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Implantasyon esnasinda blastosistin uterus liimen epiteli ile basarili bir sekilde
kaynasmasi, aralarindaki karsilikli sinyallesme sonucu gergeklesir. Yapilan
calismalarda bu karsilikli sinyallesmede biiyiime faktorlerinden Epidermal Biiyiime
Faktorii ailesinin bir iiyesi olan Heparin Baglayici Epidermal Bliyiime Faktorii’niin
(HB-EGF) rol oynadig bildirilmektedir. Insan dahil diger tiirlerde kiiltiir ortaminda ya
da farkli teknikler ile yapilan ¢aligmalarda, HB-EGF’nin blastosist implantasyonunun
hemen oncesinde uterusta ekspre edildigi blastosist yapigsmasini, gelisimini ve
biylmesini destekledigi kaydedilmistir. Ancak erken gebelik esnasinda HB-EGF’nin
sigan uterus dokusundaki immunekspresyonuna dair bilgiye rastlanilmamistir. Bu
calisma ile, gebeligin erken donemlerinde sigan uterus dokusunda HB-EGF
immunekspresyonu arastirilmistir. Calismada gebeligin 0, 1, 3, 5 ve 7. ginlerinde
siganlardan immunohistokimyasal analizler i¢in uterus doku 6rnekleri toplanmis, HB-
EGF immun lokalizasyonlar1 belirlenmis, elde edilen sonug¢lar semiquantatif olarak
degerlendirilmistir. Calisma sonunda, erken gebelik doneminde sigan uterus
dokusunda HB-EGF immunekspresyonlarinin semiquantitatif olarak ekspre oldugu,
bu nedenle de preimplantasyon, implantasyon ve desidualizasyon sureclerinde 6nemli

bir rol oynayabilecegi sonucuna varilmaistir.
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ABSTRACT

The successful fusion of the blastocyst with the uterine luminal epithelium during
implantation results in a mutual signaling between them. It has been reported that the
Heparin Binding Epidermal Growth Factor (HB-EGF), a member of the Epidermal
Growth Factor family, plays a role in this reciprocal signaling. HB-EGF was expressed
in uterus immediately prior to blastocyst implantation and promotes blastocyst
adhesion, development and growth, in other species, including humans, in culture or
through different techniques. However no information is available about
immunexpression in the rat uterine tissue during early pregnancy. With this study, HB-
EGF immunexpression was investigated in the rat uterus during pregnancy. Uterine
tissue specimens were collected for immunohistochemical analysis from rats on days
0, 1, 3, 5and 7 of gestation in the study, HB-EGF immunlocalization was determined
and the results obtained were evaluated semiquantatively. At the end of the study, it
was concluded that HB-EGF immunoexpression in the rat uterus was
semiquantitatively expressed during the early pregnancy period and therefore it may

play important roles in preimplantation, implantation and decidualization processes.

Key words: early pregnancy, rat, uterine, HB-EGF
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1. GIRIS

Memelilerde gelisim yumurta ile spermin fertilizasyonu ile baslar, blastomerleri
olusturmak i¢in meydana gelen mitotik hiicre boliinmeleri ya da yariklanmalarla devam
eder (61). Fertilizasyon ile olusan zigot ekvatoryal ve meridyonal yonde mitotik
bolinmeler gegirir ve blastomer adi verilen hiicrelerden ibarettir. Memelilerde animal
kutuptan yumru seklinde blastosdle sarkan blastomer toplulugu embriyoblast olarak
isimlendirilir. Blastosolii kusatan beslenmeyle ilgili olan tek sirali yassi ektoderm

hlcreleri trofoblast olarak adlandirilir (39, 41).

Memelilerde blastosistin endometriyuma yapismasi, endometriyal epitelin
limene bakan yliziinde yapismayi aktive ve inhibe eden faktdrlerin etkisi altinda
gerceklesir (71). Blastosist asamasindaki embriyo taslaginin, plasentayr olusturmak
tizere kendisini Orten zarlar aracilifiyla uterus mukozasina baglanmasi olayina

implantasyon denir (39).

Blastosist trofoblastinin uterus liimen epiteline basarili kaynagmast;
endometriyum ve blastosist asamasindaki normal ve fonksiyonel embriyonun

olusturdugu maternal ve f6tal dokular aras1 bir etkilesim ile ger¢eklesir (28, 71).

Blastosist dig tabakasi trofoektoderminin uterus liimen epiteli ile etkilesime
girmesi ile baslayan implantasyon olayr blastosist ve liimen epiteli arasindaki
sinyallesme ile gergeklesir. Bu sinyalizasyon, hiicrelerden salinan molekiiller aracilig
ile olusabilecegi gibi, zara bagl sinyal molekiilleri yoluyla da ortaya ¢ikabilir. Yapilan
caligmalarda, heparin baglayan epidermal biiylime faktorti (Heparin Binding-Epidermal
Growth Factor; HB-EGF)'niin, blastosistin yiizey epiteline baglanmasindan Once
salgilandig1, Ostrojen kontrolii altindaki fare endometriyum epiteli ve progesteronun
kontrol ettigi stroma tarafindan eksprese edildigi bildirilmistir. Insanlarda yapilan
caligmalarda ise HB-EGF’nin embriyolarin blastosist asamasina ulagsma ve yerlesme
yiizdesini artirdigi, HB-EGF mRNA seviyesinin siklus boyunca sekretuvar evrede
arttig1, implantasyon araliginin agilmasindan hemen 6nce ise en yiksek seviyede olup

ardindan diistigi bildirilmistir (35).



HB-EGF’nin erken gebelik doneminde o&zellikle preimplantasyon ve
implantasyon donemindeki mevcudiyeti ve roliine iliskin ¢aligmalar genellikle kiiltiir
ortaminda, farkli tiirlerde ya da mRNA seviyesinde olup gebe sican uterusundaki immun
ekspresyonuna ait ¢alismalar oldukca siirlidir. Bu tez ¢alismasi ile erken gebelik
donemlerinde sigan uterus dokusunda heparin baglayici epidermal biiylime faktoriiniin
(HB-EGF) etkisi immunohistokimyasal teknik ile arastirilarak gebeligin erken

donemlerindeki etkileri hakkindaki bilgilere katki saglanmaya ¢alisiimistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Memelilerde Embriyonal Gelisim

Canlilarda gelisim, sperm ve oositin dollenmesi sonucu baslayan ve birbirini
takip eden olaylar zinciridir. Fertilizasyon sonucu meydana gelen son derece 6zellesmis
ve totipotent bir hiicre olan zigot, hiicre boliinmesi, hiicre gocii, programli hiicre 6limi,

farklilagsma ve biiylime sonucu ¢ok hiicreli organizma yapisina dontisiir (68).
2.1.1. Zigotun Yariklanmasi

Organizmadaki hticreler diploid kromozoma sahip olup, haploid kromozom
sayisindaki gametlerin fertilizasyonuyla olusur. Kromozom ¢iftleri sentromer
bolgesinden uzunlamasina ayrilir ve kromatitler, zigotun her hicresi diploid
kromozomu igerecek sekilde karsi kutuplara cekilirler. Kromatitlerin bu hareketi
esnasinda hiicre ylizeyinde sitoplazmayi zamanla iki par¢aya bolen derin ¢izgi belirir ve
gerceklesen boliinmeye yariklanma adi verilir (72). Bolinme, dollenmis yumurta
hiicresinin sitoplazmadan zengin olan animal kutbunda, kutup hiicresine yakin bir yerde
baslar ve vejetatif kutupta sonlanir (41). Bir meridyonel, bir ekvatoryal bolinmeler

sonucunda birgok kii¢iik kardes hiicre sekillenir, bunlara blastomer adi verilir (72).

Birbirini takip eden bolinmeler sonucu 2, 4, 8, 16, 32, 64 vb. ¢cok blastomerli bir

hiicre kiimesi ortaya ¢ikar (41).
2.1.2. Morula

Boliinmeler bir diizen icerisinde devam ederek oldukga siki iliski i¢erisinde olan
hiicreler salkim goriintiisiine sahip olurlar ve embriyonun bu dénemi morula evresi
olarak adlandirtlir (72). Farelerde bu evreye fertilizasyondan yaklasik 60 saat sonra
ulagilir (65). Bu asamaya kadar hiicreler zona pellusida ve korona radiata ile sarili iken

morula asamasindan sonra hiicrelerin etrafinda sadece zona pellusida mevcuttur (72).

Evcil memeli hayvanlarda yariklanmanin 4. giiniinde morula 16-64 hiicre igerir.
Morulanin hiicreleri kompaksiyon adi verilen bir olay ile siki bir hiicre kiimesi halini
alirlar. Bu evrede i¢ hiicreler dis hiicrelerden ayrilarak embriyonun dokularint meydana
getirecek olan i¢ hiicre kitlesi ve ilerde plasentayr olusturacak trofoblastlarin gelistigi
dis hiicre kitlesi olusur (72, 77). Otuz iki hiicreli asamaya ulasildiktan sonra embriyoyu

olusturan hiicrelerin arasinda blastosdl adi verilen ve giderek genisleyen i¢i sivi dolu
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bosluklar sekillenir ve bu asamadan itibaren embriyo, blastosist olarak isimlendirilir
(65).

2.1.3. Blastosist

Déllenmenin yaklasik birinci haftasinda, zigot segmantasyonu ile blastosist ad1
verilen embriyonik evre meydana gelir (37). Blastosistin olusumu ile hiicrelerin etrafini
saran zona pellusida yapisida kaybolur (25). Kemiricilerde blastosistin etrafindan zona
pellusidanin ayrilmasi yaklagik olarak gebeligin 3,5-4,5. guinlerine rastlar (104). Morula
evresinde sekillenen i¢ ve dis hiicre kitlesi blastosist asamasinda baskalasimlarina

devam ederek siras1 ile embriyoblast ve trofoblast tabakalarini olusturur (53).

Polar cisimcik

/ - B\ Zona pellusida

Blastomer

A 2 hicreli evre

Zona pellusida

ic hicre kitlesi

Dejenere olan

N 7‘”/ zona pellusida
=

Blastosist
boslugu

Trofoblast

E Erken blastosist | Geg blastosist

Sekil 2.1. Zigotun Yariklanmasi ve Blastosist Olusumu (68).



2.2. implantasyon

Implantasyon, blastosist ve endometriyum arasindaki sinyalizasyon sonucunda
endometriyum liimen epiteline blastosistin baglanmasiyla baslayan, belirgin plasenta
olusumuyla sona eren basarili bir kaynasmadir (49, 97). Implantasyon esnasinda,
endometriyumdaki epitel hiicreler daha da yassilasir ve mikrovillus sayisi azalir, birgok
tiirde mikrovilluslarin yerini pinopodlar alir, bazal membran kalinlig1 6nemli derecede
azalir, hiicre yiizeyi molekiillerinin dagiliminda degisiklikler ortaya c¢ikar, damarlar
genisler, lamina propriyanin yliksekligi hafifce artar ve uterus bezleri glikoproteinleri
salgilar. Embriyoda ise zona pellusida daha ince bir hale gelir ve sonrasinda kaybolur.
Boylece invaziv Ozellikteki trofoblast hucreleri ile endometriyum temas haline gelir
(39).

Kemiricilerde implantasyon, genellikle gebeligin 4-6. gulnlerinde uterusun
antimezometriyal kisminda baslar (32, 69) ve zona pellusidanin blastosistten ayrilmasi
(gebeligin 3.5-4.5. glnleri), uterusun limen epiteli ve embriyonun trofoektodermi
arasinda baglanma reaksiyonu (gebeligin 4.5-5.5 glnleri), desidualizasyon, blastosist
apozisyonu alaninda apoptozis, trofoblast hiicrelerinin altta yer alan bazal membrana
dogru penetrasyonu (gebeligin 6-7.gunleri) ve trofoblast hicrelerinin stroma boyunca

invazyonu (gebeligin 7. giinii) olaylarin1 kapsayan bir siiregtir (104).

Trofoblast hiicreleri, implantasyon siiresi sirasinda blastosistin endometriyuma
tutunmasindan baglayarak gebeligin sonuna kadar anneden fetiise oksijen ve besinlerin
taginmasiyla diger islevlerin yerine getirilmesinde gorevli hiicrelerdir. Bu islevler;
uterus dokusuna diizenli invazyon, c¢ogalma, farklilasma ve immunoendokrin
fonksiyonlardir (35). Blastosistin implante olan embriyonik kutuptaki trofoblast
hiicreleri baglanma esnasinda ve endometriyal epitele invazyondan sonra, siiratle
cogalarak c¢ift tabakali bir trofoblast dizisi olustururlar. Bunlardan i¢ tabakadaki tek
cekirdekli hiicreler sitotrofoblast olarak; sitotrofoblastlarin ¢ogalmasi ve kaynasmasiyla
daha ilerde maternal doku ile direkt olarak yiizlesen, cok ¢ekirdekli, sinsisyal dis tabaka
sinsisyotrofoblast olarak isimlendirilir (39). Sinsityotrofoblastlar cok cekirdeklidir,
hlcre sinirlar1 sitoplazmalar1 birbirine karistigi i¢in belli degildir ve koryon villus
yapisinin dig kismindadir (25). Maternal lakiinalar iginde insan koryonik gonadotropini

(hCG) salgillamaya baslarlar. HCG gamet gelisimini uyarmakta, zigotun uterus



kavitesine ulasimii kolaylastirmakta ayrica intervilloz araliga olan kan akimini

artirmaktadir (30).

Kemiricilerde invaziv trofoblastlar uterus epitelini ortadan kaldirarak onun

yerini alirlar, insanlarda ise sinsityum araciligiyla uterus duvari ile kaynasirlar (25).
2.2.1. implantasyon Tipleri
Implantasyon maternal ve fotal yarimlarinin baglant: tiiriine gore 3’e ayrilir.

Sentral (superfisial) tip implantasyon: Embriyo uterus boslugunda
merkezdedir, gomiilme yoktur. Tek tirnaklilarda, ruminantlarda, karnivorlarda,

domuzda ve bazi tiir maymunlarda goriiliir.

Ekzentrik tip implantasyon: Embriyo Uzerini 6rten zarlar ile beraber buyik

oranda uterus mukozasina gomiilmiistiir. Sincaplarda ve kunduzda goriiliir.

Interstisiyel tip implantasyon: Gomiilme tamamen gergeklesir ve embriyo
uterus mukozasi tarafindan ortiiliir. Bu olay nidasyon olarak isimlendirilir. Insan,

karnivor, kemirici ve bazi tiir maymunlarda goriliir (73).

Intersitisyel ya da ekzentrik implantasyonda blastosist, mezometriyumun
tutunma bolgesiyle aymi taraftaki endometriyuma implante olursa mezometriyal,
mezometriyumun tutunma bolgesinin kars1 tarafina tutunursa antimezometriyal
implantasyon tanimlamasi yapilir (66). Kemiricilerde embriyo implantasyonu her

zaman desidualizasyonun basladig1 antimezometriyal kutupta olur (104).
2.2.2. implantasyon Olus Mekanizmalar

Implantasyon sirasinda, blastosit trofoblastlari ile uterus epiteli arasinda, diger
bir deyisle embriyo taslagiyla anne arasinda ileri derecede fizyolojik ve biyokimyasal
etkilesmeler, yapisal farklilagsmalar gerceklesir. Karsilikli etkilesme hiicresel, hormonal
ve tanimlanamayan diger faktorler diizeyinde olur. Bu siire¢ i¢ine giren implantasyon

olay1 tiirden tiire de degismektedir (25).

Implantasyon cesitliligi bircok sebebe dayanmaktadir. Bu sebepler soyle

oOzetlenebilir:
1-Implantasyon baslangic zamani

2-Uterus ve blastosistin hacmi, sekli ve yapisi



3-Embriyo ve anneye ait hormonal dengeler

Blastosist trofoblasti ile uterus epitelinin apikal sitoplazmasi arasinda hiicresel
bir iliskinin kurulmasiyla fiziksel etkilesme baslamig olur. Bu baslangicin
gerceklesmesinde, tetik c¢ekici faktor olarak blastosist Ortiilerinin yap1 diizeni,

biyokimyasal igerikleri, birbirleriyle ve gevre ile etkilesmelerinin 6nemi biiyiiktiir. (25).

Implantasyon, apozisyon, adezyon ve invazyon asamalarimi igeren ardisik iig

evrede gergeklesir.
Apozisyon

Apozisyon, gelismekte olan embriyonun ovulasyonu takiben 4. giinde uterus
bosluguna ulasarak zona pellusidasini kaybetmesinin ardindan implantasyon i¢in uygun

yeri sectigi evredir (26).
Adezyon
Adezyon, fertilizasyon ardindan yaklasik 6. giinde blastosistin embriyoblast

kutbunun Uzerinde yer alan trofoblastik hiicrelerin adezyon molekiilleri araciligiyla

endemetriyumun liimen epiteline tutundugu evredir (2).
Penetrasyon ve Invazyon

Invazyon; trofoblast ve epitelyal hiicrelerden salinan laminin, fibronektin ve
integrin gibi adezyon molekiillerinin etkilesimleri sonucu ger¢eklesen adezyonun
ardindan, embriyonun endometriyum bazal membranini yok ederek desidual degisimin

gerceklestigi stromaya gegtigi evredir (83).

Hormonal ve mekanik etkenler, genetik faktorler, desidual bariyer hazirliklar
trofoblasta kars1 direncin yok olmasini saglar (25). Penetrasyon ve invazyon faz, memeli

tiirline gore cesitlilik gosterebilir;

Yer degistirerek penetrasyon

Kemiricilerde gozlenen bu durumda trofoblast hiicreleri uterus epitelini ortadan
kaldirarak onun yerine gecerler ve sonrasinda dejenere olarak bazal laminadan
ayrilirlar. Sonugta bazal laminanin penetrasyonu, trofoblastlarin etkisi ile degil alttaki

desidual hiicreler tarafindan baslatilir (25).



Kaynasarak penetrasyon

Kaynasarak penetrasyon, invasif dokunun hedef noktasi, sinsisyum araciligiyla
uterus duvarina kaynasmasidir. Tutunan trofoblastin ve uterus epitel hiicrelerinin apikal
membranlar1 kaynasarak mikst bir sinsisyum olustururlar, daha sonra sinsisyum, bazal
lamina ve endometriyal bag dokusuna aktif bir sekilde penetre olur. Sonugta da maternal

kan damarlarini agindirir. Tavsanda ve insanda goriiliir (25).

Zorla Penetrasyon

Zorla penetrasyon, uterus epiteli hiicreleriyle sinsisyum uzantilar1 baglantilar
yaparak hiicrelerarasi araliklara girer ve epitel hiicre araliklarindan olusan bu yariklari
doldurur. Aynm1 zamanda trofoblast ve uterus epiteli arasinda da yeni baglanti
kompleksleri olusur. Bu tip implantasyon, endotelyokoriyal tip plasentasyonlarda ¢ok
derinlesmez fakat maymunlarda ve insanda gozlenen hemokoriyal plasentasyonlarda

derinlesir ve implantasyon sekli insana 6zgii bir 6zellik kazanir (25).

Apozisyon Adezyon Invazyon

BL: Blastokist

ZP: Zona Pellusida

CT: Sitotrofoblast

ST: Sinsityotrofoblast

P: Pinopod

i integn'nler

S: Sitokinler

GE: Glandiiler Epitel

LE: (endometriumun) Luminal Epiteli

Sekil 2.2. implantasyon asamalar1 (47).




2.3. Ostrus Siklusu ve iImplantasyon Sirasinda Endometriyumun Ozellikleri

Implantasyon ve embriyonun gelisiminin gerceklestigi uterus korpus, kornu ve
serviks kisimlarindan olusur. Morfolojisi hayvan tiirlerine gore degisiklik gdsteren
uterus, kemirgenlerde govde, iki kornu ve tek serviksten olusan bir yapidadir (73).
Insanlarda ise uterus armut seklinde, kalin duvarli, kasli bir yapiya sahip olup, gévde ve
serviksten ibarettir (67). Uterus duvari, i¢ten disa dogru endometriyum, myometriyum
ve perimetriyum katmanlarindan meydana gelir. Endometriyum, biyokimyasal
faktorlerin ¢ogunun tretildigi ve damarsal yapi olarak degisen derecelerde kanlanan
karmasik bir dokudur (13). Lamina epitelyalis tek katli prizmatik epitel hiicrelerinden
olugsmaktadir. Buradan koken alan bezler lamina propriya ve submukozaya kadar uzanir.
Lamina propriya ve submukoza gevsek bag dokudan olusmaktadir. Myometriyum, igte
siskiiler dista longitudinal seyirli diiz kas katmanidir. Perimetriyum ise, peritonun
visseral yapragindan olusmus ve bazal membran iizerinde oturmus mezotel

hlcrelerinden ibarettir (73).

Sicanlarda didstrus baslangicinda uterus kiiciik ve inaktiftir. Kornular
vaskiilarizasyon agisindan yetersiz ve genellikle yarik seklinde liimene sahiptir. Zaman
zaman kiibik ve silindirik sekilli olan epitel hiicreleri dejenerasyon gostererek diizlesir.
Baslangicta mitoz ¢ok azdir ve bezler inaktif durumdadir. Bu fazin ilerlemesiyle beraber
bezler aktiflesmeye baslar. Ayni zamanda fazin sonuna dogru endometriyum epiteline

bitisik olan stromada hafif bir ddem gorulebilir (95).

Prodstrus agsamasinda, uterusun endometriyum katmani epitel hiicreleri kiibik ve
silindirik epitel hiicrelerine donlismeye baslar. Endometriyumda vaskiilarizasyon
belirgindir ve stromada prodstrusun sonuna dogru liimenin 6nemli bir sekilde

genislemesiyle beraber bir miktar 6dem gorulebilir (95).

Ostrus asamasinda endometriyum epitelinddeki ~ degisiklikler ~Sstrusun
basladigini ifade eder. Once bezlerdeki dejenerasyon alanlari ortaya ¢ikar. Bunu epitelin
incelmesi takip eder. Buna mitotik aktivitenin kaybolmasi ve 16kosit infiltrasyonu eslik
eder. Liimen dilatasyonu her zaman gecerli olmamakla beraber dstrusun geg safthasina
kadar devam edebilir. Ostrusun sona ermesiyle endometriyumun mitotik aktivitesi eski
halini alir (95).



Metostrus asamasi sirasinda uterus endometriyum epitelinde devam eden
vakuolar dejenerasyon goriiliir fakat ayn1 zamanda mitotik aktivitede belirgin bir geri

doniis vardir. Degisken 16kosit infiltrasyonu vardir (95).

Embriyo implantasyonu; fetusun uterus duvarina baglanmasiyla sonuglanan bir
stirectir. Embriyo, maternal organizmanin farkli bolge ve yiizeylerine baglanirken
embriyo implantasyonuna izin verdigi implantasyon penceresi ad1 verilen sadece kisa
bir siire zarfinda endometriyum igine gOmiiliir. Fare ve sicanlarda implantasyon
penceresi, gebeligin 4 ve 5. giinleri arasindaki yaklasik 24 saatlik bir doneme tekabiil
eder. Bu asamada embriyo invazyonu ve apozisyon baglanmayr kolaylastiran
progesteron ve Ostrojen tarafindan uyarilan endometriyum morfolojik degisimlere ugrar

(82).

Endometriyum, embriyonun invazyonuna izin veren, menstrual siklus ve gebelik
stiresince degisime ugrayan dort farkl hiicre grubu igerir; liimen ve bez epitel hiicreleri,
cogu fibroblast olan stromal hiicreler, endotel hiicreleri ve endometriyuma go¢ eden
immun hiicrelerdir. Epitel hiicrelerde gergeklesen morfolojik degisimler embriyonun
adezyon siirecine katilirken, stromal hiicreler proliferasyon evresindeki Ostrojen
kaynakli ilk gelisiminin ardindan, geg-sekresyon evresinde, progesteronun etkisi altinda

desidual hiicrelere farklilagirlar (51).
2.4. implantasyonda Rol Oynayan Molekiiler Mekanizmalar

Implantasyon sirasinda uterusta etkili olan molekiiller; ekstraselliiler matriks
(ECM)  kompanentleri, adezyon molekilleri, siklooksijenazlar, matriks
metalloproteinazlari (MMP), sitokinler, musinler ve biiyiime faktorlerini igerir (13, 19,
82).

2.4.1. Hucre Adezyon Molekalleri

Hicre-hticre ve hucre-ekstraseliiler matriks baglantisini saglayan, birbirleri ile
veya ekstraseliiller sividaki molekiiller ile etkilesim gosteren molekiillerdir (5).
Hiicrelerin  birbirlerini  tanimalarinda, embriyogenez, hicre blylmesi, hiicre
farklilasmasi ve inflamasyon gibi olgularin diizenlenmesinde rol oynarlar (36). Hicre
adezyon molekl ailesi; integrinler, kadherinler, selektinler ve immunoglobulinlerdir
(13).

10



Integrinler

Integrinler; transmembran glikoproteini olup, endometriyal, desidual ve
ekstravilloz sitotrofoblast hicrelerinde bulunan, embriyonik gelismenin hiicre-matriks

ile hlicre-hiicre yapismasini igeren 6nemli fizyolojik olaylarin ¢oguna katilan adezyon
molekdlleridir (13, 35).

Kadherinler

Embriyonik dokularin olusumu ve stabiliteleri i¢in gerekli, hiicreler arasi
molekdllerdir (87). Kadherinler {izerinde bulunduklar1 dokulara gére isimlendirilirler (7,
56).

E-kadherinler: Epitel hiicresinde

P-kadherinler: Plasentada

V-kadherinler: Endotel hticrelerinde

N-kadherinler: Noral dokularda ve kas hucrelerinde
H-kadherinle: Kalp kasinda tanimlanirlar (3).

Selektinler

Selektinler; l6kositler ve endotel hiicrelerinin yuzeyinde bulunan transmembran

glikoproteinleridir (84).
Selektinler de tizerinde bulunduklar1 dokulara gére isim alirlar (3).

L-selektinler: Lokositlerde bulunarak endotel hiicresindeki ligandi ile
etkilesirler (27).

E-selektinler: Endotel hiicre yiizeylerinde bulunarak 16kositlerin gevsek olarak

endotele tutunmasini saglarlar (84).
P-selektinler: Endotel hiicreleri ve trombositler Gzerinde bulunurlar (3, 46).
Immunglobulinler

Plazma hiicreleri tarafindan salgilanirlar ve endometriyumun hem stroma hem

de epitel hiicrelerinden salindiklar1 i¢in, patofizyolojisinde 6nemlidir (3, 4).
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2.4.2. Musinler (MUC)

Musinler, adezyon saglayan molekullerin aksine anti-adeziv etkili bir gruptur.
Musin ailesinden olan MUC1, embriyo implantasyon i¢in dogru yer ve zamani bulana

kadar embriyoyu kovan bir molekildir (13).
2.4.3. Sitokinler

Implantasyon bolgesinde hiicre boliinmesi ve farklilasmasinin  kontrolii,
trofoblast farklilasmasi, bagisiklik sisteminin diizenlenmesi, kemik olusumu,
hematopoez, yara iyilesmesi ve hiicresel metabolizmanin degistirilmesi gibi bir¢ok

biyolojik mekanizmada yer almaktadir (38).

2.4.4. Heparin Baglayan Epidermal Biiyiime Faktorii (HB-EGF)

HB-EGF, Epidermal buyime faktorleri ailesinin bir Gyesidir. HB-EGF ¢esitli

tirlerde implantasyon sirasinda 6nemli rol oynar (93).
2.4.5. Lokemi Inhibitor Faktor (LIF)

LIF’in sitotrofoblastlar tarafindan hCG sentezini azalttigi, fibronektin sentezini
artirdig1 ve bu sekilde trofoblastlarin daha yapiskan ve invaziv olmasina sebep oldugu
bildirilmistir (29). Uterusta LIF ekspresyonu fare ebriyo implantasyonu igin gereklidir
(22).

2.4.6. Vaskuler Endotelyal Bayume Faktori (VEGF)

VEGEF ailesi endotel hiicresinin ¢gogalmasina, gociine ve farklilagmasina sebep
olan, vaskiiler sistem boyunca dizilmis, endotel hiicreleri i¢in bilinen en 06zgiil

mitojendir (55, 88).
2.4.7. Transforming BlyUme Faktorii p (TGF-p)

Tim dokularinin gelisiminde, homeostazisinde ve onariminda 6nemli rol
oynayan TGF-p ailesi, hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi, motilitesi, adezyonu ve Sliimii
gibi hiicresel siirecleri diizenleme yetenegine sahip olan ¢ok sayida biiylime faktorii

icerir (64, 81).
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2.4.8. Siklooksijenazlar (COX)

COX enziminin 3 izoformormu tanimlanmistir: COX-1, COX-2 ve son yillarda
COX-3 (15). COX-1 ve COX-2 prostoglandin sentezinde hiz sinirlayict enzimlerdir
(29). COX-2 memeli embriyo implantasyonu siirecinde rol oynar. implantasyonun

basarisi lizerine dogrudan etkiye sahiptir (45).
2.4.9. Prostaglandinler

Implantasyon penceresinde zamanlama asamasinda Onemlidir. Blastosist
implantasyonunda zamanlamada gecikme, embriyonun serviks duvarina tutunmasina,

anormal plasentasyona ve fotal emilime neden olabilir (13).

2.4.10. Matriks Metalloproteinazlar (MMP)

MMP’ler ovulasyon, embriyo implantasyonu, embriyogenezis, laktasyon, uterus
ve meme dokusu fonksiyonlari, yara iyilesmesi, kemigin yeniden yapilanmasi, gibi
fizyolojik olaylarin yani sira timor hiicresinin invazyonu, metastaz ve artrit gibi

patolojik siireclerde de gorev alirlar (6).
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Sekil 2.3. Implante olmus blastosist de bazi biiyiime faktdrlerinin ve hormonlarm
etkisinin sematik gosterimi (80).
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2.5. Desidualizasyon

Desidualizasyon; basarili bir gebeligin kurulumu i¢in endometriyum stromasinin
on kosuludur (78). Implantasyon sonrasi endometriyum desidua admmi alir (33).
Blastosistin, uterus limen epiteli bazal membraniyla temasindan sonra ilk olarak
implantasyon bolgesindeki stromal hiicrelerde desudializasyon baglar, ardindan tim
endometriyuma yayilir. Desidual reaksiyon, erken gebelik donemlerinde ovaryum
tarafindan salgilanan Gstrojen ve progesteron hormonlariin etkisi altinda blastosist ve
uterus arasindaki sinyalizasyon sonucunda meydana gelir. Gebeligin sekillenmesi ile ilk
olarak uterus liimen ve bez epitel hiicreleri ¢ogalmaya baslar, sonra epitel hiicre
¢ogalmasi durur, stromal hiicre gogalmasi baglar (69). Desidualizasyonun sekillenecegi
yerdeki bag doku hiicreleri embriyonik beslenmeye kaynak olusturmak iizere glikojen

ve lipidleri depolayarak desidual hiicrelere doniistirler (68).

Kemiricilerde desidualize olan endometriyum; bazal zon, kapsiil,
antimezometriyal desidua, mezometriyal desidua ve glikojenik bolge olmak lizere 5
farkli bolgeden olusur. Siganlarda implantasyon ve desidualizasyon olaylari, uterusun
antimezometriyal ~ bolgesinde  6zellikle  primer  desidual alanda (PDR)
gerceklesmektedir. Bu alandaki stromal hiicreler ¢ogalir ve sonrasinda yapigma
yerindeki uterus liimen epiteli apoptozise ugrar alttaki bazal membran embriyonun
uterusa gomiilmesi i¢in parcalanir, ilerleyen giinlerde PDR alan1 apoptozis gegirir ve
implantasyon alanini g¢evreleyen SDR alani sekillenir (23). Desidualizasyon diger
tiirlerin aksine insanlarda, menstrual siklusun ge¢ salgilama fazinda baslar. Progesteron
ve diizenleyici ajanlarin, siklik AMP (cAMP) seviyelerini arttirmast ile uyarilir (16, 17).
Desidualizasyon, trofoblast invazyonunu ve plasenta olusumununun metalloproteinaz,
sitokinler, ylzey integrinleri, MHC kompleks molekdlleri (major histocompatibility
complex molecules) gibi diizenleyici faktorlerin ekspresyonundaki degisiklik ile
diizenledigi disiiniilmektedir. Trofoblastlar, desidual stromal hicrelerin gen

ekspresyonunu diizenleyen parakrin sinyaller saliverirler (42).

Gebeligin sekillenmedigi endometriyal stromada ECM; tip I, III, V ve VI
kollajen, fibronektin ve periglandular tenaskin birikintileri igerirken, desidualizasyonun
sekillenmesi ile beraber proteoglikan, heparan silfat, tip 1V kollajen ve laminin 2 ve 4
iceren bir ECM uretilir (3).
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Otokrin, parakrin ve endokrin mekanizmalarla etki gosteren buyume faktorleri,
kendilerine 6zel yiizey reseptorlerine baglanip intraseliiler sinyal yollarini tetiklemek
suretiyle ¢ogunlukla hiicre boliinmesiyle sonuglanan fonksiyonlar gergeklestirirler (18).
Bu faktorler memelilerin disi genital sisteminde follikiilogenezisin ilk asamalarindan
baglayarak oosit maturasyonu, fertilizasyon, preimplantasyon, implantasyon,
menstruasyon ve plasentasyon asamalarinda, biiylime, ¢ogalma ve farklilasma olaylarini
dogrudan ya da dolayl olarak etkileyerek gorev yaparlar (79). Bunlarin en 6nemlileri
TGF-alfa, beta, (Transforme edici Blylme Faktori), EGF (Epidermal Buyime
Faktorleri), FGF (Fibroblast Biiyiime Faktorii), IGF (Insiilin benze ri Bilylime Faktori),
PDGF (Trombosit kaynakli Biiylime Faktorii), VEGF (Vaskiiler Endotel Biiyiime
Faktor() ve GDF-9 (Buyume-Farklilasma Faktorii)’diir (40).

2.6. Epidermal Buyume Faktort (EGF), Ailesi Ve Reseptorleri

[k kez Stanley Cohen tarafindan, 1962 yilinda, erkek fare submandibuler tiikriik
bezlerinden izole edilen EGF, bazi lireme organlarinda mitojenik aktivite gosterebilen
53 aminoasitlik bir polipeptittir (52, 96). EGF, yara dokusunun olusumunda yer alan
fibroblastlarin, kerotinositlerin ve vaskiiler endotel hiicrelerinin biylmesini ve

cogalmasini uyarir (10).
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Sekil 2.4. EGF’nin Kimyasal Yapisi (10).

15



EGF, biiyiik bir affinite ile hiicre yiizeyindeki reseptorlerine baglanir ve
reseptorun hicre icindeki protein-tirozin kinaz aktivitesini uyararak sinyal ileti stirecini
baslatir. Hiicre i¢inde kalsiyum seviyeleri, glikoliz ve protein sentezi artar, DNA
sentezine ve hiicre biiyiimesine neden olan EGRF geni gibi genlerin ortaya ¢ikmasini

artirtr (10).

Epidermal buyume faktoru ailesi epidermal blyime faktori (EGF),
transforming biyime faktori (TGF-a), heparin baglayic1 epidermal biiyiime faktorii
(HB-EGF), amphiregulin (AR), betacellulin (BTC), epiregulin ve neu farklilasma
faktorti (NDF)’i igermektedir (Tablo 1). Bu ligantlar EGF-benzeri alan olarak bilinen
altist sistein artiklarini igeren yaklasik 40-45 aminoasitlik ortak bir aminoasit motifine
sahiptir. EGF ve TGF-a igerisinde gosterildigi gibi alt1 sistein artiklar1 HB-EGF’nin
mitogenic aktivitesi igin gerekli olan i¢li disiilfid baglarimi olusturur. EGF ailesi
tiyesinin ortak ozelligi, transmembran énct molekiller olarak sentezlenmeleri ve
sonrasinda hiicre yiizeyinden ¢oziilebilir, olgun biiylime faktorlerinin salinimi igin
proteolitik olarak isleme tabi tutulur (63, 75). Epidermal buyume faktor reseptort, ErbB
hicre reseptor ailesindendir. EGF reseptorleri, ErtbB veya tirozin kinaz’lar olarak da
bilinir. ErbB protein ailesi, yapisal olarak iligkili dort transmembran reseptorden olusur.
Bunlar: EGFR (ErbB1, HER1), ErbB2 (Her2/ neu), ErbB3 (HER3), ve erbB4 (HER4)
(50, 58).

EGF ailesi ligantlart reseptorlerin baglanmasi ve aktiflesmesiyle spesifiklik
gosterir. EGF, TGF-a ve AR HER1’i baglar, NGR-1 ve NGR-2 HER3 ve HER4’ii baglar
ancak sadece HER4 aktiflesir. HB-EGF ve Betacellulin HER1 ve HER4’{in her ikisini
de baglar ve aktiflestir. HER2 i¢in simdiye kadar tanimlanmis bir ligand yoktur (75).
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Sekil 2.5. EGF reseptorlerinin alt tiplerinin DNA yapisi (8).

Epidermal blyiume faktori ailesi ve epidermal buyime faktori reseptorlerinin
uterusta embriyo implantasyonu igin Onemli oldugu kabul edilir. Ornegin;
preimplantasyon siiresinde gebeligin 1-8. glnlerinde 0&stradiol ve progesteronun

uyarmasi sonucu fare uterusunda ErbB2 geni sentezlenmektedir (59).
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Tablo 2.1. EGF Ailesi (75).

EGF Ligant EGF-Receptor Subtype
Epidermal growth factor (EGF) HERI1
Transforming growth factor-a (TGF-a) HERL
Vaccinia growth factor (VGF) HEE
Amphiregulin (AR) HERI
Heparin bulding epidermal growth factor (HB-

EGF) HERI1
Betacellulin (BTC) HERI
Epiregulin HERI1
Neuregulin-1 (NGR-1) HER3 HER4
Neu differentiation factor (NDF)

Heregulin (HRG)

Glial growth factor (GGF)

Acetylcholine receptor including activity (ARIA)

Neuregulin-2 (NGR-2) HER3, HER4
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2.7. Heparin Baglayic1 Epidermal Biiyiime Faktorii (HB-EGF)
2.7.1. HB-EGF Tanim

Heparin baglayici epidermal biiylime faktorii (HB-EGF) epidermal biylime
faktori (EGF) ailesinin bir Gyesidir (20). HB-EGF gen ekspresyonu agirlikli olarak
akciger, kalp, beyin ve iskelet kaslarindaki ¢esitli dokularda tespit edilmektedir (1). HB-
EGF ilk olarak, diiz kas hucreleri i¢cin mitojen olan immobilize heparin igin gugli bir
affiniteli blylme faktorl olarak, insan makrofajinin uygun Kkiiltiir ortamlarinda
tanimlanmis fakat endotel hiicrelerinde tanimlanamamistir. Daha sonra HB-EGF
heparin affinite kromotografisi ve ters fazli sivi kromotografisi kullanilarak makrofaj
benzeri insan U-937 hiicrelerinin kiltir ortamlarindan saflastirilmis ve U-937 hiicre
cDNAsindan klonlanmistir (14, 43). HB-EGF DNA analizi putatif sinyal peptidi,
propeptid, olgun HB-EGF, transmembran ve sitoplazmik alanlari igeren 208 aminoasitin

primer translasyon urnd olarak tahmin edilen agik okuma iskeletine sahiptir (75, 99).

Sekil 2.6. HB-EGF DNA yapist (9).

Transmembran oncti maddesinin (tm-HB-EGF) o6nemli bir miktar1 hiicre
yiizeyinde tam olarak kalmasina ragmen ekstraseliiler alan metalloproteinazlarin etkisi
sonucu HB-EGF’nin ¢6ziinebilir formunu (sol-HB-EGF) agiga ¢ikarabilir. Hem tm-HB-
EGF hem de sol-HB-EGF biyolojik olarak aktiftirler (34).
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2.7.2. HB-EGF Geni

HB-EGF gen lokusu insanlarda 5 kromozoma farelerde ise 18 kromozoma
eslenmistir. HB-EGF tamamlayici DNA (cDNA) sican uterus stromal hiicrelerinde
progesteron tarafindan indiiklenerek cDNA kiitliphanesinin transkripsiyonu ¢ikartilarak
tanimlanmistir (101). Bir HB-EGF ¢cDNA’nin en uzun formu yaklasik olarak 2.4 kb
uzunlugunda klonlanmistir. insan ve fare HB-EGF genleri yaklasik 1.4 kb kapsamakla
birlikte 6 ekson ve 5 introndan olusarak EGF ailesinin diger ligandlarinin gen yapist ile

uyumludur (48, 75).

EGF reseptor aktivasyonu blastosist implantasyonunun ve devaminda
plasentasyon esnasinda trofoblastik hiicre davramigim1 etkiler. HB-EGF gen
transfeksiyon deneyleri blastosistin liimen epiteline yapismasina aracilik eden
faktorlerden birisi olan membrana bagli HB-EGF nin blastosist iizerinde mevcut olan
heparan siilfat proteoglikanlarina ve/veya EGF reseptorlerine baglanabildigini isaret
etmektedir (54).

2.7.3. Rekombinant HB-EGF

Insan da HB-EGF proteini E. Coli’den rekombinant olarak iiretilmistir, 208-
artik HB-EGF birincil translasyon iirliniiniin 73 ile 149 arasindaki aminoasitleri takip

eden bir geviriyi baglatan metionin tortusundan olusur (24).
2.7.4. Transmembran HB-EGF

EGF ailesinin bir¢ogu transmembran proteinlerine bagli olarak sentezlenir. HB-
EGF cDNA analizi, HB-EGF’nin bir transmembran Onciisii olarak sentezlendigini
ortaya koyar. HB-EGF'in transmembran formu, HB-EGF’nin sitoplazmik alaninin C-
terminali 16 amino asitlerine kars1t yonlendirilmis bir antikor kullanarak hiicreler
tizerinde tespit edilmistir (60, 75). HB-EGF transmembran formu ¢oziinmez olmasina
ragmen biyolojik olarak aktiftir (76). HB-EGF’nin transmembran formu jukstakrin
aktivitesine sahiptir (75).

2.7.5. Mature HB-EGF (Olgun HB-EGF)

HB-EGF’nin diger bir formu olan olgun HB-EGF (solHB-EGF) toplamda 86
aminoasit icermektedir (44). Olgun ¢ozinlir HB-EGF, proteolitik bolinme yoluyla

membrana tutturulmus 6ncii molekiillerden salinir (34). Cozunebilir olan olgun HB-
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EGF; makrofajlar, fibroblastlar ve duz kas hucreleri Uizerinde mitojenik ve kemotaktik,
endotel hicrelerinde kemotaktik, astrositler ve normal epitel hicreleri tzerinde ise

blylime aktivitesine sahiptir (90).
2.7.6. HB-EGF’nin Biyolojik Aktivitesi

HB-EGF hiicre ¢cogalmasi ve yer degistirmesi i¢in gii¢lii bir uyaricidir. Dogal
HB-EGF, U-937 hiicre kulturlerinden ve rekombinant HB-EGF, E.Coli ve Bakuloviris

ile enfekte olmus bocek hiicrelerinden saflastirilmigtir (21).

Dogal ve rekombinant proteinler esit biyoaktivitededirler. HB-EGF 6zellikle
fibroblastlar, diuz kas hiicreleri ve epitel hicrelerini hedef alan genis bir spekturuma
sahiptir. Hucre kultirinde HB-EGF; fare 3t3 fibroblastlari, sigir aortik diiz kas
hiicreleri, sigan hepatositleri, primer tavsan bobrek tubul hiicreleri, tavsan bobregi epitel
hlcreleri, meme ve yumurtalik karsinom hiicreleri dahil bir dizi hicre tipleri igin gugcli
bir mitojendir. HB-EGF primer sican ventrikiiler miyositleri igin bir hipertrofik
faktordur. Ote yandan HB-EGF, FGF-1, FGF-2 ve VEGF gibi diger heparin baglayic
blyume faktorlerinin aksine endotel hiicreleri i¢in mitojenik degildir. Bir raporda HB-
EGF’nin endotel hlcrelerinde mitojen degil iken tesvik edici oldugu, ayrica kollegen jel
icinde endotel hiicre tiip benzeri yapilarmmi olusturdugu bildirilmistir. Parakrin
faaliyetlerinin yan1 sira HB-EGF Kkendisini Ureten ve yanit veren Kkeratinositler,
urethelial hicreler ve gastrik endotel hucreleri icin otokrin buyime faktoriddr.
Keratinositler icin otokrin buyime faktori aktivitesi, anti-HB-EGF antikorlari

tarafindan, keratinosit ¢ogalmasinin kismi engellenmesiyle ortaya konmustur (75, 89).

HB-EGF hiicre hareketinin giicli bir uyaricisidir. HB-EGF’nin, diiz kas
hicreleri yuzey heparin sulfat proteoglikanlari ile kismen etkilesimi sonucu sigir aortik
duz kas hucreleri icin ve EGF reseptor alt tipine (HER4/erbB4) sahip olan fare 3t3
fibroblastlar i¢in kemotatik oldugu, aksonal yaralanmadan sonra insulin benzeri biyime
faktoru 1 ile beraber HB-EGF’nin astrositlerin yogun rastgele gogiinii stimiile ettigi
bildirilmistir (31, 75).

HB-EGF diger biiyiime faktorii ve biliylime faktorii reseptor genlerinin
transkripsiyonunu uyararak hiicreleri dolayli olarak uyarabilir. Ornegin; diiz kas
hlcrelerinde HB-EGF glcli diz kas hucreleri mitojenleri PDGF ve FGF-2 ‘nin mRNA
diizeylerinde bir artisa neden olur. HB-EGF; TGF-a, keratinositlerdeki AR ve BTC
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epitelyal hiicreler ve kolon adenokorsinom hiicreleri gibi diger EGF benzeri ligantlarin
mRNA diizeylerinde artisa da neden olur (75). HB-EGF blastosist implantasyonu, yara
iyilesmesi, timor gelisimi, yumusak kas hiicresi hiperplazisi, anjiyogenez ve iireme gibi

cesitli biyolojik siireglerin katilimeisidir (11).
2.7.7. Gebeligin Erken Donemlerinde HB-EGF’nin Rolii

Uterus limen epitelinde HB-EGF, transmembran ve ¢ozuntr form halinde olup
bir jukstakrine ve parakrin sinyal mekanizmasi olarak rol alir (60). Sigan uterusunda,
HB-EGF ekspresyonu gebeligin kurulmasi icin gerekli aktiviteler olan steroid
hormonlar, 6strodiol ve progesteron tarafindan diizenlenir (75). Siganlarin progesteron
tedavisi uterus stromal hiicrelerinde HB-EGF gen ekspresyonunu uyarmakta, limen ve
bez epitel hiicrelerinde ise HB-EGF ekspresyonu dnlemektedir (75, 105). Ote yandan
ostrodiol tedavisi HB-EGF ekspresyonunu stromal hiicrelerinde degil epitel
hicrelerinde uyarmaktadir. Sigcan uterusunda steroid hormonlarin mitojenik etkilerine
HB-EGF nin aracilik ettigi o6ne siiriilmektedir. Overektomi uygulanmis farelerin uterus
stromal hdcrelerinin progesteron ile muamelesinin, blastosist yapigsmasi sirasinda
meydana gelen c¢ogalma, biiyiime ve farklilagmaya benzer sekilde bir etkiye neden
oldugu Ostradiolun ise uterus epitel hicrelerinde HB-EGF ekspresyonunu diizenledigi
belirtilmektedir (75, 94, 101). HB-EGF’nin desidualizasyondan sonra stromal
hiicrelerin ¢ogalmasini stimiile eden otokrin/parakrin faktér olarak rol aldigi 6ne
surtilmektedir (24). Insan uterusunda HB-EGF implantasyon penceresinin hemen
oncesinde artis gostermektedir (85). Kemirgenlerde HB-EGF ekspresyonu uterusun
aliciligl, embriyo olusumu ve blastosist implantasyonunda islev gérmektedir (20).
Uterusta fare blastosist implantasyonu ciftlesmeden sonraki 4. giin olusur. Fare
uterusunda HB-EGF ekspresyonu blastosist implantasyonu ile mekéansal ve zamansal
olarak iligkilidir (24).

HB-EGF’nin blastosist implantasyonunun hemen o6ncesinde uterusta ekspre
edildigi ve blastosist yapigsmasini, gelisimini, biiylimesini ve farklilagsmasini

destekledigi bildirilmektedir (75).
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Sekil 2.7. Gebeligin erken donemlerinde HB-EGF (91).
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3. GEREC VE YONTEM
Bu calismada, Mehmet Akif Ersoy Universitesi Deney Hayvanlar

Laboratuvarindan temin edilen, her grupta 6 adet olmak iizere toplam 30 adet (yaklagik
180-200 gr agirliginda, 10-12 haftalik) yetigkin disi Wistar albino cinsi si¢an kullanildi.
Calisma boyunca siganlara, ayr1 kabinlerde standart yem ve su verilerek, ortamlarinin
sicaklik ve nem oranlar1 sabit olacak sekilde, 12 saat karanlik/aydinlik ortamlarda
tutuldu. Vajinal smear ile 0strus evresinde olduklari belirlenen disi siganlar, 1 gece erkek
sicanlar ile (2 disi/1 erkek) ayni1 kafes iginde birlikte birakildi. Ertesi sabah tekrar vajinal
smearde sperme rastlanan disi sicanlar gebeligin 0. giinii olarak kabul edildi. Gebeligin
0., 1., 3., 5. ve 7. Giinlerinde gruplardaki si¢anlara rompun (5mg/kg) ve ketamin
(60mg/kg) kombinasyonu ile genel anestezi altinda servikal dislokasyon ile Gtenazi
uygulanarak  anterior abdominal duvar acilip uterus dokulari  alindi.
Immunohistokimyasal analizler i¢in alinan uterus dokular1 trimlenerek fikzasyon icin
%10 Formalin soliisyonlar: i¢ine konuldu. Alinan 6reneklerde immunohistokimyasal
prosedir uygulanarak HB-EGF immiinlokalizasyonlari belirlendi. Calismada kullanilan

sicanlar agagidaki tabloda oldugu gibi deny gruplarina dahil edildi.

Tablo 3.1. Deney Gruplart

Deney Gruplan

GRUP I Gebeligin 0. Giinii
GRUP II Gebeligin 1. Giinii
GRUP III Gebeligin 3. Giinii
GRUP IV Gebeligin 5. Giinti
GRUP V Gebeligin 7. Giinii
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3.1. Immunohistokimyasal Prosediir

Gebeligin 0, 1, 3, 5 ve 7. giinlerinde alinan uterus doku oOrnekleri %10
Formaldehit soliisyonunda tespit edildikten sonra 151k mikroskobik takip islemlerinden
gecirilerek parafin bloklara gomiildii. Parafin bloklardan alinan Spum kalinligindaki
kesitler dehidrasyon icin alkol serilerinden gegildi. Daha sonra kesitler, antijen
maskelenmesini ortadan kaldirmak i¢in 1siya dayanikli kap igerisinde {izerini
kaplayacak kadar sitrat tamponu (ph:6) eklenerek mikrodalga firinda (750 W) 2 kez,
5’er dakika isleme tutuldu. Daha sonra kesitler oda 1sisinda (20 dk) sogutuldu. Kalem
ile sinirlandirilan kesitler, Fosfat tamponlu tuz cozeltisi (PBS) + %0,2 Tween 20
sollisyonu ve distile su ile yikandiktan sonra endojen peroksidaz aktivitesini ortadan
kaldirmak igin, oda 1sisinda ve nemli ortamda, %3’lik H20. solisyonunda (25dKk)
bekletildi. Tekrar PBS+%0,2 Tween 20 soliisyonu ile yikandi. Daha sonra kesitler,
1/100p oraninda diliie edilen primer Mouse monoclonal HB-EGF antikorlar1 ile +4C°de
nemli ortamda bir gece bekletilerek inklibasyonu saglandi. Negatif kontroller, primer
antikorun islemlerden ¢ikarilmasi ile elde edildi. Ertesi sabah dokular PBS+%0,1 Tween
20 soliisyonu ile yikandiktan sonra Biyotinle konjuge universal LSAB Kit’inde oda
isisinda nemli ortamda (30dk) tutuldu. Tekrar PBS+%0,1 Tween 20 solusyonu ile
yikandiktan sonra oda sicakliginda ve nemli ortamda HRP soliisyonunda (30dk)
bekletildi. Uygulama sonrasinda kesitler PBS+%0,1 Tween 20 soliisyonu ile yikand1 ve
akabinde mikroskop altinda DAB kromojeni (10dk) uygulandi. Daha sonra kesitler
distile suda (5dk) yikand1 ve Hematoksilen (4dk) ile zit boyama yapildi ve alkol
serilerinden gegirildikten sonra kapatildi. Son olarak, elde edilen preparatlar Nikon E
600 151k mikroskobu ile goriintiilenerek gruplara ait doku 6rnekleri immunboyanma

siddeti agisindan semiquantitatif olarak skorlandi.
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Tablo 3.2. Immunohistokimyasal prosediirde kullanilan malzemeler.

Kimyasal Malzemenin Ad1 | Markasi Kodu
Peroxidase-Blocking Solution | Dako REAL™ $2023
Protein Block Serum-Free Dako X0909
Ready-To-Use

HB-EGF (H-1) Santa Cruz Sc-365182
Mouse Monoclonal 1gG2a Biotecnology

Biotinlated Link Dako K0609

Streptavidin-HRP

DAP+ Chromogen Dako K3468
DAP+ Substrate

Tablo 3.3. Sitrat Buffer Soltisyonu (500ml igin)
Kimyasal Malzemenin Ad1 = Miktari

Citric asit 0,96 gr
Distile su 500ml
10N NaOH Ph:6 olana kadar eklenir.

Tablo 3.4. Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (PBS) (1000ml igin)
Kimyasal Malzemenin Ad1 = Miktar1

Na;HPO4 1,48gr
KH2PO4 0,43
NACL 7,29r
Distile su 1000ml

Tablo 3.5. PBS+ %0,2 Tween 20 solusyonu (500ml igin)
Kimyasal Malzemenin Ad1 | Miktar

PBS 500ml
Tween 20 0,5ml
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Tablo 3.6. PBS+%0,1 Tween 20 soltsyonu (500ml igin)
Kimyasal Malzemenin Ad1 | Miktan
PBS 500ml
Tween 20 0,25ml
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4. BULGULAR

Yapilan calismada, siganlarda gebeligin 0, 1, 3, 5 ve 7. glinlerinde alinan uterus
doku kesitleri HB-EGF’nin  dokudaki ekspresyonlarin1  belirlemek icin
immunohistokimyasal olarak boyandi. Nikon E-600 151k mikroskop ile incelenen boyali
doku ornekleri farkli gbézlemciler tarafindan incelendi ve boyanma siddeti agisindan
semiquantitatif olarak skorlandi. Bu skorlanmada boyanma siddetleri; - (boyama yok),
+ (zayif), ++ (orta) ve +++ (gii¢lii) olarak derecelendirildi, Tablo 4.1. de 6zetlendi.
Gruplarin gilinlerine ait boyanma 6rnekleri Sekil 4.1- 4.10 arasinda gosterildi. Gebelik
giinlerine ait bdlge tanimlamalar1 Oner H ve arkadaslarinin (70) daha énce yaptiklar:

calisma referans alinarak yapilmistir
HB-EGF immunlokalizasyonu

0.Gun: Endometriyum ve myometriyum normal yapida gozlendi. Endometriyumda
HB-EGF immunlokalizasyonu liimen ve bez epitel hiicrelerinin sitoplazmalarinda,
myometriyum ve kapiller duvarinda gii¢lii sekilde (+++) go6zlenirken, supepitelyal ve
endometriyal stromada gozlenmedi (-). Gebeligin 5. giiniine kadar desidual reaksiyon

alan1 olusmamusti (Sekil 4.1, 4.2).

1.Gun: Gebeligin 1. giiniinde uterusun mikroskobik yapisi 0. giin ile benzerlik tagimakla
birlikte, HB-EGF immunpozitif boyanmanin liimen ve bez epitelleri ile kapillerlerde 0.
Gun ile benzerlik gosterdigi ve gii¢lii (+++) oldugu, myometriyumda boyanma
siddetinin biraz azaldig1 ve orta siddette (++) oldugu gozlendi. 0. Giinden farkli olarak
1. Gunden itibaren supepitelyal ve endometriyal stroma hucrelerinde de immun

reaksiyon orta siddette (++) mevcuttu (Sekil 4.3, 4.4).

3. Gun: Gebeligin 3. giiniinde uterusun mikroskobik yapisi, HB-EGF immunpozitif
alanlar1 ve boyanma siddeti 1. giin ile benzerlik gostermekte idi (Sekil 4.5, 4.6 ).

5. GUn: En belirgin yapisal degisiklik bezlerin kii¢iilmiis, sayilarinin olduk¢a azalmas,
kapillerlerin miktarmin ise artmis oldugu idi. Implantasyonun ilk belirleyici
isaretlerinden biri olan desidual reaksiyon alani, primer desidual reaksiyon alan1 (PDR)
seklinde antimezometriyal bolgeden mezometriyal alana dogru liimen epitelinin altinda
yayilmis, ancak liimen epitelinden stromaya dogru dar bir alanda gbzlenmeye baglandi.

HB-EGF immunreaktivitesi limen ve bez epitellerinde, myometriyumda ve
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kapillerlerde gugli (+++), PDR ve bu alanin disindaki endometriyal stromal alanlardaki
hlcrelerde orta (++) siddette gozlendi (Sekil 4.7, 4.8).

7. Gun: Uterus limeni iyice kiigiilmiis, epiteli incelmis, endometriyal stromadaki
hiicreler tamamen desidua hiicrelerine doniligsmiis, liimeni ¢evreleyen PDR alaninin
disinda mezometriyal alana dogru sekonder desidual reaksiyon alant (SDR)
belirginlesmisti. Bezler oldukg¢a kiiciik, ¢cok az sayida ve myometriyuma yakin
yerlesimde idi. HB-EGF immunreaktivitesi SDR alanina gére PDR alaninda daha yogun
ve gucll (+++) gozlendi. Limen epitelinde ve kapillerlerde hafif siddette (+) olan HB-
EGF reaksiyonu bez epitelinde giiclii (+++) sekilde idi (Sekil 4.9, 4.10).
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Sekil 4.1. Gebeligin 0. giiniine ait sigan uterus dokusunda HB-EGF immunreaksiyonu.
SES: Subepitelyal stroma; Mavi ok: Lumen epiteli; Kirmizi ok: Bez epiteli; Siyah ok:
Kapillar. X200.

Sekil 4.2. Gebeligin 0. giiniine ait sican uterus dokusunda HB-EGF immunreaksiyonu.
MYM: Myometriyum; Siyah ok: Kapillar. X400.
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Sekil 4.3. Gebeligin 1. giiniine ait sigan uterus dokusunda HB-EGF immunreaksiyonu.
SES: Subepitelyal stroma; ES: Endometriyal stroma; Mavi ok: Liimen epiteli; Kirmizi

ok: Bez epiteli; Siyah ok: Kapillar. X200.

Sekil 4.4. Gebeligin 1. giiniine ait sigan uterus dokusunda HB-EGF immunreaksiyonu.
MYM: Myometriyum; Siyah ok: Kapillar. X400.
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Siyah ok: Kapillar. X200.

b

gin 3. giliniine ait sican uterus dokusunda HB-EGF immunreaksiyonu.

Mavi ok: Lumen epiteli; Kirmizi ok: Bez epiteli;

Sekil 4.5. Gebeli

Sekil 4.6. Gebeligin 3. giiniine ait sigan uterus dokusunda HB-EGF immunreaksiyonu.

ES: Endometriyal stroma; MYM: Myometriyum; Kirmiz1 ok: Bez epiteli.

X400.
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Sekil 4.7. Gebeligin 5. giiniline ait sigan uterus dokusunda HB-EGF immunreaksiyonu.
PDR: Primer desidual reaksiyon alani; Mavi ok: Limen epiteli; Kirmiz1 ok: Bez epiteli;
Siyah ok: Kapillar. X200
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Sekil 4.8. Gebeligin 5. giinline ait sigan uterus dokusunda HB-EGF immunreaksiyonu.
MY M: Myometriyum; Kirmizi ok: Bez epiteli; Siyah ok: Kapillar. X200.
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Sekil 4.9. Gebeligin 7. giiniline ait sigan uterus dokusunda HB-EGF immunreaksiyonu.
PDR: Primer desidual reaksiyon alani; Siyah ok: Kapillar. X100.

Sekil 4.10. Gebeligin 7. giiniine ait sigan uterus dokusunda HB-EGF immunreaksiyonu.
MYM: Myometriyum; PDR: Primer desidual reaksiyon alani; SDR: Sekonder desidual
reaksiyin alani; Siyah ok: Kapillar; Kimizi ok: Bez epiteli. X100.
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Tablo 4.1. Gebe sicanlarin uterus dokusunda HB-EGF immunreaktivitesinin gebelik
gunlerine gore semiquantitatif analizi

Gebelik | Limen  Bez S5ES ES MYM PDR SDE. Kapillar
Giinleri | Epiteli | Epiteli

0. Giin =+ +—+ - - +—+ Yok Yok ++
1. Giin ++ +H+ + + +H+ Yok Yok +H+
3. Giin =+ +—+ — ++ +—+ Yok Yok ++

5. Giin ++ +H+ FDE + +H+ + Yok +H+
7.Giin + ++ FDE. SDE = ++ ++ +
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5. TARTISMA

Implantasyonun baslatilmasi, alic1 bir uterus ile implantasyona uygun blastosist

arasindaki karsilikli etkilesim sonucudur (93).

Uterus aliciligi; blastosist aktivasyonu ve blastosistin uterus ile etkilesimi
sonucunda gerceklesir. implantasyonla ilgili bircok sinyal molekiilii tespit edilmistir
(Carson, Paria ve ark). Bunlarin arasinda EGF ailesinin bir Oyesi olan HB-EGF

implantasyon siresinde oldukca etkili bir ekspresyona sahiptir (93).

Yapilan calismalar; HB-EGF’nin bir biliylime faktorii olarak blastosistin
biliylimesinde ve implantasyona aracilik etmesinde dnemli rol oynayabilecegini isaret

etmektedir (Pria ve ark Das ve ark, Raab ve ark, Yoo ve ark, Martin ve ark ) (74).

HB-EGF’nin fare, insan ve hamster dahil olmak {izere bir¢ok tiirde blastosist

biiyiimesinde islev gordiigii 6ne siirtilmektedir (93).

Wang ve arkadaslarinin hamsterlarda gebeligin 4. giiniinde HB-EGF nin uterus
ve embriyodaki lokalizasyonu ve HB-EGF’nin ErbBl1 ile ErbB4 iizerindeki etkisine
baktiklart ¢alismada, gebeligin 4. gilinlinde, HB-EGF'nin blastosistlerin hem
trophectoderm hem de i¢ hiicre kitlesinde mevcut oldugu konfokal mikroskobi ile
gosterilmistir. Immun boyamanin ¢cogunlukla sitoplazmada olmasina ragmen blastosist
hiicre ylizeyinde de lokalize oldugunu belirtmislerdir. Arastirmacilarin, HB-EGF’nin
ErbB1 ve ErbB4 uzerinde etkilerini incelemeleri sonucunda ise, HB-EGF nin gebeligin
4. glintinde uterus ve blastosistte ErbB1 ve ErbB4’{in otofosforilizasyonunu indiikledigi,
blastosistte ErbB’lerin HB-EGF sinyaline tepki olarak belirgin bir sekilde aktif oldugu
ortaya koyulmustur. Sonug olarak ErbB1 ve ErbB4 araciligi ile HB-EGF sinyalinin
implantasyon sirasinda uterus ve blastosistin karsilikli etkilesiminde potansiyel rol

oynadigi bildirilmistir (93).

Insanlar da ve kemiricilerde yapilan ¢alismalarda, HB-EGF’nin endometriyal
dongu boyunca uterus stromal ve epitel hiicrelerinde farkli sekillerde ekspre edildigi
belirtilmektedir. Ornegin Leach ve arkadaslari 18-35 yas araliginda 3 ay boyunca
hormonal tedavi géormemis ve myom ya da servikal patoloji gOsteren insanlardan
histerektomi ile alinan dokularda yapilan immunohistokimyasal ¢aligmalarda, insan

endometriyumunda, HB-EGF seviyesinin endometriyumun blastosist implantasyonu
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icin alict donemi olan 20-24. giinlerinde, endometriyal bezlerde ve uterus kan damarlari
icerisindeki endotel hiicrelerinde maksimum oldugunu, siklusun 10-18. glnlerinden
itibaren progesteron seviyesindeki artigla beraber HB-EGF ekspresyonunun arttigi,
ardindan dongiiniin 26. giinline kadar hizli bir diisiis gosterdigini ifade etmislerdir.
Tersine, HB-EGF’nin stromal hiicrelerdeki birikiminin preovulasyon déneminde,
siklusun 13. giiniinde maksimum seviyeye ulastigi sonrasinda ise azaldig bildirilmistir.
Ayrica stromal hiicrelerde sitoplazmik HB-EGF immunboyamasimin siklusun 15.
giinlinde en yogun oldugu, sonrasinda 22. giine dogru azaldifi gozlenmistir.
Arastirmacilar ayn1 zamanda 6-8 hafta iken gebeligi sonlanan kisilerden aldiklar
orneklerde trofoblast ve desiduada HB-EGF ekspresyonuna bakmislar ve HB-EGF’nin
hem trofoblast hem de sinsisyotrofoblastlarda mevcut oldugunu bildirmislerdir. Bu
sonucglar HB-EGF’nin endometrial siklus boyunca ovarial steroid hormonlarin etkisi
altinda ekspre oldugunu ve hem uterus hem de trofoblastlardaki mevcudiyetinin;
mitogenezis, trofoblast invazyonu, hipoksiye karsi hiicresel koruma ve wvaskiiler

yenilenme gibi gesitli hiicresel siireglerde rol aldigini diistindiirmiistiir (54).

Yoo ve arkadaslarinin gebe ve gebe olmayan insan endometriyumunda ve
plasentada HB-EGF proteininin ve mRNA’simnin immunohistokimyasal ve RNase
protection assays (RPA) teknigi kullanarak ekspresyonunu arastirdiklar: ¢alismada, HB-
EGF mRNA ekspresyonunun menstrual siklusun proliferatif fazinda endometriyumda
diisiik, salgi fazinda ise yiliksek olup gebelik esnasinda implantasyon penceresinin
hemen Oncesinde ve dolasimdaki progesteron seviyesinin yiiksek oldugu gebeligin 18-
19. giinlerde ise en yiiksek seviyede oldugunu belirtmislerdir. Arastirmacilar HB-EGF
proteininin proliferatif evrede endometriyum stromasinda, orta salgilama evresinde
limen epitelinin apikal yiizeyinde yogun olarak lokalize oldugunu bulgulamislardir.
Sonug olarak arastirmacilar; insan endometriyal HB-EGF mRNA ekspresyonunun
implantasyonda, hemen Once arttigini, implantasyon penceresi esnasinda liimen
epitelinde lokalize oldugunu ve erken plasentasyon evresinde plasental dokularda
mevcut oldugunu, bu nedenle de HB-EGF nin insan embriyo implantasyonu ve erken

plasentasyon ile iliskili oldugunu bildirmislerdir (98).

Benzer bir RNase koruma analizi ¢alismasinda, insanda menstrual siklusta, HB-
EGF ekspresyonunun proliferatif fazda diisiik, ovulasyon sonrasinda erken ve orta

salgilama evreleri arasinda ise en yiiksek seviyede oldugu bulgulanmistir (57).
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HB-EGF’nin insan embriyo gelisimi lizerine etkilerini aragtiran bir calismada,
2-7 giinliik embriyolarin bulundugu kiiltiir ortamina 1nM veya 100 nM HB-EGF
eklenmis ve InM HB-EGF’nin embriyolarin blastosist evresinde ki gelisimini %40,7
etkiledigi, 100 nM HB-EGF’nin ise bu orant %71,0’e yiikselttigi gézlemlenmistir.
Sonug olarak HB-EGF oranmin insan embriyolarinin gelisimi iizerindeki etkisinin

O6nemi bildirilmistir (62).

Benzer bir ¢alismada, 5-8 haftalik disi CF1 fareler iizerinde yapilmis ve
gebeligin 4. giliniinde toplanan blastosistlerin kiiltiir ortaminda HB-EGF varliginda
gelisimi izlenmis, 4. glindeki blastosistlere 1 nM HB-EGF ilavesinin gebeligin 5.
guninde trofoblast farklilagmasini hizlandirdigi bildirilmistir. Arastirmacilar, HB-
EGF’nin hiicre i¢i Ca*? diizeyini yiikselterek preimplantasyon gelisimini diizenleyip
diizenlemedigini arastirmak icin 1 nM HB-EGF’nin uygulanmasindan sonra kiiltiir
ortamindaki blastosistlerde gebeligin 5. giiniinde hiicre i¢i Ca* diizeylerini 6l¢miisler
ve HB-EGF eklenmesinden 1 dakika sonra Ca'? seviyesinin arttigin1  ve

preimplantasyon gelisiminin etkili bir sekilde hizlandigini bildirmislerdir (92).

In vitro ¢alismalarda, HB-EGF nin stromal hiicre cogalmasinda ve ¢ift ¢ekirdek
olusumunda potansiyel bir oyuncu oldugu belirtilmistir. Ornegin; Tan ve arkadaslari
calismalarinda, yetiskin disi CD-1 farelerde vazektomi edilmis erkek fareler kullanarak
yalanci gebelik olusturmus ve yalanci gebeligin 4. giiniinde topladiklar1 fare uterus
stroma hiicrelerini kiiltiir ortaminda HB-EGF ile muamele etmislerdir. Calismanin
sonucunda, kiiltiir ortaminda HB-EGF ile muamele edilen uterus stromal hiicrelerinde
DNA sentezinin uyarildigi, ancak mitotik siklusda artisa neden olmaksizin DNA
sentezini artirdig1 i¢in poliploidi olusumuna neden oldugu bildirilmistir. Farelerde HB-
EGF ile muamele edilen stromal hicrelerde gozlenen poliploidinin ¢ift cekirdek
olusumu ile beraber oldugu ve bu sonuglarin HB-EGF’nin uterus stroma hicrelerinin
biiyiimesinde ¢ift ¢cekirdek olusumunda ve poliploidide etkili bir diizenleyici oldugunu

isaret ettigi bildirilmistir (86).

Tamada ve arkadaslarinin disi sicanlarda yaptiklari caligmada, gebeligin 4.
gundnde 8 hiicreli embriyolar 5-15’erli gruplar halinde kiiltiirlenmistir. Kiiltiir ortamina
farkli konsantrasyonlarda HB-EGF (0, 10 ya da 100 ng/ml) eklenerek embriyolarin her

24 saatte bir gelisimi gozlenmistir. Kiiltiir ortamma HB-EGF’nin eklenmesiyle
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blastosist sahasinda embriyo gelisiminin HB-EGF konsantrasyonuna bagli olarak artig
gosterdigini belirtmiglerdir. Aragtirmacilar, ayni ¢calismada, siganlarda implantasyonun
gecikmesini saglamak i¢in gebeligin 3. giinlinde overektomi uyguladiklar1 siganlara 3-
8. glinler arasinda giinliik 2 mg progesteron enjeksiyonu yapmislar ve takip eden 8.
giinde farkli konsantrasyonlarda HB-EGF’yi uterus boynuzuna intraluminal olarak
enjekte etmislerdir. Calisma sonucunda HB-EGF’nin implantasyonu geciktirilmis
siganlarda implantasyona neden oldugu, sican bagina implantasyon saha sayisinin HB-

EGF konsantrasyonuna bagli olarak arttigini 6ne siirmiislerdir (85).

Atli ve arkadaslari, gebe ve Ostrustaki kisraklarin endometriyumunda HB-EGF
mRNA ekspresyonunu incelemek icin yaptiklar1 calismada; Ostrustaki kisraklardan
ovulasyon giiniinde, ge¢ didstrusta ve luteolizis sonrasi evrelerde, gebe kisraklarda ise
gebeligin 14. 18. 22. ve 60. giinlerinde endometriyumdan biyopsiler alinmistir. Real
time PCR’mn kullanildig1 bu ¢alismada 6strus siklusunda, HB-EGF mRNA seviyesinin
ovulasyon giiniindeki seviyesine gore ge¢ didstrus ve luteolizis evrelerinde anlamli bir
degisiklik gostermedigi, gebe endometriyumunda ise, HB-EGF mRNA’nin gebeligin
14. ve 22. giinlerinde ayn1 seviyede olup bu seviyenin 18. giinde arttig1, 60. giiniinde de
en yliksek seviyede oldugu belirtilmistir. Bu sonuglara gore arastirmacilar HB-EGF ve
mRNA ekspresyonunun Ostrojen ve progesterondan etkilenmedigi ve embriyonik
faktorlerin HB-EGF ve mRNA’sinin diizenlenmesinde steroid hormonlardan daha etkili

oldugunu diistinmiislerdir (12).

Yapilan bir calismada, EGF ailesi iiyesi olan HB-EGF’nin maymunlarda
gebeligin erken donemlerinde ve menstrual siklus sirasinda uterus tizerinde
immunohistokimyasal diizeyde etkili oldugu bildirilmistir. Yue ve arkadaslart Rhesus
cinsi maymunlarda gebeligin 1, 6, 9, 12, 16, 20 ve 25. giinlerinde HB-EGF proteininin
cogunlukla bez epiteli, uterus liimen epiteli ve myometriumda lokalize oldugunu,
ekspresyon miktarinin 16. ve 20. giinlerde en yiiksek seviyede oldugunu ve 25. giinde
azalmaya basladigini belirtmislerdir. Ayrica arastirmacilar, menstrual siklusun orta ve
gec luteal fazi boyunca HB-EGF boyama seviyesinin uterus stromasinda diisiik,
myometriumda ise hem poliferatif hem de sekresyon fazinda mevcut oldugunu fakat
sekresyon fazinda daha belirgin oldugunu tespit etmislerdir. Bu sonuglara gore

arastirmacilar, HB-EGF nin maymunlarda erken gebelik esnasinda implantasyonda ve
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menstrual siklus esnasinda bez gelisiminde 6nemli rol oynadigini ileri siirmislerdir

(100).

CD-1 farelerde yapilan in sitli hibridizasyon ¢alismasinda, HB-EGF mRNA’s1
preimplantasyonda, gebeligin 1-8. gilinleri arasinda arastirllmistir ve gebeligin 1.
giiniinde HB-EGF mRNA sinyallerinin limen ve bez epitelinde heterojen bir dagilim
gosterdigi, bu dagilimin menstrual siklusun preovulatuer fazindaki Ostrojen salgisi
tarafindan kontrol edildigi bildirilmistir. Gebeligin 2. ve 3. giinlerinde sinyallerin
neredeyse kayboldugu, 4. giin tekrar tespit edildigi ve mRNA sinyalinin liimen epiteli
boyunca uterus mesometrial kutbuna dogru dagildig:r gézlenmistir. Gebeligin 7. ve 8.
giinlerinde ise HB-EGF mRNA birikiminin anti mesometrial bolgedeki sekonder
desidual hiicrelerinde oldugu belirtilmistir. Arastirmacilar ayni farelerde yaptiklar
immunohistokimyasal ¢aligmalarinda, HB-EGF’nin gebeligin 1. giiniinde uterus liimen
ve bez epitelinde, 5. gunde ise implantasyon penceresi boyunca blastosisti ¢evreleyen
liimen epitelinde mevcut oldugunu, blastosistte ekspre olmadigini bildirmisler ve bu
bulgular1 Western Blot ile de desteklemislerdir. Bu bulgular 1s181inda arastirmacilar, HB-
EGF’nin paracrin bir mekanizma ile gebeligin 4. glinde belirmesini, blastosistin liimen

epiteline tutunmak igin zona pellucidadan kurtulmasi ile iligkilendirmislerdir (24).

Zang ve arkadaslar1 progesteronun sigan uterus stromal hiicrelerinde HB-EGF
mRNA iizerine indiikleyici bir etkiye sahip oldugunu gosteren baska bir calismalarindan
yola ¢ikarak yaptiklari ¢alismada, progesteronun HB-EGF Uzerindeki etkisinin bir
progesteron antigonisti olan onapristone ile bloke oldugunu bildirmislerdir.
Aragtirmacilar suni olarak uyarilan sican desiduasinda HB-EGF mRNA’sinin arttigini,
stromal hiicrelerin maksimum mitotik aktivite sergiledigini goézlemlemislerdir.
Onapristone ile muamele edilen si¢anlarda ise desidual uyarinin basarisiz oldugu,
bununda stromal hiicre duyarlili§ini inhibe ettigini bildirmisler. Bu sonuglara dayanarak
arastirmacilar, HB-EGF’nin desidual uyariy1 saglamak iizere stromal hiicre

poliferasyonunu otokrin/parakrin bir yolla etkiledigini ileri siirmiislerdir (101).

Zhang ve arkadaslarinin siganlarda overektomi sonrasi, dolasimdaki steroidleri
temizlemek icin 10 giin boyunca bekletilmis ve ardindan 200 ng Ostrojen ve 5 mg
progesteron uygulanmis yetiskin siganlarda yaptiklari baska bir caligmada; overektomi

sonrast 12-16. saatlerde HB-EGF seviyesinin disiik oldugu, 200 ng Ostrojen
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uygulamasinin 2. ve 24. saatlerde HB-EGF mRNA ekspresyonunu limen epitelinde
belirgin bir sekilde uyardigi, Smg progesteron uygulamasinin ise 4. ve 24. saatlerde HB-
EGF mRNA ekspresyonunu uterus liimen epitelinde 6nemli derecede bastirdigi tespit
edilmistir. Ostrojen ve progesteronun hiicre poliferasyonu tizerine etkilerini incelemek
icin yaptiklar1 ¢alismada normalde G1 fazinda ekspre olan cyclin DI mRNA’nin
Ostrojen verilmesini takiben uterus liimen epitel hiicrelerinde 6nemli derecede arttig1,
overektomiden 12 saat sonra ise azaldig1 tespit edilmistir. Normalde G2 ve M fazinda
ekspre edilen cyclin B mRNA’nin ise dstrojen verilmesini takiben 16 saate kadar tespit
edilmedigi, 24. saatte ekspre oldugu, progesteron muamelesi sonunda ise uterus liimen
epitel hiicrelerinde belirmedigi bildirilmistir. HB-EGF ekspresyonunun bu bulgular ile
paralellik gostermesi, uterus epitel hiicre poliferasyonunun steroid diizenlenmesinde

onemli bir ara¢ oldugunu diisiindiirmektedir (103).

HB-EGF’nin bir formu olan transmembran HB-EGF (tmHB-EGF); HB-EGF
mRNA’ninkine benzer bir sekilde uterus liimen epitelinde bulunup, tmHB-EGF hicre-
hiicre temasm yonlendiren jukstakrin aktivitesine sahiptir. Ornegin; Raab ve
arkadaslar1 CD-1 fareleri {izerinde; gebeligin 5. giiniinde yaptiklar1 ¢aligmada tmHB-
EGF’nin ekspresyonunu incelemisler, incelemelerinin sonucunda tmHB-EGF’nin
gebeligin 5. glinliniin sabahinda blastosisti ¢evreleyen uterus limen epitelinde mevcut
oldugunu gozlemlemislerdir. Sonug olarak tmHB-EGF’nin sadece blastosist yerlesim
yeri olan uterus liimen epitelinde sentezlendigi ve tmHB-EGF’nin jukstakrin aktivitesi
sayesinde implantasyon siiresince uterusa blastosist yapismasinda rol oynayabilecegini

ortaya koymuslardir (76).

Erken gebelik doneminde HB-EGF’nin implantasyon esnasindaki
ekspresyonuna iligkin caligmalar genellikle insanlar iizerinde ve hamster, kisrak,
maymun gibi diger tiirler tizerindedir. Sicanlarda yapilan ¢aligmalar ise, kisith ve daha
cok Kkiiltiir ortaminda ya da farkli deneysel modeller {izerine kurgulanmis olup gebe
sigan uterus dokusundaki immunekspresyonuna iligkin g¢alismaya rastlanmamuistir.
Mevcut ¢alisma ile gebeligin erken donemlerinde sican uterus dokusunda HB-EGF’nin
immunlokalizasyonlar ve ekspresyon diizeyleri gebeligin farkli gilinlerinde
karsilastirilarak, bu biliylime faktoriiniin preimplantasyon ve implantasyon
donemlerindeki rolii ve molekiiler mekanizmasi agiklanmaya ¢alisilmistir. Siganlarda

gebeligin erken donemleri olan 0, 1, 3, 5 ve 7. giinlerde alinan uterus doku 6rnekleri
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immunohistokimyasal olarak incelendiginde HB-EGF’nin gebeligin ilk giinlinden 5.
giiniine kadar uterus liimen ve bez epitellerinde yogun sekilde lokalize oldugu 7. giinde
ise implantasyonun ilerlemesiyle beraber uterus liimen epitelinde boyanma siddetinin
azaldig1 gozlemlendi. Gebeligin ilk 5. gilinii boyunca subepiteryal ve endometriyal
stromada orta siddette HB-EGF immunlokalizasyonu mevcuttu. Myometriyum ve
kapillerdeki HB-EGF immunreaksiyonu ise gebeligin 7. giinline dogru giderek
azalmisti. Gebeligin 7. giiniinde uterus stromasinda desidual reaksiyonun ilerlemesiyle
beraber primer ve sekonder desidual alanlar1 belirginlesmisti. HB-EGF

immunreaksiyonu blastosisti ¢evreleyen PDR alaninda SDR alanina gore daha

siddetliydi.

Elde ettigimiz bulgular immunohistokimyasal diizeyde ve semiquantitatiftir,
daha sonra yapilacak Western Blot gibi quantitatif ¢alismalarla desteklenmesi
hipotezimizi teyit edecek olmakla birlikte mevcut bulgularimiz HB-EGF’nin sigan
uterus dokusunda preimplantasyon, implantasyon ve desidualizasyonda énemli bir role

sahip olabilecegini gostermektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasi ile gebeligin erken donemlerinde si¢an uterus dokusunda
Heparin Baglayici Epidermal Biiyiime Faktori’niin  (HB-EGF) ekspresyonu
immunohistokimyasal teknik ile arastirilarak gebeligin erken donemlerindeki etkileri
hakkinda yeni bilgiler elde edilmeye ¢alisiimistir. Bu amagla gebeligin 0, 1, 3, 5 ve 7.

gunlerinde alinan uterus doku 6rneklerinde HB-EGF immun boyamasi yapilmustir.

Calismamizin sonucunda elde edilen bulgular immunohistokimyasal diizeyde ve
semiquantitatif olup HB-EGF’nin preimplantasyon, implantasyon ve desidualizasyon
donemlerinde bir etkiye sahip olabilecegini gostermistir. Calismamizin devaminda
mevcut yontemimiz Western Blot teknigi ile desteklenerek daha ayrintili bir quantitatif

sonuclar elde edilebilir.
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