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OZET

Memelilerde gebeligin saglikli bir sekilde gergeklesmesi ve ilerlemesinde
birgok faktor rol almaktadir. Fertilizasyondan sonra embriyonun preimplantif donem
gelisimi ve implantasyon ile desidualizasyonun saglikli gelisimi, basarili gebeligin
kurulmasinda temel olusturmaktadir. Bu olaylar heterojen hiicre topluluklar1 iceren
uterusta gergeklesir. Preimplantif gelisimini saglikli tamamlayan embriyo, senkronize
bir sekilde hazirlanmig ve reseptif hale gelmis uterusa implante olabilmektedir.

Notch sinyali, hiicre kaderinin belirlenmesinde ve bir¢ok hiicresel
mekanizmada rolii olan, evrimsel olarak korunmus hiicreler arasi bir sinyal yolagidir.
Notch sinyali dogrudan hiicre-hiicre temasiyla aktive olur ve embriyonik gelisimde
apoptoz, hiicre proliferasyonu, farklanma, hiicre soyu karar1 gibi bir¢ok biyolojik
fonksiyonun diizenlenmesinde gereklidir.

Erken gebelikte uterus reseptivitesinin ve desidualizasyonun kurulmasinda
Notch sinyal yolagi iiyelerinin etkileri heniliz tam olarak aydinlatilamamistir. Bu
nedenle bu ¢alismada, farelerde erken gebelik donemlerinde, aktif Notchl (NICD1) ve
aktif Notch2 (NICD2) ile Notch sinyal yolagi hedef genlerinden olan HEY1 ve
HESS5’in uterustaki dagilimlarinin ve ekspresyon miktarlarinin incelemesi amaglandi.

Bu amagla, ostrus fazi, gebeligin 1., 4., 5. ve 8. gilinlerinde olan fare uterus
dokular1 alindi ve immiinohistokimyasal gozlemler i¢in %10’luk formalin ile fikse
edilerek parafin takibe alindi. Elde edilen parafin bloklardan 5-7 pum kalinliginda
alinan kesitlerde, immiinohistokimyasal yontemle NICD1, NICD2, HEY1 ve HESS
proteinlerinin immiinolokalizasyonlar1 belirlendi. Western Blot analizleri i¢in, taze
uterus dokular1 kullanildi ve bu yontemle ayni proteinlerin ekspresyon miktarlar
belirlendi.

Elde edilen bulgulara gore; NICD1 immiinoboyanmasi tiim gruplarda doku
genelinde eksprese olurken HEY1 ile paralel sekilde gebeligin 5. giliniinde artis
gosterdigi; NICD2 ve HESS immiinoboyanmasinin yogunlugunun NICD1 ve HEY 1’e
gore daha az oldugu, NICD2’nin gebeligin 5. giliniinde artis gostererek ozellikle
blastosiste ait olan yapilarda ve PDB’de yogunlastigi, 8. giinde ise SDB’de ¢ok
yogunlastigi, ayrica ozellikle gebe olmayan Gstrus fazindaki fare uterusunda yogun
miktarda bulunan gebeligin 1, 4 ve 5. giinlerinde sayilar1 gittikge azalan mast
hiicrelerinde NICD2 immiinoboyanmasinin ¢ok yogun oldugu gozlendi.

Sonug olarak, NICDI1, NICD2, HEY1 ya da HESS5 aracili Notch sinyal
yolagimnin fare uterus dokusunun gebelik i¢in hazirlanmasi, implantasyon olayinin
gerceklesmesi, embriyo gelisim siirecinin  kontrolii i¢in gerekli olabilecegi
sOylenilebilir.

Anahtar Kelimeler: Fare, Erken gebelik, Uterus, NICD1, NICD2, HEY1, HES5



ABSTRACT

There are many factors that have roles at appropriate establishment and
progress of mamallian pregnancy. After fertilization, the proper development of
preimplantation embryo, implantation and decidualization acts a major role for setting
up a succesfull pregnancy. These events happens at uterus that has heterogeneous cell
types. The embryo that complete its preimplantation development properly is able to
implant the receptive uterus that is prepared synchronised with preimplantive embryo.

Notch signaling is an intercellular signalling pathway that is evolutionarily
conserved and is involved in determination of cell fate and many cellular mechanisms.
Notch signalling is activated by directly cell-cell contact and is required for organising
of many biological function as apoptosis, cell proliferation, differentation, cell fate.

The effects of Notch signalling pathway members on uterus receptivity and
setting up decidualization at early pregnancy is not completely explained. In this study,
it is aimed to analyse the distribution and the expression levels of the active Notchl
(NICD1), the active Notch2 (NICD2) and the target genes of Notch signalling pathway
HEY1 and HESS in the uterus on early pregnancy.

To that end, the uterus tissues from estrus stage female mice, female mice at
the 1st, 4th, 5th and 8th days of pregnancy are colected and fixed with 10% formaline
and prepared for paraffin sections. The immunolocalisation of NICD1, NICD2, HEY1
ve HESS5 proteins are determined on the sections that are 5-7 pm-thick via
immunohistochemical method.

It was observed that in early pregnant uterus NICD1 is generally expressed in
the tissue and has higher levels on the 5th day of pregnancy synchronised with HEY1;
the immunostaining intensities of NICD2 and HESS are lower than NICD1 and HEY1;
the experssion of NICD2 is increased on 5th day of pregnancy and is gathered on
blastocyst and primary decidualization zone, on the 8th day of pregnancy its
expression is increased on secondary decidualization zone, and also NICD?2 is very
intensively stained on mast cells that are exist in the uterus tissue of the female mice
at the stage of estrus and gradually decreased on the 1st, 4th and 5th days of pregnancy.

In conclusion, the members of Notch signalling pathway, NICD1 and HEY'1

may be required for preparing the mice uterus for pregnancy, implantation and
controlling the process of embryo development.

Key Words: Mouse, Early pregnancy, Uterus, NICD1, NICD2, HEY1, HESS
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GIRIS VE AMAC

1.1. Hipotezin Temeli ve Amac¢

Memelilerde gebeligin saglikli bir sekilde ilerlemesinde ¢ok sayida faktor rol
alir. Fertilizasyon, preimplantif donem embriyo gelisimi, implantasyon ve
desidualizasyonun saglikli olarak gerceklesmesi basarili bir gebeligin olmazsa
olmazlaridir. Bu olaylarin gerceklestigi uterus, degisen Ostrojen (E2) ve progesteron
(P4) salgilarina 6zgiin bigimde yanit veren heterojen hiicre popiilasyonlarindan olusur.
Ancak pre-implantif gelisimini sorunsuz bir sekilde gerceklestiren embriyo uterusa
implante olacaktir. Iimplantasyon i¢in blastosistin saglikli olarak gelismesinin yani sira
uterusun da reseptif halde olmasi gerekir. Farelerde uterus reseptivitesi gebelik
boyunca sinirli bir zaman diliminde gerceklesir. Bu tiirlerde uterus pre-reseptif
(nétral), reseptif ve non-reseptif fazlara ayrilabilir [1, 2]. Gebe farede uterus sadece 4.
giinde (implantasyon giinii) reseptif olur, 5. giinde uterus non-reseptif olur ve
blastosistin varligina yanit vermez. Implantasyon siirecinde, embriyo ve uterus
hiicreleri arasinda kompleks etkilesimler gerceklesir. implantasyon siirecinin temel
olaylar1 su sekilde siralanabilir:

1. Preimplantasyon evresindeki embriyonun blastosist asamasina ve uterusun
reseptif faza senkronize bir sekilde gelmesi [3],

2. Semiallogenik embriyonun annenin immiinolojik yanitlarindan kagmasi [4],

3. Blastosistin uterusa yakinlastig1 alanda artan kapiler gecirgenlik ve kan akis1
(3],

4. Blastosistin uterus limen epiteline ilk tutunmasini takiben yakindaki
endometriyal stromanin lokal desidualizasyonu [3, 5]

5. Embriyonik trofoblastlarca kontrollii uterus invazyonu [6]

Enders ve Schlatke’ye gore implantasyon 3 safhaya ayrilabilir: apozisyon
(yakinlagsma), adezyon (tutunma) ve penetrasyon (i¢ine girme) [7, 8]. Apozisyon,
embriyonik trofoektoderm hiicreleri ile liimen epitelinin birbirlerine yakinlagtiklar
safhadir. Adezyon sathasinda trofoektoderm ile liimen epiteli arasindaki iliski
blastosistin yikama ile uzaklagtirilmasina izin vermeyecek kadar ilerlemistir.
Penetrasyon safhasinda trofoektoderm liimen epiteline invaze olur. Bu asamalarda,
hem embriyo hem de uterustaki hiicre tiplerinde proliferasyon, farklilagsma, go¢ ve
yeniden sekillenme olaylar1 goriiliir. Bu kritik olaylar P4 ve E; tarafindan aracilik
edilen gegici ve hiicre tipine spesifik etkilesimlere baghdir.

Farede preovulatuvar Es salgilanmasi gebeligin ilk iki giinii boyunca liimen ve
bez epiteli hiicrelerinin proliferasyonu ve farklilasmasini saglar. Buna karsin yeni
olusan korpora luteadan salgilanan P4, preovulatuvar E: salgisi ile birleserek gebeligin
3. glinlinde proliferasyonun epitelden stromaya kaymasini saglar. Stromal hiicre
proliferasyonu gebeligin 4. glinlinde (implantasyon giinii) salgilanan preimplantasyon



ovaryan Ostrojen salgisi ile etkili hale getirilir. Preimplantasyon ovaryan Ostrojenin
salgilanmasi ve blastosistin oldugu bolgede endometriyal kapiler gegirgenligin artist
daha sonra stromal hiicrelerin desidual hiicrelere farklilagsmasinda gereklidir.

Desidual hiicre reaksiyonu ilk olarak blastosistin implante oldugu anti-
mezometriyal bolgede gerceklesir. Farede blastosisti ¢evreleyen farklilagan stromal
hiicreler gebeligin 5. giinlinde 6nce primer desidual bdlgeyi (PDB) olustururlar. Bu
bolge avaskiilerdir ve desidual hiicrelerle siki bir sekilde paketlenmistir. Altincr glinde,
PDB’nin ¢evresinde sekonder desidual bolge (SDB) olusur. Bu siirede, Deoksiribo
Niikleik Asit (DNA) sentezi SDB’de yiiksek olmasina karsin PDB’de diistiktiir. PDB
sekizinci gline kadar ilerleyen sekilde dejenere olur. Sekizinci giinde SDB desidua
kapsiilaris adi verilen ince bir hiicre tabakasina doniigiir. Mezometriyal desidual
hiicreler sonunda desidua bazalisi olustururlar. Desiduanin fonksiyonlari, gelisen
embriyoya besin saglamak, embriyoyu annenin immiinolojik yanitlarindan korumak
ve uterus stromasina trofoblast invazyonunu diizenlemektir [9, 10].

Notch sinyali, evrimsel olarak korunmus hiicreler arasi bir sinyal yolagi olup
geligim siiresince uygun hiicre kaderinin belirlenmesinde 6nemli bir rol oynar. Notch
sinyali, Notch reseptorleri ile onlarin ligandlar1 olan Delta ya da Jagged arasindaki
etkilesimler sonucunda hiicre-hiicre baglantilariyla aktive olur. Notch sinyali
embriyonik gelisim boyunca apoptoz, hiicre proliferasyonu, farklanma, hiicre soyu
karar1 ve erigkinde kendini yenileyen organlarin homeostazi gibi bir¢ok biyolojik
fonksiyonun diizenlenmesinde gereklidir. Notch sinyali; lateral inhibisyon, lateral
indiiksiyon, kok hiicre devamliligi ve terminal farklilagma gibi gelisimsel kararlarda
anahtar olan cesitli mekanizmalar {istlinde etkilidir. Lateral inhibisyon esit miktarda
Notch reseptor ve ligand eksprese eden bir grup esdeger hiicrenin azar azar ya Notch
reseptoriinii ya da Notch ligandini eksprese etmeye basladigi nérogenez siiresince
gerceklesir. Lateral indiiksiyon durumunda, Notch ligandi yakin ¢evredeki farkli bir
hiicre tarafindan saglanir. Lateral indiiksiyona Ornek, timik stromal hiicrelerin
indiikleyici sinyali sagladig1 durumda ortak lenfoid progenitoriiniin 6nciil T hiicresine
gelistigi lenfopoezdir. Indiikleyici sinyalin yoklugunda, drnegin, kemik iliginde ortak
lenfoid progenitor kemik iligi stromal hiicrelerinin yardimiyla B hiicresine farklanir.
Notch sinyali ayrica kok hiicre durumunu korur. Buna 6rnek Notch sinyalinin ¢ukur
progenitor hiicrelerini farklanmadan korudugu ince bagirsaktir. Diger taraftan, Notch
sinyali ayrica derideki keratinositlerde gézlendigi gibi hiicre dongiisii duraklamasini
tetikleyerek terminal farklanma programini ¢aligtirabilir. Notch sinyalleri son derece
pleitropiktir dolayisiyla bir¢ok dokuyu etkiler [11].

Notch sinyali Notch reseptorleri ile bunlarin ligandlar arasindaki etkilesimin
sonucu olarak hiicre-hiicre baglantis1 lizerinden etki gosterir. Notch reseptorleri
eksprese eden hiicreler Notch sinyalini alir. Insan ve farelerde dort adet Notch geni
bulunur. Biitiin tiirlerde Notch reseptorleri, Notch sinyal alicist hiicrede gen
regililasyonuna onciiliik eden ardisik olaylar tetikleyen ligandlara baglanan tek gecisli
transmembran proteinlerdir. Memelilerde tiim Notch reseptorleri (Notch 1-4) ve
ligandlar1 (Jagged 1-2 ve Delta-like 1, 3 ve 4) transmembran proteinlerdir, dolayisiyla
hiicre dis1 ve hiicre i¢ci domeynlere ayrilirlar. Notch ligandlar1 Notch reseptorleri ile
etkilesim i¢in gerekli olan bir N-terminal DSL (Delta, Serrate ve LAG-2) domeyni ile
karakterizedir. Ligandlarin hiicre dis1 domeynleri degisen sayilarda epidermal biiyiime
faktorli (EGF) tekrarlart igerirler. Ligandlar, sistein zengin (CR) domeynin varligina



ya da yokluguna bagl olarak Delta ya da Delta-like (DIl) ve Serrate (memelilerde
Jagged) olmak tizere iki sinifa daha ayrilirlar [12].

Notch ilk olarak endoplazmik retikulumda tek bir polipeptid Onciilii olarak
sentezlenir ve sonra trans-Golgideki furin benzeri konvertaz tarafindan iki pargali bir
proteine yariklanir. Hiicre digi domeynine ligand baglanmasi Notch reseptoriinde iki
proteolitik  yariklanma  olaymi  baslatir.  Ilk  yariklanma ~ ADAMe-ailesi
metalloproteazlari tarafindan katalizlenirken, ikincisi presenilin, nikastrin, PEN2 ve
APH igeren bir enzim kompleksi olan y-sekretaz aracilidir. ikinci yariklanma, Notch
hiicre i¢i domeyni (NICD) serbest birakir. NICD, daha sonra nukleusa transloke olarak
DNA-baglayici protein CSL (CBF1, Su(H) ve LAG-1’den ismini alan) (CBF1, RB-J
olarak da adlandirilir) ile birlikte calisir [12]. Ligand olmadiginda, niikleer NICD
olmadig1 i¢in, RBP-J korepresdr komplekslerin temini aracilifiyla Notch hedef
genlerini baskilar. NICD’nin RBP-J’ye baglanmasi baskilanmis durumdan aktif
duruma degismede hayati 6nemdedir. NICD ilk olarak RBP-J’den korepresorleri (N-
CoR, SHARP, CtBP gibi) ayiwrarak RBP-J baglanma boélgesi igeren promotorlari
inaktive eder ve ardindan bir koaktivator kompleks olan Mastermind/MAML ve
p300/CBP’yi toplayarak Notch hedef genlerin transkripsiyonunu aktive eder [11].

Notch aktivasyonunu takiben, NICD nukleusa girer ve dogrudan hedef genlerin
ekspresyonlarini diizenler. Notch hedeflerinin arasinda, en iyi tanimlanani1 E(spl)/HES
siifinin bHLH (basic-helix-loop-helix) genleridir. Bununla birlikte, Notch’a yanit
hiicre tipleri arasinda ¢ok biiyiik degiskenlik gosterir, 6rnegin, Notch bazi durumlarda
hiicre proliferasyonunu bazi durumlarda ise apoptozu baslatir. Farkli yanitlar diger
yolaklarla etkilesim sonucu ortaya ¢ikiyor olabilir [12].

Notch reseptorleri aracili sinyallerin ¢esitli sonuclart olmasina karsin, cesitli
hiicresel ve gelisimsel durumlarda sinirli sayida Notch hedef geni tanimlanmustir.
Hairy/enhancer of split (Hes) genleri ¢esitli hiicre tiplerinde Notch tarafindan
diizenlenen yliksek oranda korunmus proteinlerdir [13, 14]. Hairy/Enhancer of split
ailesi genleri ilk olarak Drosophila embriyolarinda bu genlerin fonksiyon eksikligi
epidermal Onciillerinin eksikliginde artan miktarda noroblastlarin varligini gosterdigi
i¢cin ndrojenik genler olarak tanimlanmistir [15, 16]. Yapilan caligmalar bu genlerin
dogrudan Notch hedef genleri oldugunu ortaya koymustur. Hes1, Hes5 ve Hes7 nin
promotorlart Heyl, Hey2 ve HeyL (Hes’in alt ailesi, YRPW motifi ile iliskili)
Notch1’in aktif formu tarafindan aktive edilebilir [17-19]. Hes ve Hey (aym1 zamanda
Hesr, Chf, Hrt, Herp ya da gridlock olarak da adlandirilir) proteinleri transkripsiyonel
baskilayicilar ~ olarak islev  goren helix-loop-helix  (sarmal-ilmek-sarmal)
transkripsiyon faktorleridir. Fare ve sigan genomlarinda yedi Hes (Hes1-7) [20-22] ve
tic Hey geni (Heyl,2,L; ayrica Hrtl,2,3; Hesrl,2; Herp2,1 ya da Chf2,1 olarak da
belirtilir) tanimlanmistir [23-25]. Hesl, Hes5 ve Hes7 Notch yolagi tarafindan
indiiklenebiliyorken [22, 26], Hes2, Hes3 [18] ve Hes6 [27] Notch sinyalinden
bagimsiz goriilmektedir ve Hes4 hakkinda veri yetersizdir. Hey gen ailesinin tiim
tiyeleri Notch tarafindan indiiklenebilir [19, 24, 25] ve evrim siiresince siki1 sekilde
korunmustur [14].

Cormier ve arkadaglar1 (2004) preimplantif donem (déllenmemis yumurtadan
gec blastosist asamasina kadar) fare gelisimi boyunca Notch 1-2-3-4, Jagged 1-2,
Delta-like(DIl) 1-3-4 mRNA’larim1 RT-PCR yontemi kullanarak analiz etmislerdir.



Notchl,2, Jaggedl-2 ve DII-3 mRNA’lariin tiim evrelerde (oosit, 1 ve 2 hiicreli
asama, morula, blastosist, hatched blastosist); Notch4 ve DII-4 mRNA’larinin 2 hiicreli
asamadan hatched blastosist asamasma kadar olan evrelerde sentezlendigini
gostermislerdir. Ayrica Notch3 ve DII-1 mRNA’larinin 2 hiicreli embriyolar ile
hatched blastosistte ve morula evresinde bazen zayif olarak gézlenmesi evreye bagl
eksprese edildiklerini gostermektedir. Arastirmacilar bu transkriptlerin ayrica
embriyonik ve trofoblast kok hiicrelerinde de bulundugunu gdstermislerdir [28].

Chu ve arkadaglar1 yaptiklar1 calismada (2011) ticari bir y-sekretaz inhibitoriinii
(DAPT) fare embriyosu kiiltiir ortamina eklediklerinde NICD1 miktart ve hatch
olabilen blastosist sayisinin diistiigiinii bulmuslardir [29]. Bu ¢alismalar Notch ailesi
tiyelerinin pre-implantif donem fare gelisimindeki roliinti gostermektedir.

Steroid hormonlarca indiiklenen uterusta, hiicre dongiisiiniin ilerlemesi, stromal
fibroblastlarin apoptoza gitmekten kurtarilmast ve basarili desidualizasyonun
gerceklesmesinde Notch sinyali onemlidir [30]. Afshar ve arkadaslar1 (2012) Notchl
geni uterusta kondisyonel/segici olarak silinmis fareleri-Notch1¥? kullandiklart
calismada olusturduklar1 yapay desidualizasyon sonucunda Notchl1¥? farelerde
desidua yas agirliginin kontrol grubuna oranla daha diisiik oldugunu bulmuslardir.
Ayrica desidualizasyonda rol aldig: bilinen Bmp2 ve Wnt4 mRNAlar1 Notch]9¢
desiduada kontrole oranla daha az eksprese edilmistir. Afshar ve arkadaslart Notch1¥4
uterusta proliferasyona 6zgii Ki67, cdk6 ve siklin D2 ile siklin bagimli kinaz inhibitorii
p21 ve antiapoptotik gen Bcl2’in azalmasi ve proapoptotik Bad ile kaspaz3’iin artmasi
sonuclarint da elde etmislerdir. Bununla birlikte ayni arastirmacilar kontrol ve
Notch1¥ yavru sayilarini benzer bulmuslardir. Buradan da anlasilmaktadir ki bu
arastirmacilarin Notchl aktivasyonuyla iliskili bulgular1 kismen ¢eliskilidir. Sonug
olarak, Notchl ve Notchl disinda kalan diger Notch ailesi {iyelerinin erken gebelik
boyunca fare uterusundaki ekspresyonuyla ilgili bilgiler heniliz yetersiz olup
arastirtlmay1 beklemektedir. Dolayisiyla Notch sinyal yolag: iiyelerinin erken gebelik
stiresince eksprese edilip edilmedigi sayet ekprese ediliyorsa lokalizasyon bdlgelerinin
hangi bolgeler oldugu heniiz tam olarak agikliga kavusturulmamis olup arastirilmasi
gereken bir konu olmayi siirdiirmektedir. Sayet bu konu arastirilirsa Notch sinyal
yolagi iiyelerinin erken gebelik siiresince gebeligin siirdiiriilmesi agisindan etken olup
olmadig1 konusuna da katki saglayabilecektir.

Sonug olarak, diger dokularda oldugu gibi, erken gebelik donemi fare uterus
dokusunda da Notch sinyal yolaginin etken olabilecegi diisiiniilerek, bu ¢aligmada,
Notch sinyal yolag: belirteclerinden, aktif Notch 1(NICD1), aktif Notch 2(NICD2),
Heyl ve Hes5 ekspresyonlarinin erken gebelik donemi fare uterus dokularinda
arastirilmasi hedeflendi.

Hipotez: Farelerde, Notch sinyal yolag: iiyelerinden NICD-1, NICD-2, Hey-1
ve Hes-5, implantasyon ve desidualizasyon siire¢lerinde, uterus dokularinda eksprese
edilir ve bu siiregte 6nemli rolleri vardir.

Amag: Farelerde, Notch sinyal yolagi iiyeleri olan NICD-1, NICD-2, Hey-1 ve
Hes-5’in implantasyon ve desidualizasyon donemlerinde uterus dokularinda eksprese
edilip edilmediginin gosterilmesi ve lokalizasyonlarinin belirlenmesi.



GENEL BIiLGILER

2.1. Uterusun Gelisimi

Mezodermden koken alan genital sistem disi ve erkek embriyoda mezonefrik
ve paramezonefrik kanallar olarak iki ¢ift genital kanala sahiptir. Paramezonefrik
kanal, tirogenital kabarikligin 6n — yan yiizeyindeki sdlom epitelinin uzunlamasina bir
girintisi halinde belirir. Kanal kranial ugtan sdlom boslugu i¢ine huni seklinde bir
yapiyla acilir. Once mezonefrik kanalin lateralinde uzanir ve onu ¢aprazladiktan sonra
kaudomedial yonde gelismeye devam eder. Orta hatta diger paramezonefrik kanala
aksi yonden yaklasir. Baslangicta bir septumla ayrilmis olan bu iki kanal, daha sonra
birleserek uterus kanalini olustururlar. Birlesmis olan kanallarin kaudal ucu, iirogenital
sinusun arka duvarina dogru ilerleyerek paramezonefrik ya da Miiller tiiberkiili
denilen kiiciik bir siskinligi yapar [31].

Mezonefrik kanallar Miiller tiiberkiilii’niin her iki yanindan {irogenital sinus’a
acilirlar. Disi embriyolarda, mezonefrik kanallar testosteron yoklugu nedeniyle
gerilerken, paramezonefrik kanallar, erkek embriyolarda sertoli hiicreleri tarafindan
salgilanan Anti-miillerian (Miiller baskilayic1) hormon yoklugu nedeniyle disilige
farklanirlar [31].

Paramezonefrik kanallar diside esas genital kanallar1 olustururlar. Baslangicta
her bir kanalda ti¢ boliim gdzlemlenir: 1- Karin bosluguna agilan kranial vertikal
boliim 2- Mezonefrik kanallar1 ¢aprazlayan horizontal boliim 3- Karsi taraftan gelen
esiyle birlesen kaudal vertikal boliim. Ovaryumlarin asag1 inmesiyle paramezonefrik
kanallarin ilk iki boliimiinden tuba uterinalar gelisir. Kaudal kisimlar uterusu
olusturmak iizere kaynasirlar. Baslangigta birlesen bu kanallardan olusan dikey
septum daha sonra dejenere olarak ortadan kalkar. Paramezonefrik kanalin ikinci
boliimii mediakaudal yonde hareket ettiginde, iirogenital siskinlikler giderek daha
transvers bir dlizleme gelmeye baglar [31, 32].

Kanallar orta hatta birlestikten sonra, genis bir transvers pelvik katlanti olusur.
Kaynasmis haldeki paramezonefrik kanallarin lateralinden pelvis duvarina kadar
uzanan bu katlantiya ligamentum latum uteri denir. Bu ligamentin {ist sinirinda tuba
uterinalar, arka yiiziinde de ovaryumlar yer alir. Uterovaginal taslaktan uterusun
fundus, korpus, isthmus ve endometriyum epiteli ile bezleri gelisir. Endometriyum
stromasi1 ve miyometriyum komsu splenik mezodermden kdken alir[31].

Uterusun farkliyapilarinin gelismesi 3. Trimesterde gergeklesir. Temel yap1 1.
Trimesterin sonunda olusur. Bezlerin ve kas tabakalarmin baslangic olusumu
gebeligin ortalarinda gozlenir.



2.2.  Uterusun Histolojik Yapisi ve Siklik Degisiklikleri

Uterus armut seklinde bir organ olup, bir gdvde(korpus), asagida uterus
kavitesinin daraldigi i¢ agiz (internal os) ile i¢ agi1zdan asagiya dogru uzanan silindirik
bir yap1 olan serviksten olusur. Uterus govdesinin kubbe bi¢imli kismina fundus ismi
verilir.

Uterus duvari nispeten kalindir ve ii¢ katmandan olusur. Dista, uterusun farkl
boliimlerine gore ya seroza (bag dokusu ve mezotelyum) ya da adventisya (bag
dokusu) yer alir. Diger uterus katmanlar1 ise kalin bir diiz kas tabakasi olan
miyometriyum ile endometriyum ya da uterus mukozasidir [33].

2.2.1. Miyometriyum

Miyometriyum bag dokusu ile ayrilmis diiz kas demetlerinden olusan uterusun
en kalin tabakasidir. Diiz kas demetleri sinirlar1 iyi belirlenemeyen dort tabaka
olusturur. Birinci ve dordiincii tabaka esas olarak longitudinal, yani organin uzun
eksenine paralel yerlesmis liflerden olusur. Orta tabakalar ise daha biiylik kan
damarlarini igerir.

Gebelik sirasinda, miyometriyum hem hiperplazi (diiz kas hiicrelerinin
sayisinda) hem de hipertrofi (hiicrenin boyutlarinin artmasi) sonucu ¢ok biiyiir.
Gebelik sirasinda pek cok diiz kas hiicresi protein salgisi yapan hiicrelerin ince yap1
ozelliklerini gosterir ve aktif olarak kolajen sentezler. Boylece uterusun kolajen igerigi
onemli Olgiide artar[33].

2.2.2. Endometriyum

Endometriyum, epitel ile basit tiibliler bezler iceren lamina propriyadan olusur.
Bezler miyometriyuma yakin alt bdliimlerinde bazen dallanmalar gosterir.
Endometriyum epiteli tek katli silyali ve salgilayict silindirik epiteldir. Uterus
bezlerinin epiteli ylizey epiteline benzemekle birlikte, bezlerde silyali hiicreler ¢ok
azdir.

Lamina propriyada bag dokusu fibroblastlardan zengindir ve bol miktarda
temel madde igerir. Bag dokusu lifleri ¢ogunlukla tip III kolajenden olugmustur.

Endometriyum iki boliime ayrilabilir: 1- bazalis, miyometriyuma komsu olan
en alttaki boliimdiir; lamina propriya ve uterus bezlerinin bslangi¢ kismin igerir. 2-
fonksiyonalis, lamina propriya ve bezlerin geri kalan1 ve ylizey epitelini igerir.
Fonksiyonalis aylik dongiiler sirasinda biiytiik degisiklikler gecirirken, bazalis hemen
hemen degismeden kalir.

Endometriyumu besleyen kan damarlar1 bu tabakanin biiyiik bir boliimiiniin
periyodik olarak dokiilmesinde o©zel bir Oneme sahiptir. Arkuat arterler
miyometriyumun orta tabakalarinda dairesel olarak yerlesmistir. Bu damarlardan
endometriyumu besleyen iki grup damar c¢ikar: Bazalisi besleyen diiz arterler ve
fonksiyonalise kan tagiyan kivrimli/spiral arterler[33].

2.2.3. Uterusta Dongiiye Bagh Degisiklikler
Ostrojen ve progesteron disi lireme sisteminin organlarini kontrol ederler.
Epitel hiicrelerinin ve bag dokusunun ¢ogalmasi ve farklilagsmasi bu hormonlarin



etkisiyle gergeklesir. Menopozdan sonra bu hormonlarin sentezinde goriilen azalma,
iireme organlarinda genel bir gerilemeye neden olur.

Puberte sonrasinda, hipofizin 6n lobunun uyarisiyla ovaryum hormonlari
mestriiel siklus sirasinda endometriyumun dongiisel yapisal degisiklikler gecirmesine
neden olur.

Menstriiel dongii ortalama 28 giindiir. Menstriiel faz ortalama 3-4 giin siirer.
Daha sonra ¢ogalma (proliferasyon) ve salgilanma/sekretuar (luteal) evre gelir.
Sekretuar (salgilanma) faz ovulasyonla baslar ve yaklasik 14 giin siirer. Yenilenme
fazinin stiresi degiskendir, ortalama 10 giin stirer[33].

2.2.3.1. Proliferatif (Cogalma), Folikiiler ya da Ostrojenik faz

Menstrilasyondan sonra, uterus mukozast incedir. Yenilenme fazinin
baslangict ovaryum folikiillerinin arasindan kiiciik bir grubun hizla biiylimesine denk
gelir; bu folikiiller dongiiniin basinda preantral folikiilden antral folikiil agamasina
gecis asamasinda olan folikiillerdir. Teka internalar gelistiginde bu folikiiller aktif
olarak Ostrojen salgilamaya baslar ve Ostrojenlerin plazmadaki birikimleri giderek
artar.

Ostrojenler endometriyum iizerinde etki ederek hiicre gogalmasina yol acar ve
menstriiasyon sirasinda kaybedilen endometriyumun yeniden olugmasini saglar.

Yenilenme fazi sirasinda endometriyum tek kath silindirik epitel ile kaplidir.
Tek katli silindirik epitelden olusan bezler, dar liimenli diiz tiibiiller olusturur. Bu
hiicrelerde salgilama aktivitesine hazirlik olarak, graniillii endoplazma retikulumu
sisternalarinin sayis1 ve Golgi kompleksi boyutlari giderek artar. Yenilenme fazi
sonunda endometriyum 2-3 mm kalinliga ulasir[33].

2.2.3.2. Salgilama/Sekretuvar ya da Luteal Faz

Sekretuvar faz ovulasyondan sonra, korpus luteum tarafindan salgilanan
progesteronun etkisiyle baglar. Progesteron, dstrojenin etkisi ile gelismis olan bezler
tizerinde etki gostererek bezleri daha da uyarir. Epitel hiicreleri ¢ekirdegin altinda
glikojen depolamaya baslar. Daha sonra glikojen miktar1 azalir ve glikoprotein salgi
tirtinleri bezlerin llimenini genisletir. Bu fazin 6nemli 6zelliklerinden biri bezlerin son
derece kivrimli bir hale gelmesidir. Bu fazda endometriyum, salgilarin birikmesi ve
stromadaki 6demin sonucu maksimum kalinliga (5 mm) ulasir. Sekretuvar faz
sirasinda mitoz boliinmeler enderdir.

Dollenme gerceklesmisse, embriyo uterusa taginir ve ovulasyondan yaklasik 7-
8 giin sonra salgilama evresinde bulunan uterus epiteline tutunur. Uterus bezlerinin
salgisinin, tutunmadan/implantasyondan 6nce embriyonun gereksinimleri i¢in baslica
beslenme kaynagini olusturdugu diistiniilmektedir.

Embriyonun implantasyonunun tehlikeye girmemesi i¢in progesteron
miyometriyumun diiz kas hiicrelerinde kasilmalar1 baskilar.

Oositin dollenmesi ve embriyonun tutunmasi gerceklesmedigi zaman, korpus
luteumun islevi yaklasik 14 giin sonra sona erer. Bunun sonucunda kandaki
progesteron ve Ostrojen diizeyleri hizla diiser. Bu, spiral arterlerde kasilmalara neden



olur, kan akimi engellenir ve olusan iskemi damar duvarinin ve endometriyumun
islevsel tabakasinin bir kisminin O6liimiine/nekrozuna neden olur. Kasilmalarin
yukarisinda bulunan kan damarlar1 yirtilir ve kanama baglar. Endometriyumun islevsel
tabakasinin bir kismi1 ayrilir ve endometriyumun geri kalani, interstisyel sivi kaybina
bagli olarak biiziisiir.

Menstriiel dongii sonunda endometriyum genellikle ince bir tabaka haline gelir.
Hiicreleri, mukozay1 yeniden olusturmak iizere boliinmeye baslar ve endometriyum
yeni bir dongiiye hazir hale gelir[33].

2.2.3.3. Gebelikte Endometriyum

Tutunma/implantasyon gerceklesirse embriyonik trofoblast hiicreleri HCG
iiretmeye baslar ve bu korpus luteumu progesteron salgilamayi siirdiirmesi i¢in uyarir.
Gebelik olustugunda menstriiasyon gelismez ve gebelik boyunca menstriiel dongi
engellenir. Progesteron uterus bezlerini daha genis, daha kivrimli ve salgilama
evresine gore daha fazla salgi liretebilir hale getirir[33].

2.3. Disi Farede Genital Sistem Anatomisi

Disi farede genital sistem bir ¢ift ovaryum, oviduktlar, uterus, serviks, vajina,
klitoris ve klitoral bezden olusur [34] (Sekil 2.1).

2.3.1. Ovaryum

Ovaryumlar, bobreklerin posterolateral kutuplarna yerlesmistir, her biri
mezovaryum ile dorsal viicut duvarina tutunur ve ince seffaf bir elastik kapsiil ya da
bursa ile ¢evrelenmistir. Mezovaryumdaki kan damarlari ve sinirler hilus denilen
bolgeden ovaryuma girer ve ovaryumu terkeder [34] (Sekil 2.1).

2.3.2. Ovidukt

Ovidukt periovaryan boslugu uterus boynuzuna baglayan 1.8 cm uzunlugunda
dar kivrimli bir tliptiir. Dorsal viicut duvarindan mezotubaryum tarafindan ayrilir.
Mezotubaryum mezovaryum, ovaryan bursa ve uterus mezometriyumu ile devam eden
cift katli bir membrandir. 3 segmentten olusur; bir isthmus, bir ampulla, bir
infundibulum ve fimbriya. Oviduktun intramiiskiiler kismi uterus duvar iginde kalir.
Isthmus Oviduktun dar kismmi olusturur ve ampullaya kadar uzanmir. Ampulla
infundibulum ile isthmusu birbirine baglayan kisimdir. Infudibulumdan itibaren
ovidukt fimbriya adi1 verilen sacak benzeri yapilarlaperiovaryan bosluga acilir [34]
(Sekil 2.1).

2.3.3. Uterus

Fare uterusu iki lateral boynuzdan olusan bikornuat yapidadir ve korpus adi
verilen govdeye baglanir. Boynuzlar, dorsal viicut duvarindan kan, lenf damarlar1 ve
sinirlerin bulundugu genis ligamentler ya da mezometriyum ile ayrilir. Uterusun gévde
kismu kraniyal kistm olup medyan septum tarafindan ayrilan iki bosluk igerir.
Boliinmemis kaudal kisimdan vajina bosluguna ¢ikan boyun ya da serviks kismiolusur.
Serviks ve vajinanin duvarlari dorsal ve ventral olarak devamlidir ancak lateral olarak
vajina liimeninin anteriyor olarak derin fornikslere (tavanlara) uzandigi bolgelerde
devaml1 degildir (Sekil 2.1). Uterus boynuzlari, oviduktlardan posteromediyal olarak
mesanenin dorsal pozisyonuna uzanarak korpusu olusturmak iizere birlesirler [34]
(Sekil 2.1).



2.3.4. Vajina ve Klitoris

Farelerde vajina kisa, kasli bir organdir ve uterusun korpusundan iiretranin
dorsalindeki dis acikliga uzanir. Vajina dorsalde rektum, ventralde ise iiretraya gevsek
sekilde baglanmistir. Vajinal acikligin anteriyor duvarinda, ventrale uzanan kiiciik
yiikselti klitoristir. Vajinal agikligin anteriyor ve lateral ylizeyleri, deri ve kil ile
kaplhdir. Klitorisin ucunda bulunan fazla derin olmayan ¢okiintii seklindeki klitoral
fosaysa, iiretra acilir. Kii¢iik armut sekilli klitoral bezler, anterolateral olarak subkutan
bag doku igerisine gomiilmiistiir, herbirinden ¢ikan kanallar klitoral fossanin lateral
duvarindaki acikliga uzanir [34][32][33][33][4] (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Disi farede genital sistem anatomisini gosteren ¢izim[34]

2.4. Farelerde Uterus Histolojisi

Uterus boynuzlarinin mukozasi gebe olmayan farelerde endometriyum olarak
adlandirilir. Kas tabakasi ile ¢evrili olan endometriyum, kan damarlar1 ve sinirler
tarafindan 1y1 bir sekilde desteklenir. Epiteli, endometriyal stromaya ¢ikint1 yapan dall
tiibiiler bezlere uzanan basit prizmatik epiteldir. Endometriyal stroma, bir¢ok kiiciik
polihedral hiicre igeren retikiiler dokudan olusur. Endometriyumu saran kas tabakasi
miyometriyum adint alir ve igte sirkiiler, dista longitidunal yerlesimli diiz kas
tabakalar1 ve bunlarin arasindaki vaskiiler gevsek bag dokusu olan stratum
vaskulozumdan olusur. Distaki seroza, mezometriyum ile devamlilik halindedir.
Uterus boynuzlar1 orta hatta bir araya gelerek, korpusun liimenine uzanan medyan
septumu olusturmak i¢in mediyal duvarlar birlesir. Uterus boynuzlarinin korpusla
birlestigi bolgede, endometriyumun prizmatik epiteli kademe kademe cok katli yassi
epitele degisir. Govdenin lamina propriyast uterus boynuzlarina gére daha fazla fibroz
yap1 icerir. Govdenin ve serviksin iist kisimlarinin duvarini tamamlayan sirkiiler ve
longitudinal diiz kas demetleri bulunur. Serviksin alt kisimlarinin duvari ise gebelik ve



dogumu kolaylastirmak i¢in daha gevsek ve daginik olan kollajen liflerden meydana
gelmektedir[34].

2.5. Disi Farede Ureme Fizyolojisi

Benzer lireme sistemine sahip olan memelilerde lireme sistemi, hipotalamustan
salinan gonadotropin salict hormon (GnRH); hipofizden salinan folikiil stimiile edici
hormon (FSH) ve liiteinize edici hormon (LH) ve ovaryumdan salinan 6strojen (E2) ve
progesteron (P4)’un etkisi altindadir. Ancak, tiirler arasinda fonksiyonel agidan 6nemli
farkliliklar vardir. Bu farklardan biri Ostrus siklusuna sahip olan hayvanlarin siklus
boyunca gebeligin gerceklesmemesi durumunda endometriyumlarini reabsorbe
etmeleridir. Menstriiel siklusa sahip hayvanlar ise menstriiasyon boyunca
endometriyumlarin1  dokerler. Ostrus siklusuna sahip tiirlerde disiler genelde
sikluslarinin sadece Ostrus fazi boyunca aktifken menstriiel siklusa sahip disilerin
sikluslarinin herhangi bir zamaninda sekstiel olarak aktif olabilmeleri, diger bir farktir.

Fareler, puberte baslangicindan yasliliga kadar dongiisel aktivite gosterirler ve
mevsime bagli olmayan poliostrik hayvanlardir. Farelerde ostrus siklusu 4 faz igerir
ve siklus siiresi 4-5 giindiir [36]. Ostrus siklusu 2 ovaryan fazda incelenebilir: folikiiler
ve luteal faz. Prodstrus ile Ostrusu iceren folikiiler fazda, ovaryan folikiil gelisimi olur.
Luteal faz ise metadstrus ile didstrusu icerir ve korpus luteumun olusarak fonksiyon
gordiigii fazdir.

Proostrus

Farede seksiiel siklus evrelerinde genital organlarda cesitli degisiklikler
meydana gelmektedir. ProOstrusta; ovaryumda folikiiller bliylimeye baglar. Bu faz
yaklasik olarak 1 giin siirmektedir. E> ve P4‘lin etkisi altinda endometriyum gelismeye
baslar. Vajina kirmizi-pembe renkte, nemlidir. Disi heniiz seksiiel olarak reseptif
degildir [36-38].

Ostrus

“Kizginlik” evresi olarak da adlandirilan Ostrusta, disi seksiiel olarak
reseptiftir. Bu fazda gonadotropik hormonlarin diizenlemesiyle folikiiller olgunlasir ve
Ostrojen en biiylik etkisinigosterir. Fareler fizyolojik degisiklikler ile seksiiel olarak
reseptif davranig gosterirler. Lordozis refleksi Ostrus fazini belirten bir isarettir ve
disiler arka ayaklari iizerinde esneyerek poterior pelvisi yukar1 kaldirirlar. Ostrusta;
ovulasyon goriiliir. Vajina, proostrustakinden daha agik renktedir ve 6dem belirgindir
[36, 37]. Uterus dolasimdaki yliksek Ostrojen nedeniyle biriken sivi ve vaskiiler
gecirgenlikteki artistan dolay:1 prodstrus ve strus fazlar1 boyunca sis durumdadir.

Metostrus

Bu faz ovaryumda progesteron fiireten korpus luteumun aktivitesi ile
karakterizedir. Ostrojen stimiilasyonu azalir ve korpus luteum olusmaya baslar. Uterus
dokusunda sislik ve hiperemi azalmistir, epitelde dejenerasyonlar goriiliir. Vajinada
O0dem azalmis, kuru ve solgun bir goriiniimii vardir. Beyaz hiicre dokiintiileri goriiliir
[36, 37].



Diostrus

Gebeligin  gergeklesmemesi halinde didstrus faz1 korpus luteumun
gerilemesiyle son bulur. Endometriyum tabakasi1 dokiilmez ancak gelecek siklus icin
yeniden sekillenir. Didstrusta; ovaryumda follikiiller gelismeye baslamistir. Uterus
dokusunda sislik kaybolmus olup solgun goriiniimliidiir. Vajina da benzer goriiniimde
olup kapalidir. Yas ve kuru uterus agirliklar1 didstrusta en az ve prodstrusta en
fazladir[36, 37].

Farelerde ¢iftlestirme iki sekilde yapilabilir:
1. Monogami: Bir disi fare ile erkegin birlestirilmesidir.

2. Poligami: Bir erkek ile 2-4 disi farenin bir kafeste birlestirilmesiyle
gergeklestirilen ¢iftlestirmedir.

Ciftlesme, Ostrus ve ovulasyon ¢ogu kez fotoperiyodun gece fazinda olusur.
Ciftlesmeden sonra sperm ve yardimci bezlerin koyulastirict salgilari ile vajinal
salginin pihtilagmasiyla olusan balmumu gibi bir tipa goriiliir. Buna vajinal plak
(¢iftlesme tipasi) denir. Vajinal plak ciftlestirmeden 24-36 saat sonra atilir.[37].

2.5.1. Farelerde Uterus Reseptivitesi

Uterus, degisen E> ve P4salgilarina 6zgiin bigimde yanit veren heterojen hiicre
poplilasyonlarindan olusur. Fare ya da sigan uterusunda blastosist implantasyonu i¢in
uterus reseptivitesinde etkili olan hiicresel ve molekiiler olaylar, E; ve P4’{in uygun
oranlarda bulunmasina bagimhdir[1, 39]. Eriskin overektomize fare ya da rat
uterusunda E; liimen ve bez epitelinin proliferasyonu ve farklilasmasini uyarirken
stromada bu olaylar i¢in hem E> hem de P4’e ihtiyag vardir [1].

Farede ovulasyondan hemen once E> salgilanmasi gebeligin ilk iki gilinii
boyunca liimen ve bez epiteli hiicrelerinin proliferasyonu ve farklilagsmasini saglar.
Yeni olusan korpora luteadan salgilanan P4 preovulatuvar E> salgisi ile birleserek
gebeligin 3. giliniinde proliferasyonun epitelden stromaya kaymasini saglar. Stromal
hiicre proliferasyonu implantasyonun gergeklestigi giin olan gebeligin 4. giiniinde
salgilanan preimplantasyon ovaryan 0strojen salgisi ile etkili hale getirilir(Sekil 2.2).
Preimplantasyon ovaryan Ostrojenin salgilanmasi ve blastosistin oldugu bdlgede
endometriyal kapiler gecirgenligin artis1 daha sonra stromal hiicrelerin desidual
hiicrelere farklilagmasinda gereklidir.
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Sekil 2.2. Farelerde gebelik giinlerine gore uterus reseptivitesi.

Ovaryan steroidlerinin
diizeyleri

Fare ve siganda uterus reseptivitesi gebelik boyunca sinirli bir zaman diliminde
gerceklesir. Bu tiirlerde uterus pre-reseptif (notral), reseptif ve non-reseptif fazlara
ayrilabilir [1, 2].

Gebe ya da yalanci gebe farede uterus sadece 4. giinde reseptif olur, 5. giinde
uterus non-reseptif olur ve blastosistin varligina yanit vermez ya da desidual reaksiyon
olusturmak amaciyla yapilan travmatik uyarilara yanit vermez. [1, 2].

Fare ve sicanda hem progesteron hem de Ostrojen implantasyonun
gerceklesmesi icin gereklidir. P4, tavsan, kobay, hamster ve domuzda implantasyon
icin gereklidir ancak E» gerekli degildir. Embriyonik kokenli E>’nin bu tiirlerde
implantasyonda rol alabilecegi diisliniilmektedir. Bu baglamda, preimplantasyon
evresindeki tavsan ve domuz embriyolarinin Ostrojen olusturma kapasiteleri
gosterilmistir [40]. Progesteron, primatlarda implantasyon i¢in gereklidir ancak E>’nin
rolii tam olarak bilinmemektedir.

2.5.2. Farelerde Reseptif Uterusta Vaskiiler Gec¢irgenlik Degisiklikleri

Implantasyona dair gozlenebilen en erken belirti, blastosistin endometriyuma
yaklastigi bolgede (apozisyon) endometriyal vaskiiler gegirgenlikteki artistir. Bu
vaskiiler cevap, makromolekiiler boyalarin hayvanin sakrifikasyonundan 5-10 dakika
Once intravendz enjeksiyonu ile goriiniir hale getirilebilir. Uterus boyunca
implantasyon bolgeleri mavi bolgeler halinde goriiliir [41-45] (Sekil 2.3). Fare ve
sicanlarda progesteron tarafindan hazirlanmis uterusta implantasyon siiresince
gerceklesen bolgesel vaskiiler degisiklikler i¢in Ostrojen gereklidir.
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Sekil 2.3. Chicago mavisi enjeksiyonu sonrasi uterusta mavi bantlar seklinde goriilen implantasyon
bolgeleri. Ok baslar1 ovaryumlari, oklar implantasyon bolgelerini gostermekte [46].

2.5.3. Farelerde Desidualizasyon

Desidual hiicreler farklilasmamis stromal hiicrelerden koken alir [47].
Desidualizasyon siireci gebeligin besinci giinii sabahinda yaygin bir stromal hiicre
proliferasyonu ile baslar ve bu hiicrelerin bodlgesel olarak desidual hiicrelere
farklilasmasiyla devam eder. Bu hiicreler altinct giinden sekizinci giine kadar
poliploidi  6zelligi kazanirlar[48-50]. Stromal hiicrelerin desidual hiicrelere
farklilagsmasi reaksiyonu ilk olarak blastosistin implante oldugu anti-mezometriyal
bolgede gergeklesir. Farelerde antimezometriyal bolgedeki desidual hiicreler 5. glinde
oncelikle primer desidual bolgeyi (PDB) olustururlar[51]. Desidual hiicrelerle sikica
paketlenmis olan bu bolge avaskiilerdir.5. glinden sonra 6. giin boyunca PDB
yanindaki stromal hiicreler proliferasyona devam ederler ve poliploid desidual
hiicrelere farklilasirlar. Bu hiicreler sekonder dedesidual bolgeyi (SDB) olustururlar.
Bu sirada, SDB’de Deoksiribo Niikleik Asit (DNA) sentezi yiiksek iken PDB’de
diistiktiir. SDB, 7. giiniin sonunda gelisimlerini tamamlarlar [49, 51]. Sekizinci giline
kadar PDB ilerleyen sekilde dejenere olur. Sekizinci giinde, SDB desidua kapsiilaris
adi verilen ince bir hiicre tabakasina doniisiir. Mezometriyal desidual hiicreler sonunda
desidua bazalisi olustururlar. Desiduanin islevleri gebelikte biiylik 6nem tasir. Ciinkii
desiduanin, gelisen embriyoya besin saglamak, embriyoyu annenin immiinolojik
yanitlarindan korumak ve uterus stromasina trofoblast invazyonunu diizenlemek gibi
rolleri vardir[9, 10].

2.6. Implantasyon

En basit anlamiyla implantasyon, embriyonun uterusa yerlesmesi stirecidir.
Embriyonun uterusla olan karsilikli iletisiminin bir¢ok ayrintisi heniiz ortaya
cikarilamamistir ve hala biiyilk bir merak konusudur. Implantasyon siireci ve
embriyonun uterus ile ilk etkilesimleri, memelilerde tiirden tiire farklilik gosterir.
Insan implantasyonunun incelenmesinde etik kisitlamalar olmasi ve embriyo-uterus
etkilesiminin molekiiler diizeyde incelenmesinin zor olmasi, calismalarin deney
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hayvanlar lizerinde yapilma zorunlulugunu getirmektedir. Bu ylizden bu konuda elde
edilen bilgilerin c¢ogu oOzellikle fare ve siganlarda yapilan c¢alismalara
dayanmaktadir.[52].

Implantasyon siirecinde embriyo ve uterus hiicreleri arasinda birgok karmasik
etkilesimgereklidir. Implantasyon siirecinde gerekli olan temel olaylar su sekilde
Ozetlenebilir:

1- Uterus reseptif duruma gelmesi saglanirken senkronize bir sekilde,
preimplantasyon asamasindaki embriyonun blastosist asamasina gelmesi

(1]

2- Semiallogenik embriyonun annenin immiinolojik yanitlarindan kagmasi,
(4]

3- Blastosistin uterusa yakinlastig1 alanda kapiler gegirgenlik ve kan akisinin
artmasi, [1]

4- Blastosistin uterus liimen epiteline tutunmasimin hemen ardindan
cevresindeki endometriyal stromanin bolgesel desidualizasyonu [1, 53]

5- Embriyonik trofoblastlar tarafindan gerceklestirilen kontrollii uterus
invazyonu [54]

Bu durumlar, hem embriyo hem de uterustaki hiicre tiplerinde zamana ve
bolgeye bagiml olarak proliferasyon, farklilasma, gé¢ ve yeniden sekillenme gibi
hiicresel olaylari icerir. Bu kritik olaylar progesteron (P4) ve 0strojen (E2) tarafindan
aracilik edilen gegici ve hiicre tipine 6zgiin etkilesimlere baglidir. Progesteron/dstrojen
bagimli bu siire¢lerin molekiiler ve hiicresel mekanizmalar1 heniliz tam olarak
aydimnlatilmamistir.

2.6.1. Implantasyonun Safhalar

Enders ve Schlafke, implantasyonun 3 sathaya ayrilabilecegini gostermistir:
apozisyon (yakinlagsma), adezyon (tutunma) ve penetrasyon (i¢ine girme) [8, 55].
Apozisyon, embriyonik trofoektoderm hiicreleri liimen epiteline yakinlagsmasinin
gerceklestigi sathadir. Sonraki saftha olan adezyon sathasinda trofoektoderm ile liimen
epiteli arasindaki iligki blastosistin yikama ile uzaklastirilmasina izin vermeyecek
kadar ilerlemistir. Son satha olan penetrasyon sathasi trofoektodermin liimen epiteline
invaze olmasini igerir.

Memelilerde 6zellikle kemirgenlerde, apozisyon baslamadan once stromal
0dem olusur. Apozisyon, implantasyon baslangicinda, trofoektodermin
mikrovilluslart ile liimen epitelinin karsilikli olarak birbirlerine dogru parmaksi
cikintilar olusturmasi olayidir. Stromal 6dem, uterus liimeninin daralmasina neden
olarak trofoektodermin mikrovilluslar1 ile liimen epitelinin parmaksi c¢ikintilar
olusturmas1 (apozisyon) ve birbirlerine yakinlasmalarina (adezyon) neden olur.
Tutunma reaksiyonu sonucunda blastosistin oldugu bolgede stromal vaskiiler
gecirgenlik bolgesel olarak artis gosterir. Mavi renkteki bazi makromolekiiler
boyalarin intravendz enjeksiyonu ile bu durum gozlemlenebilir. Liimenin kapanmasi
olay1 gebelik sliresince uterusun tamaminda gerceklesir ve blastosist varligindan
bagimsizdir. Uterusun bu sekilde hazirlanmasi olay1 igin P4 yeterlidir. Ciinkii bu olay
bu olay blastosist olmasa da ger¢eklesebilirken P4 olmadiginda gerceklesmez.
Ardindan ger¢eklesen adezyon olayi icin ise E» gereklidir.



Implantasyon zamani, antimezometriyal liimen epiteline blastosistin hangi
mekanizmayla ve nasil yonlendirildigi heniiz tam olarak bilinmemektedir. Farede
blastosistler, liimenin kapanmasinin baglamasiyla birlikte uterus ekseni boyunca
liimenin antimezometriyal tarafi boyunca yerlesirler. Zona ile ¢evrili olan blastosistler
liimenin daralmasindan kisa bir siire sonra i¢ hiicreleri rastgele yonlenmis halde
implantasyon bolgesinde bulunurlar. Tutunma olay1 basladiginda, blastosistler i¢
hiicre kitleleri mezometriyal kutba bakacak sekilde yerlesirler.Bu gézlemler,blastosist
yiizeyindeki trofoektodermin tiimiiniin liimen epiteline tutunma potansiyeli oldugunu
ve tutunmanin zona pellusida kaybinin hemen ardindanrastgele bir bigimde
gerceklestigini - gostermektedir. Farkli deliller, i¢c hiicre kitlesinin serbest
hareketininblastosistin dogru yonlenmesinisagladiginiileri siirmektedir[56, 57].

Farelerde tutunma reaksiyonunun ilk belirtisi gebeligin 4. giiniiniin (vajinal
plak=1.giin) gece saatlerinde (20%°-24%) gériiliir [1]. Fare ve insanlarda liimen epiteli
hiicreleri tutunmadan sonra apoptoza gider [58], blastosistin etrafindaki stroma
hiicreleri desidualizasyona gider ve sonugta embriyo antimezometriyal stroma igine
gomiilmiis olur.

2.6.2. Implantasyonun Tipleri ve Zamanlamasi

Farkl blastosist-uterus etkilesimlerini temel alan Bonnet [59], implantasyonu
merkezi, ekzentrik ve intersisyal olmak iizere 3 smifa aywrmistir. Yiizeysel
implantasyon olarak da bilinen merkezi implantasyon tavsan, dag gelincigi ve bazi
keselilerde goriiliir. Bu canlilarda blastosist implantasyondan 6nce yogun sekilde
genisler. Fare, sigan ve hamsterlarda ekzentrik implantasyon goriiliir. Blastosistleri
kiigiik olanbu canlilarda blastosistler az bir genisleme gosterirler. Bu tiirlerde
implantasyon bolmesi uterus epitelinin invaginasyonuyla olusur. Kobay, sempanze ve
insanda intersisyal tipte implantasyon goriiliir ve blastosist subepitel stromal dokuya
gomiiliir.

Elektron mikroskopi ile yaptiklar1 calismalara dayanarak Schlatke ve Enders
[60] implantasyonu lige ayirmistir: araya girme, yer degistirme ve kaynasma (flizyon).
Araya girme modelinde trofoblast hiicreleri liimen epiteli boyunca penetre olarak bazal
laminaya ulasir ve gecer. Bu model insanlarda ve kobaylarda goriiliir. Kemirgenlerde
goriilen yer degistirme modelinde liimen epitelinin, altindaki bazal laminadan
ayrilmasiyla trofoblastlarin epitel boyunca yayilmasi kolaylastirilir. Kaynasma
modelinde ise trofoblast hiicreleri simplazma olusturmak iizere liimen epiteli ile
baglant1 kurar ve bu modeltavsanlarda goriliir.

2.6.3. Farelerde Implantasyon ve plasentasyon

Fareler kemirgen ailesinin bir iiyesidir. Mus musculus tiirii farelerin agirliklar:
10-25 gr arasinda degisir, uteruslar iki boynuzlu (bikornat) olup Ostrus siireleri 20 saat
civarindadir. Gebelik siiresi genelde 21 giin olup yavru sayis1 2 ile 22 arasinda
degisebilir [61]. Sican ve fare gibi kemirgen ailesinin iki liyesi i¢in plasental gelisimin
detaylar1 dyle benzerdir ki ikisi birlikte diistiniilebilir. Her iki tiirdeki birbirlerine son
derece benzerlik gosteren plasental gelisim siirecinin sadece siireleri farklilik gosterir.
Ayni olaylar sicanda fareye gore biraz daha ge¢ gergeklesir. Ciinkii gebelik siiresi
sicanda yaklagik 21 giin iken farede 19 giin kadardir [62].



2.6.4. Farelerde preimplantasyon evresinde embriyo Gelisimi

Farelerde genel olarak gebeligin 1. gliniinde zigotik, 1-2. giinlerde 2 hiicreli, 3.
giinde morula ve 4. giin civarinda blastosist evreleri goriliir. 4. glinlin sonunda
blastosist trofoektoderm (TE) ve i¢ hiicre kitlesine (IHK) farklilasir. 5. giinde TE
tabakasi, trofoektoderm hiicrelerinin i¢ hiicre kitlesine komsuluk yapip yapmamalarina
gore 2 bolgeye ayrilir: mural ve polar trofoblastlar. Polar trofoblastlar i¢ hiicre
kitlesinin iizerinde yer alir, mural trofoblastlar ise blastosdl boslugunu cevreler [61]
(Sekil 2.4.). Postimplantasyon evresinde trofoektoderm hiicrelerinin bu her iki
grubunun kaderleri farklidir. Ancak her ikisi de trofoblast dev hiicrelerini meydana

getirir.
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Sekil 2.4. Fare plasentasyonunun erken sathalari [61].

2.6.5. Farelerde Preimplantasyon ve implantasyon Evresinde Uterus Histolojisi

Gebe olmayan ve gebeligin 1. giiniindeki fare uterusunda temel olarak ti¢ yap1
gozlenir; endometriyum, miyometriyum ve perimetriyum. Uterusa ait kan damarlar
uterusa mezometriyumdan girer. Perimetriyum tarafindan sarilan miyometriyum iki
belirgin diiz kas tabakasindan olusur; igte sirkiiler, dista longitudinal diiz kas lifleri.
Miyometriyum, endometriyumu ¢evreler. Endometriyum uterus liimen epiteli, bez
epiteli, endometriyal stromal hiicreler ve immiin(lenfositler, dentritik hiicreler,
makrofajlar, NK hiicreleri) hiicrelerden olusur [63] (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Gebe olmayan farelerde uterusun morfolojisini gésteren ¢izim.1) Mezometriyum, 2) Uterus
liimeni, 3) Uterus bezleri, 4) Mezometriyal endometriyum, 5) Anti-mezometriyal
endometriyum, 6) Miyometriyum (sirkiiler), 7) Miyometriyum (longitudinal) [63]

Gebeligin 4. gilinlindeki gebe fare uterusunda, liimen genis olup iginde
blastosist bulunmaktadir (Sekil 2.6.a.). 5. giinde uterus liimeni, uzamis olan
blastosistin ¢evresini kusatmaya baglar. Bu sirada, stromal hiicreler desidual hiicrelere
farklilagir. Ik desidual hiicrelerin farklilastigi bolge, primer desidualizasyon bolgesi
(PDB) olarak adlandirilir [63] (Sekil 2.6.b.).

Sekil 2.6. Farelerde gebeligin 3,5. ve 5,5. giiniinde uterusun longitudinal kesitlerinin hematoksilen
eozin boyanmasiyla gosterilmesi. a) 3,5. giin: Blastosistin uterus liimeninde tutunmadan
Onceki goriiniimii, b) Blastosistin anti-mezometriyal desiduaya tutunmasi ve invazyonu. Ok
isareti: Primer Desidual Bolge [63]
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6. giinde; implantasyon bolgesindeki desidualizasyon, antimezometriyal
bolgeden mezometriyal bolgeye dogru ilerler. Bez yapilar1 azalmistir ve sadece
mezometriyal bolgede gozlenir. Maternal desiduaya, trofoblast invazyonu baglar.
Antimezometriyal bolgede, Embriyo invazyonu, tamamlanir ve liimen tarafinda
epitelyum altindaki gelisen desidua ile ¢evrelenir [63] (Sekil 2.7.).

Sekil 2.7. Farelerde gebeligin 6,5. giiniinde uterusun morfolojisini gdosteren ¢izim. 1) Mezometriyum,
2) Uterus liimeni, 3) implantasyon kriptasi, 4)Embriyo, 5) Mezometriyal endometriyum,
6) Primer desidual bolge, 7) Anti-mezometriyal desidua, 8) Miyometriyum, 9) Lateral
vaskiiler siniisler [63]

Gebeligin 8. Giinlide; implantasyon bdlgesi, gebeligin daha erken donemlerine
oranla daha biiylik bir alan kaplar. Bu bdlgede, embriyo ve ektoplasental koni’nin de
iginde yer aldig1 ekstraembriyonik yapilar goézlenir. Ik olarak 6. giinde gozlenen
lateral siniisler, daha da geligsmistir ve kolaylikla gézlenebilir [63] (Sekil 2.8.).
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Sekil 2.8. Farelerde gebeligin 7,5. giiniinde uterusun morfolojisini gdsteren ¢izim. 1) Mezometriyum,
2) Uterus liimeni, 3) Implantasyon kriptasi, 4) Embriyo, 5) Mezometriyal desidua, 6) Anti-
mezometriyal desidua, 7)Lateral vaskiiler siniisler, 8) Miyometriyum [63].

2.6.6. Farelerde Implantasyon Evresinde Embriyo Gelisimi Ve Plasentasyon

Farelerde embriyo implantasyonu uterusun antimezometriyal kisminda
gerceklesir.  Final plasenta mezometriyal bolgede olusur. Zaman igerisinde fare
uteroplasental kompleksi farkli morfolojik tabakalar gelistirir [64] (Sekil 2.9.), [62,
65] ( Sekil 2.12.).
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Sekil 2.9. Fare plasentasinin geligimi [64].

Farelerde implantasyon, genellikle 5. giinliin sonunda blastosistin desidual
kriptaya yerlesimiyle baslar [66]. Desidual kriptalar, uterus liimeninin
antimezometriyal bolgesindeki sig cukurlart seklindedir. Definitif (olgun) plasenta

mezometriyal bolgeye dogru olusur ve o bolgede varliginmi siirdiiriir [67, 68] (Sekil
2.10.).
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Sekil 2.10. Blastosistin preimplantif ve postimplantif gelisimi (a), anti-mezometriyal desiduaya
tutunmasi ve invazyonu (b), 8-9,5 giinler aras1 yapilarin gelisimi (c) [67, 68].

Preimplantasyon evresinde IHK’den uzaktaki mural trofoblastlar, primer
trofoblast dev hiicre olusumunu baglatabilmek i¢in boliinmelerini durdururlar ancak
DNA’larin1 replike etmeye devam ederler [69].

Implantasyonun apozisyon, tutunma ve penetrasyon asamalarinda, dncelikle
apozisyon bolgesinde, blastosistin mural trofoblastlar1 Epidermal biiylime faktorii
reseptoriic (EGF-R) eksprese eder. Buna karsilik, uterus endometriyal epitelyum
hiicreleri, heparin-baglit EGF benzeri biiylime faktorii (HB-EGF) salgilarlar. HB-EGF,
heparansiilfat proteoglikanlarina ve trofoektoderm yiizeyindeki EGF reseptoriine
yiiksek baglanma afinitesi gosterir. Membran bagli veya coziilebilir HB-EGF nin
EGF-R’ye baglanmasi, reseptor otofosforilasyonunu uyarir. Trofoblast hiicrelerinin
sitoplazmik ¢ikintilari, uterusun epitel hiicrelerinin apikal yiizeyindeki pinopod adin1
alan kiiclik ¢ikintilarla baglanirlar ve endometriyum liimenini déseyen hiicrelerin
interseliiler alanina girerler. Penetrasyon, apoptoz sonucu endometriyum hiicrelerini
baglayan desmozomlarin sayica giderek azalmasiyla kolaylastirilir [70, 71] (Sekil
2.11.).
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Sekil 2.11.  Blastosist ve endometriyal liimen epitelinin karsilikli gelmesi (apozisyon), blastosistin
endometriyum liimen epiteline tutunmasini ve invazyonunu gésteren ¢izim. IHK: I¢ hiicre
kitlesi, ZP: Zona pelusida, T: Trofoektoderm, HB-EGF: heparin-bagli EGF benzeri
biiytime faktorii, LE: Liimen epiteli, D: Desidual hiicre, S: Stroma, En: Embriyonik
endoderm [71].

Uterus epitel hiicreleri reseptif fazda degistirilmis bir sitoplazmik/membran
yapisina sahiptir. Hiicre apikal bir polarite kazanir ve adezyon (yapisma) molekiillerini
bulundurur. Trofoblastin tutunmasinda bu molekiiller gorev alir ve trofoblast
baglanmasiyla epitel hiicrelerinde implantasyonun gelismesini saglayan sinyallenmeler
gergeklesir [70].

Implantasyonda;kaderinler, immiinglobulin siiper ailesi iiyeleri, integrinler ve
selektinler gibi cesitli adezyon (yapisma) molekiilleri 6nemli roller alir [72].
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Kaderinler kalsiyum bagimli homotipik veya heterotipik baglanmayla hiicre-
hiicre etkilesiminde araci rol {istlenir [73]. E-kaderin hem uterus liimen epitelinde hem
de trofoektodermde bulunmaktadir [74]. E-kaderinin embriyo implantasyonunda
onemli oldugu yapilan ¢aligsmalarda gosterilmistir. E-kaderinden yoksun olan farelerde
implantasyonun basarisiz oldugu gosterilmistir [75, 76]. Endometriyumda, E-kaderin
epitel hiicrelerin lateral plazma mebraninda yerlesiktir ve adherens baglantilarinin
kurulmasinda ve devamliliginda 6nemlidir [77-79]. E-kaderinler ikili etki gosterirler.
Implantasyondan énce yapiskanligin saglanmasinda etkili oldugundan ekspresyonu
gereklidir. Blastosist invazyonunun gergeklesmesi i¢in epitel hiicrelerinin ayrilmasini
saglamak i¢in ekspresyonu azalir[72].

Musinler implantasyonda gorevli olan diger bir adezyon molekiil ailesidir.
MUCI1 ekspresyonu menstriiel dongiide sekretuvar fazda yiiksektir [80-82]. in vitro
yapilan bir caligmada embriyolarin epitel hiicrelere baglandigi bolgelerde MUC1’in
temizlendigi, bdylece tutunma i¢in uygun ortamin hazirlanmasinda etkili oldugu
gosterilmistir [83]. Liimen epiteli ylizeyinde bulunan bir diger miisin MUC16, hiicre-
hiicre adezyonu engeller. Bu musinin implantasyon siirecinde yiizeyden
temizlenmesinin trofoblast adezyonunu kolaylastirdig: gosterilmistir [84].

Immiinglobulin siiper ailesi iiyeleri, hiicre-hiicre adezyonu reseptdrii olarak
hiicre davranisin1 kontrol etmektedir [85]. Bu ailenin iiyelerinin de hiicre-hiicre
adezyonunda baglanmada etkili olarak trofoblast tutunmasinda etkili olabildigi yapilan
calismalarda gosterilmistir [72].

Adezyonda gorevli molekiillerden olan integrinlerin de implantasyonda rolleri
oldugu gosterilmistir [86-92]

Integrin B, alt iinitesinden yoksun fare balstosistlerinin implante olamadiklari
gosterilmistir [93]. avPe integrinleri implantasyon sirasinda troforktodermde eksprese
edilir [94, 95]. Bu integrinin engellendigi farelerde implantasyonun basarisiz oldugu
gosterilmistir [96, 97].

Implantasyonda etkili olan diger bir adezyon molekiil ailesi selektinlerdir. L-
selektinin  blastosistte  eksprese  oldugu ve endometriyum yiizeyindeki
oligosakkaritlerle olan iligkisinin 6nemli oldugu gosterilmistir [98]. L-selektin
ligandlar1 endometriyal liimen ve bez epitelinde yerlesiklerdir ve implantasyon
penceresinde ekspresyonlar1 artar [99-101]. Bu degisen L-selektin ekspresyonu
implantasyonun ilerlemesiyle ilgilidir [102].

Implantasyon sonrasinda primer trofoblast dev hiicreleri komsuluk yaptig
maternal endometriyumu asindirarak embriyonun periferinde anastomozlasan kan
siniisleri aginin olugsmasinda yardimci olur. Bu kan siniisleri tek bir hiicre tabakasi
seklinde yapilanmis olan trofoblast dev hiicreleri ile birlikte Reichert membrani
komsulugunda dizilirler. Bu hiicreler embriyonun gelisimini saglayan definitif (olgun)
koryoallantoyik plasenta olusmasindan 6nceki evrede embriyonik bolgeye besin ve O»
gecisini kolaylastirmak icin Ozellesmistir, oldukca diiz ve pencerelidir. Primer
trofoblast dev hiicreleri definitif (olgun) plasentaya katilmazlar.

Zit olarak, polar trofoektoderm alttaki IHKnin {irettigi fibroblast biiyiime faktor
4 (FGF4)’iin etkisiyle proliferatif fazda tutulur. Prolifere olan polar trofoektoderm,
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IHK yi blastosélik kaviteye iterek gelisimin yumurta silindiri (egg cyclinder) denilen
sathasin1 olusturur. Bu hiicreler apikal olarak gdceder, birbirlerinin iizerine yi1gilirlar
ve implantasyondan sonra 7.5 giin civarinda 2 ekstraembriyonik yapiy1 olustururlar.
Bunlardan biri ektoplasental koni (EPK) digeri ise ekstraembriyonik ektodermdir.
EPK, sekonder trofoblast dev hiicreleri ve daha sonra koryoallantoyik plasentanin
spongiyotrofoblastini olustururlar. Sekonder trofoblast dev hiicreleri ektoplasental
koninin sinirindaki trofoblast hiicrelerinin boliinmeyi durdururak DNAlarmni siirekli
replike (endoreduplikasyon) etmeleri sonucu olusurlar. Sekonder trofoblast dev
hiicreleri konseptusu cevrelemek tlizere go¢ ederler ve baglantt zonunun maternal
ylizeyini sinirlarlar.

IHK igerisinde gelisen primitif endoderm hiicreleri blastosdl boslugunu
dosemek iizere mural trofoektodermin i¢ ylizeyi lizerine go¢ ederler ve pariyetal
endodermi olustururlar. Diger taraftan yumurta silindirinin {izerindeki primitif
endoderm hiicreleri visseral endodermi olusturur. Bu iki hiicre tipi morfolojik olarak
oldukga farklidir, pariyetal endoderm hiicreleri kiiciik-ig sekilli hiicrelerdir,
ekstraseliiler matriks salgilayarak pariyetal yolk sak tizerinde aktif olarak gd¢ ederler.
Visseral endoderm hiicreleri ise yumurta silindirinin yiizeyi iizerinde prizmatik bir
epitel tabakasi olustururlar [62] [65] (Sekil 2.12a) ve (Sekil 2.12b).

Pariyetal endoderm, Reichert membrani denilen sadece kemirgenlerde goriilen
kollojen, laminin ve distroglikanca zengin kalin bir bazal membran tabakas1 salgilar
[103]. Reichert membrani, pariyetal endoderm hiicreleri ve trofoblast arasinda homojen
bir membran olarak fonksiyon goriir. Bir bazal membranin tiim morfolojik ve
biyokimyasal 6zelliklerine sahip olan bu yap1 muhtemelen koruyucu bir tabaka olarak
davranir [104-106]. Maternal/fotal yilizeyin biitiinliigliniin saglanmast ve erken
postimplantasyon periyodunda diflizyonal maternal kokenli besinler i¢in karsilikli
degisim tabakasini olusturur. Farede yolk sak’in pariyetal endodermi ile doseli
trofoblasti maternal kan ile yikanir. Trofoblast dev hiicreleri, Reichert membrani ve
pariyetal endodermi igeren bu yapilar pariyetal yolk saki olusturur. Pariyetal yolk sak
plasental fonksiyon goéren en erken yapidir. Postimplantasyon evresindeki embriyoda
pariyetal yolk sak uterus ile direkt olarak kontakt kuran ekstraembriyonik membrandir.
Gebeligin ge¢ donemlerinde trofoblast, pariyetal endoderm ve iizerindeki maternal
doku dejenere olur boylece visseral endoderm uterus liimenine agik duruma gelir, bu
yap1 inverted yolk sak plasenta adini alir.
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Sekil 2.12. Sican ve farede plasental gelisim. a: Sigan plasentasinin, b: 7.5 giinliik fare plasentasinin

sematik goriiniimii [62, 65].

2.6.7. Farelerde eriskin plasenta yapisi

2.6.7.1.Yapis1

Farelerde 12. giin civarinda plasenta artik tamamen olugsmus ve fonksiyoneldir.
Gebeligin ikinci yarisinda gozlenen ve tamamen olusmus olan bu plasentada
hiicresel 6zelliklere bagli olarak embriyodan maternal bolgelere dogru 4 kisim gortiliir
[107-110] [61] (Sekil 2.13) ve (Sekil 2.14).

1-Labirent

2-Spongiyotrofoblast

3-Trofoblast dev hiicreleri

4-Desidua katmani
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Sekil 2.14. Gebeligin ge¢ donemlerinde olan fare uteroplasental yapisinin sematik goriiniimii [110].

1-Labirent: Plasentanin fotal ve maternal kistmlarinin kaynastigi bir alandir.
Yavruya ait damarlar ve anne kaninin karsi karstya bulundugu bir bolgedir. Bu katman
koryo-allantoyik plasenta bariyerini olusturan boliimdiir [107-109]. Fare plasentanin
labirent tabakas1 E8.5da olusmaya baslar. Besin ve gaz degisimi i¢in genis yiizey alani

saglayabilmek amaciyla dallanma gosteren bir yap1 seklindedir.

Bu bolgede 2-3 siral1 epitel hiicre kordonlar1 seklinde diizenlenmis trofoblast
hiicreleri anne kani ile karst karsiyadir. Mezensim hiicreleri yavruya ait damarlarin
cevresinde yogunlagmistir. Bu bolge i¢inde maternal ve fotal kan birbirinden bagimsiz
bir sekilde sirkiilasyondayken diger taraftan ayn1 zamanda iki taraf arasinda fizyolojik

degisime izin verir [111, 112] [61] (Sekil 2.15) ve (Sekil 2.16).
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Sekil 2.15. 3 sira halinde diizenlenmis labirent trofoblast hiicreleri [112].

Sekil 2.16. Gebeligin 17.giinlinde labirentin detayli goriiniimii. Sekilde maternal kana ait niikleussuz

eritrositler (¢ift oklarla) ile niikleuslu fotal eritrositler (tek oklarla) gériilmektedir [61].

Labirent degisim alan1 zit akim prensibine gore kurulur. Bundan dolay: kiigiik
maternal kan kapilerlerindeki kan fotoplasental dolasimda kapiler kan akimina zit

yonde akar. Bu katmanin hiicresel 6zellikleri gebelik boyunca degiskenlik gosterir
[107, 113, 114].

Gebeligin son gilinlerinde mezensim doku ve trofoblast hiicrelerinin
miktarindaki azalma ile yavruya ait damarlarin endotel hiicreleri anne kani ile temas
eder ve iligki en ileri diizeye ulasir.

2-Spongiyotrofoblast: Fotal kisma ait damarlarin bulunmadigi, sadece anneye
ait damarlarin yer aldigi katman olarak bilinir.

Diger adi trofospongiyum olan
spongiyotrofoblastlar, glikojen hiicreleri ve dev hiicreler baglantt zonu olarak
adlandirilir [107-109, 111, 115] [61] (Sekil 2.17).

hiicreleri, koryon ve trofoblast dev hiicrelerinin dis tabakasi arasinda uzanir. Gen
ekspresyon  caligmalari

ektoplasental ~ koni  hiicrelerinin

Gelisimin erken postimplantasyon evrelerinde ektoplasental konideki trofoblast
daha
spongiyotrofoblastlara doniistiigiinii gdstermektedir. Ornegin Tpbp/4311 ve Flt-1[116]

sonra
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genleri ektoplasental koni ve spongiyotrofoblastta eksprese edilir ama trofoblast dev
hiicreleri ekstraembriyonik ektoderm ya da labirentte eksprese edilmez.

Polar trofoektodermin olusturdugu ektoplasental boslugu doseyen
ekstraembriyonik ektoderm ekstraembriyonik mezoderm kokenli allantoyis ile birlikte
definitif (olgun) plasentayr olusturur. E10.glin civarinda ektoplasental koninin
genislemesi ve diizlesmesi sonucu uterusa dogru labirent tabakasinin komsulugunda
yer alan spongiyotrofoblast tabakas1 olugsmaya baglar.

Sekil 2.17. Gebeligin 15.giiniinde spongiyotrofoblast tabakasinda ac¢ik boyanan glikojen hiicreleri
(GH) ve maternal duvarlara invaze olan trofoblastik dev hiicreler (oklarla)
goriinmektedir[61].

Bu bolge fotal kan icermez ama labirentin i¢ine ve disina maternal kan tagiyan
ve zigot kokenli trofoblast hiicrelerinin dosedigi maternal kan kanallar1 bu bolgenin
igerisinden gecer [111, 117, 118].

Spongiyotrofoblast hiicreleri plasental laktojen gibi hormonlar, proliferin gibi
anjiyogenik faktorler, VEGF [119] matriks metalloproteinazlar (MMP) gibi doku
yeniden sekillenme faktorleri [120] ve iirokinaz tip plazminojen aktivator (uPA) gibi
birgok gen tirlinii Uiretirler. Bu hiicrelerin protein hormonlar sentezlemelerinden dolay1
bunlarin maternal metabolizmayi etkiledikleri diisiiniilmektedir.

E13’ ten sonra glikojen trofoblast hiicreleri fare plasentasinda gruplar halinde
goriilmeye baglar [121]. Bunlar oldukg¢a vakuollii hiicrelerdir, biliyiik miktarlarda
glikojen igerirler, sitoplazmalar1 agik gOriinlir. Spongiyotrofoblast hiicrelerinin
karakteristigi olan genler eksprese etmeleri o©rnegin Tpbp/4311, bunlarin
spongiyotrofoblast hiicresinin farklilagmis bir alt tipi oldugunu gosterir.

Glikojen hiicrelerinin sayist gebeligin farkli evrelerinde degisir. E13-16.
giinlerde spongiyotrofoblast hacminin yaklasik %50 si ve E17-18. gilinlerde %25 ini
olustururken E19-21. giinlerde sadece birka¢ glikojen hiicresi saptanabilmistir. Geg
gebelik boyunca sayilarindaki dramatik azalmanin hiicre 6liimiinden mi yoksa desidua
bazalise dereceli olarak invazyonlarindan m1 ya da her ikisi nedeniyle mi oldugu heniiz
tam anlasilabilmis degildir.
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Fare plasentasi glikojen hiicrelerinin IGF2 gibi protein yapidaki hormonlar1
sentezlemeleri ve salgilamalar1 gercegi foto-maternal etkilesimleri etkileyebileceklerini
gostermektedir [122, 123]. Ayrica, bu hiicreler spongiyotrofoblastlarin salgilama
davraniglarint  etkileyebilirler ¢iinkii onlarla yakin etkilesim igindedirler ve
trofoblastlarca salgilanan plasental laktojen hormonunun bir indikleyicisi olarak
salgilanan calcyclin proteinini eksprese ederler.

3-Trofoblast Dev Hiicreleri: Gelisim boyunca ilk farklilagan hiicreler olup iri
boyutlar1 ve yiiksek DNA miktarlariyla tanimlanmislardir. Endoreduplikasyon adi
verilen olayla mitoz gergeklesmeksizin bircok defa DNA replikasyonu
gerceklestirerek poliploid bir yap1 kazanirlar [124]. Trofoblast dev hiicreleri
implantasyon zamaninda invaziv hiicrelere farklilagirlar; uterus epitel hiicrelerini
fagosite ederler, uterus stromasina penetre olarak maternal kan ile vaskiiler baglantilar
yaparlar. Insanlarda hiicre invazyonuna aracilik eden hiicre adezyon molekiilleri ve
matriks degrade eden proteinlerfarelerde trofoblast dev hiicrelerince eksprese edilir
[125]. Daha sonra annede lokal immiin sistem, ovaryum, metabolizma ve kan hiicre
tiretimini diizenleyen bazi sitokinler ve hormonlar iiretirler [126]. Gebeligin devami
ve koryoallantoyik plasentanin olusumu, vaskiilarizasyonu igin gereken plasental
laktojenler, proliferinler ve proliferin iligkili proteinler gibi hormonlar ve biiylime
faktorleri eksprese ederler. Insanlarda invaziv ekstravilldz sitotrofoblast hiicreleri ve
farelerde trofoblast dev hiicreleri matriks pargalayan enzim MMPO, hiicre adezyon
molekili alpl integrin [127] ve transkripsiyon faktorii Stral3 ekspresyonunu
paylasirlar.

4-Desidua katmami: Gebeligin erken donemlerinde endometriyumda
sekillenen desidua hiicreleri katmanidir. Gebeligin son donemlerinde bu katmanin
fibrotik ve atrofik bir yap1 kazandig1 goriiliir.

2.6.7.2. insan Plasentasi ile Benzerlikleri ve Farkliliklari

Smiflandirma

Fare ve insan plasentalar1 fotal plasenta/labirentin sekli nedeniyle her iki tiirde
diskoid olarak siniflandirilir. Fareler tek bir kotiledona sahiptir oysaki insanlar ¢coklu
kotiledonlara sahiptir, bunlar tek bir diske benzeyen saglam bir demet olustururlar.

Her iki plasenta tipi de koryo-allantoyiktir. Maternal ve f6tal yapilar arasindaki
tabaka sayisina gore fare hemotrikoryal, insan ise hemomonokoryal plasentaya
sahiptir [128] (Sekil 2.18).

Farelerde yolk sak konseptiisiin temel ekstraembriyonik membrani olarak tiim
fetlisti cevreler. Bu, koryoallantoyik plasenta olgunlasana kadar tek degisim yapisidir
ve gebeligin ge¢c donemine kadar temel degisim tabakasi ve koruyucu tabaka olarak
devam eder. insanda yolk sak fetiisii cevrelemez, sadece birkag hafta varligini siirdiiriir
ve degisim fonksiyonunda biiyiik 6l¢iide kalintidir.

invazyon

Insan ve fare plasentasinda genel olarak 2 tip invazyon gériiliir; endovaskiiler
ve intersisyal invazyon [117]. Trofoblast dev hiicre-spesifik gen PIf (proliferin kodlar)
eksprese eden trofoblast dev hiicreleri maternal spiral arterler ile iligkiye gecerek erken
post-implantasyon periyodu boyunca invaze olurlar. Bu endovaskiiler invazyon olarak
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adlandirilir. Zit olarak glikojen trofoblast hiicreleri E13ten sonra maternal desiduanin
intersisyumuna yayilir ve spiral arterlerle yakin iligski gostermez. Bu ise intersisyal
invazyondur.

Insanlarda, uterusa trofoblast hiicre invazyonunun iki modeli oldugu kabul
edilmektedir: gebeligin 15. haftasindan 6nce desidua boyunca intersisyal invazyon ve
takibinde endovaskiiler invazyon [129]. Insanlardaki bu iki tip invazyonun farelerdeki
iki tip invazyona karsilik gelip gelmedigi ac¢ik degildir. Endovaskiiler ve intersisyal
invazyonun gerceklesme sirast zit gibi goriinmektedir.

Insan plasentasinda trofoblast invazyonu normalde miyometriyumun i¢ 3.
tabakasina kadar (daha derine degil) uzanir [111, 130]. Fare plasentasinda trofoblast
invazyonu desidua bazalis boyunca goriiliir ancak miyometriyuma kadar uzadigi rapor
edilmistir [118, 121].

Dev Hiicreler ve Ekstravilloz Trofoblastlar

Fare plasentasinin en dis hiicre tabakasi implantasyona ve invazyona aracilik
eden primer trofoblast dev hiicrelerinden olusur. Insanlarda invazyon islemi invazif
ekstravilloz trofoblast hiicreleri tarafindan gergeklestirilir. Trofoblast dev hiicreleri
ekstravilloz trofoblastlara analogtur, her ikisi de poliploit ve invazivdir ve benzer gen
ekspresyonu gosterirler. Bununla birlikte kemirgen trofoblast dev hiicreleri insan
ekstravilloz sitotrofoblast hiicrelerinden daha az invaziftir. Bu hiicreler
sinsisyotrofoblast hiicrelerinden farklidir, sinsisyotrofoblastlar hiicre dongiisiinden
¢ikan ve her niikleusu diploid kalarak ¢ok g¢ekirdekli sinsisyumu olusturmak iizere
birlesen hiicreler tarafindan olusturulur.

Fotal Plasenta ve Labirent

Insan fotal plasentas: fare labirentine fonksiyonel olarak analogtur ¢iinkii
buras1 fotal ve maternal kanin fizyolojik degisim icin yakin iligki icinde dolasimda
olduklar1 bolgedir. Her iki tiirde de bu bolge fotal yiiziinde ekstraseliiler matriks
tarafindan desteklenen bir trofoblast tabakasi tarafindan sinirlanir ve koryonik plak
olarak bilinir. Koryonik plagin zit ylizeyinden koryonik villi olarak bilinen bir¢ok agac
benzeri yapi ¢ikar. Hem insan hem fare plasentalarinda villi maternal kan ile direkt
kontaktta uzanan sinsisyotrofoblast ile kaphdir.

Iki yap1, koryonik plagin ana dallarindan olan dallanmalarinda farkliliklar
gosterirler. Insan plasentasi villoz tiptedir. Ciinkii, koryonik villi sayisiz dal ve altdal
iceren bir agaca benzer. Diger taraftan fare labirentinin ana koryonik c¢ikintilarinin
dallar1 cok daha fazla birbirine baglantilidir. Bu farkliligin bir sonucu olarak insan fotal
plasentasinda maternal kanin dolasti§i bosluk (intervill6z bosluk) fare labirentinden
daha genistir [121, 131-133].

Bazal Plak ve Baglanti Zonu

Insan bazal plagi ve bunun faredeki homologu baglanti zonu, fotal
plasenta/labirentin maternal yliziinii sinirlar. Her iki tiirde de bu zon zigot kdkenli
sitotrofoblastlar (sinsiyotrofoblast degil) icerir ama herhangi fotal kan ya da fotal kan
damarlar1 igermez.
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Insanda erken gebelik siiresince ¢ok tabakali sitotrofoblastik siitunlar
morfolojik bir gradiyent gosterirler: desidua bazalise en yakin hiicreler vakuollii ve
glikojence zengindir (distal hiicreler) ve kalani (proksimal hiicreler) eozinofilik bir
sitoplazma ve diisiik miktarda glikojen igerir. Bu durumda farelerdeki baglanti
zonunun glikojen hiicreleri insan sitotrofoblastik siitunlarinin distal hiicrelerine analog
oldugu onerilebilir. Benzer sekilde fare spongiyotrofoblastlari, insan sitotrofoblastik
hiicre siitunlar1 proksimal trofoblastlarina analog olabilir. Bu hipotetik senaryo 3
kanitla desteklenmektedir. Birincisi hem insan sitotrofoblastik hiicre siitunlarinin
proksimal hiicreleri ve hem de fare spongiyotrofoblastlarindan invaziv trofoblastlarin
gelistigi belirtilmektedir: Ornegin insanlardaki invaziv ekstravilloz trofoblast ve
farelerdeki invaziv glikojen hiicreleri. ikincisi, ilerleyen gebelikle birlikte siitunlarin
boyutlarindaki dereceli azalma ve E22-36. haftalar arasinda kaybolmalari olay: fare
glikojen hiicrelerinin ge¢ gebelik boyunca baglanti zonundaki dramatik diisiislerine
benzetilebilir. Bu  diislis olayr, fare glikojen hiicrelerini  olusturan
spongiyotrofoblastlardaki diisiis ile iliskili bir olaydir. Ugiinciisii, insan sitotrofoblastik
hiicre siitunlariin  proksimal  hiicreleri-erken  gebelik  donemindeki  fare
spongiyotrofoblastlar1 gibi IGF2 [123, 134] ve p5S7 [122, 135] eksprese ederler [128]
(Sekil 2.18).
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dev hiicresi
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trofoblast hiicresi
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ekstravilloz trofoblast
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Sekil 2.18. insan ve fare plasentalarinin karsilagtirmali anatomisi [128].

2.7.  Notch Sinyal Yolag:

Notch sinyali, evrimsel olarak korunmus hiicreler arasi bir sinyal yolagi olup
gelisim siiresince uygun hiicre kaderinin belirlenmesinde énemli bir rol oynar. Notch
sinyali, Notch reseptorleri ile onlarin ligandlar1 olan Delta ya da Jagged arasindaki
etkilesimler sonucunda hiicre-hiicre baglantilariyla aktive olur. Embriyonik gelisim
boyunca apoptoz, hiicre proliferasyonu, farklanma, hiicre soyu karar1 ve erigkinde
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kendini yenileyen organlarin homeostazi gibi birgok biyolojik fonksiyonun
diizenlenmesinde gereklidir. Notch sinyali; lateral inhibisyon, lateral indiiksiyon, kok
hiicre devamlilig1 ve terminal farklilasma gibi gelisimsel kararlarda anahtar olan ¢esitli
mekanizmalar {istiinde etkilidir. Lateral inhibisyon esit miktarda Notch reseptor ve
ligand eksprese eden bir grup esdeger hiicrenin azar azar ya Notch reseptoriinii ya da
Notch ligandin1 eksprese etmeye basladigi ndrogenez siiresince gerceklesir. Lateral
indiiksiyon durumunda, Notch ligand1 yakin g¢evredeki farkli bir hiicre tarafindan
saglanir. Lateral indiiksiyona Ornek, timik stromal hiicrelerin indiikleyici sinyali
sagladigi durumda ortak lenfoid progenitoriiniin 6nclil T hiicresine gelistigi
lenfopoezdir. indiikleyici sinyalin yoklugunda, drnegin, kemik iliginde ortak lenfoid
progenitor kemik iligi stromal hiicrelerinin yardimiyla B hiicresine farklanir. Notch
sinyali ayrica kok hiicre durumunu korur. Buna Ornek Notch sinyalinin c¢ukur
progenitor hiicrelerini farklanmadan korudugu ince bagirsaktir. Diger taraftan, Notch
sinyali ayrica derideki keratinositlerde gézlendigi gibi hiicre dongiisii duraklamasini
tetikleyerek terminal farklanma programini ¢alistirabilir. Notch sinyalleri son derece
pleitropiktir dolayistyla bir¢ok dokuyu etkiler [11].

2.7.1. Notch Reseptorleri

Drosophila melanogaster Notch reseptorii genlerinin ilk olarak tanimlandigi
organizmadir ve sadece bir tane Notch reseptoriine sahiptir. Caenorhabditis elegans’ta
iki tane Notch reseptorii bulunurken memelilerde dort tane Notch reseptorii
tanimlanmistir. Tiim Notch reseptorlerinin hiicre dis1 domeynleri, Notch ligandlariyla
etkilesimde rolii olan 29-36 ardisik epidermal biiytime faktorii (EGF)-benzeri tekrarlar
igerir. Birgok EGF tekrar1 kalsiyum iyonlarina baglanir ve Notch’un yapisinin
belirlenmesinde ve liganda baglanmasi i¢in gerekli afinitenin saglanmasinda énemli
rolii vardir [136]. EGF tekrarlarini negatif diizenleyici bolge (NRR) takip eder. Bu
bolge, Linl12-Notch tekrarlar1 (LNR) ve heterodimerize edici domeyni (HD) igerir.
NRR, ligand yoklugunda reseptdr aktivasyonunun engellenmesinde 6nemli bir role
sahiptir. Birinci bolge (S1) aktivasyon sirasinda hiicre dis1 domeynin transmembran
kisimdan ayrilmasin saglayan ilk yariklanmanin oldugu bolgedir. [137]

Notch transmembran domeyn, 3-4 arjinin/lizin (Arg/Lys) bakiyelerini i¢eren C-
terminal dizisine sahiptir. Hiicre i¢i domeyn 12-20 aminoasitten olusan bir RBPjx
iligkili birim (RAM), yedi ankyrin tekrar1 (ANK) ile bu iki bdlge arasinda bir baglayici
icerir ve bu bolge niikleusta transkripsiyon faktorleri ile baglanan kisimdir. Bu bolgeyi
transaktivasyon domeyni ve prolin/glutamik asit/serin/tironin (PEST) bdlgesi takip
etmektedir [137] (Sekil 2.19).
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Sekil 2.19. Notch yapisini gosteren sematik ¢izim ve memelilerdeki degisik Notch subtiplerinin
P
yapilarina ait sematik goriiniimler[137]

2.7.2. Notch Ligandlari

Notch ligandlar1 genel olarak {i¢ yapisal oge igerir; N-terminal DSL
(Delta/Serrate/LLAG-2) domeyni, DOS (Delta ve OSM-11-benzeri proteinleri) olarak
adlandirilan degisen sayilarda ardistk EGF tekrarlar1 ve kalsiyum baglayan veya
baglamayan EGF benzeri tekrarlar [138, 139]. Ligandlar, sistein zengin (CR)
domeynin varligina ya da yokluguna bagli olarak Delta ya da Delta-like (DII) ve
Serrate (memelilerde Jagged) olmak tizere iki sinifa daha ayrilirlar [12] (Sekil 2.20).

Notch sinyali Notch reseptorleri ile bunlarin ligandlar1 arasindaki etkilesimin
sonucu olarak hiicre-hiicre baglantis1 {izerinden etki gosterir. Notch reseptorleri
eksprese eden hiicreler Notch sinyalini alir. Insan ve farelerde dort adet Notch geni
bulunur. Biitiin tiirlerde Notch reseptorleri, Notch sinyal alicist hiicrede gen
regiilasyonuna onciiliik eden ardisik olaylar1 tetikleyen ligandlara baglanan tek gecisli
transmembran proteinlerdir[12].
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Sekil 2.20. Drosophila ve memelilerde Notch ligandlarinin yapilarina ait gematik goriiniimler[137]

2.7.3. Notch Sinyal Yolag

Notch ilk olarak endoplazmik retikulumda tek bir polipeptid Onciilii olarak
sentezlenir ve sonra trans-Golgideki furin benzeri konvertaz tarafindan iki pargali bir
proteine yariklanir. Hiicre dist domeynine ligand baglanmasi Notch reseptoriinde iki
proteolitik  yariklanma  olaym  baglatir. Ilk  yariklanma ~ ADAM-ailesi
metalloproteazlar tarafindan katalizlenirken, ikincisi presenilin, nikastrin, PEN2 ve
APH iceren bir enzim kompleksi olan y-sekretaz aracilidir. ikinci yariklanma, Notch
hiicre i¢i domeyni (NICD) serbest birakir. NICD, daha sonra nukleusa transloke olarak
DNA-baglayici protein CSL (CBF1, Su(H) ve LAG-1"den ismini alan) (CBF1, RB-J
olarak da adlandirilir) ile birlikte ¢alisir [12]. Ligand olmadiginda, niikleer NICD
olmadig1 i¢in, RBP-J korepresor komplekslerin temini aracilifiyla Notch hedef
genlerini baskilar. NICD’nin RBP-J’ye baglanmasi baskilanmig durumdan aktif
duruma degismede hayati dnemdedir. NICD ilk olarak RBP-J’den korepresorleri (N-
CoR, SHARP, CtBP gibi) ayirarak RBP-J baglanma bdlgesi igceren promotorlari
inaktive eder ve ardindan bir koaktivator kompleks olan Mastermind/MAML ve
p300/CBP’y1 toplayarak Notch hedef genlerin transkripsiyonunu aktive eder [11]
(Sekil 2.21).

Notch aktivasyonunu takiben, NICD nukleusa girer ve dogrudan hedef genlerin
ekspresyonlarini diizenler. Notch hedeflerinin arasinda, en 1yi tanimlanani E(spl)/HES
smnifinin bHLH (basic-helix-loop-helix) genleridir. Bununla birlikte, Notch’a yanit
hiicre tipleri arasinda ¢ok biiyiik degiskenlik gosterir, 6rnegin, Notch bazi durumlarda
hiicre proliferasyonunu baz1 durumlarda ise apoptozu baslatir. Farkli yanitlar diger
yolaklarla etkilesim sonucu ortaya ¢ikiyor olabilir [12].

Notch reseptorleri aracili sinyallerin ¢esitli sonuglart olmasia karsin, gesitli
hiicresel ve gelisimsel durumlarda sinirli sayida Notch hedef geni tanimlanmistir.
Hairy/enhancer of split (Hes) genleri cesitli hiicre tiplerinde Notch tarafindan
diizenlenen yiiksek oranda korunmus proteinlerdir [13, 14]. Hairy/Enhancer of split
ailesi genleri ilk olarak Drosophila embriyolarinda bu genlerin fonksiyon eksikligi
epidermal Onciillerinin eksikliginde artan miktarda ndroblastlarin varligini gosterdigi
i¢in ndrojenik genler olarak tanimlanmustir [15, 16]. Yapilan ¢alismalar bu genlerin
dogrudan Notch hedef genleri oldugunu ortaya koymustur. Hes1, Hes5 ve Hes7 nin
promotorlart Heyl, Hey2 ve HeyL (Hes’in alt ailesi, YRPW motifi ile iliskili)
Notch!’in aktif formu tarafindan aktive edilebilir [17-19]. Hes ve Hey (ayn1 zamanda
Hesr, Chf, Hrt, Herp ya da gridlock olarak da adlandirilir) proteinleri transkripsiyonel
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baskilayicilar ~ olarak islev  goren helix-loop-helix  (sarmal-ilmek-sarmal)
transkripsiyon faktorleridir. Fare ve sigan genomlarinda yedi Hes (Hes1-7) [20-22] ve
tic Hey geni (Heyl,2,L; ayrica Hrtl,2,3; Hesrl,2; Herp2,1 ya da Chf2,1 olarak da
belirtilir) tanimlanmistir [23-25]. Hesl, Hes5 ve Hes7 Notch yolag: tarafindan
indiiklenebiliyorken [22, 26], Hes2, Hes3 [18] ve Hes6 [27] Notch sinyalinden
bagimsiz goriilmektedir ve Hes4 hakkinda veri yetersizdir. Hey gen ailesinin tiim
tiyeleri Notch tarafindan indiiklenebilir [19, 24, 25] ve evrim siiresince siki sekilde
korunmustur [14].

Sinyal Veren Hiicre
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% NICD
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Endoplasmic
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Sekil 2.21. Drosophila ve memelilerde Notch sinyal yolagini 6zetleyen sematik goriiniimler[137]
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GEREC VE YONTEM

3.1. Denekler, Doku Temini ve Hazirlanmasi

Bu arastirmada Akdeniz Universitesi ‘Deney Hayvanlar1 Unitesi’nden temin
edilen daha 6nce hi¢ deneye girmemis ve ¢iftlesmemis Balb/C 1rk1 50 disi ve 7 erkek
fare kullanildi. 6-8 haftalik Balb/C 1rki disi fareler su ve besin kisitlamasi olmaksizin
12°ser saatlik aydinlik/karanlik déngiisiinde tutuldu. Iki ya da ii¢ disi fare bir Balb/C
ki erkek fare ile ayni kafeste birakilarak ciftlesmeleri saglandi ve ertesi gilin vajinal
plak kontrolii yapildi. Vajinal plagin goriildiigii disiler gebeligin 1. giiniinde kabul
edilerek deney gruplari olusturuldu:

1. Grup (Kontrol): Gebe olmayan dstrus fazindaki disi fareler (n=10)
2. Grup (E1): Gebeligin 1.giinii sakrifiye edilecek disi fareler (n=10)
3. Grup (E4): Gebeligin 4. giinii sakrifiye edilecek disi fareler (n=10)
4. Grup (ES): Gebeligin 5. giinii sakrifiye edilecek disi fareler (n=10)
5. Grup (E8): Gebeligin 8.giinii sakrifiye edilecek disi fareler (n=10)

1. grupta bulunan gebe olmayan Ostrus fazindaki disi fareler ile 2, 3, 4 ve 5.
gruplarda belirtilen gebelik tarihlerinde sakrifiye edilen gebe farelere ait uterus ve
implantasyon bolgeleri toplandi. Gebe olmayan disi farelerin Ostrus fazinda
olduklarindan emin olmak i¢in vajinal simir yapildi. Simirlerinde skuamoz (kabuksu)
yapida olan, biiylik, ¢ekirdeksiz epitelyal hiicrelerin baskin oldugu fareler deneye dahil
edildi (Sekil 3.1c¢).

vf, = o ‘. ::.b'{ :é.
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Sekil 3.1: Vajinal simir 6rneklerin Geimsa boyamalar1. a. Didstrus, b. Prodstrus, c. Ostrus,
d. Metaostrus [140]
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1. giin gebe disilerin gebe olduklarindan emin olmak icin oviduktlar
parcalanarak 1 hiicreli embriyolarin olup olmadigi gozlendi. Bir hiicreli embriyo
goriilen disiler deneye dahil edildi. Gebeligin 4. giinlindeki disilerin gebe olup
olmadigin1 belirlemek i¢in uterus boynuzlarindan biri PBS ile yikanarak, yikama
sonrasi elde edilen tubal s1vi mikroskop altinda incelendi ve blastosistin olup olmadig1
belirlendi. Blastosist goriilen deneklerin yikanmayan diger uterus boynuzu alindi.
Gebeligin 5. giliniinde disilerin gebe olup olmadigini belirlemek i¢in disilere kuyruk
veninden Chicago Blue enjeksiyonu yapildi, fareler 3-4 dakika sonra sakrifiye edildi.
Implantasyon bolgeleri mavi bantlar seklinde gozlenen farelerin gebe oldugu
dogrulanarak mavi bant goriilen disiler deneye dahil edildi. Mavi bant seklinde goriilen
implantasyon bolgeleri alindi (Sekil 3.1.2a). Gebeligin 8. giinlinde implantasyon
bolgeleri ciplak gozle goriilebilmektedir (Sekil 3.1.2b). implantasyon bdlgesi goriilen
disiler deneye dahil edildi. Sakrifiye edilen farelere ait uterus ve implantasyon
bolgelerinin bir kism1 Western blot yontemi uygulanmak iizere sivi nitrojende saklandi,
diger bir kismi ise %4'liik formalin igerisine alinarak fikse edilerek rutin histolojik takip
gerceklestirildi ve immiinohistokimya yontemi uygulandi.

b

Sekil 3.2: a. Chicago mavisi enjekte edilmis 5 giinliik gebe hayvan uterusu. b. 8 giinliik gebe
hayvanin uterusu.

3.2. Immiinohistokimyasal Goézlemler

3.2.1. Immiinohistokimyasal Protokol

Uterus ve implantasyon bolgeleri %10’luk formalin fiksatifi icerisinde 12-24
saat fikse edilip, ardindan 3 saat boyunca ¢esme suyunda yikandi. Daha sonra
sirastyla %70, 80 ve 90’lik etanol serilerinde 24 saat boyunca tutuldu. %100’1iik
etanolde 3 saat tutulduktan sonra ksilol igerisinde yaklasik 5 dakika tutularak
seffaflastirma islemi gergeklestirildi. Seffaflastirilan dokular 3 saat boyunca 56°C’lik
etlivde bulunan parafin icerisinde tutulduktan sonra parafin iceren kaliplara koyularak
oda sicaklifinda parafinin donmasi saglandi. Parafine gomiilii uterus dokular1 tahta
kaliplar lizerine yapistirilarak bloklar hazirlandi. Bloklar mikrotoma yerlestirilerek 5
mikrometre kalinliginda kesitler alindi, su banyosunda diizlesmeleri saglandiktan
sonra sliperfrost lamlar tizerine aktarildi. Kesitler gece boyunca oda 1sisinda kurutuldu.
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Kullanilan Soliisyonlar:

e 1X PBS (Phosphate Buffer Saline):
2 litre distile su i¢inde asagidaki kimyasallar ¢oziildii.
2,85 gr Disodyum Hidrojen Fosfat (Na;HPO4 )(#567547; Merck)
0,8 gr Potasyum Hidrojen Fosfat (KH2PO4)(# M1048771000; Merck)
16 gr Sodyum Kloriir (NaCl )(#1.06400.1000; Merck)
2M NaOH ile pH=7,4 olacak sekilde ayarlandi.
Sitrik Asit Tamponu:
900ml distile su igerisinde 2,1 gr Sitrik asit (CcHsO7.H20) (#1.0044.1000;
Merck) ¢oziildii ve 2M NaOH ile pH=6,0 olacak sekilde ayarlandi.
%3’liik H20:2 Soliisyonu:
Sale igerisinde 82 ml metanol (CH30H) (#1.06009.2500; Merck) ve 8 ml
%30’luk H>O2 (#18312; Sigma Aldrich) karistirilarak hazirlandi.
Bloklama Soliisyonu: Ultra V  Block (#TA-125-UB; Thermo
Scientific/LabVision)
Primer Antikor:
Sekonder Antikor: Biotinli Anti-Rabbit IgG (kegide iiretilmis) (#BA-1000;
Vector Laboratories)
Streptavidin Peroksidaz Kompleksi: Streptavidin Horseradish Peroxidase
(HRP) (#85-9043; Invitrogen)
Kromojen: Diaminobenzidine tabletleri (#D4168; Sigma)
Mayer’in Hematoksileni: Mayer Hematoksilen (#1.09249.1000; Merck)
Kapatma Soliisyonu: Kaisers Gliserin Jelatin (#1.09242.0100; Merck)

Bir gece oOnceden 56°C’lik etiivde bekletilen kesitler ertesi sabah
deparafinizasyon icin iki kere 10’ar dakika ksilollerden gecirildi ve her birinde 5
dakika olacak sekilde %100, %90, %80, %70’lik alkol serilerinden gecirilerek
dehidrate edildi. Kesitler distile suda ¢alkaland1 ve fosfat tamponlu tuz tamponunda
(PBS; pH: 7,2-7,4) ii¢ kez 5’er dakika yikandi. Antijenik maskelenmenin giderilmesi
amacuyla, kesitler 0.01 M sitrat tamponuna (pH:6,0, 900 ml distile suda 2,1 gr sitrik
asit) konularak mikrodalga firinda 4+3 dakika 750W’ta kaynatildi. Kesitler 20 dakika
boyunca oda 1s1sinda sogumaya birakildi.

Soguyan kesitler 5 dakika PBS’ten gecirildi. Endojen peroksidaz aktivitesinin
giderilmesi amaciyla kesitler %3’liikk hidrojen peroksit [82 ml metanol i¢cinde 8
ml %30’luk H>O (#18312; Sigma Aldrich)] ile 20 dakika inkiibe edildi. PBS’te
yikanan kesitlerin etrafi hidrofobik kalemle ¢izilerek oda sicakliginda ve nemli
ortamda &zgiil olmayan immiinoglobulin (Ig) baglanmalarini énlemek amaciyla
bloklama serumu (UV block Thermo Ultra UV Block, LabVision Corporation TA-
125UB) ile 7 dakika muamele edildi. Serumun fazlasi alinarak kesitler, NICD-1 (aktif
Notch-1) (ab8925; Abcam) 1:400, NICD-2 (aktif Notch-2) (ab52302; Abcam) 1:100,
Hey-1 (ab22614; Abcam) 1:100, Hes-5 (ab107593; Abcam) 1:100 ve Vimentin
(ab8978; Abcam) 1:400 proteinlerinin primer antikorlari ile +4°C’de gece boyu inkiibe
edildi. Kontrol kesitlerine primer antikor yerine izotip kontroller uygulandi. Ertesi giin
kesitler PBS ile {i¢ defa beser dakika yikandi. Daha sonra, 45 dakika biyotinlenmis
sekonder antikorla [Biotinli Anti-Rabbit IgG (1:500)] ve 20 dakika HRP-konjuge
streptavidin kompleksi (#85-9043; Invitrogen) ile oda 1s1sinda nemli ortamda inkiibe
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edildi. Her iki uygulama sonrasinda da PBS ile 3 defa 5’er dakika yikama yapildi.
Sinyalleri gelistirmek i¢in dokular 2 dakika Di Amino Benzidin (DAB) kromojeni
(#D4168; Sigma) ile muamele edilerek musluk suyunda yikandi. Kesitlere Mayer’s
Hematoksilen ile zit boyama yapildi ve Kaisers jelatin (#1.09242.0100; Merck)
kapatma sollisyonu ile kapatildi. Kesitler Axioplan mikroskopunda (Zeiss, Almanya)
incelendi ve fotograflandirildi.

3.2.2. istatistiksel Analiz
HSCORE Analizi ve semikantitatif degerlendirme:

Immiinohistokimyasal boyanmalarm, semi kantitatif degerlendirilmelerinde
HSCORE analizi kullanildi. Iki kisi tarafindan her bir uterus dokusu igin Axioplan
mikroskobunda (Zeiss, Almanya) 400X orijinal biiylitmede 5 farkli alandaki immiino
pozitif hiicre sayimlar1 yapildi. Her gruptan rastgele iicer kesit segildi. Immiino pozitif
her hiicrenin boyanma yogunlugu, boyanma siddetine gore: negatif 0, zayif pozitif
(+), pozitif +, kuvvetli pozitif ++ ve ¢ok kuvvetli pozitif +++ olarak derecelendirildi.
Her bir doku i¢in gozlemlenen HSCORE degeri yogunluk kategorileri ile ¢arpilarak
toplandi [HSCORE=S P; (i+1), i, yogunluk skoru ve P; nicrelerin ylizde degerleri]. Daha
sontra HSCORE degerleri grafiklendirildi. Tiim deney gruplarina ait HSCORE
degerlendirilmeleri birbirinden bagimsiz iki gozlemci tarafindan uygulandi. Calisma
gruplari karsilastirilarak, istatistiksel anlamlilik degeri, p < 0.05 olarak kabul edildi.

Elde edilen bulgularin istatistiksel analizi student’s t-test ile karsilastirildi.
0.001” den kiiciik olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi (ortalama +
standart hata sapmast).

3.2.3. Semikantitatif Degerlendirme

Tiim deney gruplarinda pozitif immiinoreaktif hiicrelerin immiinoboyanma
yogunluklar1 da semikantitatif olarak [0: Negatif; (+):Zayif pozitif; +: Pozitif; ++:
Kuvvetli pozitif; +++: Cok kuvvetli pozitif | seklinde degerlendirildi.

3.2.4. Rutin Isitk Mikroskopik Gozlemler

Her grubun uterus orneklerinden Ser mikron kalinliginda kesitler alindi.
Hematoksilen-Eozin boyamasi yapilarak 11k mikroskobu (Axioplan Zeiss, Almanya)
ile incelendi.

3.3. Western Blot

S1v1 nitrojende dondurulan uterus dokularina ait 6rnekler ¢ozdiiriiliip protein
izolasyonu yapilarak NICDI1, NICD2, HEY1 ve HESS5 proteinlerinin ekspresyon
miktarlarin belirlemek ve erken gebelikteki ekspresyonlarini karsilagtirmak amaciyla
Western Blot yontemi kullanild.

3.3.1. Protein izolasyonu
Kullanilan Soliisyonlar:

e Lizis Tampon Soliisyonu (Lysis Buffer):
0,01 M Tris
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0,6gr Tris (#1.08387.2500; Merck) 40 ml distile suda ¢oziildii. pH HCl ile 7,4’
ayarlandi. Son hacim distile su ile 50 ml’ye tamamlandi.
Sodyum-ortovanadate

0,184 gr Na-orthovanadate (#L4390; Sigma), 10 ml Tris (pH:10) (0,1M
tris:0,6gr/50ml) ile ates lizerinde ¢oziildii.

Proteaz inhibitor Kokteyli (#P8340; Sigma)

Uterus ve implantasyon bolgelerinin bulundugu ependorf tiipleri -80°C’den
c¢ikarilarak buz tizerine koyuldu. Dokular tartilarak cam tiipler igerisine alindi ve doku
ornekleri, 0.2 gr dokuya 600pl liziz tamponu ve 10ul proteaz inhibitor kokteyli olacak
sekilde inkiibe edilerek sonikatdr yardimi ile homojenize edildi. Tiim 6rnekler 15000
g’de +4°C’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant kisimlar1 alindi. Bu lizatlarin
icerdigi protein miktarlar1 BCA kiti kullanilarak tespit edildi.

3.3.2.

SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Kullanilan Soliisyonlar:

% 30 Akrilamid-Bisakrilamid:
15,4 gr 37,5:1 oranindaki akrilamid-bisakrilamid(#161-01-25; Biorad) 40ml
distile suda ¢oziildii.
4X Tris-HCI/SDS pH=6,8:
6,05 gr Tris (#1.08387.2500; Merck) 40 ml distile su igerisinde ¢oziildii. pH
HCl ile 6,8’e ayarlandi. Distile su ile toplam hacim 100 ml’ye tamamlandi.
Uzerine 0,4 gr SDS (#161-0301; Biorad) eklendi.
4X Tris-HCI/SDS pH=8,8:
18,15 gr Tris (#1.08387.2500; Merck) 40 ml distile su igerisinde ¢oziildii. pH
HCI ile 8,8’¢ ayarlandi. Distile su ile toplam hacim 100 ml’ye tamamlandi.
Uzerine 0,4 gr SDS eklendi.
%10’luk Amonyum Persiilfat (APS):
0,1 gr APS (#7727-54; Amresco) 1 ml distile su igerisinde ¢oziildii.
N,N,N*’,N**’-Tetramethylethylenediamidine(TEMED)(#T-7024; Sigma)
5X Elektroforez Yiiriitme Soliisyonu:
9 gr Tris
43,2 gr Glisin (#5.00190.1000; Merck)
3 gr SDS
600 ml distile su igerisinde ¢oziildii. pH 8,3-8,6 olmalidir.
1X Elektroforez Yiiriitme Soliisyonu
5X stok soliisyondan 180 ml alindi ve 720 ml distile su ile 900 ml’ye
tamamlandi.
Jel elektroforezi i¢in proteinlerin agirliklarina goére belirlenen yilizdede
poliakrilamid jel hazirlandi.
%10’luk Tris-HCI Jel
Ayristiric1 (Seperating)Jel:
5,00 ml %30 akrilamid-bisakrilamid
3,75 ml 4X tris-HCI/SDS, pH:8,8
6,25 ml distile su
%15°lik Tris-HCI Jel
Ayristiric1 (Seperating)Jel:
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7.5 ml %30 akrilamid-bisakrilamid
3,75 ml 4X tris-HCI/SDS, pH:8,8
3,75 ml distile su

o %7,5°lik Tris-HCI Jel
Aynistiric1 (Seperating)Jel:
3,75 ml %30 akrilamid-bisakrilamid
3,75 ml 4X tris-HCI/SDS, pH:8,8
7.5 ml distile su

Hazirlanan soliisyonlar 15 ml’lik falkon tiip igerisinde yukaridaki oranlarda
karistirtldt  ve  homojenizasyonu saglandi. Daha sonra polimerizasyonu
saglayan %10’luk APS’den 0,05 ml, TEMED’ten 0,01 ml eklendi. Hizl1 bir sekilde
pipetleme yapilarak karistirildi iki cam arasina dokiildii ve polimerizasyonu saglandi.

Toplayici (Stacking) Jel:

650 ul %30 akrilamid-bisakrilamid
1250 pul 4X tris-HCI/SDS, pH:6,8
3030 pl distile su

Yukaridaki soliisyonlar 15ml’lik falkon igerisinde karistirildi ve pipetleyerek
karistim homojenize edildi. Daha sonra polimerizasyonu saglayacak olan; 25
ul %10’ luk Amonyum-persiilfat (APS) ve5 ul TEMED soliisyonlar: eklendi. Seri bir
sekilde pipetleme yapildi ve jel karisimi cam plaka arasina dokiildi. Yaklasik 30
dakika oda 1s1sinda donmaya birakildi.

Hazirlanan protein lizatlar1 icerdikleri protein miktarina gore ornekler gerekli
miktarda distile su ve lemli ile karistirilldi ve 5 dakika boyunca 100°C’lik suda
kaynatildi.

Jeller Western Blot tankinin ig¢ine yerlestirildi. Tanka elektroforez solusyonu
eklenerek her kuyucuga 10 pl 6rnek, protein miktarlar esit olacak sekilde konuldu.
Tankin kapagi kapatilarak gii¢ kaynagina baglandi. 100 Volt, 50 miliamperde 80-100
dakika boyunca elektroforez gerceklestirildi.

Elektroforez bitiminde oncelikle PVDF (polivinilidin difloriir) membran
metanolde yaklasik 30 saniye bekletildi. Daha sonra sirasiyla iist iiste 1 adet siinger, 3
adet filtre kagidy, jel, 1 adet PVDF membran, 3 adet filtre kagidi ve 1 adet siinger
olacak sekilde sandvi¢ hazirlandi.

3.3.3. Blotlama
Kullanilan Soliisyonlar:

e Transfer Tampon Soliisyonu (Blotting Buffer):

3 gr Tris
4,3 gr Glisin

800 ml distile su icerisinde ¢oziildii. pH7,8-8 arsinda olmalidir. Soliisyona daha
sonra 200 ml metanol (#1.06009.2500; Merck) eklendi. +4°C’de sogutularak
kullanilda.
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¢ 10X Tris Tamponlu Tuz (Tris Buffer Saline-TBS) Soliisyonu

60,55 gr Tris (#1.08387.2500; Merck)
87,66 gr Sodyum Kloriir (NaCl )(#1.06400.1000; Merck)
800 ml distile su icerisinde ¢oziildii. pH 7,4 e ayarlandi.
1000 mI’ye distile su ile tamamlandi.
e 1X Tris Tamponlu (Tris Buffer Saline-TBS)-Tween 20 Soliisyonu

100 ml 10X TBS soliisyonuna 900 ml distile su eklenerek 1X TBS hazirlandi.
Daha sonra 1 litre 1X TBS’e 1 ml Tween-20 (#8.22184.0500; Merck) eklenerek TBS-
T caligsma soliisyonu elde edildi.

e Bloklama Soliisyonu: %5’lik Bovine Serum Albumin (BSA)
5 gr BSA 100 ml TBS-T igerisinde ¢oziilerek hazirlandi.

e Bloklama Soliisyonu: %5’lik Siit tozu
5 gr siit tozu 100 ml TBS-T igerisinde ¢oziilerek hazirlandi.

e Chemiluminescent Soliisyonu

Sandvic Western Blot tankina koyularak, {izerine transfer soliisyonu eklendi ve
tank giic kaynagina baglanarak 32 voltta +4°C’de gece boyu proteinlerin membrana
transfer olmasi saglandi.

Ertesi giin membran, kullanilacak primer antikorun sulandirildigi bloklama
soliisyonuna gore %1 Tween-20 ilave edilmis Tris tamponlu tuz soliisyonu (TBS) ile
hazirlanan %5’lik yagsiz kuru siit tozu ya da %5’lik BSA ile oda 1sisinda 1 saat
calkalayict iizerinde bloklandi. NICD1(1/250) ve NICD2(1/250) primer
antikorlar1 %5°lik BSA i¢inde Hey-1 (1/250) ve Hes-5(1/250) ise %5’lik yagsiz kuru
siit tozu i¢inde sulandirilarak membranlar iizerine koyuldu ve gece boyu karistirict
lizerinde +4 °C sicaklikta inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda TBS-T ile 30 dakika
boyunca 10 dakikada bir TBS-T soliisyonu yenilenerek yikama yapildi. Membranlar,
primer antikor i¢in uygun olan bloklama soliisyonu ile sulandirilmis horseradish
peroksidaz (HRP) konjuge sekonder antikorla Peroxidase labeled Anti Rabbit (1/2000)
oda sicakliginda karistirici iizerinde 1 saat inkiibe edildi. Iinkiibasyon sonrasinda TBS-
T ile 30 dakika boyunca 10 dakikada bir TBS-T soliisyonu yenilenerek yikama yapildi.
Membran SuperSignal Chemiluminisans (CL)-HRP substrat sistemi ile 5 dakika
inkiibe edildi ve sonrasinda karanlik oda igerisinde membranlardaki sinyaller
hiperfilme aktarildi. Film, gelistirici ve tespitten gegirildi ve distile su ile yikanip
kurutuldu. Boylece, farelerde implantasyon ve desidualizasyon evrelerinde NICD-1
(aktif Notch-1), NICD-2 (aktif Notch-2), Hey-1 ve Hes-5 protein ekspresyon
miktarlar1 belirlendi ve kantitatif olarak protein seviyeleri karsilagtirildi.
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BULGULAR

4.1. Rutin Isik Mikroskobik Bulgular

Hematoksilen-Eozin boyama yontemi uygulanan, kontrol grubu (K) ve
gebeligin 1., 4., 5. ve 8. giinleri (sirasiyla E1., E4., ES. ve E8)’ne ait si¢an uterusu doku
ornekleri, 151k mikroskopu ile incelendi;

Gebe olmayan Ostrus fazindaki disi fare uterusu (K)’nda, temel olarak
endometriyum, miyometriyum ve  perimetriyum  yapilarimin  bulundugu,
endometriyumun liimen epiteli, dall1 tiibiiler bezler ve aralarinda stromal hiicrelerini
icerdigi, miyometriyumun igte sirkiiler, dista longitudinal diiz kas tabakalarindan
olustugu, uterus liimen epitelinin tek katli prizmatik hiicrelerden olustugu, uterus
liimeninin bu evrede oldukc¢a genis, diizensiz ve girintili ¢ikintili goriiniim sergiledigi;,
uterinal bezlerin yer yer salgi materyali igerdikleri, perimetriyum tabakasinin
mezometriyum ile siireklilik gosterdigi belirlendi (Sekil: Sekil 4.1)

Sekil 4.1: Gebe olmayan Ostrus fazindaki disi fare uterusunun histolojik goriiniimii. a: Gebe olmayan
Ostrus fazindaki kontrol grubuna ait uterus kesitinin total goriiniimii (H-E, X5), b: Uterus
liimen epiteli (le) ve endometriyal stroma (str) (H- E, X40), ¢: Endometriyal stroma (str)
ve bez epiteli (be)(X40).

Gebeligin 1.giinii (E1)’nde; uterus dokusunun, kontrol grubundaki gebe
olmayan ve Ostrus fazindaki fare uterusunun histolojik o6zelliklerine benzerlik
gosterdigi gortildi (Sekil: 4.2).

Gebeligin 4. giinii (E4)’nde, o6zellikle endometriyum tabakasinda gebe
olmayan Ostrus fazindaki ve gebeligin 1. giliniindeki uterus dokularina gore gozle
gortliir bir kalinlagma oldugu, uterus liimeninin daraldigit ve mezometriyumun
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karsisinda dar bir kanal seklinde yer aldigi, mezometriyal ve antimezometriyal
bolgelerin belirginlesmeye basladigr gozlendi(Sekil: 4.3).

Sekil 4.2: 1 giinliik gebe fare uterusunun goriiniimii (H-E, X10). a: 1 giinliik gebe fare uterusunda
liimenden itibaren ic¢ten disa dogru tiim katmanlar goriillmektedir (H-E, X2,5), b: 1 giinliik
gebe fare grubuna ait uterusunda liimen epiteli ve bez yapilarinin detayl goriiniimii (H-E,
X40), ¢: 1 giinliik gebe fare grubuna ait uterusunda miyometriyal alanlarin detayli
goriniimleri (H-E, X40). (le: uterus liimen epiteli, be: endometriyal bezler, str:
endometriyal stroma, ms: miyometriyumun sirkiiler kas tabakasi, ml: miyometriyumun
longitudinal kas tabakasi, T: kan damarina ait diiz kas hiicresi, /': kan damarina ait endotel
hiicresi)

Sekil 4.3: Gebeligin 4. giinii (E4)’nde, 6zellikle endometriyum tabakasinda gebe olmayan Gstrus
fazindaki ve gebeligin 1. giiniindeki uterus dokularina gore gozle goriiliir bir kalinlagma
oldugu, uterus limeninin daraldigi ve mezometriyumun karsisinda dar bir kanal seklinde
yer aldig1, mezometriyal ve antimezometriyal bolgelerin belirginlesmeye basladig
gozlenmektedir (H-E, X5). lii: uterus liimeni; e: endometriyum; mz: mezometriyal bolge;
amz: antimezometriyal bdlge.

Gebeligin 5. giinii (E5)’nde, mezometriyal ve antimezometriyal bolgelerin
tamamen ortaya ¢iktig1, antimezometriyal bélgenin mezometriyal bolgeye oranla daha
genis bir alan kapladigi, antimezometriyal alanda desidualizasyonun gerceklestigi ve
primer desidual bolgenin ortaya ¢iktigl, antimezometriyal alanda blastosistin mural
trofoblastlarinin  uterus liimeni epiteli ile kontakt yaptigi ve apozisyonun
gerceklesmekte oldugu belirlendi (Sekil: 4.4).
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Sekil 4.4: 5 giinliik gebe fare uterus goriiniimii. Sekilde, mezometriyal ve antimezometriyal bolgelerin
tamamen ortaya ¢iktig1, antimezometriyal bdlgenin mezometriyal bolgeye oranla daha genis
bir alan kapladig: (Sekil a; H-E, X5 ), antimezometriyal alanda desidualizasyonun
gergeklestigi ve primer desidual bdlgenin ortaya ¢iktigi (Sekil b; H-E X40 ),
antimezometriyal alanda blastosistin mural trofoblastlarinin uterus liimeni epiteli ile kontakt
yaptig1 ve apozisyonun ger¢eklesmekte oldugu (Sekil ¢; H-E, X100 ) goriilmektedir.  (mz:
mezometriyal bolge; amz: antimezometriyal bolge; le: uterus liimen epiteli; be: endometriyal
bezler; pdb: primer desidual bolge; bl: blastosist; 7': blastosiste ait trofoektoderm hiicreleri
ile limen epitel hiicreleri arasindakibaglantilar).

Gebeligin 8. giinii (E8)’nde, mezometriyal bolgenin antimezometriyal bolgeye
oranla daha genis oldugu, primer desidual bolgenin (PDB) geriledigi ve sekonder
desidual bolgenin (SDB) ortaya ¢ikti1, implantasyonunu tamamlamis olan
embriyonun iizeri tamamen endometriyal alanlarla ¢evrelenmis oldugu ve uterus
ltiimeni ile iligkisinin kesildigi, ektoplasental koni, amniyon boslugu, pariyetal ve
visseral endoderm yapilarinin ortaya ¢iktig1 belirlendi (Sekil: 4.5).
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Sekil 4.5: Gebeligin 8. giinii (E8)’nde, mezometriyal bdlgenin antimezometriyal bolgeye oranla daha
genis oldugu, primer desidual bolgenin (PDB) geriledigi ve sekonder desidual bolgenin
(SDB) ortaya ¢1kt1g1, implantasyonunu tamamlamis olan embriyonun iizeri tamamen
endometriyal alanlarla ¢evrelenmis oldugu ve uterus liimeni ile iligkisinin kesildigi,
ektoplasental koni, amniyon boslugu, pariyetal ve visseral endoderm yapilarinin ortaya
ciktig1 gozlenmektedir. Sa: Total goriinim (H-E, X2,5); Sb: Embriyo ve mezometriyal
bolge (H-E, X20); Sc: Ektoplasental koni (H-E, X40); 5d: Antimezometriyal bolge
(H-E, X20); Se: Pariyetal ve viseral endoderm hiicreleri (H-E, X40). (mz: mezometriyal
kutup; amz: antimezometriyal kutup; em: embriyo; pdb: primer desidual bolge; sdb:
sekonder desidual bolge; le: uterus liimen epiteli; ms: miyometriyumun sirkiiler kas
tabakasi; ml: miyometriyumun longitudinal kas tabakasi; <7: pariyetal endoderm hiicreleri;
v : visseral endoderm hiicreleri; epk: ektoplasental koni; k: kapsiil).

4.2. Immiinohistokimyasal Bulgular

Her bir antikor i¢in kontrol grubu ve erken gebeligin farkli giinlerinde (E1, E4,
ES5, E8) elde edilen uterus dokularinda NICDI1, NICD2, HEY1 ve HESS
immiinoboyanma yogunluklarinin dagilimlart semi-kantitatif olarak degerlendirildi.

4.3. Vimentin

Kontrol ve gebelik gruplarina ait uwierus dokularinda ektodermal kokenli
trofoblastlar ile mezodermal kokenli diger doku ve hiicreleri ayirt edebilmek amaciyla
anti- vimentin antibodisi immiinoboyanmasi1 uygulandi. Sonugta plasental ve
mezodermal kokenli diger dokulara ait sinirlar ¢ok agik bir bigimde ayirt edilebildi
(Sekil 4.6).
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Sekil 4.6: Gebelik gruplarma ait wierus dokularinda mezodermal kokenli doku ve hiicreleri ayirt
edebilmek amaciyla uygulanmis anti-vimentin immiinoboyanmasi gozlenmektedir.
Sekilde, mezodermal kokenli doku ve hiicreler pozitif gézlenirken diger doku ve hiicre
alanlar1 negatif gozlenmektedir. a: 1 giinliik gebe fare uterusu dokusu (al: X2,5;
a2: X20), b: 4 giinlik gebe fare uterusu dokusu (b1: X5; b2: X20), ¢: 5 giinliik gebe
fare uterusu dokusu (c1: X5; ¢2: X20), d: 8 giinliikk gebe fare uterusu dokusu (d1: X2,5;
d2: X20).

44. NICD1

Gebe olmayan oOstrus fazindaki disi fare uterusu (K)’nda, NICDI1
immiinoboyanmasi uterus epiteli, endometriyal bezler, endometriyal stroma, kan
damarlari, miyometriyal diiz kas hiicreleri, perimetriyum ve mast hiicrelerinde
gozlendi. Uterus epiteli, endometriyal bezler, perimetriyum ve mast hiicrelerindeki
immiinoboyanma yogunlugu, digerlerine gére daha yogundu (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7: Gebe olmayan Ostrus fazindaki kontrol grubu uterusunda NICD1 ekspresyonu. Sekilde,
uterus epiteli, endometriyal bezler, endometriyal stroma, kan damarlari, miyometriyal diiz
kas hiicreleri, perimetriyum ve mast hiicrelerinde NICD1 immiinoboyanmasinin degisik
yogunluklarda gozlemekle birlikte, uterus epiteli, endometriyal bezler, perimetriyum ve
mast hiicrelerindeki immiinoboyanma yogunlugunun, digerlerine gore daha yogun oldugu
gozlenmektedir. a: Uterus duvarinin total goriiniimii (X10); b: Endometriyal stroma ve
bezler (X40); ¢: Myometriyal alanlar ve mast hiicreleri (X40); d: Kontrol. (le: uterus
liimen epiteli, be: endometriyal bezler, str: endometriyal stroma, ms: miyometriyumun
sirkiiler kas tabakasi, ml: miyometriyumun longitudinal kas tabakasi, 7: mast hiicreleri).

Gebeligin 1.giinii(E1)’nde NICD1 immiinoboyanmasi yogunlugu, uterus
epiteli ve endometriyal bez epiteli hiicreleri, kan damarlari, perimetriyum ve mast
hiicrelerinde gebe olmayan Ostrus fazindaki fare uterus dokusundaki immiinoboyanma
yogunluguna benzerlik gosterirken, endometriyal stromal hiicrelerde kontrol grubuna
oranla daha az yougun go6zlendi. Semikantitatif degerlendirmelerimize gore,
immiinoboyanma yogunlugu uterus epiteli ve bez epitelinde kuvvetli pozitif,
endometriyal stromal hiicreler, kan damarlar1 endotel hiicreleri ve miyometriyum
sirkiiler diiz kas katinda zayif pozitif yogunluktayd: (Sekil: 4.8).
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Sekil 4.8: Gebeligin 1.giinli(E1)’nde, uterus epiteli ve bez epitelinde yogun, endometriyal stromal
hiicreler, kan damarlar1 endotel hiicreleri ve miyometriyum sirkiiler diiz kas katinda zayif
pozitif yogunlukta NICD1 immiinoboyanmasi gézlenmektedir. a: Uterus duvarinin total
goriiniimii (X10); b: Endometriyal stroma ve bezler (X40); ¢: Myometriyal alanlar ve
mast hiicreleri (X40); d: Kontrol. (le: uterus liimen epiteli, be: endometriyal bezler, str:
endometriyal stroma, ms: miyometriyumun sirkiiler kas tabakasi, ml: miyometriyumun
longitudinal kas tabakast).

Gebeligin 4. giinii(E4)’nde, NICD1 immiinoboyanmasi, endometriyal bez
epiteli hiicreleri, endometriyal stromal hiicreler, miyometriyumun longitudinal diiz kas
kat1 hiicreleri ve perimetriyal hiicrelerde kuvvetli pozitif, kan damarlarina ait endotel
hiicrelerinde ve miyometriyumun sirkiiler diiz kas kat1 hiicreleri zayif pozitifti (Sekil:
4.9).
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Sekil 4.9: 4 giinliik gebe fare uterusunda NICD1 ekspresyonu. Sekilde, endometriyal bez epiteli
hiicreleri, endometriyal stromal hiicreler, miyometriyumun longitudinal diiz kas kati
hiicreleri ve perimetriyal hiicrelerde yogun NICD1 immiinoboyanmasi gozlenmektedir.
a: Uterus duvarinin total goriiniimii (X10); b: Endometriyal stroma ve bezler (X40); c:
Myometriyal alanlar (X40); d: Kontrol. (le: uterus liimen epiteli, be: endometriyal
bezler, str: endometriyal stroma, ms: miyometriyumun sirkiiler kas tabakasi,

ml: miyometriyumun longitudinal kas tabakasi, #: Kan damarina ait endotel hiicresi,
T: kan damarina ait diiz kas hiicresi)

Gebeligin 5. giinii (ES5)’nde; NICD1 immiinoboyanmasi bu c¢alismada
incelenen tiim gruplar igerisinde en yogun boyanmaydi. Bu donemde, NICDI1
immiinoboyanmasi, Implantasyon bélgesi olan antimezometriyal uterinal alanlarina
ilaveten embriyoya ait olan trofoblastlar ve i¢ hiicre kitlesinde de gozlendi.
Antimezometriyal uterinal alanlardan uterus epiteli, endometriyal bezler, primer
desidual bolge, miyometriyum ve perimetriyumda kuvvetli pozitif, primer desidual
bolge disindaki miyometriyal alanlara komsu bdlgelerdeki endometriyal stromal
alanlarda pozitif; blastosiste ait trofoektoderme ait mural trofoblastlar ve i¢ hiicre
kitlesine ait hiicrelerde ise ¢ok kuvvetli pozitifti (Sekil: 4.10).
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Sekil 4.10: 5 giinliik gebe fare uterusunda NICD1 ekspresyonu. Sekilde, antimezometriyal

uterinal alanlardan uterus epiteli, endometriyal bezler, primer desidual bolge,
trofoektoderme ait mural trofoblastlar ve i¢ hiicre kitlesine ait hiicrelerde ise ¢ok yogun
NICDI immiinoboyanmasi gozlenmektedir. a: Endometriyal stroma ve bezler (X40); b:
Myometriyal alanlar (X40); ¢: Kontrol. (le: uterus liimen epiteli, s: miyometriyumun
sirkiiler kas tabakasi, I: miyometriyumun longitudinal kas tabakasi, 7: Kan damarina ait
endotel hiicresi, T: kan damarina ait diiz kas hiicresi, em: embriyo, pdb: primer desidual
bolge).

Gebeligin 8.giinii (E8)’nde; NICD1 ekspresyonunun doku genelinde E5. Giine
gore daha diisiik yogunlukta oldugu gozlendi. Yapilan gozlemlere gore; E8. gilinde
uterus epiteli ve endometriyal bez epitelinde NICD1 immiinoboyanmasinin olmadigi,
PDB’de ekspresyonun pozitif oldugu, SDB, embriyonik bdlge, ektoplasental koni ve
trofoblast dev hiicreleri, miyometriyuma ait olan longitudinal diiz kas kat1 hiicreleri ve
perimetriyumda kuvvetli pozitif yogunlukta gozlendi. Ayrica, visseral endodermde
zay1f pozitif, pariyetal endodermde ise immiinoboyanma gozlenmedi (Sekil: 4.11).
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Sekil 4.11: 8 giinliik gebe fare uterusunda NICD1 ekspresyonu. $ekilde, NICD1 ekspresyonunun
doku genelinde ES. giine gore daha diisiik yogunlukta oldugu gézlenmektedir a: 8 giinlilk
gebe fare uterusu total goriiniimii (X2,5); b: Miyometriyum ve perimetriyum katlart
(X40); c: Kan damarlar1 (X40); d: Ektoplasental koni (X40); e: Kontrol.

(mz: mezometriyal kutup, amz: antimezometriyal kutup, em: embriyo, pdb: primer
desidual bolge, sdb: sekonder desidual bolge, le: uterus liimen epiteli,

ms: miyometriyumun sirkiiler kas tabakasi, ml: miyometriyumun longitudinal kas
tabakasi, k:kapsiil, 7: Kan damarina ait endotel hiicresi,?: kan damarina ait diiz kas
hiicresi, pdb: primer desidual bolge, epk: ektoplasental koni em: embriyo, <7: pariyetal
endoderm hiicreleri, ¥: visseral endoderm hiicreleri, A: trofoblast dev hiicresi).

Kontrol grubu ve gebeligin farkli giinlerinde (E1, E4, ES, E) elde edilen uterus
dokularinda NICD1 immiinoboyanma yogunluklarinin dagilimlari semi-kantitatif
olarak degerlendirildi ve Tablo 4.1°de 6zetlendi.
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GEBELIK GUNLERI
CALISILAN ALAN
K El E4 E5 ES8

UterusEpiteli ++ ++ ++ ++ -
Endometriyal bezler ++ ++ ++ ++ (0]
Endometriyal stroma + (+) ++ + +

I¢ Hiicre Kitlesi 9] %) %) +++ | O
Blastosist

Trofoektoderm 9] (0] (0] +++ O
Pariyetal Endoderm %] %) ) %) -
Visseral Endoderm %] (%) (%) %) (+)
Embriyonik bolge %] %) %) %] ++
Trofoblastlar %] 0] (0] %) ++

Endotel (+) +) (+) (+) (+)
Kan Damarlari

Diiz kas hiicreleri + + + ++ ++
Primer Desidual Bolge %] %) %) ++ +
Sekonder Desidual Bolge %] 0] 0] 0 ++

Sirkiiler kas tabakas1 [+ (+) (+) + -
Miyometriyum Longitudinal kas

tabakas (+) + ++ ++ ++
Perimetriyum ++ ++ ++ ++ ++

Tablo 4.1: Kontrol E1, E4, ES ve E8. giinlerde NICD1 immiinoboyanmasinin hiicresel dagilimi. @:
Yap1 mevcut degil; -: Negatif; (+):Zay1f pozitif; +: Pozitif;, ++: Kuvvetli pozitif;
+++: Cok kuvvetli pozitif

NICD1 immiinoboyanma pozitif hiicre sikliZt HSCORE analizine gore
degerlendirildiginde; NICD1 immiinoboyanmasi pozitif hiicre sikliginin, gebelik
giinlerinde, kontrol grubuna gore anlamli olmayan 6l¢iide daha yiiksek oldugu, E5’te
ise diger gebelik gilinlerine gore gozle goriiliir bir fazlalik oldugu ancak bu artisin da
istatistiksel olarak anlamli olmadig belirlendi (Sekil:4.12).
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Sekil 4.12: Kontrol, E1, 4, 5 ve 8. giinlerde olan fare uterusunda NICD1 pozitif hiicre sikligini
gosteren grafik (p<0.001).

Western Blot bulgularina gore; NICD1 ekspresyonunun gebeligin 4., 5. ve 8.
giinlerinde kontrol grubuna kiyasla daha yiiksek oldugu gozlendi. Bu farkin
istatistiksel olarak anlamli olmadig belirlendi. (Sekil: 4.13).
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Sekil 4.13: Erken gebeligin farkli giinlerinde fare uterusunda NICDI1 ve beta aktin protein bantlar1 (a)
ve erken gebelikte fare uterusunda NICDI1 ekspresyon diizeylerinin karsilagmasini
gosteren grafik (b) (p<0.001).
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4.5. NICD2

Semikantitatif bulgulara gére; NICD2 immiinoboyanmas: yogunlugu NICD1
immiinoboyanmas1 yogunlugu ile kiyaslandiginda, tiim uterus dokusunda genelde
daha diisiik yogunluktaydi. Bununla birlikte, bu grupta, mast hiicrelerinde NICDI
immiinoboyanmast yogunluguna oranla daha yogun NICD2 immiinoboyanmasi
gozlendi.

Gebe olmayan Ostrus fazindaki disi fare uterusu(K)'nda, NICD2
immiinoboyanmasi, uterusu olusturan tiim alanlarda negatif olmasina ragmen, mast
hiicrelerinde ¢ok kuvvetli pozitif yogunlukta olmasi dikkat ¢ekiydi (Sekil: 4.14).

Sekil 4.14: Gebe olmayan Ostrus fazindaki kontrol grubu uterusunda NICD2 ekspresyonu. Sekilde,
uterusu olusturan tiim alanlarda negatif olmasina ragmen, mast hiicrelerinde ¢ok
kuvvetli pozitif yogunlukta NICD2 immiinoboyanmasi(oklarla) gdzlenmektedir.
a: Uterus duvari genel goriiniimii (X10); b: Endometriyal stroma (X40);
c: Miyometriyal alanlar (X40); d: Kontrol.

Gebeligin 1.gilinli (E1)’nde; NICD2 immiinoboyanmasi, gebe olmayan Ostrus
fazindaki disi fare uterusundaki gibi tiim alanlarda negatifti. Mast hiicrelerinde NICD’
immiinoboyanmasi, kontrol grubu uterus dokularindakilere oranla daha zayift1 (Sekil:
4.15).

Gebeligin 4. giinii (E4)’nde: NICD2 immiinoboyanmasi endometriyal bez
epiteli, stromal hiicreler ve kan damarlarina ait diiz kas hiicreleri ve mast hiicrelerinde
zayif pozitif iken diger tiim alanlarda negatifti. (Sekil: 4.16).
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Sekil 4.15: 1 giinliik gebe fare uterusunda NICD2 ekspresyonu. Sekilde, gebeligin 1. giiniinde;
NICD2 immiinoboyanmasi, gebe olmayan Ostrus fazindaki disi fare uterusunda oldugu
gibi tiim alanlarda negatif olmasina ragmen, mast hiicrelerinde, kontrol grubu uterus
dokularindakilere oranla daha zayif NICD2 immiinoboyanmasi (oklarla)
gozlenmektedir. a: Uterus duvari genel goriintimii (X10); b: Endometriyal stroma
(X40); c¢: Myometriyal alanlar (X40); d: Kontrol.
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Sekil 4.16: 4 giinlilk gebe fare uterusunda tiim alanlarda zayif NICD2 ekspresyonu gozlenmektedir.
a: Uterus duvar genel goriiniimii (X10); b: Endometriyal stroma (X40); ¢: Myometriyal
alanlar (X40); d: Kontrol. (le: uterus liimen epiteli, be: endometriyal bezler,
str: endometriyal stroma, ms: miyometriyumun sirkiiler kas tabakasi,

ml: miyometriyumun longitudinal kas tabakasi »: endometriyal bezler).

Gebeligin 5. giinii (ES)’nde; NICD2 immiinoboyanmasi, uterus epiteli,
endometriyal bezler, primer desidual bolge ve miyometriyumun sirkiiler kas
tabakasinda pozitif, primer desidual bolge disindaki miyometriyal alanlara komsu
bolgelerdeki endometriyal stromal alanlarda, blastosiste ait olan trofoektoderm
hiicreleri ve i¢ hiicre kitlesine ait hiicrelerde, kan damarlarina ait diiz kas hiicreleri ve
miyometriyuma ait longitudinal kas tabakasinda zayif pozitif olarak gozlendi. Diger
alanlarda negatifti. Uterus epitelindeki NICD2 immiinoboyanmalar1 daha c¢ok
epitelyum hiicrelerinin apikal sitoplazmik alanlarinda lokalizeydi. Mast hiicrelerinde
ise ¢ok kuvvetli pozitif NICD2 immiinoboyanmasi mevcuttu (Sekil: 4.17).
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Sekil 4.17: 5 giinliik gebe fare uterusunda NICD2 ekspresyonu. Sekilde, blastosiste(bl) ait olan
trofoektoderm hiicreleri(okla) ve i¢ hiicre kitlesi (ihk), uterus epiteli(le) primer
desidual bolge(pdp), miyometriyumun sirkiiler kas tabakasinda(ms) ve kapiller endotel
hiicrelerinde (oklarla) pozitif, Mast hiicrelerinde ise ¢ok kuvvetli pozitif(¢ift oklarla)
NICD2 immiinoboyanmasi gozlenmektedir. a: Apozisyon asamasinda olan blastosist
ve endometriyal stroma (X10); b: kapiller goriintiileri (X40); ¢: Miyometriyal
alanlardaki mast hiicreleri (X40); d: Kontrol.

Gebeligin 8.giinlii (E8)’nde; genel olarak SDB hiicreleri hari¢ diger tiim
alanlarda negatif ile zayif pozitif arasinda degisen NICD2 immiinoyogunlugu
gozlendi. SDB hiicreleri yogun NICD2 eksprese etmekteydi. Ayrica mast hiicrelerinde
de kuvvetli pozitif immiinoboyanma gozlendi (Sekil: 4.18).
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Sekil 4.18: 8 giinliik gebe fare uterusunda genel olarak sekonder desidual bolge(sdb) hiicreleri
hari¢ diger tiim alanlarda negatif ile zayif pozitif arasinda degisen NICD2 immiino
yogunlugu. a: Antimezometriyal bolgenin genel goriiniimil (X5); b: Antimezometriyal
bolgeye komsu alanda pariyetal ve viseral endoderm (X40); ¢: Antimezometriyal
bolgede sekonder desidual bolge (X40); d: Mezometriyal bolgede ektoplasental koni
(X40); e: Mast hiicresi (X40); f: Kontrol. (pdb: primer desidual bolge,
epk: ektoplasental koni, 7: Mast hiicresi).

Kontrol grubu ve gebeligin farkli giinlerinde (E1, E4, ES, E8) elde edilen uterus
dokularinda NICD2 immiinoboyanma yogunluklarinin dagilimlari semi-kantitatif
olarak degerlendirildi ve Tablo 4.2.’de 6zetlendi.
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GEBELIK GUNLERI
CALISILAN ALAN
K El E4 E5 E8

UterusEpiteli - - - + -
Endometriyal bezler - - (+) + %]
Endometriyalstroma - - G KCO RN NCD)

I¢ Hiicre Kitlesi %] 1G] 1G] +) %)
Blastosist

Trofoektoderm %] 1G] 1G] +) %)
Pariyetal Endoderm %] %) %) 0 -
Visseral Endoderm %] (0] (0] 0] -
Embriyonik bolge %] %) %) 0 +)
Trofoblastlar 9] (0] %) 0] -

Endotel - - - - -
Kan Damarlari

Diiz kas hiicreleri - - - +) -
PrimerDesidual Bolge %] (0] (0] + -
SekonderDesidual Bolge %] %) %) %) ++

Sirkiiler kas tabakast [- - - + -
Miyometriyum Longitudinal kas | i i +) )

tabakasi
Perimetriyum - - - - -

Tablo 4.2: Kontrol E1, E4, ES ve E8. giinlerde NICD2 immiinoboyanmasinin hiicresel dagilimi. @:
Yap1 mevcut degil; -: Negatif; (+):Zayif pozitif; +: Pozitif; ++: Kuvvetli pozitif; +++: cok
kuvvetli pozitif

H-Score bulgularima gore; NICD2 ekspresyonunun gebeligin 1., 4. ve 5.
giinlerinde kontrol ve gebeligin 8. giinlerine gore anlaml1 derecede azalmis yogunlukta
oldugu gozlendi (Sekil: 4.19).
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Sekil 4.19: Kontrol, E1, 4, 5 ve 8. giinlerde olan fare uterusunda NICD2 pozitif hiicre sikliginin
ozellikle E5 ve E8. giinde kontrol grubunda artis1 gézlenmektedir (p<0.001).

Western Blot bulgularina gore; NICD2 ekspresyonunun gebeligin 1. ve 4.
giinlerinde azaldigi; 5. ve 8. glinde arttigi gozlendi. 5. giinde gdzlenen artisin
istatistiksel olarak anlamli olmadigi, diger farkliliklarda ise istatistiksel olarak
anlamlilik belirlendi. (Sekil: 4.20).
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Sekil 4.20: Erken gebeligin farkl giinlerinde fare uterusunda NICD2 ve beta aktin protein bantlar1 (a)
ve erken gebelikte fare uterusunda NICD2 ekspresyon diizeylerinin karsilagmasini
gosteren grafik (b) (p<0.001).
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4.6. HEY1

HEY1 immiinoboyanmasinin genelde 5.glinde belirgin oranda artis gosterdigi
ve bu yonden NICD1 immiinoboyanmasi ile benzerlik gosterdigi belirlendi. Yapilan
mikroskopik gézlemler sonucunda;

Gebe olmayan oOstrus fazindaki disi fare uterusu (K)’nda; HEY1
immiinoboyanmasinin liimen epiteli, endometriyal bez epiteli, kan damarlarina ait diiz
kas hiicreleri ve miyometriyuma ait sirkiiler ve longitudinal kas tabakalarinda pozitif,
endometriyal stromal hiicrelerde kuvvetli pozitif ve perimetriyal alandaki serozal
hiicrelerde ¢ok kuvvetli pozitif yogunlukta oldugu gozlendi (Sekil: 4.21).

Sekil 4.21: Gebe olmayan 6strus fazindaki kontrol grubu uterusunda HEY1 ekspresyonu.
Sekilde, endometriyal stromal hiicrelerde ve perimetriyal alandaki serozal hiicrelerde diger
alanlara gore daha yogun HEY1 ekspresyonu gozlenmektedir. a: Uterus duvarinin genel
goriiniimii (X10); b: Miyometriyal ve perimetriyumdaki serozal hiicreler (X40); c:
Miyometriyal alandaki kan damarlari (X40); d: Kontrol. (le: uterus liimen epiteli,
be: endometriyal bezler, str: endometriyal stroma, ms: miyometriyumun sirkiiler kas
tabakasi, ml: miyometriyumun longitudinal kas tabakasi, #: Kan damarina ait endotel
hiicresi, 1: kan damarina ait diiz kas hiicresi, A : perimetriyuma ait serozal hiicre ).

Gebeligin 1.giinii (E1)’nde; HEY1 immiinoboyanmasinin perimetriyal alanlar
hari¢, diger alanlarda zayif pozitif ya da pozitif oldugu, miyometriyuma ait
longitudinal kas tabakasinda kuvvetli pozitif ve perimetriyumda ¢ok kuvvetli pozitif
oldugu gozlendi(Sekil: 4.22).
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Sekil 4.22: 1 giinliik gebe fare uterusunda HEY'1 ekspresyonu. Sekilde, miyometriyuma ait
longitudinal kas tabakasi ve perimetriyumda diger alanlara gére ¢ok daha belirgin HEY1
immiinoyogunlugu izlenmektedir. a: Uterus duvarinin genel goriiniimil (X10); b: Liimen
epiteli ve endometriyal stroma (X40); ¢: Miyometriyal alanlar ve kan damarlar1 (X40);
d: Kontrol. (le: uterus liimen epiteli, be: endometriyal bezler, str: endometriyal stroma,
ms: miyometriyumun sirkiiler kas tabakasi, ml: miyometriyumun longitudinal kas
tabakasi, 7: Kan damarina ait endotel hiicresi, t: kan damarina ait diiz kas hiicresi).

Gebeligin 4. giinii (E4)’nde:miyometriyumun longitudinal kas tabakasi hari¢
diger tiim alanlarda gebe olmayan Gstrus fazindaki disi fare uterusunda gibi eksprese
oldugu; longitudinal kas tabakasinda ise kuvvetli pozitif ve perimetriyumda ¢ok
kuvvetli pozitif HEY1 immiinoboyanmasi oldugu gozlendi (Sekil: 4.23).
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Sekil 4.23: 4 giinliik gebe fare uterusunda miyometriyumun longitudinal kas tabakasi hari¢ diger tim
alanlarda degisik yogunluklardaki HEY1 ekspresyonu goézlenmektedir.
a: Antimezometriyal bolgeye ait uterus duvarinin genel goriinimii (X10);
b: Liimen epiteli ve endometriyal stroma (X40); ¢: Miyometriyal alanlar ve kan damarlar
(X40); d: Kontrol. (le: uterus limen epiteli, be: endometriyal bezler, str: endometriyal
stroma, ms: miyometriyumun sirkiiler kas tabakasi, ml: miyometriyumun longitudinal kas
tabakasi, 7: Kan damarina ait endotel hiicresi, T: kan damarina ait diiz kas hiicresi).

Gebeligin 5. giinii (ES5)’'nde; HEY1 immiinoboyanmasi, uterus epiteli
hiicrelerinde kuvvetli pozitif iken, endometriyal bezler ve primer desidual bolge
disindaki miyometriyal alanlara komsu bolgelerdeki endometriyal stromal alanlarda,
kan damarlarina ait endotel hiicrelerinde ve miyometriyuma ait sirkiiler diiz kas
tabakas1 hiicrelerinde pozitif olarak gozlendi. Diger tiim alanlarda ise
immiinoboyanmanin ¢ok kuvvetli pozitif oldugu gozlendi (Sekil: 4.24).

64



Sekil 4.24: 5 giinliik gebe fare uterusunda blastosiste ait trofoblastlar, uterus epiteli hiicreleri,
endometriyal bezler, primer desidual bolge ve kan damarlarina ait diiz kas hiicrelerinde
belirgin HEY1 ekspresyonu gozlenmektedir. a: Antimezometriyal kutupta blastosist,
liimen epiteli ve endometriyal stroma (X20); b: Myometriyal alanlar (X40); c:
Mezenteriyum igerisindeki kan damarlar1 (X40); d: Blatosist apozisyonunun detayli
goriiniimii (X100); e: Kontrol. (bl:blastosist, le: uterus liimen epiteli,, pdb: primer
desidual bdlge, be: endometriyal bezler, str: endometriyal stroma, ms: miyometriyumun
sirkiiler kas tabakasi, ml: miyometriyumun longitudinal kas tabakasi, 7: Kan damarina ait
endotel hiicresi, : kan damarina ait diiz kas hiicresi, »: kaynasmis olan embriyonun
trofoblast hiicresiyle uterus liimen epitel hiicresi).

Gebeligin 8.glinii (E8)’nde; HEY1 immiinoboyanmasi, uterus epiteli,
embriyonik bolge, kan damarlarinin diiz kas hiicreleri, sekonder desidual bolge ve
miyometriyumun longitudinal kas tabakasinda kuvvetli pozitif olarak gozlendi.
Sekonder desidual bolge disindaki miyometriyal alanlara komsu bolgelerdeki
endometriyal stromal alanlarda, baz1 dev trofoblast hiicrelerinde, kan damarlarinin
endotel hiicrelerinde, primer desidual bolge ve miyometriyumun sirkiiler kas
tabakasinda zayif pozitif olarak gozlenirken perimetriyal alandaki serozal hiicrelerde
cok kuvvetli pozitif olarak gozlendi(Sekil: 4.25).
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Sekil 4.25: 8 giinliik gebe fare uterusunda HEY1 ekspresyonu. Sekilde, uterus epiteli, embriyonik
bolge, kan damarlariin diiz kas hiicreleri, sekonder desidual bolge ve miyometriyumun
longitudinal kas tabakasi ve perimetriyuma ait serozal hiicrelerde diger bolgelere gore
daha yogun HEY1 immiinoboyanmasi gozlenmektedir. a: Mezometriyal bdlge (X2,5);b:
Mezometriyal bolgede yer alan ektoplasental koni (X40). ¢: Antimezoteriyal bolge
(X10); d: Antimezoteriyal bolgede yer alan embriyoya ait pariyetal ve viseral endoderm
(X40); e:Antimezometriyal bolgeye ait sekonder desidual bolge(X40); f: Kontrol.

(mz: mezometriyal kutup, le: uterus liimen epiteli, em: embriyo, pdb: primer desidual
bolge, sdb: sekonder desidual bolge, <7 pariyetal endoderm hiicreleri ¥: visseral
endoderm hiicreleri, epk: ektoplasental koni, ms: miyometriyumun sirkiiler kas tabakasi,
ml: miyometriyumun longitudinal kas tabakasr).

Kontrol grubu ve gebeligin farkli giinlerinde (E1, E4, E5, E8) elde edilen uterus
dokularinda HEY limmiinoboyanma yogunluklarinin dagilimlar1 semi-kantitatif
olarak degerlendirildi ve Tablo: 4.3.’de 6zetlendi.
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GEBELIK GUNLERI
CALISILAN ALAN
K El E4 ES E8
UterusEpiteli + (+) + ++ ++
Endometriyal bezler + (+) + + %]
Endometriyalstroma ++ + ++ + (+)
I¢ Hiicre Kitlesi 9] %) %) +++ | O
Blastosist
Trofoektoderm %] 1G] 1G] +++ (O
Pariyetal Endoderm %] %) ) %) -
Visseral Endoderm %] (%) (%) %) -
Embriyonik bolge %] %) %) %] ++
Trofoblastlar % %) %) %) (+)
Endotel (+) (+) (+) + (+)
Kan Damarlari
Diiz kas hiicreleri + + + +++ | ++
PrimerDesidual Bolge %] (%) (%) +++ | (+)
SekonderDesidual Bolge %] 0] 0] 0 ++
Sirkiiler kas tabakas1 [+ + + + (+)
Miyometriyum Longitudinal kas
+ ++ ++ +++ | ++
tabakasi
Perimetriyum +++ |+ | | |

Tablo 4.3: Kontrol, E1, E4, E5 ve E8. giinlerde HEY1 immiinoboyanmasinin hiicresel dagilimi. @:
Yap1 mevcut degil; -: Negatif; (+):Zay1f pozitif; +: Pozitif; ++: Kuvvetli pozitif; +++: Cok
kuvvetli pozitif

Skorlama sonrast yapilan istatistiksel analiz sonuclarma gore, HEY1
ekspresyonunun 4. ve 5. giinde kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
oranda yiiksek oldugu; diger gruplarda ise benzer yogunlukta oldugu gozlendi (Sekil:
4.26).
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Sekil 4.26: Kontrol, E1, 4, 5 ve 8. giinlerde olan fare uterusunda HEY1 pozitif hiicre sikliginin
ozellikle E4, ES ve ES. giinde kontrol grubunda artig1 gézlenmektedir (p<0.001).

Western Blot analizine gore; HEY 1 ekspresyonunun gebeligin 1. ve 8. giiniinde
azaldigt; 4. ve 5. giinlerinde arttig1 ancak bu farkliliklarin istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 belirlendi (Sekil: 4.27).
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Sekil 4.27: Erken gebeligin farkli giinlerinde fare uterusunda HEY'1 ve beta aktin protein bantlari (a)
ve erken gebelikte fare uterusunda HEY'1 ekspresyon diizeylerinin karsilagsmasini gosteren
grafik (b) (p<0.001).
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4.7. HESS

Genel olarak, tiim gruplarda HESS immiinoboyanmas1 yogunlugunun caligilan
diger belirteclere oranla daha az oldugu belirlendi. Yapilan mikroskopik gozlemler
sonucunda;

Gebe olmayan Ostrus fazindaki disi fare uterusu (K)’nda; HESS
immiinoboyanmasi, uterus epiteli, bez epiteli ve endometriyal stromal hiicrelerde
negatif gozlenirken, miyometriyal ve perimetriyal alanlarda daha zayif pozitif
yogunlukta gozlendi(Sekil: 4.28).

Sekil 4.28: Gebe olmayan ostrus fazindaki kontrol grubu uterusunda HESS ekspresyonu. Sekilde,
miyometriyal ve perimetriyal alanlarda 6zellikle damar duvarina ait diiz kas hiiclerindeki
HESS immiinoboyanmasi izlenmektedir. a: Uterusun mukozal alanlar1 (X10); b:
Miyometriyal ve perimetriyal alanlar (X40); c: Miyometriyal alanlarda yer alan kan
damarlar1 (X40); d: Kontrol. (le: uterus liimen epiteli, be: endometriyal bezler,
str: endometriyal stroma, ms: miyometriyumun sirkiiler kas tabakasi,
ml: miyometriyumun longitudinal kas tabakasi, T: kan damarina ait diiz kas hiicresi,
7': Kan damarina ait endotel hiicresi).

Gebeligin 1.ginii (E1)’nde; HES5 immiinoboyanmasi uterus epiteli, bez
epiteli, endometriyal stromal hiicreler ve perimetriyuma ait serozal hiicrelerde zayif
pozitif gdzlenirken, miyometriyumun heriki kas katinda da pozitif yogunluktaydi
(Sekil: 4.29).
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Sekil 4.29: 1 giinliik gebe fare uterusunda HESS ekspresyonu. Sekilde, miyometriyumun her iki
kas katinda da diger uterus bolgelerine gore daha yogun HESS ekspresyonu
gozlenmektedir. a: Uterususn total goriinimii (X10); b: Endometriyal stroma (X40);
c: Miyometriyum ve perimetriyum (X40); d: Kontrol. (le: uterus liimen epiteli,
be: endometriyal bezler, str: endometriyal stroma, ms: miyometriyumun sirkiiler kas
tabakasi, ml: miyometriyumun longitudinal kas tabakast).

Gebeligin 4. ginii (E4)’nde: HESS5 immiinoboyanmasi, bez epiteli ve
endometriyal stromal hiicrelerde pozitif iken diger tiim alanlarda zayif pozitif olarak
gozlendi(Sekil: 4.30).
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Sekil 4.30: 4 giinliik gebe fare uterusunda HESS ekspresyonu. Sekilde, endometriyal stromal
hiicreler ve miyometriyumun longitudinal kas katindaki diger alanlara gbére daha yogun
HESS ekspresyonu gozlenmektedir. a: Endometriyal stroma(X40); b: Miyometriyum
ve perimetriyum alanlart (X40); ¢: Kontrol. (le: uterus liimen epiteli, str: endometriyal
stroma, ms: miyometriyumun sirkiiler kas tabakasi, ml: miyometriyumun longitudinal kas
tabakast).

Gebeligin 5. giinii (E5)’nde; HESS immiinoboyanmasi, uterus epiteli,
endometriyal stromal hiicreler ve perimetriyumda zay1f pozitif olarak gozlenirken; bez
epiteli ve PDB hiicrelerinde negatif olarak gdézlendi. Embriyoya ait i¢ hiicre kitlesi,
trofoektoderm ve miyometriyumda pozitif olarak gozlendi (Sekil: 4.31).
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Sekil 4.31: 5 giinliik gebe fare uterusunda HES5 ekspresyonu. Sekilde, Blastosistin i¢ hiicre kitlesi,
trofoektoderm, uterus epiteli, bez epiteli ve kan damarlarinda diger alanlara gore daha
yogun goriinen HES5 immiinoboyanmasi goézlenmektedir. a: Uterus liimeni, apozisyon
halindeki blastosist, endometriyum(X20); b: Miyometriyum ve perimetriyum (X40); c:
kan damarlar1 (X40); d: Kontrol. (le: uterus liimen epiteli, em: embriyo, pdb: primer
desidual bolge, ms: miyometriyumun sirkiiler kas tabakasi, ml: miyometriyumun
longitudinal kas tabakasi, 7*: Kan damarina ait endotel hiicresi, T: kan damarina ait diiz
kas hiicresi).

Gebeligin 8.giinii (E8)’nde; HESS immiinoboyanmasi, uterus epiteli, pariyetal
endoderm ve visseral endodermde ve miyometriyumun sirkiiler kas tabakasinda
negatif iken; endometriyal bezler, sekonder desidual bolge ve sekonder desidual bolge
disindaki miyometriyal alanlara komsu bolgelerdeki endometriyal stromal alanlarda
pozitifti. Primer desidual bolge ile miyometriyumun longitudinal kas tabakasinda ve
perimetriyumda zayif pozitifti (Sekil: 4.32).
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Sekil 4.32: 8 giinliik gebe fare uterusunda HESS ekspresyonu. Sekilde, sekonder desidual bolge ve
sekonder desidual bolge ile miyometriyal alanlar arasinda kalan stromal alanlarda diger
alanlara gore daha yogun HES5 immiinoboyanmasi gozlenmektedir. a: Antimezometriyal
bolge (X2,5). b: Antimezoteriyal bolgede yer alan embriyoya ait pariyetal ve viseral
endoderm (X40). c: Antimezoteriyal bolgede yer alan sekonder desidual bolge ile
miyometriyuma komsu stromal alanlar(X40). d: Miyometriyum ve perimetriyum katlar
(X40). e: Ektoplasental koni (X40); f: Kontrol. (amz: anti-mezometriyal kutup,
em: embriyo, pdb: primer desidual bolge, sdb: sekonder desidual bdlge, <7: pariyetal
endoderm hiicreleri ¥: visseral endoderm hiicreleri, ms: miyometriyumun sirkiiler kas
tabakasi, ml: miyometriyumun longitudinal kas tabakasi, epk: ektoplasental koni).

Kontrol grubu ve gebeligin farkli giinlerinde (E1, E4, ES, E8) elde edilen uterus
dokularinda HESS5 immiinoboyanma yogunluklarinin dagilimlart semi-kantitatif
olarak degerlendirildi ve Tablo: 4.4.’de 6zetlendi.



GEBELIK GUNLERI
CALISILAN ALAN
K El E4 E5S E8
UterusEpiteli - GO N NGO R NGO
Endometriyal bezler - (+) + - +
Endometriyalstroma - (+) + +) +
I¢ Hiicre Kitlesi 9] (0] 0] + 0]
Blastosist
Trofoektoderm % %) %) + 1%
Pariyetal Endoderm (9] %) %) 0] -
Visseral Endoderm %] 0] (0] %) -
Embriyonik bolge %] %) %) 0] +
Trofoblastlar %] (%) (%) %) +
Endotel - - (+) - -
Kan Damarlari
Diiz kas hiicreleri (+) (+) (+) - (+)
PrimerDesidual Bolge % %) %) - (+)
SekonderDesidual Bolge %] %) %) %) +
Sirkiiler kas tabakas1 [+ + (+) + -
Miyometriyum Longitudinal kas | 4 4 4 +)
tabakasi
Perimetriyum (+) | H B |

Tablo 4.4: Kontrol, E1, E4, ES ve E8. giinlerde HESS immiinoboyanmasinin hiicresel dagilimi. @:
Yap1 mevcut degil; -: Negatif; (+):Zayif pozitif; +: Pozitif; ++: Kuvvetli pozitif; +++: Cok
kuvvetli pozitif

Skorlama sonrasi yapilan istatistiksel analiz sonuglarina gore, HESS
ekspresyonunun erken gebelikte kontrol grubuna kiyasla daha ytiksek oldugu; 1., 4. ve
5. Giinlerde farkin anlaml1 oldugu ancak 8. giinde anlaml1 bir farkin olmadig1 gozlendi
(Sekil: 4.33).
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Sekil 4.33: Kontrol, E1, 4, 5 ve 8. glinlerde olan fare uterusunda HESS pozitif hiicre sikliginin
ozellikle E1, E4 ve ES. giinde kontrol grubunda artis1 gozlenmektedir (p<0.001).

Western Blot analizine gore; HESS ekspresyonunun gebeligin 1., 4., 5. ve 8.
giinlerinde arttig1 gézlendi. 4., 5. ve 8. giinlerde gozlenen artigin istatistiksel olarak da
anlamli oldugu belirlendi (Sekil: 4.34).
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Sekil 4.34: Erken gebeligin farkli giinlerinde fare uterusunda HESS ve beta aktin protein bantlar1 (a)
ve erken gebelikte fare uterusunda HESS ekspresyon diizeylerinin karsilasmasini gosteren
grafik (b) (p<0.001).
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TARTISMA

Memelilerde fertilize olan yumurta, blastosisti olusturmak tizere bir¢ok hiicre
boliinmesi gegirir. Bu gelisimsel olaylar, ovaryan Ostrojen ve progesteronun etkisi
altindaki uterusun stromal hiicrelerinin proliferasyonu ve farklanmasi ile senkronize
bir sekilde gerceklesir[71].

Basarili bir gebeligin kurulabilmesi i¢in, uygun asamaya gelmis blastosistin
reseptif endometriyuma implante olmasi ve iglevsel bir plasenta olusmasi gereklidir.
Implantasyondaki ve plasentasyondaki yetersizlik veya yanlislik infertilitenin en
Oonemli sebeplerindendir [141, 142].

Blastosist ile endometriyum arasindaki etkilesimler implantasyon i¢in kritik
Oneme sahiptir ve ¢alisma zorlugundan dolay1 insanda bu etkilesimlerin nasil olduguna
dair ¢ok az bilgi bulunmaktadir [143].

Evrimsel olarak korunmus, hiicrelerarasi bir sinyal yolagi olan ve hiicre
kaderinin belirlenmesinde énemli bir rol oynadig1 daha 6nce yapilan bir¢ok degisik
caligmalarda vurgulanan Notch sinyal yolagimi olusturan iiyelerinin preimplantif
embriyo gelisimi siirecinde ve uterusta basarili bir desidualizasyonun gergeklesme
siirecinde de 6nemli olabilecegi daha énce vurgulanmustir[28-30]. Oyle goriinmektedir
ki, Notch sinyal yolag1 blastosist implantasyonu ve gebelik baslangici i¢in gerekli olan
olmazsa olmaz her iki iiyeden hem blastosist ve hem de uterinal dokularda da eksprese
olarak gebeligin baglangicit ve siirdiiriilebilmesinde belirgin bir rol oynayabilir.
Nitekim son yillarda yapilan Notch sinyal yolag: ile iliskili bazi g¢aligmalar bu
gorlistimiizii dogrular niteliktedir.

Cormier ve arkadaslar1 [28], Notchl,2, Jaggedl-2 ve DII-3 mRNA’larinin oosit,
1 ve 2 hiicreli asama, morula, blastosist, hatched blastosist gibi tiim preimplantif
donem agamalarinda eksprese oldugunu, Notch4 ve DIl-4 mRNA’larmin ise 2 hiicreli
asamadan hatched blastosist asamasma kadar olan evrelerde sentezlendigini
gostermiglerdir.

Ayrica, 2008 yilinda Cobellis ve arkadaglar1 [35] Notch ailesi iiyelerinin
normal ve patolojik endometriyum dokularinda eksprese oldugunu gostermislerdir.

Notch sinyal yolaginin proliferasyon, farklanma ve anjiyogenezdeki rolii daha
oncesinden bilindiginden, implantasyon, embriyo-endometriyum iliskisinde de
roliiniin olup olmadig1 konusu da merak uyandirmis ve bu konulara da odaklanilmaya
baslanmistir.

2007 yilinda yapilan bir ¢alismada, in vitro’da yapilan trofoblast kiiltiirasyonu
sonrasinda elde edilen trofoblast salgi {iriinleri iceren medyum igerisinde kiiltiire
edilen desidual hiicrelerde Notchl hari¢c diger Notch sinyal yolagi iiyelerinin
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genlerinin up-regiile oldugu tesbit edilmis bunun sonucunda da Notchl disindaki
Notch ailesi tiyelerinin desidualizasyonu diizenleyebilecegi vurgulanmistir [144].

2012 yilinda, in vivo’da yapilan diger bir calismada ise farelerde Notch sinyal
yolaginin caligmasini saglayan y-sekretaz’in inhibitér verilerek inhibe edildiginde,
endometriyal stromal hiicre desidualizasyonun bozuldugu ve gebelik kaybina sebep
oldugu gosterilmistir [30].

Biitiin bu caligmalardan anlasilmaktadir ki, implantasyon ve desidualizasyon
siireci i¢in Notch sinyal yolag1 gereklidir.

Calismamizda gebe olmayan Ostrus fazindaki disi fare uterusunda 6zellikle
NICD1 ve HEY1 immiinoboyanmasinin NICD2 ve HESS immiinoboyanmasina
kiyasla daha yogun boyandigini gézledik. NICD1 ve HEY 1 immiinoboyanmasi liimen
epiteli, endometriyal bezler, perimetriyumun serozal hiicrelerinde yogun goézlendi.
NICD2 ve HEY1 6zellikle mast hiicrelerinde yogundu.

Gebeligin 1.giiniinde, ¢aligilan proteinlerin immiinolokalizasyonu ve dagilimi
Ostrus fazindaki disi fare uterusundaki ile benzerlik gosterirken, endometriyumun
stromal alanlarindaki immiinoboyanma yogunlugu 0Ostrus fazindakine oranla daha
yogundu. Mast hiicrelerindeki NICD2 ve HEY1 immiinoboyanmasi gebeligin 1.
giiniinde de mevcuttu.

Onceden bilindigi gibi fare strus fazi uterusunda ve gebeligin 1. giiniinde,
uterus dokusunda vaskiilarizasyon maksimum diizeyde, epiteliyal hiicreler maksimum
derecede gelismis durumdadir [145].

2012 yilinda yapilan bir caligmada, Ostrojenin, farelerde Ostrus siklusu
sliresince vajina ve uterus gibi lireme organlarinda morfolojik degisikliklere neden
oldugu, eriskin farelerde ovarektomi sonrasi olusan strojen yoksunlugunda vajinal ve
uterinal hiicrelerde apoptoz yaninda atrofinin de eslik ettigi vurgulanmis, aksine,
erigskin farelerde, ovariktomize sonrasi Ostrojen veriminin bu iki organda Ostrojen
bagimli Heyl, HeyL ve DII1 gibi hedef genlerin up-regiile oldugu ve buna bagli olarak
hiicre proliferasyonunun gerceklestigi vurgulandi [146].

Van Sinderen ve arkadaslar1 (2014), bir Notch alt sinyal molekiilii olan HES’in
menstriiel dongiideki endometriyumda, liimen ve bez epitelindeki yerlesimlerini
gostermislerdir. Bu ekspresyonun, sekretuvar fazda liimen ve bez epitelinde anlamhi
derecede yiiksek oldugunu da vurgulamislardir [147].

Bizim bulgularimiz daha Onceki c¢aligsmalarin bulgulariyla uyumludur.
Bulgularimiza gore, Ostrus fazi ve gebeligin 1. giinlinde NICD1 ve Hey1’in NICD2 ve
HES5’e gore daha aktif rol alarak, eksprese olduklari endometriyal bolgelerde
proliferasyonu diizenliyor olabilirler.

Sican, hamster ve sigirlarda yapilan ¢alismalardan elde edilen bilgilere gore;
neredeyse 60-70 yildir genelde lireme sistemi ile ilgili kanallarda mast hiicrelerinin
varlig1r ve lokalize oldugu bilinmektedir [148-150]. Hormon aracili ostrus siklusu
stiresince mast hiicrelerinin iiretimi ve salinimi tesbit edilmistir ki bu olay
implantasyon i¢in oOnemlidir. Ciinkii bu hiicrelerin sekresyonu ve salgiladig
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substanslar implantasyon i¢in gerekli olan doku yeniden sekillenmesi i¢in gereklidir.
Farede, uterinal mast hiicreleri, Ostrus fazinda en yiiksek seviyeye c¢ikar [151, 152].

2009 yilinda Nakano ve arkadaslar tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada,
kemik iligi ve periferik dokularda yer alan mast hiicrelerinin hiicre membranlarinda
Notchl ve Notch2 lokalize oldugu belirlenmis, ayrica Delta-like 1/Notch sinyalinin
mast hiicresi ylizeyinde MHC-II ve OX40L ekspresyonunun upregiile oldugu, sonucta
da CD41 T hiicrelerinin proliferasyonunun ve bu hiicrelerin TH2 hiicrelerine
diferensiyasyonunun indiiklendigi yani DI11/Notch sinyalinin mast hiicrelerini antijen
sunan hiicrelere doniistiirdiigii vurgulanmistir [153].

Farelerde 2010 yilinda yapilan bir ¢calismada; stromal hiicrelerde, bir Notch
ligand1 olan Delta-like 1, bir adezyon molekiilii gibi fonksiyon gorerek mast hiicre
membraninda bulunan reseptorii Notch2’ye baglanarak mast hiicresi ile stromal hiicre
adezyonunu diizenledigi belirtilmistir[154].

Yukarida verilen bilgilerden yola ¢ikarak, Ostrus fazinda uterus dokusunda
maksimum sayiya ulastiklar1 belirtilen mast hiicrelerinde eksprese olan Notch2,
uterinal dokunun imlantasyon icin hazirlanmas ile iliskili gérevi olabilecegi, mast
hiicrelerinin antijen sunan hiicrelere doniisiimii ve bu hiicrelerin diger doku
hiicreleriyle adezyonunu saglayabilecegi sdylenilebilir.

Gebeligin 4. giiniinde, daha onceki giinlerdekine benzer sekilde, NICDI1 ve
HEY1 immiinoboyanmasi, NICD2 ve HESS immiinoboyanmasina gére daha yogun
gozlendi. Bununla  birlikte  NICD2’nin  mast  hiicrelerindeki  yogun
immiinolokalizasyonu bu donemde de ¢ok belirgindi. NICD1 ve HEYI
immiinoboyanmasi, 6zellikle endometriyal bez epiteli hiicreleri, endometriyal stromal
hiicreler, miyometriyumun longitudinal kat1 diiz kas hiicreleri, vaskiiler yapilara ait
diiz kas hiicreleri ve perimetriyal hiicrelerde yogundu. NICD2 immiinoboyanmasi,
endometriyal bez epiteli, stromal hiicreler ve kan damari diiz kas hiicrelerinde
belirgindi.

Gebe ya da yalanci gebe farede, 4. giinde uterus reseptif durumdadir. Gebeligin
4. giiniinde, salgilanan preimplantasyon ovaryan Ostrojen salgisi ile stromal hiicre
proliferasyonu etkili hale getirilir. Bu donemde, ovaryan Ostrojenin salgilanmasi ve
blastosistin oldugu bolgede endometriyal kapiler gegirgenligin artisi, daha sonra
gerceklesecek olan implantasyon siirecinde, stromal hiicrelerin desidual hiicrelere
farklilagsmasi islemi i¢in gereklidir [155, 156].

Reseptif uterusun en Onemli gorevi, embriyo implantasyonu i¢in hazir
olmaktir. Farelerde, uterus bez epiteliden salinan ve E2-indiikeli bir sitokin olan
Leukemia inhibitor faktér (LIF)’iin, uterin luminal epitelyumundaki reseptoriine
baglanmasi, nonreseptif fazdan reseptif faza gecisin en 6nemli gostergesidir. Reseptif
fazda, ltimen epitelinde, LIF aktiveli sinyal yolaklarmin dogru calisabilmesi, Igf-1,
Vegf, Toll-like reseptorler, aktin sitoskeleti, efrin, integrinler, TGFB, Wnt
ve Notch sinyal yolagi ile iliskilidir [157]

2012 yilinda Afshar ve arkadaslarimin yaptiklar1 bir ¢alismada; uterin
reseptivitesinin, hormonal endometriyum ile blastosist arasindaki diyalogu
gerektirdigi, endometriyal stromal hiicrelerin proliferasyonu, apoptozun 6nlenmesi ve
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desidualizasyonun gerceklesmesi olaylarinin implantasyona hazirlik agisindan 6nemli
oldugu, Notch familyas1 transmembran reseptorleri ve bu reseptorlerle ekstraselliiler
sinyallerin uyum igerisinde ¢alismasinin, hiicrenin sag kalimi, hiicre-hiicre iletigimi,
diferensiyasyon, desidualizasyonun tam olarak gerceklesmesinin temel gereksinimi
oldugu vurgulanmis, y-sekretaz inhibisyonu ile Notch sinyalinin inhibe edilmesinin,
desidualizasyonun ve proliferasyonun 6nemli derecede azalmasina yol agtig1; yani,
proliferasyonun spesifik belirteci olan Ki67 miktarinin diistiigli, p21, cdk6 ve siklin D
aktivitelerinin degistigi ve cleaved caspase-3, Bad ve Bcl2’i igeren apoptotik profilin
artt1igi ve tiim bu bulgulardan, preimplantasyon uterus dokusunda basarili bir
desidualizasyonun gerceklesebilmesi i¢in gerekli olan, stromal fibroblastlarin
apoptozunun Onlenmesi ve hiicre siklusunun diizenlenmesi olaylarinin Notch
sinyalinin varligina gereksinim duydugu belirtilmistir [30].

Calismamizda gebeligin 4. giiniinde 6zellikle endometriyal bez epiteli hiicreleri,
endometriyal stromal hiicrelerde gozledigimiz NICD1 ve NICD2 immiinoboyanma
varligl, daha oOnceki c¢alismalar esliginde tartisildiginda, bu iki Dbelirtecin
preimplantasyon uterus dokusunda basarili bir desidualizasyonun gerceklesebilmesi
icin gerekli olan, stromal fibroblastlarin apoptozunun énlenmesi ve hiicre siklusunun
diizenlenmesi olaylarina aracilik ettikleri sdylenilebilir.

On yili askin bir siiredir, bircok calismada, Notch reseptorleri, ligandlar1 ve
Notch sinyal yolunun hedef genlerinin damarlarda eksprese edildigi ve Notch sinyal
yolaginin vaskiilar sistemde kritik bir rol oynadigi belirtilmistir. Damar duvar diiz kas
hiicrelerindeki Notch sinyali, vaskiilar gelisim ve fizyolojisine 6nemli katkilar saglar
[158].

Endometriyal perivaskiiler mikrogevre ile iliskili bir ¢alismada, endometriyal
perivaskiiler mikrogevrenin, mezenkimal kok hiicre benzeri hiicreler bakimindan
zengin olup bu hiicrelerin degisik kemokinleri ve inflamasyon modiilatorlerini
salgilayarak endometriyal stromal hiicrelerin desidualizasyonuna katki sagladigi
belirtilmistir [159].

Endometriyum dokusundaki vaskiiler sistem ile iliskili yukarida wverilen
caligmalardan yola ¢ikarak, damar duvarinda lokalize oldugunu goérdiigiimiiz NICD2,
endometriyal dokuda wvaskiiler yapilarin gelisimi, bu yapilarin fizyolojisi ve
endometriyal stromal hiicrelerin desidualizasyonuna katki  saglayabilecegi
sOylenilebilir.

Gebeligin 5. Giinlinde, daha Onceki giinlerde oldugu gibi uterus NICDI1 ve
HEY1 immiinoboyanmasi, NICD2 ve HES5 immiinoboyanmasina gore daha yogun
gbzlendi. Bununla birlikte NICD2 immiinoboyanmas1 implantasyon alanina komsu
uterus epitelyum hiicreleri, PDB hiicrelerinde onceki giinlere gore yogunlasti. Mast
hiicrelerindeki yogun NICD2 immiinolokalizasyonu siirmekteydi. Gebeligin 5.
giintindeki NICD1 ve HEY1 immiinoboyanmas1 gdzlenen hiicre sikligi ve bu heriki
proteinin ekspresyon miktarlar1 kontrol grubu ve gebeligin diger giinlerindekilerine
oranla daha yogundu. Bu donemde, NICDI ve HEY1 immiinoboyanmasi,
implantasyon bolgesi olan antimezometriyal uterinal alanlarina ilaveten blastosiste ait
olan trofoblastlar ve i¢c hiicre kitlesinde de yogun sekilde gozlendi. HESS
immiinoboyanmasi gebeligin 5. Giiniinde, 6zellikle blastosist, implantasyon ile iligkili
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uterinal alanlar ve miyometriyal alanlarda diger gebelik gilinlerine gére daha yogun
gozlendi.

Daha 6nceki bilgilerden ve gozlemlerimizden de anlasildigr gibi, gebeligin 5.
giinlinde implantasyon olay1 ger¢eklesmeye baslamaktadir. Enders ve Schlafke,
implantasyonun 3 safhaya ayrilabilecegini gostermistir: apozisyon (yakinlagsma),
adezyon (tutunma) ve penetrasyon (i¢ine girme) [8, 55].

Apozisyon, embriyonik trofoektoderm  hiicreleri liimen epiteline
yakinlasmasiin gerceklestigi safhadir. Sonraki safha olan adezyon safhasinda
trofoektoderm ile liimen epiteli arasindaki iliski, blastosistin yikama ile
uzaklastirllmasina izin vermeyecek kadar ilerlemistir. Son satha olan penetrasyon
safhas1 trofoektodermin liimen epiteline invaze olmasini igerir. Apozisyon,
implantasyon baslangicinda, trofoektodermin mikrovilluslari ile liimen epitelinin
karsilikli olarak birbirlerine dogru parmaksi ¢ikintilar olusturmasi olayidir. Tutunma
reaksiyonu sonucunda blastosistin oldugu bolgede stromal vaskiiler gecirgenlik
bolgesel olarak artis gosterir. Farelerde tutunma reaksiyonunun ilk belirtisi gebeligin
4. giiniiniin (vajinal plak=1.giin) gece saatlerinde (20°°-24%) goriiliir [1]. Fare ve
insanlarda liimen epiteli hiicreleri, tutunmadan sonra apoptoza gider [58]. Blastosistin
etrafindaki stroma hiicreleri desidualizasyona gider ve sonugta embriyo
antimezometriyal stroma i¢ine gdmiilmiis olur.

Implantasyona dair gzlenebilen en erken belirti, blastosistin endometriyuma
yaklasgtig1 bolgede (apozisyon) endometriyal vaskiiler gegirgenlikteki artigtir [41-45].

Integrinleri de iceren adezyon molekiilleri blastosistin endometriyal liimen
epiteline tutunmasinda Onemli diizenleyicidirler [160]. Yapilan bir c¢alismada
NOTCHTU’in farelerde blastosist tutunmasinda ve implantasyonda 6énemli olabilecegi
gosterilmistir [29]. Bu durum, endometriyal epitel-trofoektoderm etkilesimlerinde
Notch reseptor ve ligandlarinin etkisini vurgulamaktadir [156, 161].

Implantasyon asamasi ile iliskili tiim bu literatiir bilgilerinden yola ¢ikilarak
denilebilir ki, NICD1 ve NICD2 implantasyon siirecinde blastosist tutunmasinda,
implantasyonda ve stromal alandaki hiicrelerin desidual hiicrelere doniisiim siirecinde
onemli olabilecegi vurgulanabilir.

Gebeligin 8.gilinii NICD1 ekspresyonunun doku genelinde ES. Gline gore daha
diisiik yogunlukta oldugu goézlendi. Yapilan gozlemlere gore; E8. glinde NICDI
immiinoboyanmasinin uterus epiteli, endometriyal bez epiteli, SDB, embriyonik
bolge, ektoplasental koni ve trofoblast dev hiicreleri, miyometriyuma ait olan
longitudinal diiz kas kat1 hiicreleri ve perimetriyumda kuvvetli pozitif yogunlukta
gozlendi. NICD2’nin tiim uterus dokusunda mast hiicreleri, gebeligin 5 ve 8.
giinlerindeki SDB disinda genelde diisiik yogunlukta oldugunu belirledik. Bu
donemde SDB hiicrelerinde, NICD1 yanisira NICD2 immiinoboyanmasi da yogun
gbzlendi. Mast hiicrelerindeki NICD2 immiinoboyanmast yogunlugu diger giinlerde
oldugu gibi yine gozlenmekteydi.

Yaptigimiz literatlir taramalarimizda; uterus perimetriyal alanlarinda NICD1
ve HEY1 mevcudiyeti ile iligkili herhangi bir ¢aligmaya rastlamadik. Bu calismada
elde ettigimiz perimetriyumdaki NICD1 ve HEY1 varligina iligkin bulgularimizin
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orijinal ve daha Once hi¢ ¢alisilmamis oldugunu diisiinliyoruz. Bu proteinlerin
perimetriyumdaki lokalizasyonlari, bu hiicrelerin proliferasyonlariyla iligkili olabilir.

2011 yilinda yapilan bir calismada, plasental trofoblastlarin uterinal damarlara
invaze oldugu ve damarlarin yeniden sekillenmesine yol actigi belirtilmistir. Ayni
calismada, Notch familyasi {iyelerinin, arteriyal diferensiyasyon/fonksiyonunda
onemli bir gorev alip almadiklar1 arastirilmis ve sonugta da, plasental trofoblastlarin
bu islemde arter duvarina invaze olarak sanki damarin kendi hiicresi imis gibi davranip
damar1 ve igerigindeki maternal kani plasentaya yonlendirdigi, doku kesitlerinin
immiinoanalizine gore, trofoblast invazyonu siiresince, Notch reseptorii/ligand
modiilasyonunun yavas yavas gerceklestigi, aksine Notch sinyalinin inhibe edilmesi,
insan trofoblast kiiltlirli hiicrelerinin invazyonunu ve bir arteriyal marker olan EFNB2
ekspresyonunu distirdiigii, fare plasentalarinda, endovaskiiler trofoblastlarda Notch
aktivitesinin ¢ok yliksek oldugu, Notch2’nin ortadan kaldirilmasinin, arteriyal
invazyonu, maternal kan damarlar1 miktarin1 ve plasental perflizyonu diistirdiigi
vurgulanmigtir. Sonug olarak da, Notch sinyalinin trofoblast invazyonu igin esas
oldugu belirtilmistir [155].

Yukarida verilen bilgilerden yola ¢ikilarak trofoblastlarda goriilen NICDI,
trofoblast invazyonu, plasental yapinin gelisimi ve embriyo gelisimi i¢in énemlidir,
Notch sinyal yolaginin inhibe edilmesi durumunda trofoblast invazyonu ve gebelik
stirecinin engellenebilecegi vurgulanabilir.

Desidualizasyonun bagladigi siire¢ olan gebeligin 5. giiniinde PDB’inde oldugu
gibi, desidualizasyonun tamamlandigi 8. giinde aktif desidual bolge olan SDB’nde
NICD2 ekspresyonunun yiiksek olmasi, 6zellikle NOTCH2 aracili Notch sinyal
yolaginin desidualizasyon siirecinde aktif olarak rol alabilecegini gostermektedir.

Nitekim daha 6nce yapilan bir ¢alismada, Notch sinyal yolag: ligandlarindan
biri olan Delta like 4 (DI14) desidual anjiyogenezde anahtar rol oynadig: belirtilmistir
[162]. Bu bulgu da gosterir ki Notch sinyal yolagi desidualizasyon siirecinde dnemli
bir anahtar gorevi gormektedir.

Yaptigimiz literatiir taramalarimizda; menstriiel siklus, implantasyon veya
gebelik siireci igerisindeki uterus dokularinda HES5 mevcudiyeti ile ilskili herhangi
bir calismaya rastlamadik. Bu ¢alismada elde ettigimiz uterus dokusundaki 6zellikle
gebeligin 5. Giinlindeki implantasyon alanlar1 ve miyometriyal alanlardaki HESS
varligia iligkin bulgularimiz orijinal ve daha once hi¢ calisilmamistir. Bizim
bulgularimiza gore; calisilan diger proteinler gibi HESS5 de, implantasyonun
gergeklestirilmesi ve gebeligin diizenli bir sekilde siirdiiriilebilmesi i¢in gereklidir.

Sonu¢ olarak, yukarida verilen leteratiir bilgilerinden ve bizim
bulgularimizdan, NICD1, NICD2,HEY1 ya da HESS aracili Notch sinyal yolaginin
farelerde, uterus dokusunun gebelik i¢in hazirlanmasi, implantasyon olaynin
gerceklesmesi, embriyo gelisim siirecinin kontrolii, trofoblast invazyonu, basarili bir
desidulazsyon ve saglikli bir gebelik i¢in gerekli oldugu ve tiim bu olaylarda etken bir
rol oynayabilecegi sOylenilebilir.
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SONUCLAR

Bu ¢alismada gebe olmayan 6strus fazindaki disi fare uterusu ile, gebeligin 1.,
4., 5. ve 8. gilinlerindeki fare uterusunda NICDI, NICD2, HEY1 ve HES5’in
ekspresyonlar1 immiinohistokimyasal ve Western Blot teknikleri ile calisilarak
asagidaki sonuglar elde edildi:

1) NICD1 immiinoboyanmasi yogunlugunun gebeligin 5. giiniinde kontrol
grubuna gore artis gosterdigi, protein miktarinin da bununla paralellik
gosterdigi; NICD1 ekspresyonunun uterusta genel olarak uterus epiteli, bez
epiteli ve endometriyal stromada yogun bir sekilde olmak {iizere tiim
dokularda bulundugu ancak gebeligin 8. giiniinde epitel hiicrelerinde
ekspresyonun olmadig,

2) NICD2’in gebeligin ilk giinlerinde ekspresyonunun mast hiicreleri disinda
bulunmadigi, bununla birlikte gebeligin 5. Glinlinden baglayarak NICD2
ekspresyonun desidual hiicrelerde de gozlendigi,

3) HEY1 ekspresyonunun tiim gruplarda daha ¢ok miyometriyal ve
perimetriyal hiicrelerde gézlendigi, bununla birlikte gebeligin 5.gilinlinden
baslayarak blastosist, embriyonal alanlarda da gozlendigi,

4) HESS5 immiinboyanmasi yogunlugunun ve protein miktarinin ¢alisilan
diger proteinlere oranla daha diisiik oldugu, gebeligin 5. giiniinde
implantasyon ile iligkili bolgelerde upregiile oldugu,

5) Genel olarak NICDI1, NICD2 ve HEY1 ekspresyonlarinin HES5’e gore
daha yogun oldugu,

6) Genel olarak gebeligin 5. giiniinde c¢alisgilan tim proteinlerin
immiinoboyanma yogunluklari ve ekspresyon miktarlarinin, 6nceki giinlere
gore daha fazla oldugu,

7) Sonug olarak, NICDI1, NICD2,HEY1 ya da HESS5 aracili Notch sinyal
yolaginin farelerde, uterus dokusunun gebelik icin hazirlanmasi,
implantasyon olaymin gerceklesmesi, embriyo gelisim siirecinin
kontroliinde etken bir rol oynayabilecegi sonuglarsina varildi.

Caligmamiz, saglikli bir gebeligin kurulmasinda, temel basamaklardan biri
olan desidualizasyonun gergeklestigi erken gebelikte, Notch sinyal yolagi {iyelerinden
NICD1, NICD2, HEY! ve HESS5’in uterus dokusunda, immiinoboyanma
yogunluklari, dagilimlar1 ve ekspresyon miktarlarindaki degisimleri agisindan
incelenmesi, dolayisiyla bu sinyal yolagmin erken gebelikteki rollerinin
aydinlatilasindaki literatiir eksikliginin giderilmesi bakimindan olduk¢a énemlidir.
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