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1.0ZET

Ineklerde Gebelik Siiresince Plasentada Bazi Homeobox (HOX) Proteinlerinin
Dagilim

Ogrencinin Adi ve Soyadi: Ugur TOPALOGLU

Damsmami: Prof. Dr. M. Aydin KETANI

Anabilim Dali: Veteriner Histoloji ve Embriyoloji

1.1. TURKCE OZET

Amag: Bu calisma, gebelik siiresince inek uterus ve plasentasinda bazi Homeobox
proteinlerinin  (HOXA10, HOXA1l, HOXB6, HOXC6, TLX1, DIx-5, HLX)
dagilimlarini tespit etmek amaciyla tasarlanmistir.

Gere¢ ve Yontem: Arastirmada Diyarbakir ve Hatay’da bulunun 6zel
kesimhanelerden elde edilen toplam 27 adet Holstein irki gebe inek uterus ve
plasentasi kullanildi. Kullanilan materyalin gebeligin hangi donemine ait oldugunu
saptamak i¢in fotuslarin alin sagr1 uzunlugu oOl¢iilerek fotuslarin yaslar1 belirlendi.
Boylece belirlenen fotus yaslarina dayanarak dokular gebeligin ilk, orta ve son
donemine ait olacak sekilde li¢ gruba ayrildi. Kullanilan biitiin doku Ornekleri
%10’luk noétral formalin soliisyonunda 24 saat boyunca tespit edildi ve daha sonra
dokular rutin histolojik asamalardan gegirilerek parafinde bloklandi. Hazirlanan
parafin bloklarindan, 5 mikrometre kalinliginda seri kesitler alindi1 ve alinan kesitler
calismada belirlenen genlerle uygun antikorlar kullanilarak immunohistokimya
boyamasina tabi tutuldu.

Bulgular: Bu arastirmadan elde edilen immunohistokimyasal bulgularin
degerlendirilmesi sonucunda, gebelik siirecindeki donemlere bagl olarak uterus ve
plasentada degisik yogunluklarda immunreaksiyonun gorildiigii tespit edildi.
Immunreaksiyon 6zellikle, uterusun luminal ve glanduler epitel hiicreleri ile stromal
ve bazi endotel hiicrelerde gézlenmesinin yani sira HOXA10, HOXB6, HOXC6 ve
DIx-5 genlerinin diiz kas hiicrelerinde de reaksiyon verdigi belirlendi. Bunlarla
birlikte, plasentanin yapisina katilan maternal epitel ve fotal trofoblastlarda da
immunoreaktivitenin oldugu saptandi.

Sonu¢: Sonu¢ olarak; bazi Homeobox proteinlerin, endometriyal fonksiyonlarin

diizenlenmesinde, endometriyal ve plasental hiicrelerin ¢ogalip farklilagsmasinda



kritik rollere sahip olabilecegi diisiiniildii. Bunun yani sira plasenta olusumu ve
gelisiminde oldugu gibi gebeligin siirdiiriilmesinde de fizyolojik rollere sahip

olabilecekleri anlasildi.

Anahtar Sézciikler: Gebe uterus, Homeobox, Inek, Plasenta, Trofoblast



Distribution of Some Homeobox (HOX) Proteins in Placenta During Pregnancy
in Cows

Student’s Surname and Name: TOPALOGLU, Ugur

Adviser of Thesis: Prof. Dr. M. Aydin KETANI

Department: Veterinary Histology and Embryology

1.2. ABSTRACT

Aim: This study was designed to determine the distribution of some Homeobox
proteins (HOXA10, HOXA11, HOXB6, HOXC6, TLX1, DIx-5, HLX) in the cow
uterus and placenta during pregnancy.

Material and Method: A total of 27 Holstein breed pregnant cows uterus and
placenta obtained from private slaughterhouses in Diyarbakir and Hatay were used in
the study. The age of the fetuses was determined by measuring the frontal rump
length of the fetuses in order to determine the term of pregnancy of the material used.
Based on the determined fetus age, the tissues were divided into three groups,
belonging to the first, middle and last period of pregnancy. All tissue samples used
were fixed in a 10% neutral formalin solution for 24 hours and then the tissues were
passed through routine histological stages and blocked in paraffin. Serial sections 5
micrometers thick were taken from the prepared paraffin blocks and the sections
were subjected to immunohistochemical staining using appropriate antibodies related
to the genes indicated in the study.

Results: As a result of the evaluation of the immunohistochemical findings obtained
from this research, it was determined that different intensities of immunreactivity
were observed in the uterus and placenta, depending on the periods during
pregnancy. In particular, the immunreaction was observed in the luminal and
glandular epithelial cells, stromal and some endothelial cells of the uterus, as well as
the HOXA10, HOXB6, HOXC6 and DIx-5 genes were localized in smooth muscle
cells. In addition to these, immunoreactivity was also found in maternal epithelial
and fotal trophoblasts involved in the structure of the placenta.

Conclusion: As a result, it was thought that some Homeobox proteins may have
critical roles in the regulation of endometrial functions, in the proliferation and

differentiation of endometrial and placental cells. In addition, it was understood that



they may have physiological roles in maintaining pregnancy as well as placenta
formation and development.

Key Words: Cow, Homeobox, Placenta, Pregnant Uterus, Trophoblast



2. GIRIS ve AMAC

Oogenez ile disi gametlerin meydana geldigi disi lireme sistemi, dollenme ve
fotusun gelisimi i¢in uygun sartlar saglayan ¢ok yonli bir sistemdir. Disi lireme
sistemi i¢ ve dis genital organlar1 olmak iizere iki kisimdan olusur. I¢ genital
organlar; ovaryumlar, ovidukt (tuba uterina), uterus ve vajinadir. Dis genital organlar
ise mons pubis, labiamajor, labiaminér, klitoris ve vestibiilden olusmaktadir (1).

Uterus; kas kontraksiyonlar1 yardimiyla spermatozoonlarin ovidukta taginmasi,
kismende olsa fertilizasyon icin spermatozzonlarin kapasitasyonu ve dollenmis
oositin yerlesmesini takiben, canlinin embriyonik ve fotal gelisimi dogrultusunda
endokrin sistemin kontrolii ile morfolojik ve fonksiyonel olarak biiyiik degisimler
gosteren essiz bir organdir (2). Uterusun fonksiyonlar1 oncelikle ovaryum steroid
hormonlar1 olan Gstrojen ve progesteron ile diizenlenir. Bunlara ilaveten sitokinler,
bliylime faktorleri gibi mediatorler de uterusun luminal epiteli, glandular epiteli ve
stromasi ile uterusun aliciligi ve blastosistin implantasyonunu &nemli derecede
etkilemektedir (3).

Ineklerde uterus, luminal epitelle rtiilii stromal bezlerin bulunmadigi farkli bir
vaskiiler organizasyona sahip olan ve karunkula olarak isimlendirilen yapilardan
olusur (4). Karunkulalar ¢ift ¢ekirdekli trofoblast hiicreleri yoluyla uterus epiteli ile
aralarindaki ilk baglantinin olustugu ve plasentasyonun meydana geldigi alanlardir
(2). Ineklerde fotal koriyon villuslar1 belli bolgelerde topluluk halinde goriiliir ve
bunlar kotiledon olarak adlandirilir. Bu fotal koryon villuslari (kotiledon) ile
maternal kriptlerin (karunkula) kars1 karsiya gelmesi sonucunda olusan materno-fotal
proliferasyon alanlar1 da plasentom olarak isimlendirilir. Plasentomlar anne ile yavru
arasinda besin maddeleri ve gaz aligverisine aracilik eden yapilardir (5).

Plasenta; plasentomlar, trofoblastik hiicreler, fotal membranlar, allantoik ve
amniyotik sivilardan olusan bir yapidir (6). Plasenta bircok gorevinin yani sira
hormonal fonksiyonlarinin yogunlugu ve 6zelligi ile karakterizedir. Trofoblastlar
tarafindan ve Ozellikle de plasenta villusunu kaplayan sinsisyotrofoblast
hiicrelerinden salgilanan hormonlar, gebeligin olusumu ve devami, maternal
organizmanin gebelige hazirlanmasi, fotusun biiylimesi ve gelismesinin yani sira
dogum mekanizmasinda da 6nemli rollere sahiptir (7). Fotal gelisimin diizenlenmesi

cok yonlii ve karmasik olaylar1 kapsamaktadir. Normal fotal biiylime, genetik olarak



onceden belirlenmis biiylime potansiyeli ile birlikte maternal, fotal, plasental ve
cevresel faktorler tarafindan diizenlenir. Bununla birlikte fotal bliylimede plasentanin
gelisimi ve vaskiilarizasyonunun biiyiime faktorleri, transkripsyonel faktorler ve
homeobox proteinleri gibi bir¢ok faktor tarafindan diizenlendigi bildirilmisitir (8).

Homeobox proteinleri, homeodomain olarak isimlendirilen ve 60 amino asit
DNA baglayict motifini kodlayan 6nemli transkripsiyon faktorleridir. Bu genlerin
plasental vaskiiler sistemlerin islevi ve embriyonik morfogenezisin diizenlenmesinin
yani sira hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasi gibi bir¢ok onemli rolleri bulunmaktadir
(9, 10). Ayrica bu genlerin seks steroidlerinin endometriyum iizerindeki etkilerini
diizenledigi, transkripsiyon faktorlerini kodladigi ve implantasyon igin gerekli
olduklar1 da bildirilmistir (11).

Homeobox genlerinin memelilerde ve omurgalilarda Drosophila HOM-C
kompleksinin gen hemolojisi sirasina gore alt ailesi belirlenmistir. Memelilerde HOX
A, B, C ve D seklinde dort ayr1 kromozal kiimede diizenlenen ve 39 gen igeren bu
Homeobox genleri, fonksiyonel ve yapisal 6zelliklerine bagli olarak cesitli alt
ailelerde bir araya gelerek hiicresel biiyiime ile farklilasmanin spesifik yonlerinin
kontroliine etki etmektedirler (12). Farkli yerlesimleri ile birlikte farkli spesifik
ozellikleri ve etkilerine gére bu genler, degisik kromozomlarda bulunan HOX (A, B,
C, D) 1 ile 13 arasindaki farkli paralog guruplarindan olusurlar (13). Homeobox gen
ailesinin alt liyesi olan ve kromozom 7 tizerindeki HOX-A gen kiimesine baghh DLX-
5/DIx-5 geni, gelisimsel farklilagma ve embriyonun sekillenmesinde Onemli rol
oynayan transkripsyonel diizenleyicileri kodlar (14, 15). Ayrica insan plasentasinin
ve ekstra embriyonik keselerin gelismesi ve hiicre farklilasmasinda 6nemli rol
oynadig1 da ifade edilmistir (16). Homeobox gen ailesinin diger bir alt iiyesi olan ve
daha 6nce HB24/HLX-1 olarak bilinen HLX geni’nin, insan ve fare plasentasinda
izole edildigi ve plasenta gelisiminin potansiyel bir diizenleyicisi oldugu
bildirilmistir (17, 18). Homeobox genlerinin paralog kiimelerinin disinda bulunan ve
Hox11 olarak da bilinen (T-hiicresi l6semi translokasyonu) TLX geni, ¢esitli
gelisimsel yollarda yer alan yetim homeobox transkripsiyon faktorlerinin bir
tiyesidir. Kromozomal translokasyon nedeniyle insanlarda tanimlanan TIx-1,
farelerde normal embriyogenezis, dalak ve bazi1 néronlarin gelisimi i¢in kritik bir rol

oynadigi ifade edilmistir (19-21).



Yapilan literatiir taramalarinda memelilerde ozellikle de hayvanlarda tiim
gebelik siiresince uterus ve plasentada homeobox proteinlerinin dagilimini gosteren
kaynaklarin sinirli olmasi, bilhassa ineklerde tiim gebelik boyunca uterus ve
plasentada bu proteinlerin varligini ortaya koyan ve fizyolojik iliskilerini inceleyen
herhangi bir arastirmaya rastlanilmamasi bu ¢alismanin yapilmasinda etkili olmustur.
Bu c¢alisma bazi homeobox proteinlerin, ineklerde dol verimi ve {lireme arasindaki
iliskisinde nasil bir rol oynadigmmin ortaya konulmasina, insanlarin ve memeli
hayvanlarin gebelik donemindeki uteruslarinda meydana gelecek degisim
mekanizmalarinin anlasilmasina ve bu proteinlerin plasenta gelisimindeki rollerinin
aydinlatilmasina katki saglayacaktir.

Bu tez, ineklerde gebelik siiresince uterus ve plasentada bazi homeobox
proteinlerinin dagilimin1 immunohistokimyasal olarak belirlemek ve bu proteinlerin
gebelik siiresince olasi fizyolojik rollerini ve donemlere bagli farkli fonksiyonel

iliskilerini ortaya koymak amaciyla tasarlanmistir.



3. GENEL BIiLGILER

3.1. Uterus

Memelilerde disi iireme sistemi; bir c¢ift ovaryum, ovidukt, uterus, vajina,
vestibiil ve dis genital bolgeden olusur. Ineklerde uterus; serviks, korpus uteri ve iki
kornu uteriden olusan, interkornual bag ile birbirine baglanan bir organdir (22).
Ureme ile ilgili birgok fonksiyonu bulunan uterus, miiller kanalindan gelisen kassel
yapida i¢i bos bir organdir. Uterusun, dollenmenin gerceklesmesinden Once
spermatozoonlarin kapasitasyonu ve taginmasi, implante olmus embriyonun
beslenmesi ve gelisimi i¢in uygun ortamin saglanmasi, dogum esnasinda
endometriyumdan salgilanan prostaglandinlerin etkisi ile yavrunun ve plasentanin
atilmasinin yani sira salgiladigi prostaglandinler (PGF2a) sayesinde korpus luteumun

lizisine etki etmesi gibi bir¢ok fonksiyonuda bulunmaktadir (23).

3.1.1. Uterus Embriyolojisi

Disi lireme sistemi mezoderm, primordial germ hiicreleri, soelomik epitel ve
mezenkim olmak tizere dort yapraktan koken alir. Uterus, vajinanin iist ligte birinin,
serviksin ve her iki fallop tiipiiniin gelismesiyle birlikte miillerian organogenezis
sirasinda olusur (24, 25). Memelilerde genital sistem fotal yasamin besinci ve altinci
haftasina kadar, mezonefrik (Wolffian kanali) ve Paramezonefrik (Mullerian kanali)
olarak bilinen iki ¢ift genital kanal seklinde kalir. Daha sonra disilerde, Anti-
Mullerian hormon (AMH) ve SRY geninin yoklugu, Wolff kanallarinin gerilemesine
ve Mullerian kanallarin daha fazla farklilasmasina neden olur. Paramezonefrik
(Mullerian kanali) kistmdan vajinanin iist {i¢te biri, serviks, fallop tiipleri ve uterus
meydana gelir. Fotal yasamin yedinci haftast boyunca paramezonefrik kanal her
mesonefrozun iist kisminda bulunan soelom epitelin fokal invaginasyonu ile sirta
dogru kaudal ve lateral olarak biiyiir. Daha sonra sekizinci haftada, paramezonefrik
kanallarin dikey bir fiizyonu sonucunda kaynagmis kranial ug, uterus haline gelecek
olan yapmin sol ve sag kisimlarina kaynaklik eder. Bu yapi, endometriyum ve
miyometriyumu olusturacak mezodermi igerir. Bunlarin sonucunda miiller
kanallarinin kaynagmamis kranial uglar1 fallop tiiplerini, kanallarin erimis kaudal ucu

ise vajinanin {ist li¢te birini olustururken arada kalan bosluklu yapida uterusu



meydana getirmektedir. Boylece miiller kanallarindan meydana gelen uterus ve diger

yapilarin olusumu gebeligin ilk ii¢ ayinda tamamlanmais olur (26).

3.1.2. Uterusun Anatomik Yapisi

Uterus anatomik olarak canlinin tiirline, yasina ve fizyolojik fonksiyonlarma
gore biiyiik farkliliklar gosterir. Onden tuba uterina arkada ise vajina ile baglantili
sekilde olup biiyiikk bir bolimii karin boslugunda, kiiciik bdoliimii ise pelvis
boslugunda yer alir. Uterus evcil memeli hayvanlarda koken aldigr paramesonefrik
kanalinin kaudal boliimiine gore farkli sekiller gosterir. Ornegin bircok tiirde
kemirgenler, tavsanlar ve keseli memeliler gibi uterusun vajina ile birlesmesi
sinirhidir. Boylelikle uterus vajinaya ayr1 ayri iki tiiple agilir ve buna uterus dublex
denir. Bunun aksine ¢ogu primat ve insanlarda bulunur. Bu birlesmenin ¢ok yogun
oldugu ve yalnizca tuba uterinalarin ¢ift olarak bulundugu yapiya ise uterus simplex
denir. Evcil memelilerden inek, koyun, kisrak, kedi, kopek ve domuzda ise bu iki
formun arasinda olan ve uterus bicornis olarak isimlendirilen yap1 goriiliir. Uterus
bicornis 6nden arkaya dogru bagimsiz iki kornu (corni uteri), korpus uteri ve serviks
uteriden meydan gelir (2, 27, 28).

Uterus karnivorlarda bagirsaklarin iist kisminda yer alirken °V’’ harfi seklinde
olan corni uteriler bobreklerin arka kisminda yer alir ve ovaryumlara kadar uzanir.
Karnivorlardan farkli olarak kisrak uterusu, uzun bir korpusa ve ayrik kornulara
sahiptir. Kornular yukar1 ve o6ne dogru doniik olup bagirsaklarin iizerinde
yerlesmistir. Domuzlarda ise uterus uzun bir serviks, ¢cok kisa bir korpus uteri ve ince
bagirsak kivrimlarina benzeyen olduk¢a uzun kornulara sahiptir (27).

Gevis getirenlerde uterus, her biri 35 cm uzunlugunda, kendi iizerinde asag1 ve
arkaya dogru kivrilan iki kornu uteri, uterus agik oldugunda 3 c¢cm uzunlugunda olan
korpus uteri ve 8-10 cm uzunlugundaki serviks uteriden olusmaktadir. Kornularin
uclart karin bosluguna dogru uzanirken arka kisimlar interkornual ligament olarak
adlandirilan yap1 ile birlesir. Bu birlesmeyi saglayan ligament rektal muayene
esnasinda uterusun tespit edilmesine yardimci olmaktadir. Korpus uteri, uterusun orta
boliimiinde olup arka u¢ kismi serviks uteri ile etkilesim halindedir. Serviks uteri,
onden ostium uteri internum ile baslayip arka boliimde ostium uteri externum ile

(3

vajinaya acilir. Bu arada bulunan kisim “’serviks kanali’’ olarak isimlendirilir ve



lumeni mukoza kivrimlarindan meydana gelir. Bu mukoza kivrimlari inekte sirkiiler,
karnivorlarda longitudinal, domuzlarda ise ¢ikint1 dementleri seklinde goriiliir.
Kanalin lumenine dogru olusan bu kivrimlar serviksin tikali kalmasini saglamaktadir.
Ayrica gevis getirenlerde uterus i¢ yiiziinde gebelik esnasinda fotal membranlarin

baglanma alanlar1 olan karunkulalarin bulunmasi belirgin bir 6zelliktir (2, 27, 29).

3.1.3. Uterusun Histolojik Yapisi

Ovidukt ve vajina arasinda yer alan uterus, disi genital kanallar igerisinde en
kalin duvara sahip olmasiin yani sira gebelik siiresince yavrunun bliylidigi ve
gelistigi bir organdir (30, 31). Biitiin bosluklu organlarda oldugu gibi uterus duvari
tunika mukoza (endometriyum), tunika muskularis (miyometriyum), ve tunika seroza
(perimetriyum) olacak sekilde {i¢ katmandan olusur (32).

Endometriyum, lamina epitelyalis ve lamina propria olmak iizere iki tabakadan
olusur (33). Endometriyum epiteli kisrak ve karnivorlarda tek kath kiibik ya da
prizmatik, ruminant ve domuzda ise ¢ok katli veya yalanct ¢ok katli prizmatiktir
(34). Ayrica epitel hiicreleri silyumlu olup salgi yapma 6zelligine sahiptir (31).
Lamina propriya veya submukoza tabakasi ise embriyo gelisimi ve basarili
implantasyon i¢in gerekli olan maddeleri salgilamak ve tasimak i¢in lumene agilan
gevsek bag dokusu, kan damarlar1 ve uterus bezlerinden olusur (34, 35). Lamina
propriyadaki uterus bezleri; karnivor, kisrak, domuz ve ruminantlarda yer yer
dallanmalar gosteren basit tubuler bez seklinde goriiliirler. Ayrica diger tiirlerden
farkli olarak ruminantlarin lamina propriasinda bez bulunmayan kisimlar da goriiliir.
Karunkula olarak adlandirilan bu kisimlar gebelikte diigme sekline doniisiip
plasentanin maternal yarimini olustururlar (36, 37).

Endometriyumun histolojik 6zelligi seksiiel siklustaki Ostrojen ve progestron
seviyelerinin degismesine bagli olarak farklilik gostermektedir (23). Evcil memeli
hayvanlar seksiiel siklusun 6zelligine gore de monodstrik, polidstrik ve mevsime
bagli poliostrik olacak sekilde siniflandirilir. Képekler bir Ostrus evresini uzun bir
andstrus izleyen monodstrik hayvanlardir. Inek, domuz ve kemiriciler prodstrus,
Ostrus ve didstriis evrelerini gegiren polidstrik canlilardir. Kisrak ve koyunlar ise
diostrusu takiben bir andstriis evresi gegiren mevsimsel polidstrik hayvanlardir (38).

Polidstrik hayvan olan inekler yi1l boyunca ortalama 21 giin (18-24) siiren ve

periyodik olarak gerceklesen Ostriis dongiisiine sahiptir. Bu dongii korpus luteum’un
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(CL) olusumundan ovulasyonun meydana gelmesine kadar gecen siire olan follikiiler
faz (proostrus ve Ostrus) ve ovulasyondan CL regresyonuna kadar gecen siire olan
luteal faz (metostrus ve didstrus) olmak {izere iki asamada gergeklesir (39).
Endometriyum folikiiler evrede Ostradioliin etkisi altinda proliferatif durumda iken,
luteal evre sirasinda progesteron etkisi altinda ve salgilama durumundadir. Buna
bagli olarak Ostrus dongilisii boyunca endometriyumun glandiiler epiteli ve
stromasinda olduk¢a belirgin morfolojik degisiklikler goriiliir (23, 40). Uterusta
meydana gelen degisiklikler ovaryumlarda folikiil biiylimesine ve &strojen
salgilanmasima paralel olacak sekilde meydana gelir. Boylece endometriyumda
kalinlagsma, lamina propria da genisleme ve uterus bezlerinde biiyiime gozlenir ve bu
degisim asamasi proliferasyon evresi olarak isimlendirilir. Bu evrenin baglangicinda
endometriyum duvarmin ince, stromanin gevsek, bezlerin ise sayica az, basit
dallanmis ve lumenlerinin dar oldugu belirtilmistir. Daha sonra vaskiilarizasyonun
artmasi ile stromal, luminal ve glandiiler hiicrelerin mitoz gdstermesi sonucu hem
stromal hem de glandiiler hiicrelerin sayis1 artar ve 6dem meydana gelir. Bunlarla
birlikte bu evrenin sonunda epitel daha ytliksek goriiliir, stroma yogunlasir, bezler ise
sayica daha fazla olup, uzamis ve kivrimli bir sekilde goriiliir (23, 31, 41). Corpus
luteumun aktif oldugu ve progesteron salgiladigi asama sekresyon evresi olarak
isimlendirilir. Bu evrede endometriyum duvart maksimum kalinligina ulasirken, kan
damarlar1 belirgin sekilde biiyiir ve bezler salgilama 6zelligi gosterir. Ayrica bezler
sayica artmis, kivrimli ve kisa goriiliirken, sekresyonla dolu olan lumenleri
genislemis ve histotrof iiretmeye hazirdir (23, 31, 42). Bu evrede dollenme
gerceklesmez ise sekresyon evresi son bulur ve bdylece uterus bezlerinde salgilama
duracagindan bezler kii¢iiliir ve endometriyum duvarmin kalinligi azalir. Bu déneme
de involiisyon evresi denir (31).

Endometriyumun altinda, uterus hareketliligini ve ser6z membranlar1 kontrol
eden iki diiz kas katmanindan olusan miyometriyum tabakasi bulunur (36).
Miyometriyum uterus duvarinin en kalin kismi olup, diiz kas demetleri igte
endometriyum tarafinda sirkiiler yonlii, digta perimetriyum tarafinda ise longitudinal
yonlii seyredip iki katman seklinde goriiliirler. I¢ katmanin derinliklerinde ve
ozellikle iki katman arasinda ¢ok sayida arter, ven ve lenf damarlar1 yer alir. Kan

damarlarindan zengin bu bolgeye ‘’stratum vaskulare’’ denir. Gebelik siiresince
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yavrunun gelisimine paralel olacak seklide miyometriyumdaki diiz kas hiicrelerinin
sayisinda ve biiyiikliigiinde artis goriilir. Ayrica gebelik esnasinda bu diiz kas
hiicrelerinden protein ve kollajen sentezi yapilarak uterus kollajen igeriginin artmast
tesvik edilir. Dogumdan sonra ise bu hiicrelerin sayis1 ve biiyiikliigiiniin azalmasiyla
birlikte uterusun boyutunda da zamanla kii¢lilme gézlemlenmistir (43-45) .
Perimetriyum, peritonun visseral yapragi ile uterusu distan saran seroz
katmandir. Bu katman abdominal ve pelvik peritonun devami ile mezotel hiicreleri
ve gevsek bag dokudan olusur (46). Ayrica perimetriyumda ¢ok sayida lenf ve kan

damarlari, sinir telleri ve ¢ok az miktarda diiz kas hiicreleri de bulunur (47) .

3.1.4. Gebelik ve implantasyon

Memelilerde gebeligin olusmasi ve siirdiiriilmesi, steroid hormonlari, sitokinler
ve biiyiime faktorleri tarafindan diizenlenen uterus epitelindeki dinamik degisiklikleri
icerir. Bu degisiklikler, gelismekte olan embriyonun uterus luminal epitel (LE)
dokusununa implante olmasinin diizenlenmesi, implantasyon sonrasi farklilagsmis bez
epitelinin (BE) fonksiyonlarmin uterus histotrof salgilamasi ve annenin bagisiklik
sistemi (embriyo/fotus ve ilgili ekstra embriyonik membranlar) ile gelismekte olan
semiallogenik konseptusun korunmasi i¢in gereklidir (48).

Ineklerde gebelik ii¢ asamaya béliinen ve ortalama 282 giin siireye sahip olan bir
siirectir. Ilk asama, zigot olusumu ve embriyonun implantasyonu ile baslar. Daha
sonra ikinci agamada, endometriumda trofoektodermal adezyonun baslamasi ve
embriyonik farklilasma doneminin en iist seviyeye ulagsmasiyla birlikte fotal kemik
mineralizasyonu goriiliir. Son agama fotal kemik mineralizasyonunun baslangici ile
fetiisiin atilma an1 arasindaki donem olarak bilinir ve fotal faz olarak adlandirilir
(49). Ovidukt'ta gergeklesen dollenmeden sonra, tek hiicreli embriyolar uterusa dogru
ilerlerken zigotlar bes veya alt1 hizli mitoz hiicre béliinmesine maruz kalir ve toplam
hacimlerinde artma goriilmez. Zigotun boliinmesi, zigotun tekrarlanan mitotik
boliinmeleri olarak tanimlanir ve bu durum hiicrelerin (blastomerler) sayisinda hizli
bir artisa neden olur. Zigot dnce iki blastomere bdliiniir ve daha sonra bu iki hiicre
sirast ile dort blastomere, sekiz blastomere ve benzer sekilde katlanarak boliinmeye
devam eder. Bu bdliinme, dollenmeden yaklasik 30 saat sonra baglar ve art arda
gelen boliinmelerle kiigiik blastomerler olusur (49, 50). Blastomerler sekiz hiicreli

asamaya kadar bir kiime meydana getirir. Daha sonra tekrar bdliinerek birbirleriyle
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temasini en iist diizeye ¢ikarir ve sikistirma olarak isimlendirilen kompakt bir hiicre
kiimesini meydana getirirler. Bu sikistirllmis embriyonik yapinin hiicreleri de
dollenmeden yaklasik ii¢ glin sonra tekrar 16 hiicre (morula) olusturmak {izere
boliiniir. Bununla beraber morula haline gelen embriyo biiylimeye devam eder ve
blastomerler iki tiir hiicreye doniisiir. Bunlar i¢ hiicre kiitlesi, yani embriyo dokusunu
meydana getirecek olan morula'nin i¢ hiicreleri ve dis hiicre kiitlesi yani plasentanin
olusumuna katki saglayacak olan cevresindeki hiicrelerdir (49, 51). Dollenmeden
yaklasik 4-5 giin sonra morula evresindeki embriyo uterus icinde birkag¢ giin serbest
sekilde yiizer ve yaklasik 100 hiicreden olusan bir top biiyiikliigline doniisiip
blastosist adin1 alir (49).

Gevis getiren hayvanlarda preimplantasyon doneminde trofektoderm
hiicrelerinin hizli ¢ogalmasi ile zona pellucidanin yirtilmasi sonucu yumurtadan
c¢ikan blastosist once kiire bigiminde oval, daha sonra da tubuler ve son olarak iplik
bigiminde olacak sekilde énemli morfolojik degisikliklere ugrar. ineklerde 12-14.
giinler arasinda, gerceklesen bu kritik degisiklikler sonucunda olusan yap1
“’konseptus’’ olarak adlandirilir (52). Konseptusun bu sekildeki degisimleri, uterus
limen sivisim1 veya histotrofu olusturan endometriyal sekresyonlar vasitasiyla
diizenlenir (53). Konseptusun uterusa implantasyonunun saglanmasi ve gebeligin
basarisi i¢in; steroid hormonlari, sitokinler, biiyliime faktorleri, histotrof (glikoz, iyon,
enzim blyiime faktorleri, hormon, protein) gibi degisiklikler gereklidir. Bunlarla
birlikte endometriyumda corpus luteumun devamliligi, biiyiimesi ve gelismekte olan
embriyoya uygun bir ortam olusmasi trofoblastlardan salgilanan gebelik serum
protein B (PSPB veya PAG), corpus luteum tiirevi olan steroid progesteron (P4) ve
gevis getiren hayvanlarda konseptus tiirevi olan IFNT (interferon tau) tarafindan
diizenlenir (49, 54-56). Embriyoya histotrofik beslenmenin yetersiz gelmesi
implantasyon yani uterus ile embriyo arasinda baglantilar olusmaya baglar. Boylece
fotus i¢in gerekli besinlerin alimi, oksijen karbondioksit gibi gazlarin ve artiklarin

degisimi foto- maternal yapi vasitasi ile yani plasenta yoluyla gercgeklesir (56, 57).

3.1.5. Plasenta Yapisi ve Simiflandirilmasi
Gebeligin siirdiiriilmesi igin plasentasyon ¢ok dnemlidir. Plasentasyon yavrunun
koryonik epiteli ile annenin endometriyumu arasindaki iletisim, beslenme, gaz alig

verisi, immunolojik ve fiziksel korumanin yani sira atik iiriinlin uzaklastirilmasini da
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saglayarak fotal gelisimi ve hayati destekler. Ayrica plasentadan, gebeligi
desteklemek icin Onemli olan c¢esitli molekiiller ve hormonlar (Ostrojenler,
progesteron, plasental laktojenler vb.) salgilanir (58, 59). Blastosistin uterus duvarina
implantasyonu ile gelismeye baslayan plasenta, anneye ait maternal (uterusun epiteli,
bagdokusu ve kan damari) ile yavruya ait fotal (blastosist yilizeyini olusturan hiicresel
ektodermal epiteli (trofoblast veya trofektoderm)) olmak {iizere iki bilesenden
meydana gelir (60, 61). Fotal kisma ait olan fotal membranlar (ekstra embriyonik
membranlar); koryon, amniyon, vitellus kesesi ve allantois olmak {izere dort
kisimdan olusur. Bu membranlarin, embriyonun fizyolojik gelisimi ve korunmasi
icin gerekli yapilarin olusumunda 6nemli etkiye sahiptir (62).

Koryon, trofektoderm ve vaskiiler olmayan mezoderm ‘“‘somatopleura” olarak da
bilinen yapidan koken alir. Koryon, sivi dolu bir kese iken, amniyon olusturmak
izere embriyoyu saran kivrimlar olusturur ve amniyon vezikiili meydana gelir ve
bdylece embriyo amniyon i¢inde basinca dayanikli olacak sekilde biiyilir. Daha sonra
endodermal bir vezikiil, embriyonik bagirsagin arka ucundan, vaskiiler splanik
mezoderm tarafindan olusan allantoik vezikiilii meydana getirir. Ardindan allantois,
embriyonun gelisen lirogenital sistemi ile siirekli hale gelir ve atik biriktirme yeri
olarak islev gorlir. Daha da Onemlisi, zengin kan kaynagi ekzosoelomdan
koryoallantoisi olusturmak i¢in embriyoyu cevreleyen koryonla kaynasarak
bliylidiiglinde bir gaz alis veris organi olarak gelismesine yardimci olur (60, 61).
Endoderm ve ekstraembriyonik splanik mesodermden kdken alan vitellus kesesi
gebeligin erken donemlerinde, organogenezise yol agcan yogun boliinme, beslenme ve
bakimdan sorumlu tek bir zardir. Gevis getiren hayvanlarda yapisal olarak farkl
olmasina ragmen, vitellus kesesi ekstraembriyonik bosluk ile ¢evrili, biiyiik, uzun ve
vaskiilarize bir membrandir. Ineklerde gebeligin 30. giiniine kadar vaskiilarize bir
membran olarak gelisir ve gebeligin 50. giiniine kadar varligin siirdiirtir (60, 63, 64).

Plasentalar memelilerde, fotal membranlara gore koryon ile vitellus kesesi
(koryovitellin plasenta) ve koryoallantoik plasenta olmak iizere iki tipte
siiflandirilir. Koriyovitellin plasenta genellikle allantoik dolagim kurulmadan 6nce
erken postimplantasyon doneminde gecici bir plasenta olarak rol oynar. Cogu
memelide, koriyovitellin plasenta kemirgenler ve tavsanlar harig, ilk trimesterden

sonra korelir. Koryoallantoik plasenta ise anne endometriyum ile embriyonun
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trofektoderminden olusur ve gebeligin ilk trimesterdan sonra memelilerde ana
plasenta olarak kalir (65).

Plasenta morfolojik (anatomik), histolojik ve jinekolojik olmak iizere ii¢ grupta
siniflandirilir. Morfolojik olarak lokal ve diffuz plasenta olacak sekilde gruplandirilir
(57). Diffuz plasentada endometriyum ile temas halinde olan koryonun villuslar
veya kivrimlari, koryon kesesinin tiim yiizeyine dagilmistir. Bu tip plasenta domuz,
esek ve kisrakta goriiliir (66). Lokal plasenta ise villuslar koryon iizerinde belli
alanlarda yerlesim gosterirler. Bu tip plasenta ruminantlarda plasenta kotiledonata
olarak adlandirilir ve koryonik villus ile uterus boynuzlarinin tiim hacmini kaplayan
koryonik kesede, demet veya kotiledonlar halinde goriiliir. Karnivorlarda plasenta,
zonaria yapisinda olup bu yapida villuslar koryonik kesenin etrafinda bir kusak
olusturacak sekilde goriiliir. Insan ve kemirgenlerde ise plasenta, diskoidal seklinde
olup, villuslarin disk tizerinde toplandigi goriiliir (60, 66, 67). Jinekolojik olarak
plasenta da; plasenta desiduata, plasenta adesiduata ve plasenta intermedia olmak
lizere ii¢ gruba ayrilir (57).

Gevis getiren hayvanlarda plasenta, koryon ile uterus mukazasi arasindaki iligki
durumuna gére semi (yarim) plasenta smifinda yer alir. Ineklerde uterus mukozasi ile
koryon arasindaki iliski gevsek yani karsilikli temas halinde oldugundan ve dogum
sirasinda kanama goriilmediginden plasenta adesiduata sinifinda yer alir. Bununla
birlikte koyun ve ke¢i uterus mukozasinda yer yer erimeler meydana geldiginden
koryon villuslar1 uterus bagdokusu ile karsi karsiya gelir ve buradaki plasenta
desiduali ile desiduasiz arasindaki intermediyer plasenta olarak kabul edilir (68).

Inek plasentasinda koryon ile uterus gebelik siiresince korundugundan epitelio-
chorial olarak isimlendirilir. Ancak koyun ve kecgide ise uterus mukozasinda kayiplar
goriildiigiinden plasenta sindesmokoryal olarak adlandirilir (69). Histolojik olarak
inek plasentasi, c¢ift ¢ekirdekli trofoblast hiicreleri ile uterus epitel hiicrelerinin
flizyonu ile fOto-maternal sinsityumun olusmasi nedeniyle sinepitelyokoryal
kotiledonata tip plasenta olarak adlandirilir (70). ineklerde koryon villuslar1 toplu
halde kiimeler meydana getirir ve bunlar da kotiledon olarak isimlendirilir. Fotal
trofoblastin (koryonik epitelin) olusturdugu kotiledonlar ile anneye ait kriptlerin
(karunkula) kars1 karsiya gelmesi sonucunda meydana gelen foto-maternal

proliferasyon alanlarina plasentom denir. Ortalama 37. giine kadar makroskobik
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olarak goriilmeyen, diiz ve kubbeli yarim daire seklinde olan plasentomlar
baslangigta sadece embriyoyu cevreleyen bolgede tespit edilirler. Fakat daha sonra
60. giine gelindiginde, embriyo ile birlikte kornu uterinin hem proksimal hem de
distal alanlarinda bulunurlar. Bu alanlarda goriilen plasentomlarin sayilar1 hayvan
tiirlerine gore farkliliklar gosterir. ineklerde baslangigta, 37 ile 40. giinler arasinda,
embriyodaki koryonik yilizeyde maksimum 20 plasentom gozlenirken, 40 ile 50.
giinlere gelindiginde ise plasentom sayisinin ii¢ katina ¢iktigi gozlenir. Daha sonra
say1, koryoallantoik ylizeyde gozlenen kotiledonlarin sayisina bagl olarak, yaklagik
80 ile 90 (aralik, 20-120) arasinda olmak iizere 70. giine kadar kademeli olarak artar.
Ineklerde 70-142, koyunda 80-100, kecide 160-180 ve geyikte 4-6 adet
plasemtomun bulunabilecegi bildirilmistir (71, 72). Ayrica plasentomlarin boyutlar
bulunduklar1 yere, sekilleri ise hayvan tiirlerine bagl olarak degisir. Ornegin en
biiyiilk palsentomlar, fotusli igeren kornu uterinin ortasina daha yakin yerde
bulunanlardir. Sekil bakimindan ise plasentomlarin, yavru tarafindaki yiizli ineklerde
konveks, kegide diiz iken koyunda konkavdir (61, 68).

Koryon villuslarinin dis yiizii trofoblast hiicreleri ile dosenmistir. Ruminantlarda
tek c¢ekirdekli trofoblast hiicreleri (%80- UTC), iki c¢ekirdekli trofoblast dev
hiicreleri (%20- TGC veya BNC), ve tiire gore degisen oranlarda hibrid fétomaternal
sinsityial plak hiicreleri (TNC) olmak tizere {i¢ farkli trofoblast hiicre tiirii vardir (70,
71, 73). Gebeligin ilerlemesine bagli olarak tek ¢ekirdekli trofoblast hiicreleri (UTC)
sitokinez olmadan karyokinez ile ¢ogalip farklilagmasi sonucunda olgun UTC veya
iki c¢ekirdekli trofoblast dev hiicrelerine (TGC) doniistiigii bildirilmistir. Boylece
olusan TGC’nin varlig1 ruminant plasentasinin karakteristik bir 6zelligidir (61, 74).
TGC olgunlasinca trofoektodermden uterus epiteline dogru go¢ eder ve vezikiiller
olusturarak uterus epiteli ile kaynasir ve bdylece foto-maternal hibrid triniiklear
hiicreleri (TNC) meydana getirir (71).

Koryon epitelindeki trofoblast hiicreler olan UTC, TGC ve TNC; endokrin,
otokrin ve parakrin etki mekanizmalar1 ile Ostrojen, progesteron ve prostoglandini
uyararak gebeligin ve dogumun diizenlenmesine yardimci olmaktadirlar (76).
UTC’ler gebeligin erken doneminde embriyonun anne tarafindan taninmasi, hayatta
kalmas1 ve hayatinmi siirdiirebilmesi i¢in gerekli olan interferonlarin salgilanmasinda

kritik rol oynamaktadir. TGC’ler de plasenta laktojenlerinin salgilanmasinin yani sira
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Ostrojen, progesteron ve prostoglandin gibi hormonlarin sentezinde de 6nemli rol
alirlar (61, 76, 77). Bu hiicrelerden salgilan plasental laktojen ve prolaktinle iliskili
gebelik proteinleri gebelik ilerledikge anne serumunda goriiliir ve bu da gebelik

teshisi i¢in 6nemli bir parametre olarak kullanilir (61,78).

3.2. Homeobox Genler ve Alt Uniteleri

Canlilarin viicut morfolojisinin olusumunu saglayan evrimsel siireci anlamak,
siiphesiz en etkileyici bilimsel ¢abalardan biri olmustur. Bu ¢abalar sonucu, viicut
modeli olusumu ve degisiminin molekiiler temeli ile ilgili olarak bilinen
transkripsiyonel faktdrlerden olan Homeobox gen ailesinin merkezi bir rol iistlendigi
ortaya konulmustur (79). Buna bagh olarak Hox gen kiimesi, gelisimsel biyoloji
icinde Onemli bir paradigma olarak kurulmus ve evrimsel gelisim biyolojisinde
onemli bir role sahip oldugu bildirilmistir (80).

Tim metazonlarin, insan ve omurgalilar da dahil olmak iizere sahip oldugu
Homeobox genler, 1915'te Calvin Bridges tarafindan bithorax adinda bir mutant
yardimi ile meyve sinegi olan Drosophila Melanogaster'da kesfedilmistir. Homeobox
proteinleri bithoraxin kismi duplikasyonu ile viicudun g¢esitli segmentlerine
gelisimsel kimlik saglayan genler olarak tanimlandi. Daha sonra hox genlerinin
mutasyonu sonucu sineklerde antennapedia adli bir mutanat kesfedildi ki, bu mutant
anten yerine bacaklar1 gostermekteydi. Boylece Hox genleri kromozom 3' de bulunan
ve viicudun anteroposterior (6n-arka) ekseni boyunca kimligini belirlemede 6nemli
bir rol oynayan iki kompleks (Bithoraks ve Antennapedia) olacak sekilde
gruplandirildi. Daha sonra homeobox genlerinin evrimiyle birlikte tiirler arasinda
farkli sayida ve kiimede gruplandirmalar yapilmistir. Ornegin, omurgasizlar tipik
olarak tek bir kiimeye sahipken, fare ve insan gibi omurgalilarin servikal, torasik ve
lumbosakral seklinde ii¢ farkli ekseni kodlayan dort gen kiimesine sahip oldugu
belirlenmistir. Bu farkliliklara ragmen tiim tiirlerde viicut yapisinin olusumunda ve
diizenlenmesinde hox proteinlerinin énemli rolii oldugu belirlenmistir (11, 81).

Drosophila genomunun bir bdlgesinde, birlikte kiimelenmis sekiz homeobox
geni bulunur ve bunlar toplu olarak homeotik kompleks HOM-C olarak
isimlendirilir. Ayrica insan ve diger tiir omurgalilarda ki genomlar HOX/hox,
DLX/DIlx, MSX/Msx, HMX/Hmx, PBC gibi cok sayida alt {initesi bulunan

homeobox genlerini igerir (83). Homeobox genlerinin normal embriyonik
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gelisimdeki rolleri en 1yi homeobox gen ailesinin en biiyiik alt iinitesi olan Hox
genleri tarafindan temsil edilir. 39 memeli HOX/hox geni, insanlarda sirasiyla 7p14,
17921, 12q13 ve 2g31 kromozomlarinda bulunan HOXA, HOXB, HOXC ve HOXD,
farelerde ise 6C2, 11B4, 15F2 ve 2C3 kromozomlarinda bulunan Hoxa, Hoxb, Hoxc,
Hoxd adli dort kiimede ve 13 paralog gurubunda sinmiflandirilir (Sekil-1) (11, 13, 83,
84).

< 3 -y
onc - HIHE- BHIHE—  orosoruus

Dfd Sc Antp Ubx abd-A Abd-B (Meyve sinegi)

Ao L ETHT . o

HOX A 7p14-15

HOX B 17q21-22 11B4

HOXC 12q12-13 15F2

HOX D 2q31-37 2c3

1 2 3 4 8 & T 3 @8 10 M 12 13 INSAN FARE

Sekil-1: Homeobox genlerinin drosophilada 3’ teki HOM-C kiimesi ile insan ve
farelerin farkli kromozomlarinda bulunan HOX/hox A/a, B/b, C/c D/d seklindeki
dort alt kiimenin ayrintili gosterimi (84).

Homeobox genleri, kodlanmis proteinlerin ¢esitli gelisimsel siireclerde dnemli
rolleri bulunan transkripsiyon faktorleri olarak bir deoksiriboniikleik asit (DNA)
baglayict motifi olan homeodomaini kodlamaktadirlar. Homeodomain, homeobox
olarak bilinen 183-baz ¢ifti benzeri bir diziye sahip olan hox genlerinin, yiiksek
oranda korunmus 61-amino asit alanini kodladig1 ve 5'TAAT’3' ¢ekirdek dizisini
icerdigi bolgedir (83, 86). Anterio-posterior (AP) ekseni boyunca Hox genlerinin
uzamsal ve zamansal ekspresyon kaliplari kromozom {iizerindeki konumlarini
yansitir. 3’ ucundaki genler daha 6nce ve embriyonun daha 6n kisimlarinda (kafa
bolgesi), 5’ pozisyondaki genler ise daha sonra ve embriyonun daha arka

kisimlarinda (sakral bolgesi) gelisimin oldugunu ifade eder (86). Hox genleri kendi



proteinleri ve tirlinlerinin yani sira retinoik asit, aktivin, TGF (transforming growth
factor), ve FGF (fibroblast growth factors) gibi peptit biiyiime faktorleri ile birlikte
estradiol, progesteron, testosteron ve D vitamininin de hox gen ekspresyonu {lizerinde
etkileri oldugu bildirilmistir (87, 88).

Hox genleri transkripsiyon faktorleri oldugundan alt hedef genlerin diizenleyici
bir bolgesine baglanir ve transkripsiyonu aktive eder veya baskilarlar. Bu koordineli
baglanma sonucu genler uygun bolgeye 6zgii viicut yapilaria yol agmis olurlar (89).
Ayrica bu genlerin omurgalilarda, gastrulasyon asamasindaki embriyoda ektoderm,
endoderm ve mezodermin olusumuna katki sagladiklar1 ve ilk olarak erken
gastrulasyon sirasinda mezodermde eksprese edildikleri ifade edilmistir (90).

HOX genleri, embriyonik gelisim sirasinda hiicre kimligi ve hiicre kaderinin ana
diizenleyicileri olup, embriyonik kok hiicre farklilasmasinda ve morfogeneziste
onemli bir rol oynarlar. Hox genlerinin bulunduklar1 kromozumlar {iizerindeki
siralari, konumlar1 ve aktive edilme Ozelliklerine gore implantasyonda, gelismekte
olan embriyolarin hiicre ve doku farklilasmasinda, hematopoeziste, embriyonun
erigkin silireglerinin neovaskiilogenezis ile anjiyogenezisinde, omurgali sinir sistemi,
tireme sistemi ve arka beyin bolgesinin gelisimi gibi birgok 6nemli rollere sahip
olduklar1 ifade edilmistir. Ayrica yetigskinlerde, plasentanin ekstraembriyonik
gelisiminin kontroliinde, gebelik sirasinda uterusun embriyo kabuliinde ve sekstiel
siklusun diizenlenmesinde katki sagladiklar1 bildirilmistir (8, 91, 92 ). Bunlarla
birlikte Homeobox gen ailesinin alt {initesi olan genlerde mutasyon ve anormal
ekspresyon gozlenmesi infertilite goriilmesinde, yetiskin kok hiicrelerinin kanser kok
hiicrelerine doniismesinde, prostat, 16semi, ovaryum ve uterus kanseri gibi bircok

kanser olaymin meydana gelmesinde rol aldiklari rapor edilmistir (91, 93).

3.2.1. HOXA10

Omurgalilarin fallop tiipii (ovidukt), uterus, serviks ve {iist vajina tek tip
paramesonefrik kanaldan gelisen embriyonik disi lireme sistemi, daha Once
anlatilanlara benzer bir gelisimsel eksenden meydana gelir. Bu eksen boyunca
konumsal kimligin belirlenmesinde Hox genleri 6nemli rol oynar. Bu genlerin
ekspresyonu gelismekte olan paramezonefrik kanalin ekseni boyunca farkli bir
dagilim gosterirken, gelismekte olan uterusta HOXA10/hoxalO’nun ekspresse

olmaktadir (Sekil-2) (91, 94).
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Gelismekte olan Mullerian Kanalini Kodlayan HOX Genler
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Sekil-2: Gelismekte olan paramezonefrik kanali kodlayan; HOXA9, HOXA10,
HOXA11 ve HOXAT13'in ekspresse oldugu organ ve kisimlar (91).

Homeobox genlerinin 5" gen ucunda bulunan abdominal B (Abd-B) tipi HOX
geninin liyesi olan Homeobox A10’nun (HOXA10), gelisim sirasindaki uterus
homeozisinden sorumlu oldugu ve yetiskin fare uterusunun aliciliginda,
desidualizasyon ve embriyo implantasyonunda da oOnemli rolleri bulundugu
bildirilmistir (95). Ayrica yetiskinlerde HOXA10, strojen ve progesteronun etkisi
altinda implantasyon sirasinda pik seviyede olmasmin yani sira doku
farklilasmasindaki roliine uygun olarak, yiiksek degisim 6zelligine sahip dokularda
da (kemik 1iligi ve endometriyum) eksprese edilmistir. Sonu¢ olarak HoxalO /
HOXAI10, homeotik gen Emx2 / EMX2, B3-integrin, insiilin biiyiime faktorii
baglayici protein-1 (IGFBP-1), sikline bagl kinaz inhibitorii, Wnt ailesinin genleri,
FK506 baglayic1 protein 4, ve prostaglandin reseptorleri EP-3 ve EP-4 genlerinin

diizenlenmesine etki eder. Bundan dolayr HOXA10’nun disi genital sisteminin
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islevini yerine getirmesinde, uterus embriyogenezisinde ve organogenezis
asamasindaki hiicrelerin farklilagmasinda ©6nemli bir role sahip oldugu ifade

edilmistir (91, 96).

3.2.2. HOXAl11

Memelilerde, paramezonefrik (miillerian) kanali boyunca abdominal-B (Abd-B)
ile ilgili olan HOXA genlerinden, HOXA11’in disi genital kanalinin olusumunda
etkili oldugu ve servikste ekspresse edildigi gosterilmistir (Sekil-2, 91). Ayrica
serviksin bezlerinde ve epitelinde oldugu gibi uterusun korpus kisminda da lokalize
oldugu gozlenmistir. Ekspresyonu disi lireme sisteminin gelisimi ve fonksiyonu i¢in
cok onemli olan HOXA11'in memelilerde blastosistin bagarili sekilde implantasyonu
icin de gerekli oldugu ifade edilmistir (96, 97). Bunlarla birlikte HOXAT11
endometriyal hiicrelerin proliferasyonu ve farklilasmasinda, uterusun embriyoyu
tanimasinda ve gebeligin siirdiiriilmesinde de etkin bir rol oynamaktadir (98).

HOXA11, memelilerin {ireme biyolojilerindeki radikal degisikliklere, 6zellikle
disi tireme organlar olan uterus, serviks, vajina ve plasenta gibi organlarin hiicresel
islevlerindeki degisikliklere etki etmektedir. Bununla birlikte HOXA11 ekspresyonu,
degisen Ostrojen ve progesteron konsantrasyonlarina yanit olarak endometriyumun
farklilasmasinda, erkek ve disilerin dogurganliginda 6nemli etkileri oldugu
bildirilmistir. Mutasyonu durumunda ise basta uterus olmak iizere disi genital sistemi
organlarinda defektler olugsmasina neden oldugu ve bunun sonucunda da infertilitenin

meydana geldigi rapor edilmistir (10, 97-99).

3.2.3. HOXB6

HOXB6, homeobox DNA baglayict alani olan bir proteini kodlayan ve
kromozom 17’de bulunan homeobox B ailesinin alt iiyesidir. HOXB6, memeli
viicudunun sekillenmesini yoneten bir homeotik gen olup kodlanmis protein; bobrek,
akciger, deri, endometriyum ve plasenta dahil olmak iizere bir ¢ok organin gelisimde
yer alan hem ¢ekirdek hem de sitoplazmaya lokalize olan 6zgili bir transkripsiyon
faktorii olarak islev goriir. Fare embriyolarinda HOXB6’nin, gelismekte olan
uzuvlar, ventrolateral ve visseral mezenkim, ventral omurilik, mezonefrik tiibiiller ve
kanallarda gosterilmistir. Ayrica memeli plasentasinda trofoblast hiicrelerinin

cogalmasi ve farklilasmasida da etkin rol oynayacagi bildirilmistir. Bunlarin aksine
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ise bu genin mutasyona ugramasi; trofoblastik hiicre kanseri, kolorektal kanser, akut
miyeloid 16semi ve mezodermden tiireyen servikal ve thorasik vertebra kusurlarina
yol agabilecegi ifade edilmistir (100-102).

Yapilan calismalarda HOXB6’nin, gelismekte olan fare embriyosunun 8,5
giiniinde arka bagirsak endodermine, noérektodermden, 10,5 ile 14,5 giinlerinde
merkezi sinir sistemi ve mezoderm kaynakli tiim dokulardan ekspresse edilmesi
embriyogenezis bakimindan énemli oldugunu gostermistir (103-105). Boylece diger
homeobox genlerinde oldugu gibi HOXB6’nin da embriyogenezise etki etmesi,
bircok dokuda ekspresse edilmesi ve mutasyonunda kanser ve doku defektlerine

neden olmasi bakimindan dnem arz etmektedir.

3.2.4. HOXC6

HOXC6, kromozom 12 iizerinde bulunan bir kiimede yer alan ¢ok hiicreli
organizmalarin morfogenezisinde Onemli bir rol oynayan ve transkripsiyon
faktorlerini kodlayan homeobox ailesine ait bir gendir (106, 107). HOXC6'nin;
MLL2 (mixed lineage leukemia2), MLL3 (mixed lineage leukemia) proteinleri, TGF,
sitokinler ve hormonlar (6strojen ve FSH) tarafindan diizenlendigi bildirilmistir.
Bununla birlikte hem onkojenik hem de tiimor baskilayici aktivitelerinin yani sira
epigenetik etkilere sahip olan HOXC6’nin CD44, CNTN1, DKK3, W1F1, MDRI,
Bcl2 ve PI3K / AKT gibi genleri diizenledigi de ifade edilmistir (108, 109).

Embriyogenezis sirasinda bolgesel farkliliklara bagli olarak ekspresyonu
degisiklik gosteren HOXC6, fibroblastlarda, deride, meme epitelyumunda, timus kdk
hiicrelerinde ve ayrica kemik, omurilik ve oositlerin miyeloid progenitorlerini
icerecek sekilde birden fazla hiicre tipinde ve dokuda bir grup transkripsyon faktorii
ile birlikte bulunur (107, 109). Bunlarla birlikte normal trofoblastin yani sira
meduloblastomlarda, osteosarkomlarda, meme, akciger, gastrointestinal, bas ve
boyun skuaméz ve prostat karsinomlarinda, I6semide yiiksek HOXC6
ekspresyonunun goriildiigii bildirilmistir (110, 111). Ozellikle, meme bezi gelisimi
ve siit Uretiminde kritik bir oyuncu olan HOXC6; bir¢ok doku ve hiicre
karsinomunda eksprese edildigi ve prostat hiicrelerinde BMP7 (kemik morfojenik
protein 7), FGFR2 (fibroblast biiylime faktorii reseptorii 2), IGFBP3 (insiilin benzeri
bliylime faktorii baglayicit protein 3) ve PDGFRAin (trombosit tiirevi biiylime

faktorii reseptorii o) ekspresyonunu diizenledigi rapor edilmistir. HOXC6 hormonal
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olarak diizenlenmis bir¢ok gelisimsel siire¢ ve hastalikta kritik rol almasina ragmen
bir¢ok organ ve sistemdeki etki mekanizmasi heniiz tam olarak anlagilmamistir (112,

113).

3.2.5. TLX1

Baslangigta bir kromozomal translokasyon nedeniyle insanlarda tanimlanan
TLXT1 (daha 6nce HOX11 veya TCL3 olarak bilinen T-hiicresi 16semi homeobox 1),
homeobox genlerinin dagimmik NKL (NK-Like (benzer) veya NK-Linked (baglantil1))
alt siifinin evrimsel olarak korunmus bir iiyesidir. Farelerde de buna karsilik gelen
homologu olup gelismekte olan embriyo i¢inde ¢ok karmasik deseni bulunmaktadir.
TLX1/TIx-1’in implantasyon sonrasi gelismekte olan embriyolarin boyun bdlgesinin
yiizey ektoderm ve ventral mezenkiminde, farinksin 6n kisminda, pankreasta, kulak
epidermisinde ve kranial duyusal yolaklarin gelisiminde rol oynayabilen bir
transkripsiyon faktorii oldugu ve normal dalak gelisimi ile bazi kraniyal sinir
gangliyonlarmin gelisimi icin kritik bir rol oynadigi bildirilmistir. Ayrica Hox11L1/
Tlx-2 ve Hox11L2 / Tlx-3 seklinde iki ek aile {iyesinin izole edildigi ve tiim Tlx aile
iyelerinin merkezi ve / veya periferik sinir sisteminde ekspresse oldugu da ifade
edilmistir (21, 114-117).

TLX1, farkli hiicresel sistemlerde hiicresel cogalma ve farklilasmay1
diizenlemesinin yani sira embriyogenezis sirasinda hem ektoderm hem de endoderm
kaynakli dokulardaki ekspresyonu, TLX1'in postimplantasyonda birden fazla rol
oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Ancak TLXI1 hematopoietik sistemde ifade
edilmemesine ragmen, anormal aktivasyonunun insan T hiicresi akut lenfoblastik
l6semisine (T-ALL) neden oldugu ve ekspresyonunun bozulmasi ile onkogenezisi ve

neoplastik doniisiimii indiikledigi de ifade edilmistir (113, 117-120).

3.2.6. DIx-5

Drosophila'nin Distal-az (Distal-less) (DII) geni, torasik segmentlerin bacak
primordisinde ve Drosophila embriyosunun 6n bolgelerinde ifade edilen bir
homeodomain proteinini kodlar. Sineklerin tiim larva siliresince DIlI’nin, sinek
uzuvlarinin gelisimi sirasinda biliyliyen bacak primordiyumunun merkezinde ve
bacagin distal segmentlerinde bulundugu ifade edilmistir. Distal-az mutant

Drosophila, yetiskin uzuvdaki bacaklarin distal segmentlerinde goriilen boyut
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kiigiilmesini ve dismorfogenezisin c¢esitli boyutlarin1 gdsterir, bu da erken larva
asamalarinda tim uzuvlarin gelisimi ve dogru proksimo-distal (PD) organizasyonu
icin DIl aktivitesinin gerekli oldugunu gosterir. DIl Drosophila embriyosunun 6n
bolgelerinde, anten, maksiller ve labial primordiada eksprese edilir. DIl-mutant
sineklerinde ise, dogru proksimo-distal (PD) biiyiimesi ve morfogenez defekti ile
uyumlu anormallikler goriiliir. Tim ilgili genler, Hydra'dan insana cesitli tiirlerde
tanimlanmis ve klonlanmistir. DII’nin insan ve farelerde karsiligi, Hox kiimelerinin
yakininda bulunan 3' gen boyunca birbirine bakan ciftler olarak diizenlenmis
DLX/DIx genleridir (121). Bu genlerin birden fazla omurgalida (insan, fare, tavuk,
zebra balig1), embriyogenezis sirasinda gelisen uzuvlar dahil olmak iizere epitelio-
mezenkimal etkilesimlerle karakterize edilen bolgelerde eksprese oldugu rapor
edilmistir (122).

Omurgali DIx genleri, Drosophila distalsiz geni ile yiiksek oranda korunmus bir
homeodomain paylasir. Fare ve insanda alt1 adet olan DIx genleri, ikiserli olacak
sekilde yerlesmis {li¢ cift genden olusmustur. DLX1 ve DLX2, DLXS5 ve DLX6,
DLX3 ve DLX7 (DLX4 olarak ta bilinen) olacak sekilde her bir ¢ifti HOX gen
kiimesine baghidir. DLX1 ve DLX2 genleri kromozom 2 {izerindeki HOX-D gen
kiimesine baglanirken, DLX3 ve DLX7 (DLX4) genleri, 1721 kromozomu
tizerindeki HOX-B gen kiimesinin yakinina baglanir. Bununla birlikte DLXS5 ve
DLX6 genleri ise de kromozom 7'deki HOX-A kiimesine baglanir (121, 123-126).

DLX-5/6 geni, embriyonun erken gelisimi sirasinda duyu organlari, merkezi
sinir sistemi (CNS), genital ¢ikinti ve yiliz iskeletinin gelisiminde oldugu gibi
osteogenez ve kondrogenezisde de etkin rollere sahiptir. Bunlarla birlikte uterus
adenogenezisine ve ovaryum gelisimine etki ettigi, eksikliginde kisirliga, uterusun
embriyoyu kabuliinde ve folikiillerin say1 ve sekillerinde bozulmalara neden oldugu
bildirilmigtir (127, 128). Ayrica testislerde testikiiler steroidogenezisden sorumlu
olan leydig hiicrelerinde de ekspresse edilmesi bu genlerin erkek iireme sistemi

acisindan da 6nemli rollere sahip oldugunu ortaya koymaktadir (129).

3.2.7. HLX
Drosophila’nin homeobox geni H2.0'dekine benzer olan HIx, memeliler, kuslar
ve baliklar arasinda ekspresyonu ve protein dizisi yiiksek oranda korunan farkli bir

homeobox transkripsiyon faktorii olan bir gendir. Baslangigta farelerde
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miyelomonositik ve B lenfosit soylarinin hematopoietik hiicrelerinde saptanmis olan
hlx, insanlardaki homologu HLX (HB24/HLX1) ile % 86,5 oraninda 6zdes olup
homeodomain alanlar1 tamamen korunmustur (130,131).

HLX/HIx visseral organogenezis ve enterik sinir sistemi gelisimi gibi énemli
rollere sahip, kiimelenmemis bir homeodomain proteinidir. HIx’in, fare
embriyosunun 10,5 ile 12,5 giinleri arasinda, gelismekte olan normal karaciger, safra
kesesi ve bagirsagin mezenkiminde en yiiksek diizeyde oldugu tespit edildigi
bildirilmistir. Gebelikte evrimsel bir islevi bulunan hlx geni, ugrayacagi mutasyonlar
sonucunda enterik sinir sistemi olumsuz etkileneceginden bagirsaklarda uzama ve
genisleme  goriilmeyecegi ve embriyonik Olimle  sonuglanabileceginden
bahsedilmistir (131, 132, 133). Bagirsak biiyiimesindeki kusurlara ek olarak, hlx gen
bozuklugu veya yoklugu bulunan embriyolarda ciddi anemi ve karaciger hipoplazisi
(normal boyutunun %3'i) de goriiliir. Bu bulgular hix'in, visseral mezoderm
biiylimesi sirasinda 6nemli gelisimsel islevlere sahip oldugunu gostermektedir (131,
132).

Biiylime faktorii  sinyal yolaklar1 siklikla ¢ekirdekteki transkripsiyon
faktorlerinin aktivasyonuna veya baskilanmasina yol acar. Bu baglamda insan
plasentasinda trofoblastlarin fonksiyonu ile ilgili olan transkripsiyon faktorii
homeobox geni HLX'dir. HLX’in extra villous trophoblast (EVT) hiicrelerinin
cogalmasi, farklilasmasi ve goc etmesinde etkin bir role sahip oldugu bildirilmistir
(134, 135). Boylece HLX’in normal plasental gelisimde kritik bir rol oynadigi ve
eksikliginde de anormal trofoblastlarla birlikte fotal bliylime geriligine ve gebeligin
bozulmasina neden oldugu belirtilmistir (136). Ayrica HLX (HLX1, HB24 olarak da
bilininen) interlokin-3 ve GM-CSF gibi sitokinlerin uyarilmasindan sorumludur.
Bunun sonucunda hematopoietik progenitdr hiicrelerde hiicre proliferasyonunun
diizenlenmesinde Onemli bir gorev aldigi ifade edilmistir (137). Sonug olarak
HLX/HIx geninin yapisindaki degisiklikler sonucu farelerde sindirim sisteminde
meydana gelen bozulmalarin yani sira, insan patolojisinde akut miyeloid I6semide
simnirsiz - klonojenite ve bloke farklilagmasi ile anormal progenitoér hiicrelerin
olusumuna neden oldugu ve bu durumlarda HLX’in asir1 sekilde eksprese edildigi

rapor edilmistir (132, 138).
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4. GEREC ve YONTEMLER

4.1. Doku Orneklerinin Temini

Bu calismada materyal olarak toplam 27 adet Holstein irki gebe inek uterusu
kullanildi. Uteruslar Diyarbakir ve Hatay’da bulunan 6zel kesimhanelerden elde
edildi. Temin edilen uteruslarin tasidigi fotuslarin yaslar1 hesaplanarak, gebeligin
hangi donemine ait oldugu belirlendi. Bu amagla, fotuslarin bag-sagri uzunlugu
Harris ve ark.’nin (139) uyguladigi metoda gore (Crown-rump lenght; CRL) dl¢iildii
(Sekil-3). Yas tayinleri, bas-sagri uzunlugu ve fotal yas arasindaki dogrusal iliski
sonucu elde edilen “’y:54,6 cm+2,46(x) cm’’ esitligi kullanilarak tespit edildi (Sekil-
4,5).

|I||I|IIII||III|IIH||I|I|I|'N|||H|IIIIITHT[HII|IIII|H||||IH|I|II]IIII]H'II|IH
O «= 1 2 3 4 5 6 7 8
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Sekil-3: Inek fotusunda bas-sagri uzunlugunun (CRL) 6l¢iimii (ilk donem).
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Sekil-4: Inek fotusiinde bas-sagr1 uzunlugu ve fotal yas arasindaki iliski (orta donem)

Sekil-5: Inek fotusiinde bas-sagri uzunlugu ve fotal yas arasindaki iliski (son

dénem).
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Uygulanan hesaplamada y sabit olup fotal yasi, x ise bas-sagr1 uzunlugunu ifade
etmektedir (139). Bu yas hesaplama formiiliine gére her grupta 9 uterus olacak
sekilde ti¢ farkli grup altinda (ilk donem, orta donem, son donem) siniflandirildi

(Tablo-1).

Tablo-1: Kullanilan materyalin gruplandirilmasi

[k D6nem Orta donem Son Dénem

68-90 giinliik 99-178 giinliik 190-269 giinliik

Materyalin elde edilme siirecinde; kesim sonrasi alinan uterusun gebeligin
meydana geldigi kornusuna yavrunun ¢ikarilabilecegi genislikte bir ensizyon yapildi.
Daha sonra yavru zarlari ensize edilip i¢indeki yavru sular1 da bosaltildiktan sonra
her bir fdtusun bas-sagri uzunlugu &lgiildii. Olgiimler sonucunda ¢alismada
kullanilan uteruslarin, fotus yaslarina dayanarak gebelik siireleri belirlenmis oldu

(Tablo-2).
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Tablo-2: Belirlenen fotus yaslarina bagli olarak gebelik siireleri

1 6 cm 68 giinliik
2 7,5 cm 73 giinliik
3 8 cm 75 giinliik
4 10 cm 79 giinliik
5 11 cm 82 giinliik
6 12,5 cm 86 giinliik
7 13 cm 87 giinliik
8 13,5 cm 88 giinliik
9 14,5 cm 90 giinliik
10 18 cm 99 giinliik
11 19,5 cm 102 giinlik
12 21 cm 106 giinliik
13 22,5 cm 110 giinliik
14 24 cm 114 giinliik
15 28 cm 123 giinliik
16 34,5 cm 140 giinlik
17 47,5 cm 172 giinliik
18 50 cm 178 giinliik
19 55 cm 190 giinliik
20 58 cm 198 giinliik
21 60 cm 202 giinliik
22 65 cm 214 giinliik
23 66,5 cm 219 giinliik
24 70 cm 227 giinliik
25 79 cm 249 giinlikk
26 82 cm 257 giinliik
27 87 cm 269 giinliik
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4.2. Rutin Histolojik Doku Takibi ve Boyama

Uc farkli gruptan da alman uterus dokular1 24 saat boyunca %10’luk nétral
formalin soliisyanunda fikze edildi ve bunu takiben dokular bir giin siireyle ¢esme
suyu altinda yikandi. Yikama isleminin ardindan doku o6rnekleri, dehidrasyonu i¢in
diisiikten yiiksege olacak sekilde dereceli alkol asamalarindan gecirildi. Dehidre
edilen dokular sefaflandirilmak ve sertlestirilmek amaciyla metil benzoat ve benzol
serilerinden gecirildi. Bunlar1 takiben benzol-parafin karigimi i¢inde 58 °C
inkiibatorde 30 dk boyunca bekletilen dokular daha sonra saf erimis parafin
icerisinde 58 °C etiivde 4 saat bekletildi. Takip islemi tamamlanan dokular sivi
parafine gomiilerek bloklar haline getirildi. Elde edilen parafin bloklarindan rotary
mikrotomunda (Leica RM-2125, Germany) kalinlig1 Sum olacak sekilde seri kesitler

alind1. Kesitler adesivli lamlara alinarak immunohistokimya boyamasina tabi tutuldu.

4.3. Immunohistokimyasal Boyama

Adesivli lamlara alinan seri kesitler HOXA10, HOXA11, HOXC6, HOXBO6,
HLX, TLX1 ve DIx-5 proteinlerini belirlemek amaciyla indirek streptavidin-biotin
kompleks yontemi ile immunohistokimyasal boyamaya tabi tutularak gosterildi
(140). Bunun i¢in lamlara alinan seri kesitler kasetlere dizildi ve ksilolde beser
dakikadan toplamada on dakika deparafinizasyon islemine tabi tutuldu. Daha sonra
kesitlerin dehidrasyonu icin yiiksekten diisiige olacak sekilde dereceli alkol
serilerinden gecirildi ve sonra distile suya alindi. Ardindan kesitler, dokulardaki
endojen peroksidaz aktivitesini engellemek icin 20 dakika boyunca metanol ile
hazirlanmis % 3’liikk H,O,’de bekletildi. Daha sonraki asamada preparatlar ii¢ defa
5’er dk stireyle 0.01M phosphate buffer saline (PBS)’de yikandi. Yikamay1 takiben,
kesitler antijen retrieval islemi i¢in sitrat tamponu (0.01 M, pH 6) icerisinde 95 °C’de
20 dk siiresince kaynatildi ve ardindan sogumasi i¢in bekletildi. Soguduktan sonra
kesitler 0.01M phosphate buffer saline (PBS)’de yikandi ve daha sonra dokularda
spesifik olmayan boyanmay1 engellemek amaci ile de protein blocking ¢ozeltisinde
(Ultra V Blok, Thermo Fisher Scientific, Lab Vision Corporation) oda 1sisinda 15 dk.
inkiibasyona tabi tutuldu. Ardindan boyanacak kesitler 1/100 oraninda seyreltilmis
primer antikorlarla (Tablo-3), kontrol preperatlar1 ise PBS ile bir gece +4°C'de
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi preparatlar 0.01M PBS’de 5 dk boyunca
ic defa yikandi ve ardindan oda sicakliginda 20 dk boyunca biotinlenmis sekonder
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antikor (Histostain Plus Bulk Kit, Zymed) ile uygulamaya tabi tutularak primer
antikora baglanma saglandi. Bu islemden sonra preperatlar tekrar 0.01M PBS’de 5
dk boyunca ii¢ kez yikandi ve sonrasinda streptavidin peroksidaz soliisyonunda
(Histostain Plus Bulk Kit, Zymed) 20 dk boyunca bekletildi. Ardindan son defa
olacak sekilde 0.01M PBS’de 5 dakikadan ii¢ defa yikandi. Bu iglemlerin ardindan
antijen-antikor reaksiyonunu gostermek amaci ile preparatlar 3’3-diaminobenzidine
hydrochloride (DAB) ile 5-15 dk arasinda inkiibe edildi ve immunoreaksiyonun
olusumuna gore preperatlar distile suya alinarak reaksiyon durduruldu. Ardindan zit
boyama i¢in preparatlar Mayer’s hematoksilende 2-3 dk. bekletildi ve hemen
arkasinda preparatlar akar suda yikandi. Daha sonra distile suda da yikanan
preparatlar alkol ve ksilol serilerinden gegirilip entellan ile kapatildi. Boyanmanin
dogrulugunu kanitlama agisindan negatif kontroller kullanildi ve bu kontrollerde
primer antikor yerine PBS kullanilarak inkiibasyon saglandi. Daha sonra preparatlar
dijital bir kamera (NIS Elements Imaging Software-version 3.10) ile donatilmisg
Nikon Eclipse E400 (Nikon, Tokyo, Japonya) arastirma mikroskobu kullanilarak
fotograflandi.

Tablo-3: Kullanilan antikorlara ait veriler

HOXA10 Rabbit polyclonal St John’s Laboratory, model no: STJ193159
HOXA11 Rabbit polyclonal Invitrogen, cat no: PA5-57341
HOXB6 Goat polyclonal St John’s Laboratory, model no: STJ73348
HOXC6 Rabbit polyclonal Invitrogen, cat no:PA5-41479
TLX1 Rabbit polyclonal Invitrogen, cat no: PA5-34553
DIx-5 Rabbit polyclonal St John’s Laboratory, model no: STJ92725
HLX Rabbit polyclonal Invitrogen, cat no:PA5-44857

4.4. Immunohistokimyasal Boyanma Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Immunohistokimyasal boyanma, yogunluk skoruna (Intensity score) gore
semikantitatif olarak degerlendirildi. Yogunluk skorunda, hiicrelerdeki pozitif
boyanma yogunluklar1 degerlendirildi (141, 142). Bunun i¢in immunohistokimyasal

boyanma sonuglarindaki skorlama islemi asagida gosterildigi sekilde uygulandi.

31



Yogunluk Skoru

0: Negatif (Yiiksek biiyiitmede higbir hiicrede boyanma yok)

1: Zayif (Sadece yiiksek biiylitmede goriilen boyanmis hiicreler)

2:Orta (Diisiik biiylitmelerde kolaylikla goriilen boyanmis hiicreler)

3:Gi¢lii (Cok diisiik biiyiitmelerde goriilen boyanmis hiicreler)

Immunhoistokimyasal yogunluk skorlamasi yapilan kesitlerden elde edilen
veriler SPSS siirim 24.0 (IBM®, ABD) yazilimi ile istatistiksel yOnden
degerlendirildi. Istatistiksel analiz ncesi elde edilen skor datasetleri normallik
testine tabi tutuldu. Normallik testi gergeklestirilirken her parametredeki 6rneklem
sayisina bagli olarak Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi ve skorlama sonucu
normallik testi p<0,05 elde edilen datasetler, Non-parametrik Kruskal-Wallis testi ile
istatistiksel analize tabi tutuldu. Gruplar arasindaki coklu karsilagtirmada ise
Tamhane’nin T2 testi kullanildi. Elde edilen sonuglar ortlama+standart sapma (SD)
seklinde gosterildi ve p<0,05 istatistiksel yonden anlamli kabul edildi.
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S. BULGULAR

5.1. Immunohistokimyasal Bulgular

5.1.1. HOXA10

Ineklerde gebeligin her ii¢ doneminde endometriyumun luminal epitel ve bez
epitel hiicrelerinin sitoplazmasinda, III. donem luminal ve bez epitel hiicrelerinin ise
cekirdeklerinde de pozitif bir immunreaksiyon gézlemlendi. Bununla birlikte 1. ve
III. donemde endometriyumdaki bazi stromal hiicrelerde ve miyometriyumdaki diiz
kas hiicrelerinde de pozitif reaksiyonun varligi goriildii. Ayrica I. ve II. donemlerde

bulunan damar endotelinde de immunoreaksiyonun varligi belirlendi (Sekil-6).
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giinliik), (C, D), iiglincii doneminde (190 giinliik), (E, F, e) uterusta gozlenen
HOXAI10 immunreaktivitesi. L: Lumen, LE: Luminal epitel, S: Stroma, Ok basi:
Stromal hiicreler, B: Endometriyum bezi, yildiz: Bez epiteli, D: Damar, M:
Miyometriyum, Ok: Miyometriyumdaki diiz kas hiicresi, Bar (A, B, C, F, b, e): 25
um, (D) 50 pm.
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Plasenta maternalisin epitel ve stroma hiicrelerinde pozitif bir boyanmanin
oldugu ve maternal epiteldeki immunoreaksiyonun 1. ve II. donemlerde benzer
yogunlukta oldugu belirlendi. Ugiincii dénemde ise bu yogunlugun azaldig1, stromal
hiicrelerde ise boyanmanin her {i¢ donemde de benzer yogunluklarda oldugu
gozlendi. Fotal kisimdaki tek cekirdekli trofoblast ve ¢ift ¢ekirdekli trofoblast dev
hiicrelerinde immunoreaksiyonun orta diizeyde, stromal hiicrelerde ise zayif oldugu
goriildii. Immunoreaksiyon 1. dénemde koryon epitelinde bulunan tek ve cift
cekirdekli trofoblast hiicrelerinin sitoplazma ve c¢ekirdeklerinde lokalize olurken
diger donemlerde ise sitoplazmik olarak lokalize oldugu saptandi. Ayrica fotal

mezengim hiicrelerinde de zayif bir reaksiyon oldugu dikkat ¢ekti (Sekil-7).

35



LDONEM

=
5]
Z
Qo
Q-'f

IILDONEM

'- -T-'. 7 -‘v.. I|l‘ = s
',‘M' I'_.'..-‘ 3

Pk

Sekil-7: Gebeligin ilk doneminde (69 giinliik), (A, B), ikinci déoneminde (99 giinliik),
(C, D), igilincii doneminde (190 giinliik), (E, F) maternal ve fotal plasentada
gbzlenen HOXA10 immunreaktivitesi. ME: Maternal epitel, MS: Maternal stroma,
FE: Fétal epitel, FS: Fotal stroma, FM: Fotal mezensim, Ince ok: Stromal hiicre, Ok:
Tek cekirdekli trofoblast hiicresi, Ok basi: Cift ¢ekirdekli trofoblast hiicresi, Bar:25

pm.
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5.1.2. HOXA11

Gebeligin her iic doneminde endometriyumdaki luminal epitel ve bez epitel
hiicrelerinde orta yogunlukta pozitif bir immunreaksiyonun oldugu belirlendi.
Ozellikle ekspresyonun luminal ve bez epitel hiicrelerinin apikal sitoplazmasinda
lokalize oldugu goézlendi. Ayrica HOXA11’in, II. donemdeki bazi damar endotel
hiicrelerinde, I.ve III. donemlerdeki uterusun bazi stromal hiicrelerinde de pozitif bir
immunreaksiyon verdigi belirlendi. Bu reaksiyon gebeligin I. donemindeki bazi
stromal hiicrelerinde diger donemlere oranla yogun olarak saptandi. Ancak, II.
donemdeki uterus stromal hiicreleri ile her ii¢ donemdeki diiz kas hiicrelerinde bir

reaksiyonun meydana gelmedigi goriildii (Sekil-8).
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Sekil-8: Gebeligin ilk doneminde (79 giinliik), (A,B), ikinci doneminde (106
giinliik), (C,D), {igiincli doneminde (249 giinliik), (E,F) uterusta gozlenen HOXA11
immunreaktivitesi. L: Lumen, LE: Luminal epitel, S: Stroma, Ok basi: Stromal
hiicreler, B: Endometriyum bezi, yildiz: Bez epiteli, D: Damar, M: Miyometriyum,
Bar: 25 pm.
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HOXAI11l immunoreaksiyonunun, plasenta maternalisin epitel ve stromal
hiicrelerinde ¢ok zayif bir pozitif reaksiyon gosterdigi belirlendi. Ancak II. donem
epitel hiicrelerindeki reaksiyon yogunlugunun azda olsa diger donemlere oranla daha
giiclii oldugu dikkat c¢ekti. Fotal kisimda koryon epitelindeki trofoblast hiicrelerinde
ise reaksiyonun III. donemde ¢ok zayif iken, I. ve II. donemdeki hiicrelerde orta
yogunlukta oldugu gozlendi. Reaksiyonun I. ve II. donemdeki bazi tek ve cift
cekirdekli trofoblast hiicrelerinin ¢ekirdek ve sitoplazmasinda, III. donem
hiicrelerinin ise sadece sitoplazmasinda lokalize oldugu saptandi. Baz1 f6tal stromal

hiicrelerle birlikte fotal mezensiminde de zayif bir reaksiyon oldugu goézlendi (Sekil-
9).
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Sekil-9: Gebeligin ilk doneminde (79 ginliik), (A, B), ikinci déneminde (106
giinliik), (C,D), iigiincii doneminde (249 giinliik), (E, F) maternal ve fotal plasentada
gbzlenen HOXA11 immunreaktivitesi. ME: Maternal epitel, MS: Maternal stroma,
FE: Fétal epitel, FS: Fotal stroma, FM: Fotal mezensim, Ince ok: Stromal hiicre, Ok:
Tek cekirdekli trofoblast hiicresi, Ok basi: Cift ¢ekirdekli trofoblast hiicresi. Bar:25

pm.
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5.1.3. HOXB6

HOXB6’nin gebeligin her iic doneminde de uterusun luminal ve bez epitel
hiicreleri ile diiz kas hiicrelerinde pozitif bir reaksiyon olusturdugu goézlendi. Bu
hiicrelerin sitoplazmasinda lokalize olan immunreaksiyon, I. donemdeki luminal
epitelde orta yogunlukta iken diger hiicrelerinde daha az olarak belirlendi. Stromal
hiicrelerdeki reaksiyon yogunlugu I. donemde diger donemelere oranla daha giiclii ve
orta siddette oldugu goriildii. Bez hiicrelerinde ise reaksiyon siddetinin her ii¢
donemde de orta yogunlukta oldugu saptandi. Bunlarin yani sira diiz kas hiicrelerinin
donemler arasi reaksiyon yogunlugunun orta siddetine yakin bir giigte oldugu fakat I.
donemdeki hiicrelerin diger donemlere kiyasla daha yogun boyandigi goriildii.
Ayrica III. donemdeki bazi damar endotel hiicrelerinde de pozitif bir reaksiyonun

varlig1 dikkat ¢ekti (Sekil-10).
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Sekil-10: Gebeligin ilk doneminde (86 giinliikk), (A,B), ikinci doneminde (114
giinliik), (C,D), li¢lincii doneminde (227 giinliik), (E,F) uterusta gézlenen HOXB6

immunreaktivitesi. L: Lumen, LE: Luminal epitel, S: Stroma, Ok basi: Stromal
hiicreler, B: Endometriyum bezi, yildiz: Bez epiteli, D: Damar, M: Miyometriyum,
Ok: Miyometriyumdaki diiz kas hiicresi, Bar (A, B, C, D, E): 25 um, (F) 50 pm.
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Plasentanin maternal kisimdaki epitel ve stromal hiicrelerindeki pozitif
reaksiyonun I. donemdeki yogunlugunun diger donemlere kiyasla daha fazla oldugu
gortldii. Maternal epiteldeki yogunluk I. donemde ortadan giicliiye dogru egilim
gosterirken, stromal hiicrelerdeki ise zayiftan ortaya dogru egilim gostermekteydi.
Plasentanin fotal kismindaki koryon epitelinde ise gebeligin her li¢ doneminde de tek
ve ¢ift ¢cekirdekli trofoblast hiicrelerinde ¢ekirdek ve sitoplazmda lokalize olan 1. ve
II. donemlerde ortadan giicliiye egilim gosteren ancak III. donem c¢ift ¢ekirdekli
trofoblast hiicrelerinde ise yogunlugu orta diizeye yakin bir reaksiyon varligi
goriildii. Bunlarin yani sira, fotal mezensimi ve stromal bazi hiicrelerde pozitif

reaksiyon oldugu da saptand1 (Sekil-11).
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Sekil-11: Gebeligin ilk doneminde (86 giinliik), (A,B), ikinci déneminde (114
giinliik), (C,D), ti¢lincii doneminde (227 giinliik), (E,F) maternal ve f6tal plasentada
gbzlenen HOXB6 immunreaktivitesi. ME: Maternal epitel, MS: Maternal stroma,
FE: Fétal epitel, FS: Fotal stroma, FM: Fotal mezensim, Ince ok: Stromal hiicre, Ok:
Tek cekirdekli trofoblast hiicresi, Ok basi: Cift ¢ekirdekli trofoblast hiicresi, Bar:25

pm.
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5.1.4. HOXC6

Ineklerde gebeligin her ii¢ déneminde de HOXC6 immunoreaksiyonu, uterusun
bazi luminal ve bez epitel hiicrelerinin sitoplazmasinda bazi hiicrelerinde ise hem
sitoplazmasinda hem de ¢ekirdeginde lokalize oldugu gériildii. Immunreaksiyon
ikinci donemdeki uterus luminal epiteli ve her {i¢ donemdeki bez epiteli hiicrelerinde
giiclii, diger iki donemdeki luminal epitel hiicrelerinde ise orta yogunlukta oldugu
gortldii. I. ve II. donem stromal hiicrelerde zayif bir immunreaksiyon oldugu ancak
diiz kas hiicrelerinde gii¢lii bir immunreaksiyonun meydana geldigi saptandi. III.
donemdeki stromal hiicrelerde kaybolan immunreaksiyon diiz kas hiicrelerinde ise
cok zayif olarak goriildii. 1. ve II. donemde bazi damar endotel hiicrelerinde de

pozitif boyanmanin oldugu dikkat cekti (Sekil-12).
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Sekil-12: Gebeligin ilk doneminde (82 giinliik), (A,B), ikinci doneminde (178
giinliik), (C,D), li¢lincii doneminde (257 giinliik), (E,F) uterusta gézlenen HOXC6

immunreaktivitesi. L: Lumen, LE: Luminal epitel, S: Stroma, Ok basi: Stromal

M: Miyometriyum

9

hiicreler, B: Endometriyum bezi, yildiz: Bez epiteli, D: Damar,

(B, F, D) 50 pm.

, E): 25 pm,

C

>

Bar (A

Ok: Miyometriumdaki diiz kas hiicresi,
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Plasenta maternalis epitelinde meydana gelen HOXC6 immunoreaksiyonu,
gebeligin 1. ve II. doneminde giiclii, I1I. donemde ise orta seviyede goriildii. Bununla
birlikte bazi1 stromal hiicrelerde reaksiyonun ¢ok zayif oldugu, bazilarinda ise hig
olusmadigr saptandi. Fotal kisma ait koryon epitelindeki tek ve cift ¢ekirdekli
trofoblast hiicrelerinde pozitif bir reaksiyon meydana geldigi belirlendi. Reaksiyon, 1.
donem hiicrelerinde ortadan gii¢liiye dogru goriiliirken, II. donem hiicrelerinde ise
orta yogunlukta goriildii. Reaksiyonun hiicrelerin ¢ekirdek ve sitoplazmasinda
lokalize oldugu saptandi. III. donemdeki tek ¢ekirdekli trofoblast hiicrelerde ¢ekirdek
ve sitoplazmada, ¢ift ¢ekirdekli trofoblast hiicrelerde ise sadece ¢ekirdekte orta
yogunlukta oldugu dikkat ¢ekti. Ayrica tiim donemlerdeki baz1 fotal mezensim ve
stromal hiicreler ile ikinci donemdeki bazi fotal damar endotel hiicrelerinde de zayif

bir reaksiyonun olustugu gozlendi (Sekil-13).
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Sekil-13: Gebeligin ilk doneminde (82 giinliikk), (A,B), ikinci doneminde (178
giinliik), (C,D), {igiincii doneminde (257 giinliik), (E,F) maternal ve fotal plasentada
gozlenen HOXC6 immunreaktivitesi. ME: Maternal epitel, MS: Maternal stroma,
FE: Fotal epitel, FS: Fétal stroma, FM: Fétal mezensim, ince ok: Stromal hiicre, Ok:
Tek ¢ekirdekli trofoblast hiicresi, Ok basi: Cift ¢ekirdekli trofoblast hiicresi, Bar:25

pum.
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5.1.5. TLX1

Inek uterusunda gebeligin her ii¢ déneminde sekillenen pozitif TLXI
immunoreaksiyonunun, luminal epitel hiicrelerinde I. ve II. donemlerde sitoplazma
ve membranda, III. donem de ise sitoplazma, membran ve g¢ekirdekte, bez epitel
hiicrelerinde ise gebeligin her iic doneminde de sitoplazmada lokalize oldugu
belirlendi. Bunlarla birlikte 1. ve III. donem bazi1 stromal hiicrelerde zayiftan orta
yogunluga dogru sekillenen reaksiyonun II. donemdeki hiicrelerde ise hemen hemen
hi¢ olusmadig1 gozlendi. Gebeligin her ii¢ doneminde miyometriyumun diiz kas

hiicrelerinde immunreaksiyonun olmadig1 saptand1 (Sekil-14).
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Sekil-14: Gebeligin ilk doneminde (87 giinliik), (A,B), ikinci déneminde (140
giinliik), (C,D), ii¢lincii doneminde (269 ginliik), (E,F) uterusta gézlenen TLX1
immunreaktivitesi. L: Lumen, LE: Luminal epitel, S: Stroma, Ok basi: Stromal
hiicreler, B: Endometriyum bezi, yildiz: Bez epiteli, M: Miyometriyum, Bar: 25 pm,
(F) 50 pm.
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Plasenta maternalise ait olan epitel kismindaki immunoreaksiyonun I. donemde
orta yogunlukta, II. donem de zayiftan orta yogunluga egilimli, III. donemde ise
zayif bir pozitif boyanma gosterdigi dikkat g¢ekti. Maternal kisimdaki stromal
hiicrelerde ise gebeligin her {ic doneminde de yok denecek kadar zayif bir
reaksiyonun olustugu gozlendi. Fotal bolimdedeki tek ve cift ¢ekirdekli trofoblast
hiicrelerinde, II. donemde orta yogunlukta ¢ekirdek ve sitoplazmda lokalize olan orta
yogunlukta immunreaksiyon tespit edilirken, 1. ve III. donemdeki baz1 tek ve cift
cekirdekli trofoblast hiicrelerinde ¢ekirdege yerlesmis zayif bir immunoreaksiyonun
varlig1 saptandi. Ayrica II. donem fotal stroma ve mezensim hiicrelerinde de zayif bir

boyanmanin oldugu da goriildii (Sekil-15).
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Sekil-15: Gebeligin ilk doneminde (87 giinliik), (A,B), ikinci déneminde (140
giinliik), (C,D), {igiincii doneminde (269 giinliik), (E,F) maternal ve fotal plasentada
gbzlenen TLX1 immunreaktivitesi. ME: Maternal epitel, MS: Maternal stroma, FE:
Fotal epitel, FS: Fotal stroma, FM: Fotal mezensim, Ince ok: Fétal Stromal hiicre,
Ok: Tek cekirdekli trofoblast hiicresi, Ok basi: Cift ¢ekirdekli trofoblast hiicresi,
Bar:25 um.
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5.1.6. DIx-5

Gebeligin her doneminde DIx-5 immunoreaksiyonun bazi luminal ve bez epitel
hiicrelerinde sitoplazma ve membranda digerlerinde ise sitoplazma, membran ve
cekirdekte lokalize oldugu tespit edildi. Miyometriyum katmanindaki diiz kas
hiicrelerindeki immunreaksiyon ise birinci donemde gii¢lii, II. déonemde orta, III.
donemde ise zayif oldugu goriildii. Ayrica her ii¢ donemdeki baz1 stromal hiicreleri
ile birlikte 1. ve II donemdeki bazi damar endotel hiicrelerinde de zayif bir

immunoreaksiyonun meydana geldigi gozlendi (Sekil-16).
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Sekil-16: Gebeligin ilk doneminde (73 giinliik), (A,B), ikinci doneminde (102
giinliik), (C,D), tigiinci doneminde (219 giinliik), (E,F) utrusta gozlenen DIx-5
immunreaktivitesi. L: Lumen, LE: Luminal epitel, S: Stroma, Ok basi: Stromal
hiicreler, B: Endometriyum bezi, Yildiz: Bez epiteli, D: Damar, M: Miyometriyum,
Ok: Diiz kas hiicresi, Bar (A, C, D, E): 25 um, (B, F) 50 pm.
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Plasenta  maternalisin  epitel  ve  stromal  hiicrelerinde  DIx-5,
immunoreaksiyonunun pozitif oldugu saptandi. Pozitif olarak goriilen bu
reaksiyonun, II. ddnem plasenta maternalis epitelinde ortadan gii¢liiye dogru, I. ve II1
donem epitelinde ise orta yogunlukta oldugu gozlendi. Baz1 stromal hiicrelerde ise
reaksiyonun ¢ok zayif sekillendigi saptandi. Fotal boliimdeki koriyon epitelinde
bulunan tek ve ¢ift ¢ekirdekli trofoblast hiicrelerinde her ii¢ donemde ¢ekirdek ve
sitoplazmada lokalize olan bir reaksiyonun meydana geldigi tespit edildi. II.
donemdeki hiicrelerde reaksiyonun giiclii, I. donemde orta egilimli, III. donem
hiicrelerinde ise yogunlukta sekillendigi dikkat ¢ekti. Fotal mezensim ve stromal
hiicrelerde ise II. donemde orta yogunlukta gbzlenen reaksiyonun I. dénemde c¢ok

zayif, III. donemde ise hemen hemen hi¢ olugsmadagi tespit edildi ( Sekil-17).
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Sekil-17: Gebeligin ilk doneminde (73 giinliik), (A,B), ikinci doneminde (102
giinliik), (C,D), ti¢lincii doneminde (219 giinliik), (E,F) maternal ve f6tal plasentada
gozlenen DIx-5 immunreaktivitesi. ME: Maternal epitel, MS: Maternal stroma, FE:
Fétal epitel, FS: Fotal stroma, FM: Fotal mezensim, ince ok: Fétal Stromal hiicre (C)
, maternal stroma hiicresi (A, E) , Ok: Tek cekirdekli trofoblast hiicresi, Ok basi: Cift
cekirdekli trofoblast hiicresi, Bar:25 pm.
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5.1.7. HLX

Gebe inek uterusunda pozitif olarak gozlemlenen HLX immuroreaksiyonu,
gebeligin her ic doneminde de luminal ve bez epitel hiicrelerinde zayiftan orta
yogunluga olacak sekilde meydana geldigi tespit edildi. Reaksiyonun bu hiicrelerin
sitoplazmasinda lokalize oldugu gozlendi. Uterusun bazi stromal ve diiz kas
hiicrelerinde reaksiyon olusmazken bazilarinda ¢ok zayif olustugu saptandi (Sekil-

18).
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Sekil-18: Gebeligin ilk doneminde (75 giinliik), (A,B), ikinci doneminde (123
giinliik), (C,D), iiglincii doneminde (202 giinliik), (E,F) uterusta gozlenen HLX
immunreaktivitesi. L: Lumen, LE: Luminal epitel, S: Stroma, Ok basi: Stromal
hiicreler, B: Endometriyum bezi, yildiz: Bez epiteli, M: Miyometriyum, Bar (A. C,
D, E): 25 um, (B, F) 50 um.
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Plasenta maternaliste gézlenen HLX immureaksiyonunun, gebeligin her ii¢
doneminde epitel icin zayif ve zayiftan ortaya dogru, stroma igin ise ¢ok zayif
yogunlukta oldugu belirlendi. Fotal kisima ait olan koriyon epitelindeki tek ve cift
cekirdekli trofoblast hiicrelerinde gézlenen immunoreaksiyonun, her ii¢ donemde de
sitoplazmada zayif yogunlukta oldugu tespit edildi. Fotal stroma ve mezensimde ise

cok zayif yogunlukta meydana gelen bir reaksiyon goriildii (Sekil-19).
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Sekil-19: Gebeligin ilk doneminde (75 giinlik), (A,B), ikinci doneminde (123
giinliik), (C,D), {igiincii doneminde (202 giinliik), (E,F) maternal ve fotal plasentada
gozlenen HLX immunreaktivitesi. ME: Maternal epitel, MS: Maternal stroma, FE:
Fotal epitel, FS: Fotal stroma, FM: Fétal mezensim, Ince ok: Fétal Stromal hiicre (B)
, maternal stroma hiicresi (A, E) , Ok: Tek cekirdekli trofoblast hiicresi, Ok basi: Cift
cekirdekli trofoblast hiicresi, Bar:25 pm.
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Boyanmanin dogrulugunu kanitlama agisindan primer antikor yerine PBS
kullanilmas1  sonucunda negatif kontrol gruplarimizda immunoreaksiyonun

sekillenmedigini gozledik (Sekil-20).
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Sekil-20: HOXA10, HOXAl-l, HOXB6, HOXC6, "fLXl, DIx-5 ve HLX Proteinleri
icin yapilan negatif kontrol immunoreaktivitesi. L: Lumen, LE: Luminal epitel, B:
Endometriyum bezi, S: Stroma, yildiz: Bez epiteli, M: Miyometriyum, D: Damar,
Ok basi: Cift ¢ekirdekli trofoblast hiicresi, ok: Tek c¢ekirdekli trofoblast hiicresi, FM:

Fotal mezensim, Me: Maternal epitel.
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5.2. Istatistiksel Bulgular

5.2.1. HOXA10

Interplasentomal bolgedeki uterus luminal epiteli, kas ve bezlerin yani sira
plasenta maternalis’in stromal bdlgelerindeki HOXA 10 ekspresyon diizeylerinin ayni
oldugu (p>0,05) sonucuna ulasildi. Ancak HOXA10 ekspresyonu endometriyal
stroma ile plasenta maternaliste gebeligin birinci ve ikinci donemlerinde birbirinden
farkli diizeylerde eksprese olmaktaydi (p<0,05). Bununla birlikte gebeligin birinci
doneminin, ikinci ve {giincli donemlerin arasinda bir degerde oldugu saptandi.
HOXA10 ekspresyon seviyesini fotal plasenta diizeyinde inceledigimizde ise UTC
ile TGC/BNC skorlamalarinin birinci doneme kiyasla ikinci donemde anlamli bir
sekilde diisiis sergiledigi (p<0,05) ve {igiincii donemin ikinci dénemle benzer oldugu
(p>0,05) teyit edildi. Fotal plasenta stromasinda HOXA10 ekspresyonu diizeyinin
birinci ve ikinci donemlerde hem sayisal hem de istatistiksel yonden benzer oldugu
(p>0,05), ancak tigiincii donemde bu verilerin anlamli bir sekilde (p<0,05) diisiis
gosterdigi sonucuna varildi (Tablo-4).
Tablo-4: Inek uterus ve plasentasinda HOXAI10 proteininin farkli gebelik

donemlerindeki ekspresyon skoruna ait istatistiksel sonuglar.

1.Dénem(ilk) 2.Dénem(Orta) 3.Dénem(Son)
HOXA10 (n=9) (n=9) (n=9)
Epitel 2,44+0,53° 2,11+0,33° 2,56+0,53°
g
3 Bez 2,44+0,53" 2,44+0,53" 2,33+0,50°
IS
g Stroma 1,22+0,67* 0,78+0,44" 1,44+0,53°
=
S Kas 2,22+0,44° 2,22+0,44° 2,11£0,33°
: 2 Epitel 2,11+0,60" 2,67+0,50° 1,89+0,33"
S
3 Stroma 1,3320,50° 1,44+0,53" 1,67+0,50°
& 3
g
< UTC 2,56+0,53" 1,89+0,33" 1,67+0,50°
S .2
2 3 TGC/BNC 2,56+0,53" 1,78+0,44° 1,78+0,44"
?"‘ Q b b a
Stroma 1,56+0,53 1,56+0,53 0,67+0,50

Ayni satirda yer alan farkli iist simgeler donemlere bagli ekspresyon diizeylerindeki istatistiksel farki
(*Pp<0,05), ortak iist simgeler ise donemler arasindaki benzerligi gostermektedir.

62



5.2.2. HOXAI11

Ineklerde tiim gebelik siiresince endometriyal epitel, bez ve kas katmanmnin da
plasenta fGtalis’in stromasinda HOXA11 ekspresyonu diizeyinde bir degisiklik
gostermeyip ve her li¢ donemin skorlamasi dénemler agisindan istatistiksel yonden
birbirine benzer oldugu saptandi (p>0,05). Endometriyum’un stromasinda ise
HOXAI11 ekspresyonu birinci doneme kiyasla ikinci donemde anlamli bir diisiis
gostermistir  (p<0,05). Ucgiincii dénemde ekspresyon sayisal olarak bir artis
gostermesine ragmen yogunlugu acisindan donem ikiye benzer seviyede kalmistir
(p>0,05). Plasenta maternalis’in epitel bolgesinde ikinci donemle beraber istatistiksel
yonden anlamli olmayan bir artis gosteren HOXA11 ekspresyonu (p>0,05), daha
sonra bir miktar azalma gostererek birinci ve ikinci donemler arasinda bir diizeye
gerilemektedir. Plasenta maternalis’in stromasinda en diisiik ekspresyon diizeyi
birinci donemde gozlenmektedir. ikinci dénemle birlikte sayisal olarak bir artis
gozlenmis olsa dahi bu ylikselme istatistiksel yonden anlamli olmayip (p>0,05),
birinci ve iigiincii dénemler arasinda bir deger almistir. Ugiincii donemde stromadaki
HOXAI11 ekspresyonu birinci doneme kiyasla anlamh sekilde artmaktadir (p<0,05).
Fotal plasenta UTC’lerin birinci ve ikinci donemler arasinda anlamli bir ekspresyon
artist  gozlenmemistir (p>0,05). Ancak iigiincii donemle birlikte bu hiicrelerde
ekspresyonun skorlamasi diger iki doneme kiyasla anlamli bir gerileme gostermistir
(p<0,05). TGC/BNC skorlamasinda ise ikinci donemde istatistiksel olarak anlamli
olmasa da sayisal yonden bir miktar artis gozlenmistir. Bununla birlikte {igiincii
donemde TGC/BNC skorlamasi ikinci doneme kiyasla anlamli bir sekilde gerilemis

(p<0,05), birinci ve ikinci donemler arasinda bir deger almistir (Tablo-5).
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Tablo-5: Inek uterus ve plasentasinda HOXAI1 proteininin farkli gebelik

donemlerindeki ekspresyon skoruna ait istatistiksel sonuglar.

1.Donem(ilk) 2.Donem(Orta) 3.Donem(Son)

HOXA11 (n=9) (n=9) (n=9)

Epitel 2,11+0,60° 1,89+0,60° 2,00+0,50°
§ Bez 2,00+0,7° 1,78+0,67° 1,44+0,53°
¥
§ Stroma 1,67+0,7° 0,33+0,50° 0,56+0,73"
Q

Kas 0,67+0,7° 0,44+0,53% 0,67+0,50°

. Epitel 0,67+0,50° 1,67+0,50° 1,1120,60%

£
2 E a ab b
) Stroma 0,22+0,44 0,56+0,53 1,11+0,60
R
-

UTC 1,44+0,73° 2,11+0,60° 0,67+0,50°
S 2
: ~
g ;2 TGC/BNC 0,89+0,60% 1,33+0,50° 0,44+0,53 %
=

Stroma 0,33+0,50° 0,67+0,71° 0,78+0,67°

Ayni satirda yer alan farkli iist simgeler donemlere bagli ekspresyon diizeylerindeki istatistiksel farki
(*"p<0,05), ortak iist simgeler ise donemler arasindaki benzerligi gostermektedir.

5.2.3. HOXB6

Gebeligin ikinci doneminde HOXB6 ekspresyonu, endometriyal epitel ve
plasenta maternalis’in stroma bolgesinde anlamli bir sekilde gerilemistir (p<0,05).
Bununla birlikte gebeligin ii¢lincii doneminde bu bélgelerdeki ekspresyon diizeyi
hafif bir gsekilde yilikselme egilimine girerek birinci ve ikinci dénemlerdeki
ekspresyon seviyeleri arasinda bir deger almistir (p>0,05). Endometriyum’un
stromas1 ve plasenta maternalis epitelinde HOXB6 ekspresyonu ikinci donemde
birinci doneme kiyasla hem sayisal hem de istatistiksel yonden anlamli (p<0,05) bir
sekilde azalmustir. Ilging bir sekilde her iki alanda da ekspresyon diizeyleri iiciincii
donemde degisiklige ugramamais ikinci donemden gebeligin sonuna kadar ekspresyon
diizeyi korunmustur. Plasenta fotalis’deki TGC/BNC’nin HOXB6 ekspresyonu
birinci doneme kiyasla {iglinci donemde anlamli bir sekilde azalma
gosterirken(p<0,05), ikinci donemde ara bir deger almistir. Plasenta fotalis’in
stromasinda ise bu ekspresyon ikinci donemde birinci doneme nazaran anlamli bir

sekilde diisiis gostermis ancak ticlincli donemde tekrar yilikselme egilimine girerek
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birinci donemdeki seviyesine gelmistir. Bunlarin yani sira endometriyal bezlerde, kas
tabakasinda ve plasenta fotalis’in UTC hiicrelerinde ekspresyon diizeyi yoniinden
doneme bagli bir degisiklik olusmadigi ve her donemde ekspresyon diizeyinin benzer

oldugu (p>0,05) sonucuna ulasilmistir (Tablo-6).

Tablo-6: Inek uterus ve plasentasinda HOXB6 proteininin farkli gebelik

donemlerindeki ekspresyon skoruna ait istatistiksel sonuglari.

1.D6nem(ilk) 2.Dénem(Orta) 3.Dénem(Son)

HOXB6 (n=9) (n=9) (n=9)
< Epitel 2,22+0,67° 1,44+0,53° 1,56+0,53%
3 Bez 2,33+0,71° 2,11%0,60° 2,11£0,60°
3
Q Stroma 2,22+0,44° 1,33+0,50° 1,33+0,71°

Kas 1,89+0,78" 1,22+0,67° 1,56+0,53"

. Epitel 2,44+0,53" 1,56£0,53° 1,56+0,53"

53
a E b a ab
g8 Stroma 1,56+0,53 0,78+0,44 1,1120,60
NS
=5

UTC 2,44+0,53" 2,56+0,53" 2,000,50"
Se
g 5‘5: TGC/BNC  2,67+0,50° 2,56+0,53" 1,89+0,60°
™

Stroma 1,67+0,50° 0,78+0,44 1,44+0,53°

Ayni satirda yer alan farkli iist simgeler donemlere bagli ekspresyon diizeylerindeki istatistiksel farki
(*"p<0,05), ortak iist simgeler ise donemler arasindaki benzerligi gostermektedir.

5.2.4. HOXC6

Gebelik siiresince hem endometriyal bezler ve endometriyum stromada hem de
plasenta fotalis ve plasenta maternalis’in stromasinda HOXC6 ekspresyonu’nun
diizeyinde anlaml1 bir degisiklik sekillenmedigini (p>0,05) gozlemledik. Bunununla
birlikte endometriyumun kaslarinda, plasenta maternalisin epitelinde ve plasenta
fotalisin UTC hiicrelerinde birinci ve ikinci gebelik donemlerinde HOXC6
ekspresyonu benzer diizeylerde iiretilirken (p>0,05), gebeligin son doneminde
ekspresyon diizeyinin anlamli sekilde diisiis gosterdigi goriildii (p<0,05). Buna
karsin, endometriyum epitelinde birinci doneme kiyasla ikinci donemde sayisal

yonden ekspresyon skorlamasinda artis oldugu ancak bu farkin istatistiksel yonden
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bir anlamli yaratmadig tespit edildi (p>0,05). Ugiincii donemde ise ekspresyonun
istatistiksel yonden anlamli olmasa dahi birinci doneminde altinda bir deger aldig1 ve
ikinci donemden anlamli sekilde daha az oldugu (p<0,05) belirlenmistir. TGC/BNC
skorlamasinin ise birinci doneme kiyasla ikinci donemde anlamli bir diisiis gosterdigi
(p<0,05) ve ikinci ile iiclincli donemlerde ekspresyon diizeyinin benzer oldugu

(p>0,05) goriildii (Tablo-7).

Tablo-7: Inek uterus ve plasentasinda HOXC6 proteininin farkli gebelik

donemlerindeki ekspresyon skoruna ait istatistiksel sonuglar.

1.D6énem(ilk) 2.Donem(Orta) 3.Donem(Son)

HOXC6 (n=9) (n=9) (n=9)

Epitel 2,44+0,53% 2,78+044° 2,22+0,44°
S
g Bez 2,89+0,33° 2,44+0,53" 2,44+0,53"
5 | | |
§ Stroma 0,89+0,33" 1,22+0,67° 0,56+0,53"
<3

Kas 2,56+0,53" 2,44+0,53" 1,00+£0,50°

& Epitel 2,89+0,33° 2,89+0,33° 2,33+0,50°

S~
§ 3 Stroma 1,2240,44° 0,89+0,33" 0,78+0,44°
&8

UTC 2,78+0,44° 2,44+0,53° 1,78+0,44"
S
oS TGC/BNC  2,78+0,44° 2,22+0,44° 2,000,50°
S R
TR

Stroma 0,89+0,60° 0,89+0,33" 1,22+0,44°

Ayni satirda yer alan farkli iist simgeler donemlere bagli ekspresyon diizeylerindeki istatistiksel farki
(*Pp<0,05), ortak iist simgeler ise donemler arasindaki benzerligi gostermektedir.

5.2.5. TLX1

Istatistiksel degerlendirme sonucunda endometrium epiteli ve kas katmanimin
yan1 sira plasenta maternalis’in stromasinda TLX1 ekspresyon skorlamasinin
donemler arasinda benzerlik gosterdigi tespit edildi (p>0,05). Endometriyal bezler ve
plasenta maternalis’in stromasi birinci donemle karsilastirildiginda sadece {igiincii

donemde anlamli bir diistis (p<0,05) gostermistir. Endometriyum’un stromasinda
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ikinci donemde istatistiksel yonden anlamli olmayan bir azalma goriiliirken plasenta
fotalisin UTC hiicrelerinde ikinci donemde istatistiksel yonden anlamli olmayan bir
artis gozlemlenmistir. Her iki skrolama da {iciincii donemde dengelenerek birinci
donemin diizeyine gelmistir. Her iki alanda da ikinci ve li¢ilincli donemler arasindaki
ekspresyon diizeyleri arasindaki fark anlamlidir (p<0,05). Plasenta fotalis’in
TGC/BNC’leri ve stromasinda TLX1 ekspresyonun gebeligin ikinci doneminde
anlaml bir sekilde yiikselmis (p<0,05) ancak iigiincii donemle tekrar gerileyerek

birinci donem seviyesine ulagilmistir (Tablo-8).

Tablo-8: Inek uterus ve plasentasinda TLX1 proteininin farkli gebelik

donemlerindeki ekspresyon skoruna ait istatistiksel sonuglar.

1.Donem(ilk) 2.Dénem(Orta) 3.Dénem(Son)
TLX1 (n=9) (n=9) (n=9)
Epitel 2,22+0,44° 2,22+0,44° 2,44+0,53°
g
3 Bez 2,11+0,33° 1,89+0,60% 1,44+0,53"
E
S Stroma 1,33+0,50™ 0,89+0,33" 1,56+0,53"
Q
Kas 0,44+0,53° 0,33+0,50° 0,33+0,50"
. Epitel 2,33+0,50 1,89+0,33° 1,22+0,44°
) ; p p
g 8 Stroma 0,56+0,53° 0,78+0,44° 0,330,50"
E S
g
UTC 1,33+0,50 1,78+0,44° 1,22+0,44°
s . TGC/BNC 1,33+0,50° 2,11+0,33° 1,00:£0,00°
2 3
S 3
SRR Stroma  0,56+0,53" 1,22+0,44° 0,33+0,50°

Ayni satirda yer alan farkli iist simgeler donemlere bagli ekspresyon diizeylerindeki istatistiksel farki
(*Pp<0,05), ortak iist simgeler ise dsnemler arasindaki benzerligi gostermektedir

5.2.6. DIx-5
Yapilan immunohistokimyasal analiz sonucunda DIx-5 ekspresyonu
endometriyumun kas bolgesi ve plasenta fotalis’in disindaki degerlendirilen

anatomik alanlarda gebeligin donemlerine bagli olarak ekspresyon seviyelerinin
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degismedigi tespit edildi (p>0,05). Endometriyumun kas bdlgesinde gebeligin birinci
donemine kiyasla ikinci donemde ekspresyon skorlamasindaki sayisal azalmanin
anlamli olmadig1 (p>0,05) ancak {ii¢lincii donemde DIx-5 diizeyinin anlamli sekilde
azaldig1 tespit edildi (p<0,05). Plasenta fotalisde ise UTC, TGC/BNC ve stromal
alanlarda DIx-5 ekspresyonunun birinci déoneme kiyasla ikinci donemde anlamli bir
sekilde artig gosterdigi (p<0,05) goriliirken, gebeligin son doneminde daha diisiik
bir ekspresyon izlendi (p<0,05). Ayrica plasenta fotalisin stromal bolgesinde ikinci
donemde anlamli sekilde yiikselen ekspresyonun, iiglincii donemle birlikte

gerileyerek birinci doneme benzer (p>0,05) diizeye geldigi saptandi (Tablo-9).

Tablo-9: Inek uterus ve plasentasinda DIx-5 proteininin farkli  gebelik

donemlerindeki ekspresyon skoruna ait istatistiksel sonuglar.

1.Donem(ilk) 2.Donem(Orta) 3.Donem(Son)
DIx-5 (n=9) (n=9) (n=9)
Epitel 2,67+0,50° 2,67+0,50° 2,56+0,53"
E a a a
3 Bez 2,56+0,53 2,56+0,53 2,67+0,50
E
S Stroma 0,78+0,67° 0,67+0,71° 0,78+0,67%
g
Kas 2,44+0,73° 1,67+0,71° 0,89+0,60°
Epitel 2,22+0,67° 2,56+0,53° 2,00+0,71°
I .2
s 3
2 £ . . -
5 8 Stroma 0,78+0,44° 0,67+0,71° 0,78+0,67
S
g
UTC 1,78+0,44° 2,56+0,53° 1,00+0,71*
- TGC/BNC 1,780,447 2.6720.50° 1.00£0.71°
QN K a b a
Stroma 0,78+0,67 2,00+0,71 0,44+0,53

Ayni satirda yer alan farkli iist simgeler donemlere bagli ekspresyon diizeylerindeki istatistiksel farki
(*"p<0,05), ortak iist simgeler ise donemler arasindaki benzerligi gostermektedir.
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5.2.7. HLX

Elde edilen skorlamalarin istatistiksel degerlendirmesi sonucunda gebeligin her
donemindeki uterus ve plasentada HLX ekspersyonu diizeyinde anlamli bir farkin

sekillenmedigi (p>0,05) goriildii (Tablo-10).

Tablo-10: inek uterus ve plasentasinda HLX proteininin farkli gebelik

donemlerindeki ekspresyon skoruna ait istatistiksel sonuglar.

Epitel 1,67+0,50° 1,78+0,44° 1,56+0,53"
g Bez 1,56+0,53° 1,78+0,44° 1,33+0,50°
1S
5 Stroma 0,89+0,33" 0,67+0,50° 0,78+0,44°
3

Kas 0,78+0,44" 0,33+0,50° 0,56+0,53"

w Epitel 1,33+0,50° 1,44+0,53° 1,11+0,60°

<2 p
S
S &
3 § Stroma 0,78+0,44° 0,78+0,44% 0,33+0,50%
~ 5

UTC 1,22+0,44° 1,33+0,50° 0,89+0,33"
§ 2 TGC/BNC 1,22+0,44° 1,44+0,53° 1,00+0,00°
S
E l.\ a a a

Stroma 0,33+0,50 0,67+0,50 0,22+0,44

Ayni satirda yer alan ortak {ist simgeler ise donemler arasindaki benzerligi gostermektedir (p>0,05).

69




6. TARTISMA

Embriyonik gelisimi kontrol eden transkripsiyon faktorlerini kodlayan
Homeobox genleri, her ireme dongiisii sirasinda hiicre biiyiimesini ve farklilagmasini
diizenlemektedirler. Bununla birlikte endometriyum gelisimi dstrojen ve progesteron
tarafindan da diizenlenir. Boylece bu hormonlarla birlikte Hox proteinlerininde
endometriyumun biiylimesinde ve gelisiminde rol oynadigi bildirilmistir (81).
Homeobox proteinlerinin endometriyal gelisim ve fonksiyonun diizenlenmesi ile
blastosist implantasyonu ve yerlesiminde etkisi oldugu bildirilmesine ragmen, bu gen
ailesine ait baz1 hox proteinlerinin disi genital sistemindeki ve gebelik siirecindeki
rolleri hala tam olarak anlagilmamaistir (80).

Homeobox proteinlerinin yetiskinlerde plasenta ve kanserli dokularda da
ekspresse edildikleri bildirilmistir. Fakat bu genlerin trofoblastlarin farklilagmasi ve
plasental gelisimdeki rolii hala tam olarak belirlenememistir. Insan trofoblast
dokusunda HOX proteinlerinin varligin1 agiklayan son c¢aligmalar trofoblast
farklilasmasinda homeobox proteinlerinin kritik rollere sahip olduklarina dikkat
cekilmistir. Ayrica bu proteinlerin gebelik trofoblastik hastaliklarda goriildiigii gibi
anormal trofoblast hiicreleriyle iligkili onkojenik 6zelliklere sahip olabilecekleri de
bildirilmigtir (102).

Sunulan calismada inceledigimiz proteinlerin; inek uterus ve plasentasinda
gebelik stliresi boyunca  birden ¢ok rollere sahip oldugu ve farkli gebelik
donemlerinde parakrin ve otokrin mekanizmalar1 ile hiicrelerde biiylime ve
farklilagsma gibi etkilere sahip olabilecekleri diistiniildi

HOX genler baglangicta gelismekte olan genital sistemde tanimlanmis olup
ekspresyonlariin yetigkin disi lireme sisteminde devam ettigi ifade edilmistir.
Drosophila Abd-B smifi homeodomain proteinlerinin bir {iyesi olan HOXA10
memeli geni, uterus gelisimi ve homeozisinde Onemli bir role sahip olan bir
proteindir. HOXA10, dolagimdaki seks steroidlerine yanit olarak dongiisel ve
gelisimsel degisikliklere ugrayan endometriyumun glandiiler ve stromal hiicrelerinde
eksprese edilmistir. HOXA10 ekspresyonunun, Ostrojenin pik seviyede oldugu
proliferatif fazda ortaya c¢iktii ve progesteron seviyelerinin hizla yikseldigi

salgilama fazinda da oOnemli Olgiide arttigi bildirilmistir (143, 144). Yapilan
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arastirmalarda HoxalO’nun fare ve insan uterusunun gelisim evresinde yetiskin
endometriyumunda da tespit edildigi bildirilmistir (143, 145).

Godbole ve ark. (146) vyaptiklart c¢alismada, HOXA10’nun maymun
endometriyumunun epitel, stromal ve endotel hiicrelerinde ¢ekirdek ve sitoplazmada
lokalize oldugunu ancak lokalizasyonun luminal epitel hiicrelerinde daha fazla
goriildiigiinii bildirmislerdir. Ayrica lokalizasyonun miyometriyuma dogru uzanan
endometriyumun bazalis kisminda belirgin sekilde azaldigi da ortaya konulmustur.
Gebe maymun endometriyumlarindaki HOXA10 ekspresyon seviyesinin kontrol
guruplarina oranla ¢ok fazla arttig1 ve stromal ile glanduler hiicrelerin ¢ekirdek ve
sitoplazmasinda lokaliz oldugu ve stromanin bezlerle karsilastirildiginda
ekspresyonun daha yiiksek olduguna isaret edilmistir.  Bu nedenle, stromal
hiicrelerin epitel hiicrelerine gore embriyonik sinyallere daha duyarli oldugu
vurgulanmigtir. Ayrica primatlarda endometriyum fonksiyonalis ve bazalis
bolgelerinden ekspresse edilen HOXA10’nun, progesteron ve embriyodan gelen
sinyallerle modiile edilip primatlarda gebeligin gelisme siirecine katki
saglayabilecegine dikkat ¢ekilmistir.

Farelerde yapilan c¢alismada, HoxalO’nun engellenmesi sonucunda stromal
hiicrelerde kusurlu proliferasyonlar meydana geldigi bildirilmistir. Bdylece
HoxalO’nun stromal hiicrelerin ¢ogalip farklilagmasinin yani sira yavru ile anne
arasindaki sinyallerin saglanmasinda da onemli bir role sahip oldugu  One
striilmiistiir (147, 148).

Yang ve ark. (149) yaptiklar1 deneysel calismada, pre-implantasyon doneminde
olan iki farkl tipteki (tekrarlayan implantasyon bozuklugu olan ve kontrol gurubu)
insan endometriyumunu karsilastirmiglardir. Calisma sonucunda HOXA-10
sinyalinin esas olarak stroma hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde ve glandiiler epitel
hiicrelerinin sitoplazmasinda lokalize oldugu ortaya konulmustur. Ayni zamanda
HOXA10’nun tekraralayan diisilk ve IVF sonrasi implantasyon basarisizligi olan
endometruyumlardaki ekspresyonunun kontrol gurubuna goére azaldigini da rapor
edilmistir. Ayrica HOXA-10 ekspresyonunun Ostrojen ve progesterona yanit olarak
endometrial glandiiler ve stromal hiicreleride diizenlendigi ve bdylece implantasyona

katki sagladig1 ifade edilmistir. Bu bulgular sonucunda insanlarda HOXA10
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proteininin gebeligin olusmasi ve siirdiiriilmesinde pozitif bir etki olusturabilecegini
one siirmislerdir (149, 150).

Gui ve ark.’nin (151) insan endometriyumunda yapmis olduklari ¢calismada da
HOXA10’nun glandiiler ve luminal epitel ile stromal ve endotelyal hiicrelerde
ekspresse oldugunu gostermislerdir. Luminal epiteldeki ekspresyonun salgilama
fazinda arttigini, endotel hiicrelerindeki ekspresyonun ise tiim menstriiel sikliis
boyunca degismedigini bildirmislerdir. Bdylece salgilama fazinda hormonal
etkilesimlere bagli olarak ekspresyon diizeyinin etkilenebildigine dikkat
cekmislerdir.

Yapilan bir diger deneysel aragtirmada erken dogum sonrasindaki rat
endometriyumunda Ostrojen eksikligi maruziyetine bagli olarak HoxalO proteinin
ekspresyonunda negatif yonde bozulmalar meydana geldigi ve bunun sonucunda
stromal hiicrelerde proliferasyon yetmezliginin ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir. Bunun da
implantasyonu olumsuz yonde etkileyebilecegi bildirilmistir. Calismada HoxalO ile
Ostrojen hormonu arasinda sinerjik bir iligki oldugunu ve bu etkilesimin stromal
hiicreleri pozitif anlamda etkiledigini ifade etmislerdir (152).

Farelerde HoxalO’nun uterustaki lokalizasynonun bozulmasi infertilitinin bir
gostergesi olarak kabul edilmistir. Son zamanlarda yetigkin insan uterusunda da
HOXA10’nun ekspresse edildigi not edilmistir. Bu ekspresyonun, uterusun stromal
ve glanduler hiicrelerinde yerlestigi goriilmiistiir. Ayrica HOXA10 ekspresyonunun
menstriiel siklusun orta salgilama fazinda progesteron konsantrasyonun artmasina
pararlel olarak arttig1 da ortaya konmustur. Bunlarin sonucunda da HOXA10’nun
menstriie]l siklusun diizenlemesinde, implantasyonda etkileri oldugu ortaya
konmustur (153).

Cermik ve ark. (154) insan endometriyumunda yapmis olduklar1 arastirmada
HOXA10’un glanduler ve luminal epitel ile miyometriyumda eksprese oldugunu
ortaya koymuslardir. Calismada miyometriyumdaki HOXA10’nun menstriiel
sikliisun proliferatif fazindaki ekspresyonunun yiiksek oldugunu bildirmislerdir.
Boylece HOXA10’nun lokalizasyonundaki degisimin, siklusun farkli donemlerindeki
hormonal degisime bagli olduguna isaret etmislerdir. Ayrica gebelik disindaki

fonksiyonu bilinmeyen miyometriyumun, ovaryum steroidleri tarafindan
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diizenlendigi ve buna bagli olarak HOXA10’un hiicrelerin gelisip farklilasmasin
tetikleyerek gebelige katki saglayabilecegi diistiniilmuistiir.

Blitek ve ark. (155, 156) yaptiklar1 calismada domuz endometriyumunda
HOXA10 proteinin ekspresyonu ve etkilerini ortaya koymayr amaclamislardir.
Calismalarda HOXA10’nun luminal epitelde ve stromal hiicrelerde, glanduler epitel
hiicrelerinde, kan damarlarinda ve miyometriyumda eksprese oldugunu
bildirmiglerdir. Ayrica estradiol, progesteron ve konseptusun uyarimlarma baglh
olarak HOXA10’nun implantasyona katk1 saglayabilecegi diisiiniilmiistiir.

Guo ve ark. (157) yapmis olduklar1 deneysel calismada erken gebelik
donemindeki kopek uterusunda, HoxalO ekspresyonunu farkli kosullar altindaki
etkilerini arastirmislardir. HoxalO esas olarak kopek uterusunun glandiiler epitel ve
miyometriyumda lokalize oldugunu ifade etmislerdir. Gebeligin 6. , 12. ve 17.
giinlerinde HoxalO ekspresyon yogunlugunun glandiiler epitelde diisiikk diizeyde
iken, gebeligin 20. giiniinde embriyo implante oldugunda arttigi goriilmiistiir.
Luminal epitelde ise ekspresyonun goriilmedigine dikkat ¢ekmislerdir.
Miyometriyumda ise gebeligin 6. , 12. ve 17. giinlerinde diisiik bir HoxalO
lokalizasyonunun oldugu, ancak 20. giinde yiiksek bir seviyeye ulastig1 bildirilmistir.
Bunlarla birlikte Ostrojen dongiisii sirasinda, Ostrojen pik seviyede iken HoxalO
ekspresyonunun goriilmesi, ovariektomize kopek uterusunda ise Hoxal0 mRNA
ekspresyonunu 6nemli Ol¢lide azalmasi, HoxalO ekspresyonunun kopek embriyo
implantasyonu ile yakindan iligkili oldugunu ve Ostrojen ile progesteron tarafindan
regiile edilebildigini gdstermistir.

Calismamiz gebe inek uterusunda HOXA10’nun ekspresyonunu gosteren ilk
calisma olup maymun (146), insan (149, 150, 151, 154), fare (147, 148, 152, 153),
domuz (155, 156) ve kopek (157) de yapilan caligsmalara paralel sekilde uterusun
luminal ile glanduler epitelinden ve bazi stromal hiicrelerden ekspresse edildigi
gbzlendi. Gozlenen reaksiyon istatistiksel yonden degerlendirildiginde endometriyal
epitel, kas ve bezlerde gebeligin donemlerine bagl olarak HOXA10 ekspresyonunun
aynt oldugu (p>0,05), ancak stromal hiicrelerde gebeligin birinci ve ikinci
donemlerinde birbirinden farkli diizeylerde oldugu (p<0,05) saptandi. Boylece
HOXA10’nun epitel hiicrelerin ¢ogalmasinda fonksiyonel rol iistlendigi, stromal ve

glanduler hiicrelerde ise otokrin/parakrin etkisi gostererek uterustaki diger hiicrelerle
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etkilesimde olmalarina katki saglayabildigi sdylenebilir. Ayrica farelerdeki durumun
aksine insan, domuz, kopek ve maymunlardaki caligmalara benzer sekilde bizim
calismamiz da miyometriyumdaki diiz kas hiicrelerinde ekspresyon gozlendi. Bu
ekspresyon diizeyi her iic donemde de ayniydi (p>0,05). Bu durum HOXA10’nun
ineklerde miyometriyum fizyolojisine katki sagladigini, diiz kas hiicrelerinin
biliylimesine yardimci oldugunu ve bdylece saglikli bir gebeligin siirdiiriilmesine
katki saglayabildigini géstermektedir.

Embriyogenezis, organogenezis ve ekstraembriyonik kese olan plasentanin
gelisiminde 6nemli rolii olan HOXA10’nun, gebelik boyunca insan plasentasinin
villuslarinda, stromal hiicrelerde ve gebeligin birinci ve {liglinci donemlerindeki
sinsityotrofoblastlarin ¢ekirdeklerinde ekspresyonunun goriildiigii  bildirilmistir.
Ekspresyon diizeyinin, gebeligin ikinci ve igilincii donemlerinde birinci doneme
oranla azaldig1 gozlenirken, koryon villuslarinin stromasinda da zayif bir
ekspresyonun oldugu tespit edilmistir. Bu calisma ile gebelik boyunca plasentanin,
maternal ve fotal dolasimlar arasindaki aktif besin tasinmasinin temel rollerini
siirdiirmek, fotiisu maternal bagisiklik reddinden korumak, bazi hormon ve biiylime
faktorlerini liretmek ve salgilamak gibi siireglerin diizenlenmesinde Homeobox
(HOXA10) genlerin rol oynayabilecegi ortaya konulmustur. Boylece HOXA10 nun
trofoblastlarin proliferasyonu, farklilasmasi ve apoptozisinin uyarilmasinda kritik rol
oynayabilecegine isaret edilmistir (12).

Scotti ve Kmita (152) farelerde yapmis olduklar1 ¢alismada ekstra embriyonik
keselerden olan allantoiste HOXA10 nun ekspresse oldugunu ortaya koymuslardir.
Boylece HOXA10’nun fare embriyolarinin hayatta kalmasi agisindan ve plasental
tiirleri karakterize eden gelisimsel stratejide kritik bir rolii olabilecegine dikkat
cekmislerdir.

Insan ve babonlarda (maymun) yapilan ¢alismada HOXA10’nun desidual
hiicreler iizerindeki etkilerinin trofoblastlara olan etkisini arastirmiglardir. Yapilan
yar1 kantitatif analiz ile luteal fazli insan endometriyumu ile desidual doku
karsilagtirildiginda ekspresyonun desidual dokuda ciddi bir sekilde azaldigini
gozlemislerdir. Ayrica HOXA10 ekspresyonunun birinci trimester insan desidual
dokusunda luteal fazli insan endometriyumuna gore daha da zayif oldugu ortaya

konulmustur. Gebe babonlarda (maymun) ise HOXA10’nun, implantasyon
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asamasindaki endometriyum stromal hiicrelerinin ¢ekirdek ve sitoplazmasinda (son
adet kanamasindan 18 ila 25 giinler) lokalize oldugu tespit edilmistir.
Implantasyondan sonra (40 ila 60. giinler), endometrial stromal hiicrelerin desidual
hiicrelere doniistiigiinde, HOXA10 ekspresyon yogunlugunun daha diisiik oldugu ve
genelde sitoplazmada lokalize oldugu saptanmistir. Yari kantitatif analiz ile
babonlarda, implantasyon asamasi endometriyuma kiyasla postimplantasyon agamasi
desiduada hiicrelerinde HOXA10 ekspresyonunun onemli 6lgiide azaldigi ortaya
konulmustur. Ayrica, villus ve plasental villusun olmadigi desidual doku
karsilagtirildiginda, plasentaya bitisik desidual hiicrelerde ekspresyon seviyelerinin
nispeten daha diisiik oldugunu go6zlemislerdir. Bununla birlikte implantasyon
bolgesindeki babun desidual hiicrelerinde HOXA10 mRNA seviyelerinin,
implantasyon yerinde olmayan bdlgelere kiyasla daha diisiik oldugu da belirtilmistir.
Bu calisma desidual hiicrelerdeki HOXA10 ekspresyonundaki azalmanin trofoblast
istilast ile bir iligkisi olabilecegini, HOXA10’nun insan ve babonlarda implantasyon
ile plasentasyon icin vazge¢ilmez oldugunu ve basarili desidual doniisiimiin
fonksiyonel diizenleyicisi olarak kabul edilebilecegini ortaya koymuslardir (158).

Calisgmamizda plasenta maternalis’in  stromal bolgelerindeki HOXA10
ekspresyonunun gebeligin tiim donemlerinde ayni diizeyde oldugu goriilmiistiir
(p>0,05). Bununla birlikte ekspresyonun plasenta maternalisin epitelinde gebeligin
birinci ve ikinci doneminde birbirinden farkli diizeylerde oldugu (p<0,05), tespit
edildi. Fotal plasentada ise UTC, TGC/BNC skorlamalarinin birinci donemde yiiksek
ikinci ve ticlincli donemde anlamli bir sekilde diisiik oldugu (p>0,05) belirlendi. Fotal
plasenta stromasinda HOXA10 ekspresyonunun birinci ve ikinci donemlerde benzer
oldugu (p>0,05) ancak iiglincii dénemde anlamli bir sekilde (p<0,05), diisiis
gosterdigi sonucuna ulasildi. Calisma sonucunda HOXA10’nun, insan, fare ve
maymunlarda oldugu gibi inek plasentasinda da trofoblast hiicrelerinin ¢ogalip
farklilasmasinda, gebeligin olusumu ve siirdiiriilmesinde fonksiyonel olarak kritik
roller iistlenebilecegi sonucuna varildi.

Memelilerde endometrial gelisim, Ostrojen ve progesteron hormanlarina bagh
olarak gerceklesir. Bunun yaninda implantasyonun molekiiler belirtegleri olmasina
ragmen, seks steroidlerinin implantasyondaki rolii molekiiler diizeyde tam olarak

anlasilmamistir. Hox proteinleri bu molekiiler mekanizmalarindan biri olup, Hoxal0
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ve Hoxall, embriyonik donemde uterusun organogenezini diizenleyen ve yetiskin
endometriyumunda menstriiel dongii boyunca belirgin sekilde ekspresse edildikleri
belirlenen proteinlerdir. Son c¢aligmalar, embriyodaki doku kimliginin ana
diizenleyicileri olan Hox proteinlerinin, endometrial gelisim ve endometrial
reseptivite i¢in de gerekli oldugunu gostermistir. Ayrica, seks steroidleri ile
implantasyonun ¢esitli molekiiler ve hiicresel belirteglerinin, HoxalO ve Hoxall'in
ekspresyon yogunluklarinin diizenlenmesine etki ettiklerine dair kanitlarda vardir
(159).

Hox genleri, hem embriyonik (organojenik farklilagma) hem de yetiskin
donemde (fonksiyonel farklilagma) iireme sisteminin gelisimi i¢in gerekli olan bir
transkripsiyon faktorleri ailesidir. Disilerin  dogurganligi i¢in gerekli olan
HOXA11’1n, disi genital kanalin gelisim sirasinda uterusun alt segmentiyle birlikte
serviksten eksprese oldugu ifade edilmistir (153, 160).

HOXAT11/Hoxall proteinin yetigkin insan ve fare endometriyumunda eksprese
oldugu belirtilmistir. Ekspresyonun Ostriis siklusunun proliferatif fazinda ortaya
ciktig1 ve Ostrojen ile progesterona bagl olarak salgilama fazinda en yiiksek seviyeye
ulastigina dikkat cekilmistir. Fare (Hoxall) ve insanlardaki (HOXA11) bu hox
proteinin Ostrus dongiisii boyunca endometriyal bezlerde ve stromada eksprese
edilmesinin yani sira embriyo implantasyonunda da kritik bir rol aldigi ifade
edilmistir. Ancak farelerde Hoxall mutasyonu sonucunda uterusun embriyonun
kabuliinde kusurlarin olustugu ve buna bagli olarak basarili implantasyonun
sekillenemedigi bildirilmistir. (90).

Hsieh-Li ve ark. (99) vahsi tip farelerde yapmis olduklar1 deneysel c¢alismada
Hoxall geninin endometriyumdaki stromal hiicrelerde lokalize oldugunu ancak
glanduler epitelde olmadigini ifade etmiglerdir. Bununla birlikte bu genin mutasyonu
sonucunda uterus anomalilerine bagli olarak infertilitenin meydana geldigine de
isaret etmislerdir. Bu ¢alismaya paralel sonuglar ortaya koyan Gendron ve ark. (161)
Hoxa-11’in, gebeligin erken evrelerinde uterusun stromal hiicreleri, bezleri ve
embriyo implantasyonu i¢in kritik role sahip olan Leukemia inhibitory factor (LIF)
tiretme kapasitesi i¢in gerekli oldugunu da ortaya koymuslardir.

Insan ve farelerde yapilan baska bir ¢alisma normal endometriyumun salgilama

fazinda yiiksek seviyede goriilen HoxAl1l ekspresyonun endometriyozisli fare ve
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kadinlarda goriilmedigini bildirmislerdir. Buna bagli olarak basarili bir implantasyon
icin saglikli bir endometriyumun olmasi gerektigi goriilmiistiir. Ayrica bu genin
ekspresyonu bozuldugunda, epitelyal over neoplazisine yol agan anormal epitel hiicre
farklilasmasinin tesvik edildigi, HOXA11 geni olmayan farelerde ise glandiiler ve
stromal doku gelisiminde azalma goriildiigii ifade edilmistir (81).

Xu ve ark. (162) insanlarda yapmis olduklari g¢alismada HOXAT11’in
endometriyum stromal, glanduler ve luminal epitel hiicre c¢ekirdeklerinde giiclii
sekilde lokalize oldugunu belirtmislerdir. Boylece HOXA11’in endometriyumun
gelisimi, farklilasmasi ve embriyo implantasyonunun diizenlenmesinde 6nemli
rollere sahip olabilecegine dikkat ¢ekmislerdir.

Lin ve ark. (163) yaptiklar1 calismada gebe domuzlarda, gebeligin 15, 26 ve 50.
giinlerinde HOXA11 geninin endometriyumdaki ekspresyonunu incelemislerdir.
Ekspresyonun gebeligin 15. giiniinde en yiiksek iken, 26. giinde azalmig, 50. giinde
ise en diisiik seviyeye gerilemistir. Boylece Hox gen ailesinin 6nemli bir iiyesi olan
HOXA11’in, domuzlarda embriyo implantasyonunda anahtar bir role sahip oldugunu
belirtmislerdir.

Sunulan c¢alismada insan, fare (90) ve domuz (163) calismalarinda oldugu gibi
HOXA11’in inek endometriyumunda da lokalize oldugu goézlenmistir. Hsieh-li ve
ark. (99) diger calismalardan farkli olarak vahsi tip fare endometriyumundaki
glanduler epitelde reaksiyonun meydana gelmedigini bildirmislerdir. Xu ve ark.’nin
(162) belirttiklerine paralel olarak bizim ¢alismamizda da luminal, glandular ve bazi
stromal hiicrelerde gebeligin her {ic doneminde birbirine benzer (p>0,05) ekspresyon
olustugu saptandi. Ancak calismamizda gebeligin II. ve III. doneminde stromal
hiicrelerde anlamli bir diisiis oldugu (p<0,05) tespit edildi. Elde edilen bu bulgular
sonucunda, HOXA11’in gebelik boyunca endometriyal fonksiyonlara, epitel ve
glanduler hiicrelerin c¢ogalip farklilagsmasina ve implantasyon fizyolojisine katki
saglayabilecegi sOylenebilir. Bununla birlikte ikinci donemde stromal hiicrelerde
goriilen diisiislin stromal hiicrelerin farklilasmasinin yavaslamasina bagli olabilecegi
disiiniilmiistiir. Bunlarin  yan1  sira bazi  damar endotelinde HOXAII
immunoreaktivitesinin  gbzlenmesi, bu proteinin bazi endotel hiicrelerin

cogalmasinda da rol oynayabilecegini akla getirmistir.
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Homeobox genlerin plasental hiicrelerde lokalize oldugu bilinmektedir ancak
rolleri hakkinda bilgiler kisithdir. Insan plasentasinda yapilan ¢aligmada HOXA11%in
gebeligin son donemindeki plasenta villuslarinin sitotrofoblast, ara trofoblast ve
sinsityotrofoblast hiicrelerinde yaygin bir pozitif reaksiyon verdigi gorilmiistiir.
Buda HOXAI11 geni ekspresyonunun insan plasentasinin olusumu ve gelisimi ile
birlikte trofoblast hiicrelerinin farklilasmasi1 ve ¢ogalmasinin diizenlenmesinde
onemli rollere sahip oldugunu ortaya koymustur. Ayrica bu genin koriyokarsinomlu
plasenta hiicrelerinde eksprese olmasi, tiimor hastaliklarinin = gelisimi  ve
patogenezinde de rol oynadigini gostermektedir (101). Sitotrofoblast ¢ekirdeklerinde
giiclii bir immunoreaksiyon gdsteren HOXAT11, bu hiicrelerin sinsityotrofoblastlara
farklilasmasi ile azalmistir. Genin ayrica trofoblastlarin farklilagsmasi, gelismekte
olan embriyoyu desteklemek i¢in gerekli olan hormonal ortamin korunmasina katki
sagladig diistiniilmektedir. HOXA11’in sitotrofoblastlara etki ederek bu hormonal
ortamin olusumunda rol alabilecegine dikkat ¢ekilmistir (164).

HOXAI11’in plasentadaki ekspresyonu ile ilgili c¢alismalar kisitli olup
fonksiyonu tam olarak ortaya konulmamistir. Yapilan ¢alismalarda insan (101, 164)
plasentasinda, trofoblastlarin farklilasmasina etki edebilecegi ifade edilmistir. Bu
caligmalara paralel sekilde bizim c¢alismamizda da HOXA11’in inek plasentasinda
ekspresse oldugu saptandi. Elde ettigimiz bulgular ile gebeligin tiim donemleri
istatistiksel olarak incelendiginde, plasenta maternalis’in epitel bdlgesinde ikinci
donemle beraber pik yapan HOXA11 ekspresyonun, daha sonra bir miktar azaldigi
goriildii. Birinci ve ikinci donemler arasindaki ekspresyon farkinin istatistiksel olarak
anlamsiz (p>0,05) oldugu saptandi. Plasenta maternalis’in stromasinda birinci
donemde diisiik olan ekspresyonun {i¢iincii donemde anlamli sekilde arttig1 (p<0,05)
tespit edildi. Fotal plasentada tek ¢ekirdekli trofoblast hiicrelerinde (UTC) birinci ve
ikinci donemler arasinda anlamli bir fark gozlenmezken, iiclincii donemle bu
hiicrelerde anlamli bir gerileme saptanmistir (p<0,05). TGC/BNC (¢ift c¢ekirdekli
trofoblat hiicresi) skorlamasinda ise ikinci donemdeki sayisal artis istatistiksel olarak
anlamsiz bir artis gOstermistir. Bununla birlikte iiglincli donemden itibaren
TGC/BNC skorlamasi ikinci doneme kiyasla anlamli bir sekilde gerilemistir
(p<0,05). Bu bulgular HOXA11’in inek plasentasindaki stromal hiicrelerde otokrin

ve/veya parakrin fonksiyonlarin1 gdsterebilecegi ve trofoblastlarin  c¢ogalip
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farklilagsmasinda, plasental gelisim ve devamliliginda kritik rollere sahip olabilecegi
diistiniildii. Ayrica palsenta maternalisin ikinci doneminde pik yapmasinin farklilasan
epitel hiicrelerin metabolik aktivitelerine bagl olarak gerceklestigi diisiiniilmektedir.

HOXB6’nin; fare embriyosunda gelismekte olan uzuvlar, mezonefrik tiibiiller ve
kanallar dahil olmak {izere bir¢ok transgende eksprese oldugu bildirilmistir. Ayrica
gelismekte olan fare embriyosunun mezoderm kaynakli tim dokularinda da
ekspresse edildigi  belirtilmistir. Bu  bulgular sonucunda HOXB6 nin
embriyogenezise katki saglayabilecegi ifade edilmistir (100, 103, 104, 165).

Bir baska calismada insan uterusunda normal ve neoplastik serviks dokularinin
karsilagtirmali incelemelerinde HOXB6’nin bazal epitelde eksprese oldugu
gorilmistir. HOXB6 ile HOXB iiyelerinin ¢ogunun servikal epitelde
transkripsiyonel olarak aktif olduklari ve bulunduklar yere gore, servikal epitelin
cogalmasina ve farklilagsmasina yardimci olabilecekleri bildirilmistir (166). Xu ve
ark. (162) ve He ve ark. (167) yapmis olduklar1 c¢aligmalarda insan
endometriyumunda menstriiel dongiiniin tiim asamalarinda HOXB6’nin eksprese
oldugunu ve o6zellikle salgilama fazinda da en yiiksek seviyeye ulastigini ortaya
koymuslardir. Boylece HOXB6 geninin endometriyum fonksiyonlarmin yerine
getirilmesine, hiicrelerinin farklilagsmasina ve implantasyona katki saglayabilecegine
dikkat ¢ekilmistir.

Yapilan calisma, gebe ineklerde uterus ve plasenta dokularindaki hiicrelerde
HOXB6 proteinin dagilimini gosteren ilk arastirma olup, gebeligi ti¢ farkli donemde
degerlendirdik. Diger calismalara (162, 166, 167) paralel olacak sekilde, HOXB6
ineklerde gebeligin her ii¢ doneminde uterusun luminal ve bez epitel hiicreleri ile diiz
kas hiicrelerinde pozitif bir reaksiyon olusturdugu gozlendi. Gebeligin ikinci
doneminde HOXB6 ekspresyonunun endometriyal epitel ve stromal hiicrelerde
istatistiksel yonden anlamli bir sekilde azaldigi (p<0,05), ancak gebeligin iiglincii
doneminde bu bolgelerdeki ekspresyon degisimin anlamsiz (p>0,05) oldugu tespit
edildi. Ayrica endometriyal bezlerde ve kas tabakasinda ekspresyon diizeyi
yoniinden donemlere bagli anlamli bir degisiklik olusmadigr (p>0,05) sonucuna
ulagilmistir. HOXB6 ekspresyonunun gebeligin ilk déneminde daha fazla olmak
lizere tim donemlerde goriilmesi bu proteinlerin gebeligin siirdiiriilmesine ve

doguma yardimci olabilecegini ortaya koymustur. Ayrica iiglincii donemde bazi
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damar endotel hiicrelerinde pozitif bir reaksiyonun olmasida HOXB6’nin endotel
hiicrelerinin ¢ogalmasinda fonksiyonel bir rol {istlenebilecegini gostermektedir.

HOX proteinlerinin, trofoblastik hiicrelerin farklilagsmas1 ve plasentadaki rolii
hakkindaki bilgiler hala kisith olsa da HOXB6’nin insan plasentasinda ekspresse
oldugu belirtilmistir (164). Amesse ve ark. (101) gebeligin son donemindeki insan
plasentasinda yaptiklar1 ¢alismada HOXB6 geninin sitotrofoblast, ara trofoblast ve
sinsityiotrofoblast hiicrelerinde sitoplazmik ve niiklear olarak lokalize oldugunu
fakat stromal hiicrelerde reaksiyonun sekillenmedigini ortaya koymuslardir. Boylece
bu ekspresyonun plasental biiylime ile trofoblast hiicrelerinin ¢ogalip farklilagsmasina
katki saglayabilecegi ortaya konulmustur.  Yine Zhang ve ark. (164) insan
plasentasinda yaptiklar1 calismada, HOXB6 geninin trofoblastik hiicrelerde ekspresse
edildigi ve trofoblastlarin farklilasmasi ve plasentadaki embriyonun gelisimi ig¢in
gerekli olan fizyolojik degisime katki sagladigini bildirmislerdir.

Insanlarda yapilan ¢alismalara (101, 164) paralel sekilde bizim ¢alismamizda da
HOXB6’nin, gebeligin her ii¢ doneminde plasentanin fotal kismindaki koryon
epitelinde bulunan tek ¢ekirdekli trofoblast (UTC) hiicrelerin g¢ekirdek ve
sitoplazmalarinda lokalize oldugu goriildii. UTC hiicrelerin HOXB6 ekspresyon
diizeyinde donemlere bagl bir degisiklik olusmadigi (p>0,05) belirlendi. Plasenta
fotalis’in ¢ift ¢ekirdekli trofoblast (TGC/BNC) skorlamasina gore {i¢iinclii donemde,
birinci doneme kiyasla HOXB6 ekspresyonu anlamli bir sekilde azalmistir (p<0,05).
Buda HOXB6’nin trofoblast hiicrelerinin fizyolojisinde ve farklilagmasinda dnemli
bir role sahip olabilecegini akla getirmistir. Bununla birlikte Amesse ve ark. (101)
aksine, bizim c¢alismamizda stromal hiicrelerde ekspresyonun goriildigii ve
istatistiksel olarak gebeligin ikinci doneminde ekspresyonunun maternal palsentanin
stromal ve epitel hiicrelerinde anlamli olarak azaldig1 (p<0,05) belirlendi. Gebeligin
ticiincli doneminde ise stromal hiicrelerdeki ekspresyon diizeyi hafif bir sekilde
yiikselme egilimine girerek birinci ve ikinci dénemlerdeki ekspresyon diizeyinin
rakamsal artisi istatistiksel yonden anlamsiz bulunmustur (p>0,05). Maternal epitelde
ise ekspresyon yogunlugunun ikinci donemdeki yogunluguna benzer kaldig
saptanmigtir. Elde edilen bulgular, ineklerde gebeligin olusumu ve siirdiiriilmesinde,
trofoblast ve maternal epitel ile stromal hiicrelerin ¢ogalmasi ve farklilagsmasinda

HOXB6’nin fizyolojik rollere sahip olabilecegini diisiindiirmektedir.
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Hox ailesinin bazi iiyelerinin kardiyovaskiiler sistemin embriyonik gelisiminde
onemli bir rol oynadig1 ve erigkinlerde anjiyogenezi diizenledigi bildirilmistir. Hox
transkripsiyon faktorleri olan HoxC6 ve HoxC8’in, olgun endotelyal hiicrelerdeki
ekspresyonlar1 bu proteinlerin anjiyogenezisi modiile ettigini gostermektedir (81,
168). HOXC6 geninin thorasik bolgededeki organ ve dokularin farklilagmasina etki
etmesi ve bu bolgedeki organlarda ekspresse olmasi bakimindan 6nemlidir. Yapilan
caligmalarda HOXC6’nin, meme ve prostat kanserlerinin baslamasina katkida
bulunan kritik bir oyuncu oldugu ve disilerde siit kanallarinin normal hiicrelerinin
yant sira karsinomlu serviks organininda da yiiksek diizeyde eksprese oldugu
bildirilmistir (169).

HOXC6’nin disi genital sisteminin normal dokularindaki ekspresyonu ile ilgili
caligma bulunmamaktadir. Bundan dolay1 yaptigimiz ¢alismanin sonradan yapilacak
aragtirmalara 151k tutmasi bakimindan 6nemli olacagi distlinlilmektedir. Calisma
sonucunda, gebe ineklerde endometriyal bez ve stromal hiicrelerde HOXC6
ekspresyon diizeyinde anlamli bir degisiklik sekillenmedigini (p>0,05), gebelik
siiresince sabit bir sekilde eksprese edildigini gozlemledik. Buna karsin,
endometriyum epitelinde gebeligin ikinci doneminde istatistiksel olarak anlamsiz bir
rakam artis1 (p>0,05) belirlendi. Ancak epitel hiicrelerinde gergeklestirdigimiz
skorlama sonucunda ti¢iincli donemde ekspresyonun birinci donemindeki ekspresyon
diizeyinin altinda bir deger aldig1 ve ikinci doneme gore anlamli sekilde azaldigi
(p<0,05) sonucuna ulasildi. Endometriyumun diiz kaslarinda ise, HOXC6
ekspresyonu birinci ve ikinci gebelik donemlerinde benzer diizeylerde gozlenirken
(p>0,05), gebeligin son doneminde ekspresyon diizeyinin anlamli sekilde diisiis
gosterdigi saptandi (p<0,05). Bu bulgular sonucunda HOXC6’nin uterus hiicrelerinin
farklilasmasinda, gebelik i¢in uygun ortamin olusturulmasinda ve gebeligin
stirdliriilmesinde kritik rolleri olabilecegini diisiindlirmiistiir. Diiz kaslarda lokalize
olmas1 da uterusun biiyiimesinde etkili olan diiz kas hiicrelerinin fizyolojik rollerine
katk:1 saglayabilecegini akla getirmistir. Ayrica daha once yapilan ¢alismada (168)
belirtildigi gibi ¢alismamizda da HOXC6’nin endotel hiicrelerde ekspresse olmasi,
endotel hiicrelerinin ¢ogalmasina ve anjiyogenezise katki saglayabildigini

distindlirmstiir.
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HOXC6’nin plasenta ve normal trofoblastlarda eksprese oldugu ifade edilmistir
(109). Amesse ve ark. (101) yapmis olduklar1 c¢alisgmada HOXC6’in insan
plasentasinda sitotrofoblast, ara trofoblast ve sinsityotrofoblastlarin sitoplazmasinda
lokalize oldugunu ortaya koymuslardir. Bunun sonucunda da HOXC6’nin;
trofoblastik regiilasyon, farklilasma ve proliferasyonun yani sira neoplastik
transformasyonun ¢esitli asamalarinda bir¢ok role sahip olabilecegini ifade
etmiglerdir. Bir baska arastirmada Zhang ve ark. (164) HOXC6’nin insanlarda olgun
plasenta dokusunda ve trofoblastlarda eksprese oldugunu ancak sitotorofoblastlarda
goriilen ekspresyonun ¢ekirdekte giiclii olmadigini bildirmislerdir.

Insan plasentasinda (109, 164) oldugu gibi bizim yaptifimiz ¢alismada da
plasentada HOXC6 immunoreaksiyon varligir gézlemlendi. Gézlemlenen reaksiyon
diizeyinin donemlere gore degiskenlik gosterdigi ve bununda farkli donemlerdeki
hiicrelerin metabolik ve hormonal aktivitelerindeki farkliliktan kaynaklanabilecegi
diisiiniildii. Bu veriler dogrultusunda HOXC6’nin, plasenta olusumu ve gelisimi,
trofoblast hiicrelerinin ¢ogalip gebeligin devamina katki saglamasi gibi bir¢ok kritik
rolii olabilecegi diisiiniilmektedir.

TLX1 (daha 6nce HOX11 veya TCL3 olarak bilinen T hiicreli l6semi homeobox
1), splenogenez ve belirli noronlarin gelisimi i¢in gerekli olan nkl (natural killer like)
homeobox genlerinin alt sinifinin evrimsel olarak korunmus bir iiyesidir. TLX1
hematopoetik sistemde ifade edilmese de, anormal aktivasyonu insan T hiicreli akut
lenfoblastik losemide (T-ALL) tekrarlayan bir olaydir (114, 119). TLX1/Tlx1’in
farelerde gelismekte olan brongiyal kemerlerin ylizey ektodermi ve merkezi
mezensimi, dilin kas ve papillalari, dis primordialari, dis kulak, farinks, sinirler ve
gelismekte olan dalak dahil olmak {izere ¢esitli dokularda eksprese edildigi ve asir1
ekspresyonunun 16semogenezise katkida bulundugu bildirilmistir (170). Ayrica
embriyogenezis sirasinda hem kodlanan hem de endodermiye edilmis dokularda
bulunabilecegi belirtilen TLX1/TIx-1'in postimplantasyonda kritik rolleri olabilecegi
de diisiiniilmiistiir. Bunlarin yan1 sira incelenen tiim yetiskin dokularda herhangi bir
Tlx-1 ekspresyonunun goriilmedigi de bildirilmistir (117). TLX1 tarafindan
diizenlenen hedef genlerin TLX1'in fizyolojik fonksiyonunu diizenleme mekanizmasi
acik degildir. Genin; fare, zebra baligi, civciv ve insanlarda farkli hiicresel

sistemlerin ¢ogalma ve farklilasmasini diizenledigi ifade edilmistir (170, 171).
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Yapilan calismada, TLX1’in gebe inek endometriyumunda eksprese oldugunu
saptadik. Endometriyum epitelinde, TLX1 ekspresyonunun gebeligin tiim
donemlerinde benzer oldugu goriildii (p>0,05). Buda TLX1’in gebeligin olusumu,
devami ve sonlandirlmasinda otokrin ve/veya parakrin tiirde fonksiyonel gorevleri
olabilecegini diisiindiirdii. Endometriyal bezlerdeki ekspresyonun da birinci donemle
karsilastirildiginda sadece iiclincli donemde anlamli bir diistis gosterdigi (p<0,05)
gozlendi. Endometriyumun stromal hiicrelerdeki ekspresyonun birinci ve iicilincii
donemde benzer diizeyde oldugu ve bununda TLX1’in gebeligin baslangici ile
sonlarinda  stromal hiicrelerin metabolik aktivitelerine bagli olmasindan
kaynaklandig1 diigiiniildii. Bunlarla birlikte TLX1’in uterusta hiicre ¢ogalmasi ve
farklilasmasina etki edebilecegi ve bezlerde resOptor gorevi alabilecegi
distintilmiistiir.

Insan plasentasinda, anjiyogenezis ve endotel hiicrelerinin olusumu
transkripsiyon faktdrleri tarafindan diizenlenir. Homeobox genleri, embriyonik ve
yetiskin dokularda vaskiiler gelisimi diizenleyen 6nemli transkripsiyon faktorleridir.
Insan plasentadan izole edilen mikrovaskiiler plasental endotel hiicrelerinde, TLX1
ve TLX2 gibi baz1 homeobox genlerinin ekspresyonunun gdzlenmesi bu genlerin
vaskiiler gelisime katki saglayabileceklerini gostermektedir. TLX1’in trofoblast ve
endotel progenitor hiicrelerdeki ekspresyonu gebelik boyunca normal bir anjiyogenez
i¢cin bu proteinin belirleyici olabildigini gostermektedir (172). Novakovic ve ark. (12)
yapmis olduklar1 ¢alismada ozellikle insan plasentasi lizerinde TLX1 proteininin,
gebelik boyunca plasenta villuslarinda, 6zellikle sinsitiotrophoblast ¢ekirdeklerinde
ve villus stromal hiicrelerinde lokalize oldugunu belirlemislerdir. Ayrica
sinsitiotrophoblast ve stromal hiicrelerdeki ekspresyon yogunlugunun gebeligin
ikinci ve Uglincii yarisinda, birinci yarisina oranla azaldigini ortaya koymuslardir.
Buda TLXI’in plasental gelisim sirasinda epigenetik regiilasyon i¢in Onemli
oldugunu, birinci ve ligiincii trimester arasinda ekspresyon durumu bakimindan ters
iliski oldugunu gostermektedir. Ayrica TLX1 proteininin trofoblast hiicrelerin
cogalip farklilagmasi ve apoptozis gibi fonksiyonel rollere sahip oldugunu da
gostermektedir. Bizim caligmamizda da insan plasentasinda (12, 172) oldugu gibi
TLX1 immunoreaksiyonu goriilmiistiir. Gozlemlenen immunoreaksiyonun,

donemlere bagli olarak plasental hiicrelerde farkli seviyelerde sekillendigi
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belirlenmistir. Bunun da hiicrelerin mitotik 6zelliklerinin azalmasina ve hormonal
sinyallerin degisimine bagli olarak ortaya ¢iktig1 diisiiniilmiistlir. Sonug¢ olarak inek
plasentasi ile insan plasentasi karsilastirildiginda gebeligin farkli donemlerinde farkl
yogunluklar gdzlemlenmistir. Bununda tlirler arasindaki plasental fonksiyon
farklihgna bagh sekillendigi diisiiniilmiistiir. Insanlarda oldugu gibi ineklerde de
TLX1’in trofoblastlarin ¢ogalip farklilagmasina, gebeligin korunup devamliligina
etki eden fonksiyonel rollere sahip olabilecegi akla gelmektedir.

Drosophila'nin Distal'siz (DII) geni ile ilgili alti omurgali geninden biri olan
DLXS5, kraniyofasiyal ve uzuv gelisiminin yani sira duyusal organ morfogenezinde
de onemli bir rol oynar. Ayrica DLXS5, bir DNA baglanma faktoriinii kodlar ve
bircok insan kanserinde transkripsiyon ve hiicre dongiisii ilerlemesini diizenler.
Ayrica proteinin lenfomalar ile akciger kanserlerinde timor hiicresi ¢ogalmasini
destekledigi de bilinmektedir. DLX genleri, 6ncelikle erken embriyogenez sirasinda
eksprese edilen homeodomain transkripsiyon faktorlerini kodlar ve benzer hiicreleri
uyarmak ve modellemek i¢in kritik olan noral ile noral olmayan ektoderm arasindaki
hiicreler arasi sinyalleri diizenler (173). Fakat DLX5/DIx5’in disi genital sistemdeki
rolii ve ekspresyonu ile ilgili caligmalar hala kisitlidir.

Talbi ve ark. (174) insanlarda yapmis olduklar1 ¢alisjmada DLXS5 geninin
endometriyumda eksprese edildigini ve ekspresyonun giiclii glandiiler aktivite
donemine karsilik gelen erken ve gec salgilama asamalarinda yiiksek yogunlukta
goriildiigiinii belirtmislerdir. Bir diger arastirmada Bellessort ver ark. (175) insan
uterusunda DLXS ekspresyonunun 0Ostriis siklusu boyunca luminal, glanduler
epitelde ve stromal hiicrelerde eksprese oldugunu bildirmislerdir. Bunun yani sira
normal endometriyum ile lezyonlu endometriyumdaki DLXS5 ekspresyonu
kiyasladiklarinda, lezyonlu endometriyumdaki epitelde mofolojik degisiklikler
oldugu ve ekspresyonun azaldigi gézlenmistir. Bulgular sonucunda DLX5’in uterus
fonksiyonlarinin yerine getirilmesi, stromal ve epitel hiicreler arasindaki etkilesimin
olusmasi ile stromal hiicrelerin proliferasyonuna etki etmesi gibi birden fazla role
sahip olabilecegi ortaya konulmustur.

Farelerde yapilan ¢aligmada embriyogenezis sirasinda DIx5’in eksprese edildigi
bildirilmistir. Bu ekspresyonun fotal hayatta uterusun epitelinde, postnatal uterusta

ise uterus bezlerini olusturan luminal ve bez epitel hiicrelerinde de goriildiiglinii
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ortaya koymuslardir. Bununla birlikte yetiskin uterusunda da DIx5 ekspresyonunun
kismen luminal ve glandular epitel boyunca goriildiiglini bildirmislerdir. DIx5
inaktive edilmis fare uteruslarinda ise uterus bez sayisinda ¢ok ciddi bir azalma
oldugu, prizmatik yapida olan luminal epitelin kiibiklestigi ve epiteldeki
ekspresyonun da azaldigi goriilmiistiir. Boylece DIx5’in uterus olgunlasmast,
embriyonun saglikli implantasyonu ve gelisimi i¢in énemli bir aktdr olmasinin yani
sira, luminal epitel morfolojisinede etki ederek fertilitenin saglanmasinda rol
oynadig1 saptanmistir (129, 176).

Cheng ve ark. (177) yaptiklart ¢aligmada DLXS genin, domuz uterusunda
eksprese olmadigint ve bununda tiirler arasi farkliliklara bagli olabilecegini
belirtmislerdir.

Yapilan ¢alismalarda domuzdakinden (177) farkli, insan (174,175) ve farelerde
(129, 176) ayn1 olmak iizere inek uterusunda DIx-5 ekspresyonunn varligi gozlendi.
Yapilan immunohistokimyasal analiz sonucunda DIx-5 ekspresyonunun
endometriyum’un kas tabakasi disinda diger tiim kisimlarda gebeligin donemlerine
bagli olarak giliclii  ekspresyon gosterdigi tespit edilmistir  (p>0,05).
Endometriyum’un kas boélgesinde ise gebeligin birinci donemine kiyasla ikinci
doneminde ekspresyonda sayisal azalma oldugu ancak son dénemdeki azalmanin
istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (p<0,05). Bulgular gebeligin tiim
donemlerinde luminal ve glandular epitel hiicreler ile stromal hiicrelerde de
ekspresyon diizeyinin degismedigini gostermistir. Buda DIx5’in inek uterusunda
implantasyon, gebeligin olusumu ve gelisimi ile devamliligr i¢in gerekli olmasinin
yan1 sira uterus fonksiyonlarmin yerine getirilmesinde kritik rol oynayabildigini
gostermektedir. Bunlarla birlikte reaksiyonun luminal ve glandular epitelin ¢ekirdek
ve sitoplazmasinda lokalize olmasi fonksiyonlarini otokrin ve/veya parakrin etki
mekanizmasi ile gosterebilecegini akla getirmektedir.

Miyometriyumda iiglincii donemde DIx-5 ekspresyonunda goriilen anlaml
azalma proteinin direk olarak diiz kas hiicreleri {izerinde olan etkisinin azaldigin
gostermektedir ki bu son donemde olusabilecek kasilmalar1 azaltarak erken gebelik
olusumunun Onlenmesinde rol alabilecegini ve uterus biiylimesinin durdugunu

diisiindiirmektedir. Ayrica gebeligin 1. ve II. donemindeki kan damarlarinin endotel
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hiicrelerinde de ekspresyon goriilmesi, DIx5’in endotel hiicre ¢ogalmasinda da etkili
olabilecegini akla getirmektedir.

Insan plasentasinda yaygin olarak gorillen Homeobox genleri embriyonik ve
plasental gelismeyi diizenler. Homeobox transkripsiyon faktérii gen ailesinin bir
tiyesi olan DLX5, ndrodavramigsal gelisim ve kok hiicre fonksiyonunun
diizenlenmesi yoluyla plasental gelisim i¢in de dnemli rol oynamaktadir (178).

Novakovic ve ark. (12) insan plasentasinda yapmis olduklar1 ¢calismada DLXS5
proteininin, gebelik boyunca plasenta villuslarinin sinsitiotrophoblast hiicreleri ile
villuslarin stromal hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde lokalize oldugunu saptamislardir.
Fakat stromal hiicrelerde goriilen ekspresyonun zayif oldugunu belirtmislerdir.
Bununla birlikte gebeligin birinci donemindeki sinsitiotrophoblast ve stromal
hiicrelerde goriilen ekspresyon yogunlugunun ikinci ve ti¢lincii doneminde azaldigini
saptamiglardir. Bununda DLX5’in plasental gelisim esnasinda epigenetik regiilasyon
icin aday olabilecegini ve donemler arasinda goriilen farkli ekspresyon yogunluguna
bagli olarak da trofoblast hiicrelerinin ¢ogalmasini, farklilagsmasini ve apoptozisi
etkileyen fonksiyonel rollerinin bulunabilecegini bildirmislerdir.

Zadora ve ark. (179) insan, fare ve maymun plasentasinda yapmis olduklari
caligmada DLXS5 proteinin insan plasentasinin villuslardaki trofoblast hiicrelerinin
cekirdeklerinde ekspresse oldugunu bildirmislerdir. Bulgular DLXS5’in, insan
embriyolarinda 4 ile 5’inci embriyonik giinde ortaya ¢iktigr ve bunun da DLX5'
insan trofektoderminde en erken eksprese edilmis genlerden biri haline getirdigini
ifade etmislerdir. Bununla birlikte DIx-5 ekspresyonu maymun embriyolarinin geg
donem trofektoderminde de gézlenmis ancak sicangil preimplantasyon embriyosunda
saptanmamistir. Bulgular insan ve maymun trofoblast hiicrelerinde DLXS5
ekspresyonu gozlenirken, farelerde gozlenmedigini gdstermektedir. Bunun
sonucunda DIx5'in preimplantasyon embriyolarindaki varlig: ile plasentadaki varlig
arasinda pozitif bir iliski oldugu ve trofoblastlarin biiyliyiip farklilasmasia etki
edebilecegi ifade edilmistir. Bunlarla birlikte DLXS5’in spesifik rolii ve gebelik
sirasindaki artisinin tam agiklanamamakla birlikte asir1 ekspresyonunun, cesitli
kanser hiicrelerinde hiicre ¢ogalmasina neden olabilecegi ve trofoblast hiicrelerinin

gelisimsel kararlarini belirlemede anahtar bir gen olabilecegini bildirmislerdir.

86



DLXS5/DIx5 ekspresyonunun insan ve maymun (12,179) plasentasinda oldugu
gibi inek plasentasinda da goriildiigii saptandi. Fakat fare plasentasinda bizim
caligmamizin aksine DIx-5 proteininin ekspresse olmadigi goriilmiis bununda tiirler
arast plasental hiicrelerin metabolik aktivitelerine bagl degiskenlik gosteren bir
durum oldugu diisiiniilmistlir. Calismamizda plasenta maternalise ait kisimlarda
gebelik  donemlerine bagli olarak DIx-5 ekspresyon diizeyinin degismedigi
gorilmiistiir(p>0,05). Bu durum DIx5’in plasenta olusumu ve gelisimi i¢in gerekli
bir gen oldugunu akla getirmektedir. Plasenta fGtalis kismindaki hiicrelerin
ekspresyon diizeylerinde ise donemlere bagli olarak degiskenlik gozlendigini
saptanmistir. Bu degiskenligin hiicrelerin boliinebilme ve salgilama karekterlerinin
azalmasina ve hiicreler arasi sinyalizasyonun zayiflamasina bagl olabilecegini akla
gelmektedir. DIx5’in inek plasentasinda gebeligin devamlilig1 ve plasental hiicrelerin
cogalip farklilasmasi i¢in onemli rollere sahip olan bir reseptdr gorevi iistlendigi
diisiiniilmektedir. Ozellikle gebeligin son donemindeki trofoblast hiicrelerinde
goriilen ekspresyondaki anlamli diisiisiin bu hiicrelerin metabolik ve mitojenik
aktivitelerinin azalmasina bagl olabilecegini diistindiirmektedir.

Onceden HB24 olarak bilenen HLX geninin; sicanlarda HIx, insanlarda ise
HLXI1 olarak adlandirildig1 ve plasental gelisim i¢in potansiyel diizenleyici oldugu
ifade edilmistir (180). Insan endometriyum morfogenezisi, epitelyo-mezenkimal
hiicre etkilesimlerine bagli olan doku gelisimlerinin kontrol edilmesi ile saglanir. Bu
gelisimin kontrol edilebilmesi i¢in de ortak bir molekiiler mekanizma gereklidir.Bu
molekiiler mekanizmanin {iyelerinden birinin de HB24 (HLX) oldugu ifade edilmistir
(181).

Quiin ve ark. (182) yapmis olduklar1 caligmada insan endometriyumunda HB24
(HLX) proteininin eksprese oldugunu belirtmislerdir. Ekspresyonun proliferatif
fazdaki endometriyumun, glanduler ve luminal epitel hiicreleri ile stromadaki
mezenkimal hiicrelerde, salgi fazindaki endometriyumunda ise glanduler epitel
hiicreleri ile stromal hiicrelerde tespit edildigi bildirilmistir. Ayrica endometriyumun
oncli epitel hiicrelerinde de ekspresyon goriilmiislerdir. Bulgular1 sonucu bu
proteinin endometriyal hiicre farklilasmasinda ve epitelyo-mezenkimal hiicre

etkilesimlerinin kontrol edilmesinde rol oyanayabilecegini belirtmiglerdir.
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HLX’in siganlardaki homologu olan HIx grninin, endometriyal veya plasental
gelisim iizerindeki etkileri bilinmemesine ragmen, yetiskin farelerde HIx en ¢ok
akciger, kalp, iskelet kasi ve hematopoietik doku ve hiicrelerde, daha az diizeyde
karaciger, uterus ve yumurtaliklarda, eser diizeyde de beyin, bobrek ve testiste
eksprese edildigi ifade edilmistir (181,183).

Yapilan arastirmalarda insan (182) ve fare (183) endometriyumunda HLX’in
eksprese olmasina paralel olarak ineklerde de immunoreaktivite gozlendi.
Immunreaksiyonun gebeligin her ii¢ doneminde luminal ve bez epitel hiicrelerinde
zayiftan orta yogunluga dogru olacak sekilde hiicrelerin sitoplazmasinda sekillendigi
saptand1. Ayrica bazi stromal ve diiz kas hiicrelerinde de ¢ok zayif bir reaksiyonun
meydana geldigi goriildii. Bulgularin istatistiksel degerlendirmesi sonucunda ise tiim
gebelik donemlerinde uterusun tiim kisimlarinda HLX ekspersyonu diizeyinde
anlamli bir farkin sekillenmedigi (p>0,05) belirlendi. Boylece HLX’in, insan ve
farelerde oldugu gibi inek uterusunun normal fizyolojisinde, uterusun gebelige
hazirlanmasinda ve gebeligin siirdiiriilmesinde fonksiyonel rollere sahip olabilecegi
diistiniildii.

Biiyiik bir transkripsyon ailesine sahip olan homeobox gen ailesinin bir iiyesi
olan HLX (daha dnce HLX1 ve HB24 olarak biliniyordu), trofoblast fonksiyonu ile
ilgili olan transkripsiyon faktérii olup, normal plasentasyon i¢in 6nemli bir role
sahiptir. HLX’in plasenta gelisiminde 6zellikle trofoblast gelisim ve farklilasmasinda
onemli bir etkiye sahip olabilecegine dair kanitlar ortaya konmustur (135, 136, 184) .

Insan plasentas: icin énemli bir diizenleyici gérevi bulunan HLX in, plasentada
villus ve ekstravillus sitotrofoblast hiicrelerinin yani sira endotelyal hiicreler ile fotal
mikrokapillarda eksprese edildigi bildirilmistir (136). Insanda yapilan bir diger
arastirmada ise fotal bliylime sorunu olmayan plasentelarla kiyaslandiginda biiyiime
sorunu olan plasenta trofoblastlarindaki HLX ekspresyonunun azaldig: bildirilmistir
(184) .

Yuen ve ark. (185) yapmis olduklar1 calismada normal ikiz gebelik plasentasi ile
fotal biliyiime kisitlanmasit olan ikiz plasentasint HLX ekspresyonu bakimindan
karsilagtirmiglardir. Normal ikiz plasentasinda sitotrofoblastlar stromal hiicreler ve
fotal kilcal damarlarinda goriillen HLX ekspresyonunun, fotal biiylime kisitlamasi

olan plasentada ¢ok azaldig1 hatta stromal hiicrelerde hi¢ goriilmedigi bildirilmistir.
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Bu bulgular sonucunda aragtirmacilar, HLX’in plasental gelisim i¢in kritik rollere
sahip olabilecegini belirtilmislerdir.

Rajaraman ve ark. (135) yapmis olduklar1 ¢alismada, insan plasentasinin erken
gebelik donemine ait trofoblastlarda goriillen HLX ekspresyonun, ¢ekirdekte yogun
sitoplazmada zayif oldugunu belirtmislerdir. Ayrica ekspresyonun villus
sitotrofoblastlarinda  gdzlenirken sinsitiotrophoblast veya sinsityal filizlerde
gorilmedigi ifade edilmistir. Bunlara ek olarak fotal damar endotel hiicreleri ile
villus stromal hiicrelerde zayif bir ekspresyon oldugunu da bildirmislerdir. Bu
calisma ile HLX homeobox geninin Oncelikle erken plasenta gelisiminde
sitotrofoblast hiicre tiplerinin ¢ogalmasinda eksprese edildigi ve HLX'in diizensizligi
ile de anormal sekilde sitotrofoblastlarin c¢ogalip farklilagtigi goriilmiistiir. Bu
proteinin plasenta koriyokarsinomu gibi patolojik durumlarin tespitine katkida
bulunabilecegine isaret etmektedir. Calismada sitotrofoblast farklilagmasi i¢cin HLX
seviyelerinin diislik ve diizenli olmasi1 gerektigini belirtmislerdir.

Liu ve ark. (186) gebeligin 8-12 haftalarindaki insan plasentasinda yapmis
olduklar1 ¢alismada HLX 1n, ilk trimester plasenta dokusunun koryonik villusundaki
vaskiiler endotel hiicreler ile stromal hiicrelerde, ¢ekirdek agirhikli bir
immunoreaktivite gosterdigini saptamislardir. HLX’in mezensimal koryonik
kok/stromal hiicrelerin ¢ogalip farklilasmasini diizenleyerek villus trofoblastlarina
etki edebilecegine dikkat ¢cekmislerdir.

Yine insanda yapilan bir bagka c¢alismada HLX’in villuslarda, intertisyel
sitotrofoblastlarda, endovaskiiler ve multiniikleer (dev hiicreler) sitotrofoblastlarda
ve foto-maternal endotel hiicrelerde eksprese oldugu ifade edilmistir. Boylece HLX
proteininin, ekstra villus trofoblast hiicrelerinin gelisimi ve farklilagmasinda
fonksiyonel bir etkiye sahip oldugu varsayilmigtir (187).

Farelerde Hlx olarak bilinen HLX1’in visseral organogenezis ve sindirim sistemi
organlarinin gelisimi i¢in kritik rollere sahip oldugu bilinmektedir. Bunlarla birlikte
fare plasentasinda Hlx'in plasentanin labirent tabakasinda, ikincil dev hiicrelerde ve
stingeriotrofoblast tabakasinda eksprese oldugu bildirilmistir. Burda belirtilen
stingeriotrofoblast tabakasinin plasentanin yapisal destegi icin gerekli oldugu da
ifade edilmistir. Ayrica HIx’in fare plasentasindaki varligi tam ortaya

konulmamasima ragmen, mutant farelerde 10,5, 13,5 ve 19,5 giinlerde toplanan
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plasental dokularda morfolojik bakimdan siingeriotrofoblast tabakasinda bozulmalar
sekillendigi, ancak tstteki dev hiicrelerin bulundugu tabakanin etkilenmedigi ortaya
konulmustur. Bu sonuglar, HIx'in farelerde normal plasental gelisim i¢in gerekli
oldugunu gostermistir (188). HIx mutant farelerde yapilan bir diger arastirmada ise,
yine plasental gelisimde kusurlarin oldugu ve fotal biiylime geriligine neden oldugu
belirtilmistir (189, 190).

Yapilan ¢alismalarda HLX’in, insanlarda (12, 135, 136, 185-187) ve farelerde
(188-190) eksprese oldugu saptanmistir. Bu ¢alismalarla HLX geninin embriyogenez
ve organogenezde, normal ve patolojik insan plasental gelisiminde potansiyel olarak
rol oyandigi ortaya konulmustur. Bunlarla birlikte HLX ekspresyonunun, primer
olarak sitotrophoblast hiicre tiplerinin ¢ogalmasi ve gd¢ etmesine, plasental gelisim
sirasinda mezenkimal kok/stromal hiicrelerin farklilasmasinda etkili oldugu ifade
edilmistir. Bununla birlikte insan idiyopatik fotal biiyiime kisitlamasinda HLX
ekspresyonunun azaldigt ve asir1 ekspresyonlarinin kansere neden olabildigi
bildirilmistir. Bu bulgular sonucunda farelerde de HIx geninin plasental gelisim ve
bliylime i¢in kritik dneme sahip oldugu belirlenmistir.

Bu c¢aligmalara paralel olacak sekilde bizim ¢alismamizda da inek plasentasinda
HLX ekspresyonunun oldugu saptanmistir. Goriilen ekspresyonun plasenta
maternalisin epitel ve stromal hiicreleri ile tek ve c¢ift cekirdekli trofoblast
hiicrelerinde orta yogunlukta iken fotal stromada cok zayif oldugu gozlendi.
Istatistiksel degerlendirmede gebeligin her ii¢ doneminde de HLX ekspersyonu
diizeyinde anlamli bir farkin sekillenmedigi (p>0,05) saptandi. Bu veriler sonucunda,
HLX’in insan ve fare plasentasinda oldugu gibi ineklerde de trofoblastlarin ¢ogalip
farklilasmasinda, plasentanin olusumu, biiylimesi ve gelismesinde, gebeligin

devamliliginda ¢ok dnemli rollere sahip olabilecegi diigiiniilmektedir.

90



7. SONUC

Ineklerde gebelik boyunca uterus ve plasentada HOXA10, HOXA11, HOXB6,
HOXC6, TLX1, DIx-5, HLX protein immunreaktiviteleri farkli yogunluklarda
gozlendi. Bulgulara bakildiginda, homeobox gen ailesinin birer alt liyesi olan bu
proteinlerin uterusta luminal ve glanduler epitel hiicrelerinden salgilandig1 saptandi.
Boylece bu hiicrelerin faaliyetlerini otokrin/parakrin mekanizmasi ile yaptiklari
diistintildii. Bunlarla birlikte bazi stromal hiicrelerde goriilen pozitif reaksiyon, bu
hiicrelerin reseptdr ve salgi gorevi yapabildigini diislindiirdii. Ayrica HOXAI10,
HOXB6, HOXC6, DIx-5 proteinlerinin endometriyumdaki damar endotel
hiicrelerinde ve miyometriyumdaki diiz kas hiicrelerinde lokalize olmalari, endotel
hiicrelerin ¢ogalip farklilasmasina ve miyometriyum fonksiyonlarmin yerine
getirilmesinde bu proteinlerin katki saglayabileceklerini gosterdi. Belirttigimiz bu
proteinlerin, endometriyumun fonksiyonel gorevlerinin yerine getirilmesinde ve
anjiyogeneziste kritik rollere sahip olabileceklerini dislindiirdii. Ayrica bu
proteinlerin, maternal ve fotal plasenta boliimlerinde goriilmeleri plasentanin olusum
ve biiyiimesinden sorumlu olabileceklerini akla getirdi. Fotal boliimdeki tek ve cift
cekirdekli trofoblast hiicrelerde ise otokrin/parakrin etkili olabilecekleri ve bu
hiicrelerin  ¢ogalip farklilasmasinin  diizenlenmesine katki saglayabilecekleri
varsayildi. Bulgular bu proteinlerin; implantasyon olusumunda, plasenta yoluyla
embriyo-uterus arasindaki hiicresel etkilesimde ve gebeligin siiriidiiriliip
stirdiiriilemeyeceginin belirlenmesinde kritik rollere sahip olabilecegini akla getirdi.

Calismamizda elde edilen immunohistokimyasal bulgularin, memeli uterus ve
gebelik fizyolojisi ile ilgili yapilacak aragtirmalara 151k tutacagi, plasenta ile fotusa
ait kalitsal ve patolojik problemlerin engellenmesi ve tedavi edilmesi icin yeni

metodlarin ortaya ¢ikmasina katki saglayabilecegi diisiincesindeyiz.

91



—

KAYNAKLAR

Esrefoglu M. Ozel Histoloji. Medipres Matbacilik Ltd. Sti., Malatya; 2009, s:
221.

Akbalik ME. Gebelik Siiresince Inek Uterusunda ErbB Reseptorleri ile
Epidermal Biiylime Faktorli, Amfiregulin ve Norogulin Dagiliminin
Immunohistokimyasal Olarak Gosterilmesi. D.U. Saglik Bilimleri Enstitiisii,

Doktora Tezi, 2011, Diyarbakir (Danisman: Prof. Dr. M. Aydin KETANI).

Kelleher AM, Burns GW, Behura S, Wu G, Spencer TE. Uterine Glands
Impact Uterine Receptivity, Luminal Fluidhomeostasis and Blastocyst

Implantation. Sci. Rep. 2016; 6(38078):1-18.

Wooding FBP, Morgan G, Adam CL. Structure and Function in the Ruminant
Synepitheliochorial Placenta: Central Role of the Trophoblast Binucleate Cell
in Deer. Microscopy Research and Techniqu. 1996; 38: 88-99.

Karaca T, Yoriik M. Ruminant Plasentalarinin Yap1 ve Fonksiyonu. YYU

Veteriner Fakultesi Dergisi. 2010; 21(3):191-194.

Santos RB, Silva JM, Beletti ME. Ultrastructure of Bovine Placenta During
All Gestational Period. Arq. Bras. Med. Vet. Zootec. 2017; 69 (6): 1376-1384.

Palmer PC, Tarrade A. Placentation in Different Mammalian Species. Annales

d’Endocrinologie. 2016; 77: 67-74.

Murthi P, Rajaraman G, Brennecke SP, Kalionis B. The Role of Placental
Homeobox Genes in Human Fetal Growth Restriction. Journal of Pregnancy.

2011; 1: 548171.

Murthi P, Hiden U, Rajaraman G, Liu H, Borg aj, Coombes F, Desoye G. Ett.

all. Novel Homeobox Genes are Differentially Expressed in Placental

92



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Microvascular Endothelial Cells Compared with Macrovascular Cells.

Placenta. 2008; 29: 624-630.

Zhu Y, Cheng Z, Wang J, Liu B, Cheng L, Chen B, Cao Y, Wang B. 2017. A
Novel Mutation of HOXAI11 in a Patient with Septate Uterus. Orphanet
Journal of Rare Diseases. 2017; 12 (1):178-184.

Daftary GS, Taylor HS. Implantation in the Human: The Role of HOX Genes.
Semin Reprod Med. 2000; 18 (3): 311-320.

Novakovic B, Fournier T, Harris LK, James J, Roberts CT, Yong HEC.
Increased Methylation and Decreased Expression of Homeobox Genes TLX1,
HOXA10 and DLX5 in Human Placenta are Associated with Trophoblast
Differentiation. Sci Rep. 2017; 7 (1): 4523.

Lufkin T. Hox Genes: Embryonic Development. Encyclopedia of Life
Sciences. 2005.

Chui A, Pathirage NA, Johnson B, Cocquebert M, Fournier T, Evain-Brion D,
Roald B, Manuelpillai U, Brennecke SP, Kalionis B, Murthi P. Homeobox
Gene Distal-less 3 is Expressed in Proliferating and Differentiating Cells of

the Human Placenta. Placenta. 2010; 31(8): 691-697.

Anderson SA, Eisenstat DD, Shi L, Rubenstein JL. Interneuron Migration
From Basal Forebrain to Neocortex: Dependence on DIx Genes. Science.

1997; 278 (5337): 474-476.

Quinn LM, Johnson BV, Nicholl J, Sutherland GR, Kalionis B. Isolation and
identification of homeobox genes from the human placentaincluding a novel

member of the Distal-less family, DLX4. Gene. 1995; 187 (1): 55-61.

93



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Murthi P, Doherty V, Said J, Donath S, Brennecke SP, Kalionis B.
Homeobox Gene HLX1 Expression Is Decreased in Idiopathic Human Fetal

Growth Restriction. American Journal of Pathology. 2006; 168(2): 511-518.

Rajaraman G, Murthi P, Quinn L, Brennecke SP, Kalionis B. Homeodomain
Protein HLX is Expressed Primarily in Cytotrophoblast Cell Types in the
Early Pregnancy Human Placenta. Reprod Fertil Dev. 2008; 20 (3): 357-67.

Dube ID, Kamel-Reid S, Yuan CC, Lu M, Wu X, Corpus G, Raimondi SC,
Crist WM, Carroll AJ, Minowada J, Baker JB. A Novel Human Homeobox
Gene Lies at the Chromosome 10 Breakpoint in Lymphoid Neoplasias with
Chromosomal Translocation t(10;14). Blood. 1991; 78 (11): 2996-3003.

Hatano M, Roberts CW, Minden M, Crist WM, Korsmeyer SJ. Deregulation
of a Homeobox Gene, HOX11, by the t (10;14) in T Cell Leukemia. Science.
1991; 253 (5015): 79-82.

Logan C, Wingate RJT, McKay LJ, and Lumsden A. TIx-1 and TIx-3
Homeobox Gene Expression in Cranial Sensory Ganglia and Hindbrain of the
Chick Embryo: Markers of Patterned Connectivity. The Journal of
Neuroscience. 1998; 18 (14): 5389-5402.

Ramirez-Garzon HO. Effect of Endometrial Biopsy on Uterine Health in
Tropically Adapted Beef Cattle. The University of Queensland in School of
Veterinary Scienc. Doctoral Thesis, 2007, Australia (Principal Supervisors:

Professor Michael Holland and Michael McGowan).

Espejel MC and Medrano A. Histological Cyclic Endometrial Changes in
Dairy Cows: An Overview. Dairy and Vet Sci J. 2017; 2(1): 555577.

Kobayashi A, Behringer RR. Developmental Genetics of the Female
Reproductive Tract in Mammals. Nat. Rev. Genet. 2003; 4 (12): 969-980.

94



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Witschi E. Embryology of the Uterus: Normal and Experimental. Ann. N. Y.
Acad. Sci. 1959; 75: 412-35.

Moncada-Madrazo M, Valero CR. Embryology, Uterus. Stat Pearls Content is
King, Reasure Island (FL): StatPearls Publishing LLC, 2019, PMID:
31613528.

Konig HE, Liebich HG. Veterinary Anatomy of Domestic Mammals (6th
Edition). Ceviren: Kiirtiil I, Tiirkmenoglu i. Veteriner Anatomi (Evcil Memeli
Hayvanlar Metin ve Renkli Atlas). 6. baski, Medipres Yayincilik, Malatya;
2015, s: 440.

Schatten H, Constantinescu GM. Animal Models and Human Reproduction.

John Wiley&Sons, Inc. , Hoboken, New Jersey; 2017, p: 34-71.

Dyce KM, Sack WO, Wensing CJG. Textbook of Veterinary Anatomy Fourth
Edition. Ceviren; Haziroglu M, Cakir A. Veteriner Anatomi Konu Anlatimi

ve Atlas 4. Baski, Giines Tip Kitapevleri, Ankara; 2018, s:702.
Garther PL, Hiatt JL. Color Atlas of Histology. Ceviren: Dagdeviren A,
Miiftiioglu SF, Karabay G. Renkli Histoloji Atlasi. Dordiincii Baski, Giines

Tip Kitabevleri, Ankara; 2009, s:343-348.

Ozer A. Veteriner Ozel Histoloji. Gelistirilmis 3. basim, Nobel Akademi
Yayincilik, Ankara, 2011, s: 234.

Tanyolag A. Ozel histoloji. Yorum Basin Yaymn Sanayi Ltd. Sti., Ankara;
1993, s:148.

Ozer A. Veteriner Ozel Histoloji. Nobel Yaymn Dagitim, Ankara; 2008, s:234-
238.

95



34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Aughey E, Frye FL. Comparative Veterinary Histology With Clinical
Correlates. Manson Publishing Ltd., London; 2001, p:189-202.

Mullen MP, Elia G, Hilliard M, Parr MH, Diskin MG, Evans ACO, Crowe
MA. Proteomic Characterization of Histotroph During the Preimplantation

Phase of the Estrous Cycle in Cattle. Journal of Proteome Research. 2012; 11:
3004-3018.

Bacha WJ. & Bacha LM. Color Atlas of Veterinary Histology. 3 st ed. Wiley-
Blackwell: Chichester-West Sussex; 2012.

Tanyolag A. Ozel histoloji. Yorum Basmn Yayin Sanayi Ltd. Sti., Ankara;
1999, s: 153-156.

Samuelson DA. Textbook of Veterinary Histology. Saunders Elsevier: St.
Louis; 2007.

Forde N, Beltmana ME, Lonergana P, Diskinc B, Rochea JF, et al. Oestrous
Cycles in Bos Taurus Cattle. Anim Reprod Sci. 2011; 124(3-4): 163- 169.

Cole HH. A Study of The Mucosa of the Genital Tract of the Cow, with
Special Reference to the Cyclic Changes. American Journal of Anatomy.

1930; 46(2): 261-301.

Kojima Y, Zellforsch U. Cyclical Changes in the Fine Structure of Bovine
Endometrial Gland Cells. Mikrosk Anat. 1970; 104(1): 69-86.

Wang CK, Robinson RS, Flint AP, Mann GE. Quantitative Analysis of
Changes in Endometrial Gland Morphology During the Bovine Oestrous
Cycle and Their Association with Progesterone Levels. Reproduction. 2007;

134(2): 365-371.

96



43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

Ozer A. Veteriner Ozel Histoloji. Gelistirilmis 3. Baski, Nobel Akademi
Yayincilik, Ankara; 2011, s:236-237.

Junquerira C, Carneiro J. Basic Histology Text&Atlas tenth edition. 10 ed.,
McGraw-Hill/Appleton & Lange: New York; 2002, p:458.

Tekelioglu M. Ozel Histoloji Ince Yap1 ve Gelisme. Antip Yayinlari, Ankara;
2002, s: 224-225.

Ross MH, Kaye GI, Pawlina W. Histology A Text and Atlas. Fourth Ed.
Lippincott Williams& Wilkins: USA; 2003, p:727-751.

Ozer A. Veteriner Ozel Histoloji. Gelistirilmis 3. Baski, Nobel Akademi
Yayncilik, Ankara; 2011, s:238.

Satterfield MC, Dunlap KA, Hayashi K, Burghardt RC, Spencer TE, and
Bazer FW. Tight and Adherens Junctions in the Ovine Uterus: Differential

Regulation by Pregnancy and Progesterone. Endocrinology. 2007; 148(8):
3922-3931.

Valadao L, da Silva HM and da Silva FM. Bovine Embryonic Developmentto
Implantation. Chapters’Textbook of Embryogenesis. IntechOpen. 2019, p:1-

10.

Moore KL, Persaud TVN. Embriologia Bésica. 5th ed. Elsevier: Guanabara
Koogan Sao Paulo-Brasil; 2000, p:453.

Sadler TW. Langman Embriologia Médica. 9th ed. Gen 10: Paulo-Brasil;
2005, p:347.

97



52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

Fléchon JE, Fléchon B, Degrouard J, & Guillomot M. Cellular Features of the
Extra-Embryonic Endoderm During Elongation in the Ovine Conceptus.

Genesis, 2007; 45(11): 709-715.

Spencer TE, Hansen TR. Implantation and Establishment of Pregnancy in
Ruminants. Adv Anat Embryol Cell Biol. 2015; 216, 105-135.

Sanchez JM, Mathew DIJ, Passaro C, Fair T, Lonerga P. Embryonic Maternal
Interaction in Cattle and Its Relationship With Fertility. Reprod Dom Anim.
2018; 2: 20-27.

Metelo R, Sulon J, Moreira daSilva F, Beckers JF. Preliminary Results for
Measuring Bovine PAG in Milk Simples. 7¢éme Journée de
RencontreBioforum, BioLiége, Association des Biotechnologistes Liégeois,

Liege. 2002; p. 32

Betteridge KJ, Flechon JE. The Anatomy and Physiology of Pre-Attachment
Bovine Embryos. Theriogenology. 1988; 29(1): 155-187.

Davis CJ, Fisher, PJ, Schlafer DH. Temporal and Regional Regulation of
Major Histocompatibility Complex Class I Expression at the Bovine

Uterine/Placental Interface. Placenta. 2000; 21(2-3): 194-202.

Barreto RSN, Bressan FF, Oliveira LJ, Pereira FTV, Perecina F, Ambrosio
CE, Meirelles FV, M. Miglino MA. Gene Expression in Placentation of Farm
Animals: An Overview of Gene Function During Development.

Theriogenology. 2011; 76(4): 589-597.

Leiser R, Kaufmann P. Placental Structure: in a Comparative Aspect. Exp Clin

Endocrinol. 1994; 102(3): 122-34.

98



60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

S. Hafez. Comparative Placental Anatomy: Divergent Structures Serving a
Common Purpose. Prog Mol Biol Transl Sci. 2017; 145:1-28.

Peter AT. Bovine placenta: A review on Morphology, Components, and
Defects From Terminology and Clinical Perspectives. Theriogenology. 2013;

80: 693-705.

Wooding P, Burton G. Comparative Placentation: Structures, Functions and

Evolution. Springer-Verlag Berlin Heidelberg: Switzerland; 2008, p:1-81.

Galdos-Riveros AC, Favaron PO, Will SEAL, Miglinoand MA, Maria DA.
Bovine Yolk Sac: From Morphology to Metabolomic and Proteomic Profiles.
Genet. Mol. Res. 2015; 14 (2): 6223-6238.

Assis-Neto AC, Pereira FTV, Santos TC, Ambrosio CE, et al. Morpho-
Physical Recording of Bovine Conceptus (Bos indicus) and Placenta From

Days 20 to 70 of Pregnancy. Reprod. Domest. Anim. 2010; 45: 760-772.
Furukawa S, Kuroda Y, Sugiyama A. A Comparison of the Histological
Structure of the Placenta in Experimental Animals. J Toxicol Pathol. 2014; 27:

11-18.

Chavatte-Palmer P, Tarrade A. Placentation in Different Mammalian Species.

Annales d’Endocrinologie. 2016; 77 (1): 67-74.

Wynn RM, Corbett JR. Ultrastructure of the Canine Placenta and Amnion.
Am J ObstetGynecol. 1969;103:878-887.

Hassa O, Asti RN. Embriyoloji. Yorum Basin Yayin Sanayi Ltd. Sti., Ankara;
2003, s:79-86.

Yakisik M, Ozfiliz N, Erdost H, Zik B. Veteriner Embriyoloji. 2. baski, UU
Veteriner Fakiiltesi Yayinlari, Bursa; 2005, s:120.

99



70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

Wooding, FBP. The Synepitheliochorial Placenta of Ruminants: Binucleate
Cell Fusion and Hormone Production. Placenta. 1992; 13 (1) :101-113.

Wooding FBP, Morgan G, Adam CL. Structure and Function in the Ruminant
Synepitheliochorial Placenta: Central Role of the Trophoblast Binucleate Cell
in Deer. Microscopy Research and Technique. 1997; 38: 88-99.

Assis-Neto AC, Santos EC, Pereira FT, Miglino MA. Initial Development of
Bovine Placentation (Bos indicus) From the Point of View of the Allantois

and Amnion. Anat Histol-Embryol. 2009; 38: 341-347.

Wooding FBP. Role of Binucleate Cells in Fetomaternal Cell Fusion at
Implantation in the Sheep. Am J Anat. 1984; 170: 233-250.

Bjorkman NH. Fine Structure of Cryptal and Trophoblastic Giantcells in the
Bovine Placentome. J Ultrastruc Res. 1968; 24: 249-58.

Attupuram NM, Kumaresan A, Narayanan K, Kumar H. Cellular and
Molecular Mechanisms Involved in Placental Separation in the Bovine: A

Review. Molecular Reproduction & Development. 2016; 83: 287-297.

Roberts RM, Cross JC, Leaman DW. Interferons as Hormones of Pregnancy.
Endocr Rev. 1992; 3: 432-52.

Forde N, Carter F, Spencer TE, Bazer FW, Sandra O, Mansouri-Attia N,et al.
Conceptus-Induced Changes in the Endometrial Transcriptome: How Soon
does the Cow Know She is Pregnant?. Biol Reprod. 2011; 85: 144-156.

Alvarez-Oxiley AV, De Sousa NM, Beckers JF. Native and Recombinant

Bovine Placental Lactogens. Reprod Biol. 2008; 8: 85-106.

100



79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

Leite-Castro J, Rodrigues PN, Freitas R. Hoxgene Regulation in Vertebrates.
Trends in Developmental Biology. 2014; 8: 78-95.

Ferrier DE. Evolution of the Hox Gene Cluster. In: eLS. John Wiley & Sons,
Ltd: Chichester; 2012, p:1-8.

Nova-Lampeti E, Aguilera V, Oporto K, Guzman P, Ormazéabal V, Zuiiga F,
Escudero C, Aguayo C. Hox Genes in Adult Tissues and Their Role in
Endothelial Cell Differentiation and Angiogenesis. In: Endothelial
Dysfunction old Conseptus and New Challenges. IntechOpen: London; 2018.

Daftary GS, Hsieh-Li HS. 2000. Implantation in the Human: The Role of
HOX Genes. Seminars in Reproductive Medicine. 2000; 18(3): 311-320.

He B, Ni Z, Kong Sb, Lu Jh, Wang Hb. Homeobox Genes for Embryo
Implantation: From Mouse to Human. Anim Models Exp Med. 2018; 1: 14-
22.

Nam J, Nei M. Evolutionary Change of the Numbers of Homeobox Genes in
Bilateral Animals. Mol Biol Evol. 2005; 22 (12): 2386-2394.

Affloter M, Percival-Smith A, Muller M, Leupin W, Gehring WJ. DNA
Binding Properties of the Purified Antennapedia Homeodomain. Proc Natl

Acad Sci USA. 1990; 87: 4093-4097.

Hrycaj SM, Wellik DM. Hox Genes and Evolution [Version 1; Peer Review: 3
Approved]. F1000 Research Open for Science. 2016; 859: 1-7.

Daftary GS, Taylor HS. 2006. Endocrine Regulation of HOX Genes.
Endocrine Reviews. 2006; 27 (4): 331-355.

101



88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

Magli MC, Largman C, Lawrence HJ. Effects of HOX Homeobox Genes in
Blood Cell Differentiation. Journal of Cellular Physiology. 1997; 173:168-
177.

Mcginnis W, Krumlauf R. Homeobox Genes and Axial Patterning. Cell. 1992;
68: 283-302.

Du H, Taylor HS. The Role of Hox Genes in Female ReproductiveTract
Development, Adult Function, and Fertility. Cold Spring Harb Perspect Med.
2016; 6 (1): a023002.

Zanatta A, Rocha AM, Carvalho FM, Pereira RM, Taylor HS, Motta EL,
Baracat EC, Serafini PC. The Role of the Hoxal0/HOXA10 Gene in the
Etiology of Endometriosis and its Related Infertility: A review. Journal of
Assisted Reproduction and Genetics. 2010; 27 (12): 701-710.

Deb P. Epigenetic Mechanism of Regulation of Hox Genes and
Neurotransmitters via Hormones and Incrna. The University of Texas at
Arlington. Doctorant Thesis 2017, Texas, A.B.D (Supervising Professor:
Subhrangsu S. Mandal).

Smith J, Zyoud A, Allegrucci C. A Case of Identity: HOX Genes in Normal
and Cancer Stem Cells. Cancers. 2019; 11 (4): 512.

Taylor HS. The Role of HOX Genes in the Development and Function of the
Female Reproductive Tract. Seminars in Reproductive Medicine. 2000; 18(1):

81-89.

Browne H & Taylor H. HOXA10 Expression in Ectopic Endometrial
Tissue. Fertility and Sterility. 2006; 85(1): 1386-1390.

102



96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

Kim JJ, Taylor HS, Lu Z, Ladhani O, Hastings JM, Jackson KS, et all. Altered
Expression of HOXA10 in Endometriosis: Potential Role in Decidualization.

Mol Hum Reprod. 2007; 13: 323-32.

Lynch V J, Roth JJ, Takahashi K, Dunn CW, Nonaka DF, Stopper GF,
Wagner GP. Adaptive Evolution of HoxA-11 and HoxA-13 at the Origin of
the Uterus in Mammals. Proc. R. Soc. Lond. 2004; 271: 2201-2207.

Wang LF, Luo HZ, Zhu ZM, Wang JD. Expression of HOXA11l Gene in
Human Endometrium. American Journal of Obstetrics and Gynecology. 2004;

191(1): 767-772.

Hsieh-Li HM, Witte DP, Weinstein M, Branford W, Li H, Small K, Potter SS.
Hoxa 11 Structure, Extensive Antisense Transcription, and Function in Male

and Female Fertility. Development. 1995; 121(5): 1373-1385.

HOXB6 homeobox B6 [Homo sapiens (human)] - Gene - NCBIGene ID:
3216, updated on 24-Dec-2019, 18.02.2020

Amesse LS, Moulton R, Zhang YM, Pfaff-Amesse T. Expression of Hox
Gene Products in Normal and Abnormal Trophoblastic Tissue. Gynecologic

Oncology. 2002; 90(3): 512-518.

Rancourt DE, Tsuzuki T, Capecchi MR. 1995. Genetic Interaction Between
Hoxb-5 and Hoxb-6 is Revealed by Nonallelic Noncomplementation. Genes

Dev. 1995; 9(1): 108-122.
Becker D, Jiang Z, Knodler P, Deinard AS, Eid R, Kidd KK, Shashikant CS,

Ruddle FH, Schughart K. Conserved Regulatory Element Involved in the
Early Onset of Hoxb6 Gene Expression. Dev. Dynamics.1996; 205(1): 73-81

103



104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

Graham, A, Maden M, and Krumlauf R. The Murine Hox-2 Genes Display
Dynamic Dorsoventral Patterns of Expression During Central Nervous System

Development. Development. 1991; 112(1): 255-264.

Fid R, Koseki H, and Schughart K. Analysis of LacZ Reporter Genes in
Transgenic Embryos Suggests the Presence of Several Cis-Acting Elements in

the Murine Hoxb-6 Gene. Dev. Dynamics. 1993; 196(3): 205-216.

HOXC6 homeobox C6 [ Homo sapiens (human) ]Gene. NCBI Gene ID:
3223, updated on 17-Dec-2019, 11.02.2019.

Chariot A, Castronovo V, Le P, Gillet C, Sobel M, Gielen J. Cloning and
Expression of a New HOXC6 Transcript Encoding a Repressing Protein.
Biochem J. 1996; 319(1): 91-97.

Vinarskaja A, Yamanaka M, Ingenwerth M, Schulz WA. 2011. DNA
Methylation and the HOXC6 Paradox in Prostate Cancer. Cancers (Basel).
2011; 3(4): 3714-3725.

David LT, Bahrani-Mostafavi Z, Vestal CG, Richardson C, Mostafavi MT.
Downregulation of HOXC6 in Serous Ovarian Cancer. Cancer Invest. 2015;

33(7): 303-311.

Bodey B, Bodey BJR, Siegel SE, Luck JV, Kaiser HE. Homeobox B3,B4, and
C6 Gene Product Expression in Osteosarcomas as Detected by

Immunocytochemistry. Anticancer Res. 2000; 20(4): 2717-2721.
Moon SM, Kim SA, Yoon JH, Ahn SG. 2012. HOXC6 is Deregulated in

Human Head and Neck Squamous Cell Carcinoma and Modulates Bcl-2

Expression. J Biol Chem. 2012; 287(42): 35678-35688.

104



112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

Ansari KI, Hussain I, Shrestha B, Kasiri S, Mandal SS. HOXC6 is
Transcriptionally Regulated Via Coordination of MLL Histone Methylase and
Estrogen Receptor Under Estrogen Environment. J Mol Biol. 2011; 411(2):
334-349.

Ramachandran S, Liu P, Young AN, Yin-Goen Q, Lim SD, Laycock N, Amin
MB, Carney JK, Marshall FF, Petros JA, Moreno CS. Loss of HOXC6
Expression Induces Apoptosis in Prostate Cancer Cells. Oncogene. 2005; 24:

188-198.

Riz I, Lee HJ, Baxter KK, Behnam R, Hawley TS, Hawley RG. 2009.
Transcriptional Activation by TLX1/HOX11 Involves Gro/TLE Corepressors.
Biochemical and Biophysical Research Communications. 2009; 380: 361-365.

Roberts CW, Shutter JR, Korsmeyer SJ. Hox11 Controls the Genesis of the
Spleen. Nature. 1994; 368:747-749.

Qian Y, Shirasawa S, Chen CL, Cheng L, Ma Q. Proper Development of
Relay Somatic Sensory Neurons and D2/D4 Interneurons Requires Homeobox

Genes Rnx/TIx-3 and TIx-1. Genes Dev. 2002; 16: 1220-1233.

SH, Mak TW. Molecular Characterisation of Three Murine HOX11-Related
Homeobox Genes, Tlx-1,2, and -3, and Restricted Expressionof Tlx-I during

Embryogenesis. Develop. Growth & Differ. 1993; 35 (6): 655-663.

Lenti E, Farinello D, Yokoyama KK, Dmitry Penkov D, Castagnaro L,
Lavorgna G, Wuputra K. et. all. Transcription factor TLX1 Controls Retinoic
Acid Signaling to Ensure Spleen Development. Journal Clinical Investigation.

2016; 126(7): 2452-2464.

105



119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

Hawley RG, Fong AZC, Reis MD, Zhang N, Lu M, Hawley TS. Transforming
Function of the HOX11/TCL3 Homeobox Gene. Cancer Res. 1997; 57(2):
337-345.

Owens BM, Zhu YX, Suen TC, Wang PX, Greenblatt JF, Goss PE, Hawley
RG. Specific Homeodomain—-DNA Interactions Are Required for HOX11-
Mediated Transformation. Blood. 2003; 101(12): 4966-4974.

Merlo GR, Zerega B, Paleari L, Trombino S, Mantero, Levi S. 2000. Multiple
Functions of DIx Genes. Int. J. Dev. Biol. 2000; 44(6): 619-626.

Ferrari D, Harrington A, Dealy CN, Kosher RA. DIx-5 in Limb Initiation in
the Chick Embryo. Dev Dynamics. 1999; 216(1): 10-15.

Scherer SW, Heng HH, Robinson, GW, Mahon KA, Evans JP, Tsui LC.
Assignment of the Human Homolog of Mouse DIx3 to Chromo-Some
17921.3-q22 by Analysis of Somatic Cell Hybrids and Fluorescence in
Situhybridization. Mamm Genome. 1995; 6(4): 310-311.

Morasso MI, Yonescu R, Griffin CA, Sargent TD. Localization of Human
DIx-8 to Chromosome 17q21.3-q22 by Fluorescent in Situhybridization.
Mamm Genom. 1997; 8(4): 302-303.

Mc Guinness T, Porteus MH, Smiga S, Bulfone A, Kingsley C, Qu M, Liu
JK, Long JE, Xu D, Rubenstein JLR. Sequence, Organization and
Transcription of the DIx-1 and DIx-2 Locus. Genomics. 1996; 35(3): 473-485.

Simeone A, Acampora D, Pannese M, D’esposito M, Stornaiuolo A, Gulisano
M, Mallamaci A, Kastury K, Druck T, Huebner K, Boncinelli E. Cloning and
Characterization of Two Members of The Vertebrate DIx Gene Family. Proc

Natl Acad Sci U S A. 1994; 91(6): 2250-2254.

106



127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

Samee N, Geoffroy V, Marty C, Schiltz C, Vieux-Rochas M, Levi G,
Vernejou MC. DIx5, a Positive Regulator of Osteoblastogenesis, is Essential
for Osteoblast-Osteoclast Coupling. The American Journal of Pathology.
2008; 173(3): 773-780.

Levi G. Role of FoxL2 and DIx5/6 on Uterine Developmentand Function:
Implications for BPES. UMR 7221CNRS/MNHN Evolution des Régulations
Endocriniennes Muséum National d’Histoire Naturelle. Paris-France. 2014; 1-
45.

Bellessort MB. Etude des Genes DIx5/6 et FoxI2 Dans le Developpement et la
Fonction de I’Uterus Chez la Souris. These de Doctorat de L’Universite Pierre
et Marie Curie, These de Doctorat, 2015, Paris (Directeur de These: M LEVI

Giovanni).

Bates MD, Schatzman LC, Lints T, Hamlin PE, Harvey RP, Potter SS.
Structural and Functional Characterization of the Mouse HIx Homeobox gene.

Mamm Genome. 2000; 11(10): 836-842.

Hentsch B, Lyons I, Li R, Hartley L, Lints TJ, Adams JM, Harvey RP. Hlx
Homeo Box Gene Is Essential for an Inductive Tissue Interaction That Drives

Expansion of Embryonic Liver and Gut. Genes Dev. 1996; 10(1): 70-79.

Prahst C, Kasaai B, Moraes F, Jahnsen ED, Larrivee B, Villegas D, Pardanaud
L. et all. The H2.0-Like Homeobox Transcription Factor Modulates Yolk Sac
Vascular Remodeling in Mouse Embryos. Arterioscler Thromb Vasc Biol.

2014; 34(7): 1468-1476.

Lints TJ, Hartley L, Parsons LM, Harvey RP. Mesoderm-Specific Expression
of the Divergent Homeobox Gene HIx During Murine Embryogenesis. Dev

Dynamics. 1996; 205(4): 457-470.

107



134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

Irving JA, Lala PK. Functional Role of Cell Surface Integrins on Human
Trophoblast Cell Migration: Regulation by TGF-beta, IGF-II, and IGFBP-1.
Exp Cell Res. 1995; 217(2): 419-427.

Rajaraman G, Murthi P, Quinn L, Brennecke SP, Kalionis B. Homeodomain
Protein HLX Is Expressed Primarily in Cytotrophoblast Cell Types in the
Early Human Placenta. Reprod Fertil Dev. 2008; 20(3): 357-367.

Rajaraman G, Murthi P, Brennecke SP, Kalionis B. Homeobox Gene HLX Is
a Regulator of HGF/c-met-Mediated Migration of HumanTrophoblast-Derived
Cell Lines. Biol Reprod. 2010; 83(4): 676-683.

Rajaraman G, Murthi P, Leo B, Brennecke SP, Kalionis B. Homeobox Gene
HLX1 Is a Regulator of Colony Stimulating Factor-1 Dependent Trophoblast
Cell Proliferation. Placenta. 2007; 28(10): 991-998.

Kawahara M, Pandolfi A, Bartholdy B, Barreyro L, Will B, Roth M, Okoye-
Okafor UC, Todorova TI, Figueroa ME, Melnick A, Mitsiades CS, Steidl U.
H2.0-Like Homeobox Regulates Early Hematopoiesis and Promotes Acute
Myeloid Leukemia. Cancer Cell.2012; 22(2): 194-208.

Harris RM, Fly DE, Synder BG, et all. The Relationship of Bovine Crown
Rump Measurement to Fetal Age. Agri-Practice. 1983; 4(1): 16-22.

Sags6z H. Sicanlarin Meme Dokusunda Gebelik, Laktasyon ve Laktasyon
Sonras1 Epidermal Biiyiime Faktorii (EGFR) ve Vaskiiler Endotelyal Biiyiime
Faktorii (VGFR) Reseptérlerinin Dagiliminin Immunohistokimyasal Olarak
Gosterilmesi. D.U. Saglik Bilimleri Enstitiisii, Doktora Tezi, 2009, Diyarbakir
(Danisman: Prof. Dr. M. Aydin KETANI).

Akbalik ME, Ketani MA. Expression of epidermal growth factor receptors and
epidermal growth factor, amphiregulin and neuregulin in bovine

uteroplacental tissues during gestation. Placenta. 2013; 34: 1232-1242.

108



142.

143.

144,

145.

146.

147.

148.

149.

Detre S, Saccani JG, Dowsett M. A “Quik score’> Method for
Immunohistochemical Semiquantitation: Validation for Oestrogen Receptor in

Breast Carcinoms. J Clin Pathol. 1995; 48(9) : 876-878.

Daftary GS & Taylor HS. Endocrine regulation of HOX genes. Endocrine
Reviews. 2006; 27(4): 331-355.

Taylor HS, Arici A, Olive D, Igarashi P. HOXA10 is Expressed in Response
to Sex Steroids at the Time of Implantation in the Human Endometrium. J.

Clin. Invest. 1998; 101(7):1379-1384.

Satokata I, Benson G & Maas R. Sexually Dimorphic Sterilityphenotypes in
HoxalO-deficient Mice. Nature. 1995; 374(6521): 460-463.

Godbole GB, Modi DN, Puri CP. Regulation of Homeobox A10 Expression in
the Primate Endometrium by Progesterone and Embryonic Stimuli.

Reproduction. 2007; 134(3): 513-523.

Benson GV, Lim H, Paria BC, Satokata I, Dey SK, Mass RL. Mechanisms of
Reduced Fertility in Hoxa-10 Mutant Mice: Uterine Homeosis and Loss of
Maternal Hoxa-10 Expression. Development. 1996; 122(9): 2687-2696.

Lim H, Ma L, Ma WG, Maas RL & Dey SK. Hoxa-10 Regulates Uterine
Stromal Cell Responsiveness to Progesterone During Implantation and

Decidualization in the Mouse. Mol Endocrinol. 1999;13(6): 1005-1017.

Yang Y, Chen X, Saravelos SH, Liu Y, Huang J, Zhang J, Chiu Li T. HOXA-
10 and E-Cadherin Expressionin the Endometrium of Women with Recurrent
Implantation Failure and Recurrent Miscarriage. Fertility and Sterility. 2017;
107(1): 137-143.

109



150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

Bagot CN, Troy PJ, Taylor HS. Alteration of Maternal Hoxal0 Expression by
in Vivo Gene Transfection Affects Implantation. Gene Ther. 2000; 7(16):
1378-1384.

Gui Y, Zhang J, Yuan L, Lessey BA. Regulation of HOXA-10 and Its
Expression in Normal and Abnormal Endometrium. Molecular Human

Reproduction. 1999; 5(9 ): 866-873.

Scotti M, Kmita M. Recruitment of 5° Hoxa Genes in The Allantois is
Essential for Proper Extra-Embryonic Function in Placental Mammals.

Development. 2012; 139 (4): 731-739.

Taylor J, Ramos JG, Bosquiazzo VL, Toro MM, Luque EH. Developmental
Exposure to Bisphenol A Impairs the Uterine Response to Ovarian Steroids in

The Adult. Endocrinology. 2008; 149 (11): 5848-5860.

Cermik D, Karaca M, Taylor HS. HOXA10 Expression Is Repressed by
Progesterone in the Myometrium: Differential Tissue-Specific Regulation of
HOX Gene Expression in The Reproductive Tract. J Clin Endocrinol Metab.
2001; 86(7): 3378-3392.

Blitek A, Morawska E, Kiewisz J, Ziecik AJ. Effect of Conceptus Secretions
on HOXA10 and PTGS2 Gene Expression, and PGE, Release in Co-cultured
Luminal Epithelial and Stromal Cells of the Porcine Endometrium at the

Time of Early Implantation. Theriogenology. 2011; 76(5): 954-966.

Blitek A, Kiewisz J,Waclawik A, Kaczmarek MM, Ziecik AlJ. Effect of
Steroids on HOXA10 mRNA and Protein Expression and Prostaglandin
Production in the Porcine Endometrium. J Reprod Dev. 2010; 56(6): 643-
648.

110



157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

Guo B, Tian Z, Han BC, Zhang XM, Yang ZM, Yue ZP. Expression and
Hormonal Regulation of HoxalO in Canine Uterus During the Peri-

implantation Period. Reprod Domest Anim. 2009; 44(4): 638-642.

Godbole G, Suman P, Malik A, Mosami G, Joshi N, Fazleabas A, ett.all.
Decrease in Expression of HOXAI10 in the Decidua After Embryo

Implantation Promotes Trophoblast Invasion. Endocrinology 2017,

158(8):2618-2633.

Eun Kwon H, Taylor HS. The role of HOX Genes in Human implantation.
Ann N Y Acad Sci. 2004; 1034:1-18.

Taylor HS, Vanden Heuvel GB, Igarashi P. A conserved Hox Axis in the
Mouse and Human Female Reproductive System: Late Establishment and
Persistent Adult Expression of the Hoxa Cluster Genes. Biol. Reprod. 1997;
57(6): 1338-1345.

Gendron RL, Paradis H, Hsieh-Li HM, Lee DW, Potter SS, Markoff E.
Abnormal Uterine Stromal and Glandular Function Associated with Maternal
Reproductive Defects in Hoxa-11 Null Mice. Biol Reprod. 1997; 56(5): 1097-
1105.

Xu B, Geerts D, Bu Z, Ail J, Jin L, Li Y, Zhang H, Zhu G. Regulation of
Endometrial Receptivity by the Highly Expressed HOXA9, HOXA11 and
HOXD10 HOX-Class Homeobox Genes. Human Reproduction. 2014; 29 (4):
781-790.

Lin R, Jia H, Chen S, Zhao S. Expression Analysis of the Porcine Homeobox
A1l Gene and Its Association with Litter Size in Large White Pigs. Czech J
Anim Sci. 2016; 61(5): 243-249.

111



164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

Zhang YM, Xu B, Rote N, Peterson L, Amesse LS. Expression of
Homeobox Gene Transcripts in  Trophoblastic Cells. Am J Obstet
Gynecol. 2002;187(1): 24-32.

Becker D, Eid R, Schughart K. The Limb/LPM Enhancer of the Murine
Hoxb6 Gene: Reporter Gene Analysis in Transgenic Embryos and Studies of
DNA-Protein Interactions. Pharmaceutica Acta Helvetiae. 1996; 71: 29-35.

Lopez R, Garrido E, Pina P, Hidalgo A, Lazos M, Ochoas R, Salcedo M.
HOXB Homeobox Gene Expression in Cervical Carcinoma. Int J Gynecol

Cancer. 2006; 16(1): 329-335.

He B,Ni ZL,Kong SB, Wang HB. Homeobox Genes for Embryo
Implantation: From Mouse to Human. Animal Model Exp Med. 2018; 1(1):
14-22.

Wu Y, Moser M, Bautch VL, Patterson C. HoxB5 Is an Upstream
Transcriptional Switch for Differentiation of the Vascular Endothelium from

Precursor Cells. Mol Cell Biol. 2003; 23(16): 5680-5691.

Wang Y, Wang C, Liu N, Hou J, Xiao W, Wang H. HOXC6 Promotes
Cervical Cancer Progression via Regulation of Bcl-2. FASEB J. 2019; 33(3):
3901-3911.

Andermann P, Wemberg ES. Expression of zTIxA, a Hox11-like Gene, in
Early Differentiating Embryonic Neurons and Cranial Sensory Ganglia of the
Zebrafish Embryo. Dev Dynamics. 2001; 222(4):595-610.

Rakowski LA, Lehotzky EA, Chiang MY. Transient Responses to NOTCH

and TLX1/HOXI11 Inhibition in T-Cell Acute Lymphoblastic Leukemia/
Lymphoma. PLoS One. 2011; 6(2):e16761.

112



172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

Huppertz B, Abe E, Murthi P, Nagamatsu T, Szukiewicz D, Salafia C.
Placental Angiogenesis, Maternal and Fetal Vessels-a Workshop Report.
Placenta. 2007; 28: 94-96.

Proudfoot A, Axelrod HL, Geralt M, Fletterick RJ, Yumoto F, Dea con AM,
et all. DIx5 Homedomain/DNA Complex; Structure, Binding and Effect of
Mutations Related to Split-Hand and Foot Malformation Syndrome. J Mol
Biol. 2016; 428(6): 1130-1141.

Talbi S, Hamilton AE, Vo KC, Tulac S, Overgaard MT, Dosiou C, Le Shay,
N, Nezhat CN, Kempson R, Lessey BA, Nayak NR, Giudice L. Molecular
Phenotyping of Human Endometrium Distinguishes Menstrual Cycle Phases
and Underlying Biological Processes in Normo-Ovulatory Women.

Endocrinology. 2006; 147(3): 1097-1121.

Bellessort B, Name NN, Fontaine A, Hagneau A, Fernandes O, Imadalou Lim
E, Gitton Y, Levi G. DLX5/6 and FOXL2 in the Uterus: Regulation and
Function. Présent¢ au meeting annuel Ideal. CNRS, Muséum National d

’Histoire Naturelle Paris. 2012; 1-45.

Bellessort B, Cardinal ML, Bachelot A, Néme NN, Garagnani P, Pirazzini C,
Barbieri O. et all. DIx5 and DIx6 Control Uterine Adenogenesis During Post-
Natal Maturation: Possible Consequences for Endometriosis. Human

Molecular Genetics. 2016; 25(1); 97-108.

Cheng HC, Zhang FW, Jiang CD, Li FE, Xiong YZ, Deng CY. Isolation and
Imprinting Analysis of the Porcine DLX5 Gene and Its Association with
Carcass Traits. Anim Genet. 2008; 39(4): 395-399.

Pereyra S, Sosa C, Bertoni B, Sapiro R.Transcriptomic Analysis of Fetal
Membranes Reveals Pathways Involved in Preterm Birth. BMC Medical
Genomics. 2019; 12(53):1-14.

113



179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

Zadora J, Singh M, Herse F, Przybyl L, Haase N, Golic M, Yung HW,
Huppertz B. et. all. Disturbed Placental Imprinting in Preeclampsia Leads to
Altered Expressionof DLXS5, a Human-Specific EarlyTrophoblast Marker.
Circulation. 2017; 136(19): 1824-1839.

Murthi P, Doherty V, Said J, Donath S, Brennecke SP, Kalionis B.
Homeobox Gene HLX1 Expression Is Decreased inldiopathic Human Fetal

Growth Restriction. American Journal of Pathology. 2006; 168(2): 511-518.

Quinn LM, Latham SE, Kalionis B. Homeobox Gene HB24, a Regulator of
Hematopoiesis, Is a Candidate for Regulating Differentiationof the Extra-
Embryonic Trophoblast Cell Lineage. Reprod Fertil Dev. 1997; 9(6): 617-
623.

Quinn LM, Kilpatrick LM, Latham SE, Kalionis B. Homeobox Genes DLX4
and HB24 Are Expressed in Regions of Epithelial-Mesenchymal Cell
Interaction in the Adult Human Endometrium. Mol Hum Reprod. 1998; 4(5);
497-501.

Bates MD, Wells JM, Venkatesh B. Comparative Genomics of the HIx
Homeobox Gene and Protein: Conservation of Structure and Expression From

Fish to Mammals. Gene. 2005; 352: 45-56.

Rajaraman G, Murthi P, Pathirage N, Brennecke SP, Kalionis B. Downstream
Targets of Homeobox Gene HLX Show Altered Expression in Human

Idiopathic Fetal GrowthRestriction. Am J Pathol. 2010; 176 (1): 278-287.

Yuen N, Brennecke SP, Umstad MP, Yong HEJ, Borg AJ, Rajaraman G. et.
all. Expression of Homeobox Gene HLX and Its Downstream Target Genes
Are Altered in Placentae From Discordant Twin Pregnancies. Twin Res Hum

Genet. 2018; 21(1): 42-50.

114



186.

187.

188.

189.

190.

Liu H,Murthi P,Qin S, Kusuma GD, Borg AJ, Knofler M. et.all
A Novel Combination of Homeobox Genes is Expressed in Mesenchymal
Chorionic Stem /  Stromal Cells in First Trimester and Term Pregnancies.

Reprod Sci. 2014; 21(11): 1382-1394.

Gabrielsen M, Nerhus M. Placentation and Expression of Homeobox Genes
in Extravillous Trophoblasts in First Trimester Pregnancies. University of
Oslo. Student Thesis at Faculty of Medicine, 2006, Oslo (Supervisors:
Professor Borghild Roald, PhD Bill Kalionis).

Murthi P, Bates MD, Sankaran G, Brennecke SP, Kalionis B. Role of
Homeobox Gene HIx Expression m Normal Placental Developmemt.

Reproduction Fertility and Development. 2004; 16(9): 271-271.

Li Y, Behringer RR. Esxl is an X-Chromosome Imprinted Regulator of
Placental Development and Fetal Growth. Nature Genetics. 1998; 20(3): 309-
311.

Sapin V, Blanchon L, Serre A. F, Lemery D, Dastugue B, Ward SJ. Use of
Transgenic Mice Model for Understanding the Placentation: Towards Clinical
Applications in Human Obstetrical Pathologies?. Transgenic Res. 2001;
10(5): 377-398.

115



9. OZGECMIS

oNIVE, TURKIYE CUMHURIYETI
S G "
a2 % 12 DiCLE UNIVERSITESI

NZASY SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

g g
Adi Ugur Soyadi TOPALOGLU
Dogum Yeri Antakya Dogum Tarihi 16/10/1989
Uyrugu Tiirkiye Cumhuriyeti Tel 05395457716
E-posta ugur.topaloglu@dicle.edu.tr

EGITiM DUZEYi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Yih

Doktora | D. U Saglik Bil. Enst. Veteriner Histoloji ve Embriyoloji ABD

Lisans Selguk Universitesi Veteriner Fakiiltesi 2014
Lise Antakya Hac1 Ali Nurlu Lisesi 2006
IS DENEYIMI
Gorevi Kurum Siire( Yil-Y1l)
Arastirma Gorevlisi | Dicle Universitesi Veterine Fakiiltesi 5

Yabanci Dil Sinav Notu
UDS/YDS YOKDIL [IELTS TOEFL |TOEFL |TOEFL |FCE CAE CPE
IBT PBT CBT
65 73.75
Sayisal Esit Agirhk Sozel
ALES Puam 73,95 74,93 67
(Diger) Puani

116



10. EKLER

EK-1. Etik Kurul Karar Belgesi

! T.C.
CEVRE VE ORMAN BAKANLIGI
Doga Koruma ve Milli Patklar Gepe! MiadiriiZgi

Y

bt
i
I

A
R.18.0,0MP.0.03.05.010.03/ /53 //53 e
: Huyvan Deneyvlen Merkezi Etik Kurulu

ar

L

~l
L 8]
wn
(B ¥]

SEK OGRETIM KURULU BASKANLIGRNA
(9, Cad, 06339 Bilkent- ANKARA)

‘niversitesi Rekibdr

: Andk

amalan

‘niin 09.04.2009 t v
ol Btk Kurulu tarafindsn, ivi
cunlara vapilan mtidahalslerd
i ile vapilan ¢alismalar,
rek bolunmadigina ¢
Kuralu (HADMEK)'n
K'in 03.06.2009 terihli toplantisinda
rastirma kapsami dijioda teghis wve tedavi amach

glindeme alinmig

Ronu eplantida

hayvanlera yapilan; klinike wygulamalar, 6l hayvanla veva dlmis hayvao dokusu ile
vapilan caliymalur, mezbaha materyalleri, avk fetuslar, siit safma, diska veya althk
Groedi topluma, kaa alma, swap ile drnek alma vb. miidabalelerde Havvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu’ndan izni ahnmasina gerek olmadiZina” dair karar alinmestie,

Du kapsarndn, HADMER "in vukarida belirdlen 05.06.2009 tarih ve 12 sayil karan ile
susunda;

wza baZlh tiin bt rin bilgilendirlmesi
rintzl ve pereding arz ederim.

ot De. M. KeAY ALINKILIC

i Ea}iﬂ s
@ (i \

anlig1)

{Stateji Geligtirme Bagkanligy)
ve Kdyisleri Bakanhg:

it Gelistinme Baskanhg)

ne Asker Tip Akademisi Komutanl

gt

117



EK-2. Yayimlanan Makale Bilgisi

Arastirma Makalesi/Research Article

IS5N:1307-9972 e-IS5M:1308-0679

Kekliklerin Ovaryum ve Testis Dokularinda Bazi Metabolik Hormonlarin Dagilimi

Ugur TOPALOGLU*", Mehmet Erdem AKBALIKY®, Hakan SAGSOZ1®, Muzaffer Aydin KETANI', Berna GUNEY SARUHAN=

! Dicle Universitesi Veteriner Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Diyarbakir, TURKIVE

“ORCID: 0000-0002-8306-491X; "ORCID; 0000-0001-9898-0593; “ORCID: 0000-0002-5456-697X
9ORCID: 0000-0002-1546-9747; *ORCID: 0000-0002-5111-5524

Gelis Tarihi/Received
05.10.2019

Kabul TarihifAccepted
22.12,2019

Yayin Tarihi/Published
31.12,2019

Oz

Sunulan galisma keklik ovaryum ve testisinde ghrelin, leptin ve inin dagil gostermek amaciyla yapilmigtir,
Materyal olarak 5 digi (360-420 g) ve 5 erkek (480-540 g) olmak (izere toplam 10 tane saglikl yetiskin keklik (Chukar partridge) kullanildi.
Keklik genital sisteminden elde edilen doku ornekleri %10'luk formol-alkel solisyonunda tespit edildikten sonra rutin histolojik
islemlerden gecirildi ve peptidlerin lokalizasyonunu gostermek amaci ile immunohistokimya boyamasi yapildi. Bu peptidlerin testisin
seminifer tubullerinde ve bazi interstisyel hiicrelerinde; ovaryumun ise germinatif epitelinde, follikiillerde ve stromadaki bazi bag doku
hiicrelerinde lokalize oldugu gézlendi. Béylece incelenen peptidierin kanatl genital sistem organlarindan testis ve ovaryum lzerinde
fonksiyonel bir etkileri olabilecegi dusinildi.

o I
In nor

Anahtar Kelimeler: Ghrelin, Leptin, Obestatin, Ovaryum, Testis

Distribution of Some Metabolic Hormones in Partridge's Ovary and Testicular Tissues

Abstract

&

The study was conducted to show the distrit of ghrelin, leptin and tin hor in partridge ovary and testis. A total of 10
healthy adult partridges (Chukar partridge) were used as material 5 females (360-420 g) and 5 males (480-540 g). Tissue samples obtained
from the partridge genital system were detected in 10% formol-alcohol solution and then subjected to routine histological procedures
and immunohistochemical staining was performed to show the localization of the peptides. These peptides were observed to be localized
in seminiferous tubules and some interstitial cells of testes and germinative epithelium of ovary, follicles and some connective tissue cells
in stroma. Thus, it was thought that the peptides examined could have a functional effect on testes and ovaries from poultry genital
system organs.
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GiRis

Kanatl erkek Greme sistemi, testisler, epididimis, duktus de-
ferens ve kloakadaki erektil organi igerir. Bu tiirlerde testisler
memelilerden farkli olarak karin boslugunda yer alir ve islev-
lerini 41-42 2C vicut sicakliginda strddrir, Testislerin iglev-
lerini yerine getirmesi igin termoregilasyonunun hava kese-
leri tarafindan saglandig disundlmektedir. Testisler distan
fibroelastik yapida olan bir kapsdl ile sarilmistir. Tunika albu-
ginea olarak adlandinlan bu kapsil memelilerin aksine ¢ok
ince olup organi septalara ayirmamaktadir. Bununia birlikte
seminifer tubuluslan olusturmak Gzere iplik seklinde gok ince

Kanath disi genital sisteminin fonksiyonel gonad: sol
ovaryum olup abdominal kavitenin sol tarafinda, orta hatta
yakin olacak sekilde yerlesmis dizensiz sekilli, pembemsi bir
organdir, Ovaryumlar dorsal vicut duvarina mezovaryum
denen bir periton yaprag ile tutturulmustur. Mezovaryumda
kan damari, fibréz bag dokusu, diz kas ve sinirler yer alir ve
bunlarin hepsi birden ovaryan sapini meydana getirirler.
Owvaryum, dista yumurta hicrelerini barindiran follikillerin
bulundugu korteks ile icte bag dokusundan meydana gelen
vaskiler bir medulladan olusur. Ovaryumun yizeyi kibik
germinal epitel ile kaplanmis ve dis katmanlar ile ara stromal

bir bag dokusu tunikadan iceri girmektedir. Ayrica kanath
testisinin ara dokusunda kan ve lenf damarlan, leydig hiicre-
leri (intersitisyel hucreler}, makrofajlar, fibrositler, miyofib-
roblastlar ve sinir tellerinin bulundugu ifade edilmistir (1, 2,
3).
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alanlar korteks olarak ifade edilmistir. Korteks germinal epi-
tel, stroma ve 30 ila 400 um arasinda degisen farkll biyik-
|ukteki ovalardan meydana gelmektedir. Ayrica kortikal stro-
mada vakuoler, pigment ve intertisyel olarak adlandirilan
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