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OZET

Blastosist implantasyonu, uterusta ekstraselliiler matriks (ECM) yikimin1 ve doku
yenilenmesini igine alan bir siirectir. Cesitli ECM ve bazal membran (BM)
makromolekiillerin yikimlanmasini, Matriks metalloproteinazlar (MMP’ler) katalize
ederler. Antikoagulant ve antiinflamatuar Ozelliklerinden faydanilmak suretiyle
cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan heparinin, ayn1 zamanda implantasyonda,
ozellikle trofoblast invazyonu ve farklilasmasinda etkili oldugu bildirilmis, damar
hastaliklarinin  tedavisi esnasinda serum MMP seviyelerini de etkiledigi
kaydedilmistir. Ancak, normal gebe uterus dokusunda MMP’ler iizerinden bir etkiye
sahip olup olmadigina ait bir bilgiye rastlanmamistir. Bu caligmada, gebeligin erken
donemlerinde sican uterus dokusunda heparin’in MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonlari
tizerine etkisi arastirilmistir. Calismada heparin uygulanacak sicanlara gebeligin 0.
giinlinden itibaren 50 IU/kg heparin, intraperitoneal olarak enjekte edilmistir.
Gebeligin 0, 2, 4, 6 ve 8. ginlerinde, heparin uygulanan ve uygulanmayan
sicanlardan immunohistokimyasal analizler i¢in uterus doku analizler uterus doku
alanlar1 toplanmis, MMP-2, -9 immiinlokalizasyonlar1 belirlenmis, elde edilen
sonuglar semiquantatif olarak degerlendirilmis ve boyali doku Ornekleri
fotograflanmistir. Yapilan ¢calismada, erken gebelik doneminde heparin kullaniminin
sican uterus dokusunda MMP-2 ve MMP-9 immunekspresyonlarini semiquantitatif

olarak artirdig1 sonucuna varilmstir.

Anahtar kelimeler: erken gebelik, heparin, MMP, sigan
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ABSTRACT

Blastocyst implantation is a process involving the destruction and remodelling
extracellular matrix in uterus. Matrix metalloproteinases (MMPs) are catalyze
degragation of extracellular matrix and basal membrane macro molecules. It has
been reported that heparin is used treatment of various disease by utilize
anticoagulant and antiinflamatuar speciality have influence on implantation, specially
trofoblast invasion and differentation, and on MMPs levels during treatment of
vascular diseases. But it has not been reported that whether influence on pregnant rat
uterine tissue or not. We investigated that whether heparin has an effect via MMP in
rat uterine tissue during early pregnancy or not. 50 IU/kg heparin injected into
pregnant rat from day O of gestation. The obtained tissue samples from heparin
treated and untreated pregnant rat at 0, 2, 4, 6 and 8 day of gestation for
immunohistocchemical analyses determined MMP-2, -9 immunlocalization results
evaluated semiquantitatively and photographed. It has been determined in this study
heparin used during early pregnancy increased the MMP-2 and -9 immunexpression

in rat uterine tissue semiquantitatively.

Key words: early pregnancy, heparin, MMP, rat
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1. GIRIS

Memelilerde blastosistin endometriuma yapismasi, bir takim 6zel olaylari
iceren Oonemli bir siirectir. Endometriyum ‘implantasyon penceresi’ olarak bilinen,
menstrual siklusun kisa bir periyodu hari¢ blastosist yapigsmasini kabul etmez.
Trofoektodermin dis yiizeyinde ve endometriyal epitelin liimene bakan yiiziinde
endometriyal blastosist yapismasini saglayan, aktive eden faktorler kadar blastosist

yapismasini azaltan veya Onleyen inhibitor faktorlerin de var oldugu kabul edilir

(72).

Implantasyon, blastosist trofoblast1 ve uterus liimen epitelinin apikal plazma
membranlarinin  kaynasmasi ile baglar. Sonra embriyoya komsu uterus epitel
hiicreleri apoptozise ugrar ve altindaki bazal membrandan ayrilir. Boylelikle embriyo
ekstraselliiler matriksten olusan bazal membrana ulasir. Daha sonra bazal membranin
yikimlanmasiyla blastosist endometriyumuna gémiiliir. Implantasyonu takiben,
plasentasyon olarak da isimlendirilen evrede, plasenta olusumu ile implantasyon
olay1 tamamlanir ve gebelik doneminin sonuna kadar embriyoyu destekleyecek olan

yap1 kurulmus olur (11, 71, 72).

Gebelik esnasinda, uterus endometriyumunda ¢ok dinamik bir sekilde,
kontrollii olarak yapisal degisiklikler olur. Bu yapisal degisiklikler, ekstraselliiler
matriksin (ECM) yikimlanarak bozulmasi ve yeniden sekillenmesi ile karakterizedir.
ECM’in  yikimlanarak yeniden sekillenmesi, basarili bir implantasyon ve
plasentasyon i¢in oldukg¢a dnemlidir (38, 76, 100). ECM’nin yikimlanarak yeniden
sekillenmesi, Ozellikle trofoblastlardan salgilanan matriks metalloproteinazlar
(MMP’ler) ve trofoblastik ve desidual dokular tarafindan iiretilen matriks
metalloproteinaz doku inhibitorleri (TIMP’lar) tarafindan diizenlenir. MMP-2 ve -9
bazal membranlarin yapisal elemanlarindan tip IV kollajeni yikimlar. MMP ve
TIMP’larin ayn1 zamanda, gebelik esnasinda desidualizasyon ve trofoblast

invazyonunda da rol oynadig cesitli ¢aligmalarda kaydedilmistir (72).

Fertilite bozukluklarinin nedeni birgok yazar tarafindan hem doku hem de
molekiiler diizeyde agiklanmaya ¢alisilmis, MMP’larin 6zellikle tekrarlayan gebelik

kayiplarinin etiyolojisinde yer aldig1 ¢esitli ¢aligmalarla ortaya konulmustur.



Antikoagulant ve antiinflamatuar ozelliklerinden faydanilmak suretiyle,
trombotik hastaliklarin tedavisinde basar1 ile kulanilan heparin, son yillarda
tekrarlayan gebelik kayiplarimin Onlenmesi ve tedavisinde de yaygin sekilde
kullanilmaya baslanmistir. Yapilan ¢alismalarda, diisiik molekiil agirlikli heparin’in,
implantasyonda, Ozellikle trofoblast invazyonu ve farklilasmada etkili oldugu
bildirilmistir. Kronik damar hastaliklarin tedavisinde basari ile kullanilan heparin’in
bu hastaliklarda ayn1 zamanda MMP seviyelerini de etkiledigi kaydedilmistir. Diisiik
molekiil agirlikli heparinin, gebelik kayiplarmin 6nlenmesi ve tedavisinde nasil bir
etki mekanizmas1 gosterdigi arastirilsa da, Ozellikle erken gebelikte, doku
seviyesinde, MMP’ler iizerinden bir etkiye sahip olup olmadigina dair bir bilgiye
rastlanmamistir. Buradan yola cikilarak, gebeligin erken donemlerinde sican uterus
dokusunda, diisitk molekiil agirlikli heparin uygulamasinin, doku MMP seviyeleri
tizerine etkisini arastirmak heparinin bilinen etki mekanizmalar1 disindan da bir

etkiye sahip olup olmadigini gostermek agisindan yararlidir.

Bu tez ¢alismasi ile gebeligin erken donemlerinde sigan uterus dokusunda
diisiik molekiil agirlikli heparinin MMP-2 ve -9 ekspresyonlari {izerine etkisi,
immunohistokimyasal teknik ile arastirilarak erken gebelikteki etkileri hakkinda yeni

bilgiler elde edilmeye ¢aligilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Memelilerde Embriyonal Gelisim

Organizmadaki hiicreler diploid kromozom sayisina sahip olup haploid
kromozom sayisindaki gametlerin fertilizasyonu sonucu olusur ve gametler

birleserek zigotu olusturur (74).
2.1.1. Zigotun Yariklanmasi

Yariklanma, zigotun tekrarlayan mitoz boliinmeleri ile hiicre sayisinda hizli
bir artis olmasidir yani zigotun boliinerek ¢ogalmasidir (63). Bolinme, déllenmis
yumurta hiicresinin sitoplazmadan zengin olan animal kutbunda, kutup hiicresine
yakin bir yerde baslar ve vejetatif kutupta sonlanir. Bu durum yumurta tipine baghdir
(44). 1lk boliinme ve onu takip eden béliinmeler sonucu meydana gelen yavru
hiicrelere blastomer denir (24, 44). Blastomerler her yariklanma boliinmesiyle daha
da kiigiiliir. Yariklanma sirasinda zigot olduk¢a kalin zona pellusida igerisindedir.
Zigotun blastomerlere boliinmesi insanda fertilizasyondan yaklasik 30 saat sonra
baslar (63).

[k boliinme animal ve vejetatif kutuplardan gececek sekilde meridyonal bir
yon takip eder ve bdylece iki esit blastomer meydana gelir. Birbirlerine yapisik
bulunan bu iki blastomer yine meridyonal olmak iizere, fakat birinciye dik bicimde
ikinci bir boliinme gecirir, ortadan yani ekvatoryal bir yonde olur ve bu defa 8
blastomer meydana gelir. Bu fgiincii boliinmeyi takip eden her bdliinme bir
meridyonal bir ekvatoryal olmak iizere devam ederek 8, 16, 32, 64 vb. c¢ok

blastomerli bir hiicre kiimesi ortaya ¢ikar (44).
2.1.2. Morula

Blastomer sayisinin artmasi ve dut benzeri goriiniim kazanmasiyla morula
donemi baslar (42). Bu basamaga kadar hiicrelerin etrafi zona pellusida ve korona
radiata ile sarili iken morula asamasindan sonra sadece zona pellusida ile sarilidir

(74).



Yariklanma siirerken tuba uterinanin silyali epiteli, olusmakta olan embriyo
taslagini ileriye, uterusa dogru itmektedir. Dollenmeden itibaren 4. giinde (yaklasik

90-96 saat sonra) uterusa ulasan embriyo taslagi 16 blastomer igerir (24).

Insanlarda gelismenin 4. giiniinde morula 9-16 hiicrelidir. Evcil memeli
hayvanlarda ise 16-64 hiicre igerir. Morulanin hiicreleri kiire seklindeki
goriinlimlerini kaybederek birbiriyle yan yana c¢ok siki iligki igerisine girerek
kuvvetli baglarla tutunan kompakt bir hiicre kiimesi halini alirlar. Bu durum
kompaksiyon adiyla tanimlanir. Bu siiregte i¢ hiicreler dis hiicrelerden ayrilir ve
morulanin i¢ hiicreleri i¢ hiicre kitlesi’ni, dig hiicreleri de dis hiicre kitlesi’ni
olusturular. I¢ hiicre kitlesinden embriyonun dokular;; dis hiicre kitlesinden

plesentayi olusturacak trofoblastlar gelisir (74).

Morulanin periferine yerlesik hiicreler, merkezdekilere goére daha agik
renktedir ve poligonal hiicreler arasinda belirgin bir yapisal farklilik gozlenmez.
Morulanin g¢evresi bogiirtlen tanesi goriiniimiinde iken, i¢ kismu, iri, poligonal, 151k
mikroskobunda vakuollii, elektron mikroskopta kismen agik renk sitoplazmali, iri

niikleuslu, bol miktarda ribozom igeren hiicrelerden olusmustur (24).

Morula agamasindaki hiicreler ¢ogalirlar, hiicreler arasinda sivi birikmeye
baglar ve hiicreler birbirinden uzaklagir. Baslangicta kiiciik olan bosluklar,
blastodermik vezikiiller, birleserek tek bir bosluk olustururlar. Bu bosluga blastosist
boslugu veya blastosol denir (24). Embriyo, blastula olarak tanimlanan bu basamakta
uterus liimeninde uterus epiteli ile karsi karsiya gelmis durumda olup blastosist
asamasi olarak tanimlanir (74) ve uterus limeninde varligimi belirten bir¢ok
kimyasal, elektriksel mesajlar yiiklii biyomolekiiller iireterek gerekli informasyonu
cevreye verir. Boylece gelismenin birinci haftas1 sonunda insan zigotu morula ve
blastosist donemlerini tamamlayarak uterus mukozasina implante olmaya hazirdir

(24).
2.1.3. Blastosist

Blastosistin olusumu, blastosdliin belirmesiyle baslar ve c¢evredeki zona
pellusida c¢oziilerek erir. Ciinkii zona pellusida ¢evrede oldugu siirece

implantasyonun olmasi miimkiin degildir (24). Eriyen zona pellusidanin yerine



implantasyonu engelleyici degil tesvik edici yeni ortiiler sekillenir (74). Zona
pellusidanin blastosistten ayrilmasi kemiricilerde yaklasik olarak gebeligin 3,5-4,5.

giinlerine rastlar (107).

Blastosist i¢inde siv1 arttikga, blastomerleri iki boliime ayirir. Blastosoliin
cevresini ve ortadaki hiicreleri saran ve koruyan trofoblast hiicreler ile ileride
embriyo diskini olusturacak olan embriyoblast hiicreler (63). Nodus embriyonalis’i
orten trofoblast hiicrelerine polar trofoblast, blastosel’i ¢evreleyenlere de pariyetal

trofoblast ismi verilir (42).
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Sekil 2.1. Zigotun Yariklanmasi ve Blastosist Olusumu (63).

Memeli trofoblast hiicreleri gebelik esnasinda plasentanin farkli tiplerinde
endometriyuma dogru farkli derecelerde invazivlik gosterir. Hemokorial (kemirgen,
primat) ve endokorial (karnivor) tip plasentalarda, trofoblast hiicreleri olduk¢a
invazivdir, oysaki epitelya-korial (suiformes, boynuzlular), syndesmokorial
(perissodactylas) ve synepitelya-korial (bovidae) tip plesentalarda ya simirli invaziv

gosterirler ya da invaziv degildir (97).



2.2. implantasyon

Implantasyon, genetik olarak farkli olan maternal ve embriyonik dokular
arasinda gelisen basarili bir kaynasmadir ve bu siire¢ karmasik sekilde gerceklesir
(105). Embriyonal doku uterusa geldikten kisa bir siire sonra uterus duvariyla temas
eder ve uterus mukozasina cok siki veya gevsek bir sekilde baglanir. Plesentay1
olusturan bu baglantiya implantasyon denir (73). Implantasyon basaris1 igin, embriyo
ile maternal doku arasindaki iletisim korunmalidir. Implantasyon baslamadan 6nce
endometriyum ve blastosist arasinda sinyaller araciligiyla etkilesim meydana gelir
(105). Endometriyal hiicrelerin mikrovilluslar1 (pinopodlar), hiicre adezyon
molekiilleri, sitokinler, prostoglandinler, homeobox genleri, bliylime faktdrleri ve
matriks metalloproteinleri (MMP) endometriyumu alic1 hale getirmede rol oynarlar
(63).

Implantasyon siirecinde, blastosist asamasindaki embriyonun senkronize
gelisimi, blastosistin zona pellusidadan kurtulmasi ve alict durumdaki uterusun
farklilasmasi gibi olaylarin meydana gelmesi esastir. Tim bu olaylar, dncelikle

Ostrojen ve progesteronun koordineli etkilerine baglidir (22).

Basarili bir implantasyonun sekillenmesi igin, zona pellusida’nin dejenere
olmas1 gerekir. Zona pellusidanin kaybolmasi; blastosistin genislemesi ve zona
pellusiday1 kusatan ve kismen i¢ine girmis olan spermlerin akrozomlarindan salinan
litik enzimler sayesinde olur (63). Bu olay kemiricilerde gebeligin 3,5-4,5. giinii
gerceklesir. Sonrasinda blastosist, endometriyal epitele yapisir. Uterus liimen epiteli
ve embriyo trofoektodermi arasindaki yapisma kemiricilerde gebeligin 4,5-5,5.
giiniine rastlar (2, 107). Hemokorial plasentali kemiricilerde penetrasyonda,
trofoblastlarin hedefi uterus epitelinin ortadan kaldirilmas: ve onun yerine ge¢mesi
seklindedir. Blastosist, uterus epitelinin plazma membraninin apikal yiizeyine
tutunur. Epitel hiicrelerin apikal ylizeyine tutunan trofoblastik hiicreler direk
sitotoksik etki ile apoptozise yol agar, bundan sonra epitelyal hiicreler apoptozise
ugrayarak Oliir ve trofoblastlar tarafindan fagosite edilerek bazal laminadan ayrilir
(77). Gelisen embriyodaki trofoblast hiicreleri, anneden fetiise oksijen ve besinlerin
tasinmasiyla, implantasyon siliresi sirasinda  blastokistin  endometriyuma

tutunmasindan baglayarak gebeligin basindan sonuna kadar diger islevlerin yerine



getirilmesinde gorevli hiicrelerdir. Gebeligin devamini saglayan bu islevler; uterus
dokusuna diizenli invazyon, c¢ogalma, farklilasma ve immunoendokrin

fonksiyonlardir (37).

Yapigsma sonrasinda trofoblast iki tabakaya farklilasir: sinsityotrofoblast ve
sitotrofoblast (63). Sinsityotrofoblastlar koryon villus yapisinin dig kisminda
bulunur, hiicre sinirlari, sitoplazmalart birbirine karistig1 icin belli degildir ve ¢ok
¢ekirdeklidir (24). Bu tabakanin hemen altinda koriyon’un esas epiteli gelir ki,
burada hiicrelerin smirlar1 bellidir ve sitoplazmalar1 birbirine karismamistir. Bu

hiicrelerin olusturdugu tek sirali epitel kata da sitotrofoblast denir (44).

Sinsityotrofoblast,  endometriyal — dokulari  asindirir  ve  blastosist
endometriyum icine gomiilmeye baglar. Sinsityotrofoblast i¢inde kan ile dolu
lakiinalar goriliir. Blastosist endometriyal epitelin altina gomiiliir ve burada olusan
hasar bir kapatici tikag ile doldurulur. Bitisik lakiinalarin birlesmesiyle lakiinar ag
yapilar1 olusur. Sinsityotrofoblast endometriyal damarlar1 agindirarak maternal kanin
lakiinar ag yapilarinin i¢ine ve disina sizmasina izin verir, bdylece bir uteroplasental
dolagim kurulur. Endometriyal epiteldeki hasar onarilir. Primer koryonik villuslar
gelisir. Blastosist endometriyuma implantasyonunu tamamlarken trofoblastta hizli
cogalma ve farklilasma olur. Implantasyona hazirlikta bu dokularin uyumu sonucu
olusan endometriyal degisimler desidual reaksiyonlar olarak bilinir (63). Epitel
hiicreler apoptozis ile bazal membrandan ayrilana ve ortadan kalkana kadar
trofoblast ve epitel hiicreleri arasindaki invaziv iliski devam eder. Epitelyal ayrilma
ve bazal membranin par¢alanmasina takiben embriyo direkt olarak desidual hiicrelere

baglanir (2, 107).

Kemiricilerde penetrasyonda, trofoblastlarin hedefi uterus epitelinin ortadan
kaldirilmas1 ve onun yerine gegmesi seklindedir. Blastosist, uterus epitelinin plazma
membraninin apikal ylizeyine tutunur, buradaki hiicreler dejenere olur ve bazal
laminadan ayrilir. Sonugta bazal laminanin penetrasyonu, trofoblastin kendi
penetratif aktivitesinden ziyade alttaki desidual hiicrelerce baslatilir. Insanlarda ise
invaziv dokunun hedefi sinsityum araciligi ile uterus duvarmma kaynagmaktir.
Tutunmus olan trofoblastin apikal plazma membrani, uterus epitel hiicreleri apikal

membranlari ile kaynasarak miks bir sinsityum olusturur (24).



Kemiricilerde implantasyonun ilk dikkat g¢ekici isareti, blastosistin temas
yerinde endometriyal vaskiiler permeabilitenin artisinin baglamasidir (23, 81). Bu
olay uterus liimen epiteli (LE) ve trofoektoderm (23, 30) arasinda ilk yapismanin
baslamasiya es zamanhdir (23). Anjiyogenezis esnasinda subendotelyal bazal

membran endotelyal hiicrelerin gogiinii kolaylastirmak i¢in yeniden modellenir (21).

Blastosistin genelde implante oldugu yer uterusun tavanidir ve iki uterus
bezinin limene acgildigr bolgeye yerlesmeye calisir. Blastosistin kabul veya reddi,

uterus epiteli ile yaptig1 haberlesme sonunda anlasilir (24).
2.2.1. implantasyon Tipleri

Implantasyon maternal ve fotal yarimlarmin iliski derecesine gore ii¢ tipe

ayrilir.

1. Sentral (siiperfisial ) tip implantasyon: Fotal dokular uterus mukozasiyla
temas halindedir, gomiilme yoktur, yavru uterus boslugunda merkezdedir. Tek
tirnaklilarda, gevis getirenlerde, etcillerde, domuzda ve bazi tiir maymunlarda
goriiliir.

2. Ekzentrik tip implantasyon: Fotal dokularin biiyiik bir kismi uterus

mukozasina gomiilmiistiir. Kunduz ve sincaplarda goriiliir.

3. Interstisiyel tip implantasyon: Fotal dokular uterus mukozasina tamamen
gomiiliir ve uterus mukozasi embriyoyu orter. Bu olaya nidasyon denir. Insan,

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

Ekzentrik veya intersitisyel implantasyonda blastosistin tutundugu bolge,
blastosistin uterus i¢indeki pozisyonunun mezometriyumla iligkisi dikkate alinarak
tanimlanir. Blastosist mezometriyumun tutunma bolgesi ile ayn1 taraftaki
endometriyuma implante olursa, bu mezometriyal implantasyondur. Eger
implantasyon mezometriyumun tutunma bdlgesinin kars1 tarafinda ise bu
implantasyon anti-mezometriyal implantasyondur (60). Kemiricilerde embriyo
implantasyonu her zaman stromal hiicrelerin implantasyonla uyarilmas1 sonucunda

desidual hiicrelere farklilastig1 antimezometriyal kutupta olur (2, 107).



2.2.2. implantasyonun Olus Mekanizmalari

Implantasyon siireci preimplantasyon faz ve aktiiel implantasyon olmak {izere
2 fazdan olusmaktadir. Preimplantasyon: Interimplantasyon faz ve prekontakt faz
olmak tizere 2 fazdan olusmaktadir. Aktiiel implantasyon ise; appozisyon faz,

adhezyon faz, penetrasyon ve invazyon faz olmak iizere 3 alt fazdan olusur (24).
2.3. implantasyonun Molekiiler Mekanizmalari

Gebelik sirasinda uterusta etkili olan molekiiller, adezyon molekiilleri,
ekstraselliiler matriks (ECM) kompanentleri, musinler, sitokinler, biiytime faktorleri,

siklooksijenazlar ve matriks metalloproteinazlart (MMP) igerir (10).
2.3.1. Hiicre Adhezyon Molekiilleri

Hiicre adhezyon molekiilleri, hiicre yiizeyinde bulunan, hiicrelerin birbirlerine
ve ekstraselliiler matrikse baglanmasini saglayan protein molekiilleridir (8). Hiicre
korunmasinda, yara iyilesmesinde, doku biitiinligiiniin saglanmasinda (31),
hiicrelerin  0zgiil olarak dokulara yonlenmelerinde, birbirlerini tanimalarinda,
embriyogenez, hiicre biliyiimesi, hiicre farklilasmasi gibi olaylarin diizenlenmesinde
gorev alirlar (40). Hiicre adhezyon molekiil ailesi; integrinler, kadherinler, selektinler

ve immunoglobulinlerdir (10).
2.3.1.1. integrinler

Integrinler, endometriyal, desidual ve ekstravilloz sitotrofoblast (EVCT)

hiicrelerinde bulunan adhezyon molekiilleridir (37).
2.3.1.2. Kadherinler

Kadherinler kalsiyum bagimli hiicre-hiicre adhezyon mekanizmasindan
sorumlu glikoproteinlerin bir grubudur (10). Kadherinler iizerinde bulunduklari

dokulara gore isimlendirilirler ve bugiin bilinen bes kadherin grubu vardir (4, 40).

E-kadherinler: Epitel hiicrelerinde eksprese olurlar.
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P-kadherinler: Plesentada eksprese olurlar ancak belirli donemlerde diger

dokularda da bulunduklar1 bildirilmistir.
V-kadherinler: Endotel hiicreleri {izerinde eksprese olurlar.
N-kadherinler: Noral dokularda ve kas hiicrelerinde eksprese olurlar.

H-kadherinler: Kalp kasinda eksprese olurlar (40, 53).
2.3.1.3. Selektinler

Selektinler de kadherinler gibi {izerinde bulunduklar1 dokulara gore isim alan
ti¢ ana grupta incelenir (40).
L-selektinler: Bu ailenin ilk tanimlanmis tiyesidir. Lokositlerde yapisal olarak

bulunur ve endotel hiicresindeki ligandu ile etkilesir. (28, 95).

E-selektinler: Endotel hiicre yiizeylerinde; endotoksin, Tiumor Nekrozis
Faktor-o (TNF-o) ya da Interlokin-1 (IL-1) uyarist sonucu eksprese edilirler.

Lokositlerin gevsek olarak endotele tutunmasini saglarlar (95).

P-selektinler: Trombositler ve endotel hiicreleri tizerinde bulunurlar (40, 49).
2.3.1.4. immunglobulinler

Immunglobulinler, endometriyumun hem stroma hem de epitel hiicrelerinden

salindiklar1 i¢in, patofizyolojisinde 6nemlidir (10).
2.3.2. Musinler (MUC)

Adhezyon saglayan molekiillerin aksine anti-adeziv etkili bir gruptur.
Endometriyal musinlerin salinimi ilgingtir. Musin ailesinden olan MUC-1, embriyo
implantasyon i¢in dogru yer ve dogru zamani bulana kadar embriyoyu kovan bir
molekiildiir. Bu durumda lokal aktivasyon mekanizmalarina ihtiya¢ vardir.
Embriyonun MUC-1 engelini agsmak i¢in eksprese ettigi tetikleyici faktorler olabilir
(10).
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2.3.3. Sitokinler

Sitokinler ¢ok sayida fizyolojik role sahip olan multifonksiyonel
glikoproteinlerdir. Bu molekiillerin davraniglari, viicuttaki implantasyon ve immun
fonksiyon ile ilgili ¢ogu siiregle baglantilidir. Sitokinler ve kimokinler, implantasyon
bolgesinde trofoblast farklilagmasinda ve trafiginde rol oynarlar. implantasyon ve

plasentasyonda 6nemli bir potansiyele sahiptir (10).
2.3.4. Heparin Baglayan Epidermal Biiyiime Faktorii (HB-EGF)

HB-EGF, amfiregulin ve betaseliilin EGF ailesinin {iiyeleridir. Bunlar EGF
reseptorii lizerinden etki gosterirler ve mitozu arttirirlar. HB-EGF  blastosist

gelismesini, zona delinmesini ve trofoblast biiylimesini uyarir (29).
2.3.5. Lokemi Inhibitér Faktor (LIF)

LIF, c¢ogalma ve farklilasma etkileri olan bir glikoproteindir. LIF’in
sitotrofoblastlarca fibronektin sentezini artirarak ve hCG sentezini azaltarak
trofoblastlarin  fenotipini daha yapiskan ve invaziv olma yoniinde degistigi
gosterilmistir (29). LIF, fare endometriyumunda implantasyon aninda iiretilmektedir.

LIF’in salgilanmasi bu tiirlerde implantasyon i¢in 6n kosuldur (37).
2.3.6. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)

Vaskiiler Endotel Biiyiime faktorii (VEGF), endotel hiicrelerine 6zgii spesifik

bir bilylime faktoriidiir. Vaskiilojenez ve anjiyojenezi artirir (32).
2.3.7. Transforming Bilyiime Faktorii p (TGF-B)

Transforming Biiylime Faktori (TGF-B) ailesi ¢ok yonlii kontroleden
ekstraselliiler biliylime faktorlerinin biiyiikk bir grubudur. Organizmanin tim
dokularinin gelisiminde, homeostazisinde ve onariminda ¢ok 6nemli rol oynayan
TGF-p ailesi, yapisal olarak iliskili cok sayida polipeptid biiylime faktorleri igerir,
bunlarmn her biri hiicre proliferasyonu, farklilagmasi, motilitesi, adezyonu ve 6liimii

gibi hiicresel siiregleri diizenleme yetenegine sahiptir (59, 94).
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2.3.8. Siklooksijenazlar (COX)

Siklooksijenazlar, prostoglandin sentezinde hiz sinirlayict enzimdir ve 2
izoformu vardir, COX-1 ve COX-2. Siganda COX-2’nin selektif inhibisyonunun gok
sayida reprodiiktif patolojiye yol ac¢tig1 ve ovulasyon, fertilizasyon, implantasyon ve

desidualizasyonun bozuldugu bildirilmistir (29).
2.3.9. Prostaglandinler

Prostoglandinler  implantasyon penceresinde zamanlama asamasinda
onemlidir. Blastosist implantasyonunda zamanlamada gecikme, embriyonun serviks

duvarina tutunmasina, anormal plesentaya ve fenal emilime neden olabilir (10).
2.4. Desidualizasyon

Implantasyonun meydana gelebilmesi icin endometriyumun desiduaya
dontismesi gerekmektedir. Bu siireg, endometriyal stroma hiicrelerinde, uterus
bezlerinde, uterus damarlarinda ayni zamanda uterus immun hiicrelerinin
popiilasyonunda bir takim diizenlemelerin yapildig1 bir siirectir (88). Kemiricilerde
blastosistin antimezometriyal alana yapismasi ile beraber trofoblastik dev hiicreler
endometriyuma invaze olmaya baslar. Ayn1 zamanda alttaki stroma prolifere olur ve
desidualizasyon baslayarak primer desidual zon (PDZ) meydana gelir. Bu islem
yapisma yerindeki uterus liimen epitelinin apoptozisi ile devam eder. Alttaki bazal
membran embriyonun uterusa gomiilmesi igin parcalanir. Ilerleyen giinlerde PDZ
programli hiicre olimii gegirir ve kaybolur ve implantasyon alanini cevreleyen
sekonder desidual zon (SDZ) sekillenir (21). Kemiricilerde blastosistin yapigsma
alanindaki stromanin desidual dokuya doniisiimii yaklagik olarak gebeligin 5-6.
giinlerine rastlar. Ancak trofoblastlarin alttaki bazal membrana penetrasyonu ve

trofoblastlarin stromaya invazyonu 7. giinde gergeklesir (107).

Implantasyon yerinin etrafindaki bag dokusu hiicreleri, glikojen ve lipidleri
depolayarak polihedral goriiniim kazanirlar. Bu hiicrelerin bazilarina desidual
hiicreler denir ve invazyon gdosteren sinsisyotrofoblast hiicrelerinin yakininda
dejenere olurlar. Embriyonik beslenme i¢in zengin bir kaynak olusturan bu dejenere

hiicreler, sinsisyotrofoblast tarafindan alinarak kullanilir (63).
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Uterusun lamina propriyasinda meydana gelen hiicresel ve fibrillar
degisiklikler, blastosistin gomiilebilmesi i¢in gereklidir. Fibroblast karakterindeki
hiicreler, endometriyumun desidual 6zellik kazanmasinda esas olan hiicrelerdir. Bag
dokusu hiicrelerinin igerikleri glikojen ve kismende lipidden zengin hale gelirler. Siki
bir yap1 diizeni halinde tertiplenen poligonal, iri ¢ekirdekli hiicreler, desiduaya siki
bir 6zellik kazandirirlar. Bu kompakt bdlgenin altinda ise uterus bezi hiicrelerinde
sayisal olarak cogalma ve paralel olarak ileri biiylime ve genisleme olur. Bezlerdeki
bliylime ve uzama hizi ile endometriyal kalinlasma, ayni zamanda ve ayni hizda
olmadigi i¢in dar alana daha ¢ok bez sigdirmak amaciyla kivrimlar olusur. Bezler
arasindaki bag doku elemanlar1 en aza indirilir. Bu nedenle mikroskobik gozlemlerde

bu bolge siinger gibi gozenekli goziikiir (24).

Gebeligin preimplantasyon doneminde, prolifere olan endometriyal stromal
fibroblastlar morfolojik ve fizyolojik farklilagmalar gdsterirken ECM molekiillerinin
yapisi da yeniden sekillenir. Bu donemde desidual hiicrelerin sekresyon ve sentez
aktivitelerinin artisina bagli olarak ECM molekiillerinin endometriyal stromadaki
dagilimlarinda ve kompoziyonunda biiyiik degisiklikler gdzlenir. Implantasyon igin
uygun ortam hazirlanmasinda, endometriyal stromanin, 6zellikle de ECM yapisinin,
yeniden nasil sekillendigi tam olarak bilinmemektedir. Ayrica desidualizasyon
olaylarinda, ECM molekiillerinin katildig1 sinyal mekanizmalar1 hakkindaki bilgiler

olduke¢a smirhidir.

Gebelik siiresine giren endometriyumda ECM proteinleri ile adhezyon
reseptorleri, gebeligin habercisi olan desidualizasyonun belirleyicileri olabilir. ECM
proteinlerinin ve adhezyon molekiillerinin desidualizasyon siirecinde rol almalari

kaginilmaz bir olgu olmalidir (50).

Gebelik s6z konusu degilken, endometriyal stroma ECM’i tip I, I, V ve VI
kollajeni, fibronektin ve periglandular tenaskin birikintilerini i¢ermektedir.
Desidualizasyon sirasinda ise hiicre tip IV kollajen, heparan siilfat, proteoglikan ve
laminin 2 ve 4 iceren bir ECM f{iretir. Stromal farklilasma veya desidualizasyon,
ECM’deki degiklikler ile karakterizedir. Farede bu degisiklikler implante olan
blastosist ile uyarilmaktadir (37).
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Desidualizasyon sirasinda, endometriyumun ECM yeniden modellenmeye
maruz kalir, farklilasmamais stromal hiicrelerin altinda yatan fibrilar kollajen matriks,
¢ok sayida kollajen bilesenlerinin uzaklastirilmas: yiiziinden daha az lifli hale gelir
(64). Ardindan yakin zamanda farklilasmamis desidual hiicreler laminin, entaktin ve
tip IV kollajen dahil olmak tizere (101) birgok bazal membran bilesenlerini iretir
(36, 67, 101).

2.5. Ekstraselliiller Matriks (ECM)
2.5.1. Ekstraselliiler Matriks Proteinleri (ECM)

ECM, proteinleri ve proteoglikanlar1 igeren, organizmaya yapisal destek
saglamanin yani sira hiicre proliferasyonu, farklilagsmasi ve migrasyonu ile yapisma,
doku morfogenezisi gibi pek ¢ok biyolojik aktivitede etkisi olan karmasik ve dinamik
bir olusumdur (3). Bazal membran laminin, fibronektin, ¢esitli tip kollajen, heparan
stilfat, proteoglikan gibi ¢esitli ECM bilesenlerini igerir. Ayrica epitel ve epitel
olmayan hiicreler ECM bilesenleri igin reseptdrlere sahiptir. Integrinler hiicre bicimi
ya da adezyonunu degistirerek veya fokal temaslar kurarak, ECM ile hiicre

etkilesimlerini kuvvetlendirerek hiicre iskeleti ile etkilesir (63).
2.5.2. implantasyonda ECM’nin Onemi

Memeli uterus endometriyumu, gebelik ve Ostrus siklus evresinde devamli
olarak dinamik, yapisal ve fizyolojik degisikliklere ugrar. implantasyon ve gebeligin
korunmasinda, embriyonik gelisim ve spermin olgunlagsmasinda uygun bir
mikrogevrenin saglanmasi i¢in uterus lumen sivi bilesimi degisir. ECM’nin yapisal
degisiklikleri, konseptus implantasyonu ve plesentasyon igin esas olan ve ECM-doku
remodellenmesi olarak bilinen ECM yikimi ve rejenerasyonunu igerir. Fizyolojik
degisiklikler ise proteaz ve onlarin inhibitorleri, biiyiime faktorleri ve sitokinlerin

epitelyal baglanti veya embriyodan uterus sivisina dogru salinimini igerir (86).

Implantasyon esnasinda ECM molekiilllerinin endometriyal stromadaki
dagilimlarinda ve kompozisyonunda biiyiik degisiklikler gdzlenir. implantasyon igin
uygun ortamin hazirlanmasinda, endometriyal stromanin, ozellikle de ECM

yapisinin, yeniden nasil sekillendigi tam olarak bilinmemektedir. Ayrica
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desidualizasyon olaylarinda, ECM molekiillerinin katildig1 sinyal mekanizmalar

hakkindaki bilgiler olduk¢a sinirlidir (50).

Trofoblastik hiicreler, uterus duvarindan igeri girmeleri sirasinda g¢esitli
matriks proteinleri ve bazal membran ile karst karsiya kalirlar. Kollajenler,
fibronektin, laminin, vitronektin, trofin ve tastin gibi ECM bilesenleri integrinlere
baglanarak hiicre fonksiyonlarini etkilerler. Dolayisiyla bu molekiiller adhezyona,

migrasyona, farklilasmaya ve yayilmaya etki ederler (14).

Desidualizasyon sirasinda implantasyon sahasina en yakin uterus mezensimal
hiicreler farklilagsmaktadir. Temel hiicre 6zellikleri stromaldan para-epitele
doniismektedir. Hiicreler kendi aralarinda genis kapsamli baglantilar kurar, stromal
hiicre hacimleri 10 kat artar, poliploid hale gelir ve her bir hiicrenin etrafinda bazal

membrana benzer ECM ortaya ¢ikar (5).

Desidualizasyon sirasinda, folikiiler fazda bulunan endometriyumun
fibronektin, Tip I, III, V ve VI kollajen iceren intersitisyel tip ECM’i, laminin,
heparan siilfat, perlekan ve tip IV kollajen igeren desidua dokusuna doniisiir (72).
Desidualizasyon sirasinda uterusta ECM yikimi olusur. Bu nedenle ECM ve ECM
yikimint gerceklestiren mediatorler basarili bir implantasyon ve gebelik igin

onemlidir (71).

ECM yikimlanmas: ve yenilenmesi kismen, matriks metalloproteinazlar ve
onlarin doku inhibitérleri (TIMP) tarafindan diizenlenir. MMP ailesi proteolitik
enzimlerin en az 25’ini kapsar ve ¢inko-katalizli bir mekanizma boyunca ECM

bilesenlerini indirgeme yetenegi vardir (9, 65, 86).
2.6. Matriks Metalloproteinazlar (MMP)

MMP’ler bag dokuda bulunan, ¢esitli hiicre tiplerinden salgilanan, ECM nin
normal fizyolojik dongiisiinde yer alan, ECM’nin ve kikirdagin yikimina karistigi
diisiiniilen, ¢inko (Zn)’ya baglhh ve 20’den fazla enzimi igeren, homolog bir

endopeptidazlar ailesidir (7).

MMP’ler ilk olarak 1962’de iribag kuyrugunda, metamorfoz esnasinda,
fibriler kollajeni yikilmayan bir enzim olarak tanimlanmistir (75). Tiirlerine gore

endotel hiicreleri, makrofajlar, fibroblastlar, vaskiiler diiz kas hiicreleri, T lenfositler,
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trombositler, kondrositler, keratinositler, epitel hiicreleri, mezensimal hiicreler,
notrofiller, trofoblastlar, osteoblastlar gibi oldukca ¢esitli hiicre tipi tarafindan
eksprese edilirler (35, 65). Biitiin MMP’ler baslangigta inaktif proenzimler olarak
salinirlar. Pro-MMP’lerin aktivasyonu katalitik pargalarinin aktif kisminda mevcut
olan ¢inko ve propeptidlerinde yer alan tiyol grubu arasindaki koordinasyonun
bozulmasi ile gerceklesir (65).

Matriks metalloproteinaz ailesi asagidaki 6zelliklere sahiptir

1. Ekstraselliler matriksin en az bir komponentini pargalayan
proteinazlardir.

2. Zniyonu igerirler ve bu nedenle selatlayici ajanlarla inhibe olabilirler.

3. Latent formda salgilanirlar ve proteolitik aktivitelerini gdstermeleri icin
aktive olmalar1 gereklidir. In-vitro olarak organomerkiiriyel bilesenlerle
aktive olabilirler.

4. Metalloproteinazlara spesifik doku inhibitorleri ile inhibe olurlar.

5. Molekiiler klonlama yontemleri ile ¢esitli grup iiyelerinin aminoasit

benzerlikleri oldugu gosterilmistir (3).

MMP’ler yara iyilesmesi, kemigin yeniden yapilanmasi, uterus ve meme
dokusu fonksiyonlari, ovulasyon, embriyo implantasyonu, embriyogenezis, laktasyon
gibi fizyolojik olaylarin yani sira artrit, timor hiicresinin invazyonu ve metastaz gibi
patolojik siireglerde de rol oynarlar (3). Ayrica, desidualizasyon sirasinda doku
yenilenmesinde ve blastosist invazyonu sirasinda (11) ECM yikimindan sorumludur
(29, 50, 62).

Bu parcalayict enzimlerin hedefleri; yapisal ECM molekiilleri (yani
interstisyel ~ kollagenler dahil, lamininler, fibronektinler, heparan siilfat
proteoglikanlari), hiicre-adhezyon molekiilleri, hiicre yiizeyi reseptorleri, biiyiime

faktorleri, sitokinler ve diger proteinazlarla birlikte kemoatractan maddelerdir (62).

MMP ekspresyonu ve bunlarin aktiviteleri TIMP’ler olarak adlandirilan
spesifik inhibitorleri ile biiylik 6l¢iide modiile edilmesiyle diizenlenir (58, 62).
TIMP’ler MMP aktivitelerinin 6nemli endojen regiilatorleridir ve simdiye kadar dort

homologu tespit edilmistir (65, 86). ECM’nin yeniden sekillenmesinde kontrollii bir
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diizenleme i¢in TIMP ve MMP’lerin aktiviteleri arasinda hassas bir denge mevcuttur

(86).

2.6.1. Matriks Metalloproteinazlarin Yapisi

Yapisal olarak incelendiginde MMP’ler 5 ana kisimdan olusur:

1.
2.

Sinyal Peptit: Endoplazmik retikulumdan ilk sentezlenen proteindir.
Propeptit Bolge: Katalitik ¢inko baglayan bolge ile etkileserek enzimin
inaktif formda kalmasini saglayan bolge ile etkileserek enzimin inaktif
formda kalmasini saglayan bolgedir.

Katalitik bolge: Propeptit bolgenin ayrilmasi ile yapisindaki ¢inko
iyonlari sayesinde enzim aktivitesini saglayan bolgedir (70).

Katalizér kismi hemopeksin benzeri kisma baglayan prolinden zengin
bolge: Katalitik bolge ve son bolge arasinda yer alir (3, 70).

Hemopeksin benzeri bolge: Bu bolge N ve C terminal kisimlar1 baglayan
disiilfit bagi igerir ve katalitik bolgeye 5-10 aminoasitlik prolinden zengin

bir bolge ile baglanir (3).

2.6.2. MMP’lerin Siniflandirilmasi

Proteinazlar genel olarak katabolik mekanizmalarina gore 4 alt gruba ayrilir;

Serin proteinazlar, Sistein proteinazlar, Aspartik proteinazlar ve Metalloproteinazlar
(7,17, 18, 68).

MMP’ler ise kollagenazlar, jelatinazlar, stromelisinler, membran tipi

MMP’ler ve diger enzimler de dahil olmak iizere 5 alt grupta siniflandirilmistir (65,

70).
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Tablo 2.1. MMP enzimlerinin substrat 6zgiilliigiine gore smniflandiriimasi

(72).
Grup ad1 Tani';?r?ym Numara Temel substrat
Kollojenazlar Interstisyel MMP-1 | Kollajen Tip 1, 2, 3, 7 ve 10, jelatin, PG
kollajenaz
Natrofil MMP-8 | Kollajen Tip 1, 2, 3, PG
kollajenaz
Kollajenaz 3 %MP' Kollajen Tip 1, 2, 3
Kollajenaz-4 %MP' Kollajen |
Jelatinazlar Jelatinaz A MMP-2 | Jelatin, kollajen 1V, V, VII; X, XI, elastin
Jelatinaz B MMP-9 | Jelatin, kollajen 1V, V, X1V, elastin, PG
Stromelisinler Stromelisin 1 MMP-3 ;G, laminin, FN, jelatin, kollajen 111, IV, IX ve
.. MMP- PG, laminin, FN, jelatin, kollajen I11, IV, IX ve
Stromelisin 2 10 X
Stromelisin 3 MMP- PG, laminin, elastin, entaktin, tenaskin, versikan,
11 jelatin, kollajen I11, 1V, IX, X
Membran tipi
MMP’ler MMP- . ..
(MT-MMP’ler) MT1-MMP 14 Kollajen I, I1, 11, FN, laminin, VN
MT2-MMP %MP— Agrekan, FN, laminin, tenaskin
MT3-MMP %MP' Kollajen 111, FN, jelatin
MT4-MMP EMP— Jelatin
MT5-MMP MMP- | PG
24
MT6-MMP SASMP' Kollajen IV, fibrin, FN, jelatin
Digerleri Matrilisin 1 MMP-7 | Serin proteaz inhibitorleri
Metaloelastaz 'I/;MP' Kollajen I, 1V, elastin, FN, jelatin, laminin, VN
RASI-1 MMP- Kollajgn 1V, entaktin, FN, jelatin, laminin,
19 tenaskin
Enamelisin %MP' Agrekan, amelogenin
X-MMP g/llM P- Tanimlanmamustir
CA-MMP 2/|3MP- Tanimlanmamustir
Matrilisin 2 2/I6MP— Kollajen IV, FN, jelatin, VN
CMMP (Horoz) 2A7MP- Tanimlanmamustir
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Kollajenazlar

Kollajenazlar; MMP’lerin ¢ézlinemeyen fibriler kollajenleri (6zellikle tip-I ve
tip-II) yikimlayabilen yiiksek diizeyde spesifik bir grubudur. Sadece kollajenazlar ve
MT MMP-1fibriler kollajenin yikimiyla iliskilidir ki bu da enzimlerin doku

yenilenmesinde kritik olduklarini diisiindiirtir (7).
1) Interstisyel kollajenaz (MMP-1, Fibroblast kollajenaz)

MMP ailesinin prototipik tlyesidir, 1962 de ilk kez kurbaga yavrusunun
kuyruk kisminin ¢oziinmesini saglayan bir proteaz olarak tanimlanmistir. Latent

formu 55 kDa agirliginda, aktif formu 43 kDa agirligindadir (3).

Kollajenazlar; intersitisyel kollajenler —I, -1l ve —III’iin helikal kismini
sindiren tek memeli proteinazlaridir. Interstisyel kollajenler bazal membranda
bulunan tip IV kollajenden ve periselliiler olarak bulunan tip V kollajenden farklidir.

Ayrica tip V, II ve X kollajenin yikilmasinda rol oynar (7).
2) Notrofil kollajenaz

75 kDa biiyiikliiglinde proenzimdir ve aktif formu 58 kDa biiyiikliiglindedir.
Tip I, I, 1 interstisyel kollajeni yikar, notrofillerce iretilir. N6trofil kollajenazda,

fibroblast kollajenazda bulunmayan alt1 glikozilasyon sahasi vardir (3).
3) Kollajenaz 3(MMP 13)
Tip I kollajeni yikar.

MMP-1; entaktin, kollajen-X, jelatinler, agrekan ve kikirdak zincir proteinini

pargcalar.
MMP-8; agrekan, jelatinler ve kikirdak zincir proteinini parcalar.

MMP-13; tercihen agrekan, tip-1V, -1X, -X ve —XIV kollajenlerini,

fibronektin ve tenaskini hidrolize eder (3, 68).
Jelatinazlar

Jelatinazlar, diger MMP’lerden farkli olarak katalizor bolge ile aktif bolgesi
arasinda jelatin baglayici bolge iceren enzim grubudur. Jelatinazlar Tip 1V, V, VII,

X, X1 ve XIV kollajen, jelatin, elastin, proteoglikan kor proteinleri, myelin temel
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proteini, fibronektin, fibrillin 1, TNF-a , interlokin-1f onciillerini yikma &zelligine
sahiptirler (41, 69, 103).

Jelatinaz A (MMP-2)

MMP-2 tiim MMP’lerin en yaygin olanidir. Fibroblastlar, endotelyal hiicreler
ve alveolar epitelyal hiicreler, kerotinositler, fibroblastlar, kondrositler, osteoblastlar,
monositler gibi pek ¢ok degisik hiicre ve transforme olmus degisik hiicreler
tarafindan tretilir (12, 41).

MMP-2nin latent formu 72 kDa, aktif formu 66 kDa agirhigindadir. Tip IV
kollajeni, gelatini, ek olarak tip V, VII, X kollajeni, elastin ve fibronektini, laminini
pargalar (3). MMP-2 ayn1 zamanda tip I kollajeni; MMP-9 ise asidik ortamda tip |
kollajenin N-terminalini yikarak ECM’nin yeniden modellenmesi olayinda 6nemli
rol stlenir (41, 69, 103). MMP-2’nin endometriyal dokunun trofoblast
invazyonunda rol oynadig1 bildirilmistir. MMP up-regiilasyonu, hiicresel biiylimeyi,
anjiyogenezisi, hiicresel migrasyonu tesvik ederek bazal membranin ve ECM’nin

proteolitik pargalanmasiyla sonuglanir (91).

MMP-2 tiim6r hiicrelerinin yanisira, sinovial fibroblastlar ve kondrositler

tarafindan da salgilanir (7).
Jelatinaz B (MMP-9)

MMP-9 (Jelatinaz B), ilk olarak 1974 yilinda Sapota ve Dancemicz
tarafindan polimorfoniikleer 16kositlerden salgilanan bir jelatinolitik enzim olarak

tamimlanmustir (41, 103).

Gelatin ve tip IV bazal membran kollajeni i¢in substrat spesifiktir. Latent
formu 92 kDa, aktif formu 84 kDa agirligindadir. Diger substratlart tip I, 1ll, V

kollajen, elastin ve fibronektindir (3).

MMP-9, MMP ailesinin en biiyiik liyesidir. Sinyal peptidi, propeptit bolgesi,
¢inko atomu baglayict boliim, COOH-terminal hemopeksin benzeri bolim olmak
tizere 7 boliimden olusur. Ayrica katalitik bolim ve hemopeksin benzeri bolim
arasinda prolince zengin baglayict bolge yer alir. C-terminal hemopeksin benzeri
boliim substrat spesifitesini belirlemede anahtar rolii oynar. Fibronektin benzeri

bolim kollajen ve jelatinlere baglanmayi kolaylastirir (41, 54).
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MMP-9, tiimor hiicresi, notrofil, eozinofil, monosit, lenfosit ve alveolar
makrofaj gibi inflamatuar hiicreler tarafindan iretilir. Belirli sartlarda endotelyal ve
alveolar epitel hiicreler gibi MMP-2 sentezleyen hiicreler tarafindan {iretilir.

Salgilanan MMP-9, asir1 derecede glikozillenmistir (12).
Stromelisinler

Stromelisin kollajen Tip-Il, -1X, -X ve -XI’i parcalayabilme kapasitesi vardir.

Kondrositler ve sinovial hiicreler tarafindan sentezlenir (7).
Stromelysin 1 (MMP-3,Transin 1)

Inaktif sekli 57, aktif sekli 46 kDa agirhigindadir. Proteoglikanlar, laminin,
fibronektin, Tip I, IV, V, IX kollajen ve jelatinlere etki eder. Fibroblast ve
kondrositlerde, biiytime faktorleri, sitokinler ve timor promoterleri stromelysin

salgilanmasini tesvik eder.
Stromelysin 2 (MMP-10, Transin 2)

Inaktif sekli 57 kDa, aktif sekli 46 kDa agirhgindadir. Fibronektin, jelatin, tip
I, IV ve V kollajenlere etki eder. Transin 2 olarak da bilinen ve insan tiimorlerinden
kopyalanan bu molekiiliin aminoasit dizilini, biiyiikliigli ve substrat seciciligi

stromelysin 1 ile benzer 6zellikler tasimaktadir.
Stromelysin 3 ( MMP 11)

Stromelysin 1 ve stromelysin 2 ile aminoasit dizi benzerligi olup bir proteaz

inhibitoriidiir. Uterus, plasenta ve insan embriyosunda tespit edilmistir (12).
Matrilysin (MMP-7, PUMP-1)

PUMP-1 olarak bilinen matrilisin (MMP-7) post partum invole olan rat
uterusunda, mono niikleer fagositlerde ve bazi tiimor hiicrelerinde bulunmustur.
MMP-7"nin proteoglikan, fibronektin, jelatinler, kollajen IV, elastin ve entaktine

kars1 giiglii bir proteolitik aktivitesi vardir (7).
Membran Tipi MMP’ler (MT MMP)

MT-MMP’lerin temel 6zelligi hiicre zar1 lizerinde ekspresyon ve C-terminal
bolgesinde transmembran alani ile donatilmig olmalaridir. Grubun ilk tiyesi, su anda

bilinen MT-MMP, insan plasentasinda orijinal sekilde cDNA grubu taranarak izole
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edilmistir. MT1-MMP proteolitik agidan proMMP-2 ve proMMP-13 aktif formlara
dontigiirler ve invaziv kanser hiicreleri tarafindan oldugu gibi embriyogenez ya da
yara iyilesmesi sirasinda go¢ eden hiicreler tarafindan salinan matriks proteinlerinin
periselliiler parcalanmasindan sorumludur. Tip | kollajen, jelatin ve fibronektinler

gibi matriks proteinlerin belirli tipleri MT1-MMP tarafindan pargalanir (97).

MT-MMP ailesinin ilk olarak kesfedilen tiyesi olan MT1-MMP, 63 kDa olup
Sato ve arkadaslar1 tarafindan izele edilmistir (46, 79). Kanser invazyonunu ve
metastazini ilerlettigi gosterilmistir (46). Mide, akciger, meme, kolon, bag, boyun ve
malignant beyin tiimorleri gibi ¢esitli insan karsinomlarinda MT1-MMP

ekspresyonunun arttig1 bildirilmistir (12, 79).
Siniflandirilamayan MMP’ler

MMP-23; MMP iiyeleri arasinda tek peptidi, sistein anahtar motifi ve
hemopeksin benzeri kisminin eksikliginden dolay: farklidir, fakat pro-peptidde bir

transmembran bolgesi bulunur.
MMP-12;elastin ve al proteinaz inhibitoriinii sindirir.
MMP-19; agrekan ve jelatini sindirir.

MMP-20; enamelini par¢aladigindan beri enamelisin olarak ifade edilir, fakat

biyokimyasal 6zellikleri ayrintili olarak belirtilmemistir.

MMP-23; MMP’lerin sentetik bir substratim1 hidrolize eder, fakat ECM
substratlari iyi bilinmemektedir (7, 68).

2.7. Erken Gebelikte MMP’lerin Roliu

MMP’lerin endometriyal kabul ve implantasyondaki rolleri son yillarda
bircok ¢alismaya konu olmustur. MMP’lerin gebelikte, implantasyon sirasinda
ECM’nin yikimlanmast ve yeniden yapilanmasi siirecinde, spiral arter
yenilenmesinde, biliylime faktorleri (TGFB ve IGF) sitokinler ve anjiojenik
faktorlerin  (endotelin) bioaktivitesinin ~ diizenlenmesinde, desidualizasyonda,
trofoblastin invazyonda 6nemli rol oynadigi bu nedenle de gebeligin sekillenmesi ve
devaminda oOnemli oldugu bildirilmistir. Gebelikte MMP ekspresyonlarinin

belirlenmesine iliskin yapilan ¢calismalar MMP ve doku inhibitorleri olan TIMP’larin
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gebeligin erken donemlerinde, 6zellikle blastosist implantasyonu esnasinda ECM’nin
yikimlanmasi ve yeniden yapilanmasi siirecinde ve trofoblast invazyonunda aktif rol
oynadigini, bu nedenle de gebeligin sekillenmesi ve devaminda 6nemli oldugunu

gostermektedir (72).

Implantasyon sirasinda uterus spiral arterlerin yeniden sekillenmesi, basarili
bir gebelik i¢in gereklidir (10). MMP’ler ve TIMP’ler arasindaki dengenin, gebelikte
uterus arterlerinin yeniden sekillenmesinde 6nemli bir rol oynamasi muhtemeldir
(51). MMP-2 ve MMP-9, bazal membranin yapisal bileseni olan Tip IV kollajeni
yikimlar. Implante olan embriyonun uterus epiteline dogru invazyonu MMP’ler

tarafindan tesvik edilir (45, 102).

Desidualizasyon sirasinda, endometriyumun ECM’i kapsamli sekilde yeniden
modellenir. Farklilasmamis stromal hiicrelerin altinda bulunan fibriler kollajen, ¢ok
sayidaki kollajen bilesiginin matriksten uzaklastirilmasi yiiziinden daha az lifli hale
gelir. Hemen ardindan farklilagmis desidual hiicreler laminin, entaktin ve kollajen tip
IV dahil olmak iizere bir¢ok bazal membran bilesenleri iretir (67). Yapilan
caligmalarda, embriyo implantasyonu i¢in esas olan ECM yikimlanmas: ve yeniden
yapilanmasinda MMP ve TIMP’larin 6nemli diizenleyiciler oldugu bildirilmistir (43,
102, 106).

MMP iiyeleri arasindan MMP-2 ve MMP-9 bazal membran unsurlarmin (Tip
IV kollajen, laminin, fibronektin) yikimlanmasinda anahtar olarak kabul edilir ve
erken implantasyonda kabul edilen rollerinden dolay1 yaygin olarak arastirilmaktadir.
Desidualizasyon  esnasinda uterus stromal hiicrelerin  proliferasyon  ve
farklilagsmasinin kismen MMP’ler ve TIMP’lar tarafindan diizenlendigi bildirilmistir
(72). Memeli uterusu ve plesentast MMP-2 ve MMP-9 iiretir ve bunlar hemokoriyal

tip plesentasyon ve implantasyon sirasinda dnemli roller oynar (97).

Gebelik esnasinda trofoblastik ve desidual dokular tarafindan iiretilen
TIMP’lar da aktive olmus MMP’ler lizerinde inhibe edici etki gdstermek suretiyle
doku yenilenmesinde O6nemli rol oynarlar ve trofoblastlarin invaziv potansiyelini
sinirlandirarak embriyo invazyonunu kontrol altinda tutarlar. Degisik metodlar
kullanilarak MMP’lerin ve doku inhibitérlerinin plasenta ve gebe uterus dokusundaki

dagilimlart tanimlanmistir. Insanda plasenta gelisiminde jelatinazlardan &zellikle
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MMP-2 ve MMP-9 enzimlerinin etkinlik gosterdigi ve birinci trimesterin erken
donemlerinde trofoblastlarca esas olarak MMP-2’nin iiretilip salgilandig1 ¢esitli

calismalarla gosterilmistir (72).
2.8. Tekrarlayan Gebelik Kayiplarinda MMP’lerin Rolii

Fertilite bozukluklarinin fakli nedenlerini ortaya koyacak ¢ok teknik
gelismesine ragmen, bugiin hala tekrarlayan gebelik kayiplarinin %50’sinin ve
infertilitenin  %10’unun nedeni hala anlagilamamistir. Cogu yazar idiyopatik
infertilite ve tekrarlayan gebelik kayiplarinin etiyolojilerini hem doku hem de

molekiiler seviyede endometriyal bozukluklarda agiklamaya ¢alismaktadir (93).

Normal gebelik esnasinda, endometriyum ve plesentada, MMP
ekspresyonlarinin belirlenmesine iliskin ¢ok sayida ¢alisma mevcut iken, tekrarlayan
gebelik kayb1 bulunan endometriyumlarda, MMP ve TIMP ekspresyonlari
arastirildiginda, celiskili sonuglar elde edilmistir. Baz1 arastirmalarda tekrarlayan
gebelik kaybi bulunan endometriyumlarda MMP ve TIMP ekspresyonlarinin
normale gore daha fazla oldugu tespit edilirken, bazi1 ¢aligmalarda ise daha diisiik
oldugu rapor edilmistir. Tekrarlayan gebelik kayiplarinda, MMP’lerin roliinii
belirlemek i¢in yapilan bazi ¢aligmalarda, preeklemtik gebelerde serum MMP-2, -9,
TIMP-1 ve TIMP-2 konsantrasyonlarinin, ilk trimesterde, normal gebelere ve gebe
olmayanlarla kiyasla ¢ok daha yiiksek oldugu kaydedilmis ve MMP’lerin myogenik
tonusda degisiklige ve endotel bagimli gevsemede yetersizlige yol agmak suretiyle
preeklemsiali gebelerin damarlasmasinda 6nemli rol oynadigi bildirilmistir. Benzer
sekilde, yapilan PCR ¢aligsmalarinda, kontrol ile karsilastirildiginda, MMP-2, MMP-9
ve TIMP-1 ekspresyonlarinin hem nedeni bilinmeyen infertil endometriumlarinda
hem de tekrarlayan gebelik kaybi bulunan endometriumlarda daha yiiksek oldugu
gozlenmistir (72). Aksine Wu ve Zhon (104) idiyopatik infertil hastalarin
endometriyumlarindaki MMP-9 ve TIMP-1 mRNA seviyelerinin normale gore daha
diisiik oldugunu bildirmistir. Elde edilen bu sonuglar, idiyopatik infertilite ve
tekrarlayan gebelik kayiplarinda endometrial ECM’nin rolii olabilecegini

gostermektedir.

Hayvan modelleri iizerinde yapilan bagka bir calismada, uterus stromal

hiicrelerin ¢ogalmasi ve farklilagmasinin MMP ve TIMP ekspresyonlar: ile kismen

25



diizenlendigi bildirilmistir (15). Ayrica, gebe olmayan ve normal gebe kadinlarla
karsilagtirildiginda preeklemsili kadinlarin vaskiilaritesinde MMP’lerin 6nemli rol
oynadigi, bunu da myojenik tonuyu artirarak veya endotel bagimli relaksiyonu

bozarak gergeklestirdigi bildirilmistir (62).
2.9. Heparin

20. yiizyilin baslarindan beri venoz tromboemboli (VTE) ve akut koroner
hastaliklarin tedavisinde kullanilan heparin, trombin ve bazi pihtilasma faktorlerini

inhibe ederek antikoagiilan etki gosteren bir molekiildiir (27, 34).

Heparin’in bag dokusu mast hiicreleri tarafindan sentez edildigi ve bu
hiicrelerde bulundugu kabul edilmektedir. Dogal heparinin biiyiik bir kismi1 mast
hiicreleri ve bazofil 16kositlerinde histamin ile birlesmis sekilde bulunmaktadir.
Ayrica damar endotelinde de sentezlendigi bildirilmistir. Heparine ayrica sigir,
domuz ve koyun akcigerinde, domuz ince barsak mukozasinda, kopek karacigerinde,
sigir etinde, yag dokusunda, si¢an derisinde, balik plazmasinda ve deniz

istiridyesinde de rastanmustir (27).

Heparin, D-glukuronik asit ve N-asetil-D-glukozamin dizilerinin
tekrarlanmasini igeren bir glikozaminoglikandir. Pihtilagsma onleyici olarak bilinen
heparinin bu fonksiyonu yani sira anti-enflamatuar, alerjik reaksiyonlar ve
anjiyogenezin inhibisyonu, tiimor biiylimesi ve metastazin oOnlenmesi gibi
fonksiyonlar1 igeren, g¢esitli fizyolojik ve farmakolojik oOzelliklere sahip oldugu

gosterilmistir (1).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismada her grupta 6 adet olmak iizere toplam 60 adet (yaklasik 180-200
gr agirh@inda, 10-12 haftalik) yetiskin disi Wistar Albino cinsi sigan kullanildi.
Vajinal smear ile 6strus siklusunda olduklar tespit edilen disi siganlar, 1 gece erkek
sicanlar ile (2 disi/1 erkek) birlikte birakildi, ertesi sabah vajinal smearda sperm
bulunan disi siganlar gebeligin 0. giinii olarak kabul edildi. Gebeligin 0. giiniinden
itibaren her giin gebe si¢anlara 50 IU/kg heparin, intraperitonal olarak enjekte edildi
(1). Gebeligin 0, 2, 4, 6 ve 8. giinlerinde, gruplarda bulunan siganlara rompun
(5mg/kg) ketamin (60mg/kg) kombinasyonu ile saglanan genel anestezi altinda,
implantasyon alanlarini tesbit etmek i¢in, 1 ml %]1’lik Evans Blue, %0,9’luk NaCl
icinde sag femoral vene enjekte edildi, enjeksiyondan 5 dk sonra hayvanlar servikal
dislokasyon ile oldiiriilerek anterior abdominal duvar ag¢ild1 ve immunohistokimyasal
analizler i¢in mavi boyali uterus doku alanlar1 toplandi. Alinan uterus doku
orneklerinde MMP-2, -9 immiinlokalizasyonlar1 belirlendi. Deney gruplar1 asagidaki

gibi diizenlendi:

Deney Gruplar:

Grup |  (Gebeligin 0. Giinii Heparin uygulanan grup)

Grup Il (Gebeligin 0. Giinii Heparin uygulanmayan grup)

Grup 1 (Gebeligin 2. Giinii Heparin uygulanan grup)

Grup IV (Gebeligin 2. Giinii Heparin uygulanmayan grup)

Grup V (Gebeligin 4. Giinli Heparin uygulanan grup)

Grup VI (Gebeligin 4. Giinii Heparin uygulanmayan grup)

Grup VII (Gebeligin 6. Giinii Heparin uygulanan grup)

Grup VIHI(Gebeligin 6. Giinli Heparin uygulanmayan grup)

Grup IX (Gebeligin 8. Giinii Heparin uygulanan grup)

Grup X (Gebeligin 8. Giinii Heparin uygulanmayan grup)
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3.1.Immunohistokimyasal prosediir

Gebeligin 0, 2, 4, 6 ve 8. gilinlerinde alinan uterus doku Ornekleri Bouin
soliisyonunda tespit edildikten sonra rutin histolojik takip yontemlerinden gegirilerek
parafin bloklara gomiildii. Parafin bloklardan, Sum kalinliginda kesitler alindi ve
dehidrasyon i¢in alkol serilerinden gecildi. Antijen maskelenmesini ortadan
kaldirmak igin kesitler, mikrodalga firinda (750W) 2 kez, 5’er dakika, 0,01 M sitrat
buffer soliisyonuna tabi tutuldu. 20 dakika, oda 1sisinda sogutulan kesitler, PBS ‘de
yikandi. Endojen peroksidaz aktivitesini ortadan kaldirmak icin, kesitler, %3’liik
H20, soliisyonuna tabi tutuldu ve ardindan PBS ile tekrar yikandi. Daha sonra
kesitler, primer Mouse monoclonal MMP-2, MMP-9 antikorlari ile +4°C de, 1 gece
inkiibe edildi. Negatif kontroller, primer antikorun islemlerden ¢ikarilmasi ile elde
edildi. Biyotinle konjuge universal LSAB Kit’in kullanilmasini takiben boyama
DAB kromojeni ve Hematoksilen ile yapilan zit boyamanin ardindan dokular
kapatildi. Son olarak, elde edilen boyali preparatlar Nikon E 600 151k mikroskobu ile
goriintillendi. Gruplara ait doku Ornekleri immunboyanma siddeti agisindan

semiquantitatif olarak skorlandi.

28



4. BULGULAR

Heparin uygulanmayan ve uygulanan gruplardaki gebe siganlardan gebeligin
0, 2, 4, 6 ve 8. glinlerinden almman uterus doku kesitleri MMP-2 ve MMP-9
proteinlerinin dokudaki dagilimlarini degerlendirmek i¢in immunohistokimyasal
olarak boyandi. Nikon E-600 151k mikroskop ile incelenen doku Ornekleri
immunohistokimyasal analiz a¢isindan farkli gézlemciler tarafindan incelendi ve
boyanma siddeti agisindan semiquantitatif olarak skorlandi. Bu skorlanmada
boyanma siddetleri; - (boyama yok), + (zayif), ++ (orta) ve +++ (giiglii) olarak
derecelendirildi ve ilk 6 giin i¢in Tablo 4.1, 4.2, 4.3 ve 4.4 de 6zetlendi. Gruplarin
glinlerine ait boyanma 6rnekleri Sekil 4.1-4.20 arasinda gosterildi. Gebelik giinlerine
ait bolge tanimlamalar1 Oner H ve arkadaslarmin (71) daha 6nce yaptiklar1 ¢alisma

referans alinarak yapilmistir.
MMP-2 immunlokalizasyonu

0.Giin: Endometrium ve myometrium normal yapida goézlendi. Her iki grubta
endometriumda MMP-2 immunlokalizasyonu liimen ve bez epitel hiicrelerinin
cekirdeklerinde gozlenmezken apikal sitoplazmalarinda ve silyumlarda orta siddette
(++) mevcuttu. Subepitelyal ve endometrial stromada, myometrium ve kapillerlerde
MMP-2 immunreaksiyonu her iki grupta orta derecede (++) mevcuttu. Gebeligin 6.

giinline kadar primer desidual alan olusmamusti (Sekil 4.1, 4.6).

2.Giin: Bu giinde uterusun mikroskobik yapisi 0. giin ile benzer 6zellikte
olmakla beraber, heparin uygulanan grupta epitel hiicrelerinde MMP-2 immun
reaksiyonu (+++), uygulanmayan gruba (++) gére biraz daha artmigti. Diger
bolgelerdeki immunreaksiyon siddeti 0. giin ile benzerlik gostermekteydi (Sekil 4.2,
4.7).

4. Giin: Gebeligin 4. gliniinden itibaren kontrol gebe grubunda da liimen ve
bez epitel hiicrelerinde MMP-2 immunreaksiyonunun siddetlendigi (+++) gozlendi.
Gebeligin ilk 2 giinii ile kiyaslandiginda her iki grupta da subepitelyal ve endometrial
stromal hiicrelerde MMP-2 immunreaksiyonunda artis (+++) mevcuttu (Sekil 4.3,
4.8).
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6. Giin: En belirgin yapisal degisiklik bezlerin kii¢lilmiis, sayilarinin oldukca
azalmis ve myometriuma yakin alanlarda lokalize olmus oldugu idi. Kapillerlerin
miktar1 ise oldukga artmisti. Stromal hiicreler irilesmeye baslamis, implantasyonun
gerceklestigi antimezometrial alandan baslamak {izere primer desidual zon alani
sekillenmeye baslamisti. Her iki grupta da MMP-2 immunreaksiyonu liimen ve bez
epitel hiicrelerinde yogun (+++) sekilde gozlendi. Her 2 grupta primer desidual
alanda orta siddette (++) gozlenen MMP-2 immunreaksiyonu heparin uygulanmayan
grupta kan damarlarinin ¢ok miktarda bulundugu antimezometrial alanda

myometyriuma yakin stromada oldukga siddetli (+++) idi (Sekil 4.4, 4.9).

8. Giin: Uterus limeni iyice kiigiilmiis, endometrial stromadaki hiicreler
tamamen desidua hiicrelerine doniismiis, kapillerlerin yogun oldugu antimezometrial
alan karsisinda mezometrial alan belirginlesmisti. Her 2 grupta MMP-2
immunreaksiyonu liimen ve bez epitel hiicrelerinde orta (++), myometriyuma yakin
stromal hiicrelerde oldukga siddetli (+++) idi. Heparin uygulanan grupta mezometrial
alanda primer desidual zon hiicrelerindeki immunreaksiyon heparin uygulanmayan
gruba gore daha siddetli (+++) idi. Heparin uygulanan grupta yakalanan embriyo

kesitinde de MMP-2 immunreaksiyonu mevcuttu (Sekil 4.5, 4.10).
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Sekil 4.1. Gebeligin 0. giiniine ait sican uterus dokusunda MMP-2
immunreaksiyonu. SES: Subepitelyal stroma; ES: Endometrial stroma; MYM:
Myometriyum; Kirmizi ok: Lumen epiteli; Siyah ok: Bez epiteli; Mavi ok: Kapiller

Sekil 4.2. Gebeligin 2.glinline ait sigan uterus dokusunda MMP-2
immunreaksiyonu. SES: Subepitelyal stroma; ES: Endometrial stroma; MYM:
Myometriyum; Kirmiz1 ok: Lumen epiteli; Siyah ok: Bez epiteli; Mavi ok: Kapiller
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Sekil 4.3. Gebeligin 4. giliniine ait sigcan uterus dokusunda MMP-2
immunreaksiyonu. SES: Subepitelyal stroma; ES: Endometrial stroma; MYM:
Myometriyum; Kirmizi ok: Lumen epiteli; Siyah ok: Bez epiteli; Mavi ok: Kapiller

Sekil 4.4. Gebeligin 6. giiniine ait sican uterus dokusunda MMP-2
immunreaksiyonu. PDZ: Primer desidual zon; AMZ: Antimezometrial alan MYM:
Myometriyum; Kirmizi ok: Lumen epiteli; Mavi ok: Kapiller
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Sekil 4.5. Gebeligin 8. giinline ait sican uterus dokusunda MMP-2
immunreaksiyonu. MZ: Mezometrial Alan; AMZ: Antimezometrial Alan; MYM:
Myometriyum; Kirmizi ok: Lumen epiteli; Mavi ok: Kapiller

Sekil 4.6. Heparin uygulanan grupta gebeligin 0. giiniine ait sigan uterus
dokusunda MMP-2 immunreaksiyonu. SES: Subepitelyal stroma; ES: Endometrial
stroma; MYM: Myometriyum; Kirmizi ok: Lumen epiteli; Siyah ok: Bez epiteli;
Mavi ok: Kapiller
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Sekil 4.7. Heparin uygulanan grupta gebeligin 2. giinline ait sigan uterus
dokusunda MMP-2 immunreaksiyonu. SES: Subepitelyal stroma; ES: Endometrial
stroma; MYM: Myometriyum; Kirmizi ok: Lumen epiteli; Siyah ok: Bez epiteli;
Mavi ok: Kapiller

Sekil 4.8. Heparin uygulanan grupta gebeligin 4. giinline ait sigan uterus
dokusunda MMP-2 immunreaksiyonu. SES: Subepitelyal stroma; ES: Endometrial

stroma; MYM: Myometriyum; Kirmizi ok: Lumen epiteli; Siyah ok: Bez epiteli;
Mavi ok: Kapiller
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Sekil 4.9. Heparin uygulanan grupta gebeligin 6. giiniine ait si¢can uterus
dokusunda MMP-2 immunreaksiyonu. PDZ: Primer desidual zon; ES: Endometrial
stroma; MYM: Myometriyum; Maviok: Kapiller

Sekil 4.10. Heparin uygulanan grupta gebeligin 8. giiniine ait sigan uterus
dokusunda MMP-2 immunreaksiyonu. MZ: Mezometrial Alan; AMZ:
Antimezometrial Alan; PDZ: Primer desidual zon; MYM: Myometriyum; Sar1 ok:
embriyo; Mavi ok: Kapiller
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MMP-9 immunlokalizasyonu

0. Giin: Endometrium ve myometrium normal yapida gézlendi. Her iki grupta
endometriumda MMP-9 immunlokalizasyonu lumen ve bez epitelinin ¢ekirdek ve
stoplazmalarinda ve endometrial stromal hiicrelerde ve myometriumda orta siddette
(++) mevcuttu. Biitlin glinlerde her iki grupta kapiller immunreaksiyonu giiglii (+++)
sekilde idi. Gebeligin bu giiniinde heniiz primer ve sekonder desidual alan
olusmamusti. (Sekil 4.11, 4.16).

2. Giin: Bu giinde uterusun mikroskobik yapist ve 0. giin ile benzer 6zellikte
idi. Heparin uygulanan grupta(+++) diger gruba (++) gore hem liimen hem de bez
epitel hiicrelerinde daha siddetli boyanma mevcuttu. Stromal hiicreler, myometrium
ve kapillerlerdeki boyanma her iki grupta benzer siddette ve gebeligin 0. giiniine
yakin sekilde idi. (Sekil 4.12, 4.17).

4. Giin: Heparin uygulanmayan grupta epitel ve stromal hiicrelerdeki
boyanma siddeti 2. giine benzer 6zellikte idi. Oysaki heparin uygulanan grupta biitiin
stromal hiicrelerde MMP-9 immunreaksiyonunun siddetlendigi (+++) gozlendi.
(Sekil 4.13, 4.18).

6. Giin: Bu giinde bezlerin kii¢iildiigii, sayilariin azaldigi, stromal hiicrelerin
irilesmeye basladig1 gozlendi. En belirgin yapisal degisiklik ise embriyonun implante
oldugu antimezometrial alandan baslamak tizere primer desidual zon sekillenmeye
baglamigti, ancak MMP-9 immunreaksiyonu olduk¢a zayifti (+). Antimezometrial
alanda kapillerlerin sayisinda artis mevcuttu. Bu giinde artik her iki grupta liimen ve
bez epitel hiicrelerinde MMP-9 immunreaksiyonu kuvvetli sekilde (+++) idi. MMP-9
immunboyanmast her iki grupta 6zellikle myometriuma yakin stromal hiicrelerde

daha belirgindi (+++). (Sekil 4.14, 4.19).

8.Giin: Heparin uygulanmayan gruplarda MMP-9 immunreaksiyonunun
epitel hiicrelerinde ve kapilerlerde olduk¢a siddetli oldugu (+++) gozlendi.
Antimezometrial alanda primer desidual zon iyice genislemisti ve MMP-9
immunreaktivitesi bu alanda hafif (+) sekilde idi. Heparin uygulanan gruplarda
embriyonun gectigi kesitlerde MMP-9 immunreaksiyonunun kapillerlerin yogun

oldugu antimezometrial alandan mezometrial alana dogru yayildigi ve boyanma

36



siddetinin giiglii (+++) oldugu gozlendi. Bu grupta embriyoda da MMP-9

immunreaksiyonu gii¢lii sekilde (+++) mevcuttu. ( Sekil 4.15, 4.20).
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Sekil 4.11. Gebeligin 0. giinliine ait sigan uterus dokusunda MMP-9
immunreaksiyonu. SES: Subepitelyal stroma; ES: Endometrial stroma; MYM:
Myometriyum; Kirmizi ok: Lumen epiteli; Siyah ok: Bez epiteli; Mavi ok: Kapiller

Sekil 4.12. Gebeligin 2. giinline ait sigan uterus dokusunda MMP-9
immunreaksiyonu. SES: Subepitelyal stroma; ES: Endometrial stroma; MYM:
Myometriyum; Kirmiz1 ok: Lumen epiteli; Siyah ok: Bez epiteli; Mavi ok: Kapiller
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Sekil 4.13. Gebeligin 4. giiniine ait sican uterus dokusunda MMP-9
immunreaksiyonu. SES: Subepitelyal stroma; ES: Endometrial stroma; MYM:
Myometriyum; Kirmizi ok: Lumen epiteli; Siyah ok: Bez epiteli; Mavi ok: Kapiller

m— ¢ —— .

Sekil 4.14. Gebeligin 6. giiniine ait sican uterus dokusunda MMP-9
immunreaksiyonu. AMZ: Antimezometrial alan; MYM: Myometriyum; Kirmiz1 ok:
Lumen epiteli; Siyah ok: Bez epiteli; Mavi ok: Kapiller
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Sekil 4.15. Gebeligin 8. giinline ait sigan uterus dokusunda MMP-9
immunreaksiyonu. PDZ: Primer desidual zon; AMZ: Antimezometrial alan; Kirmizi
ok: Lumen epiteli; Siyah ok: Bez epiteli; Mavi ok: Kapiller; Sar1 ok: Embriyo

Sekil 4.16. Heparin uygulanan grupta gebeligin 0. giiniine ait sigan uterus
dokusunda MMP-9 immunreaksiyonu. SES: Subepitelyal stroma; ES: Endometrial
stroma; MYM: Myometriyum; Kirmizi ok: Lumen epiteli; Siyah ok: Bez epiteli;
Mavi ok: Kapiller
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Sekil 4.17. Heparin uygulanan grupta gebeligin 2. Giiniine ait sican uterus
dokusunda MMP-9 immunreaksiyonu. SES: Subepitelyal stroma; ES: Endometrial
stroma; MYM: Myometriyum; Kirmizi ok: Lumen epiteli; Siyah ok: Bez epiteli;
Mavi ok: Kapiller

Sekil 4.18. Heparin uygulanan grupta gebeligin 4. Giiniine ait sican uterus
dokusunda MMP-9 immunreaksiyonu. SES: Subepitelyal stroma; ES: Endometrial
stroma; MYM: Myometriyum; Kirmizi ok: Lumen epiteli; Siyah ok: Bez epiteli;
Mavi ok: Kapiller
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Sekil 4.19. Heparin uygulanan grupta gebeligin 6. giiniine ait sican uterus
dokusunda MMP-9 immunreaksiyonu. PDZ: Primer desidual zon; MYM:
Myometriyum; Kirmizi ok: Lumen epiteli; Siyah ok: Bez epiteli; Mavi ok: Kapiller

Sekil 4.20. Heparin uygulanan grupta gebeligin 8. giliniine ait sigan uterus
dokusunda MMP-9 immunreaksiyonu. MZ: Mezometrial alan; AMZ:
Antimezometrial alan; Sar1 ok: embriyo; mavi ok: Kapiller
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Tablo 4.1. Heparin uygulanmayan gebe si¢anlarin uterus dokusunda MMP-2
immunreaktivitesinin gebelik giinlerine gére semiquantitatif analizi

Gebelik | Lumen Bez Subepitelyal | Endometrial . Prl_mer .
. . s s Myometrium | Desidual | Kapilerler
Giinleri | Epiteli | Epiteli Stroma Stroma Zon
0.Gin ++ ++ ++ ++ ++ Yok ++
2.Gilin ++ ++ ++ ++ ++ Yok ++
4.Giin +++ +++ +++ +++ ++ Yok ++
6.Giin +++ +++ +++ + T+ Tt

Tablo 4.2. Heparin uygulanan gebe si¢anlarin uterus dokusunda MMP-2
immunreaktivitesinin gebelik giinlerine gore semiquantitatif analizi

Gebelik | Lumen Bez | Subepitelyal | Endometrial . Primer .
o o o Myometrium | Desidual | Kapilerler
Giinleri | Epiteli | Epiteli Stroma Stroma Zon
0.Gun ++ ++ ++ ++ ++ Yok ++
2.Glin +++ +++ ++ ++ ++ Yok ++
4.Giin +++ +++ +++ +++ + Yok ++
6.Glin +++ +++ ++ + ++ ++

Tablo 4.3. Heparin uygulanmayan gebe siganlarin uterus dokusunda MMP-9
immunreaktivitesinin gebelik giinlerine gére semiquantitatif analizi

< . . Primer
G?behlf Lur_ner_1 B_ez _ Subepitelyal | Endometrial Myometrium | Desidual | Kapilerler
Giinleri | Epiteli | Epiteli Stroma Stroma Zon
0.Glin ++ ++ - ++ ++ Yok +++
2.Giin ++ ++ + ++ ++ Yok +++
4.Gln ++ ++ + ++ ++ Yok +++
6.Glin +++ +++ +++ ++ + +++

Tablo 4.4. Heparin uygulanan gebe si¢anlarin uterus dokusunda MMP-9
immunreaktivitesinin gebelik giinlerine gore semiquantitatif analizi

Gebelik | Lumen Bez | Subepitelyal | Endometrial . Primer .
P o S Myometrium | Desidual | Kapilerler
Giinleri | Epiteli | Epiteli Stroma Stroma Zon
0.Glin ++ ++ - ++ ++ Yok +++
2.Giin +++ +++ - ++ ++ Yok +++
4.Giin +++ +++ +++ +++ + Yok +++
6.Giin +++ +++ +++ +++ + +++
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S5.TARTISMA

Gebelik esnasinda basarilt bir implantasyon ve plasentasyon igin uterus
endometriumunda bir takim yapisal degisiklikler olusur. Bu yapisal degisiklikler
ECM’ nin yikimlanarak bozulmasi ve yeniden sekillenmesi ile karakterizedir (38, 75,
99). Disinin tireme dongiisii ve gebelik sirasindaki degisen endokrin durumu uterusta
yaygin doku yenilenmesiyle sonuglanir (6, 101). Ornegin; insan uterusunda, tip IV
kollajen, laminin, fibronektin ve proteoglikanlar gibi temel membran bilesikleri
menstrual dongli ve gebelik boyunca degisiklige ugrar (6). Aym sekilde, farelerde
uterus stromal hiicreler desidualizasyon gecirirken ECM bilesenleri yeniden
sekillenir. Desidualizasyon ve implantasyon sirasinda matriksin yikimlanmasi siireci
ile ilgili olarak cok sayida proteolitik yol bildirilmistir ve bunlardan 6zellikle MMP

ve TIMP’lerin anahtar rol oynayabilecegi 6ne siiriilmistiir (13, 23).

Matriks metalloproteinazlar ECM’nin ve bilesenleri olan kollajenler,
proteoglikanlar ve ¢ok sayida glikoproteinlerin yikimlanmasindan sorumludur. 20
den fazla {iyesi olan MMP ailesi icinde erken implantasyonda kabul edilen
rollerinden dolay1 MMP-2 (jelatinaz A) ve MMP-9 (jelatinaz B) daha ¢ok
arastirilmaktadir (100).

Gebeligin erken donemlerinde ¢esitli deney hayvanlarinin uterus dokularinda
MMP-2 ve MM-9 ekspresyonlarina iliskin yapilan ¢aligmalarda, bu enzimlerin erken
gebe uterus dokusunda mevcut oldugu ancak ekspresyon yogunluklarinin ve
mevcudiyetinin gilinlere gore dagilimiin ¢aligmalarda farklilik gosterdigi tespit
edilmistir. Ornegin, Das ve arkadaslar1 (23) peri-implantasyon periyodunda fare
uterus dokusunda MMP ve doku inhibitorlerinin expresyonunu nothern blot ve in situ
hibridization methodlar ile arastirmiglardir. Nothern blot analizi ile 1. giinde ¢ok
diisiik seviyede gozlenen MMP-2 mRNA seviyesinin 2. giinden itibaren arttig1 ve 5
ve 6. giinlerde iyice yiikseldigini gézlemlemiglerdir. In situ hibridizasyon sonuglarina
gore ise MMP-2 mRNA nin otoradyografik sinyallerinin 1 ve 2. giinlerde mevcut
olmadigini, 3 ve 4. giinlerde subepitelyal stromada oldugunu, 5. giinde de devam

ettigini, 6. giinde mezometrial ve antimezometrial alanlarda sekonder desidual zonda,
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7 ve 8. giinlerde plasentanin gelisecegi mezometrial alanda ve myometriuma bitigik
stromada daha yogun oldugunu bildirmislerdir. MMP-9 sinyalleri ise ilk olarak 5.
giinde antimezometrial kutupta az sayida stromal hiicrelerde en belirgin ekspresyon

ise gebeligin 8. giiniinde trofoblastik dev hiicrelerde gozlenmistir.

Zhao ve arkadaslarinin (107) sigan uterusunda yaptiklar1 calismada ise
gebeligin 1-4. giinleri arasinda bazal stromal hiicrelerde MMP-2 mRNA i¢in ¢ok
giiclii sinyaller oldugu fakat 5. giindeki sinyallerde belirgin bir azalma oldugu
bildirilmistir. MMP-2 mRNA i¢in zayif sinyaller 1. giinden 5. giine kadar olan
giinlerde epitel hiicrelerde gozlenmistir. MMP-9 mRNA’s1 sadece 1. giinde uterus
epitel hiicreleri ve miyometriyumda lokalize olmustur. Bununla birlikte, stromal
hiicrelerde 2. ve 3. glinde baz1 sinyaller gosterilmistir ve bu sinyaller 4. ve 5. giinde
subepitelyal stromal hiicrelerde yogunlagmistir. 6. giinde implantasyonun ilerlemesi
ile hem MMP-2 hem de MMP-9 mRNA’lar1 implante embriyoyu ¢evreleyen primer
desidual zonda 7.glinde ise tiim implantasyon alanlarinda stromal hiicrelerde tespit

edilmistir.

Fare uterusunda yapilan immunohistokimyasal bir ¢aligmada ise gebeligin 4
ve 8. giinleri arasinda endometrial stroma boyunca MMP-2 immunreaktivitesine
rastlanirken desidualizasyon alanlarinda reaktivitenin zayif ya da mevcut olmadig, 6.
giinde MMP-2 immunreaktivitesinin endometrial stromada desidual zonun dis
kisimlarinda, 8. giinde primer trofoblast dev hiicrelerinde myometriuma bitisik
farklilasmamis stromal hiicrelerde ve mezometrial kutuptaki stromal hiicrelerde
mevcut oldugu bildirilmistir. Ayn1 ¢calismada MMP-9 immunreaktivitesi 4. glinde
endometriumda ve 5-8. giinler arasinda inter-implantasyon alanlarinda, 6. giinden
sonra primer desidual zonun dis kisimlarinda ve en belirgin sekilde myometriuma
bitisik stromada gozlenmistir. 8. giinden itibaren MMP-9 immunreaktivitesi
myometriuma bitisik farklilasmamis endometrial stromal hiicrelerde ve trofoblast

dev hiicre alanlarinda belirlenmistir (11).

Teesalu ve arkadaglar1 (96) fare plesentasinda Jelatinaz B olarak bilinen
MMP-9’un trofoblastik dev hiicrelerince tiretildigini ve bu yolla trofoblast invazyonu
ve embriyo implantasyonunda rol oynadigini, MMP-2 isaretlenmesinin ise yalnizca

desidua hiicrelerinde oldugu gozlemlenmistir.
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MMP’lerin gebelik esnasinda uterus endometriumundaki rollerini belirlemeye
yonelik yapilan bir diger ¢alismada, gebeligin 6 ve 8.giiniinlerinde implantasyon
bolgesinin mezometriyal alaninda, 7 ve 8. giinlerinde desidual/embriyonik dokularda
kollajen seviyelerinin diisiikk oldugu ve bu diisiisiin MMP-2’nin bu siirecteki kollajen

yikimlayici etkisine bagli olabilecegi bildirilmistir (16, 23).

Alexander ve arkadaslarinin (5) jelatinaz A (MMP-2) ve jelatinaz B (MMP-
9)’nin implantasyon esnasindaki rollerini belirlemeye yonelik farelerde yaptiklari
caligmada ise jelatinaz A’nin gebeligin farklilasmamis decidua bolgesinde, jelatinaz
B’nin ise yogun sekilde trofoblastlarda mevcut oldugunu belirlemisler ve jelatinaz
A’nin gebeligin 6,5. glinlinden itibaren azaldigi, jelatinaz B’nin ise trofoblast dev
hiicrelerin farklilasmasi ile beraber 7,5. gilinden itibaren arttigi ve 9,5. giinde en
yiiksek seviyesine ulastigi gelatin zymography metodu ile belirlenmistir. Rechtman
ve arkadaslar1 (83), siganlarda MMP-2 proteinin gebeligin 3. giiniinde en yiiksek
seviyeye ulastigini, oysa MMP-9’un sadece 9. giinlinde tespit edildigini bildirmistir.
Hurst ve Palmay (45) ise, MMP-2, MMP-9 ve TIMP-2 proteinlerini, sicanlarda

gebeligin 6. giinlinden 8.giiniline kadar mevcut oldugunu bildirmislerdir.

Kanca ve arkadaglar1 (48) ise kopeklerde implantasyonda sonra plasental
gelisimin bagladig1i zaman olan gebeligin 25 ve 45. giinleri arasinda ve indiiklenen
abortus durumlarinda MMP-2 ve -9 dagilimmi immunohistokimyasal olarak ve
kollejenaz aktivitesini gelatin zymografi yontemi ile degerlendirmisler ve MMP-2
pozitif hiicrelerin endotel ve myometrial kan damarlarin diiz kas tabakasinda; MMP-
9 pozitif hiicrelerin ise myometrial diiz kas hiicreleri, endometrial bez ve yiizey
epitelinde mevcut oldugunu bildirmislerdir. Arastirmacilar ayrica normal gebe
hayvanlar ile karsilastirildiginda plasental alanlarda abortus indiiklenen kopeklerde

MMP-2 ve -9 aktivitesinin daha yiiksek oldugunu belirlemislerdir.

Gebe siganlarda yaptigimiz ¢alismamizda bizde gebeligin ilk 8 giiniine kadar
olan donemde MMP-2 ve MMP-9 immunekspresyonunu arastirdik ve ¢alismamiz
sonunda gebeligin ilk giiniinden itibaren MMP-2 ve -9 immunekspresyonunun uterus
limen ve bez epitel hiicrelerinde, endometrial stromada, myometrium ve
kapilerlerde, 6. giinden itibaren ilaveten antimezometrial bolge (AMZ) de primer

desidual zon hiizrelerinde, 8. glinde ise mezometrial bolge (MZ) de mevcut oldugunu
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gozlemledik. Diger aragtirmacilar tarafindan yapilan ¢alismalar sonucunda ilk 8 giine
ait gebe sican uterus dokularinda MMP-2 ve -9 ekspresyonlar1 farkli teknikler
kullanilarak arastirilmig, ekspresyon yogunluklar1 giinlere gore farklilik gostermekle
beraber erken gebe si¢an uterusunda ve implantasyon alanlarinda mevcut oldugu
gozlenmistir. Bu sonucglar g¢alismamizda elde ettigimiz bulgular ile paralellik
gostermektedir. Buradan yola c¢ikarak MMP-2 ve MMP-9’un erken gebelik

doneminde implantasyonun olus mekanizmasinda rol oynadigini sdyleyebiliriz.

Normal gebelik esnasinda  endometrium ve  plasentada MMP
ekspresyonlarinin belirlenmesine iliskin ¢ok sayida ¢alisma mevcut iken, tekrarlayan
gebelik kaybi bulunan endometriumlarda MMP ekspresyonlar1 arastirildiginda
celiskili sonuclar elde edilmistir. Bazi1 arastirmalarda tekrarlayan gebelik kaybi
bulunan endometriumlarda MMP ekspresyonlarinin normal gebelere gore daha
yiiksek oldugu bildirilirken, bazi1 ¢aligmalarda ise daha diisiik oldugu belirtilmistir.
Bu calismalardan bir tanesi olan Montagnana ve arkadaslarinin (62) ¢calismasi normal
tansiyonlu gebeler, preeklemptik gebeler ve gebe olmayan kadinlarin serum MMP
degerlerini karsilastirmak amaciyla yapilmistir. Calismanin sonucunda, MMP-2
serum konsantrasyonu, gebelerde gebe olmayana gore daha yiiksek, preeklamptik
kadinlarda ise diger 2 gruba gore en yliksek seviyede bulunmustur. MMP-9 serum
konsantrasyonlari, gebe olmayan kadinlara kars1 fizyolojik gebe kadinlarda anlamli
derecede daha yiiksek bulunurken preeklemptik kadinlarda normal gebelere gore

anlamli bir artis gézlenmemistir.

Preeklemsi; hipertansiyon, proteiniiri ve sistemik vazokontriiksiyon ile
karakterize gebelige ait multisistem bir rahatsizliktir. Preeklemsinin patolojisinde,
maternal spiral arterlerin trofoblastlarca yetersiz invazyonunun f6toplasental
tinitelerin zayif kanlanmasina neden olduguna dair kanitlar mevcuttur. Bu durum,
maternal dolasima, vaskiiler reaktivitede ve vaskiiler endotel aktivasyonunda
degisiklige neden olan bir takim faktorlerin salinmasina neden olur (61, 84).
Vaskiiler yolak iizerinde etkili olan MMP’ler, 6zellikle MMP-2, preeklemptik
kadinlarin plazmasinda yiiksek olarak bildirilmistir (66). MMP-2’nin vazodilatator
seviyesinde azalma ve vazokonstriktor firetimi yoluyla vazokonstriiksiyonu
ilerletebilecegi bildirilmistir (56, 66).
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Normal gebelikte ekstravilloz trofoblastlar maternal spiral arterlere saldirir ve
onlarin kas tabakalarimi asindirirlar, sonrasinda bu damarlar gelisen fotoplasental
tnitelere maternal kan saglayan diisiik direngli yiiksek kapasiteli damarlara
dontstirler (78, 80). Ekstravilloz trofoblast invazyonunun gergeklesmesi i¢in de
TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin uyarisindan sonra decidual hiicrelerden
MMP-9 salinimi gereklidir (55, 80). Poon ve arkadaslar1 (80) bu bilgilerden yola
cikarak preeklemptik kadinlarin serumlarinda MMP-9 seviyelerini arastirmislar ve
normal gebe kadin serumlar ile karsilastirdiklarinda preeklemptik kadinlarda serum
MMP-9 seviyelerinin daha yiliksek oldugunu bildirmislerdir. Ancak bu sonuglarin
maternal spiral arterlerin trofoblastlar tarafindan yetersiz isgali ve beraberinde
plasental hipoksi ve sitokin ve MMP-9 salinimindaki yetersizlik durumu ile ilgili bir

hipotezi desteklemeyecegini 6ne siirmiislerdir.

Montagnana ve arkadaglarinin c¢alismasina ve sonuglarina benzer sekilde
yapilan bir diger calismada saglikli, idiopatik infertil ve tekrarlayan gebelik kaybi
bulunan hastalarda MMP-2 mRNA analizleri yapilmis ve elde edilen sonuglar
karsilastirildiginda normal gebelere gore diger iki grup hastalarin MMP-2 mRNA
seviyelerinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir (47). Idiyopatik infertil kadinlarda
RT-PCR ile yapilan baska bir ¢alismada endometrial MMP-2, MMP-9 ve TIMP-1
ekspresyonlarinin reprodiiktif bir sorunu olmayan kadinlara gore sirastyla 1.3, 5.2 ve
3.9 kat, nedeni agiklanmamis tekrarlayan gebelik kaybi bulunan hastalarda ise bu
oranlarin 2.4 ve 3.8 kat daha yiliksek oldugu bildirilmistir. Arastirmacilar bu
sonuclara dayanarak ECM’in endometrial kabul olayinda 6nemli oldugunu ve ECM
deki dengesizligin nedeni agiklanamayan infertil ve tekrarlayan gebelik kaybi

durumlarma sebep olabilecegini 6ne siirmiislerdir (93).

Infertilite durumlar1 disinda, MMP” lerin dogum sonrasi gerileyen uterusdaki
mevcudiyetleri de arastirilmis ve dogum sonrasi belli araliklar ile MMP analizleri
yapilmistir. Yapilan caligmanin sonunda immunohistokimyasal olarak hem MTI1-
MMP hem de MMP-2 proteinlerin dogumdan sonraki 18. ve 36. saatler sonra uterus
intersitisyal hiicrelerin stoplazmasinda lokalize oldugu, boyamanin dogum sonrasi 5.
giinde mevcudiyetini stirdiiriirken 20. glinde daha zayif oldugu bildirilmigtir. MMP-2
ve MT-1 mRNA seviyelerinin ise dogum sonrasinda 36. saate kadar zamana baglh

arttigi, 5. glinde azaldigr bildirilmistir. Aragtirmacilar bu sonuglar esliginde
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sicanlarda bu iki enzimin dogum sonrasi involusyonda da O&nemli roller

oynayabilecegini ileri stirmiislerdir (57).

Tekrarlayan gebelik kayiplart (TGK) 3 ya da daha fazla ilk trimester gebelik
kayb1 yasanmasi durumunda kullanilan bir terimdir (9). Erken donem klinik
calismalarda TGK daki temel patalojinin plasental trombozlar oldugu, dolayisiyla
antikoagulan tedavinin gebelikte basar1 sansini artirabilecegi diisiiniilmektedir (20).
Bunun yanisira daha 6nce gebelik kaybi, intrauterin biiytime geriligi, preeklampsi ve
tromfobili ile iligkili ani intrauterin 6liim hikayesi olan kadinlarda gebelik kayiplarini
onlemek icin antikoagulan kullanilimi bildirilmistir (52, 82). En yaygin olarak
aragtirilan trombofililer, antifosfolipid sendromu (APS)’dur. Bu sendromda gebelik
kaybin1 6nlemek i¢in heparin kullaniminin sebebi, baz1 gebelik kayiplarina plasental
trombozun neden olmasi ve heparinin bu siireci 6nleyebilmesidir (82). Ancak APS’li
gebeliklerden gelen ilk trimester desidua ve plesentanin incelenmesinde, spesifik
trombotik plesental patolojiye ait az kanit bulunmustur (87, 89). Erken gebelik kayb1
ile iligkili APS’de plasental trombozdan ziyade trofoblast invazyonunun direk
inhibisyonunun, hatali desidual endovaskiiler trofoblast invazyonunun gebelik
kaybina neden olabilecegi rapor edilmistir (26, 89, 90, 92). Bunun yanisira
DMAH’lerin; APA’larin trofoblast hiicreye baglanmasini engelleyerek normal
trofoblast invazyonunu sagladigi, heparin baglayict EGF benzeri biiylime faktoriine
baglanma, insiilin benzeri biiyiime faktorii 1 seviyesinde artis ile trofoblast
invazyonunda artis sagladigi, sinsisyotrofoblastik antiapopitotik faktor Bcl-2
seviyesinde artis meydana  getirdigi, trofoblast invazyonundan sorumlu
metalloproteinaz gibi spesifik proteazlarin aktivitesinde artis sagladigi bildirilmistir

(20).

Heparin’in yanisira heparan-siilfat, proteoglikan, heparine bagli EGF’ye
benzer biiyiime faktorii ve HIP (heparin etkilesimli protein) gibi heparin ile iliskili
baz1 faktorlerin, endometriyal epitelyuma blastosistlerin yapismasi, blastosist
invazyonu ve belirli sinsiyotrofoblast hiicrelerin biiyiimesinin uyarilmasi gibi iireme

fonksiyonlarinda bir rolii olabilecegi bildirilmistir (33).

Heparin antikoagulant aktivitesi disinda da o6zelliklere sahip olan kompleks

bir polisakkarittir. Ilk olarak heparin anti-inflamatuar etkiye sahiptir. TGK yasayan
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kadinlarin desidualari normal gebeler ile karsilastirildiginda daha fazla nekroz, akut
ve kronik inflamasyon ve vaskiiler tromboz gosterir (98). Heparin preperatlari
inflamatuar hiicre davranislarini etkiler ve bir¢ok organda 16kosit akisini ve doku
hasarim1 &nleyerek teropatik anti-inflamatuar 6zellik saglar (85). ikinci olarak,
heparin implantasyonun saglanmasinda rol oynayabilir. Di Simone ve arkadaslari
(25) heparinin in vitro olarak trofoblast farklilagsmasi ve invazivitesinde dnemli bir
art1s sagladigini bildirmislerdir. Yine bazi yazarlar heparin’in dogrudan ya da dolayh
olarak (heparan siilfat proteoglikanlari ya da heparin baglayict EGF yoluyla)
blastosistin endometrial epitele tutunmast ve sonucunda invazyonunda etkili
oldugunu, bunun yanisira antikomplement etkiye sahip olmasi nedeni ile gebelik

kayiplarini 6nledigini 6ne stirmislerdir (99).

Yapilan caligmalara ragmen heparin’in placental fonksiyonlar iizerine olan
etkisi ile ilgili bilgiler sinirlidir. MMP’lerin plasental invazyonda oynadigi rollere
iligkin yapilan calismalardan elde edilen sonuglar plasental invazyon {izerine
heparin’in etkisinin MMP ve TIMP’lara bagli olabilecegini diisiindiirmiistiir (92). Di
Simone ve arkadaglar1 (25) yaptiklar1 ¢alismada spontan abortuslu ilk trimester
hastalardan aldiklar1 plasental doku Orneklerini izole etmis ve kiiltiir ortaminda
DMAH ile muamele etmislerdir. DMAH ile muamele edilen hiicre kiiltiirlerinde
MMP-2 ve MMP-9 aktivitelerinin ve mRNA miktarlariin arttigini bildirmislerdir.
Arastirmacilar sonug olarak heparin’in MMPler {izerinden trofoblastlarin yikimlayici

kapasitelerini diizenledigini 6ne siirmiiglerdir.

Mannello ve arkadaslari (58) yiiksek molekiil agirlikli heparin’in MMP
tizerine etkilerini aragtirmak icin saglikl kisilerden aldiklar1 kan drneklerini heparinli
ve heparinsiz tiiplerde biriktirmis ve ELISA testi kullanilarak bu kan 6rneklerinin
serumunda bulunan MMP-2 konsantrasyonlarini karsilagtirmiglardir. Elde edilen
sonuclara gore serum MMP-2 konsatrasyonlar1 6rnekler arasinda 6nemli bir farklilik
gostermezken MMP-9 seviyesinin heparin ile kapli tiiplerde daha fazla oldugu
bildirilmistir.

Grzela ve arkadaslar1 (39) yaptiklari ¢alismada MMP’lerin aktif sekilde etkili
oldugu bir bagka durumun da abdominal aortik anevrizma (AAA) oldugunu, bu

durumda aort duvarinin kronik harabiyetinin s6z konusu oldugunu ve 6zellikle artmis
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MMP-9 aktivitesinin de bu durumla beraber oldugunu bildirmislerdir. Bu nedenle
AAA durumunda DMAH kullaniminin MMP-2 ve MMP-9 plazma aktiviteleri
lizerine olan etkilerini aragtirmislar ve koagulasyon anormallikleri ile beraber olan
AAA hastalarinda MMP-9 plazma aktivitelerinin daha yiliksek oldugunu ve 5-7 giin
DMAH ile tedaviden sonra MMP-9 plazma aktivitesinin énemli derecede azaldigini
gozlemlemislerdir. MMP-9 aktivasyonundaki daki bu degisiklige ragmen MMP-2
plazma aktivitesinin gruplar arasinda farkli olmadigt ve DMAH uygulamasinin

MMP-2 aktivitesini etkilemedigi bildirilmistir.

Diisik molekiil agirlikli heparinin, gebelik kayiplarinin  onlenmesi ve
tedavisinde nasil bir etki mekanizmasi gosterdigi arastirilsa da, 6zellikle siganlarda,
erken gebelikte, doku seviyesinde, immunohistokimyasal diizeyde MMP’ler
tizerinden bir etkiye sahip olup olmadigina ait bir bilgiye rastlanmamistir. Buradan
yola cikarak, gebeligin erken donemlerinde si¢an uterus dokusunda, diisiik molekiil
agirliklt  heparin uygulamasinin, doku MMP ekspresyonlar1 iizerine etkisini
arastirarak heparin’in bilinen etki mekanizmalar1 disindan da bir etkiye sahip olup
olmadigim1  géstermeyi  amagladik. Bu nedenle ¢alismamizda, gebelik
olusturdugumuz siganlara diisiik molekiil agirlikli heparin uygulamasi yaparak
implantasyonda etkili oldugu yaptigimiz ve yapilan calismalarca acikliga
kavusturulan MMP-2 ve MMP-9 immunekspresyonlarini normal gebeler ile
karsilagtirdik ve elde ettigimiz bulgular, MMP-2 ve -9’un erken gebelik doneminde
uterus endometriumundaki varliginin bu enzimlerin implantasyonda etkili oldugunu

ve heparin muamelesinin MMP ekspresyonlarini artirdigini géstermistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasi ile gebeligin erken donemlerinde sican uterus dokusunda
diisiik molekiil agirlikli heparinin MMP-2 ve -9 ekspresyonlar1 iizerine etkisi,
Immunohistokimyasal teknik ile arastirilarak erken gebelikteki etkileri hakkinda yeni
bilgiler elde edilmeye calisilmistir. Bu amagla heparin uygulanan ve uygulanmayan 2
farkli grup olusturulmus ve gebeligin 0, 2, 4, 6 ve 8. giinlerinde her iki guruptan

alinan uterus doku 6rneklerinde MMP-2 ve MMP-9 immun boyamasi yapilmustir.

Elde edilen bulgular esliginde c¢alismamizin sonuglari 2 madde altinda

toplanabilir:

1) MMP-2 ve MMP-9’un erken gebelik donemlerinde sigan uterus
dokusundaki immunekspresyonu bu enzimlerin implantasyonda rol
oynayabildigini,

2) Diisiik molekil agirlikli heparin kullanimimin MMP-2 ve MMP-9
immunekspresyonlarinda artisa neden olmasinin tekrarlayan erken gebelik
kayiplarinda tedavi amaci ile kullanilan heparin’in MMP aktivitesi

iizerinden de etkiye sahip olabilecegini gosterir.

Uyguladigimiz immiinohistokimyasal teknik sonucu elde edilen bulgularimiz,
erken gebelik doneminde sican uterus dokusunda, heparin’in MMP-2 ve MMP-9
ekspresyonlar1 iizerine etkilerini semiquantitatif olarak degerlendirebilecek
seviyededir. Calismamizin devaminda hem MMP doku inhibitorleri olan TIMP
ekspresyonlar1 arastirilarak hem de mevcut yontemimiz Western Blot Teknigi ile

desteklenerek daha ayrintili ve quantitatif sonuglar elde edilebilir.

52



10.

11.

7. KAYNAKLAR

Abe W, lkejima K, Lang T, Okumura K, Enomoto N, Kitamura T, Takei
Y, Sato N (2007): Low molecular weight heparin prevents hepatic fibrogenesis
caused by carbon tetrachloride in the rat. Journal of Hepatology, 46, 286-294.
Abrahamsohn PA, Zorn TM (1993): Implantation and decidualization in
rodents. J Exp Zool., 266, 603-628.

Aksun SA, Ozmen D, Baymdir O (2001): Metalloproteinazlar, inhibitorleri
ve iliskili fizyolojik ve patolojik durumlar. 7 Klin Tip Bilimleri, 21, 332-342.
Alattia JR, Tong KI, Takeichi M, ikura M (2002): Cadherins. Methods Mol
Biol., 172, 199-210.

Alexander CM, Hansell EJ, Behrendtsen O, Flannery ML, Kishnani NS,
Hawkes SP, Werb Z (1996): Expression and function of matrix
metalloproteinases and their inhibitors at the maternal-embriyonic boundary
during mouse embriyo implantation. Development, 122, 1723-1736.

Aplin JD, Charlton AK, Ayad S (1988): An immunohistochemical study of
human endometrial extracellular matrix during the menstrual cycle and first
trimester of pregnancy. Cell Tissue Res., 253, 231-240.

Arican M, Calim KD (2004): K&pek artritislerinin olusumunda enzimlerinin
rolii ve sagaltimina yeni bir bakis II: Matriks Metalloproteinazlari, Etki
Mekanizmalari, Metalloproteinaz inhiborleri. Vet Bil Derg., 20 (1), 77-83.
Atabekoglu CS, Engin Y, Ustiin Y, Ayta¢ R (2002): Ureme fizyolojisi ve
adhezyon molekiilleri. Ankara Universitesi Ti 1p Fakiiltesi Mecmuast, 55, 85-92.
Badawy AM, Khiary M, Shenif LS, Hassan M, Ragab A, Abdelall I (2008):
Low-molecular weight heparin in patients with recurrent early miscarriages of
unknown aetiology. Journal of Obstetrics and Gynaecolog, 28 (3), 280-284.
Bahar L, Baykal T (2008): Endometriyal reseptivitenin implantasyondaki
rolii. Mersin Univ Saglik Bilimleri Derg., 1 (2), 1-6.

Bany BM, Harvey MB, Schultz GA (2000): Expression of matrix
metalloproteinases 2 and 9 in the mouse uterus during implantation and oil-

induced decidualization. Journal of Reproduction and Fertility, 120, 125-134.

53



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Bayramoglu A (2007): Akciger kanserli hastalarda matrix metalloproteinaz-2
geni CI306T, matrix metalloproteinaz-9 geni CI562T polimorfizmi, MMP-2,
MMP-9 ve doku inhibitor metalloproteinazlarin ekspresyonu ve plazma MMP-
2 ve MMP-9 seviyesi. Doktora tezi. Eskisehir Osmangazi Universitesi, Saglik
Bilimleri Enstitiisii, T1ibbi Biyoloji Anabilim Dal.

Behrendtsen O, Alexander CM, Werb Z (1992): Metalloproteinases mediate
extracellular matrix degradation by cells from mouse blastocyst outgrowths.
Development, 114, 447-456.

Bischof P, Campana A (2000): Molecular mediators of implantation.
Bailliere’s Clinical Obstetrics and Gynaecology, 14 (5), 801-814.

Chen L, Belton Jr RJ, Nowak RA (2009): Basigin-mediated gene expression
changes in Mouse uterine stromal cells during implantation. Endocrinology,
150 (2), 966-976.

Clark DE, Hurst PR, Myers DB, Spears GF (1992): Collagen concentrations
in dissected tissue compartments of rat uterus on days 6,7 and 8 of pregnancy.
J Reprod Fertil., 94, 169-175.

Clegg PD, Coughlan AR, Riggs CM, Burke R, Carter SD (1997a):
Characterisation of equine matrix metalloproteinase 2 and 9 and identification
of the cellular sources of these enzymes in joints. Equine Vet J., 29 (5), 335-
342.

Clegg PD, Coughlan AR, Riggs CM, Burke R, Carter SD (1997b): Matrix
metalloproteinases 2 and 9 in equine synovial fluids, Equine Vet J., 29 (5),
343-348.

Curry TE, Osteen K (2003): The matrix metalloproteinase system: Changes,
regulation, and impact throughout the ovarian and uterine reproductive cycle.
Endocr Rev., 24, 428-465.

Cimen T (2011): Tekrarlayan gebelik kaybi1 Oykiisii olan hastalarda diisiik
molekiil agirliklt heparin kullanimmin gebeligin seyri ve sonuglari iizerine
etkisi. Uzmanlik Tezi, Siileyman Demirel Universitesi T1p Fakiiltesi.

D’Souza SS, Daikoku T, Farach-Carson MC, Carson DD (2007):
Heparanase expression and function during early pregnancy in mice. Biol
Repro., 77 (3), 433-41.

54



22.

23.

24,

25.

26.

217.

28.

29.

30.

Das SK, Wang XN, Paria BC, Damm D, Abraham JA, Klagsbrun M,
Andrews GK, Dey SK (1994): Heparin-binding EGF-like growth factor gene
is induced in the mouse uterus temporally by the blastocyst solely at the site of
its apposition: a possible ligand for interaction with blastocyst EGF-receptor in
implantation. Development, 120, 1071-1083.

Das SK, Yano S, Wang J, Edwars DR, Nagase H, Dey SK (1997):
Expression of matrix metalloproteinases and tissue inhibitors of
metalloproteinases in the mouse uterus during the peri-implantation period.
Developmental Genetics, 21, 44-54.

Demir R (1995): insanin gelisimi ve implantasyon biyolojisi, Palme Yaynevi,
Ankara, s:100-120.

Di Simone N, Ferrazzani S, Castellani R, De Carolis S, Mancuso S, Caruso
A (1997): Heparin and low-dose aspirin restore placental human chorionic
gonadotrophin secretion abolished by antiphospholipid antibody-containing
sera. Human Reproduction, 12, 2061-2065.

Di Simone N, Meroni PL, De Papa N, Raschi E, Caliandro D, De Carolis
CS, Khamashta MA, Atsumi T, Hughes GR, Balestrieri G, Tincani A,
Casali P, Caruso A (2000): Antiphospholipid antibodies affect trophoblast
gonadotropin secretion and invasiveness by binding directly and through
adhered beta-2-glycoprotein I. Arthritis Rheum., 43, 140-50.

Durmaz CE (2009): Ratlarda deneysel olarak olusturulmus yara yeri iizerine
standart heparin (heparin sodyum) ve diisiik molekiillii heparinin (enoksaparin)
etkilerinin histolojik ve biyokimyasal olarak degerlendirilmesi. Doktora tezi,
Genelkurmay Baskanligi Giilhane Askeri Tip Akademisi, Saglik Bilimleri
Enstitiisii, Ankara.

Ehrhardt C, Kneuer C, Bakowsky U (2004): Selectins-an emerging target for
drug deliver. Pharmacol Res., 56, 527-549.

Elter K, Oral E (2000): Implantasyon fizyolojisi ve implantasyonu etkileyen
faktorler. Obstetrik ve Jinekolojik Siirekli Egitim Dergisi, 4, 48-63.

Enders AC, Schlafke S (1967): A morphological of the early implantation
stages in the rat. Am J Anat., 120, 185-226.

55



31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.
41.

42.

43.

Ergiiller G, Demir N, Demir R (2002): Adezyon molekiillerinin yapisal
ozellikleri ve fonksiyonlari. T Klin Tip Bilimleri., 22, 313-327.

Erol N (2007): Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii ve anti-VEGF ajanlar.
Ret-Vit., 15, 35-40.

Fiedler K, Wiirfel W (2004): Effectivity of heparin in assisted reproduction.
European Journal of Medical Research, 9, 207-214.

Frisbie JH (1986): Wound healing in acute spinal cord injury, effect of
anticoagulation. Arch Phys Med Rehab., 67, 311-3

Galis ZS, Khatri JJ (2002): Matrix metalloproteinases in vascular remodeling
and atherogenesis: The good, the bad, and theugly. Circ Res., 90 (16), 251-62.
Glasser SR, Lampelo S, Munir MI, Julian J (1987): Expression of desmin,
laminin and fibronectin during in situ differentiation (decidualization) of rat
uterine stromal cells. Differentiation, 35, 132-142.

Gokcimen A, Temel S (2004): implantasyon ve molekiiler etkilesimler. SDU
T Fak Derg., 11 (4), 25-33.

Graham CH, Lala PK (1992): Mechanisms of placental invasion of the uterus
and their control. Biochem Cell Biol., 70, 867-74.

Grzela T, Brawura-Biskupski-Samaha R, Jelenska MM, Szmidt J (2008):
Low molecular weight heparin treatment decreases MMP-9 plasma activity in
patients with abdominal aortic aneurysm. European Society for Vascular
Surgery, 35, 159-161.

Gii¢ D (2004): Adezyon molekiilleri. ANKEM Derg., 18 (Ek 2), 158-163.
Giivenc G (2008): Akut miyokard infarktiisinde serum matrix
metalloproteinaz-9 diizeyleri. Uzmanlik tezi. T.C Saglik Bakanligi, Taksim
Egitim ve Arastirma Hastanesi , Biyokimya ve Klinik Biyokimya, Istanbul
Harem IS (2013): Trofoblastlarin yapisal ozellikleri. Harran Universitesi
Veteriner Dergisi, 2 (1), 48-53.

Harvey MB, Leco KJ, Arcellana-Panlilio MY, Zhang X, Edwards DR,
Schultz GA (1995): Proteinase expression in early mouse embryos is regulated
by leukaemia inhibitory factor and epidermal growth factor. Development, 121,
1005-14.

56



44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

Hassa O, Asti RN (1997): Embriyoloji, Genisletilmis 3.Baski, Yorum Basin
Yayin Sanayi Limited Sirketi, Ankara, s:27-28.

Hurst PR, Palmay RD (1999): Matrix metalloproteinases and their
endogenous inhibitors during the implantation period in the rat uterus. Reprod
Fertil Dev., 11, 395-402.

Itoh Y, Takamura A, Ito N, Maru Y, Sato H, Suenaga N, Aoki T, Seiki M
(2001): Homophilic complex formation of MT1- MMP facilitates pro- MMP-2
activation on the cell surface and promotes tumor cell invasion. The Embo
Journal, 20 (17), 4782-4793.

Jokimaa V, Oksjoki S, Kujari H, Vuorio E, Anttila L (2002): Altered
expression of genes involved in the production and degradation of endometrial
extracellular matrix in patients with unexplained infertility and recurrent
miscarriages. Molecular Human Reproduction, 8 (12), 1111-1116.

Kanca H, Walter I, Miller I, Schifer-Somi S, lzgur H, Aslan S (2010):
Expression and activity of matrix metalloproteinases in the uterus of bitches
after spontaneous and induced abortion. Blackwell Verlag GmbH., 46, 197-204.
Kansas GS (1996): Selectins and their ligands: Current concepts and
controversies. Blood, 88, 3259-87.

Kayish UA, Asar M, Demir R (2000): Ratlarda desidualizasyon siiresince
ekstraselliiler matriksin yeniden modellenmesinde laminin ve fibronektin ile
reseptor altbirimleri integrin 4 ve a5’in dagilimlari ve muhtemel rolleri. Turk
J Biol., 24, 379-395.

Kelly BA, Bond BC, Poston L (2003): Gestational profile of matrix
metalloproteinases in rat uterine artery. Mol Hum Reprod.,9, 351-358.

Kutteh WH (1996): Antiphospholipid antibody-associated recurrent
pregnancy loss: treatment with heparin and low-dose aspirin is superior to low-
dose aspirin alone. Am j Obstet Gynecol., 174, 1584-9.

Lee SW (1996): H-cadherin, a novel growth inhibitory function and
diminished expression in human breast cancer. Nature Med., 2, 776-82.

Lijnen HR (2002): Extracellular proteolysis in the development and
progression of atherosclerosis. Biochem Soc Trans., 30 (2), 163-7.

57



55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

Lockwood CJ, Oner C, Uz YH, Kayisli UA, Huang SU, Buchwalder LF,
Murk W, Funai EF, Schatz F (2008): Matrix metalloproteinase 9 expression
in preeclamptic deciduas and MMP-9 induction by tumor necrosis factor alpha
and interleukin 1 beta in human first trimester decidual cells. Biol Reprod., 78
(6), 1064-1072.

Majika S, McGuire PG, Das A (2002): Regulation of matrix
metalloproteinase expression by tumor necrosis factor in a murine model of
retinal neovascularization. Investing Ophthalmol Vis Sci.,43, 260-266.

Manase K, Endo T, Chida M, Nagasawa K, Honnma H, Yamazaki K,
Kitajima Y, Goto T, Kanaya M, Hayashi T, Mitaka T, Saito T (2006):
Coordinated elevation of membrane type 1-matrix metalloproteinase and
matrix metalloproteinase-2 expression in rat uterus during postpartum
involution. Reproductive Biology and Endocrinology, 4, 32.

Mannello F, Jung K, Tonti GA, Canestrari F (2008): Heparin affects matrix
metalloproteinases and tissue inhibitors of metalloproteinases circulating in
peripheral blood. Clinical Biochemistry, 41, 1466-1473.

Massague J (1998): TGF-beta signal transduction. Annu Rev Biochem., 67,
753-91.

McGeady TA, Quinn PJ, FitzPatrick ES, Ryan MT (2006): Veterinary
Embryology (Veteriner Embriyoloji). Ceviren: Celik I, Oznurlu Y. Medipres
Matbaacilik Ltd. Sti., Malatya, s:86.

Merchant SJ, Davidge ST (2004): The role of matrix metalloproteinases in
vascular function: implications or normal pregnancy and pre-eclampsia. BJOG:
an International Journal of Obstetrics and Gynaecology, 111, 931-939.
Montagnana M, Lippi G, Albiero A, Scevarolli S, Salvagno GC, Franchi
M, Guidi GC (2009): Evaluation of metalloproteinases 2 and 9 and their
inhibitors in physiologic and pre-eclamptic pregnancy. Journal of Clinical
Laboratory Analysis, 23, 88-92.

Moore KL, Persaud TVN (2009): The Developing Human: Clinically
Oriented Embriyology, 8th Edition (Klinik Yonleriyle Insan Embriyolojisi).

58



64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

Ceviren: Dalcik H, Yildinm M. Nobel Matbacilik, 2.Baski, Nobel Tip
Kitabevleri Ltd. Sti, $:35-52.

Mulholland J, Aplin JD, Ayad S, Hong L, Glasser SR (1992): Loss of
collagen type VI from rat endometrial stroma during decidualization. Biol
Reprod., 46, 1136-1143.

Nagase H, Woessner JF (1999): Matrix metalloproteinases. J Biol Chem.,
274, 21491-4.

Narumiya H, Zhang Y, Fernandez-Patron C, Guilbert LJ, Davidge ST
(2001): Matrix metalloproteinase-2 is elevated in the plasma of women with
preeclampsia. Hypertens Pregnancy, 20, 185-194.

Nuttall RK, Kennedy TG (2000): Epidermal growth factor and basic
fibroblast growth factor increase the production of matrix metalloproteinases
during in vitro decidualization of rat endometrial stromal cells. Endocrinology,
141, 629-636.

Okada Y (2000): Matrix-degrading metalloproteinases and their roles in joint
destruction. Mod Rheumatol., 10, 121-128.

Opdenakker G, Van den Sten PE, Dubois B, Nelissen I, Coillie EV,
Masure S, Proost P, Damme JV (2001): Gelatinase B functions as regulator
and effector in leukocyte biology. J Leukoc Biol., 69, 851-859.

Oncel M (2012): Matrix metalloproteinazlar ve kanser. Eur J Basic Med Sci., 2
(3), 91-100.

Oner H, Oner J, Demir R (2006): Expression of nidoges in rat uterus and
embriyo during decidualization and implantation. Journal of Morphology, 267,
822-830.

Oner J, Oner H (2013): Gebelikte Matriks Metalloproteinazlar ( MMP) ve
Matriks Metalloproteinaz Doku Inhibitérleri (TIMP). Selcuk Tip Dergisi, 29
(2), 95-99.

Ozfiliz N, Erdost H, Zik B (2007): implantasyon. Editér: Ozer A. Veteriner
Embriyolojisi, 3.Baski, Nobel Basim Evi, Ankara, $:113-114.

Ozfiliz N, Erdost H, Zik B (2010): Evcil Hayvan Zigotlarinda Yariklanmalar,
Veteriner Embriyoloji, 4.Baski, Nobel Yayinevi, Ankara, s:53-67.

59



75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

Page-McCaw A, Ewald AJ, Werb Z (2007): Matrix metalloproteinases and
the regulation of tissue remodeling. Nat Rev Mol Cell Biol., 8, 221-33.

Paria BC, Sogh H, K Dey SK (2001): implantation: molecular basis of
embryo-uterine dialogue. Int J Dev Biol., 45, 597-605.

Parr EL, Tung HN, Parr MB (1987): Apoptosis as the mode of uterine
epithelial cell death during embriyo implantation in mice and rats. Biology of
Reproduction, 36, 211-225.

Pijnenborg R, Vercruisse L, Hanssens M (2006): The uterine spiral arteries
in human pregnancy facts and controversion. Placenta, 27 (9-10), 939-958.
Polette M, Birembaut P (1998): Membrane-type metalloproteinases in tumor
invasion. The International Journal of Biochemistry & Cell Biology, 30, 1195-
1202.

Poon LCN, Nekrasova E, Anastassopoulos P, Livanos P, Nicolaides KH
(2009): First-trimester maternal serum matrix metalloproteinase-9 (MMP-9)
and adverse pregnancy outcome. Prenatal Diagnosis, 29, 553-559.

Psychoyos A (1973): Endocrine control of egg implantation. In greep RO,
Astwood EG, Geiger SR(eds): ©> Handbook of Physiology.”” Washington, DC:
American Physiological Society., 187-215.

Rai R, Cohen H, Dave M, Regan L (1997): Randomised controlled trial of
aspirin plus heparin in pregnant women with recurrent miscarriage associated
with phospholipid antibodies (or antiphospholipid antibodies). BMJ., 314, 253-
7.

Rechtman MP, Zhang J, Salamonsen LA (1999): Effect of inhibition of
matrix metalloproteinases on endometrial decidualization and implantation in
mated rats. J Reprod Fertil., 117, 169-77.

Roberts JM, Redman CW (1993): Pre-eclampsia: more than pregnancy-
induced hypertension. Lancet, 341, 1447-1451.

Rops AL, Van der Vlag J, Lensen JF, Wijnhoven TJ, Van den Heuvel LP,
Van Kuppevelt (2004): Heparan sulfate proteoglycans in glomerular

inflammation. Kidney International., 65, 768-785.

60



86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

Roy SC, Ghosh (2010): Dynamic in vivo changes in the activities of
gelatinases, matrix metalloproteinases (MMPs), and tissue inhibitér of
metalloproteinases (TIMPs) in buffalo (Bubalus bubalis) uterine luminal fluid
during estrous cycle and early pregnancy. Molecular Reproduction &
Development, 77 (11), 944-953.

Salafia CM, Cowchock FS (1997): Placental pathology and antiphospholipid
syndrome: a descriptive study. Am J Perinatol., 14, 435-41.

Salamonsen LA, Dimitriadis E, Jones RL, Nie G (2003): Complex
regulation of decidualization: a role for cytokines and proteases-a review.
Placenta, 24, 76-85.

Sebire NJ, Backos M, El Gaddal S, Goldin RD, Regan L. (2003): Placental
pathology antiphospholipid antibodies and pregnancy outcome in recurrent
miscarriage patients. Obstet Gynecol., 101, 258-63.

Sebire NJ, Fox H, Backos M, Rai R, Paterson C, Regan L (2002): Defective
endovascular trophoblast invasion in primary antiphospholipid antibody
syndrome-associated early pregnancy failure. Hum Reprod., 17, 1067-71.
Simone ND, Marana R, Castellani R, Nicuolo FD, D’Alessio MC, Raschi
E, Borghi MO, Chen PP, Sanguinetti M, Caruso A, Meroni PL (2010):
Decreased expression of heparin-binding epidermal growth factor-like growth
factor as a newly identified pathogenic mechanism of antiphospholipid-
mediated defective placentation. Arthritis & Rheumatism, 62 (5), 1504-1512.
Simone ND, Nicuolo FD, Sanguinetti M, Ferrazzani S, D’Alessio MC,
Castellani R, Bompiani A, Caruso A (2007): Low-molecular weight heparin
induces in vitro trophoblast invasiveness: Role of matrix metalloproteinases
and tissue inhibitors. Placenta, 28, 298-304.

Skrzypczak J, Wirstlein P, Mikolajczyk M, Ludwikowski G, Zak T (2007):
TGF superfamily and MMP-2, MMP-9, TIMP-1 genes expression in the
endometrium of women with impaired reproduction. Folia Histochemica Et
Cytobiologica, 45 (1), 143-148.

Soy6z M, Ozcelik N (2007): TGF-B (Transforming Growth Factor-) ve sinyal
iletimi. Tiirkiye Klinikleri J Med Sci., 27, 426-433.

61



95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

Sensoy E, Oznurlu Y (2009): Hiicre adezyon molekiilleri. Atatiirk Universitesi
Veteriner Bilimler Dergisi, 4, 57-68.

Teesalu T, Masson R, Basset P, Blasi F, Talarico D (1999): Expression of
matriks metalloproteinases during murine chorioallantoic placenta maturation.
Developmental Dynamics, 214, 248-58.

Uekita T, Tanaka SS, Sato H, Seiki M, Tojo H, Tachi C (2001): Expression
of membrane-type 1 matrix metalloproteinase (MT1-MMP) mRNA in
trophoblast and endometrial epithelial cell populations of the
synepitheliochorial placenta of goats (Capra hircus). Arch Histol Cytol., 64 (4),
411-424.

Van Horn JT, Craven C, Ward K, Branch DW, Silver RM (2004):
Histologic features of placentas and abortion specimens from women with
antiphosholipid and antiphospholipid-like syndromes. Placenta, 25, 642-648.
Walport MJ (2001): Complement. New England Journal of Medicine, 344,
1058-1066.

Wang H, Li O, Shao L, Zhu C (2001): Expression of matrix
metalloproteinase-2, -9, -14, and tissue inhibitors of metalloproteinase -1,-2, -3
in the endometrium and placenta of rhesus monkey (Macaca mulatta) during
early pregnancy. Biology of Reproduction, 65, 31-40.

Wever UM, Damjanov A, Weiss J, Liotta LA, Damjanov | (1986): Mouse
endometrial stromal cells produce basement-membrane components.
Differentiation, 32, 49-58.

Whiteside EJ, Jackson MM, Herington AC, Edwards DR, Harvey MB
(2001): Matrix metalloproteinase-9 and tissue inhibitor of metalloproteinase-3
are key regulators of extracellular matrix degradation by mouse embryos. Biol
Reprod., 64, 1331-7.

Woessner JF, Jr (1991): Matrix metalloproteinases and their inhibitors in
connective tissue remodeling. FASEB J., 5 (8), 2145-54.

Wu RJ, Zhon FI (2003): Expression of matrix metalloproteinases-9 and tissue
inhibitor of metalloproteinases-1 mMRNA in the endometrium during midluted
phase in women with unexplained infertility. Zhonghua Fu Chan Ke Za
Zhi(abstract)., 6, 346-9.

62



105. Yetkin D, Yilmaz BC, Yilmaz SN (2013): Diyabetin, implantasyon penceresi
donemindeki fare endometriyumunda laminin ekspresyonuna etkisi. Mersin
Univ Saglik Bilim Derg., 6 (3), 19-24.

106. Zhang X, Wang HM, Lin HY, Liu GY, Li QL, Zhu C (2004): Regulation of
matrix metalloproteinases (MMPs) and their inhibitors (TIMPS) during mouse
peri-implantation: role of nitric oxide. Placenta, 25, 243-252.

107. Zhao YG, Xiao AZ, Cao XM, Zhu C (2002): Expression of matrix
metalloproteinase -2, -9 and tissue inhibitors of metalloproteinase -1, -2, -3
MRNAs in rat uterus during early pregnancy. Molecular Reproduction and
Development, 62, 149-158.

63



8. OZGECMIS

Ad ve Soyadr:
Dogum Yeri ve Yih:
Medeni Hali:
Yabanc Dili:
Uyrugu:

Telefon No:
Elektronik Posta:

fletisim Adresi:

Egitim Durumu (Kurum ve Yil):

Lisans:

Derya AKALIN
Burdur-Tefenni / 08.09.1988
Bekar

Ingilizce

T.C.
05070921373
derya.akalin07@hotmail.com

Cumhuriyet Mah. 625 Sok. Ozyériik Apt.
No:30/16 Muratpasa/ANTALYA

Siileyman Demirel Universitesi Fen-Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii, 2012

Calistigli Kurum/Kurumlar ve Y1l (Mesleki Deneyim):

1. Karamanl Hakan Sevim Anadolu Ogretmen Lisesi’nde Biyoloji Ogretmeni 2014

64


mailto:derya.akalin07@hotmail.com

MEHMET AKIF ERSOY UNIVERSITESI REKTORLUGU

Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul Karar

TOPLANTI TARIHI

TOPLANTI SAYISI

KARAR SAYISI

12.03.2014

11

61

Mehmet Akif Ersoy Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 12 MART 2014

tarihinde Saat 15:00°da toplana

rak asagidaki kararlar almigtir:

Mehmet Akif Ersoy Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Ogretim
Uyesi Prof. Dr. Jale ONER’in vyiiriitiicii, Yitksek Lisans Ogrencisi Derya AKALIN’in yardimct

arastirmaci olarak yer aldig1 “Gebeligin Erken Donemlerinde Sigan Uterus Dokusunda Heparin’in
Metalloproteinaz 2, -9 (MMP-2, -9) Ekspresyonu Uzerine Etkisi” baghikli alisma,

Tiirii Cinsiye Sayisi Yasi
ti
Deney
Hayvanimin SICAN D 60 10-12 Hafta /180-200 gr
(Wistar Albino)

Mehmet Akif Ersoy Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan oy birligi ile

UYGUN gorilmistiir.
N
Prof. Dr. Ozcan OZGEL Prof. Dr. Halil ibrahim GOKCE Dog. Dr. Ayhah A
BASKAN BASKAN YARDIMCISI N\ UYE
M | /&/M
Dog. Dr. Tan'l.er ALBAYRAK Yard. Do¢. Dr. Nuri MAMAK Vard. Dog. Dr. Nermin SARIGUL
UYE UYE UYE
.- [ZINLi
Ufuk GOKDUMAN Miiserref EVCIL Yard. Dog. Dr. Ali Reha AGAOGLU
UYE UYE UYE
/)
KATILMADI 7[(

MAKU-HADYEK Sekreterligi
Adres: Mehmet Akif Ersoy Universitesi Vete

248 2132000, Faks: 0248 2132001, e - mail: hadyek@mehmetakif.edu.tr

riner Fakiiltesi Zemin Kat, Istiklal Yerleskesi/ BURDUR




