regulasyonu, anjiogenik faktorleri, vazoaktif
faktorleri ve hormonlari (vascular endothelial growth factor (VEGF) ve VEGF
reseptorlerini, insulin benzeri blyume faktorlerini (IGF), anjiopoetinleri,
fibroblast growth faktorlerini (FGF), plasenta growth faktor, TGF-B ve hCG'yi
icerir (30, 64).

Kemirgenlerde implantasyonun baslamasinin dikkat cekici ilk isareti
blastosistin baglanacagi alanda anjiogenez ve endometrial vaskuler
permeabilitedeki artistir. Bu asama intravendz “blue dye solution” injeksiyonu
sonrasinda uterusta farkli mavi bantlar olarak goézlenebilmektedir (65, 66).
VEGF, bFGF (basic fibroblast growth factor ya da FGF2) ve anjiopoetin
embriyogenez sirasinda anjiogenez igin anahtar mediatorlerdir.  Sicanlar
Uzerinde yapilan calismalarda Ostrus siklusu sirasinda uterusta VEGF
ekspresyonu ve VEGF regulasyon mekanizmasinin implantasyonda rollerinin
olabilecegi gosterilmistir. Ayrica VEGF’nin regulasyonu da ovarian steroid
hormonlar etkisi altindadir. implantasyon éncesinde VEGF, LEHne yakin
lokalizasyonda eksprese edilirken, implantasyonun baslamasi ile stromal
bdlgede, implantasyon sonrasinda ise desidualizasyon alanlarinda yaygin
olarak eksprese edilmistir. implantasyon sirecinde aktif olarak anjiogenez
gerceklesmektedir ve muhtemelen VEGF aracilik etmektedir. bFGF’nin (bazik

fibroblast blylime faktor(), uterusta endometrial ve miyometrial vaskuler bazal
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laminalarda, stromal ve ekstraselller matriks hicreleri ile glandular ve yuzey
epiteli bazal laminalarinda immunohistokimyasal analizlerle lokalizasyonlari
gosterilmigtir. Ayrica implantasyon ve desidualizasyonda anjiogenez ile ilgili
yapilan ¢alismalarda FGF arastirilmis ve bFGF’Un periimplantasyon slrecinde
ve gebelik sirasinda progesteron ve prolaktin etkisiyle ekspresyonlarinin up-
regule oldugu gosteriimigtir. Kemirgenlerde anjiogenezin gerceklestigi
periimplantasyon sureci ve gebelik sirasinda bFGF ve bFGF reseptorlerinin
ekspresyonlari artmigtir ve gebelik sirasinda uterin sekresyonlarda buyume
faktorlerin varligi embriyonik gelisimin dizenlenmesinde FGF’'GUn de rol
oynayabilecegini gostermistir. Anjiopoetinler ise VEGF ve prostaglandinler

(PG) ile iligkili sinyal yollari ile etkilesim i¢erisindedirler (30, 67-69).

2. 7. Wnt Gen Ailesi ve Wnt Proteinleri

Wnt terimi, Drosophila melanogaster wingless (Wg) geni ve farede 15.
kromozom Uzerindeki Mouse Mammary Tumor Virus (MMTV) geni olan int-1
geninin adlarindan turetilmesi ile olusturulmustur. Yapilan ¢caligmalarda cesitli
tirlerde 100’den fazla Wnt geni gosterilmistir. Insanda 19 Wnt geni
tanimlanmigtir. Bunlar 13 alt aile ve bazi izoformlardan olugmaktadirlar (70-
75).

Wnt Gen Organizasyonu

Wnt gen urlnleri olan Wnt proteinleri, salgilanmis glikoprotein molekuller
olarak eksprese edilmiglerdir. Her Wnt geni icin kromozomal lokasyon
belirlenmistir (tablo 2.1.) (75).

Wnt Proteinlerinin Yapisal Ozellikleri

Wnt genleri striktirel olarak, korunmus zengin sistein kalintilarn ile
karakterize, salgilanmis bir glikoprotein ailesidir. Wnt proteinleri butun
memelilerde yaklasik olarak 350-400 aminoasit (aa) uzunlugundaki yaklagik
olarak 39-112 kDa molekuler agirliga sahip salgisal proteinlerdir. Korunmus
22-24 sistein kalintisi iceren buylk domainlere sahiptirler ve bilinen major Wnt
proteinlerinde tam olarak korunmus sisteinden zengin domainler izlenmektedir
(70, 74, 75). Wnt proteinleri amino terminal sinyal dizisine sahiptirler. Karboksi

terminal bolgesi ise korunmus sistein kalintilarindan zengin bir bolgedir. Bu
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bdlge sinyal aktivitesi ve farkli Wnt'lerin 6zgulligunun belirlenmesinde rol
oynamaktadir. Cok sayida molekul igi disulfid baglari igeren Wnt'ler kivrimli

bir yapidadir.

Tablo 2.1. Wnt genlerin kromozomal lokasyonlari

Wnt’ler KL Wnt’ler KL
wntl 12913 wnt7b 22013.3
wWnt2 7931 Wnt8a/D 5031
Wnt2b/13 1p13, Wnt8b 10924
Wnt3 17921 Wntl0a 2035
Wnt3a 1942.13 Wnt10b/12 12q13.1
Wnt4 1p35 Wntll 11913.5
Wntba 3p14-P21 Wntl4 1942
Wnt5b 12p13.3 Wntl5 17921
Wnt6 2035 Wwnt16 7031
Wnt7a 3p25

KL: kromozomal lokasyon

Wnt Proteinlerin  Sentezlenmesi: Wnt gen ekspresyonlarinin
duzenlenmesi ile ilgili yapilan ¢alismalarda; Wnt'lerin transkripsiyonel, RNA
splicing, post-transkripsiyonel, translasyonel ve post-translasyonel seviyeleri
gosterilmistir. Patolojik durumlarin olmadigi sartlarda gergeklesen bu kusursuz
ve siki regulasyon, Wnt’lerin hedef hlcrelerde ve dokularda dogru fonksiyon
gormesini saglamak igindir. Her bir Wnt proteini birgok temel gelisim
sureclerinde 6nemli rol oynamaktadir (76).

Nuklear transkripsiyon sonrasinda, N-terminal hidrofobik sinyal peptidleri
iceren immatur Wnt proteinleri prekursorler olarak endoplazmik retikuluma
(ER) yonlendirilirler. ER’da sinyal peptidinden ayrilir, glikozilasyon ve lipid
eklenmesi ile modifiye edilerek hedef hlcreler Gzerindeki biyolojik aktiviteleri

ust dizeye cikarihr (76).
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Wnt Proteinlerin Etki Mekanizmalari: Reseptorleri, intraseliiler
Sinyal Yollari

Hedef hucre ve dokularda Wnt'lerin kabul edilmesi ve intraselller bir dizi
reaksiyonu gercgeklestirmeleri hicre ylzeyinde bulunan spesifik reseptorleri
araciligi ile saglanir. Bu reseptorler 2 farkli aile Gyeleri olarak, Frizzled (Fzd)
ve LDL (low-density lipoprotein)-reseptor-related-protein (LRP) aileleridir. Wnt
proteinler yalnizca Fzd reseptorlerine veya Fzd-LRP koreseptdr kompleksine
baglanarak etki gosterirler. Wnt protein ailesi Uyelerinin bazilari Fzd/LRP5/6
reseptor kompleksine, bazilari sadece Fzd reseptdriine spesifite gostererek,
reseptor ligand etkilesimini gergeklestirirler.  Wnt proteinler hedef hicre ve
dokularda bulundugu surece spesifik reseptorleri Uzerinden bazi intraselller
sinyal yollarini aktive ederler. Ancak Wnt proteinlerin bu aktiviteleri bazi
molekillerce dizenlenmektedir. Bu dizenlenme olayinda fonksiyon goéren
ekstraseluler molekuller burada antagonist molekiller olarak ifade edilecektir
(70-76).

Frizzled (Fzd) Ailesi

ilk olarak Drosophila’da tanimlanmiglardir. insanda 10 Fzd reseptdrii
(Fzd1-10) tanimlanirken, cesitli tlrlerde de ayrica goOsteriimis diger Fzd
reseptorleri de vardir. Fzd proteinleri 500-700 aa uzunlugundadir,
ekstraselller amino terminal ve intraselller karboksi-terminal domainlere
sahiptirler. Fzd proteinler, 7 kez gecisli transmembran reseptorlerdir. 7
hidrofobik domain iceren bu proteinler, plazma membraninda a-helix
transmembran formunda yerlesmislerdir.

Ekstraselller N-terminal ucta sisteinden zengin (CRD; cysteine-rich
domain) bdlge ve ayrica 40-100 aa’lik hidrofilik baglayici bélge bulunmaktadir.
CRD domain, Wnt molekdlleri i¢in uygun baglanma bolgesidir.

intraselliler carboxy-terminal PDZ domaini [PDZ; PSD-95 (a 95 kDa
protein involved in signaling in the post-synaptic density), DIg (the Drosophila
discs large protein), and ZO1 (the zonula occludens 1 protein involved in
maintaining epithelial cell polarity) ] farkh uzunluklara sahiptir. 7.hidrofobik
domainden sonra gelen intrasitoplazmik kisimda 2 aa’lik bdlge yuksek
derecede korunakli bir bdlgedir ve burasi intraselller Wnt/B-katenin sinyal
yolunun aktivasyonu icin zorunludur. Ayrica intraseluler domain, Dishevelled

(Dsh) igin baglanma bdlgesi igerir (70-76).
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LDL (Low-Density Lipoprotein) Reseptor Ailesi ve LDL-Reseptor-
Related-Protein (LRP) Ailesi

LDL reseptor ailesinin bilinen 13 Uyesi vardir. Cesitli doku ve/veya hicre
tiplerinde cesitli transport ve sinyal fonksiyonlarinda goérev yapmaktadirlar.
Batin Gyeleri tek gecigli transmembran proteinlerdir ve sisteinden zengin
komplementler icerirler.

LDL-reseptor-related-protein (LRP) ailesi uyelerinden LRPS ve LRPG6
homolog protein reseptorlerdir. LRP5 ve LRP6 ayni zamanda Fzd reseptorleri
ile koreseptor proteinlerdir. Ekstraselller domainlerine birkag farkli molekdl
baglanabiliyor ise de o6zellikle Wnt'ler ve Dickopfflar i¢in 6zgullikleri vardir.
Ayrica 6 araliklastirici domainle bosluk olusturuimus 4 EGF-like domain
icerirler. 3. ve 4. EGF-like domain Dickopff-1 i¢cin, Wnt bagimli 1. ve 2. EGF-
like domain Fzd igin baglanma bélgeleridir. intraseliiler domaini ise Aksin icin
baglanma bdlgesi icerir (77, 78).

Ayrica Wnt'ler i¢in alisiimadik bazi reseptorler bulunmaktadir. Bunlar
Kripto [ya da FRL1 (fibroblast growth factor receptor ligand-1); EGF-CFC
(Epidermal Growth Factor-Crypto FRL Cryptic) ailesi uyesi] reseptori (EGF-
like domain ve CFC domain igerirler), RTK (reseptor tirozin kinaz) alt
familyasindan transmembran tirozin kinaz reseptoru Derailed (Drl) veya RYK
(receptor-like tyrosine kinase or receptor related to tyrosine kinases) ve diger
bir baska tirozin kinaz reseptora Ror2’dir (79).

Daha oOnce vyapilan in-vivo deneylerde Wnt proteinler, onlarin farkli
intraseluler sinyal yollarini aktiflestirmelerine dayanilarak “kanonikal ve
nonkanonikal Wnt'ler” diye iki sinifta gruplandiriimisti. Bununla birlikte bazi
Whnt'lerin hem kanonikal hem de nonkanonikal 6zelliklere sahip oldugu da

gorulmusdu (7).



-

Tsh

',’ ‘Arm/
| Bcatenin

o e
’—.

"lines

Bra1 ';
o i Y Lo

142"

1BP3 Y Am/ T

jicatenin B¢ 5%
Smad TCF chibby

3 ! pcatenin

Sekil 2. 4. Wnt reseptdrleri ve Wnt/B-katenin sinyal yolu (80)

21



22

2. 7. 1. intraseliiler Sinyal Yollari

Bazi Wnt proteinler Fzd/LRP5/6 reseptor kompleksine, bazilari Fzd
reseptorlere ve bazilar da diger Wnt reseptorlere ve koreseptorlere 6zgulluk
gOstermektedirler. Wnt proteinler 6zgul reseptorlerine baglanarak bazi
intraseluler sinyal yollarini aktive ederler. Bunun sonucunda agiga c¢ikan
arunler Wnt'lerin etkilerini gostermek uUzere fonksiyon goreceklerdir. Bu
acidan mevcut galismalardan hareketle, Wnt'lerin en az 3 intraseluler sinyal
yolunu aktive ettigi gosterilmistir. Bunlar kanonikal (Wnt/B-katenin) sinyal yolu,
non-kanonikal sinyal yollaridir (Wnt/Ca*?, Wnt/polarity veya Wnt/planar cell
polarity (PCP) (75-82).

Kanonikal Sinyal Yolu

Wnt'lerin Fzd/LRP koreseptdér kompleksine baglanmasi sonucunda
aktiflesen Wnt/B-katenin-TCF/LEF intraselller sinyal yoludur. B-katenin
kaderinlerin intraselller domainine ve sitozolik protein komplekslere bagli
olarak bulunmaktadir. Fzd reseptoérinin intraselller domaini, Dsh ile LRP5/6
reseptorinin intraselller domaini, aksin (tumor suppressor protein) ile fiziksel
olarak etkilesim gosterebilmektedir. APC (Adenomatous polyposis coli, tumor
suppressor protein), GSK-3a/f (glycogen syntase kinase), B-katenin, Aksin,
CKl (CK1y (caseine kinase 1 family member) sitoplazmik kompleks
(cytoplasmic destruction complex) halde bulunurlar ki kanonikal Wnt sinyal
yolunun onemli aktoradurler. Wnt yoklugunda ve/veya Wnt'lerin Fzd/LRP5/6
reseptor kompleksine baglanmasi engellendiginde kanonikal sinyal yolu
aktiflesemez ve APC, GSK-3B, CKI, B-katenin, aksin kompleksinde -
katenin’in fosforilasyonu ve ubikutinasyon ile proteozomal degradasyonu
gerceklesir. Wnt'lerin varliginda ve 6zgul reseptorlerine baglanmasi ile Dsh
fosforile olarak Fzd reseptorinin intraselller domainine baglanir, kompleks
aksin’in fosforilasyonu ile LRP5/6 reseptérinin intraselller domainine
baglanir. Boylece B-katenin’in sitozolik akimulasyonu ve ntlkleer transportu
gerceklesir.  Sitozolik serbest B-katenin ayrica kaderinlerin intraselller

domainine a-katenin ile birlikte baglanmaktadirlar (75-82).
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B-katenin’in Nuklear Aktivitesi

B-katenin transkripsiyon faktorleri TCF/LEF (T cell-specific transcription
factor/lymphoid enhancer-binding factor) ailesi aktivasyonunu saglayarak
hedef genlerde transkripsiyon gerceklesir. Nuklear B-katenin yoklugunda
TCF/LEF, transkripsiyonal repressorler Groucho ve histone deasetilaz ile
represiv kompleks olusturmak suretiyle Wnt hedef genlerin transkripsiyonu
engellenir. Ne zaman [-katenin nukleusa girer, represiv kompleksteki
repressorler ile yer degistirdiginde ise Wnt hedef genlerde transkripsiyon
aktivitesi gergeklesir. B-katenin/TCF/LEF kompleksine bazi DNA-binding
proteinler katilarak transkripsiyon aktivitesini saglarlar.  Bunlar, histone
asetilaz CBP/p300 (CBP; CREB-binding protein, (CREB; cAMP-response
element-binding protein), Brgl (Brg; Brahma-related gene, SWI/SNF
chromatin-remodelling complex family member), Lgs (Legless; Bcl9 (B-cll CLL
lymphoma-9) oncoprotein homolodu) ve Pygo (Pygopus) gibi transkripsiyon
aktivatorleridir.  Ayrica DNA-binding proteinler Prop1 ve Pitx2’de diger
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transkripsiyon aktivatorler olarak goésterilmistir (Prop1 (Pit1) ve Pitx2,
homeobox genlerden Pitx gen ailesi (veya PTF; pituitary transcription factor
family) Gyeleridir).

B-katenin’in nlklear aktivitesinin negatif regulasyonu, mitogen-activated
protein (MAP) kinase-related protein kinase NLK (Nemo-like kinase) ile
saglanir ki, TCF fosforilasyonu gercgeklesir ve 3-katenin/TCF/LEF kompleksinin
DNA'ya baglanma afinitesi azalir ve ayrica (-katenin antagonistleri olan
Chibby ve ICAT (katenin inhibitdérl) B-katenin’e baglanarak kompleksden
ayrilmasina neden olmaktadir.

Sonucta, kanonikal sinyal yolu aktivitesi ile Wnt hedef genlerde, spesifik
hicre siklus genlerinde ve PTF genlerinde transkripsiyon gergeklesir.
Transkripsiyon drunlerinin  aktiviteleri de, Wnt proteinlerin neden oldugu

fonksiyonlarini ve etkilerini gostereceklerdir (75-82).

inactive

Sekil 2. 6. Wnt/Bkatenin sinyal yolu, niklear streg (81)
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Nonkanonikal Sinyal Yollari

Nonkanonikal sinyal yollari, Wnt proteinlerin Fzd reseptor ailesi Uzerinden
gergeklestirdigi Wnt/PCP (planar cell polarity) ve Wnt/Ca*? ile ROR2 [receptor
tyrosine kinase (RTK)larin Ror ailesinden]-JNK (cJun N-terminal kinases)
sinyal yolu ve RYK (receptor-like tyrosine kinase)-Src sinyal yolu gibi
koreseptorler Uzerinden aktiflestirdigi  B-katenin’den bagimsiz intraselller

sinyal yollaridir (75-82).

Whnt/polarity veya Wnt/planar cell polarity (PCP) sinyal yolu

Wwnt proteinlerin Fzd reseptorlere baglanmasi ile “Rho/Rac small
GTPases” aktivitesi saglanirken, bunun sonucu olarak gelisim sirasinda
gerceklesen énemli morfogenetik olaylarda, gen ekspresyonu ve takip eden
hicre iskeleti organizasyonunun saglanmasi ve ayrica hicre ve doku
polaritesinin dizenlenmesi gergeklesir.

Wnt'ler Fzd reseptorine baglandiktan sonra, Fzd reseptorin intraselller
domaini Dsh ile baglanir ve Daam1 (Dishevelled-associated activator of
morphogenesis 1) Dsh’e baglanarak Rho-RhoK (Rho-kinase) sinyal yolunu
aktiflestirir.

Wnt proteinlerin bazilarinin Fzd reseptore baglandiktan sonra, Fzd
reseptorin intraselller domaini Dsh ile baglanir ve Rac-JNK sinyal yolu

aktivitesi gergeklesir (75-82).

Wnt/Ca*? sinyal yolu

Bazi Wnt proteinler de Fzd reseptore baglandiktan sonra, Fzd reseptorin
intraselller domaini Dsh ile baglanir ve ayrica heterotrimeric G protein (Gay)
ve phospholipase C stimiilasyonu gergeklesir. Bdylece intraseliiler Ca*?
salinimi artar, siklik guanozin monofosfat (cGMP) seviyesi azalir. Bu sonuglar,
intraseliiler Wnt/Ca*? sinyal yolunun aktiflesmesinin, PKC (protein kinase C)
ve CamKll (Ca**-calmodulin-dependent protein kinase 1) gibi kalsiyuma
duyarli enzimlerin aktivitesinin saglanmasi ile gergeklestigini gostermektedir.
Sonugta transkripsiyon faktdrlerinden NFAT (nuclear factor of activated T-
cells) aktivitesi ile hedef genlerde transkripsiyon gerceklesir. Wnt/Ca*? sinyal

yolu, hucre akibeti ve hucre hareketinde etkileri olan sinyal yoludur (75-82).
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Diger intraseliiler Wnt Sinyal Yollari

Bunlar, Wnt-Ryk-Src (Src; tirozin kinaz ailesi Uyesi Src ailesi) ve Wnt-
Ror2-JNK sinyal yollaridir. Bu yollar henuz tam olarak aydinlatiimis degillerdir.
Ryk ve Ror2 reseptorler yapisal olarak Fzd reseptorlerden farklidirlar. Ryk ve
Ror2 reseptorler tek gegigli transmembran protein reseptorlerdir ve ayrica
ekstraseluler ve sitozolik domainleri de bazi farkhliklar igerir.

Ryk ve Ror2 reseptorler Fzd reseptorler ile etkilesim icerisinde olabilirler
ve bu alternatif Wnt sinyal yollarinin, diger intraseltiler Wnt sinyal yollari
regulasyonu Uzerine olasi etkileri olabilir.

Kripto, EGF-CFC reseptord, olasilikla Fzd reseptorler ile birlikte B-katenin
aktivasyonu saglarlar. Ayrica, intraseltler Wnt sinyal yollari, HH (Hedgehog),
SHH (Sonic Hedgehog), IHH (Indian Hedgehog), DHH (Desert Hedgehog),
BMP (Bone Morphogenetic Protein), FGF gibi bazi faktorlerin sinyal yollari ile
etkilesim gosterirler (75-82).
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Sekil 2. 8. Wnt reseptorleri (83)

2. 7. 2. Wnt Sinyal Yolunun Ekstraseliiler Antagonistleri ve/veya
inhibitérleri veya Modiilatorleri

Whnt sinyal yolunun ekstraselller antagonistleri 2 genel sinifa ayrilabilir.
Her iki sinifta, reseptor ligand etkilesimini engelleyen, etkileyen molekulleri
icermektedir. Bu iki sinif, Dickkopf ve sFRP (secreted frizzled-related protein)
aileleridir (7).

Dickkopf Ailesi

Dickkopf (Dkk) ailesi Uyeleri (Almancada dick=thick, kopf=head) Wnt
reseptor kompleksi olan Fzd/LRP5/6'nin LRP5/LRP6 komponentine
baglanarak Wnt sinyalini inhibe eder. Dolayisiyla Dickkopf ailesi Uyeleri
spesifik olarak kanonikal Wnt sinyal yolunu inhibe ederler. Wnt proteinlerin

Fzd/LRP5/6 reseptorine baglanmasi ile birlikte, es zamanl olarak Dkk
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proteinler de Wnt koreseptort olan LRP5/6 reseptorine baglanirlar. Sonugta
ya Wnt/Fzd/LRP5/6 reseptdor ligand olusumu engellenerek ya da
Wnt/Fzd/LRP5/6 reseptor kompleksine Dkk’larinda eklenmesiyle reseptor
kompleksinde gerceklesen transformasyon ile kanonikal Wnt sinyal yolunu
inhibe ederler (7).

Dkk ailesi tyeleri LRPS/6 reseptoru haricinde tek gegisli transmembran
protein olan Kremen (Krm) reseptor ailesine de baglanarak etki gosterirler.
Ancak DKk proteinler Kremen reseptorlerine ve LRP5/6 reseptdrlerine birlikte
baglanabilmektedirler. Sonugta Dkk/LRP5/6/Krm Ug¢li kompleksi olusmaktadir.
Olugan bu kompleks, Wnt/LRP5/6/Fzd sinyal kompleksindeki LRP5/6
reseptorunin Dkk ve Krm ile birlikte endositozuna neden olarak plazma
membranindaki Wnt reseptorlerinin internalizasyon ile yok edilmesini
saglamak suretiyle Wnt sinyal yolunu inhibe ederler. Kanonikal sinyal
yolunda, sitozolik destruksiyon kompleksindeki aksin’in, LRP reseptorinin
intraselller domainine fiziksel olarak baglanmasi ve plazma membraninda
toplanmasiyla B-kateninin sitozolik akimulasyonu ve nulkleer transportu
saglaniyordu. Dolayisiyla Dkk/LRP5/6/Krm kompleksinin internalizasyonu,
aksin’in plazma membraninda toplanmasini inhibe ederek kanonikal sinyal
yolunu inhibe eder. Bununla birlikte Dkk proteinlerin bu aktiviteleri, Dkk’larin
nonkanonikal sinyal yollarini aktive edebilecedini akla getirmektedir. Clnkd,
Dkk'lar Wnt reseptorlerinden LRP ailesine baglanarak, Wnt/Fzd/LRP
kompleksinin aktivitesini inhibe ediyor, olusan Dkk/LRPS5/6/Krm kompleksi
internalize oluyor vyani Fzd-LRP etkilesimi engelleniyor ve plazma
membraninda Wnt/Fzd reseptér kompleksi kaliyor. Dolayisiyla Wnt/Fzd
aktivitesi ile gergceklesen nonkanonikal sinyal yollar aktiflesiyor olabilirler (7).

Dkk ailesinin 5 Gyesi vardir. Dkk-1, Dkk-2, Dkk-3, Dkk-4 ve Soggy (Dkk-
3 related protein)’dir. Dkk ailesi, baglayici bir kisimla birbirinden ayriimis
sisteinden zengin 2 domain (cys-1, cys-2) igerirler. Cys-2, ailenin Uyeleri
arasinda ozellikle korunmus bir domaindir ve 10 sistein kalintisi igerir (7).

Dkk ailesi kolipazlar ile yapisal benzerlik gdsterirler. Ayni disulfid
baglama profiline ve benzer kivrimlara sahiptirler. Kolipazlar pankreatik
lipazlarca yapilan lipid hidrolizi igin esansiyeldirler ve lipid migelleriyle
etkilesirler. Dkk’lar ve kolipazlar arasindaki bu yapisal benzerlik lipid etkilegimi

gibi genel bir fonksiyon igerse de, bu tam olarak bilinmemektedir (7).
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SFRP (Secreted Frizzled-Related Protein) Ailesi

sFRP ailesi uUyeleri, antagonist etkilerini, Wnt proteinlerin reseptorlere
baglanma yeteneklerini degistirerek ve bunu ya Wntlere direkt olarak
baglanarak ya da reseptorlerdeki Wnt bagimh bdlgelere baglanarak
gerceklegtirirler. sFRP ailesinin bilinen 8 uyesi vardir. Bunlardan bazilari
yapillan eszamanli c¢aligsmalarla kesfedildigi i¢in farkl isimlendirmeler
alabilmektedirler. sFRP-1 (FRP, SARP-2, FrzA, SFRP-1), sFRP2 (SARP1,
SFRP2), sFRP3 (FrzB, Fritz, FRZB), sFRP4 (FrzB-2, SFRP4), sFRP5
(SARP3, SFRP5), WIF-1, Cerberus ve Coco sFRP ailesi Uyeleri olarak
bilinmektedirler. sFRP’ler ile WIF-1, Cerberus ve Coco sFRP ailesinin iki
altgrup uyeleridir. Ayrica bu gruba dahil edilen ve 3. bir altgrup olarak kabul
edilen Sizzled, Sizzled2 ve Crescent molektller de vardir ancak bunlar henliz
memelilerde tanimlanamamislardir (7).

SFRP proteinler N-terminal CRD domainler igerirler. Fzd proteinler ile %
30-50 oraninda benzerlik gosterirler ve korunmus 10 sistein kalintilari igerirler
(84). sFRP’ler Wnt sinyalini ya CRD domainlerinin Wnt ligandlar ile ya da C-
terminal domainlerin Fzd CRD domainleri ile etkileserek sFRP/Fzd
nonfonksiyonel kompleks olusturmak suretiyle antagonize ederler (85, 86).
Bundan dolayr sFRP’ler heriki Wnt sinyal yolunuda (kanonikal ve
nonkanonikal) inhibe edebilirler. sFRP’ler ayrica NTR (Netrin) domain igerirler.
NTR domainde 6 sistein kalintisi vardir ve ayrica NTR domain,
metalloproteazlar ve bazi kompleman proteinlerin doku inhibitorlerinde de
bulunmusgtur (87).

sFRP’ler organizmanin gelisiminin sinirlandinimasini, morfogenetik
proteinler olan Wntlerin aktivitesinin hizini sinirlayarak kolaylastirirlar.
Dolayisiyla sFRP ekspresyon gradyenti, Wnt protein aktivitesinin gradyentini
olusturabilir ve sFRP’lerin ekspresyon paternlerinin ortismesi ile Wntler
tarafindan sFRP ekspresyonunun regile edildigide soéylenebilir. Bununla
birlikte sFRP’lerin antagonist ya da agonist olarak etki edebilecekleri ve ayrica
sFRP’lerin her biri baglanacadi Wnt'lere spesifite gosterebilmeleri, sFRP’lerin
Wnt'lere baglanmak suretiyle onlari her zaman inhibe etmeleri veya Wnt'lerin
yuksek reseptor konsantrasyonlu bolgelere transportuna neden olmalari gibi

konular hakkinda daha ¢ok bilgi edinmemiz gereken noktalardir (7).



30

ssre [ CRD [ NTR ]
Frizzled I CRD I]]]]]] CD

b

Dickkopf I Cys-1

[ cys2]
Colipase -

C
70007
T
WIF-1 WD éé%éé
rvk [ WD [ N |
Sekil 2. 9. Wnt sinyal yollari antagonist molekulleri ve reseptorleri (7)
a b C
WIF-1 Wnt
. Nodal
Wnt sFRP CER
g Wnt 5
SFRP ’ Wnt
LRP5/6 \ ;;?”.?‘f B LRP5/6 O =
™ Ll,\‘i_i‘, | — =
Noncanonical ‘m Noncanonical ‘@ Noncanonical
pathway : * pathway * pathway
Canonical Canonical Canonical
pathway pathway pathway

Sekil 2. 10. Kanonikal ve nonkanonikal Wnt sinyal yollarinda antagonist

molekullerin etki mekanizmalari (7)



31

2. 8. Wnt Proteinlerin Fonksiyonlari

Wnt gen ailesi morfogen olarak organizmada gelisimsel programin tam
ve uyumlu bir sekilde gerceklesmesinde fonksiyon gérmektedirler. Bu yuzden
sentez ve sekresyon asamalarindaki siki regulasyon 6nem kazanmaktadir.

Wnt protein ailesi, embriyogenez slrecinde, embriyonun sekillenmesi,
epitelyal mezengimal transformasyon, anjiogenez, apoptoz gibi temel gelisim
sureglerindeki etkilerinin yani sira eriskinde de homeostazis ve kok hucre
regulasyonunda goérev almaktadirlar. Wnt proteinleri kok hucrelerde
farklilasma, proliferasyon, migrasyon, polarizasyon, yasam ve apoptozunda
fonksiyon gormektedirler (88). Wnt proteinlerinin bu fonksiyonlari diger sinyal
molekullerinin yani sira bazi inhibitor ve/veya antagonist veya modulator

molekullerce de kontrol edilmektedir.

Wnt’ler ve Apoptoz

Hucrelerin G¢ segenedi vardir. Bunlar mitoz, farklilagsma ve apoptozdur.
Erigskin doku homeostazisinde, implantasyon ve embriyogenez slrecinde
apoptoz ¢ok O©Onemli bir yere sahiptir. Programli hicre o6limu olarak
anlamlandirilan apoptoz, fizyolojik ve patolojik durumlarda gdézlemlenebilir.
Apoptotik sureg, bir ¢ok indUkleyici ajanlarin etkilerini, siUregte rol alan
modulatoérleri (Bcl-2, sitokrom-c, p53, seramid vs.) ve efektorleri (kaspazlar)
icerir (89-90).

Wnt gen ekspresyon urunlerinden bazilari apoptoz surecinde modulator
fonksiyonlari olan faktorlerin aktivitesinde etkilidirler. Wnt'ler, B-katenin, GSK-
3B, c-myc, cyclin D1, E2F1, p300, p53 Uzerinden Bcl-2'yi etkilerler. Bcl-2,
mitokondriden sitokrom-c’nin serbestlesmesini engeller. Boylece apoptoz
surecinde olusan ve kaspazlari (sistein proteazlar) aktive eden apoptozom
kompleksi [sitokrom-ctkaspaz-9+Apaf-1 (apoptoz aktive edici faktor)]
olusamaz ve sonugta apoptoz engellenir.  Wnt'ler ayrica, kaspazlarin
aktivitesini etkileyen APC lzerinden de apoptozu etkilerler.

Wnt'ler ve Angiogenez

Wnt'ler parakrin faktorler olarak endotelyal, mural ve epitelyal olmak
uzere cesitli hacreler tarafindan sentezlenebilirler ve Wnt/Fzd sinyal yolu
uzerinden endotelyal huacreleri etkilerler. Wnt ligandlar ve Fzd reseptorler
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endotel ve damar diiz kas hiicrelerinde endojen olarak bulunurlar. insanda
pulmoner arter diz kas hucrelerinde, dermal mikrovaskuler hicrelerde ve
insan umbilikal ven endotel hicrelerinde Wnt ve Fzd varligi gosterilmistir (10,
91).

wnt hedef genlerin (B-katenin/TCF/LEF1 kompleksi) transkripsiyon
arunleri igerisindeki; hiucre siklusunda fonksiyon goren faktorler (c-myc, cyclin
D1 vs), ekstraselliler matriks bilesenleri (fibronektin, cadherin vs.), IL8 ve
MMP’ler ile cesitli bliyume faktorleri (FGF, VEGF vs.) anjiogenez ile
iliskilendirilebilecek drunlerdir. Wnt/B-katenin aktivitesi ¢ogalma, farklanma,
gog, olgunlasma, canliik, morfogenez ve apoptozda etkilidir ve anjiogenezde
(embriyonik anjiogenezde, neovaskularizasyonda) Wnt/B-catenin aktivitesi

anjiogenik faktor olarak rol oynamaktadir. (10, 91).

Wnt'lerin Hastaliklar ile iligkisi

Wnt'ler embriyogenez sirasinda gelisimsel program dahilinde
gerceklesen hucre-hlcre etkilesimi temelinde c¢ogalma, farklanma, gdc,
olgunlagsma ve apoptoz olaylarinda kritik rollere sahiptirler. Wnt'ler, embriyoda
gastrulasyon surecinde gergeklesen dogru aks induksiyonu, dogru ve simetrik
morfogenez ile nodrulasyon, somitogenez, segmentasyon, organogenez ve
embriyonik vaskuler gelisim olaylanmalari i¢in kok hucreleri kilavuzlayan
onemli aktorlerdendir. Ayrica embriyogenez surecine ilave olarak, erigkin kok
hicre homeostazisinde, normal hicre siklus surecinde, hlcre iskeleti, hiicre-
hicre adhezyon kompleksi (kaderin/katenin), apoptoz ve rejenerasyonda
etkindirler.  Wnt sinyal yollarinin aktivitelerinin katkisiyla gerceklesen bu
olaylanmalar ayrica Wnt sinyal yollarinin siki regulasyonu (Wnt antagonistleri,
diger sinyal yollari ve molekulleri ile etkilesim) ile dogru bir sekilde fonksiyon
gormesi sonucunda saglanmaktadir. Ancak sinyal yollarindaki bir anormallik
veya mutant molekuller normal isleyisi bozarak patolojik tablolara yol acarlar.
TUumodrogenezde, bazi hastaliklarda ve bazi kalitsal hastaliklarda bu aberrant
Wnt sinyal yollar gosterilmigtir. Burada olay ligand, reseptor ve suregte rol
alan molekullerin ekstraseluler antagonist molekuller, Wnt sinyal yolu ile iligkili
intraselller molekuller (sitoplazmik destruksiyon kompleks) kromozomal
lokasyonlarindaki translokasyonlar ve sentez asamalarindaki her bir suregte

(transkripsiyonel,  post-transkripsiyonel  modifikasyon, @ RNA  splicing,
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translasyon, posttranslasyonel modifikasyon) olusabilen bir mutasyon ve/veya
kaybi (yoklugu, azhgi) sonucu patolojik tablolarin ortaya ¢ikmasidir.

Tamoran  olusumu, progresyonu ve metastazinda [(-katenin’in
upregulasyonu onemli ve kritik bir sdregtir. Wnt sinyal yolu ile iligkili
molekillerdeki mutant degisiklikler, sitoplazmik ve ntklear B-katenin birikimine
neden olurlar ve artan B-katenin aktivitesi ile hedef gen UrlUnlerin (hicre
siklusu, adhezyon, protoonkogen ve anjiogenik faktorler) etkilerini arttirirlar.
Cesitli tarlerde ve insanda bu familyal ya da sporadik olabilen mutasyonlar
gosterilmistir. Kanser tedavisinde molekuler hedeflerden biride Wnt/B-katenin
sinyal yoludur ve anti-kanser droglardan, potansiyel Wnt sinyal inhibitorleri de
gosterilmistir (73, 79, 80, 92-95).
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3. GEREGC VE YONTEM

3. 1. Kullanilan Deney Hayvanlari ve Deney Gruplari
Bu calismada, agirliklari 250-300 g arasinda degisen, erigskin “Wistar
Albino” disi ratlar kullanildi. Hayvanlar deney suresince standart pellet yem ve
cesme suyu ile beslendiler. Calisma igin Cumhuriyet Universitesi Deney
Hayvanlari Etik Kurulu'ndan 04.12.2008 tarih ve B.30.2.CUM.0.01.00.00-
50/283 sayili onay belgesi alinmistir.

Deney Gruplari

GRUP-1: 2 hafta boyunca 12 saatlik aydinlik ve karanlik periyotlar
saglanarak gebelik olusturuimayan normal 0Ostrus siklusunun saglandigi
hayvan grubu. Normal Ostrus siklusuna girdigi kabul edilen hayvanlara, 5.
guinden sonraki 1., 2., 3. ve 4. gunlerde (didstrus, proodstrus, Ostrus ve
metdstrus) ve her gun i¢in 5 hayvan olmak Uzere ylUksek doz anestezik madde
(sodyum penta-barbital) intraperitoneal yoldan verilerek 6tenazi uygulandi ve
uterus dokulari incelenmek tzere alindi.

GRUP-2: 2 hafta boyunca 12 saatlik aydinlik ve karanlik periodlar
saglanarak, normal Ostrus siklusunun saglandigi ve gebelik olusturulacak
hayvan grubu. 5. ginden sonra disi ratlar gebelik saglanmasi igin erkek rat
kafeslerine alindi. Ertesi gun vajinal plak olusumuna bakilarak vajinal tikag
gorulen ratlar gebe kabul edilerek ayri kafeslere alindi. Vajinal plagin
goruldigu gun gebeligin 1. gunt olarak kabul edildi. Gebe hayvanlara,
gebeligin 5., 6., 7., 8. ve 9. gunlerinde ve her gun i¢in 5 hayvan olmak Uzere,
yuksek doz anestezik madde (sodyum penta-barbital) intraperitoneal yoldan

verilerek 6tenazi uygulandi ve implantasyon bdlgeleri incelenmek Gzere alindi.

3. 2. Kullanilan Cihazlar

e Ben Mari (Leica, Germany)

¢ Doku Takip Cihazi (Leica, Germany)

e Embedding Oven (MKN Taab, UK)

¢ Floresan Mikroskop (Olympus BX51, Tokyo, Japan)

e Hassas Tarti (Denver Instrument Company, USA)
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e Manyetik Karistirici (BIBBY Stuart, UK)

e Mikro Dalga Firin (Argelik MD 554 intellwave, Turkiye)

e Mikropipetler (10 ul, 20 ul, 200 ul ve 1000 pl, Gilson, USA)
e Mikrotom (Leica, Germany)

¢ Ph Metre (Metle Toledo MP 2200, UK)

¢ Vorteks (Clifton Cyclone, UK)

3. 3. Kullanilan Kimyasal Maddeler
e Antikorlar
= primer antikorlar;
e Dkk-1 (G-18): sc-30785 S.Cruz Bio.,
¢ Rabbit anti-human sFRP-1: NBP1-02432 Novus Bio.,
e WIF-1 (K-16): sc-30791, S.Cruz Bio.,
= sekonder antikorlar;

e Donkey anti-goat IgG-FITC: sc-2024, S.Cruz Bio.,
e Goat anti-rabbit IgG-Cy3: AP132C-Millipore

¢ Crystal Mount Aqueous Mounting (Sigma, USA)

¢ DAPI (Sigma, 32670)

¢ Eozin (Biooptica, Milano, Italy)

¢ Gel Mount Aqueous Mounting (Sigma, USA)

e Hematoksilen (Biooptica, Milano, Italy)

e Large Volum Ultra Clean Diluent (Lab Vision, UK)

e Large Volum Ultra V Blok (Lab Vision, UK)

e Normal donkey serum (Multicell- Kat. No: 035110)

e Normal goat serum (Multicell- Kat. No: 053110)

e Paraformaldehit (Sigma, USA)

¢ Phosphate Buffer Saline (PBS) (Sigma, USA)

e Sodyum borohidrid (NaBH,) (Merck, Germany)

e Triton X-100 (Sigma, USA)

3. 4. Doku Preparasyonu
Otenazi sonrasinda uterus dokulari, % 4’lik paraformaldehid ile 6-8 saat

veya % 10’luk tamponlu formaldehid ile 30-36 saat sure ile fikse edildikten
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sonra dehidrasyon ve seffaflandirma basamaklarini takiben parafinde
bloklandi.

3. 5. Isik Mikroskopi

Isik mikroskopik incelemeler icin parafine gomulen o6rneklerden Leica
marka mikrotom ile alinan 5 ym kalinhgindaki seri kesitlere genel morfolojiyi
gostermek amaciyla hematoksilen-eozin boyama uygulamasi yapildi ve

Olympus BX51 (Tokyo, Japan) mikroskobu ile gorunttler alindi.

3. 6. immiinofloresan Mikroskopi

Parafine gdmulu doku orneklerinden lamlara alinan 4-5 um’lik kesitlere
ksilol ile deparafinizasyon, azalan konsantrasyonlardaki etil alkol serileri ile
rehidrasyon yapilan kesitler distile suda yikandi ve mikrodalga firinda 95 °C’
de 10 mM sitrat buffer pH:6 da 5 dakika antijen retrival uygulandi. Kesitler,
PBS-Triton-X 100 ile 2x5 dakika yikandi. Normal serum (Normal donkey
serum, Multicell- Kat. No: 035110., Normal goat serum, Multicell- Kat. No:
053110) ile nonspesifik boyanmalarin engellenmesi icin 20 dakika oda 1sisinda
inkiibe edilen kesitler +4 °C’de 1 gece PBS ile 1:100 oranda diliie edilen
primer antikorlar ile inkibe edildi. PBS-Triton-X 100 ile 2x5 dakika yikama
yapildi. Bundan sonraki asamalar oda Isisi ve karanlik ortamda
gerceklestirildi. Kesitler, PBS ile 1:500 oranda diliie edilen sekonder antikorlar
ile 37° C de 30 dakika inkiibe edildi ve PBS-Triton-X 100 ile 2x5 dakika yikama
yapilan kesitlere 5 dakika DAPI (200nm/ml) ile nuklear boyama yapildi. PBS-
Triton-X 100 ile 2x5 dakika yikama yapildiktan sonra kapatma mediumu ile
kesitler kapatildi ve uygun filtreler kullanilarak Floresan mikroskop (Olympus
BX51, Tokyo, Japan) ile goruntulendi. Negatif kontrol kesitlere primer antikor

inkibasyonu yapilmayarak diger asamalar ayni sekilde uygulandi.
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4. BULGULAR

4. 1. Grup-1 bulgulan
Gebelik olusturulmayan hayvan grubunda, siganlardaki Ostrus siklusu
evrelerinin histolojik 6zelliklerine gore, didstrus, prodstrus, ostrus ve metostrus
olarak siklus evreleri degerlendirildi. Her evre igin, hematoksilen-eozin
boyama ile 1sik mikroskopide genel morfolojiye ait bulgular ve Wnt
antagonistlerinden Dkk-1, sFRP-1 ve WIF-1 i¢cin immunofloresan boyamalar ile
immunofloresan mikroskopi bulgulari elde edildi.
4. 1. 1. Ostrus siklusu bulgular H-E
Diostrus evresinde; uterus Iumeni yarik seklinde, kubik-prizmatik
luminal epitel, mitotik figir ve nadir dejeneratif hicreler, atrofik ve kollabe
endometrial bezler, stromal 6dem ve stromada polimorfonuklear l6kositler
izlendi (Sekil 4.1. A).

Proostrus evresindeki uterusta; limen epiteli daha ¢ok prizmatik
yapida gozlenirken, epitel hicrelerinde mitotik figtrler varhdini strdariyordu.
Bu evrede dejenerasyon godzlenmezken, mukozada sadece birkag lokosit
izlendi. Endometrial bezler hipertrofik olup vaskularizasyon ve 6dem artisi
belirgindi (Sekil 4.1. B).

Ostrus evresinin erken déneminde; bez ve luminal epitelde hicresel
dejenerasyonlar, mitotik aktivite kaybi ve |6kosit infiltrasyonu gozlenirken ge¢
Ostrus evresinde luminal dilatasyon, luminal epitele kadar uzanan stromal

vaskularizasyon artisi izlendi (Sekil 4.1. C).

Metostrus evrede; bez ve luminal epitelde vakuolar dejenerasyonlar
devam ederken, mitotik aktivitenin tekrar baglamasi ve degisken olabilen
I6kosit infiltrasyonu, azalan vaskularizasyon izlendi (Sekil 4.1. D).
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Sekil 4. 1. Ostrus siklusu evreleri: A-distrus, B-prodstrus, C-dstrus, D-
metdstrus (UL: Uterus Limeni, LE: Luminal Epitel, L: Lokosit, BE: Bez Epiteli,
KD: Kan Damari)
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4. 1. 2. Ostrus siklusu evrelerinde Wnt antagonistlerinin
immunolokalizasyonlari

(Tablo 4.1 de eksprese olduklari lokalizasyonlar gosterilmistir)

Dkk-1; 6strus siklusunun butin evrelerinde, luminal epitel ve subluminal
stromada zayif ekspresyonu izlenirken, subluminal bdlgeden bazal
endometriuma dogru stromada, artan ekspresyonu goruldu (Sekil 4.2. l1a-c,
2a, Sekil 4.3. 2a, 2d). Endometrial bez epitelinde zayif ekspresyonu gorulen
Dkk-1’in, endometrial bezlerin etrafindaki stromada kuvvetli ekspresyonu vardi
(Sekil 4.2. 1d-e, 2b, Sekil 4.3. 2b). Stromal kan damarlarinda, gerek
kapillerlerde gerekse arteriollerde, endotelyal bir ekspresyonu izlenmezken,
kan damarlari etrafindaki stromada kuvvetli immunolokalizasyonu goruldu
(Sekil 4.2. 1e, 2f). Miyometrial diz kas tabakalarinda ekspresyonu tesbit
edilmedi (sekil 4.2. 1a,1c, 2d-e, 2h, Sekil 4.3. 1d, 2c). Perimetrial bag dokuda,
miyometriumun vaskuler tabakasinin bag dokusunda, miyometrial kan
damarlarinin etrafindaki bag dokuda ve mezometrial bag dokuda kuvvetli
immunoreaksiyon gozlendi (Sekil 4.2. 1c, 2g, Sekil 4.3. 1a, 2e).

SFRP-1; 0Ostrus siklusu boyunca butin evrelerde, luminal epitel ve
endometrial bez epitelinde kuvvetli ekspresyonu goruldu (Sekil 4.4. 1a-c, 2a,
Sekil 4.5. 1a, 1f, 2a, 2c). Stromal kan damarlarinda, arteriolar ve kapiller
endotelinde belirgin sekilde eksprese idi (Sekil 4.4. 1d, 2f, Sekil 4.5. 2h).
Subluminal stromada diger stromal alanlara goére daha kuvvetli bir ekspresyon
izlenirken (predesidual hicre lokalizasyonlarinda), stromada genel olarak zayif
ekspresyonu izlendi (Sekil 4.4. 1c, 2e, Sekil 4.5. 1f, 2d). Miyometriumun
vaskuler tabakasinda kapiller ve arteriol endotelinde eksprese idi. Perimetrial,
mezometrial ve miyometrial bag dokuda sFRP-1’in ekspresyonu izlenmezken,
miyometrial duz kas tabakalarinda zayif ekspresyonu vardi (Sekil 4.4. 1le,
Sekil 4.5. 1d, 2f). Ayrica, bu sayillan lokalizasyonlardaki sFRP-1
ekspresyonlari, proostrus evrede diger evrelerden daha kuvvetli bir sekilde
izlendi (Sekil 4.4. 2a-f).

WIF-1; Ostrus siklusu boyunca butun evrelerde, luminal epitel ve
endometrial bez epitelinde ekspresyonu gozlendi (Sekil 4.6. 1c, 1d, 2c, 2e,
Sekil 4.7. 1a, 2c). Stromal kan damarlarinda kapiller ve arteriol endotelinde
belirgin ekspresyonu izlendi (Sekil 4.6. 1e, 2c, Sekil 4.7. 1d, 1f). Stromada

batdn alanlarda, genel olarak ayni kuvvette bir ekspresyon vardi (Sekil 4.6. 1c,
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2a, Sekil 4.7. 1a, 2d). Miyometriumun vaskuler tabakasinda kapiller ve arteriol
endotelinde eksprese idi ve perimetrial, mezometrial ve miyometrial bag
dokuda ekspresyonu izlenmezken, miyometrial duz kas tabakalarinda sFRP-

1’e gore daha kuvvetli bir ekspresyonu vardi (Sekil 4.6. 1f, 2a, 2d, 2f, 2g, Sekil
4.7. 1c, 2a). .

Tablo 4. 1. Ostrus siklusu evrelerinde Wnt antagonistlerinin

immunolokalizasyonlari

ENDOMETRIUM
PMB M STR
LE BE EN
SLS BS
Dkk-1 +3 - + + + +3 -
sFRP-1 - +2 +° +° +° + +2
WIF-1 - +2 +2 +2 + + +2

PMB; Perimetrial-Miyometrial bag doku, M; Miyometrial diiz kas tabakalari, LE; Luminal epitel,
BE; Bez epiteli, STR; Stroma, SLS; Subluminal stroma, BS; Bazal stroma, EN; Endotel,

+*: Kuwvetli ekspresyon, +2: Orta kuvvetteki ekspresyon, + ; Zayif ekspresyon, - ; Ekspresyon
yok
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Sekil 4. 2. 1a-f; dibstrus, 2a-i; proostrus evrede Dkk-1’in
immunolokalizasyonlari. Negatif kontrol kesitler; 1f, 2i (UL: Uterus Limeni,
LE: Luminal Epitel, L: Lokosit, BE: Bez Epiteli, M: Miyometrium, SLS:
Subluminal Stroma, EBS: Endometrial Bazal Stroma, EN: Endotel, PMB:
Perimetrial Miyometrial Bag doku)
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Sekil 4. 3. 1laf; Ostrus, 2a-f; metdstrus evrede Dkk-1’in
immunolokalizasyonlari. Negatif kontrol kesitler; 1f, 2f (UL: Uterus Limeni,
LE: Luminal Epitel, L: Lokosit, BE: Bez Epiteli, M: Miyometrium, SLS:
Subluminal Stroma, EBS: Endometrial Bazal Stroma, EN: Endotel, PMB:
Perimetrial Miyometrial Bag doku)
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Sekil 4. 4. 1la-f; didstrus, 2a-f; prodstrus evrede sFRP-1’in
immunolokalizasyonlari. Negatif kontrol kesitler; 1f, 2b (UL: Uterus Limeni,
LE: Luminal Epitel, L: Lokosit, BE: Bez Epiteli, M: Miyometrium, SLS:
Subluminal Stroma, EBS: Endometrial Bazal Stroma, EN: Endotel, PMB:

Perimetrial Miyometrial Bag doku)
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Sekil 4. 5. 1la-f; Ostrus, 2a-i; metdstrus evrede sFRP-1’in
immunolokalizasyonlari. Negatif kontrol kesitler; 1b, 2b, 2i (UL: Uterus
Ldmeni, LE: Luminal Epitel, L: Lokosit, BE: Bez Epiteli, M: Miyometrium, SLS:

Subluminal Stroma, EBS: Endometrial Bazal Stroma, EN: Endotel)
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Sekil 4. 6. la-f; dibstrus, 2a-i; proostrus evrede WIF-1'in
immunolokalizasyonlari. Negatif kontrol kesitler; 1b, 2i (UL: Uterus Limeni,
LE: Luminal Epitel, L: Lokosit, BE: Bez Epiteli, M: Miyometrium, SLS:
Subluminal Stroma, EBS: Endometrial Bazal Stroma, EN: Endotel, PMB:
Perimetrial Miyometrial Bag doku, S: Stroma)
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Sekil 4. 7. 1la-f; Ostrus, 2a-i;j metostrus evrede WIF-1’in

immunolokalizasyonlari. Negatif kontrol kesitler; 1b, 2b (UL: Uterus Limeni,

LE: Luminal Epitel, L: Lokosit, BE: Bez Epiteli, M: Miyometrium, SLS:

Subluminal Stroma, EBS: Endometrial Bazal Stroma, EN: Endotel, S: Stroma)
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4. 2. Grup-2 bulgulari

4. 2. 1. Gebeligin 5. guinii

Isik mikroskopi bulgulari; epitel ve subluminal stroma; dejenerasyon ve
vakuolizasyonun olmadigi prizmatik ve kubik uterus Iimen epiteli, apikal
yuzeyde artmis silya ve nadiren intraepitelyal, bazal membran ve subluminal
yerlesimli I0kositler izlendi. Subluminal stromanin diger stromal bolgelere gore
hldcreden zengin oldugu ve uzantili-igsi kiguk stromal hlcrelerin daha buyuk
ve toparlak predesidial hlcrelere farklandigi goérildd. Luminal epitele kadar
uzanan bir yudksek vaskularizasyon izlenmedi. Endometrial bezler; bez
epitelinde dejenerasyon ve vakuolizasyon izlenmedi. Hipertrofi ve dilatasyon
baglamisti. Stroma; kiuguk ig sekilli stromal hicreler ve I6kositler gorulda.

Yogun bir vaskularizasyon izlenmedi (Sekil 4.8. A-D).

Sekil 4. 8. Gebeligin 5.ginunde 1sik mikroskopi bulgular (H-E). (UL: Uterus
Ldmeni, LE: Luminal Epitel, BE: Bez Epiteli, SLS: Subluminal Stroma)
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Gebeligin 5.giiniinde Wnt antagonistlerinin immunolokalizasyonlari;
(Tablo 4.2 de eksprese olduklari lokalizasyonlar gosterilmigtir)

Dkk-1; luminal epitel ve bez epitelinde zayif ekspresyonlari izlenirken
endometrial stromada, subluminal stromal boélgeden baslayarak, bazal
endometriuma gidildikge artan bir ekspresyonu izlendi (Sekil 4.9. A-C). Ancak,
bu stromal ekspresyon 0Ostrus siklus evrelerindeki ekspresyonlara gore daha
zayifti. Perimetrial ve miyometriumun vaskuler tabakasinin bag dokularinda
kuvvetli immuanoreaksiyonlari goruldi (Sekil 4.9. D). Subluminal stromal
alanda, Ostrus siklusu evrelerinden farkli olarak, predesidtal hicrelerin
lokalizasyonlarinda espresyonu goruldu (Sekil 4.9. E-F). Stromal arteriolar
endotelde ve kapiller kan damarlarinda endotelde zayif
immunolokalizasyonlari izlendi (Sekil 4.9. E-F). Miyometrial diz kas
tabakalarinda ekspresyonu izlenmedi (Sekil 4.9. C-D).

sFRP-1; Iluminal epitel ve bez epitelinde, miyometrial diz kas
tabakalarinda eksprese edildi ($ekil 4.10. A, D, F). Subluminal alanda,
predesidual hicrelerin lokalize oldugu stromada daha kuvvetli olmak Uzere,
biatin stromal alanlarda ekspresyonu izlendi (Sekil 4.10. C, E). Stromal ve
miyometriumun vaskuler tabakasindaki, arteriollerde ve kapiller kan
damarlarinda  endotelyal ekspresyonlari izlenirken  perimetrial ve
miyometriumun vaskuler tabakasinin bad dokusunda bir immunoreaksiyon
izlenmedi (Sekil 4.10. B, D, G).

WIF-1; luminal epitel ve bez epitelinde daha kuvvetli olmak Uzere,
miyometrial duz kas tabakalarinda eksprese edildi (Sekil 4.11. A, B, D, F).
Stroma ve miyometriumda, arteriolar ve kapiller kan damarlarinda endotelyal
immunoreaksiyonlari izlendi (Sekil 4.11. C, G). Perimetrial ve miyometriumun
vaskuler tabakasinin bag dokusunda eksprese edilmedi (Sekil 4.11. F).
Endometrial stromanin butin bdlgelerinde dstrus siklusu evrelerine gore daha

zayif bir immuanolokalizasyon gorulda.



Tablo 4.

Gebeligin

immunolokalizasyonlari

5.glinilinde,
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Wwnt  antagonistlerinin

ENDOMETRIUM
5.GUN PMB STR
LE BE EN
SLS BS
Dkk-1 +3 + + + +3 -
sFRP-1 - +° +2 +2 + +
WIF-1 - +2 +2 + + +2

PMB; Perimetrial-Miyometrial bag doku, M; Miyometrial diiz kas tabakalari, LE; Luminal epitel,
BE; Bez epiteli, STR; Stroma, SLS; Subluminal stroma, BS; Bazal stroma, EN; Endotel,
+2: Kuvvetli ekspresyon, +2; Orta kuvvetteki ekspresyon, + ; Zayif ekspresyon, - ; Ekspresyon

yok
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Sekil 4. 9. Gebeligin 5.gununde Dkk-1’in immunolokalizasyonlari. Negatif

kontrol kesit; H (UL: Uterus Lumeni, LE: Luminal Epitel, BE: Bez Epiteli, M:
Miyometrium, SLS: Subluminal Stroma, BS: Bazal Stroma, EN: Endotel, PMB:
Perimetrial Miyometrial Bag doku)



o1

Sekil 4. 10. Gebeligin 5.gininde sFRP-1’in immunolokalizasyonlari. Negatif
kontrol kesit; H (UL: Uterus Lumeni, LE: Luminal Epitel, BE: Bez Epiteli, M:
Miyometrium, SLS: Subluminal Stroma, EN: Endotel, PMB: Perimetrial
Miyometrial Bag doku)
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Sekil 4. 11. Gebeligin 5.gununde WIF-1'in immunolokalizasyonlari. Negatif
kontrol kesit; H (UL: Uterus Lumeni, LE: Luminal Epitel, BE: Bez Epiteli, M:
Miyometrium, SLS: Subluminal Stroma, EN: Endotel, PMB: Perimetrial
Miyometrial Bag doku)
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4. 2. 2. Gebeligin 6. gunu

Isik mikroskopi bulgulari; epitel ve subluminal stroma; luminal epitel
prizmatikti, apikal ylzeyde daha da artmig silya ve intraepitelyal, bazal
membran ve subluminal yerlesimli I6kositlerde artis izlendi. Subluminal
stromada, predesidual hicre farklanmasi yaninda artmis I6kosit infiltrasyonu
ve artan vaskularizasyon goruldu. Endometrial bezler; daha dilate idi, bez
epitelinde intraepitelyal ve bazal membrana yakin yerlesimli l6kositler vardi.
Stromada; kuguk ig sekilli stromal hicreler, artmis I6kosit infiltrasyonu ve

vaskularizasyonda artis izlendi (Sekil 4.12. A-D).

50.0 ym

Sekil 4. 12. Gebeligin 6.glininde 1s1k mikroskopi bulgular (H-E). (UL: Uterus
Ldmeni, LE: Luminal Epitel, L : Lékosit, B : Blastosist, BE: Bez Epiteli, SLS:

Subluminal Stroma)
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Gebeligin 6.giininde Wnt antagonistlerinin immiinolokalizasyonlari;
(Tablo 4.3 te eksprese olduklari lokalizasyonlar gosterilmigtir)

Dkk-1; luminal epitel ve bez epitelinde zayif ekspresyonlari izlenirken
endometrial stromada subluminal stromal bodlgeden baslayarak, bazal
endometriuma gidildikge artan ekspresyonu izlendi (Sekil 4.13. A, B, D). Bu
ekspresyon 5. gune gore daha kuvvetliydi. 5. gine benzer sekilde perimetrial,
mezometrial ve miyometriumun vaskuler tabakasinin bag dokularinda kuvvetli
immunoreaksiyonlar goérulda (Sekil 4.13. C). Miyometrial diz kas
tabakalarinda ekspresyonu izlenmedi (Sekil 4.13. B, C, D, G). Arteriolar
endotelde ve kapiller endotelde zayif bir immunolokalizasyon izlendi (Sekil
4.13. C, E, G).

sFRP-1; 5. gunden farkli olarak, endometrial stromanin bitin alanlarinda
zayIf ekspresyonu izlenirken, diger bulgular ayni 6zellikteydi (Sekil 4.14. A-H).

WIF-1; luminal epitel, bez epiteli ve miyometrial diz kas tabakalarinda 5.
gune gore daha kuvvetli bir ekspresyon izlendi (Sekil 4.15. A-G). Miyometrial
diz kas tabakalarindaki ekspresyon artisi daha belirgindi (Sekil 4.15. F).
Endometrial stromanin batin bolgelerinde 5. glne benzer sekilde bir
ekspresyonu izlenirken stroma ve miyometriumda, arteriolar ve kapiller kan

damarlarinda endotelyal ekspresyonlari izlendi (Sekil 4.15. E, G).

Tablo 4. 3. Gebeligin 6. gununde, Wnt antagonistlerinin

immunolokalizasyonlari

ENDOMETRIUM
6.GUN PMB M STR
LE BE EN
SLS BS
Dkk-1 +3 - + + + +3 +
sFRP-1 - +2 +2 +2 +2 + +2
WIF-1 - +2 +2 +2 + + +2

PMB; Perimetrial-Miyometrial bag doku, M; Miyometrial diiz kas tabakalari, LE; Luminal epitel,
BE; Bez epiteli, STR; Stroma, SLS; Subluminal stroma, BS; Bazal stroma, EN; Endotel,

+°; Kuvvetli ekspresyon, +%; Orta kuvvetteki ekspresyon, + ; Zayif ekspresyon, - ; Ekspresyon
yok
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Sekil 4. 13. Gebeligin 6.gininde Dkk-1’in immunolokalizasyonlari. Negatif
kontrol kesit; H (UL: Uterus Limeni, LE: Luminal Epitel, BE: Bez Epiteli, M:

Miyometrium, SLS: Subluminal Stroma, BS: Bazal Stroma, EN: Endotel, PMB:
Perimetrial Miyometrial Bag doku)
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Sekil 4. 14. Gebeligin 6.ginlinde sFRP-1’in immunolokalizasyonlari. Negatif

kontrol kesit; H (UL: Uterus Lumeni, LE: Luminal Epitel, BE: Bez Epiteli, M:
Miyometrium, SLS: Subluminal Stroma, BS: Bazal Stroma, EN: Endotel, PMB:
Perimetrial Miyometrial Bag doku)
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Sekil 4. 15. Gebeligin 6.giniinde WIF-1’in immunolokalizasyonlari. Negatif
kontrol kesit; H (UL: Uterus Lumeni, LE: Luminal Epitel, BE: Bez Epiteli, M:
Miyometrium, EN: Endotel)



58

4. 2. 3. Gebeligin 7. guinu

Istk mikroskopi bulgulari; bu dénemde, blastosist apozisyon ve
atasman sonrasinda antimezometrial lokalizasyon goOstererek, bu bolgede
implantasyon zonu veya desidual kript alanini olusturdugu goézlendi (Sekil
4.16. A, B). Implantasyon bdlgesi, blastosisti iceren bir antimezometrial oda,
bunu sinirlayan luminal epitel kapanmasi ile karakterize mezometrial oda ve
bunun devaminda ise uterus lumen alanlari ile iyi ayirt edilebiliyordu (Sekil
4.16. B, C). Implantasyon alanindaki luminal epitel, antimezometrial odadan
mezometrial oda ve uterus lumeni boyunca, koyu boyanip yassi, kubik ve
alcak prizmatik morfolojiye sahipti (Sekil 4.16. D, Sekil 4.17. H, I). Desidual
kript bolgesinde ise epitelde dejeneratif degisikliklerin oldugu, bazi alanlarda
tamamen ortadan kalktigi goézlendi (Sekil 4.16. C, Sekil 4.17. J, L).
Antimezometrial ve mezometrial odayi cevreleyen subepitelyal alanda 3-4
hidcre sirasindan olusan, sikica biraraya gelmis, buylk poligonal desidual
hicrelerin  primer desidual zonu sekillendirirken (Sekil 4.16. D-F)
antimezometrial bolgede bu zonun disinda buyuk poligonal hucrelerden
olusan sekonder desidual zon belirgindi (Sekil 4.16. D-F). Sekonder dasidual
zonun disinda ise olgun desidual hudcrelere farkllasma asamasinda
predesidual hucreler, ig sekilli farkhlagsmamis stromal hicreler ve endometrium
ile miyometrium sinirinda bir iki sira sikica biraraya gelmis stromal hucrelerin
olusturdugu kapsul benzeri yapi belirgindi (Sekil 4.16. A, Sekil 4.17. G, K).



Sekil 4. 16. Gebeligin 7.ginlinde 1sik mikroskopi bulgular-1 (H-E). (MD:

Mezometrial Desidua, AD: Antimezometrial Desidua, K: Kapsul, MO:

Mezometrial Oda, AO: Antimezometrial Oda, DK: Desidual Kript, UL: Uterus
Ldmeni, LE: Luminal Epitel, BZ: Bazal Zon, E: Embriyo, PDZ: Primer Desidual
Zon, SDZ: Sekonder Desidual Zon, Ok baslari sari-siyah: Embriyo)
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Sekil 4. 17. Gebeligin 7.ginlinde 1sik mikroskopi bulgular-2 (H-E). (MD:
Mezometrial Desidua, AD: Antimezometrial Desidua, UL: Uterus Limeni, LE:
Luminal Epitel, BZ: Bazal Zon, E: Embriyo, PDZ: Primer Desidual Zon, SDZ:

Sekonder Desidual Zon)
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Gebeligin 7.giininde Wnt antagonistlerinin immunolokalizasyonlari;
(Tablo 4.4 de eksprese olduklari lokalizasyonlar gosterilmigtir)

Dkk-1; Bu donemde Dkk-1 genel olarak antimezometrial ve lateral
desidual reaksiyon alanlari ile desidual kript bolgesinde guglu bir ekspresyona
sahipti (Sekil 4.18. A-E). Embriyo bélgesinin ¢evresinde zayif olmak Uzere,
embriyonun lateral alanlarindan mezometrial ve bazal yonlere dogru uzanan
sekonder desidual zonda gittikge artig gosteren bir immunolokalizasyona
sahipti (Sekil 4.18. B,C). Mezometrial odada stromal hucrelerin henlz
farklanmadigi uterus Iimeni etrafi ve primer desidlial zonun digindaki stromal
hicrelerde Dkk-1 ekspresyonu izlenmezken (Sekil 4.18. A, D) uterus Iimen
epitelinde ¢ok zayif bir lokalizasyona, primer desidual zonda ise guglu bir
ekspresyona sahipti (Sekil 4.18. E). Endometrial bazal stromada yerlesmis
bezlerin epitelinde zayif bir immunofloresan reaksiyon gdsteren Dkk-1’in
bezlerin etrafindaki bag dokuda kuvvetli ekspresyonu izlendi (Sekil 4.16. C,
G). Miyometrial duz kas tabakalarinda ise ¢ok zayif bir ekspresyon gozlendi
(Sekil 4.18. H).

Bu dénemde Dkk-1, interimplantasyon bélgelerinde luminal epitel ve bez
epiteli ile ylzeyel stromda zayif bir immunolokalizasyon gosterirken, derin
stromada, perimetrial ve miyometrial bag dokuda, 6zellikle miyometriumun
vaskuler tabakasinda damar etrafindaki bag dokuda kuvvetli bir ekspresyona
sahipti (Sekil 4.18. ).

SFRP-1; Gebeligin 7.gununde sFRP-1 genel olarak desidual kript, primer
desidual zon ve bazal stroma hari¢ tim desidual reaksiyon alaninda guglu bir
immunoreaksiyon gosterdi (Sekil 4.19. A). Antimezometrial alanda yassilasmis
desidual hucrelerde sFRP-1 ekspresyonu izlenmezken, sekonder desidual
hicrelerde ve ekstraselller matriksde gugcllu bir lokalizasyon gozlendi (Sekil
4.19. B, C). Bazal bdlgede, en bazaldeki stromal hucreler bir reaksiyon
gostermezken predesidual hulcrelere farkhlastikga artan bir sFRP-1
ekspresyonuna sahipti (Sekil 4.19. C, H). Bu alanda 6zellikle poligonal sekil
kazanan predesidual hiicrelerde sitoplazmik lokalizasyon belirgindi (Sekil 4.19.
G, H). Bu dénemde mezometrial odayi ¢evreleyen desidual hiicrelerde guglu
uniform bir dagilim gosteren sFRP-1, buradan luminal epitel bdlgesine
gidildikgce azalan bir ekspresyona sahipti ve subluminal bdlgede ise bir
immunoreaksiyon gozlenmedi (Sekil 4.19. E, F). Kapsul yapisini olusturan,
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sikica biraraya gelmis hulcrelerde ¢ok zayif bir ekspresyon goézlenirken bu
bolgeye komsu bazal stromadaki kapillerler endotelinde, miyometrial kas
hdcrelerinde ve kapiller endotelinde de sFRP-1 lokalizasyonu gozlendi (Sekil
4.19. E)

Interimplantasyon bolgesinden gegen kesitlerde ise, luminal epitel ve bez
epitelinde daha gugli olmak Uzere subluminal stromada zayif bir sFRP-1
immunolokalizasyonu izlenirken, bazal stroma ve miyometriumdaki kan damari
endoteli ile miyometriumdaki i¢ sirkiler kas tabakalarinda daha gugla bir

ekspresyon gézlendi (Sekil 4.19. H, i).

WIF-1; Gebeligin 7. guninde WIF-1 ekspresyonu daha c¢ok
antimezometrial desidual reaksiyon alaninda yaygin olmasina ragmen
mezometrial oda c¢evresindeki dar bir alanda immunolokalizasyon gosterdi
(Sekil 4.20. A). Antimezometrial bdlgedeki desidual kript bdlgesinde
immunoreaksiyon gozlenmezken, primer desidual zonda zayif, sekonder
desidual zonda ise ekstraselller matriks ve desidual hucrelerde daha guglu bir
ekspresyon izlendi (Sekil 4.20. B). Mezometrial oda ¢evresinde ekstraselller
ve endotelyal reaksiyon gosteren WIF-1, bu bdlgeden luminal epitel bolgesine
gittikge azalan bir ekspresyona sahipti (Sekil 4.20. C, D). Luminal epitel ve
mezometrial alanlarin geri kalan boélgelerinde ise WIF-1 ekspresyonu negatifti
(Sekil 4.20. D). Bu bolgede biraz derin desidual alanlarda yalnizca kapiller
endotelipozitif bir reaksiyona sahipti (Sekil 4.20. E). Bu dénemde bazal
bdlgede, kapsul disindaki endometrial stromadaki yapilarda herhangi bir
reaksiyon gozlenmezken, farklilasan predesidual hicrelerde sitoplazmik, daha
poligonal predesidual hicrelere gegis alaninda ise hem sitoplazmik hem de
ekstraselller ekspresyonu belirgindi (Sekil 4.20. F). Miyometrial i¢ sirkuler
kaslardaki zayif ekspresyonuna karsin uterusun diger tabakalarinda WIF-1
immunolokalizasyonu gozlenmedi (Sekil 4.20. A, F).

Interimplantasyon bolgesinde, WIF-1 ekspresyonu luminal epitel ve bez

epiteli ile stromal kapiller endoteli ile sinirli kalmisti (Sekil 4.20. G, ).
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Tablo 4. 4. Gebeligin 7. gununde, Wnt antagonistlerinin
immunolokalizasyonlari

ENDOMETRIUM
DESIDUA (interimplantasyon)
- m STR

7.GUN s [ s

o L Ll Z

2808 8 8|88 N

a | o L )

Dkk-1 + |+ |2 - -] -1 L] -1+]+]+]F] +

SFRP-1 | + |+ ||+ |+ |+ -] -1+ ++]+]+]+

WIF-1 + [ L2+ + ]+ - -1+ +]+]+]+ ]+

EB; Embriyo bélgesi, PDZ; Primer desidial zon, SDZ; Sekonder desidiual zon, BZ; Bazal zon,
DK; desidual kapsul, DS; Desidial sinizoid, EBS; Endometrial bazal stroma, PMB;
Perimetrial-Miyometrial bag doku, M; Miyometrial diiz kas tabakalari, LE; Luminal epitel, BE;
Bez epiteli, STR; Stroma, SLS; Subluminal stroma, BS; Bazal stroma, EN; Endotel,

+2: Kuvvetli ekspresyon, +2; Orta kuvvetteki ekspresyon, + ; Zayif ekspresyon, - ; Ekspresyon
yok
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Sekil 4. 18. Gebeligin 7.gununde Dkk-1’in immunolokalizasyonlari. Negatif
kontrol kesitler; F, J (MD: Mezometrial Desidua, AD: Antimezometrial Desidua,
UL: Uterus Lumeni, LE: Luminal Epitel, BZ: Bazal Zon, K: Kapsul, EB: Embriyo
Bolgesi, PDZ: Primer Desidual Zon, SDZ: Sekonder Desidual Zon, EBS:
Endometrial Bazal Stroma, PMB: Perimetrial Miyometrial Bag doku)
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Sekil 4. 19. Gebeligin 7.gininde sFRP-1'in immunolokalizasyonlari. Negatif
kontrol kesitler; D, J (MD: Mezometrial Desidua, AD: Antimezometrial Desidua,
UL: Uterus Lumeni, LE: Luminal Epitel, BZ: Bazal Zon, K: Kapsul, EB: Embriyo
Bolgesi, PDZ: Primer Desidual Zon, SDZ: Sekonder Desidual Zon, EBS:
Endometrial Bazal Stroma, PMB: Perimetrial Miyometrial Bag doku)
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Sekil 4. 20. Gebeligin 7.gininde WIF-1'in immunolokalizasyonlari. Negatif
kontrol kesitler; H, J (MD: Mezometrial Desidua, AD: Antimezometrial Desidua,
UL: Uterus Lumeni, LE: Luminal Epitel, BZ: Bazal Zon, K: Kapsul, BE: Bez
Epiteli, DH: Desidual Hlcre, EB: Embriyo Bolgesi, PDZ: Primer Desidual Zon,
SDZ:. Sekonder Desidual Zon, EBS: Endometrial Bazal Stroma, PMB:
Perimetrial Miyometrial Bag doku)
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4. 2. 4. Gebeligin 8. guinu

Istk mikroskopi bulgulari; bu donemde antimezometrial desiduanin
genisledigi, blastosistin tamamen gomuldigu ve embriyo bodlgesinden perifere
dogru 1sinsal sekilde dizenlenim gdsteren buyuk ¢ogunlugu olgun desidual
hlcrelerden olusan implantasyon zonu goézlenirken bazal zonda ise sekonder
desidual zonun geniglemesi ile dar bir alanda farklilagsma asamasindaki
stromal hucreler bulunuyordu ve bazal zonun Iluminal epitele komsu
bolgesinde ve miyometriumun igteki sirkuler kas tabakasina komsu bolgesinde
daha belirgin olmak Uzere, sikica bir araya gelmis yassilasmis stromal
hdcrelerin olusturdugu, implantasyon zonunu sinirlayan bir kapsul yapisi
sekillenmigti ayrica, uterus lumeni epiteli etrafinda ve limene acilan ve 1sinsal
sekilde embriyo c¢evresinde daha fazla olmak Uzere antimezometrial
desiduada artmis vaskularizasyon izlendi ve embriyo cevresinden itibaren
lateral ve mezometrial yone dogru uzanan desiduada ekstraseluler matriks
artmisti (Sekil 4.21. A-D).

Embriyo ¢evresinde uterin epitel dejenerasyonu artmisti ve embriyonun
antimezometrial kutbunda, trofoblast invazyonu ile karakterize ve yakininda
maternal kan damarlarinin bulundugu ektoplasental kon sekillenmeye
baslamig, ektoplasental kon alaninda vaskularizasyon artmigti (Sekil 4.21. B).
Parietal endodermin hemen disinda embriyonun etrafinda Reichert membrani
belirmisti. Reichert membrani disindaki 1-2 tabakali trofoblast hicreleri,
desidual hucreler ve maternal kan damarlar ile direkt temas halindeydi (Sekil
4.22. E-G). Mezometrial kutupta epitel dejenerasyonu daha belirgindi ve
trofoblast invazyonu izlendi ayrica mezometrial kutupta bazi desidual
hlcrelerde dejenerasyonlar gortldi ve mezometrial desidual hucreler 7.
gunden farkli olarak daha poligonal bir gérunime sahipti, ig sekilli stromal
hdcreler izlenmiyordu (Sekil 4.21. B-D).



68

Sekil 4. 21. Gebeligin 8.guninde 1sik mikroskopi bulgular-1 (H-E). (MD:
Mezometrial Desidua, AD: Antimezometrial Desidua, K: Kapsul, M:

Miyometrium, EPC: Ektoplasental Kon, PVP: Pirimitif Vitellis kesesi
Plasentasi, UL: Uterus Lumeni, LE: Luminal Epitel, E: Embriyo, PDZ: Primer
Desidual Zon, SDZ: Sekonder Desidual Zon)
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Sekil 4. 22. Gebeligin 8.gununde isik mikroskopi bulgular-2 (H-E). (E:
Embriyo, RM: Riechert Membrani, TH: Trofoblast Hucreleri, DH: Desidual
Hicreler, EPC: Ektoplasental Kon, MS: Maternal Sinizoid, PDZ: Primer
Desidual Zon, SDZ: Sekonder Desidual Zon)
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Gebeligin 8.gilininde Wnt antagonistlerinin immiinolokalizasyonlari;
(Tablo 4.5'te eksprese olduklari lokalizasyonlar gosterilmistir)

Dkk-1; gebeligin bu gununde Dkk-1’in, primer ve sekonder dasidual
zonda 7. gune go6re daha kuvvetli bir ekspresyonu izlenirken embriyo
cevresinde de 7. gline goére artmis bir immunoreaksiyon goérulda (Sekil 4.23. B,
C, G, H). Mezometrial alanda stromal hucrelerin farklanmadigi stromada ve
cepecevre dar bir bolge seklinde izlenen desidual bazal zonda ve kapsuler
yaplyl da igine alan alanlarda ekspresyon izlenmedi ancak, miyometriumun
icteki sirkller diz kas tabakasina komsu endometrial bazal stromada kuvvetli
immunolokalizasyonu vardi (Sekil 4.23. D, E). Primer ve sekonder desiduada
sinlzoid endotelinde ekspresyonu izlenmezken, luminal epitelde ve luminal
epitelin hemen c¢evresindeki desidual stromada zayif ekspresyonu izlendi ve
implantasyon bdlgesini sinirlayan kapsul yapisinda, perimetrial ve miyometrial
bag dokuda kuvvetli immunoreaksiyon devam ediyordu (Sekil 4.23. H).

Embriyo c¢evresinde isinsal sekilde duzenlenim gosteren maternal
sintizoidlere komsu trofoblastik ve desidual hicre alanlarinda, antimezometrial
kutuptaki ektoplasental kon ve mezometrial kutuptaki desidual alanlarda
imminofloresan lokalizasyonlari izlendi (Sekil 4.23. G, I, J).

Interimplantasyon alanlarindaki ekspresyonlari, 7. gundeki bulgularla
ayni ozellikteydi (Sekil 4.23. A).

sFRP-1; 8.gunde sFRP-1’in, embriyo ¢evresindeki primer desidual zonda
immunolokalizasyonu zayif bir sekilde izlenirken, sekonder desidual zonda
ekstraseluler matriksin artis gosterdigi alanlarda daha az olmak Uzere kuvvetli
immunoreaksiyon alanlari izlendi ve desidlal bazal zonda 7. glnden farkli
olarak kapsuler bolgeyi de iceren kuvvetli bir immunoreaksiyonu goruldi (Sekil
4.24. A-C). Ayrica kapsuler yapinin disindaki endometrial bazal stromada
ekspresyonu izlenmezken, endometrial bazal stromadaki bez epitelinde,
arteriol ve kapiller endotelinde eksprese edildi (Sekil 4.24. A, Sekil 4.25. i).
Miyometrial duz kas tabakalarinda ekspresyon devam ediyordu ancak
desidiial alanlardaki kadar kuvvetli degildi (Sekil 4.24. A, Sekil 4.25. i).
Desidual sintzoid endotelinde ve miyometriumun vaskuler tabakasinda arteriol
ve kapiller kan damarlarinda endotelyal ekspresyonlari goéruldi, bag doku
lokalizasyonlari izlenmedi (Sekil 4.24. E, Sekil 4.25. G, H).

Embriyo cevresindeki trofoblastik lakinalardaki sinlizoid endotelinde ve
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trofoblastik laklnalara komsu, trofoblastik ve desidtal hiicre alanlarinda
ekspresyonu izlendi ayrica embriyoblastik hicrelerde (i¢ hucre Kkitlesi ve
endodermal hicreler) ekspresyonlari goruldu (Sekil 4.24. E, F).

Interimplantasyon alanlarinda 7. gunden farkli bir bulgu elde edilmedi
(Sekil 4.25. J).

WIF-1; gebeligin bu gununde WIF-1’in, embriyo gevresindeki primer
desidual zonda =zayif immunolokalizasyonu izlenirken, sekonder desidual
zonda kuvvetli bir ekspresyon vardi ve kapsuler bolgeyi de iceren desidual
bazal zonda zayif bir immunoreaksiyon izlendi (Sekil 4.26. A-C, Sekil 4.27. F,
G). Embriyo gevresindeki, trofoblastik ve desidual hicre alanlarinda zayif bir
immunoreaksiyon izlendi (Sekil 4.26. A, E, F). Luminal epitelde (Sekil 4.28. I,
J), desidual sintzoidal kapiller endotelinde (Sekil 4.27. E), endometrial bazal
stromada bez epitelinde, arteriol ve kapiller endotelinde (Sekil 4.27. H),
miyometrial diz kas tabakalarinda ve miyometriumun vaskuler tabakasindaki
arteriol ve kapiller endotelinde (Sekil 4.27. F, G), kuvvetli immunofloresan
lokalizasyonlari izlendi. Interimplantasyon alanlarindaki ekspresyonlari, 7.
gundeki bulgularla ayni 6zellikteydi (Sekil 4.26. L).

Tablo 4. 5. Gebeligin 8. gununde, Wnt antagonistlerinin

immunolokalizasyonlari

ENDOMETRIUM
DESIDUA (interimplantasyon)
. m STR

8.GUN Q|5

- w|w z

EERERE RSN Nt

o |0 w %)

Dkk-1 | + |+ [+ - | - | - | £ [ - |+ |+ |+ |+ +

SFRP-1 | + [+ | + || £+ | - | - | £+ |+ ]+ + |+

WIF-1 | + | + [+ + |+ |+ |+ -+ + |+ + |+ ]+

EB; Embriyo bolgesi, PDZ; Primer desidiial zon, SDZ; Sekonder desidual zon, BZ; Bazal zon,
DK; desidlal kapsul, DS; Desidlal sinlzoid, EBS; Endometrial bazal stroma, PMB,;
Perimetrial-Miyometrial bag doku, M; Miyometrial diz kas tabakalari, LE; Luminal epitel, BE;
Bez epiteli, STR; Stroma, SLS; Subluminal stroma, BS; Bazal stroma, EN; Endotel,

+°: Kuvvetli ekspresyon, +2; Orta kuvvetteki ekspresyon, + ; Zayif ekspresyon, - ; Ekspresyon
yok
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Sekil 4. 23. Gebeligin 8.gununde Dkk-1'in immunolokalizasyonlari. Negatif
kontrol kesit; F (MD: Mezometrial Desidua, AD: Antimezometrial Desidua, K:
Kapsul, M: Miyometrium, BZ: Bazal Zon, DH: Desidual Hucreler, MS: Maternal
Sintzoid, PMB: Perimetrial Miyometrial Bag doku, UL: Uterus Ldmeni, E:
Embriyo, PDZ: Primer Desidual Zon, SDZ: Sekonder Desidual Zon)
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Sekil 4. 24. Gebeligin 8.gununde sFRP-1’in immunolokalizasyonlari (1).
Negatif kontrol kesit; D (MD: Mezometrial Desidua, AD: Antimezometrial
Desidua, K: Kapsul, M: Miyometrium, BZ: Bazal Zon, DH: Desidual Hucreler,
MS: Maternal Sintizoid, EBS: Endometrial Bazal Stroma, UL: Uterus Limeni,
E: Embriyo, PDZ: Primer Desidual Zon, SDZ: Sekonder Desidual Zon)
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Sekil 4. 25. Gebeligin 8.ginlinde sFRP-1’in immunolokalizasyonlari (2). (M:

Miyometrium, BZ: Bazal Zon, DH: Desidual Hucreler, MS: Maternal Sinuzoid,
UL: Uterus Lumeni, E: Embriyo, PDZ: Primer Desidual Zon, SDZ: Sekonder
Desidual Zon, BE: Bez Epiteli, EN: Endotel, LE: Luminal Epitel)
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Sekil 4. 26. Gebeligin 8.gununde WIF-1'in immunolokalizasyonlari (1). (M:

Miyometrium, BZ: Bazal Zon, DH: Desidual Hulcreler, MS: Maternal Sinlzoid,
UL: Uterus Limeni, E: Embriyo, PDZ: Primer Desidual Zon, SDZ: Sekonder
Desidual Zon)
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Sekil 4. 27. Gebeligin 8.gununde WIF-1’in immunolokalizasyonlari (2). (K:

Kapstl, M: Miyometrium, BZ: Bazal Zon, DH: Desidual Hucreler, MS: Maternal
Sinlizoid, EBS: Endometrial Bazal Stroma, UL: Uterus Limeni, BE: Bez
Epiteli, E: Embriyo, SDZ: Sekonder Desidual Zon)
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Sekil 4. 28. Gebeligin 8.gununde WIF-1’in immunolokalizasyonlari (3). Negatif
kontrol kesit; K (MS: Maternal Sintizoid, UL: Uterus Limeni, E: Embriyo, PDZ:
Primer Desidual Zon, SDZ: Sekonder Desidual Zon, LE: Luminal Epitel, EN:
Endotel, BE: Bez epiteli)
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4. 2. 5. Gebeligin 9. gunu

Istk mikroskopi bulgulari; gebeligin bu doneminde, implantasyon
bdlgesindeki stromal hicrelerin buyuk bolimu sadece antimezometrial alanda
degil, mezometrial bolgede de desidual kicrelere farkhlasmisti (Sekil 4.29. A-
D). Mezometrial bélgede, mezometrial oda epitelinin tamami ile uterin lGmen
epitelinin buylk kismi ortadan kalkmig, bu alanlar artmis zengin kan damarlari
ve desidual hucrelerce doldurulmustu (Sekil 4.29. A-C). Bu dénemde desidual
reaksiyon alanlarini sinirlayan desidual kapsulde énceki dénemlere goére
oldukga belirgindi (Sekil 4.29. A, B). Antimezometrial bolgede ise embriyo ve
embriyo cevresindeki dokularda da belirgin degisiklikler izlendi (Sekil 4.29. A,
D, Sekil 4.30. E, F). Embriyonik tabakalar daha belirgin olarak izlenirken,
Reichert membrani digindaki trofoblast hlicreleriantimezometrial kutupta kan
damarlar ile temas kurarak vitellus kesesini, mezometrial kutupta ise
ektoplasental konu sekillendirdikleri gozlendi (Sekil 4.30. E-G). Bu dénemde
embriyoyu lateralden sinirlayan sikica biraraya gelmis desidual hucrelere
karsin, antimezometrial kutupta dev trofoblast hucrelerinin zengin kan
damarlar ile iliski kurarak vitellus kesesi sirkulasyonunu baglattigi gozlendi
(Sekil 4.30. E-G). Mezometrial kutupta ise ektoplasental konun dis sinirindaki
trofoblast hucrelerinin kan damarlari ile baglanti kurmaya baslamasi ve primitif
korioallantoik plasentayi sekillendirmeye baslamasi dikkat c¢ekiciydi (Sekil
4.30. E-G).
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Sekil 4. 29. Gebeligin 9.gununde 11k mikroskopi bulgular-1 (H-E). (MD:
Mezometrial Desidua, AD: Antimezometrial Desidua, K: Kapsul, M:

Miyometrium, BZ: Bazal zon, MS: Maternal Sintzoid, EPC: Ektoplasental Kon,
PVP: Pirimitif Vitellis kesesi Plasentasi, UL: Uterus Lumeni, E: Embriyo, PDZ:
Primer Desidual Zon, SDZ: Sekonder Desidual Zon)
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Sekil 4. 30. Gebeligin 9.glununde 1siIk mikroskopi bulgular-2 (H-E). (E:
Embriyo, RM: Riechert Membrani, EPC: Ektoplasental Kon, PVP: Primitif
Vitellus kesesi Plasentasi, GT: Dev Trofoblastlar, PDZ: Primer Desidual Zon,
SDZ: Sekonder Desidual Zon)
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Gebeligin 9.gunilinde Wnt antagonistlerinin immiunolokalizasyonlari;
(Tablo 4.6'da eksprese olduklari lokalizasyonlar gosterilmistir)

Dkk-1; Bu donemde, Dkk-1 ekspresyonunun daha ¢ok antimezometrial
bdlge ile sinirh oldugu goézlendi (Sekil 4.31. A, B, D). Bu bdlgede embriyo
etrafindaki desidual alanda Dkk-1 ekspresyonu izlenmezken veya ¢ok zayif
olarak izlenirken (Sekil 4.31. A, J), sekonder desidual zonun dar bir alanindaki
immunolokalizasyonu varhigini surduruyordu (Sekil 4.31. A-D). Bu bdlgeye
komsu desidual kapsul ve bazal zonda herhangi bir immunoreaksiyon
g6zlenmezken miyometriuma sinir bazal stromada kuvvetli ekspresyon izlendi
(Sekil 4.31. C, D). Dkk-1in miyometrial ve perimetrial bag dokusundaki
kuvvetli ekspresyonu bu donemde de devam ediyordu (Sekil 4.31. A-D, G).
Mezometrial alanin genelinde ¢ok zayif bir ekspresyonu izlenirken, subluminal
dar bir alanda lokalize olarak gozlendi (Sekil 4.31. E, F). Sekonder desidual
zonda, ekstraseluler matriksde ve desidual hucrelerde sitoplazmik
immunolokalizasyonlari izlenirken maternal sintzoidlerde bir immunoreaksiyon
goriilmedi (Sekil 4.31. H, i).

SFRP-1; Gebeligin 9.ginlinde sFRP-1 embriyo ¢evresinde biraz daha
zayif olmak Uzere tum desidual dokuda guglu bir ekspresyon gosterdi (Sekil
4.32. A-C). Embriyo cevresindeki 3-4 sira yassilagsmis desidual hucrelerde
cok zayif bir immunolokalizasyon izlenirken (Sekil 4.32. D, E) bunlar digindaki
desidual hucrelerde kuvvetli sitoplazmik bir ekspresyon goézlendi (Sekil 4.32.
D, K). Bu ddonemde, dikkat ¢ekici diger bir 6zellikte embriyonik diskteki germ
tabakalarindaki gucglu sFRP-1 ekspreyonuydu (sekil 4.32. E, J). Ayrica
embriyo etrafindaki Reichert membrani ile (Sekil 4.32. E) dev trofoblast
hlcrelerinde de gugclu bir immunolokalizasyon izlendi (Sekil 4.32. E, J). sFRP-
1 immunolokalizasyonu desidual hlcrelerde sitoplazmik ve ekstraselller
Ozellikte guclu olarak izlendi (Sekil 4.32. K, L). Ayrica bu dénemde desidual
kapillerlerde pozitif reaksiyon goésterirken (Sekil 4.32. H) desidual kapstlde
oldukga kuvvetli bir sFRP-1 ekspresyonu, kapsul digindaki bazal
endometriumdaki bez epitelinde, kapiller endotelde ve stromal hucrelerde
daha zayif immunolokalizasyon gozlendi (Sekil 4.32. G, H, L).

WIF-1; Gebeligin 9.gununde WIF-1 ekspresyonu antimezometrial ve
mezometrial alanda izlendi (Sekil 4.33. A). Genelde antimezometrial sekonder

desidual zonda daha gugclu olmak Uzere belirtilen diger alanlarda WIF-1 daha
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zayif, uniform bir lokalizasyona sahipti (Sekil 4.33. B-D). Kapsuler yapiyi da
icine alan dasidual bazal zon alanlarinda ¢ok zayif bir ekspresyon gozlenirken,
kapsul disindaki miyometriuma komsu stromada be epitelinde, kapiller
endotelde pozitif lokalizasyon izlendi (Sekil 4.33. B, G, H). Embriyonik
bolgelerden gegen kesitlerde, embriyonik germ tabakalari, Reichert membrani
ve trofoblast hucrelerinde zayif bir immunoreaksiyon gozlendi (Sekil 4.33. E, F,
J). Bu donemde mezometrial bolgenin uterin epiteli ¢evresindeki desidual
alanda zayif bir WIF-1 ekspresyonu olmasina karsin hemen subepitelyal
alandaki desidual hlcre ve kan damarlarinda gugli bir WIF-1 reaksiyonu
gézlenmesi dikkat gekiciydi (Sekil 4.33. D, G, I).

Tablo 4. 6. Gebeligin 9. gununde, Wnt antagonistlerinin

immiinolokalizasyonlari

9.GUN PESIDUA PMB | M
EB PDZ SDzZ BZ | DK | DS EBS

Dkk-1 + + +2 - - - +3 +3 -

sFRP-1 + + +2 +3 +3 + - - +

WIF-1 + + +2 + + + - - +

EB; Embriyo bolgesi, PDZ; Primer desidial zon, SDZ; Sekonder desidual zon, BZ; Bazal zon,
DK; desidial kapsul, DS; Desidual sintzoid, EBS; Endometrial bazal stroma, PMB;
Perimetrial-Miyometrial ba% doku, M; Miyometrial diiz kas tabakalari

+*: Kuvvetli ekspresyon, +° ; Orta kuvvetteki ekspresyon, + ; Zayif ekspresyon, - ; Ekspresyon
yok
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Sekil 4. 31. Gebeligin 9.gununde Dkk-1'in immunolokalizasyonlari. Negatif
kontrol kesitler; K, L (MD: Mezometrial Desidua, AD: Antimezometrial Desidua,
K: Kapsul, M: Miyometrium, BZ: Bazal Zon, DH: Desidual Hucreler, MS:
Maternal Sinuzoid, EBS: Endometrial Bazal Stroma, PMB: Perimetrial
Miyometrial Bag doku, UL: Uterus Limeni, E: Embriyo, PDZ: Primer Desidual
Zon, SDZ: Sekonder Desidual Zon, BZ: Bazal Zon)
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Sekil 4. 32. Gebeligin 9.gununde sFRP-1’in immunolokalizasyonlari. Negatif
kontrol kesitler; F, | (MD: Mezometrial Desidua, AD: Antimezometrial Desidua,
K: Kapsul, M: Miyometrium, BZ: Bazal Zon, DH: Desidual Hucreler, EBS:
Endometrial Bazal Stroma, RM: Riechert Membrani, BE: Bez Epiteli, E:
Embriyo, EN: Endotel, PDZ: Primer Desidual Zon, SDZ: Sekonder Desidual
Zon, GTr: Dev Trofoblast)
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Sekil 4. 33. Gebeligin 9.ginlinde WIF-1'in immunolokalizasyonlari. Negatif
kontrol kesitler; K, L (MD: Mezometrial Desidua, AD: Antimezometrial Desidua,
K: Kapsul, M: Miyometrium, BZ: Bazal Zon, DH: Desidual Hucreler, EBS:
Endometrial Bazal Stroma, UL: Uterus Lumeni, BE: Bez Epiteli, E: Embriyo,
PDZ: Primer Desidual Zon, SDZ: Sekonder Desidual Zon, GTr: Dev
Trofoblast)
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5. TARTISMA

Organizmada gerceklesen her biyokimyasal olay mukemmel bir dizen
icerisinde cereyan etmektedir. Tasarimi ve igleyisi olduk¢ga karmasik olan bu
olaylanmalardan birisi olan implantasyon biyolojisi, birgok sinyal molekulinin
kompleks etkilesimini icermektedir.  Bilinmeyen yonleriyle implantasyon
biyolojisi, arastirmacilarin daima ilgilendigi bir galisma alani olmustur. In Vitro
fertilizasyon ve PCR tekniklerinin birlikte kullaniimasi ve bu alanlardaki
gelismeler, genetik ve molekuler taramalarin yapilmasini saglamasinin
yanisira, blastosist ve endometrial doku kudltari c¢aligsmalari ile birlikte,
implantasyon surecindeki etkili sinyal molekullerinin kesfedilmesini de
saglamis olacaktir. Yakin gecmiste yapilan c¢alismalarda, implantasyon
stirecinde Wnt proteinlerinin de etkili olduklari ileri stralmustar (5).

Wnt sinyal yollarinin, gelisimsel ve patolojik sureglerde buyuk yer tuttugu
gosterilmistir. Hucre-hlcre etkilesimi ile belirlenen hicre akibetinde 6nemli
rolleri rapor edilmistir. Wnt sinyal yolu ile iligkili molekuller; Wnt ligandlari, Fzd
ve LRP reseptorleri, heparan sulfat proteoglikanlar, Wnt sinyal yolu inhibitorleri
ve hdcre igi zit yonde etkili faktorleri icerir. Wnt ligandlardan Wnt 2, 3, 4, 5A,
7A, 7B, 10B ve Wnt sinyal antagonistlerinden sFRP-1, sFRP-4, WIF-1, Dkk-1
mRNA’larinin varhgi, insan endometriumunda rapor edilmistir. (96).

Bu calismada kanonikal Wnt sinyal yolu antagonisti Dkk-1, kanonikal ve
nonkanonikal Wnt sinyal yollari antagonist molekullerinden sFRP-1 ve WIF-1
proteinlerinin  periimplantasyon  sdrecinde sican  endometriumundaki

immunolokalizasyonlari arastirilarak sonuglar ayri ayri tartigiimistir.

5.1. Dkk-1

266 amino asitli bir protein olan Dkk-1’in, sisteinden zengin 2 domaini
vardir ve bu domainler yuksek derecede korunmus 10 sistein kalinti igerirler
(97). Drosophila melanogasterde vyapilan c¢alismalarda, Dkk-1'in LRP6

reseptorine yuksek afinite ve spesifite gosterdigi dne stralmagstir (18).

5.1.1. Geligimde Dkk-1
Dkk-1’in, “Spemann’s organizer” den gastrulasyon sirasinda morfogenler
ve diger bazi antagonist molekillerle (Wnt'ler, BMP’ler, SHH, sFRP’ler,
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Cerberus, WIF'ler, Sizzled, Crescent, Follistatin, Noggin gibi) birlikte
salgilandigi gosterilmigtir (98, 99). Gastrulasyon surecinde hucre hereketlerini
yonlendiren Wnt morfogenlerin (diger morfogenlerle birlikte ve antagonist
molekdillerin regulasyonu ile embriyonik eksenin morfogenezinin belirlenmesi;
anteriorizasyon, posteriorizasyon, ventralizasyon, dorsalizasyon) sinyal
yolunun negatif regulatoru oldugu gosterilmigtir (100).

Dkk-1'in  organ gelisimindeki rolu Uzerine yapilan c¢alismalarda,
karakteristik gelisimsel fonksiyonunun, bas gelisimini tetikleyici aktivitesine
sahip oldugu ileri strdlmuUstar (98). Epitelyal-mezensimal transformasyonda
(kalp, dis, sagc, kil folikull, ekstremite ve kemik doku) ekspresyonlarinin artmig
oldugu gosterilmigtir (101). Dkk-1, ekstremite tomurcuklarinda apoptoz
bdlgelerinde eksprese edildigi saptanmis ve ekspresyonunun eksikliginde
parmaklarda flzyon ve ektopik parmak gelisimi gosterilmistir (74 ). Benzer
sekilde, knock-out farede Dkk-1’in yoklugunda parmaklarda fuzyon ve ektopik
parmak olusumu gosterilmigtir (102). Desidual hucreler tarafindan salgilanan
Dkk-1’in, trofoblast hicre invazyonunda dnemli rol oynadi§i rapor edilmistir
(103). Embriyoda prekordal mezodermden salgilanan Dkk-1’in, anterior noéral
katlantida néral krista olusumunu engelledigi gosterilmistir (104). Embriyonik
gelisimde noral farklilasma igin kanonikal Wnt sinyal yolunun inhibisyonunun
gerekli oldugu rapor edilmistir (105). Kraniofasiyal gelisimde kas, kikirdak,
kemik, dil farkhlasma bdlgelerinde yaygin ekspresyonu gosterilmistir (106).

Wnt sinyalinin adipogenezde onemli fonksiyonlarinin oldugu, adipojenik
farklilasma sirasinda Wnt reseptorlerinin ekspresyonu gosterilmis ve insan
preadipositlerinde, adipogenezin regulatoru olarak Dkk-1'in etkili olabilecegi
rapor edilmistir (107). Farkli bir calismada yine, adipojenik farklilasmada Dkk-
1’in artmis ekspresyonu gosterilmistir (74).

Postimplantasyon surecinde, endometrial stromal hicrelerin morfolojik
olarak cok farkh desidual hicrelere farklanmalari slreci, projenitdér hicre
farklanmasi gibidir.  Yani, ig sekilli, uzantilh, kiagik hicreler morfolojik ve
fonksiyonel olarak ¢ok farkli, iri, poligonal hicreler seklinde izlenmektedirler.
Whnt'lerin fonksiyonlari g6z o6nune alindiginda bu surecte de rol
oynayabilecekleri akla gelmektedir. Elde ettigimiz bulgular, desidual
farkllasmada kanonikal Wnt'lerin rol aldigini ve antagonist molekillerce de
Whnt'lerin bu aktivitelerinin kontrol edildigini gostermigtir.
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Bazi Wnt ligandlar blastosist asamasindaki fare embriyolarinda
gosterilmigtir (74).  Ayrica, morula ve erken blastosist evresindeki fare
embriyolarinda dugsuk Dkk-1 ekspresyonu rapor edilmis ve bu evrede Wnt
sinyalinin 6nemli rol oynadi§i 6ne sudrulmustar (108). Periimplantasyon
surecinde, luminal ve glandular epitelde ekspresyonlari gosterilmis ve ayrica,
Ozellikle subluminal stromada olmak uzere, gebeligin 4. glnine kadarki
preimplantasyon siUrecinde stromada artan ekspresyonu gosterilmistir. Yine
ayni ¢alismada, desidualizasyon bolgelerinde gebeligin 7. gunline kadar artan
ekspresyonlari ve farklilasmamis stromal alanlarda ise Dkk-1 ekspresyonunun
belirgin olarak azaldigi gdsterilmistir. Ayrica, bu lokalizasyonlardaki
ekspresyonlari ostrojen (Ez) ve progesteron (P) hormonlari ile iligkilendirilmistir
(108).

Bizim bulgularimiz, sican endometriumunda Dkk-1’in, normal siklus
evreleri boyunca luminal epitel, bez epiteli ve subluminal stromada zayif
eksprese oldugu, subluminal stromadan bazal stromaya gidildikce artan ve
miyometrial komsulukta pik yapan bir ekspresyonunun oldugu seklindedir.
Ayrica, preimplantasyon doéneminde bu stromal ekspresyonlarin siddetinin
azaldigi, postimplantasyon donemde desidual farkhlasma alanlarinda (PDZ,
SDZ) desidual ve predesidual hicrelerde eksprese oldugu ve farklilasmamig
stromal hucrelerin bulundugu desidual bazal zonda ve desiduay! sinirlayan
kapsul vyapisinda ekspresyonunun olmadigi ancak, kapsul yapisinin
cevresindeki endometrial bazal stromada kuvvetli ekspresyonunun oldugu
yonundedir. Buna ilaveten, interimplantasyon bodlgelerinin, preimplantasyon
surecindekine benzer ekspresyonlara sahip oldugu gézlenmistir.

Plasentasyon sirecinde trofoblast invazyonunun bazal desidua ile
sinirlandiriimasi ve  birden fazla  embriyonun  implantasyonunun
gerceklesebildigi fare ve sigcan endometriumunda implantasyon bdlgelerinin
birbirinden  izole  edilmesi, desidualizasyonun  sinirlandiriimasi ile
saglanacaktir. Dolayisiyla bir yandan desiduanin yeterli oranda gelismesinin
yanisira gelisimde kontrol edilecek. Bulgularimiz i1siginda desiduanin
gelisiminde kanonikal Wnt’lerin de rollerinin oldugu, trofoblast invazyonu ve
desidualizasyonun  sinirlandiriimasinda  kanonikal Wnt sinyal yolu
antagonistlerinin  etkisinin oldugu ve nihayet Dkk-1'in bu saydigimiz
lokalizasyonlarindaki ekspresyonlari ile bu sureci kontrol ettigi ileri strUlebilir.
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5.1.2. Dkk-1 ve apoptoz

Dkk-1’in apoptozdaki rolu ile ilgili olarak yapilan galigmalarda, Dkk-1’in
Wnt/B-katenin sinyal yolunu inhibe etmesinin, apoptoz indiksiyonu igin bir
mediatdr olabilecedi dne surllmektedir (68). UV’nin neden oldugu genotoksik
stres ve kemoterapotik ajanlarin, Dkk-1 ekspresyonunu arttirdigi ve Dkk-1’in
glioma hucrelerini ceramide bagimli apoptoza duyarl hale getirdigi rapor
edilmistir (109). Hepatik stellat hicrelerde Dkk-1'in yuksek ekspresyonunun,
apoptoz ile hiicre 6lumUunu arttirdid1 gosterilmistir (96). Dkk-1’in kanonikal Wnt
sinyal yolagini inhibe edebildigi, kuiltire edilmis ndéronlarda, BCL2
ekspresyonunun azalmasi, BAX'in induksiyonu ve TAU hiperfosforilasyonuna
bagli hucre oluma ile iligkili oldugu belirlenmistir. Ayrica, siganlarda Dkk-1’in
lokal inflzyonunun hipokampusun CA1 bdlgesinde, néronal hicre élimine ve
astrositozise, nukleus bazalis magnoselllariste kolinerjik néronlarin élimine
neden oldugu rapor edilmigtir (110). Kraniofasiyal gelisimde apoptoz
bolgelerinde Dkk-1'in yaygin ekspresyonu gosterilmigtir (111).

Calismamizda, Dkk-1’in korioallantoik plasenta gelisim bdlgelerindeki
desiduada ve sekonder desidual alanlardaki ekspresyonu acgik¢a gosterilmistir.
Dolayisiyla Wnt'lerin, stromal hucrelerin desidual hicrelere farklanmasinda ve
¢ogalmalarinda, desidual ve trofoblastik apoptozda rollerinin oldugu ve bu
suirecin kanonikal Wnt sinyal yolu antagonisti Dkk-1 tarafindan kontrol edildigi

ileri surulebilir.

5.1.3. Dkk-1 ve tiimor

TUmor supressor gen p53 ile Dkk-1'in ekspresyonunun bagli oldugu ve
Wnt sinyal yolagi antagonizmasi ile Dkk-1'in, p53 tumor supresyonuna aracilik
ettigi gosterilmigstir (112). Multipl myelomada, Dkk-1’in yaygin olarak eksprese
edildigi ve potent bir tumor iligkili antijen oldugu rapor edilmigtir (74). Dkk-1’in,
hepatoselluler karsinoma hucrelerinin metastaz sureci sirasindaki ¢cogalma ve
goc¢ etmelerine, kanonikal Wnt sinyal yolagi ile etkilesimi ile birlikte aracilik
edebildikleri gdsterilmigtir (113). Meme, akciger ve bdbrek kanserlerinde Dkk-
1’in ekspresyonu rapor edilmigtir (114). Hipermetilasyondan dolayi, Dkk-1’in
epigenetik inaktivasyonunun, ilerlemis insan kolorektal kanserlerinde
gozlemlendigi belirtiimektedir (115). Prostat kanserinde kemik metaztazi
surecinde, kemik dokuda izlenen osteolitik ve sonrasinda gorilen osteoblastik
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fazlarinda, Dkk-1’in osteolitik fazdan osteoblastik faza dogru gidiste azalan
ekspresyonu gosterilmistir (74). Buna ek olarak, erigkin gastrointestinal epitel
homeostazisinde oOnemli oldugu, ince ve kalin barsak epitel yapisinin
korunmasinda temel rol oynadi§i ve eriskin gastrointestinal epitelinin
yenilenmesinde rol aldidi ileri sturtlmektedir (116).

Yapilan c¢alismalar gostermistir ki, tumor invazyonu ve metaztazi
surecinde Dkk-1'in ekspresyonunun azaldigi, Wnt sinyal yolu aktivitesinin
devam ettigidir. Bununla birlikte, trofoblastik invazyon, anjiogenez, desidiaya
farklilasma ve desidlal gelisim olaylanmalari timoérogenez sirecine
benzetilebilir. Dolayisiyla, implantasyon surecinde Dkk-1’in ekspresyonlari
beklenebilecek bir durum olacaktir.

Bu calismanin bulgulari, normal siklus donemlerinde siklik olarak gorulen
endometrial yapisal degisikliklerde ve implantasyonla birlikte desidializasyon
surecindeki olaylanmalarda kanonikal Wnt'lerin rollerinin oldugunu ve Dkk-1’in

bu surecleri kontrol ettigini gostermistir.

5.1.4. Dkk-1 ve kemik dokusu homeostazisi

Normal kemik doku homeostazisinin negatif regulatord oldugu
gosterilmistir (117). Dkk-1'in tek allelinin delesyonunun, kemik kitle ve
formasyonunda artisa neden oldugu ileri strilmektedir (118). Dkk-1 ile Wnt
sinyalinin inhibisyonunun kemik dokuda osteopeniye neden oldugu rapor
edilmigtir (119). Dkk-1 ekspresyonunun inhibisyonu osteoartrit, osteofit
olusumuna yol agcmaktadir (120).

Normal siklus evrelerindeki endometrial homeostazisin devamliligi
endometrial degisikliklerin kontroll ile saglanmaktadir. Calismamizda, Dkk-
1’in, Ostrus siklusu evrelerindeki ve interimplantasyon bdlgelerindeki
endometrial stromadaki ekspresyonlari, bizi kanonikal Wnt aktivitesinin

endometrial stromada Dkk-1 tarafindan kontrol edildigi sonucuna ulagtirmistir.

5.2.sFRP-1

sFRP-1 (FRP, SARP-2, FrzA, SFRP-1) geni, 8921 kromozom
lokasyonludur ve insan tumorlerindeki heterozigotlugun sikga goérulen kayip
bolgesi oldugu gosterilmistir (121). Yapilan galismalarda kultir hucreleri

tarafindan  sentezlenen, salgilanmigs sFRP’lerin  ¢odunlukla plazma
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membraninda ve/veya ekstraseliler matriksde bulundugu rapor edilmigstir
(122). Bazi Wnt'lerde oldugu gibi, kultur ortaminda sFRP-1 salgilanmasinin,
mediuma heparin ilavesi ile gergeklestigi ve sFRP’lerin heparan sulfat
proteoglikanlarla birlikteliginin, sSFRP/Wnt komplekslerinin stabilizasyonunu ya
da antagonist lokalizasyonunu isaret ettigi rapor edilmistir (86, 122).

Civciv ve kurbagada sFRP-1'in aksonal buyumeyi direkt olarak
etkileyerek yonlendirdigi ve modifiye ettigi ve bu aktivitenin Wnt inhibisyonu
gerektirmeden, ekstraselller matriks molekulleri ile modifiye edildigi ileri
surtlmektedir (123). Terminal farklilasma evresine giren miyoblastlarin

aktivitesini durdurdugu da rapor edilmistir (124).

5. 2. 1. sFRP-1 ve Anjiogenez

Normal dokulardaki hucre geligsimi ile birbirine uymayan sFRP
ekspresyonlarinin  kanitlari vardir. Sigirda sFRP-1'in  neovaskularizasyon
suresince eksprese edildigi ve vaskularizasyonun tamamlanmasi ile
ekspresyonun sona erdigi gosterilmistir (68). Endotel hiicrelerinin gelisimini de
inhibe ettigi rapor edilmistir (13). Civcivde korioallantoik membrandaki
anjiogeneze neden oldugu ve endotelyal hicrelerin kapillerlere gog¢uni ve
organizasyonunu arttirdigi gosterilmistir (14). Endotel hicrelerinde sFRP-1
icin, Fzd ailesi Uyelerinden, Fzd-4 ve Fzd-7 reseptorleri tanimlanmigstir (124).

Bu calismada, sFRP-1in normal 0&strus donemlerindeki uterus
dokularindaki ve periimplantasyon surecindeki sican endometriumundaki
immunolokalizasyonlari arastirnlmistir.  Bulgular, sFRP-1’in normal siklus
evreleri boyunca, uterus Iimen epiteli ve endometrial bez epiteli ve stromal
arteriol ve kapiller endotel lokalizasyonlu ekspresyonlarinin oldugunu
gOstermisgtir. Endometriumda siklus boyunca morfolojik ve strukturel
degisikliklerin oldugu bilinmektedir. Bu endometrial degisiklikler proliferatif,
sekretuar fazlar olarak ve sekretuar fazin da prereseptif, reseptif ve refrakter
fazlari olarak adlandiriimaktadir.

Proliferatif fazda goérilen anjiogenezin diger fazlardan daha fazla oldugu
gosterilmigtir (125). Bununla birlikte, endotelyal hucre biyolojisinde VEGF’ler
ve FGF’lerin buyuk bir yere sahip olduklari bilinmektedir. Ancak, anjiogenez
cesitli sinyal yollarinin karsilikli etkilesimlerini gerektiren kompleks bir suregtir
ve bu suregte Wnt ailesi Uyelerinin rolleri hakkinda ¢ok az bilgi vardir (96).
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Bulgularimiz ~ bizi, endometriumda  degisiklik  gdsteren  anjiogenik
olaylanmalarda sFRP-1'in de etkili olabilecegi dolayisiyla Wnt proteinlerinin

etkilerinin olabilecegi sonucuna ulagtirmigtir.

5. 2. 2. sFRP-1, Apoptoz ve Tumor

Wnt'lerin gelisim sirasindaki rollerine ek olarak, erigskin dokularindaki
hlcre ¢ogalmasi, farklilasmasi ve apoptozda énemli rol oynadiklari ve bdylece
tumorogenezde Wnt sinyal yollarinda hatali aktivasyonlar oldugu gosterilmistir
(68). sFRP’lerin karsinomalardaki tekrarlayan down regilasyonu ve bazi
dejeneratif hastaliklardaki up regulasyonu, saglikli dokulardaki Wnt sinyal yolu
aktivitesinin kontrolinin o6nemine isaret eder.  Tumor hacreleri sFRP
ekspresyonunu, bu proteinlerin apoptozu tetikleyebilmelerine karsilik olarak
durdurabilirler (68). Meme kanser hucrelerini, apoptoza neden olan TNF'ye
duyarli hale getirdikleri gosterilmistir (84). Gastrik kanser hicrelerinde, sSFRP-
1’in ektopik ekspresyonunun, hicre gelisimini baskiladigi ve apoptoz ile hicre
Olimuand indUkledigi rapor edilmistir (126). Uterin  leiyomiyomlarda
overeksprese oldugu da gosterilmistir (127).

Calismamizda, sigcan gebelik  endometriumundaki  sFRP-1’in
immunolokalizasyonlarina  bakilmig  normal  siklus  db6nemleri ile
periimplantasyon surecinde desidualizasyon alanlarinda ekspresyonlari
gosterilmistir.  Ayrica, gebeligin farkli glnlerinde ve desidianin farkli
alanlarinda degisiklik gosteren ekspresyonlari da gdsterilmistir. Bu
¢alismanin, hizla gelisen ve buyuk bdlimu hizla dejenere olan desiduadaki,
faklilasma, ¢ogalma, matlirasyon, anjiogenez, desidianin sinirlandiriimasi ve
apoptotik slreclerde sFRP-1’in etkili oldugu, dolayisiyla Wnt protein ailesi

dyelerinin suregte rollerinin oldugu sonucunu gostermistir.

5. 2. 3. Endometriumda sFRP-1

SFRP-1'in kan damari maturasyonunun ilerlemesini veya endotelyal
apoptozu Onledigi gOsterilmistir (128). Endometrium proliferatif fazda,
endotelyal hlcre proliferasyonunun sekretuar fazdan daha fazla oldugu
gosterilmistir (125). sFRP-1'in endometriumda siklusun butiin fazlarinda
varligi gosterilmis ancak ayni oranda olmadigi ileri surdlmustir. Siklusun

sekretuar fazi ile karsilastirildiginda, proliferatif fazda daha yuiksek oldugu
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rapor edilmistir (96, 125). Ayrica, sFRP-1’in proliferatif fazdaki ylksek
orandaki varligi ve sekretuar fazda bu oranin azalmasi durumu, Ostrojen
bagimli bir transkripsiyon ile kontrol edilebilecegi seklinde rapor edilmistir (96).
sFRP-1’in proliferatif fazdaki endometriumda ekspresyonunun yiksek olmasi
ile  endotelyal hicre proliferasyonu iliskilendirilmistir  (125). Ayrica
endometriozisle ilgili bir ¢alismada, anahtar surecin anjiogenez oldugu ve
buradaki anjiogenezde sFRP-1'in etkisinin olabilecegi ve sFRP-1
ekspresyonununda 6strojen ile direkt kontrol edilebildigi 6ne strGimustir (96).

Sican  gebelik endometriumundan elde ettigimiz  bulgularda,
postimplantasyon donemde sFRP-1’in desidual zonlardaki ekspresyonunun
yanisira desidlal sintzoid endotelinde de ekspresyonu gdsterilmistir. Ayrica,
interimplantasyon alanlarinda endometrial stromal kan damarlarinda
endotelyal ekspresyonlart  kanitlanmigtir. Bununla birlikte, sigan
endometriumunda normal siklus donemlerinde de sFRP-1’in endotelyal
ekspresyonlari mevcuttur. Reseptiv fazdaki siklus doneminde ve sonrasinda,
ayrica postimplantasyon surecinde progesteronun yuksek, &strojenin dusik
seviyeleri belirlenmistir.  Dolayisiyla desidlalizasyon ve interimplantasyon
bdlgelerindeki endotelyal ekspresyonlar, sFRP-1 transkripsiyonunun 6strojene

bagiml olmadiginin kaniti olabilir.

5. 3. WIF-1 (Wnt inhibitor Faktor-1)

WIF-1, 379 amino asitli bir proteindir. Insan WIF-1’i, insan retinasindan
izole edilmistir. Balik, amfibi ve memelilerde ise korunmus homolog proteinleri
bulunmustur. WIF-1, Wnt protein ailesi Uyelerine baglanarak Wnt aktivitesini
inhibe eder. WIF-1’in Fzd ve sFRP’ler gibi CRD domainine benzer bir domaini
yoktur. Ancak Xenopus embriyolarina erken donemde WIF-1 kodlamali RNA
injeksiyonu ile kismi sekonder aks indiksiyonu ve anormal somitogenez, WIF-
1’in Wnt sinyal yolunda rol oynadigini gostermektedir (17).

WIF-1, N-terminal kisimda WIF-domain (WD) ve bundan sonra gelen
tenascine yuksek derecede benzerlik gosteren tekrarlanmis bes EGF benzeri
bolge igerir. llging olarak RYK ailesinin ekstraseliiler domaininde WD
bulunmustur ve bu RYK ailesinin Wnt sinyali icine dahil olmasini
saglamaktadir (129).
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5. 3. 1. WIF-1, Geligim, Tumor, Anjiogenez

WIF-1, fare retinasinda “rod” fotoreseptor morfogenezi sirasinda ve
sonrasinda yogun olarak eksprese edilmistir. Bununla birlikte WIF-1 proteininin
rod Uretimini inhibe ettigi, WIF-1’e karsi antikor varliginda rod uretiminin arttigi
gosterilmistir  (130). WIF-1, kikirdak biyolojisinde ekstraselller Wnt
modulatoru olarak rapor edilmistir (131). Fare embriyonik mezensimal
hdcrelerinde, WIF-1'in osteoblastogenez sirasinda zayif ekspresyonunun
oldugu ve osteoblastik farkllasmada ekspresyonunun arttigi gosterilmistir
(132).

Insan akciger kanserlerinin gogunda, WIF-1 ekspresyonunun, WIF-1’in
kolaylagmis hipermetilasyonu yoluyla inhibe edildigi gosterilmigtir (133). WIF-
1 ekspresyonunun baskilanmasinin tUmor gelisimi ve progresyonunda onemli
rol oynadigi ve WIF-1’in Wnt sinyal yolunun potansiyel bir modulatéri oldugu
rapor edilmistir (134). Bununla birlikte 6zofagus, mide, kolorektal ve
pankreatik kanser dokularinda, kanser hucrelerinin  gogunda WIF-1
mRNA’sinin downregule oldugu gdsterilmistir (135). Eriskinde gastrointestinal
kok hucre ¢odalmasi ve homeostazisinde Wnt sinyalinin énemli bir kontrol
mekanizmasi oldugu ve salgilanmis ¢Ozunebilir Wnt antagonistlerinin bu
olaylanmalarin 6nemli bilegsenleri oldugu rapor edilmigtir (136). Kolorektal
kanser hucrelerinde kolaylasmis hipermetilasyon ile WIF-1’in baskilandigi, bu
hicrelerde WIF-1 fonksiyonunun onarilmasinin, zayiflamis Wnt sinyaline ve
belirgin apoptoza neden oldugu belirlenmistir (137). Melanoma hucrelerinde,
WIF-1 ekspresyonu inhibe oldugu ve WIF-1 gen transferi ile melanoma
hicrelerinde blylimenin inhibe edildigi gosterilmistir (138). Normal kemik
iliginde WIF-1’in metilasyonunun izlenmedigi, kronik lenfositik l6semi ve
NSCLC hastalarinda hipermetilasyonunun olabildigi gosterilmigtir (139, 140).
Ayrica, hipofiz tumorlerinde WIF-1 ekspresyonunun azaldigi gdsterilmistir
(141). Wnt sinyal yolu antagonisti WIF-1’in, gelisim surecinde, homeostazisde
ve tumorogenezde rol oynadiklari yapilan bu galigmalarla gosterilmistir (130-
141). Yani, WIF-1 Wnt sinyal yolu aktivitesini kontrol etmektedir .

Calismamizda, WIF-1’in, Ostrus siklusu evrelerinde endometriumda
luminal epitel, bez epiteli, kapillerler ve stromal alanlarda, periimplantasyon
surecinde implantasyon bolgesinde primer ve sekonder desidual zonlarda,

desidual sintzoid endotelinde, interimplantasyon alanlarinda endometriumda,
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normal Ostrus siklusu evrelerindeki endometrial lokalizasyonlarda
ekspresyonlari gosterilmistir.  Ayrica, bu lokalizasyonlardaki ekspresyonlari
SFRP-1'e benzerlik gostermektedir. Boylece bulgularimiz WIF-1 ve sFRP-1’in
ayni sinyal yollari Uzerinden fonksiyon gordiklerini gostermistir.  Bununla
birlikte bulgularimiz  WIF-1’in, normal siklus slrecinde endometriumdaki
yapisal degisikliklerde ve gebelik endometriumunda Wnt aktivitesini, stromal
hidcre c¢ogalmasi, farklanmasi, anjiogenez ve apoptoz sureglerinde kontrol
ettigini gostermigtir.

Sonu¢ olarak, WIF-1'in normal endometrial dokudaki ekspresyonlari,
endometrium homeostazisinde ve gebelik endometriumundaki ekspresyonlari
da periimplantasyon surecinde rol aldigini, dolayh olarak bu olaylanmalarda

Whnt'lerin rol oynadigini isaret etmektedir.

5. 4. Endometriumda, Dkk-1, sFRP-1 ve WIF-1’in rollerinin 6nemi

Normal sartlarda yasamini surduaren hicrelerin kaderi; mitoz, farklanma
ve apoptoz sureci ile belirlenir.  Yasami boyunca, ¢odu kesfediimemis
karmasik intra ve ekstraseluler sinyal yollarinin aktivitelerini gergeklestiren
hdcreler i¢in bu, normal fizyolojik kosullarda gerceklesen bir hlicresel kader
yani homeostazisdir. Ancak bu surecteki bazi kontrol noktalarinda ortaya
cikan kirilmalar, patolojik olaylanmalar (anormal mitoz, kdk ve projenitor hiicre
farklanmalarindaki anormallikler ve patolojik apoptoz ) ile sonuglanmaktadir.

Hucrelerdeki reseptor cesitliligine bagli olmakla birlikte Wnt ailesi,
embriyo gelisimindeki  fonksiyonlarinin yanisira ¢ogu erigskin dokularinda
kanonikal ve nonkanonikal sinyal vyollari Uzerinden, fizyolojik-dinamik
olaylanmalar bitlini olan homeostazisde rol oynamaktadirlar.

Dokularda eksprese edilen Wnt ligand konsantrasyonu, Wnt sinyal
yollarindaki aktivitesinin siki kontrolli ile dizenlenmektedir. Bu kontrol
mekanizmasinda antagonist molekullerde rol almaktadir.

Whnt ailesi Uyeleri, kanonikal ya da nonkanonikal Wnt'ler olarak ayrilsada,
ayni Wnt'in her iki yolu da kullaniyor olup olmadigi da agik degildir (68).
Ayrica, desidual farklilasma surecinde elde ettigimiz bulgular, ayni Wnt’lerin
her iki sinyal yolunuda kullaniyor olabildigi ydonundedir.

Bulgularimizin butinu ele alindiginda; normal Ostrus siklus evrelerinde,

Dkk-1 (kanonikal Wnt sinyal yolu antagonisti) ile sFRP-1 ve WIF-1 (hem
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kanonikal hemde nonkanonikal Wnt sinyal yolu antagonistleri) farkli
lokalizasyonlarda eksprese edilmis, postimplantasyon surecinde desiduada ise
farkli bolgelerdeki immunoreaksiyonlarinin haricinde, ayni lokalizasyonlarda
da eksprese edildigi immunolokalizasyon alanlarida gorilmastir. Dolayisiyla,
Wnt antagonistleri, kanonikal ve nonkanonikal Wnt sinyal yollari Gzerinden
aktivitelerini  gerceklegtirirken, ayni organ ve/veya dokularda farkh
lokalizasyonlardaki ekspresyonlari ile gérev paylasimi yapiimis bir planlama
icerisinde olduklari ve ayni lokalizasyonlardaki ekspresyonlari ile de ortak
yurututlen bir galisma dahilinde fonksiyon gordukleri izlenimi vermislerdir.
Ayrica, kanonikal ve nonkanonikal Wnt sinyal yollarindaki bir sapmanin
veya antagonist molekuller tarafindan bu sinyal yollarinin kontrolindeki bir
aksakligin; implantasyon basarisizligi, implante olmus embriyonun gelisim
ortaminin saglanamamasi (ektoplasental kon olusumu, korioallantoik
plasentasyon, desidladaki anjiogenez, desidual ve trofoblastik apoptoz),
desidualizasyonun sinirlandirilamamasi, trofoblast invazyonunun

durdurulamamasi gibi patolojik tablolara neden olabilecegini dlisindirmustdr.
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6. SONUCLAR

Periimplantasyon sirecinde sican endometriumunda, Wnt
antagonistlerinden Dkk-1, sFRP-1 ve WIF-1'in ekspresyonlarinin
varligi, dolayisiyla Wnt proteinlerinin bu surecte etkili olduklari ve
bu suregte fonksiyon géren Wntlerin aktivitelerini, Wnt
antagonistlerinin siki kontrolU altinda gergeklestirdikleri,

Basarili  bir implantasyonun gerceklestirilebilmesinde  Wnt
proteinleri ve Wnt antagonistlerinin slregte 6nemli rollerinin
oldugu,

Desidualizasyon, plasentasyon, anjiogenez ve embriyo
gelisiminde Wnt antagonistlerinin, hicre ¢odalmasi, farklilagsmasi,
g6¢, apoptoz ve homeostaziste etkileri bilinen, Wnt protein ailesi
ayelerinin aktivitelerini sinirlandirdiklari ve kontrol ettikleri,

Bununla birlikte, periimplantasyon sirecinde, Wnt’lerin kanonikal
ve nonkanonikal Wnt sinyal yollarini kullanarak, ayri ayri ve/veya
ayni sinyal yolunda fonksiyon gordukleri,

Ayrica, farkh dokularda farkli lokalizasyonlarda farkh Wnt
proteinlerin fonksiyon gorebilecegi ve/veya farkh sinyal yolaklarini

kullanabildikleri, sonuglarina ulagiimigtir.
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7. ONERILER

Wnt protein ailesi Uyelerinin, hangi sinyal yolagina veya
yolaklarina spesifite gosterdikleri, hangi antagonist molekullerin
hangi Wnt proteinine ve/veya reseptdrine 6zgu oldugu yapilacak
calismalarla tam ve kesin olarak agiga cikariimalidir.

Basarisiz implantasyonda, aberrant Wnt sinyal yolagi akla gelecek
olan ilk parametreler arasinda yer almahdir. Cunkd, yakin
gelecekte bu antagonist molekdllerin, basarili implantasyon

oranini yukseltmede ilag olarak kullanimi olasidir.
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