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OZET

Implantasyon, iki farkli organizma olan embriyo ve anne endometriyumu arasinda
gerceklesen ve birbirini takip eden {i¢ fazdan olusan (uterusa gecis, adezyon ve
invazyon) biyolojik bir olaydir. Embriyo ve endometriyum arasindaki bu karsilikli ilk
sosyal ve fiziksel etkilesim, iireme tibbinin hala ¢dzemedigi bir paradokstur.
Implantasyonun en ¢ok merak uyandiran yonii ise, ilk bakista sadece iki organizmanin
temas1 gibi diisiiniilse de, bugiin bile hala hepsi ¢ok net ortaya c¢ikarilamamus yiizlerce
molekiil ve mekanizmanin kontrolii altinda olustugu gercegidir. Adezyon molekiilleri
bu konunun en ilgi gekici ve karmasik yoniinii temsil etmektedir. Bu ¢alismanin amaci
sican endometriyumlarinda, reseptif ve implantasyon asamasinda rol alan adezyon
molekiillerini ve implantasyona etkilerini arastirmaktir.

Bu amagla ¢alisma grubu olarak belirlenen (n=20) disi sicanlar gebeliklerinin 5., 6.
ve 7. giinlerinde sakrifiye edilmek iizere deneye alindi. Histolojik caligmalar sonucu
desidual reaksiyona ilk olarak gebeligin 5. giiniinde rastlandi. Reseptif donem olarak
kabul edilen 6. giindeki, genislemis desidual reaksiyon alanlarinda TGF-¢., laminin,
kollajen IV, fibronektin, integrin o3, av, Bl yogun olarak gozlendi. implantasyon
donemi olarak kabul edilen gebeligin 7. giiniinde, endometriyum epitelinde ve
trofoblast  hiicrelerinde  laminin, o3, (1, TGF-o, IL-If ve TNF-a
immiinoreaktivitelerinin oldukca artti§1 goriildii. Anti-adeziv molekiil olan MUC1’in
ise gebe olmayan normal uterus epitelinde ¢ok yofun bir reaksiyon gosterirken,
gebeligin 6. giiniinde azalarak 7. giinde ise tamamen ortadan kayboldugu tespit edildi.

Sonug olarak, gebeligin 5. giiniinde desidualizasyonun heniiz baslamis oldugu ve 6.
giinde bu alanda yogun olarak gdzlenen laminin, kollajen IV ve fibronektinin desidual
hiicrelerin proliferasyonunda 6nemli rol oynadig1t kanisina varildi. Normal uterusta
kuvvetli eksprese edilen MUCI molekiiliiniin ise, 6. giinde azalarak embriyonun
tuotunmasini saglayan adezyon molekiillerinin acgiga ¢ikmasim sagladifi ve bu agiga
¢ikan molekiillerden laminin, kollajen IV, fibronektin, integrin o3, av ve PB1’in
adezyon fazinda tnemli rol oynadigi, TGF-o, kollajen IV, IL-1p ve TNF-o’mn ise

invazyon fazinda fonksiyon gosterdigi ortaya ¢ikarildi.



SUMMARY

Implantation is a biologic phenomena which requires a communication between
two different organisms and consists of three consecutive phases: apposition, adhesion
and invasion. This first social and physical interaction between the embryo and the
endometrium is a paradox that the reproductive medicine has not yet been resolved. The
most curious aspect of implantation is that at first sight, it occurs under the control of
hundreds of molecules and mechanisms which have not been clearly described.
Adhesion molecules represent the most interesting and most complicated aspects of this
matter. The aim of this study is investigate the effects of adhesion molecules which play
a role during the endometrial receptivity and implantation stages in rat endometrium.

With this purpose, female rats (n=20) at the fifth, sixth, and seventh gestational
days were sacrificed (experimental gorup) to study the period of implantation.
Histological studies revealed that the first decidual reaction was observed on the fifth
pregnancy day. TGF-q, laminin, collagen IV, fibronectin, integrin a3, av, 1 were
stained strongly during the sixth day of pregnancy that was considered to be the
receptive period in the enlarged desidual reaction regions. During the seventh day that
was considered to be the implantation period, increased immunoreactivities of laminin,
03, B1, TGF-a, IL-If and TNF-a in the epithelium of endometrium and trophoblast
cells were observed. While immunoreactivity of MUC-1, an anti-adhesive molecule,
was observed strongly in the normal uterus epithelium, it was decreased on the sixth
day, and disappeared on the seventh day.

In conclusion, the decidualization process just begins on the fifth day of gestation
and laminin, collagen IV and fibronectin that has observed to be intensively expressed
in this region on the sixth day may play a major role in the proliferation of decidual
cells. MUC1 molecule which is strongly expressed in the non-pregnant uterus has
decreased on the sixth day and allowed the release of the adhesion molecules enabling
the attachment of the embryo. While adhesion molecules of laminin collagen IV,
fibronectin, integrin a3, av and B1 play an important role in the adhesion phase, TGF-

o, collagen IV, IL-1f and TNF-o. display function in the invasion phase.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

CAM: Hiicre adezyon molekiili
CSF-1: Koloni stimiile edici faktor
E2: Ostrojen

EC: Hiicre dis1 (ekstraseliiler)
ECM: Ekstraselliiler matriks

EGF: Epidermal bilyiime faktorii
EMA: Epitelyal membran antijeni
EPF: Erken gebelik faktorii

FAK: Fokal adezyon kinaz

FRP: Follikiil diizenleyici protein
FSH: Follikiil stimiile edici hormon
GAG: Glikozaminoglikan

GMG: Graniillii bez hiicreleri

GnRH: Gonadotropin salgilatan hormon

HB-EGF: Heparini baglayan epidermal biiyiime faktorii

hCG: Insan koriyonik gonadotropini

HGF: Hepatosit biiylime faktorii

HIP: Heparan siilfat proteoglikan etkilesim proteini

HSPG: Heparan siilfat proteoglikan
IGF: Insiilin benzeri biiyiime faktorii

IGFBP: insiilin benzeri biiyiime faktorii baglayic: protein

IL.: interldkin

IL-1R TI ve T2: Interl6kin tip1 ve tip2 reseptorii

IL-1ra: Interl6kin-1 reseptor antagonisti
INF3: Interferon gama
IVF: In vitro fertilizasyon

LH: Luteinize edici hormon
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LIF: Losemi inhibe edici faktor

MMP: Matriks metalloproteinaz

MT-MMP: Membran tip matriks metalloproteinaz
MUC-1: Musinojen-1

OMI: Ooosit matiirasyon inhibitorii

P4: Progesteron

PAF: Trombosit aktive edici faktor

PAI: Plazminojen aktivator inhibitorleri

PDGF: Trombositlerden farklilagan biiylime faktorii
PEM: Polimorfik epitelyal musin

PGF,q: Prostaglandin Fyq

PGFE;: Prostaglandin E,

PIF: Preimplantasyon faktorii

RGD:Arginine, glycine, aspartate aminoasit dizisi
RT-PCR: Polimeraz zincir reaksiyonunda zit kopyalama
TGF-o ve B: Doniistiirticti biiytime faktori alfa ve beta
TNF-o:: Tiimor nekrotik faktdr

TPA: Serine tip proteinaz

uPA: Urokinaz tip proteinaz

VEGEF: Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii

ZP: Zona pellusida
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1.GIRIS

Embriyonun anne endometriyumuna ulagmasi ile baslayan, tutunmasi ve
gdémiilmesi ile tamamlanan implantasyon stireci gebeligin ger¢eklesmesinin en dnemli
asamasidir. Implantasyon, hem embriyonun hem de endometriyumun katildig1 oldukca
karmagik olaylar zinciri sonucunda gerceklesmektedir. Implantasyona etki eden gok
sayida faktérden s6z edilmesine ragmen, henliz nasil gergeklestigi tam olarak
bilinmemektedir.

Implantasyonun gerceklesmesini saglayan faktorler hem anneye hem de
embriyoya baglt olabilir. Bu faktérlerlerden bir veya daha fazlasinin eksikligi
implantasyon bozukluguna, dolayisi ile infertiliteye neden olacaktir. Infertilite
vakalarinin tedavisi igin uygulanan in vitro fertilizasyon (IVF) yontemiyle en kaliteli
embriyolar secilip verilmesine ragmen, embriyolarin implantasyon sansi ancak % 20-
30’ dur (1,2). Toplumda % 10 oraninda rastlanilan infertilite vakalarinin ¢ogunun
tedavisi, implantasyona etki eden faktorlerin tam olarak agiklanabilmesi sonucunda
miimkiin olabilecektir.

Birbirinden immiinolojik ve genetik olarak tamamen farkli iki organizmanin
birleserek implantasyonu gergeklestirebilmesi igin, hem endometriyumun reseptif hale
gelmesi, hem de embriyonun blastosist asamasina gelerek endometriyuma ulasmasi
gerekmektedir. Bu mekanizmada, ovaryan steroidlerden sitokinlere, adezyon
molekiillerinden Hox genlerine kadar hayli karmasik ve hepsi birbiriyle bir sekilde
iligkili bir ¢ok faktdr rol oynamaktadir. Bu konuda yapilan pek c¢ok klinik caligma
olmasina ragmen, implantasyon dénemine ait adezyon molekiillerinin rolii hakkindaki
bilgiler hala yeterli degildir (3-10).

Bu ¢alismada, implantasyon arastirmalari i¢in en uygun model olarak kabul
edilen ratlarda preimplantasyon ve implantasyon donemindeki endometriyum ve
embriyodaki adezyon  molekiilleri degisikliklerinin histokimyasal  ve

immiinohistokimyasal yontemlerle incelenmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 IMPLANTASYON

Implantasyon, embriyo ve endometriyumun aktif olarak eszamanh katildif:
dinamik bir hazirhik ve karsilagma siireci sonucunda, embriyonun uterus duvarina
tutunup gomiilme isleminin tamamlanmasi olayidir (11).

Menstriiel periyod iginde, ovulasyondan yaklasik 7-8 giin sonra
endometriyumun implantasyona hazirlanmasi hormonlarin  kontrolii  altindadur.
Sekresyon doneminde artig gosteren progesteron (P4), endometriyumun hazirlifi icin
tek bagina yeterli degildir. Implantasyonun gergeklesmesi igin belli diizeyde Ostrojen
(E2) seviyesine de ihtiya¢ duyulmaktadir (12,13). Bu hormonlarin etkisi altinda olan
endometriyal dokuda ‘implantasyon penceresi’ ad: verilen degisiklikler ortaya
cikmaktadir.

Implantasyon temel olarak: Apozisyon (Blastosistin bircok nemli asamadan
gecerek uterusa ulasmasi ve implantasyonun gerceklesecegi uygun yeri secmesi),
Adezyon (Ovulasyondan 7-8 giin sonra zonasindan ayrilmig blastosistin endometriyal
epitel yiizeyine baglanmasi) ve Invazyon (Embriyonik trofoblastin endometriyumé
penetre olmasi, bazal membrani yok ederek stromaya girmesi) adi verilen 3 belirgin,
baglantili ve ardisik evre sonucunda gercgeklesir.

Implantasyona etki eden faktorlerin anlasilabilmesi ancak implantasyonun her

tic asamasinin bilinmesi ile miimkiin olabilecektir.

2.2 APOZISYON

Apozisyon, fertilizasyondan sonra blastosist haline gelmis olan embriyonun
uterusa ulagmasini ve implantasyonun gerceklesecegi uygun yeri segmesini tanimlayan
terimdir. Blastosistin uterus kavitesine yerlesmesi, implantasyonun ve gebeligin ilk
adiudir. Bu ana iglem: gamet matiirasyonu, fertilizasyon, embriyo yariklanmasi ve
uterusa giris asamalart sonucunda gergeklesir (Sekil 2.2.1). Bu nedenle implantasyonun

mekanizmalarini inceleyebilmek icin, 6nce bu asamalar gézden gegirmek gereklidir.



2.2.1 Ovaryal ve Endometriyal Siklus

2.2.1.1 Oogenez

Oogenez, oogonyumlardan farklanan disi gamet oositlerin, {iretimi ve
matiirasyonu anlamima gelmektedir. Oosit yapimi ve matiirasyonu uzun bir siiregte
gerceklesir: fetal hayatta baslar ancak fertilizasyon sirasinda tamamlanir. Bu nedenle
oogenez prenatal ve postnatal olmak tizere iki ayr1 dénemde incelenir.

Prenatal donem: Vitellus kesesi duvarindan koken alan primordiyal tireme
hiicreleri disi gonadina ulasip oogonyumlara farklilagir. Oogonyumlarin bir kismi
mitozla ¢ogalmasina devam ederken, bir kismu da biiyiiyerek primer oositlere doniisiir.
Olugan primer oositler birinci mayoz boliinmenin profaz safhasina girerler. 7. ayda
ovaryum ylizeyinde sadece birinci mayoz boliinmeye girmis primer oositler bulunur ve
etraflarindaki yassi epitelle birlikte primordial follikiil adin1 alur.

Postnatal donem: Doguma yakin fetusun overlerinde (birinci mayozun
profazinda), diploten adi verilen istirahat doneminde duraklamis yaklasik 700 bin - 2
milyon civarinda primer oosit bulunmaktadir. Bu oositler puberteye kadar bu durumda
kalirlar ve bu donemden itibaren metafaz boliinmesini devam ettirirler. Follikiil
hiicreleri tarafindan salinan oosit maturasyon inhibitorii (OMIL: Oosit Maturation
Inhibitor) adl1 bir madde hiicrelerin boliinmesini baskilar. Reprodiiktif dénem boyunca

400-500 civart oosit matiirasyona ulasarak ovulasyonla atilir (14).

2.2.1.2 Follikiilogenez

Overlerin korteksine yerlesmis olan follikiillerin say1 ve gelisim evresi disinin
tiretgenlik durumu ve yasi ile ilgili olarak degiskenlik gosterir. Follikiiller gelismekte
olan ve dinlenme doneminde olanlar olarak ikiye ayrnlir. Gelisen follikiiller ise primer,
sekonder, tersiyer ve atretik olarak siniflandirilir. Overlerden salgilanan follikiil
diizenleyici protein (FRP: Follicular Regulatory Protein) hangi follikiiliin gelisecegini
belirleyen ana faktordiir (15).

Her ovaryal siklusta 5 ile 15 arasinda degisen sayida primordiyal follikiil
olgunylasmaya baglar ancak tek bir oosit olgunlasarak ovulasyon ile atilir. Bu olayda en

ctkili faktor, hipofizden salgilanan gonadotropinlerdir (FSH ve LH).



Menstriiel siklusun baglangiginda ilk salgilanan folikiil stimiilan hormon (FSH:
Follicule Stimulating Hormone)’dur. Bu hormon graniiloza hiicrelerinden
aromatizasyon sonucu oOstrojen (E2) iiretimini saglar (16). Follikiil i¢i artan dstrojen
konsantrasyonu graniiloza hiicreleri i¢in ¢ogalmay: stimule eden bir faktordiir. Aym
zamanda artmig kan Ostrojen seviyesi hipofizi etkileyerek luteinizan hormon (LH:
Luteinizing Hormone) pikine neden olur. LH ise teka hiicrelerinden androjen tiretimini
gerceklestirir (13). Teka tabakas: interna ve eksterna olarak farklilagir. Iki hiicre-iki
gonadotropin sistemi seklinde agiklanan teoriye gore, sekonder ve tersiyer follikiilde
FSH reseptorleri yalmz graniiloza hiicrelerinde, LH reseptorleri yalmz teka

hiicrelerinde bulunur (17,18).
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2.2.1.3 Ovulasyon

Ovulasyon, FSH ve LH hormonlarinin etkisiyle hizla biiyiiyiip olgunlasan graaf
follikiilindeki oositin overlerden atilmasidir. Oosit g¢evresindeki kumulus ooforus
hiicreleri zona pellusida cevresinde yeni bir diizen icine girerek korona radiatay:
olusturur. Oosit, etrafindaki graniiloza hiicreleriyle birlikte kumulus ooforus bélgesinde
bir miktar siviyla birlikte serbest kalarak, over yiizeyinde gezinmeye baglar. Oositin
tam overden atildif1 anda artik birinci mayoz bolinme tamamlanir ve sekonder oosit
ikinci mayoz boliinmesine baslar.

Ovaryan follikiiller belirgin bir steroid hormon siklusuna sahiptir. Teka interna
ve eksterna hiicreleri 6strojen, progesteron ve androjen sentezi i¢in gerekli enzimleri
~igerirler. Preovulatuar faz basinda graniiloza hiicreleri ostradiol ve androstenedion
salgilarlar. Ostradiol major steroiddir ve graniiloza hiicrelerinin ileri gelisimi igin
onemlidir (16). Ovulasyonun gerceklesmesi icin FSH ile stimule olan hiicrelerin
cogalmasi, Ostradiol sentezinin artmasi ve LH ile indiiklenen steroidogenezin olmasi
gereklidir (13). Serum Ostradiol seviyeleri artinca FSH salinimi baskilanmakta,
Ostrojenin yiiksek seviyelere ulagmast ile birlikte ortalama 14-24 saat sonra LH piki
gerceklesmektedir. LH piki follikiil riiptiiriine neden olan olaylan baslatir. LH pikinden
ortalama 10-12 saat sonra ovulasyon gerceklesmektedir (14,19,20). Pozitif ve negatif
feedback mekanizmalar1 pitiliter ve hipotalamus diizeyinde etkili olmaktadir.
Ovulasyon sonrast ise LH’1n etkisi ile graniiloza hiicreleri progesteron ve &stradiol
sekrete eden hiicrelere doniigiirler. Teka hiicreleri ise primer olarak androstenedion ve
az miktarda Ostradiol sentez ederler. Androstenedion graniiloza hiicrelerine taginarak
Ostrojen prekiirsorii olarak kullanilir (21). FSH yiiksek seviyede iken stromal doku
Ostradiol dretir. FSH ve LH yiiksek seviyede ise progesteron, androstenedion ve
testosteron Uretir. Bu durum menopozdaki yiiksek androstenedion salinimini agiklar.

Ovulasyon sonrasi ise yalmiz LH yiiksekligi devam eder, bu da korpus luteumun
devamlhilig icin gereklidir. Progesteron seviyelerine paralel olarak FSH {izerine negatif
etkisi olan inhibin salimm baglar (22). Midluteal faza gelindiginde progesteron,
ostradiol ve inhibin maksimum seviyelerine ulasirlar (23). Bundan sonra gebeliin
gerceklesmesine gore; ya korpus luteum gelismeye devam edecek ya da gebelik

gerceklesmezse regrese olacaktir.



2.2.1.4 Endometriyal siklus

Endometriyum 28 giinde bir kendini yenileyen dinamik bir dokudur. Menars ile
baslayan endometriyumun siklik = degisiklikleri hormonal kontrol altindadir.
Hipotalamus hijcreleri tarafindan {retilen gonadotropin salgilatan hormonun
(GnRH:Gonadotropin Releasing Hormone) hedefi 6n hipofizdeki bazofilik hiicrelerdir.
Bazofilik hiicrelerin bir tipi olan gonadotroplar hipotalamustan salgilanan hormonlarin
etkisi ile gonadotropinler olan FSH ve LH’in salgilanmasina neden olur (24) (Sekil
2.2.2). Bu hormonlar menstruasyona neden olan, endometriyal siklustan sorumlu
Ostrojen ve progesteronun ovaryum tarafindan salinmasimi  saglar  (25).
Endometriyumda bulunan Ostrojen ve progesteron reseptorleri bu hormonlara kars:
cevap olusmasinda rol oynar. Steroid yapida olan bu hormonlarin reseptorleri protein

yapidadir ve yiiksek affiniteye sahiptirler.

Menstriiasyon faz

Birgok kadinda menstriiel kanama 4#1 gilin strer. Siklusun 28. giinii
endometriyumun ylizey epitelinin altindaki stromada kan gollenmeleri ve inflamatuar
bir yap1 olusur. Siklusun 2. giinii fonksiyonel tabakada belirgin dejeneratif degisiklikler
baglar (24). Fonksiyonel tabaka dokiiliirken bu alanlar bazal tabakadan koken alan
hiicreler tarafindan yeniden dosenmeye baslar. Menstriiasyon doneminde serum
Ostrojen ve progesteron seviyeleri diisiikk seviyelerdedir ve bazal tabakada mitotik
aktivite artrmgtir. Siklusun 4. giiniinde uterusun hemen hemen 2/3’ii yeni epitelle

désenmistir (26).

Proliferasyon fazi

Ostrojen sekresyonunun artmasi ile ortaya gikan proliferasyon fazi ovaryan
follikiillerin biiyiimesi ile iliskilidir. Ostradiol, DNA-promotor enzim olan timidilat
sentetazt artirmakta ve bdylece DNA sentezine neden olmaktadir. Boylece 6. giinde
tim kavite reepitelize olur ve endometriyal mukoza kalinlagir (27). Bu dénemde
stromada vaskiilarizasyon izlenirken, baslangicta bezlerdeki belirginlesen mitoz, 7-11.

giinlerde stromal, vaskiiler hiicrelerde de ¢ok belirgin hale gelir. Artoms mitotik aktivite



embriyo implante olacag: i¢in fonksiyonel tabakanin {ist 1/3’linde daha belirgindir.
Endometriyomun alt bolgelerinde ise bezler biyiiyiip genisler ve sekretuar fonksiyon
hizlanir.

Bu donemde hiicre reseptorlerinde ve morfolojisinde de degisikler gerceklesir.
Ostrojen ve progesteron reseptorlerinin sayisi artarken, endometriyal epitel ve bezlerde

silyalar ve mikrovilluslar artar (28). Bu degisiklik 6strojen bagiml bir olaydir.

Sekresyon fazi

Ovulasyon gergeklestikten sonra, Gstrojen ve progesteron birlikte hareket eder
ve endometriyumda sekretuar degisikliklere neden olurlar. Bu dénemin ilk morfolojik
belirtisi ovulasyonun 3. giiniinde yani siklusun 16. giiniinde bez epitel hiicrelerinin
bazalinde ortaya ¢ikan kiiciik silindirik vakuollerdir. Bu progesteronun etkisi olmayip
ovulatuvar olmayan, yalmzca Ostrojene maruz kalms endometriyumda da goriiliir. Bu
donemde elektron mikroskobik incelemede bu hiicrelerde dev mitokondriler ve
niikleolar kanal sistemi gozlenir (29). Niikleolar kanal sistemi yalnizca postovulatuar
olarak ve progesteron etkisiyle niikleer membranlarin katlanmasi sonucu ortaya ¢ikar.
Intraselliiler glikoprotein sentezinin artmasi sonucu bezler genisler ve 19-20. giinlerde
apokrin tipte bir sekresyon bez liimenine salimir. Bu yapisal degisiklikleri
glikoproteinlerin ve peptidlerin endometriyal kaviteye salgilanmasi takip eder.
Endometriyal sekresyonlara plazmanin transudasyonu da katilir ve siklusun 21. giinii
pik yapar. Bu donemde bezlerde mitoz ¢ok azalmastir.

Mid ve geg¢ luteal faza gecildiginde progesteron diizeyi artar ve progesteronun
hiicreleri istirahat fazmna gegirici etkisi nedeni ile mitoz inhibisyonu belirginlesir.
Endometriyal siklusun 21. giiniinde bezlerden ¢ok stromadaki degisiklikler gbze ¢arpar.
Degisiklikler, prostaglandin F,, (PGFa,) ve prostaglandin E, (PGFE;z) araciligi ile
olmakta ve Ostrojen PGF,,’y1, progesteron ise her ikisini stimule etmektedir (30). Bu
degisiklikler sonucunda stromada 6dem olugtugu ve spiral arterlerin kivrimlar yaptigt
gozlenir. Yapilan in vitro rat deneylerinde endometriyumda ince damarlarin
duvarlarinda fenestralar olustugu gosterilmistir (31).

Arteriollerin etrafindaki fibroblastlarda predesidual transformasyon siklusun 23.

gnii baslar. 25. glinde tiim stroma yiizeyel epitelinin kompakt tabakasini birlikte



kapsayan stromal reaksiyon olusur. 27. giinde reaksiyon fonksiyonel tabakanin iist

kisimlarin1 da kapsar. Bu degisiklikler predesidualizasyon adi altinda toplanir.
Ovulasyon sonrasi 7-13 (siklusun 21-27.) giinler arasina implantasyon donemi

veya implantasyon penceresi adi verilir. Bu donemde implantasyon icin maksimun

hazirlik yapilir ve endometriyum reseptivitesi en yiiksek seviyededir (8).

Endometriyal yikim fazi

Fertilizasyon olmadiginda trofoblastlardan insan koriyonik gonadotropini (hCG:
Human chorionic  gonodatrophin) destegi olmayacagindan korpus luteum
dejenerasyona ugrar, Ostrojen ve progesteron seviyeleri diismeye baslar. Ostrojen ve
progesteron  ¢ekilmesi endometriyumda  vazomotor reaksiyon, apoptozisin
gerceklesmesi, doku kaybi ve menstruasyon olaylarini baslatir (24).

Sekretuar faz basinda lizozom iginde olan asit fosfataz ve giiclii litik enzimler
progesteron  seviyelerindeki = diismeyle birlikte membran stabilizasyonlarini
koruyamazlar. Hiicrelerden agi8a c¢ikan enzimler sitoplazmaya salinir boylece
endometriyal hiicre yikimi baslar. 26. giinde ise polimorfoniikleer 10kositler ekstravaze
olurlar. Doku yikimi ile birlikte nekroz ve vaskiiler tromboz gozlenir. 28. giinde ise
spiral arteriyoller dilate olurlar. Yiiksek seviyelerdeki PGF,, vazokonstriikksiyonu ve
myometrium kasilmasini stimule ederek menstruasyonu baslatir (32).

Endometriyal yikimdaki en Onemli adimlardan biri de hiicre-hiicre adezyon
molekiillerinin anahtar proteinlerinden olan kadherinlerin ¢oziilmesidir. Endometriyal
hiicreler birbirleriyle baglanirken transmembran proteinleri olan kadherinleri
kullanirlar. Bu hiicreler, hiicre i¢inde aktin filamentlerine katenin arciligiyla baglanir
(33). Ayrica endometriyal yikim sirasinda, ekstraselliiler matriks (ECM) bilesenlerini
ve bazal membrani sindiren matriks metalloproteinazlar igerilir.

Bu metalloproteinazlardan kollajenazlar intersitisyel ve bazal membran
kollajenlerini;  jelatinazlar kollajeni; stromelysinler fibronektin, laminin ve
glikoproteinleri sindirirler. Insan endometriyumunda metalloproteinazlarin ekspresyonu
menstriiel siklusla baglantilidir. Progesteronun ¢ekilmesi ile birlikte endometriyal

hiicreler metalloproteinaz sekresyonunu indiikler (34).
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Sekil 2.2.2 Endometriyal ve ovaryan siklus homonal kontrol altindadr.

2.2.1.5 Fertilizasyon

Fertilizasyon spermatozoanin sekonder oositle birlesmesi ve kaynagmasidir.
Sperm disi iireme kanallarinda 24-48 saat canh kalirken, sekonder oosit ovulasyondan
sonra 12-24 saat canl kalir (24). Disi genital iireme kanallan igine giren spermatozoa
baslangicta oositi dlleyecek yetenekte degildir. Dolleme yetenegini kazanmak igin,
kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu denilen degisimleri gecirmek zorundadir.

Kapasitasyon; Bu siire i¢inde spermatozoanin akrozomal bdlgesini g¢evreleyen
plazma membran: iizerindeki glikoprotein kilif ve seminal plazma proteinleri ortadan
kaldinlir ve fertilizasyon i¢in ugun hale gelir. Akrozom reaksiyonu; spermin zona
pellusidaya baglanmasinin ardindan olusur ve zona proteinleri tarafindan baglatilir. Bu
reaksiyon, zona pellusidaya spermin penetrasyonu icin gerekli olan, tripsin benzeri

maddeler, akrozin ve diger baz1 enzimlerin salgilanmasiyla en iist noktaya ulagir (35).
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Fertilizasyon ii¢ evrede gerceklesir: Spermatozoanin korona radiatayr delip
gecmesi; zona pellusiday: delip gegmesi; oosit ve sperm hiicre zarlarimn kaynagmasi.
Spermin akrozomundan salgilanan enzimlerin etkinligiyle ovumun etrafindaki korona
radiata hiicreleri dagilir. Spermin ve ovumun iizerindeki karbonhidrat yapili reseptorler
birlesmeyi saglar. Zona pellusida (ZP) spermin ovuma baglanmasim kolaylagtiran ve
akrozom reaksiyonunu baglatan glikoprotein yapisinda ZP1, ZP2, ZP3 adh 3
glikoproteinden olusmus bir zardir (36). Sperm bagindaki bu glikoproteinlere 6zel
reseptorler baglanmayi saflar. Baglaninca akrozin ve noramidaz enzimleri zona
pellisuday: eritir. Zona pellusidanin gegirgenligi spermin bagimin oositin ylizeyine
temas etmesiyle degisir ve oosit hiicre zari ile sperm hiicre zar1 birlesip zona
reaksiyonunu baglatirlar.

Zona reaksiyonu ilk sperm gegtikten sonra baska spermin gegisine izin vermez.
Sperm bas ve kuyrugu ile iceri girmis (37), bu arada oosit IL. mayozunu bitirmistir. Disi
ve erkek pronukleusu erit ve bu donemde iki proniikleus morfolojik olarak ayirt
edilemez. Cekirdek zarlarnin birlesmesi ile ortaya gikan hiicreye zigot ad1 verilir.

46 kromozomlu zigot yariklanma (cleavage) denilen hizli mitoz ddnemine
girerek hiicre sayisini hzla arttirir. Her yarklanma boliinmesi sonrasinda olusan bu
hiicrelere blastomer denir ve sekiz-hiicre evresine kadar gevsek bir hiicre kiimesi
halindedir. Uclincii yariklanmadan sonra blastomerler daha siki temasa gegerek,
birbirlerine daha siki baglarla tutunan kompakt bir hiicre topu haline gelirler ve bu
asamaya kompaksin adi verilir. Fertilizasyondan yaklagik 3 giin sonra, kompaksina
ugramis olan embriyo yeniden boliinerek 16-hiicreli morula haline dontisiir ve hCG
salgilamaya baglar. Morulanin i¢ hiicreleri embriyo dokularmni olugturacak i¢ hiicre
kitlesine, dis hiicreleri ise daha sonra plasentayt olusturacak trofoblastlara doniisiirler.
Fertilizasyondan sonra yaklagik 24-48 saat iginde erken gebelik faktorii (EPF: Early
Pregnancy Factor) salgilanmaya baglar. Anne kaninda bu olgiilebilen en erken gebelik
testini olusturur (38). Bu arada blastosist uterusa ulasmis ve hiicrelerarasi bosluklarin
birlesmesiyle blastosdl denilen tek bir bosluk olusur. Bu donemdeki embriyoya da
blastosist denir. Blastosistin i¢ tarafinda kutuplagms olan i¢ hiicre kiitlesi embriyoblast,

dis hiicre kiitlesi ise trofoblast adint alir (24).
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Embriyonun implantasyona hazirhk agamasinda karsilikli ve es zamanl olarak
her iki organizmadan da bir takim sinyaller salinir. Endometriyumdan ve embriyodan
salinan bu sinyaller uterusun reseptif olmayan asamadan reseptif agamaya gegisini
saglayarak, implantasyon mekanizmasinin gerceklesmesine yardimer olacagi

diisliniilmektedir (Sekil 2.2.3).
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Sekil 2.2.3 (a) Zonasindan ayrilmis olan blastosist i¢ hiicre kiimesi en yakin
olacak sekilde endometriyal liimen epiteline yaklasir. (b) Epitelde reseptif olmayan
fazdan reseptif faza gecis direkt veya indirekt hormonal aktivite tarafindan saglanir. (c)
Reseptif faza gecis ile epitelyal apikal yiizeyde adezyon molekiillerinin agiga ¢ikmasi

ayn1 zamana denk gelmektedir.
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2.2.2 ENDOMETRIYUMDAN SALINAN SINYALLER

Pre ve periimplantasyon dOnemi boyunca Ostrojen ve progesteron,
endometriyumun implantasyona hazirflanmasini ve reseptivitesini diizenlerler. Bu
diizenlenmenin sonucunda memeli endometriyumunda yiizlerce molekiilin salinimu

tetiklenir (Sekil 2.2.4).

EGF TGE-a
PDGF-A, IGF-

v, (SR, THR.&”
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Sekil 2.2.4 Implantasyondan 6nceki embriyo-maternal yakinlasma. Bircok
biiyiime faktorii ve reseptorleri embriyo ve endometriyumdan eksprese edilir. EGF-
reseptOr ligandlant ve LIF endometriyum tarafindan eksprese edilir. Uterus epitelyal
hiicreleri, TGF-a ve LIF eksprese ederken, stromal hiicreler EGF ve EGF reseptorlerini
baskin olarak eksprese ederler.(* ile gosterilen faktorler 2-8 hiicreli embriyoda da tespit

edilmistir)
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2.2.2.1 Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF) ailesi

EGF (Epidermal Growth Factor)

Biiyiime faktorlerinin EGF ailesi: EGF, doniistiiriicii biiylime faktérii-o ve -f
(TGF-o. & -f: Transforming Growth Factor), heparin baglayan biiyiime faktorii (HB-
EGF: Heparin Binding Growth Factor), betaselliilin ve amfiregiilini igerir (39). EGF, 6
kDa agirliginda olup cesitli hiicrelerin proliferasyonunu stimiile eden ve potent mitojen
olarak bilinen bir bliyiime faktoriidiir. EGF, biitiin biiyiime faktorleri gibi, hiicrelerin
yiizeyindeki diistik-kapasiteli reseptorlere, spesifik yiiksek bir affiniteyle baglanir.
Mezodermal ve ektodermal orjinli hiicreler, keratinositler ve trofoblastlar tizerinde
proliferatif etkiye ve bazi kanser tiirleri lizerinde negatif etkiye sahiptir. EGF ailesi
tiyeleri, endometriyumun stromal ve bez kisimlarinin farklilagmasi ve bilylimesinde
onemli rol oynamaktadir (40) (Sekil 2.2.4).

EGF’in insanlarda normal endometriyal siklusta bulunmadig: halde, gebelikte
desiduada ekspresyonunun arttigi bildirilmistir (41). Maymunlarda yapilan bir deneyde
de insiilin benzeri biiytime faktorii (IGF-I: Insulin-like Growth Factor-I) ve EGF’in
endometriyumun bez epitelinde bulunduklar1 ve implantasyon bolgesinde degisikliklere
ugradiklan gosterilmistir (42). Son yillarda yapilan bir ¢ok calismada kemirgenlerde
implantasyon penceresi boyunca EGF ve EGF-benzeri molekiillerin kompleks bir rol
oyna&1g1 ileri stiriilmektedir (43). EGF veya TGF-a geni yok edilmis farelerde yapilan
aragtirmalarda embriyo implantasyonun gerceklestigi gosterilmistir. Fakat reseptor
geninin delesyonu implantasyon bozuklukluklarina neden olmaktadir. EGF reseptorii
yok edilen mutant -/- farelerin plasental defektler gostererek midgestasyon asamasinda
oldiikleri gdzlenmistir (44)

Ayrica EGF’in bir ostromedin olarak fonksiyon gosterdigi ileri sﬁrﬁlmﬁs ve in
vivo olarak fare genital bolgesinin gelisme ve farklilasmasin stimiile eden 6strodiolun
yerine gecebilecegi gosterilmisdir (45). Johnson ve Chattergee Ostradiol yerine EGF’i
intrauterin uyguladiklarinda, blastosistlerin implantasyonu gergeklestirdiklerini rapor
etmiglerdir (46). EGF’in bir diger fonksiyonu ise embriyo gelisimini stimiile etmektir.
Machida ve arkadaglari EGF ve TGF-o’nin trofoblast gelisimini in vitro ortamda

belirgin olarak stimiile ettigini gostermislerdir (47).
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HB-EGF (Heparin Binding Growth Factor)

HB-EGF implantasyon penceresine yakin bolgede eksprese edilen EGF-benzeri
molekiillerden biridir. HB-EGF salgilanmig bir membran-baglanma biiyiime faktorii
olarak, embriyonik EGF reseptériinii baglar ve embriyonun baglanmasim ve
farklilasmasim kolaylastirir (48). HB-EGF’in ekspresyonu blastosiste en yakin liimen
epitelinde artar ve epitelin yiizeyinde heparine baglanir. Bu biiyiime faktorii, insan
endometriyumu tarafindan implantasyon penceresinin bagladig1 sirada eksprese edilir
(49). Insanlarda, ratlarda ve farelerde, HB-EGF’in uterus reseptivitesi boyunca gegici
olarak eksprese edildigi bircok ¢aligmayla gésterilmistir (49,50,51) (Sekil 2.2.4).

Ayrica yapilan arastirmalarda, kiiltir ortamlarina HB-EGF’in eklenmesi ile
yardimc1 treme teknikleri siklusunda insan embriyosunun kalitesinin arttirildigi
gosterilmis ve insan endometriyumunda uterus reseptivitesinin diger belirleyicilerini

arttiran bir parakrin faktor olarak rol alabilecegi disiintilmektedir (52).

TGF-o, (Transforming Growth Factor-Alpha)

TGF-o, primer kaynagi tiimor hiicreleri olan ancak aktif makrofajlar,
keratinositler ve bazi epitel hiicrelerinde de tanimlanan biiylime faktoriidiir. TGF-a
kendi reseptoriinii bagladigy gibi EGF reseptoriine de baglanir ve bu etkilesimin
bilylime faktoriintin doniisticti etkisinden kaynaklandig: diistiniilmektedir (47).

TGF-o’nin ekspresyonu, implantasyon periyodu boyunca memeli tiirlerine gore
degisikliklik gostermektedir. Farelerde preimplantasyon periyodu sirasinda uterusun
myometriyal, stromal ve epitelyal hiicrelerinden salinir (53,54) (Sekil 2.2.4). Insanda
ise EGF ve TGF-o desidualizasyon boyunca hiicresel ve stromal proliferasyonu arttirir
(55). Koyunlarda, TGF-a ekspresyonu gebeligin 15. ve 30. giinleri arasinda uterusta
gozlenirken, EGF gozlenmemistir (56). Domuz ve sifir embriyolarinda gebeligin 9.
giiniinden 16. giiniine kadar EGF gozlenirken (57), TGF-a ise domuz blastosistinin
trofoblast hiicrelerinde ve koyun embriyolarinin endodermik hiicrelerinde gozlenmistir

(58).
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Yapilan deneylerde, anti TGF-o antikorunun intraliimen enjeksiyonundan sonra
implantasyonun gergeklesmemesi TGF-o’nin implantasyon sirasinda onemli rol
oynadiginin bir gostergesi olarak degerlendirilmektedir (59). Fakat bazi ¢alismalarda
ise, TGF-a geni yok edilmis farelerde de implantasyonun gerceklesebildigi goriilmiis
ve bunun sebebi periimplantasyon boyunca uterusda EGF-baglantili diger biiyiime
faktorlerinin TGF-a’dan daha fazla eksprese edilmesi ve implantasyon basarisizliginin
EGF ailesinin diger biiylime faktorleri tarafindan telafi edilmesi nedenine baglanmigtir
(60).

TGF-a, yalanci gebelik goriilen ratlarda kuvvetli bir desidual cevaba yol
agmaktadir ve EGF ile karsilastirldiginda bu etki 100 kez daha kuvvetlidir (59). Ayrica
Campbell ve arkadaglari tarafindan TGF-a enjeksiyonunun steroidogenezisi inhibe

ettigi rapor edilmistir (61).

TGF-B (Transforming growth factor-beta)

TGF-p glikoproteinleri hiicrelerin biiyiime ve fonksiyonlarinin diizenlenmesinde
kritik rol oynayan hiicre-sinyal molekiillerinin bir ailesidir. TGF-B, bir¢ok sistein
kalintilar ile 225 kDa disulfid zincirli homodimer protein yapisi igeren 5 farkli
izoformdan olugur. Memelilerdeki izoformlar1 olan TGF-f1, B2, B3, B4, p5 6zel genler
tarafindan kodlanir, fakat %75 amino asid dizisi paylasirlar ve ortak orjinli genleri
gOsteren onemli yapisal ozellikleri vardir (62). TGF-f ailesi aktivin A, B ve AB
proteinleri ile inhibin A ve inhibin B proteinlerini igerir (63).

TGF-p’nin parakrin ve otokrin etkileri yani sira endokrin etkileri de
bulunmaktadir. Bu aktiviteler ¢ok genis olmakla birlikte 3 kategoride toplanabilir (62).

1-Hiicre yasamini belirleme ve hiicre siklus devaminin inhibisyonu,

2-Ekstraselliller ~ matriks  depozisyonunun indiksiyonu ve integrin
ekspresyonunun diizenlenmesi,

3-Immiinolojik diizenleme mekanizmalar1.

Ilk iki ozellik embriyonik gelisimde ve yetiskin doku yenilenmesinde

merkezidir.
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TGF-f immiin cevabin diizenlenmesinde anahtar rolii oynayan faktorlerdendir.
Lenfositler, makrofajlar ve dendiritik hiicreleri igeren immiin hiicreler iizerinde
proliferatif etkiler gostermektedir (64). TGF-B’nin faaliyeti, sadece hedef hiicrelerin
degil, aym: zamanda diger sitokinlerin bulundugu ortamin farklilasmasi ve
simrlanmasina bagli olarak kompleks ve paradoksaldir. Omegin TGF-B, interlokin-2
(IL-2 Interleukine-2) aracili lenfosit proliferasyonunu, sitokin sentezini ve sitolitik
aktiviteyi inhibe ederken, interferon & (INF 8) ve tiimor nekroz faktorii (TNF-o: Tumor
Necrosis Factor o) TGF-P sinyalini inhibe ederler. Ayrica, TGF-f’nin proinflamatuar
sitokin ekspresyonunda baskilayict etkileri de vardir, 6rnegin TGF- NK hiicrelerde
TNF-a ve INF& nin sentezini inhibe eder (65).

Implantasyonla ilgili olarak; TGF-B1, transforme olmams fibroblastlarda
baglanma olmaksizin farkhilagsmay: indiikleme yetenegindedir. TGF-31 ve 2 RNA’st
koyunlarin hem endometriyum hem de plasentasinda gosterilmis ve endometriyumun
yapilanmasint ve ekstraselliiller matriksin depozisyonunu etkileyerek koriyon ve
allantoisin olusumunda 6nemli role sahip olduklar ileri siiriilmiistiir (66). TGF-a, EGF
ve TGF-B1’in plasental neovaskiilarizasyonda rol oynayan anjojenik faktorler oldugu
bilinmektedir (62). Insan plasental dokulariyla yapilan hiicre kiiltiirlerinde TGF-§
tiirlerinin trofoblastik hiicre biiylimesi ve farklilagmasini indiikledigi, ayrica farelerde
TGF B1, B2 ve B3 genlerinin mezodermik yapilarin gelisimini indiikledigi gosterilmigtir
(67).

IGF (Insulin Like Growth Factor)

IGF sistemi, implantasyonun yiiriitiilmesinde ve endometriyal siklusta anahtar
rolii oynayan ¢nemli biiylime faktorlerindendir (68). IGF-I ve IGF-H olmak lizere 2 alt
{initesi vardir.

IGF-1 (Somatomedin C) yapisal olarak insiilinle baglantili bir biiyiime
faktoriidiir. IGF-1, hiicrelerin biiylime hormonuna verdigi cevap sirasinda ortaya ¢ikan
en Onemli protein olup 6zellikle kemik bilyiimesi lizerine hiicresel aktivite dizilerinde
fonksiyon gosterir. IGF-I yapisal benzerlikleri yoniinden insiiline gore, insiilin

reseptoriinii daha disiik bir affiniteyle baglayabilir. IGF-1 ekspresyonu menstriiel siklus
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boyunca degisen Ostrojen seviyeleriyle baglantihdir (69). Bu da IGF-I sentezinin
ostrojen tarafindan diizenlendigini ve endometriyumun Ostrojeni indiikleyen biiylime
faktori tarafindan desteklendigini gostermektedir. Maymunlarla yapilan calismada
IGF-I’in‘, Ostrojen ve dstrojen + progesterona cevapta myometriyal biiyiimenin primer
diizenleyicisi oldugu gosterilmistir (70).

IGF-I proliferatif ve erken sekretuar endometriyumda baskin olarak salinirken,
IGF-II orta ve geg¢ sekretuar fazda goriiliir ve gebeligin erken safhasinda desiduada
varlifini devam ettirir (71). IGF-II'nin orta-ge¢ sekretuar fazda endometriyumda bol
miktarda eksprese edilmesinin nedeni olarak progesteron faaliyetine aract oldugu
diistiniilmektedir (72). Bu hormonal fonksiyonlarin yani sira, IGF-II invaze trofoblastta
ve villuslarda ¢cok miktarda eksprese edilir.

IGF-II sadece embriyonik ve neonatal dokularda eksprese edilir (Sekil 2.2.4).
Dogumu takiben IGF-II'nin seviyesi belirgin olarak diistiigti icin IGF-II'nin fetal
biiyiime faktorii oldugu disiiniilmektedir. IGF-II reseptorii, lizozomal enzimlerin

lizozomlarla birlesmesinden sorumlu mannose-6-fosfat reseptorii olarak da tanimlanir.

IGFBP (Insulin Like Growth Factor Binding Protein)

IGF’lerin biyolojik faaliyeti, IGFBP ailesi tarafindan ayarlanir. IGFBP-1, 2, 3
ve 4 endometriyal stromal hiicreler tarafindan iretilir. IGFBP’nin sentezlenmesi ve
salimimuinin insiilin, IGF’ler ve relaksin tarafindan diizenlendigi bilinmektedir (73).

Pre-implantasyon embriyolarimin IGF ve IGFBP sentezlemeye basladig:
gosterilmis ve bu biiylime faktorlerinin etkilerinin implantasyondan 6nce bagladif: ve
implantasyonun hazirlanmasinda ve yiiriitilmesinde anahtar rolii oynadigy ileri
stiriilmiistir (72). Han ve arkadaslarina gére IGF-II ve IGFBP plasental gelisim ve
fonksiyonu i¢in, maternal desidual hiicreler ve fetal trofoblastlar arasinda hiicre-hiicre
iletisimi icin kullanilir (74). IGFBP-1, ilk tanimlandifinda ‘plasenta protein 12’ olarak,
ardindan gebelik—baglantlll o-globiilin® olarak isimlendirilmistir (75).

IGFBP-1, ilk orta-luteal faz endometriyumunda goriilmeye baslar, gebeligin ilk
trimestrinde desiduada, amniyotik sivida ve dolasimda en yiiksek seviyede iiretimine
ulagir ve 3. trimesterde belirgin olarak diiger (76). IGFBP-1’in desidual iiretiminde

morfolojik ve histolojik degisiklikleri progesteron tarafindan arttirilir.
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IGF’lerin IGFBP’lerine baglanmasi sekretuar fazda ve gebelik boyunca
endometriyaomda mitojenik aktiviteyi sinirlar. Ayrica, desidual IGFBP-1, trofoblast
invazyonunun kontrol edilmesine katkida bulunur. Giudice tarafindan, IGFBP-I’in
desidualize endometriyal stromal kiiltirde trofoblast invasyonunu inhibe ettidi ve
bunedenle trofoblast invasyonunda maternal direng oldugu diisiiniilmektedir (76).

IGFBP ekspresyonunun yiiksek seviyesi IGF {izerine indirekt etki yaparak
implantasyonu o6nler. Ayrica IGFBP-1 ilk trimester trofoblastlara spesifik olarak
baglanir. Bu baglanma sirasinda trofoblasttaki oSB1 integrinini baglar. Aynca

fibronektine trofoblast baglanmasini inhibe eder (76).

2.2.2.2 LIF (L.eukemia Inhibitory Factor)

Losemi inhibe edici faktor (LIF: Leukemia Inhibitory Factor), interlokin-6
ailesinden bir sitokindir ve bir ¢ok farkli tip hiicre tizerinde etkilere sahiptir (77). LIF
reseptorlerini eksprese eden hiicreler arasinda, noronlar, megakaryositler, makrofajlar,
adipositler, hepatositler, osteoblastlar, myoblastlar gelmektedir.

Her memeli tiirii, kendi LIF’ine sahiptir ve bugline kadar, farelerde, insanlarda,
koyunlarda, domuzlarda ve ratlarda tespit edilmistir (78). LIF reseptdr kompleksi LIF
reseptor P zinciri ve gp 130 reseptorlerinden olusur (79).

Endometriyum implantasyonunun gerceklesmesi icin gerekli oldugu diisiiniilen
sitokinleri Ozellikle de LIF’i salgilar (Sekil 2.2.5). Gebeligin ger¢eklesmesinde ¢ok
onemli bir rolii oldugu icin bu glikoproteinle ilgili bir ¢ok arastirma yapilmustir (77-81).
Bunlardan en dnemlisi Stewart ve arkadaglarinin 1992 yilinda yaptiklar: bir ¢alismadir.
LIF geni eksik farelerin embriyolarinin normal olarak implante olamadiklarini
gormiisler ve LIF’i peritoneal enjekte etmislerdir. Sonugta bir desidual cevap ortaya
¢ikmis ve embriyolarin implante olduklari tespit edilmistir (81).

Yapilan caligmalarla yetiskin farenin endometriyal bezlerinde yiiksek
miktarlarda LIF’in eksprese edildigi gosterilmistir (82). Farede, LIF’in bez ekspresyonu
ilk ovulasyon sirasinda artar ve menstriiel siklus boyunca diizenlenir. Vajinal plagin
goriildiigli 1. giin bazal seviyeye diiser. Ardindan 4. giin ekspresyonunda maksimal artis
olur ve 5. giin tekrar bazal seviyeye diiser. LIF ekspresyonundaki artis ve diisiisler,

Ostrojen seviyelerindeki degisikliklerle paralellik gostermektedir (83).
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Sekil 2.2.5 Implantasyondan 6nce blastosist ve endometriyum arasindaki
etkilesimde agi3a ¢ikan IL-1 o ve B, IL-1RT1 ve IL-1ra, LIF ve LIF-R, CSF-1 ve CSF-
1-R, glikodelin, integrinler ve MUCI1 gibi faktlerin lokalizasyonu. IL-1’in embriyonik
sekresyonu ve limen epitelindeki IL-1 ile IL-R’niin baglanmasi lokalizasyon
degisikliklerini indiikler ve integrin ile LIF ekspresyonunu arttirir. Ayrica blastosist
liimen epitelinde MUC!’in yikilmasim saglayabilir.

Insanda farkli menstriiel fazlardaki uterus dokularindan alinan endometriyum,
northernblat ile mRNA yontemi ile incelendiginde LIF seviyelerinin proliferatif fazda
diisiik, ovulasyondan sonra yiiksek oldugu tespit edilmistir (84,85).

LIF ile ilgili diger bir arastirmada, Aric1 ve arkadaslan doz ve zaman bagimh
yontemle, kiiltirdeki endometriyal stromal hiicrelerdeki LIF ekspresyonunun, IL-1a,
TNF-a, trombositleden farklilagsan biiyiime fakt6rii (PDGF: Platelet Derived Growth
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Factor), TGF ve EGF’in indiikleyicileri oldugunu géstermislerdir. Interferon 8 ise LIF
ekspresyonunu inhibe eder (85).

Piccini ve arkadaglari yaptiklari bir calismada, LIF’in IL-4 ve Progesteron
tarafindan up-regule edildigini gostermislerdir. Normal menstruasyon goren kadinlarda
LIF sekresyonu, ovaryan biiyiime faktorlerinin etkisi altindadir ve ovaryan fonksiyonu
olmayan kadinlarda bu faktorler yoktur (86).

Insanlarda LIF’in implantasyon periyodunda ilk ortaya c¢ikist LH+7. giindiir
(LH’1in pik yaptif1 giin) (Sekil 2.2.6). Laird ve arkadaslar1 yaptiklann calismada
LH+0’1nc1 glinden LH+6. giine kadar uterus sivisinda LIF gézlememiglerdir. LH+12.
giinde pik yaparken, LH+14. giinde azaldigin1 tespit etmisler ve LIF’in fertil kadinlarda,
infertil kadinlara gore belirgin olarak daha yiiksek oldugunu gézlemislerdir (87).

LIF’in HOXA genleriyle de arasinda iliski bulunmaktadir. HOXA-10 (88),
HOXA-11, Cox-2 (89) ve IL-2 reseptor (90) geni yok edilmis farelerde desidualizasyon
ve implantasyon defektleri goriilmiis, ayrica HOX0-11 geni eksik olan farelerde, LIF’in
eksik oldugu tespit edilmigtir (91).

2.2.2.3 Sitokinler

Sitokinler fonksiyonlar1 feedback mekanizmas: tarafindan kontrol edilen
glikoproteinlerdir. Dogal fonksiyonlari diizenleyerek parakrin ve otokrin iglemlerde kisa
stireli rol alirlar. Sitokinler, yiiksek bir afiniteyle hiicre yiizey reseptorlerinin etkilegimi
ve hiicresel genlerin transkripsiyonunu diizenlerler. Bu degismis transkripsiyon, hiicre
davranisindaki degisikliklerle sonuglanir.

Sitokinlerden IL-1, IL-6, koloni stimiile edici faktor-1 (CSF-I: Colony-
stimulating factor-1) ve TNF-o’min implantasyonda Onemli role sahip olduklar

disiiniilmektedir.
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Sekil 2.2.6 Blastosist ile endometriyum arasindaki etkilesiminde rol alan

faktorlerin menstriiel siklusa gore degisen dagilimlarinin profili.

IL-1 (Interleukin-1)

IL-1, immiin cevabi belirleyen baslica interldkinlerden biridir. En Snemli
fonksiyonu antijenlere kars1 T hiicrelerinin aktivasyonunu arttirmaktir. T hiicrelerinin
aktivasyonu sonucunda IL-2 ve IL-2 reseptoriiniin T hiicre iiretimi daha da artar. IL-1
sisteminin 2 ligandi1 (IL-loe ve IL-1f) ve bir dogal reseptér antagonisti (IL-1ra)
bulunmaktadir. 2 tane IL-1 reseptorii bilinmektektedir (IL-1RTI ve IL-1RTII). Tip 1
reseptorii yaygin olarak eksprese edilir ve ligand baglanmas: sinyal doniisiimiiyle
sonuglanir. IL-1 sinyali, 6zellikle Tip I reseptorleri araciliiyla olusur. Tip I reseptorii
primer olarak 16kositlerden eksprese edilir.

Insanlarda IL-1 ailesinden, IL-1B, IL-1RTI ve IL-lra’nin endometriyum,

endometriyal s1vi, insan embriyolar1 ve anne-embriyonik kisim arasinda bulunduklar



22

bilinmektedir (92,93,94). Insan endometriyumunda IL-1¢ ve IL-1B immiinoreaktivitesi
endotelyal hiicrelerde gosterilmis olmasina ragmen, IL-1RTI primer olarak menstriiel
siklusta luteal faz boyunca endometriyum epitelinde mRNAS: artan seviyelerde
eksprese edildigi gosterilmistir (95,96). Gebeligin 3-9. giinlinde rekombinant IL-1ra’nin
intraperitonal enjeksiyonu ile implantasyonun tamamen bloklandigi Simon ve
arkadaslar1 tarafindan rapor edilmistir (97). Bu da IL-1 sisteminin farede embriyo
baglanmasinda dnemli rolii oldugunu gostermektedir (Sekil 2.2.4). Fakat bunun tam
tersi olarak, fonksiyonel IL-1TI reseptorii eksik olan farelerin normal dogurduklar da
gozlenmistir (98).

Embriyo, endometriyal kaviteye girdiginde, endometriyal epitelyal hiicrelerin
varhifina cevap olarak IL-1 sistemini (IL-1o, IL-1f ve IL-ra) salgilar (93,94) (Sekil
2.2.5). Blastosist, B3 integrinin up-regiilasyonu ile maternal endometriyal epitel
hiicreleriyle aktivasyona girer, bu aktivasyon, embriyonik IL-la ve IL-1f’nmn
endometriyal epitel IL-1RTT’e baglanmasiyla tetiklenir (99). Bu IL-1 indiiklenmis
endometriyal B3 up-regiilasyonu, fonksiyonel olarak ©Snemlidir. Clinkii blastosistin
endometriyal epitelyal hiicrelerine yapisma yetenegini arttirtr. Bu nedenle endometriyal
ve embriyonik IL-1 sistemi arasindaki ayar embriyonik implantasyon i¢in Snemlidir

(99).

IL-6 (Interleukin-6)

IL-6 makrofajlar, fibroblastlar, endotelyal hiicreler ve aktive T helper hiicreleri
tarafindan dretilir. IL-6, IL-1 ve TNF-o. gibi T hiicrelerinin aktivasyonunu igeren
immiin cevapta benzer rolii oynar. IL-6, immiinglobiilinlerin iiretimini ve
glukokortikoid sentezini arttirir ancak, IL-1, IL-2 ve TNF-oo gibi sitokinlerin
ekspresyonunu indiiklemez (100).

Memelilerin plasenta ve uterusunda, IL-6 geninin ekspresyonu galismalarla
ortaya konmustur (101). Bu c¢aligmalarda IL-6 geni eksik mutant farelerin
ireyebildikleri gorilmiis, bu nedenle arastirmacilar tarafindan IL-6’nin embriyo
implantasyonu veya gebeligin yiiriitiilmesinde gerekli olmadif1 diisiintilmiistiir (102).

Ancak, IL-6’nin gebelikte diger genlerin ekspresyonunun diizenlenmesinde fizyolojik
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bir etkiye sahip oldugu bilinmektedir (103). Ayrica IL-6, domuz blastosistinin baglanma
bolgesine yakin kisimda, lokal ve endometriyal inflamasyon sirasinda gdzlenmigtir

(104).

CSF-1 (Colony Stimulating Factor)

CSF-1, fibroblastlar, monositler, makrofajlar ve endotelyal hiicreler tarafindan
eksprese edilen bir biiyiime faktoriidiir. implantasyon sirasinda CSF-1"in endometriyal
epitelyal hiicreler, stromal hiicreler ve trofoblast hiicreleri tarafindan eksprese edildigi
bilinirken (Sekil 2.2.5), CSF reseptorii olan protoonkogen c-fms’in embriyo ve
plasentada eksprese edildigi bilinmektedir (105).

CSF-1’in implantasyon sirasinda fare uterusunda artti: ilk olarak Bartocci ve
arkadaslart tarafindan bulunmustur (106). CSF-1’in fertilitede Snemli roli oldugu
osteopetrotik farelerde (op/op) yapilan deneylerle gosterilmigtir. Osteopetrotik mutant
farelerin CSF-1 geni eksiktir ve infertildirler. Bu fareler, fertil erkeklerle
ciftlestirildiklerinde implantasyon hatalari gozlenmistir. (107). Osteopetrotik erkek
farelerde ise libido ve sperm sayisinda azalma goriilmiistiir. Disi farelerde ise Ostros
siklusunun uzadig1 ve zayif bir ovulasyonun goézlendigi tespit edilmistir. Bu etkiler,
sekonder olarak gonadlarda steroidogenezis bozukluklarina, bu da makrofaj
davranislarinin degisimine neden olur (108). Ayrica Kauma ve arkadaglan tarafindan
menstriiel siklus boyunca CSF-1 ve c-fms’in 6zellikle geg sekretuar fazda ve gebeligin

erken donemlerinde arttif1 gézlenmistir (109) (Sekil 2.2.6).

TNF-o (Tumor Necrosis Factor)

TNF-o. aktif makrofajlar tarafindan iretilen 17 kDa’luk polipeptidtir. IL~1 gibi
immiin cevabi degistiren 6nemli sitokinlerdendir. Yine IL-1 gibi diger otokrin biiylime
faktorlerinin ekspresyonunu indiikler, biiyiime faktorlerine kars1 verilen hiicresel cevabi
arttirir ve proliferasyona yol agan sinyal yolunu indiikler (110). TNF-ct, EGF ve PDGF
ile bazt hiicre tipleri iizerinde sinerjistik etkiye sahiptir. Diger biiyiime faktorleri gibi,
TNF-0, birgok interldkin ve niikleer protoonkogenlerin ekspresyonunu indiikler.

TNE-o’nin farkll trofoblast tabakalari tarafindan eksprese edildigi gosterilerek,

implantasyonda dnemli rolii olan sitokinler arasinda smiflandirimistir (111,112) (Sekil
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2.2.4). Kiltiirii yapilan blastosistin gelismekte olan trofoektoderminde TNF-o'nin
spesifik baglanmasinin gerceklesmesi, trofoblast biiylimesinde biyolojik etkileri
oldugunu ve implantasyonun gerceklesmesinde kritik rol oynadigini gostermektedir.
Yelavarthi ve arkadaslar1 yaptiklann bir calismada, gebeligin 5. giiniinde TNF-o
mRNA’sin1 uterus limen epitelinde gostermislerdir (112). Pampfer ve arkadaslan
indirekt immiinofloresan teknigi ile TNF-o’min fare blastosistine ozellikle de i¢ hiicre
kitlesine baglandigimi gostermislerdir (113). Ayrica TNF-o’nin trofoektoderm hiicreleri
tizerine inhibe edici etkisi yokken, i¢ hiicre kitlesinin proliferasyonu tizerine inhibe edici
etkisi oldugunu bulmuslardir (113). Hampson ve arkadaglari ise, ilk trimester insan
plasentasinin  sinsityotrofoblast ve ekstrasitotrofoblastina diisiik afiniteli TNF-o
reseptoriiniin - baglanmasint gostermislerdir (114). Chen ve arkadaslari, TNF-o
transkriptlerinin ve proteinlerinin ilk trimestir insan plasentasinin desidual hiicrelerinde
ve  sinsityotrofoblastlarda  bulundugunu  gostermislerdir  (111). TNF-o’nin
sinsityotrofoblasta spesifik baglanmasi sonucu, sitokinlerin uteroplasental yapida
otokrin ve parakrin rol oynadig: tespit edilmistir. Bu nedenle plasenta tarafindan hCG

gibi hormonlarin salgilanmasina sitokinlerin araci olabilecegi diistiniilmektedir.

2224 MUCH

MUCI1 molekiiler agirligi 250-500 kDa biiyiikliiginde olan, molekiiler yapisi
antiadeziv Ozelligiyle baglantili bir glikoproteindir (115). MUC1 geni kromozom 1’in
uzun kolunun 21. bandina yerlesmis, endometriyum epitelinin hiicre yiizey baglantil1 bir
sekretuar Uriiniidlir. Ayrica, polimorfik epitelyal musin (PEM), episalin ve epitelyal
membran antijeni (EMA) olarak bilinen cesitleri vardir (115). MUCV’in fare genindeki
aminoasit dizileri 16 tekrar igerirken, insanlarda 20’den 125’e kadar cesitlilik
gostermektedir (116). Insanlardaki MUC!’in yiiksek sayida O-glikosilasyon sitelerinin
varlig1, bu molekiiliin yiiksek polimorfik genetik ¢esitlilik tasidigint gosterir.

Musinler hiicre yiizeyini enzimatik olarak direncli hale getirirlerken reseptorleri,
hiicre-hiicre ve hiicre-ekstraselliiler matriks adezyon ciftlerinin girigini simrlar ve
hiicreleri, immiin sistemden korurlar. MUC1 eksprese eden hﬁcrelefde,' adezyon ve

antiadezyon kuvvetleri arasinda hassas bir denge vardir. Yani MUCI selektin



ligandlarim tasidify i¢in integrinlerin aracilik ettigi hiicre adezyonunu arttirabilirken,
ekspresyonunu arttirarak anti-adezyon fonksiyonu da gosterir.

MUCT’in endometriyumda ekspresyonu menstriiel siklusa gore ve tiirden tiire
cesitlilik gosterir. Yapilan calismalara gére MUCT epitel hiicrelerinden 6zellikle apikal
hiicre yiizeyindeki mikrovillus ve silyalardan kuvvetlice eksprese edilir. Implantasyon
faz1 boyunca yiizey epitelinde down-regule edilir (118,119,120).

Farelerde MUC! musin formu antiadeziv bariyerdir ve ovulasyondan sonra
progesteron tarafindan kontrol edilen down-regulasyonu embriyo baglanmas: igin
gereklidir (118,121). Farelerde, MUC1 ekspresyonunda azalma hem mRNA hem de
protein seviyesinde goriilir ve MUCT1 ekspresyonu uterus reseptivitesiyle tam ters
olarak baglantilidir. Bu bulgulara dayanarak MUC1’in down-regulasyonunun blastosist
tarafindan iiretilen sinyaller aracilifiyla gergeklestirildigi diistiniilmektedir (119). Ancak
sadece insanlarda bu durum tam tersidir. Apozisyon fazi boyunca MUCI1 ekspresyonu
endometriyum epitelinde maksimum seviyededir, implantasyon boyunca direnir (Sekil
2.2.6), sadece implantasyonun gerceklesecegi bolgede lokal olarak azaldigi tespit
edilmistir (115). Menstriiel siklusu iyi tespit edilmis kadinlardan alinan endometriyal
orneklerde MUCI1 proteini ve mRNA seviyelerinin implantasyon penceresi boyunca
azalmadigy, farelerde de tam tersinin gergeklestigi gosterilmistir (115,122).

MUCI1 ektodomeinleri, genis ve yaygin yapilardir ve blastosistin endometriyum
liimenine baglanmas: sirasinda ilk karsilastig1 hiicre yiizey bilesenleridir (117). Bir ¢ok
calismada MUCT’in insan ve diger memelilerin implantasyonundaki rolii arastirtlmakta,
fakat gercek rolii tam olarak bilinmemektedir. Bununla birlikte fonksiyonun 2 sekilde

gerceklestigi hipotezi vardir:

1-Coziinebilir MUC1 implantasyon fazinda hiicre yiizeyinden proteolitik yikilma
veya uglart birbirine yapisma sonucu ortadan kalkar ve boylece serbest kalan adezyon
molekiilleri arasinda baglanma gergeklesir (Sekil 2.2.8-a).

2-Trofoektodermde bulunan hiicre yiizey lektinlerine, endometriyal musindeki
glikan yapilari primer olarak baglanir ve boylece serbest kalan difer adezyon

sistemlerinin arasinda sekonder baglanma goriiliir (Sekil 2.2.8-b).
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Sekil 2.2.8- (a) MUC1’in proteolitik yikilma veya uglarinin baglanmasi sonucu ortadan
kalkamasi. (b) Trofoektoderm yiizey lektinleri ile endometriyal musindeki glikanlarin

baglanmasiyla olugan ortadan kalkma hipotezi.

Son yillarda yapilan ¢aligmalara gore, infertil kadinlarda, MUCT1’in kiiciik allel
geni Yyiiziinden émbriyo basansizliklan goriildigi hipotezi savunulmaktadir (116).
Horne ve arkadaglarinin yaptiklan bir ¢aligmada, agiklanamayan infertilitesi olan ve
IVF siklusunda en az 3 basanisizlifa ugrayan 10 kadindan alinan kan orneklerindeki
DNA ekstratlart normal 10 kadininki ile kiyaslandiginda, kiigiik MUCT allellerine daha
fazla rastlamglardir (116). Infertil kadinlarda bu allellerin biiyiikliiklerinin arasindaki
farklarin embriyoda implantasyon bozukluklarina yol agtigini bulmuslardir ve buradan
cikarttiklan sohuca gére agiklanamayan infertilitenin MUC1’de polimorfizm ile
baglantih olabilecegini ve O-glikosilasyon sitelerinin sayisinda 6nemli bir azalmanin
implantasyon bozukluklarina yol agabilecegini 6ne siirmiiglerdir (120,123).

Sonu¢ olarak ‘MUCI1 anti-infektif Ozelligi oldugu kadar, diisiik standart
blastosistin limen epiteline adezyonunu Onleyen segici bir bariyer olarak rol oynar.
Tekrarlayan  diigiik ‘ olgulartnda, gelisimsel kuvveti azalmig embriyolarin

implantasyonuna izin verildigi i¢in MUCI eksikligi oldugu diisiiniilmektedir (120).

Y.C. YUKSEXOGRETIM KURULW
BOKUMANTASYOH B
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2.2.3 EMBRIYODAN SALINAN SINYALLER

2.2.3.1 EPF (Early Pregnancy Faktor)

EPF sadece gebelige spesifik bir faktor degildir. Preimplantasyon embriyolari,
embriyonal organlar, plasenta, kanser dokulari, rejenere organlar ve kiiltiir
medyumunda bir ¢ok hiicre tarafindan eksprese edilir (124). Son zamanlarda stres
proteni olarak adlandirilan ‘chaperonin 10’ olarak bilinmektedir.

Anti-EPF antikorlart ile immiinize edilen farelerde implantasyon oranlarinin
azaldif1 goriilmiistiir (125). Bu da EPF’nin embriyo veya implantasyon sitesi iizerinde
direkt etkisi oldugunu gostermektedir (Sekil 2.2.4). Lokalizasyon calismalari EPF
antikorlarmnin, gogunlukla trofoektodermde ve az bir baglanma ile i¢ hiicre kiitlesinde
lokalize oldugunu gostermislerdir. Bu nedenle, EPF hem immiinosupresif ajan, hem de
biiyiime faktorii olarak nitelendirilebilir (126).

Klinik ¢alismalarda, EPF’nin fertilizasyondan sonra maternal sistemde kisa siire
ortaya c¢iktigt ve embriyonun yasamini devam ettirmesiyle baglantihi oldugu
gosterilmistir Ayrica EPF molekiillerinin, mitojenik stimiilasyondan sonra lenfositler
tarafindan eksprese edilen spesifik reseptorlere baglanmasi araciifiyla T ve B
hiicrelerinin proliferasyonunu baskiladigr da bilinmektedir (127). Embriyoda EPF-
benzeri aktivitenin varhify, in vitro fertilizasyona maruz kalan hastalarin gebeliklerinin
basaristyla dogru orantilidir. Aym1 zamanda EPF, IVF’ten sonraki embriyonik hiicre
boliinmesi ve follikiiler gelisime yardimci olmak igin FSH ve estradiol ile etkilesime
gecebilir (128).

Sonug olarak, EPF gebelikte immiin cevapla iliskilidir veya daha genel olarak
organizmanin proliferasyonuyla iliskilidir. Fakat EPF embriyoya spesifik olmadigindan,

implantasyondan dnce embriyonun yasamasinda limitli bir klinik role sahiptir.

2.2.3.2 PIF (Preimplantation Factor)

PIF, hiicresel immiin-sistemi ayarlayan embriyo kokenli faktordiir. Lenfosit /
Platelet baglayici fonksiyon gosterir. Insan ve fare embriyo kiiltiirlerinde 2 hiicreli
agamada gosterilmigtir (129) ve embriyo transferinden sonraki 4 giin boyunca ve
intrauterin  inseminasyonundan 5-6 giin sonra maternal sirkiilasyonda ortaya

cikanlmistir (130). Gebelik basarisizlikla sonuglandiginda PIF, hCG’nin azalmasindan
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once hizla dolasimdan kaybolur (130). Son calismalara gore PIF 5 farkli memeli
tipinde: insan, fare, domuz, at ve ineklerin edometriyumunda ortaya ¢ikarilmustir (131).
Bu c¢alismalara gore, PIF immiin sistemin ayarlanmasinda da gorev almaktadir ve

gebeligin devami ve embriyonun yasamasi igin gerekli cevrenin olugmasini saglar.

2.2.3.3 PAF (Platelet Activating Factor)

Fertilizasyondan kisa bir siire sonra embriyoyu c¢evreleyen ortamda ortaya
cikarilmig, diisiik molekiiler agirlikli asetilgliserofosfolipidlerin bir sinifidir. PAF,
farede fertilizasyondan kisa bir siire sonra varolan gegici thrombositopenia’den
sorumludur (132). Gebelikte PAF follikiiler sivida, endometriyum ve embriyonik sivida
bulunur (133). PAF’1n gebelik disindaki olaylarda; ornegin hiicre-hiicre iligkisi, damar
gecirgenligindeki degisiklikler ve inflamatuar reaksiyonun aktivasyonunda Onemli
fonksiyonu vardir (134). Bu fakttr beyaz kan hiicreleri, trombositler ve endoteliyal
hiicreler tarafindan eksprese edilir (133).

PAF’in gebeligin erken safhalarinda devam ettirilebilmesi igin gerekli oldugu
diisiiniilmektedir. Yapilan ¢alismalarla yiiksek kalitedeki embriyolarin zayif kalitedeki
embriyolara gore daha fazla PAF salgiladiklar gosterilmistir (135). PAF’ in embriyo
tarafindan en fazla salinum 2 hiicreli asamada gerceklesir ve bu asamanin ardindan
azalir (136) (Sekil 2.2.4). Embriyonik kiiltirlerde PAF’la ilgili cgesitli sonuglar
bildirilmistir. Bazi1 durumlarda hi¢ etkisi olmadigi, bazi durumlarda ise fare embriyonik
hayatini etkiledigi ve blastosist hacmini arttirdid: rapor edilmistir (136).

Embriyo tarafindan PAF sisteminin ekspresyonu komplekstir. 4 hiicreli
asamada, oositte bulundugundan daha fazla seviyede PAF olusarak embriyonal gelisimi
hizlandirir. Tam tersi olarak, PAF asetilhidrolaz reseptor transkriptleri IVF’ten sonra
embriyolarda tamimlanmamistir. Bu da, kiiltiir kosullarinin reseptér ekspresyonunu
degistirdigini gostermektedir (137). Deneysel ¢aligmalarda, ciftlesmeden 6nce PAF

farelere enjeksiyonuyla implante embriyolarin sayisinda azalma goriilmiistiir (138).

2.2.3.4 Biiyiime Faktorleri
Embriyo gelisiminde, EGF ve TGF-a’nin 8 hiicreli erken blastosist agamasinda

cksprese edildigi yapilan aragtirmalarda gosterilmistir. EGF reseptorii fare ve insan
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preimplantasyon embriyolarinda eksprese edilir ve EGF ailesinin, embriyolarda protein
sentezi ve blastosist gelisiminde etkileri vardir (139,140) (Sekil 2.2.4).

Diger biiyiime faktorlerinden TGF-8’nin varlifi blastosist biiyiimesine kolaylik
saglar, ayrica iyi kalitede olan embriyolarin TGF-p salgiladiklan bilinmektedir (67).
TGF-B ailesinin bir ¢ok iiyesi, ozellikle TGF-B1, B2, B3 ve Aktivin A, erken
embriyolarda mezodermal farklilasmanin potent indiikleyicileridir (141). IGF-II’nin
morula ve blastosist agamalarinda eksprese edildigi bulunmustur. Pre-implantasyon
embriyolarinda IGF-II ve IGFBP transkriptlerinin gosterilmesi, bu biiylime
faktorlerinin etkisinin implantasyondan once fetal gelisimde basladigim gostermektedir

(72).

2.2.3.5 Sitokinler

Yapilan caligmalarla CSF-1, 2-8 hiicreli erken blostosist asamasinda
gosterilmistir (142) (Sekil 2.2.4). IL-1, IL-6 ilk 48 saat boyunca IVF’ten sonra embriyo
kiiltiir sivisinda gosterilmistir. Embriyoda sitokin iiretiminin hangi fakttrlerden
kaynaklandig1 tam olarak bilinmemektedir, ancak graniiloza, kumulus ve sperm
hiicrelerinin sentezledigi diisiiniilmektedir (143). Kiiltiirii yapilan erken embriyo ve
oositin medyumunda IL-1¢t, enzim-bagli immiinosorbent assay (elisa) yontemiyle
ortaya ¢ikarilmigtir. Insan blastosistindeki IL-6’nin transkriptleri ve reseptorii RT-PCR
(Reverse Transcription-Polimerase Chain Reaction)’la ortaya cikanimistir (144).

Morula asamasindan 6nce de TNF-0’nin varlif gosterilmistir (113).

2.2.3.6 Prostaglandin

Prostaglandinler, hem epitelyal ve stromal hiicreler hem de insan embriyolar
tarafindan iiretilirler ve endometriyamda prostaglandin igerigi ge¢ sekretuar fazda en
list seviyeye ulasir. Endometriyumda iretilenlerin basinda prostaglandin  F2o
gelmektedir ve mybmetriyal kasilmalarda kuvvetli bir tetikleyicidir (145) (Sekil 2.2.4).
Preimplantasyon yapilar1 tarafindan prostaglandin (iretimi implantasyondan sonra
azalir, bu da supresyonu saglayan aktif bir mekanizmanmn varhifini gostermektedir
(146). Prostaglandinlerin tiretimi Ostrojen destegi ile gerceklesmektedir, fakat sekretuar

endometriyumda ortaya ¢ikan artig progesteron seviyesiyle baglantihidir (146).
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2.2.3.7 hCG ve IFN-5 (Human Chorionic Gonadotropin ve Interferon Gama)

Bu iki hormonal karakterin bazi sinyalleri trofoblast igin spesifiktir. Ayrica
korpus luteumun ve korpus luteum tarafindan salinan progesteronun devamindan
sorumludur. hCG iretimi ilk 7-9. haftalar1 boyunca gebeligin devamliliini ve
progesteronun salinimim saglar. Shi ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismaya gore, hCG
trofoblast hiicre motilitesini ayarlamaktadir, embriyo implantasyonunun erken safhasi
boyunca trofoblastlarin fonksiyonunlarini diizenlemede Snemli bir rol oynamaktadir
(147).

Interferon-8, IFN-a, INF-b ve INF-w tip 1 interferonlar olarak gruplara ayrilirlar
ve antiviral aktivitelerinden primer olarak sorumludurlar. IFN-8 primer olarak CD8+T
hiicrelerinden salgilanir. Hemen hemen biitiin hiicreler IFN-9 igin reseptdr eksprese
ederler ve artmig yiizey class 1 MHC proteinlerine baglanirlar. IFN-§ kemirgenlerde
trofoblastlara spesifik bir sinyaldir ve korpus luteum ile korpus luteumun iirettigi

progesteronun devamindan sorumludur (148,149).

2.2.3.8 LIF ( Leukemia Inhibitory Factor )

LIF embriyolarda trofoblast farklilagmasini etkileyerek, adeziv fenotipligini
ayarlar. Ayrica implantasyon boyunca hem embriyonik dokulardan, hem de uterus
epitelinden parakrin sinyallerinin salinmasina neden olur (80). Farelerde LIF,
endometriyum epitelinden ve embriyodan bagimsiz bir sekilde eksprese edilmesine
karsin, Stewart ve arkadaglart tarafindan implantasyonunun LIF’in uterusdaki
ekspresyonuna bagli oldugu gosterilmistir (81). LIF’in, embriyolardaki post
implantasyon gelisiminde oOnemli oldugu, LIF reseptorlerindeki gen delesyon
calismalaniyla gosterilmistir (150).

Yapilan deneylerle LIF’in fare (151) ve inek (152) embriyolarinda blastosist
formasyonunu arttirdifi ve koyunlarda ise (153) implantasyon oramn: arttirdigt
gosterilmistir.

Dungluson ve arkadaglari IVF uygulanan hastalarin embriyolarina LIF ekleyerek
(1.000 1v/ml) blastosist formasyonunun %18 den %44’e ¢iktifini ve optimal kalitesinin

%10’dan %33 e ¢ciktigim bulmuglardir (154).
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2.3 ADEZYON

Blastosist uterus liimeninde 2-3 giin kalir ve bu arada enzimatik olarak gevseyen
zona pellusidasindan siyrilir (hatching). Gelisiminin 6.-7. giinii epitel yiizeyine yerlesen
blastosistin tutunmasi1 endometriyum sekretuar faza girdigi zaman gergeklesir. Temas
noktasinda trofoblast hiicreleri dista sinsityotrofoblast igte sitotrofoblast tabakalarina
farklilagarak endometriyum epiteline penetre olurlar. I¢ hiicre kitlesi trofoblast
boslugunun i¢ duvari boyunca tutunma bdlgesine goc eder, bu sekilde blastosist

embriyonel kutuptan endometriyuma sokulmus olur (Sekil 2.3.1).

_Trofoblast
Embriyoblast

ADEZYON

Sekil 2.3.1 Blastosistin embriyonel kutuptan endometriyuma adezyonu.

Implantasyonda adezyonun, gebeligin gerceklesebilmesi i¢in en 6nemli asama
oldugu diigiiniilmektedir. Ovulasyon sonrasinda progesteron ile prereseptif donem
baglatilir. Ancak progesteron implantasyon hazirhigr igin tek bagina yeterli degildir.
Ostrojen seviyelerinin de belli diizeyde var olmasi ile reseptif dénem dedigimiz

implantasyon dénemi gerceklesir (8,155,156).
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Ostrojen ve progesteronun etkisi ile endometriyum ve blastosistten salinan
faktorler EGF, HB-EGF, LIF, IL.1, IL6, CSF, HOXA 10 ve 11 genlerinin varlifinda
siklooksijenaz enzimlerinin (cox) ekspresyonunu indiiklerler (35,88.89). Bu genler de
endometriyamun prereseptif fazdan reseptif faza geg¢mesine ve adezyonun
baslatilmasina yol agarlar (Sekil 2.3.2). Trofoblast ve uterus epitelinin adezyonu
biyolojik bir paradoksu temsil eder. Genetik olarak farkli iki epitel olan blastosist ve
endometriyum epitelinin apikal kutuplarindan yapistiklart goriiliir. Bu yapismanin
mekanizmasi halen c¢ok net acgiklanamamistir. Ancak bu mekanizmanin
gerceklesmesinde adezyon molekiillerinin anahtar rolii oynadiklart kesin olarak
bilinmektedir (6).

Uteiine hetivation BLASTQCYST
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Sekil 2.3.2 P4 ve E2 ‘nin etkisi ile implantasyon sirasinda uterusun prereseptif

asamadan reseptif asamaya gecisinin molekiiler mekanizmasi.
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2.3.1 ADEZYON MOLEKULLERI
Adezyonu saglayan molekiiller arasinda
cesitli bicimde baglantilar kurulabilir.
Bu baglantilar 3 cesittir (Sekil 2.3.3).

1-Homofilik baglanma: Hiicre iizerindeki
HOMOPHILIC BINDING
molekiil, kars: hiicrenin ayni tiir diger

molekiiliine dogrudan baglanir.

2-Heterofilik baglanma: Hiicre yiizeyindeki
molekiil kars: hiicrenin farkl: tiir molekiiliiyle

baglanir.

3-Bir ekstraselliiler molekiil vasitasiyla baglanma:
Bir hiicredeki hiicre ylizey reseptorii, kars:
hiicrenin reseptoriine ekstraselliiler salinmig

baglayict molekiil (ligand) aracilig: ile baglanabilir.

Sekil 2.3.3 (a) Homofilik baglanma,

(b) Heterofilik baglanma, BINDING THROUGH
. AN EXTRACELLULAR
(¢) Bir ekstraselliiler molekiil vasitasiyla baglanma. LINKER MOLECULE

Adezyon molekiilleri ise 4 grup altinda toplanmaktadir (Sekil 2.3.4).
1-Kaderinler
2-Selektinler
3-Ig siiperailesi

4-Integrinler ve diger ECM bilesenleri
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Sekil 2.3.4 (a) Kaderinler, (b) Selektinler, (c) Ig siiper ailesi, (d) Integrinler

2.3.1.1 Kaderinler

Kaderinler, gelisim siiresince hiicre tasinmasinda ve adezyonunda 6nemli rol
oynayan kalsiyum bagimli transmembran homofilik adezyon reseptorleridir (157)
(Sekil 2.3.5). Klasik kaderin ailesinin bir ¢ok iiyesi bulunmaktadir. Her biri kdken
aldiklar1 dokuya gore isimlendirilmigtir, 6rnegin e-kaderin ilk epitelyal dokuda, n-
kaderin sinir sisteminde, p-kaderin ise plasentada bulunmustur, ancak daha sonra diger
dokularda da gosterilmiglerdir. E-kaderinin epitelyal tiimor hiicre metastazini ve
invazivligini baskilayan bir rol oynadig: diisiiniilmektedir (158). Kaderinler fonksiyonel
adezyon aktivitesi gostermek icin, kateninler denilen sitoplazmik plak proteinleri ve
sitoiskeletle kompleks formu almaktadirlar (159). Klasik kaderinlerin sitoplazmik
bolgeleri, adeziv mekanizmanin kimyasal ve mekanik doniigiimiinde 6nemli rol
oynayan 170 aminoasit dizisi igerirler. Sitoplazmik bélgede o ve P katenin proteinleri
kompleks form alirlar. Bu proteinlerden o-katenin, aktin sitoiskeletini kaderine
baglama ozelligi nedeniyle kaderin-aracili hiicre adezyonunda fonksiyon gosterir. B-

katenin ise o-katenin ile kaderinin zincir olusturmast igin araci olarak adezyonda rol
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alir Ayrica, morfogenez boyunca sinyal olaylar1 i¢in fiziksel adezyonda gorev alarak
sinyal doniisiimiine katilir (160).

Kaderinlerin belirgin yapisal 6zelliklerinden biri, hiicre baglanmasina katkida
bulundugu diisiiniilen hiicre dis1 (EC: ekstra hiicresel) domeinlerini icermesidir. Klasik
kaderinlerin hiicre disi domeinleri EC1 den ECS’e isimlendirilen 5 alt domeine
ayrilmistir. Yiiksek ¢oziiniirlik yapisindaki bu domeinler hiicreler arasinda homofilik
adeziv baglanmay1 gergeklestirirler (161,162). Bu homofilik baglanmaya gore; kaderin
molekiilleri, plazma membranindan adeziv baglanma yiizeyine direkt uzanan, birbirine
paralel dimerlerden olusur (162). Her bir dimerin terminal ucunda EC domeini bulunur
ve karsisindaki hiicrenin adeziv baglanma bolgesinde bulunan anti-paralel
oryantasyondaki diger 2 dimer ile etkilesime girer. Bu kaderin dimerleri arasindaki
homofilik baglanmaya fermuar modeli denir.

E-kaderin, uterus ve diger epitelyal hiicrelerin adezivlik ve polarize fenotipinin
devaminda anahtar rolii oynamaktadir (163). E-kaderin implantasyon sitesinde,
uterusda eksprese edilen glikoproteinlerdendir. Fare uterusu gebeligin 4. giinii reseptif
hale gelir ve reseptif endometriyumun belirleyicisi olarak e-kaderinin dagilim
hormonal ve diger stimiilatorlerin etkisi altinda degisir (164).

E-kaderini pozitif olan stromal hiicreler, trofoblastin stromaya invazyonunda
rehber olan epitelyal hiicreler gibi davranirlar. Invazyonun mezometriyal kutuptan
antimezometriyal kutba ilerlemesinin devamlilig1 e-kaderin ekspresyonun degigmesiyle
baglantilidir. Implantasyonun gerceklesmesinde, e-kaderin gibi adezyon molekiilleri
trofoblastin endometriyuma hiicre gociiniin devaminda ve sinirlandirilmasinda kritik rol
oynarlar (165).

Kaderinlerin fonksiyonlarini etkileyen faktorlerin arasinda bulunan kalsitonin
Kemik ve bobrekte kalsiyum homeostasini diizenleyen peptid yapida bir hormondur
(166). Implantasyon sirasinda ratlarin reseptif endometriyumundan eksprese edilir
(167). Yapilan in vitro ¢aligmalarda kalsitoninin eksojen olarak uygulanmasiyla, gebe
ratlarin endometriyum epitelinde e-kaderininin ekspresyonunun azaldig1 goriilmiistiir
(167). Bu nedenle Kkalsitoninin implantasyon boyunca, e-kaderin gibi baglanti

komplekslerinin diizenlenmesinde kritik rol oynadig diisiintilmektedir (168).
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2.3.1.2 Selektinler

Selektinler, inflamasyonda ve immiin yanitta 6nemli veri olan, endotelyal
hiicreler ve 16kositler arasinda heterofilik etkilesimlere (16kositin endotelyum boyunca
gociinti arttirirak) aracilik eden adezyon molekiilleridir. Selektinler, kalsiyam bagiml
tek lektin domeinleriyle tanimlanirlar ve karsilarindaki hiicrenin spesifik karbonhidrat
gruplarim1 baglarlar. Selektinler, fukosilat karbonhidratlan, ozellikle de Lewisx ve
mucinleri baglayan proteinlerdir. Endotelyal (E)-selektin, 16kosit (L)-selektin ve platelet
(P)-selektin olmak iizere 3 alt gruba ayrilirlar. Herbir selektin reseptor molekiili: bir
lektin benzeri N-terminal domeini, onu takiben EGF benzeri motif, bir transmembran
domein ve sitoplazmik ug igerir.

L selektin (CD 62L) genel olarak lokositlerde eksprese edilir ve endotelyal
hiicrelerde aktive edilir. E selektin (CD 62E) sitokin aktivasyonundan sonra endotel
hiicrelerinden iiretilir ve notrofiller, monositler, eozinofiller, lenfositler ve bazi tiimor
hiicrelerinde reseptorleri vardir. P selektin (CD 62P) plateletlerin graniillerinde veya
endotelyal hiicrelerin Weibel-Palade cisimciklerinde depolanir ve salinir. Bir kistm P
selektin ise sitokin aktivasyonundan sonra eksprese edilir.

Implantasyonda L, E ve P selektin olmak iizere 3 tiirli nemlidir. P selectin
yariklanma agamasindaki insan preimplantasyon embriyolarinda (169), L ve E selektin
fare blastosistinde gosterilmistir (170,171). Ancak bu selektinlerin yok edildigi mutant
farelerde embriyonik gelisimlerin ve implantasyonun normal olarak gerceklestigi

gosterilmistir (170,171,172).

2.3.1.3 Ig Siiperailesi

Ig siiper ailesi hiicre adezyon -molekiilleri (CAM) kalsiyum bagimsiz
transmembran glikoproteinleridir. Disiilfit baglar1 ile birarada tutulan genis
ekstraselliiler globiiler-domeinlerle tanimlanan adezyon reseptorleri igerirler. Bu grubun
¢ogu lyesi homofilik hiicre-hiicre adezyonunda igerilirler ve embriyonik gelisimde
onemli rol oynadiklari diiginiilir (173). Her Ig stiper ailesi CAM’ii ekstraselliiler
domeine sahiptir. Bu domein, sistein kalintilar1 biriktiren bircok Ig-benzeri intra-zincir
distilfit bagli bir ilmik, bir transmembran domein ve sitoiskeletle etkilesime gecen

intraselliiler domein igerir.
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Sekil.2.3.5 Implantasyon sirasinda endometriyal epitelyal hiicreler ile trofoektoderm
arasindaki baglanma cesitleri. (a) av integrinin, bir bifonksiyonel ekstraselliiler ligand
aracilifzyla baglanmasi, (b) Homotipik baglanma gosteren trophonin-trophonin adezyonunun
sitoplazmik tastinin de gerekli oldugu bir baglanma, (¢)Bir hiicre yilizey proteoglikant HSPG’nin
heparan siilfat zincirleriyle, kars1 hiicre yiizeyinde bir temel protein ile heterotipik baglanma. Bu
baglanma iki yonde de gergeklesebilir. (d) Kaderin 11’ler arasinda homotipik baglanma. (e)
Endometriyal glikoprotein glikan ile bir embriyonik lektin arasinda heterotipik baglanma. (f)

Glikan-glikan baglanmasina dayanan Lewis Y tip ve H tip glikanlar arasindaki baglanma.

Genel olarak, integrinleri veya diger Ig siiper ailesi hiicre adezyon molekiillerini
baglarlar. Alt gruplan interselliiler adezyon molekiili (ICAM), vaskiiler-hiicre adezyon
molekiilii (VCAM-1), platelet-endotelyal-hiicre adezyon molekiili (PeCAM-1), noral-
hiicre adezyon molekiili (NCAM) diir. Interselliiler adezyon molekiillerinden olan
ICAM-1 ve ICAM-2 aktif endotelyal hiicreler tarafindan eksprese edilir ve integrin
reseptorlerine baglanirlar.  VCAM-1 damar endotel hiicrelerinde tanimlanirken,
PECAM-1 ise nétrofiller, monositler, plateletler ve genis miktarlarda endotelyal
hiicrelerde tanimlanmistir.  NCAM’in - ilk olarak lokositlerde eksprese edildigi
gosterilmistir. Ancak baskin olarak sinir dokularinda eksprese edilir ve NCAM’1n 4
farkli formu oldugu bulunmustur. Glikosilasyonun farkh miktarlém, ozellikle sialeik

asidin miktarlari, molekiiliin adezivligini degistirebilmektedir.



Implantasyon sitesinde goriilen hiicre adezyon molekiilleri ICAM-1, NCAM ve
VCAM-1'dir. Bu proteinlerin hepsi gelisimin erken implantasyon basamaginda

bulunmaktadir fakat blastosistte gosterilememisdir (174).

2.3.1.4 Ekstraselliiler Matriks Proteinleri

Implantasyon, hiicre gogii, invasyon gibi bir ¢cok biyolojik olay ve birgok makro
molekiilden meydana gelmis ekstraselliiler matriks denilen bir ag tarafindan kontrol
edilir (10,175). Bu matriks, hiicreler tarafindan lokal olarak salinan ve birlesen bir ¢ok
proteoglikanlar ve yapisal glikoproteinlerden olusur (176). Bu ¢alismanin esas konusu
olan implantasyonun adezyon molekiilleriyle ilgili safhasinin daha iyi anlasilabilmesi
icin ekstraseluler matriksin ve proteinlerinin yapisal ve fonksiyonel Ozelliklerinin
tanimlanmasi gereklidir.

Ekstraselliiler matriks esas olarak 2 temel makromolekiilden olusur bunlardan
birincisi; bir polisakkarit olan ve proteoglikan proteinlerine kovalent baglanan
glikozaminoglikanlar, digeri ise karbonhidratlarin baglandig: bir protein kokii igeren

bilesikler olan yapisal glikoproteinlerdir.

2.3.1.4.1Glikozaminoglikanlar

Glikozaminoglikanlar (GAG) genellikle, bir {ironik asit ve bir de heksozamin
tarafindan olugturulan tipik bigimde tekrarlayan disakkarit birimlerinden meydana
gelmis dogrusal polisakkaritlerdir. Genellikle bu sekilde isimlendirilmelerinin nedeni,
tekrarlayan disakkarit yapisinda 2 sekerden birinin daima aminogeker olmasidir. Bu
disakkaritin bir sekeri N-asetil glukozamin veya N-asetil galaktozamin iken ikinci
sekeri genellikle glukoronik asit veya iduronik asittir (Sekil = 2.3.6).
Glikozaminoglikanlar, negatif yiiklii siilfat ve karboksil gruplar yiiziinden
hidrofiliktirler. Bu nedenle suyu gekerek hidrat jelatin matriks formunun olusmasina
neden olurlar. Boylece GAG zincirleri ekstraselliiler boslugun ¢ogunu doldurarak,
dokulara mekanik destek saglayan suda ¢oziinebilir molekiillerin hizhi difiizyonuna ve
hiicrelerin gogiine izin verir. Glikozaminoglikanlarda 4 temel grup ayirt edilmigtir:
Bunlar hyaluronik asit, kondritin siilfat ve dermatan siilfat, heparan siilfat veya heparin

keratan siilfattir.
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Sekil 2.3.6 Bir proteoglikan molekiilii, cekirdek proteine kovalent baglanan ¢ok sayida
glikozaminoglikanlardan olusur. Cekirdek protein glikozaminoglikan zincirlerine ekolarak,

bir¢cok N ve O zincirli oligosakkarit zincirleri igerir.

Glikozaminoglikanlarin kombinasyonlariyla ¢ok cesitli proteoglikan olusabilir.
Bu proteoglikanlar plazma membranina goémiilebilirler, membran fosfollipitlerine
kovalent baglanabilirler ya da reseptor proteinlerine baglanirlar. Proteoglikanlar ve
kollajen, hiicreleri ektraselliiler matrikse (ECM) baglamak i¢in adeziv glikoproteinlerle

(fibronektin ve laminin) giiclendirilmis resept6r proteinlere (integrinler) baglanabilirler.

Trofoblast ve limen epitelinin ilk etkilesime girdigi anda, bu karbonhidrat
temelli antikor ve lektin baglayici proteoglikanlarin adezyonda rol oynadifi ortaya
cikanlmstir (177). Bazilan gebeligin periimplantasyon periyodu veya dogum siklusu
boyunca eksprese edilir. Endometriyal epitelde diizenlenen bu yapilar H-tip-1 antijen
(Fuc a1-2Gcl B1-3GlcNacP1) dir (178). Bu salgilama fare liimen epitelinde Ostrojenin
etkisi altindadir (179). H-tip-1 antijen tam implantasyon zamani gebeligin 4. giiniine
kadar diizenli olarak liimen epitelinin ylizeyinden eksprese edilir ve trofoektodermle
etkilesime neden olabilir (179). Implantasyon olusamazsa, bu H-tip-1, reseptif
peryottan sonra gdzden kaybolur. Ayrica H-tip-1 antijen insan glandular ve liimen

epiteli tarafindan da salinir ve luteal fazda follikiiler fazdan daha fazladir (180).
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Diger karbonhidrat temelli antikor, Le-y karbonhidrat antijen (Fucou-2Galfi-4
[Fucou-3] GIcNAcP1) farede blastosist yiizeyinde ve liimen epitelinde bulunmaktadir
(181). Bu nedenle Le-y karbonhidrat antijeninin fare blastosistinin liimen epiteline
yapismasinda katkida bulundugu sonucuna varilmaktadir. Ayrica insanda da

endometriyum epitelinde salindif1 ortaya ¢ikarilmistir.

Implantasyonda rol oynayan Onemli bir molekiil olan heparan siilfat
proteoglikan membran-baglayici ve ECM-baglantili formlariyla implantasyon sitesinde
yer alir (182). Blastosist ile liimen epiteli adezyonunda, bu molekiillerin etkilesiminin
ozelligi, dokuya ©zel esas protein salimmu ve karakteristik tekrarlayan disakkaritlerin
(Glc-GIcNAC) karigik modifikasyonlart temeline dayanmaktadir. Blastosist heparan
siilfat proteoglikanin (HSPG) transmembran formu olan sindikani da salgilar, fakat
trofoektoderm yiizeyinde az miktarda goriillmiistiir ve gen delesyonundan sonra
yoklugu infertilitede etkili degildir (183). HSPG’nin bazal membran formu olan
perlekan’in, zonasindan ayrilan blastosistin etrafini sararak blastosiste yapigma
yetenegi kazandirdigi gosterilmistir (183). Bu nedenle HSPG trofoektodermin liimen
epiteline baglanmasinda koprii (ligand) gorevi goriir ve fare embriyolan HSPG-
baglayici proteinlere baglanabilir. Insanda, zonadan ayrilmis blastosistler tarafindan
perlekan veya diger ECM-baglantilit HSPG’nin salinip salinmadigt bilinmemektedir.
Bunun yaninda HSPG baglayict protein olan, heparan siilfat proteoglikan etkilesim
protein (HIP) reprodiiktif siklus boyunca insan endometriyal epiteli RI.-95 hiicreleri
tarafindan salindig: gosterilmistir (184).

Ayrica liimen epiteli veya trofoektodermdeki diger adezyon molekiilleri de
HSPG’1 baglayarak blastosist baglanmasinda fonksiyon gorebilirler. Ornegin, noral
adezyon molekiillerinden N-CAM, HSPG’1 baglayabildigi ve yariklanma evresindeki
insan embriyolarinda ve fare blastosist trofoektoderminde bulundugu gosterilmigtir
(185). implantasyon sirasinda embriyo tarafindan liimen epitelinde salinimt arttirilan

HB-EGF’1n HSPG ile etkilesime girdigi de gosterilmigtir (48).



41

2.3.1.4.2 Yapisal Glikoproteinler
Kollajen

Insan viicudunda en ¢ok bulunan ve yiiksek karakteristik ozellik gosteren
kollajenler fibr6z protein ailesindendir. Bag dokusu hiicreleri tarafindan salinir ve
karakteristik 6zelligi, biikiilemeyen ii¢lii sarmal heliks yapisidir. a zinciri denilen 3
kollajen polipeptit zinciri, birbirleri etrafinda diizenli siiper heliks olusturacak sekilde
biikiilmiiglerdir (Sekil.2.3.7). Kollajenlerin 3’1i heliks sarmalinin olugmasinda prolin,
glisin ve lizin denilen 6nemli aminoasitler yer almaktadir. Prolin halka yapisinda
oldugu i¢in, her bir o zincirinin helikal bigimini sabitlestirir. Glisin kiiciik bir
aminoastittir. o zincirinin santral bolgesine ii¢ helikal o zincirinin diizenli olarak ve
sikica bir araya gelip kollajen siiper heliksini olusturmasin saglar. Diger amino asit
lizin, farkh fibrillerin lizin residueslarinin arasinda kovalent baglanmanin gelismesine
izin verir ve bu gapraz baglanma sekli kollajene farkli bir gerilebilme ozelligi

kazandirir.

Lisin

Sekil.2.3.7 Kollajen biikiilemeyen
Thr iicli sarmal heliks yapisindadir. o
zinciri denilen 3 kollajen polipeptit
zinciri, birbirleri etrafinda diizenli
siiper heliks olusturacak sekilde

biikiilmiislerdir.

Glisia
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Bu zamana kadar 20 o zinciri ve bunlarin kombinasyonlanyla 10 tip kollajen
molekiilii ayrit edilmistir. Tip 1, 2 ve 3 bag dokularinda bulunan ana tip fibriller
kollajenlerdir. Kollajen IV molekiilleri 06zellikle bazal laminada bulunur. Fibril
olusturmak yerine, biitlin bazal laminada aglar olusturup tabaka halinde birleserek
biiyiik yer kaplarlar. Kollajen IV bir ¢ok yonle fibriler kollajen molekiillerden farklidir.
Diizenli Gly-x-y tekrarlayan amino asit dizisi, bircok kollajen molekiiliiniin {iglii sarmal
yapisint bozacak sekilde helikal olmayan diziler tarafindan kesilir. Bu nedenle fibril
formundaki kollajenden daha esnektir. Tip 4 prokollojen molekiilleri, sekresyondan
sonra yariklanmaz, salinan molekiiller yariklanmamis propeptidleri araciligi ile ¢ok
tabakal1 ag olusturmak amaciyla birlesirler. Elektron mikroskobik caligmalar, bu
molekiillerin, karboksil terminal peptidlerinin kafa kafaya birlesmesiyle kafes
goriinimlii cok tabakali ag yapisin1 olusturdugunu gostermektedir. Kollajen molekiilleri

arasindaki disiilfid ve diger kovelent gapraz baglar bu baglantiy: saglamlagtirir.

Yapisal protein olarak bazal membranda yer alan kollajen IV’iin, aynt zamanda
da trofoektoderm ile endometriyum liimen epitelinin yapisabilmesi igin integrinler
arasinda ligand gorevi gorerek implantasyonda dnemli rol oynadig: bilinmektedir (186).
Bazi aragtirmacilara gore; kollajen IV preimplantasyon safthasi boyunca endometriyum
limen epiteli bazal memraninda varligini siirdiirlirken, trofoblastin liimen epiteline
penetre oldugu sirada, gecici bir siirelifine bazal laminanin yikimina paralel olarak
salintmi azalmaktadir (187). Buna karsilik stromadaki desidual hiicrelerde kan
damarlar1 ve salgi bezlerinde, ayrica ekstra embriyonik endoderm hiicrelerinin visseral

ve pariyetal tabakalarinda artmaktadir (188).

Endometriyum liimen epitelindeki bazal laminada yapisal glikoprotein olarak
bulunan kollajen IV’iin embriyonik dokularla direkt olarak etkilesime gecmedigi,
bununla birlikle implantasyon sirasinda oufi, o2P1, o3Pi, ovPi integrinlerinin

baglanmay1 gerceklestirebilmesi i¢in ligand gorevi gordiigii 6ne siiriilmektedir (189).
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Fibronektin

Implantasyonda ¢ok ©nemli bir roli olan diger bir ECM bileseni olan
fibronektin, hiicre matriks adezyonunda rol oynayan 6nemli bir adeziv glikoproteindir.
Fibronektin iki aym alt iinitenin birlesmesinden olusmus bir dimerdir. Bu alt {initeler
karboksil u¢larinin yakinindaki disiilfit baglariyla birlesirler ve esnek polipeptid zincir
bdlgelerinden ayrilmis bir ¢ok globiiler alan olugturacak sekilde kivrlirlar (Sekil 2.3.8).

Fibronektinin ii¢ formu vardir;

1— Coziilebilir dimerik form: Plazma fibronektin denilen bu form dolasim sistemi ve

diger viicut sivilarinda akimu saglar.
2— Hiicre yiizey fibronektini: Hiicrelerin ylizey kisimlarindan baglanmalarini saglar.

3— Matriks fibronektini: Ekstraselluler matrikste ¢oziinmeyen fibril formlarindan

olusur.

Fibronektinin birden fazla globiiler alanlan vardir ve farkli roller oynayan ¢ok
fonksiyonlu bir molekiildiir. Ornegin bir bolgesi kollajeni baglarken digeri heparini,
digeri 1se iizerindeki spesifik reseptorlerle farkli hiicreleri baglayabilir (Sekil 2.3.8). Bu
reseptor baglayici bolgeleri, fibronektin reseptdrleri tarafindan taninan RGD (arginine,
glycine, aspartate) tripeptid dizisini igerir. Bdylece fibronektin matriksin

organizasyonuna katkida bulunarak hiicrelerin matrikse baglanmasina yardim eder.

Sekil 2.3.8 Fibronektin

N
.'1“_,,? o et
sollagen binding @j--" disiilfid ~ gruplan
Iy tarafindan baglanan bir
i/
necd ginding Ty . . . ,
y s dimerdir. Kollajen T’e,
N .": !
Contains amino ) herannamding j heparan siilfata, diger
acid sequence RGD W . . .
9 “ﬁ‘: proteoglikanlara ve hiicre
L] membran  reseptorlerine

baglanan bir dizi sarmal

bolge olusturur.



44

Fibronektin sadece hiicre adezyonu i¢in degil ayrica hiicre gogl icin de
onemlidir. Go¢ eden bir hiicre sabit bir hale gelmeksizin matrikse de siki tutunmasi
gerektigi icin, fibronektine baglanmasi1 gerekmektedir. Bu baglanma hassas bir ayarla
olmalidir. Fibronektinin hiicre gogiinde 6nemli fonksiyonu oldugunu kanitlamak icin
yaptlan bir caligmada, hiicre-yiizey fibronektin reseptoriine spesifik bir antikor
embriyoya mikroenjeksiyon yoluyla verildifinde, embriyoda hiicre gocliniin

bloklandig: goriilmiistiir (190).

Fibronektin, laminin, kollajen ve entaktin desidualizasyon boyunca
endometriyal ECM’de biriken proteinlerdir (191). Aym1 zamanda bu glikoproteinler
uterusta trofoblast invazyonunun hiicre adezyon aktivitesini arttirirlar. In vitro kiiltiir
ortaminda, fare trofoblast hiicrelerinin, ©zellikle fibronektin, laminin, kollajen,

vitronektin ve entaktin artmig tabakaya yapistiklar: gosterilmistir (192).

Bazi arastirmacilar, blastosist farklilagmast boyunca trofoektodermin apikal
ylzeyinin adezyonunu incelemek igin, in vitro ortamda gelisen saglam blastosistin
fibronektin baglanma aktivitesini arastirmiglar ve fibronektinin kuvvetli baglanmasi
icin salindiktan sonra 3 saat sabit kalmast gerektigini bulmuslardir (193). Fibronektin
{iretiminin artmasinin baglanma egilimini arttirmadigi gériilmiistiir. Bu olay reseptor
veya reseptor kiimelerinin artmasiyla veya metabolik enerji ve sitoiskelet biitiinliigiiyle

baglantilidir.

Fibronektin baglanma yapisi, blastosist farklilasmas: igin gereklidir, ¢linkii peri-
implantasyon blastosistinde ilk hiicresel degisikliklerin meydana gelmesinde &l¢iidiir.
Fibronektinin baglanma aktivitesi, uterusta adeziv olan ve implantasyon penceresinde

embriyonun oryantasyonunu saglayan ilk bolgeyi belirler (193).

Blastosist farklilasmasi  ve trofoblastlarin  yayilmasiyla iliskili olarak
trofoektoderm hiicrelerinin apikal yiizeylerinin yapiskanhigmni &lgmek igin, in vitro
kiiltiir boyunca fibronektin baglanmasi gozlenmistir. Embriyolar ECM olmadan 96 saat
kiiltiir edildiklerinde, zamanla fibronektin reseptorlerinin azalmasindan dolay: adezyon

yeteneklerinin azaldigi goézlenmistir (169).
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Integrinlerin fibronektin baglama aktivitesine aracihik ettigi bilinmektedir.
Primer trofoblast hiicrelerinde bulunan biitiin fibronektin-baglayan integrinler hiicre
baglayan domeinlerinin merkezinde RGD dizisini tasirlar ve tliim preimpantasyon
gelisimi boyunca goriiliirler (9). Fibronektin baglanma aktivitesi peptidler iceren RGD
dizisi veya integrin alt tinitelerinin karsit1 olan antibadiler (o5, B1, av ve B3)
tarafindan baskilanir (193). Stephens ve arkadaglar1 B1 alt iinitesi eksik transgenik
farede implantasyonun baslayip kisa siire sonra embriyonun 6ldiigiinii, fakat trofoblast
hiicrelerinin in vitro ortamdaki fibronektin tabakasinda normal olarak biiyiiyebildigini
gostermislerdir (194). Yapilan arastirmalarda, fibronektinin o331, a5p1, 04fB7, ovp3
ve ovp5 gibi integrin cesitleri tarafindan tanindifi bilinmektedir (195,196). Cogu
fibronektin-baglayan integrinler preimplantasyon gelisim boyunca salindifi icin, gii¢li
baglanma aktivitesini gerceklestirmek amaciyla bu integrinlerle birlikte fibronektin

proteininin de eksprese edilmesi gerekmektedir.

Hiicre membranlarinda, periselliiler matrikste ve desidual hiicrelerin
sitoplazmasinda fibriller ve noktasal tarzda fibronektinin varlig1 gosterilmistir (197). Bu
calismalarin sonuglar trofoblast hiicre kolonlarinda yer alan fibronektinin, trofoblastin
maternal dokulara adezyonunu attirdigin1 ve trofoblast migrasyonunu kolaylastirdigini

gostermektedir (197).
Laminin

Laminin, olduk¢a uzun 3 polipeptid zincirinin disiilfit baglariyla baglanarak hag
bi¢imini aldig: kompleks bir molekiildiir. Bu zincirler A zinciri (molekiiler agirhigi 400
kd) ve benzer iki B zinciri (molekiiler agirlig: 210 kd B1 ve molekiiler agirhig: 200 B2)
dir. Bu farklt zincirlerin birbirleriyle olan baglarina gore farkli laminin tipleri olusur.
Laminin tizerinde farkli hiicre yiizey reseptorleri icin adezyon taniyict ve diger
ekstraselliiler matriks proteinleri igin baglayic1 aminoasit dizileri vardir ($ekil 2.3.9).
Bu bolgelerden biri lamininin uzun kolu ile genis globiiler domeini arasindaki
baglanma bolgesine yakindir. Bir digeri ise laminin merkezine yakin olan ikinci motor
aminoasit dizisidir. Bu alanlara baglanan reseptorlerin en basinda integrinler, lektinler,

kollajen IV gelmektedir.
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Laminin bazal laminada bulunan en 6nemli adezyon proteinidir. Bazal lamina
baslica kollajen IV, proteoglikanlar ve lamininden olusan epitel tabakasi altinda devam
eden ince tabakalarin birlesimihden meydana gelir. Bazal lamina hiicreleri ve hiicre
tabakalarini birbirinden ayiwran ve yapisal destek saglayan, hiicre ve molekiillerin
tasinmasinda diizenleyici gegici bariyer olarak is goren bag dokusu tabakasidir. Bazal
laminaya elektron mikroskopla bakildiginda iki tabaka goze carpar; lamina lusida ve
altinda lamina densa. Baz1 durumlarda lamina retikularis denilen 3. bir tabaka da g6ze
carpar. Bazi bilim adamlar1 bu 3 tabakaya birden bazal membran adini vermislerdir.
Yapilan 151k mikroskobik ¢alismalarda lamina densada kollajen IV ile proteoglikan
molekiilleri bulunmakta iken, lamina densanin plazma membran kisminda lamininin

bulundugu diisiiniilmektedir.

Lamininler bazal membranda entaktin, nidojen gibi diger adezyon
molekiilleriyle de sikica birlesirler ve ¢ok yonlii etkilesimin sonucu olarak ¢apraz bag

formunu olustururlar (Sekil.2.3.10).
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Sekil.2.3.10 Laminin, entaktin, perlekan ve kollajen IV gibi adezyon molekiilleri sikica
birlesirler ve cok yonlii etkilesimin sonucu olarak bazal laminada capraz bag formunu

olustururlar.

Lamininin 6nemli biyolojik aktiviteleri  arasinda; hiicre  gog¢iiniin
yOnlendirilmesi, hiicre yapismasinin giiclendirilmesi, bir¢ok hiicre tipinde hiicre
biiylimesinin ve farklilagmasimin stimiilasyonu ve hiicre iskeletinin organizasyonu
sayilabilir. Laminin ve kollajen IV bazal membrandaki proteinlerin %70-80’ini
olusturur. Burada kollajen bu yapimn temelini olustururken, multidomein yapih
laminin ise daha ¢ok diger bazal membranlarla ve hiicrelerle etkilesir. Lamininin kisa
kolunun uglarindaki globiiler bolgeler kendi molekiil yapisi ile bag kurarken, kisa ve
uzun kollarin terminal globiiler yapilan kollajen IV’e baglanir. Uzun kolun globiiler
yapisi ise temel aminoasitleri igerir ve heparin, perlekan ve hiicre membranina bagh
diger heparan siilfat proteoglikanlarla iligkili oldugu diistiniilmektedir. Lamininin 1 ve

vl zincirlerinin embriyonal mezensimin gelisimine katildigi ve domeinin HI'teki Cys-
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zengin bolgelerin bu aktiviteyi stimiile ettigi gorilmiistiir. A zincirinin sentral
bolgesindeki Arg-Gly-Asp (RGD) aminoasit dizisi anjiyogenezisi stimiile eder. Bir ¢ok
laminin-hiicre etkilesimi uzun kolun ug¢ bolgesinde ya da yakininda meydana gelir.
Uzun kolun u¢ bolgesinde lokalize olan E8 dizisi hiicre yapigmasi ve mezengimal

hiicrelerin polarizasyonu i¢in gereklidir.

Gebe olmayan uterusun bazal membraninda lamininin lokalizasyonu ilk kez
1988 yilinda Karkavelas tarafindan gosterilmigtir (198). Glasser ve arkadaglar1 laminin
ve desidual dokulardaki dagilim: iizerine arastirma yapmislar ve desidual dokularda
laminine rastlarken desidual olmayan stromal dokularin bazalinde laminine ait bir kanit
bulamamiglardir (199). Lamininin fare embriyosunda ilk olarak 8 hiicreli asamasinda
ortaya ¢giktig1 gosterilmistir (200). Clark ve arkadaslarinin yaptig1 calismaya gore, sican
embriyosunda gebeligin 6. giinlinde laminin primer desidual zonda ortaya ¢ikmakta, 7.
giiniinde ise epitelyal bazal membranda, damarlarda ve bez epitelinde goriilmektedir
(201). Epitelyal ve kan damarlarinin bazal membranlarinda 7. ve 8. glindeki

degisikliklerin, plasentanin gelisimiyle baglantili olabilecegi diisliniilmektedir (202).

Thomas ve arkadaslarinin yaptigir caligmalara gore blastosist implantasyonu
boyunca uterus liimen epitelinin devam eden yapist bozulmustur (203). Bu bozulma,
desidual hiicre farklilagmast ve trofoblast hiicrelerinin yayilmasiyla yakindan
iliskilendirilir. Laminin ve kollajenin lokalizasyonunun azalmasi gebeligin 6. giiniinde
ilk olarak trofoblastin etrafinda goriilmiis ve liimen epiteli bazal membranin
boyanmasinin azalmasi, liimenin {i¢te birlik antimesometrial girisinde goriilmiistiir. 7.
giinde uterus liimen epiteli bazal membraninin, yar1 yariya kaybolmasinin desidual

hiicre dagilimiyla yakindan baglantili oldugu tespit edilmistir (203).

Liimen epitelindeki bazal membranin kaybolmasiyla birlikte, stromanin
yakinindaki desidual hiicrelerde laminin ve kollajen IV’iin arttiklar: ayrica trofoblastin

bazal membraninda da lokalize olduklar1 gosterilmistir (204).
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2.3.1.4.3 integrinler

Hiicrelerin ECM’e ve birbirlerine baglanmasindan sorumlu, fokal kontaktlar
veya fokal adezyonlar olarak adlandirilan ve &zel hiicre baglanma sitelerini olusturan,
baslica hiicre yiizey reseptorleridir. Integrin kiimeleri, hiicre disinda ECM
bilesenlerinden fibronektin, laminin veya kollajenin RGD bélgesine baglanip, hiicre
icinde sitoiskelet myoflamentleri (talin proteini araciligiyla) ile baglanti kuran ve
transmembran zinciri olarak gorev alan proteinlerdir. Integrinler o ve B denilen farkli
agirhik ve biiyiikliikte iki polipeptid zincirinin nonkovalent birlesmesiyle olugmus
kompleks yapidir ($ekil.2.3.11). En az farkli 17 «a iinitesi ve 8 P initesi vardir ve
bugiine kadar 20 c¢esidi gosterilen yiizlerce heterodimerik integrin kombinasyonu
bulunmustur (Tablo 2.3.1). Bu transmembran polipeptidleri membran dis yiizeyinde
ligand baglamak ve nonkovalent bir baglanma bolgesi olusturmak igin birbirleriyle
birlesirler. Membran i¢ yiizeyinde ise spesifik sitoiskeletal protein ic¢in baglanma

bolgesi olustururlar.

matrix binding

Sekil.2.3.11 integrinlerin genel
yapist: Transmembran
proteinlerinin iki alt grubu olan o

ve B’ nin nonkovalent

Fchar

divalent

Do birlesiminden olusur. Integrin «

alt birimi distilfid baglanyla

cysteine-

a chain
rich domains

birarada duran bir agir

ekstraselliiler zincir ve bir hafif

i - transmembran zincirinden olusur.

Ekstraselliiler o agir zinciri

- olasma divalent katyonlarnn baglamaktadir.
membrane B zinciri tekrarlayan sistein-zengin

bolgeler icerir.

cytosol

10 nm



50

Integrinler  ekstraselliler ~ matrikste  baglandiklan  bilesenlere  gore
isimlendirilirler. Ornegin en ¢ok bilineni fibronektin reseptoriidiir. Bir plazma membran
glikoproteini olarak ilk ortaya ¢ikanlardandir ve fibronektin molekiiliinii baglar. RGD
hiicre baglayici dizisi igeren kiigiik bir peptidi vardir. Reseptor, hiicrenin igindeki aktin
sitoiskeletin ve ekstraselliiler matriksteki fibronektinin arasinda iliskiyi saglayan bir
transmembran zinciri olarak fonksiyon goriir (Sekil.2.3.12). Diger bircok matriks
reseptorlerinin (kollajen, laminin) fibroblast fibronektin reseptériiyle benzer oldugu
ortaya ¢ikanlmugtir. Integrin olarak tanimlanan bu proteinler icerdikleri o ve P
zincirleriyle, fibronektin reseptériine homologdurlar ve ¢ogu baglandiklari matriks

bilesenlerinin RGD dizisini tanirlar.
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Sekil.2.3.12 Integrinler hiicrenin icindeki aktin sitoiskeletin ve ekstraselliiler
matriksteki fibronektinin arasinda iligkiyi saglayan bir transmembran zinciri olarak

fonksiyon goriir.
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Integrinlerin o alt iinitesi ligand baglanmasim ve ekstraselliiler konformasyonu
ayarlarken, hiicre i¢i domeini sitoiskelet proteinleriyle iligkili olan B alt iinitesi,
sitoiskeletal organizasyonun olusumu, gen ekspresyonu, proliferasyonu, hiicresel gog
ve farklilasmanin belirlenmesinde diizenleyici rol oynar. Bu etkiler {3 tinitesinin hiicre
ici domeininin fosforilasyonu tarafindan diizenlenir. Bliylime faktorii reseptdrlerinden
farklr olarak, integrin hiicre i¢i domeinlerinin tirozin-kinaz ve fosfotaz aktivitesi yoktur
(204). Bu nedenle mesaji iletmek icin, integrin hiicre i¢i domeini protein kinazlarla
boliinmelidir. Fokal Adezyon Kinaz (FAK), baglanmay: takip eden 30 sn i¢inde aktive
olan sitosolik tirozin kinazdir. ECM proteinlerine baglanmalari sirasinda, sitoplazmik
kisminda uygun degisiklikler gerceklesir ve Fokal Adezyon Kinaz (FAK) enzimi
vasitasiyla sitoplazmik proteinlerle iletisimini degistirir. Bu enzim, hedef proteinleri
fosforilize ederek farkli hiicresel cevaplara neden olan zincir reaksiyonunu baglatir.
Ayrica hiicre i¢i sinyal yollarim aktive ederek gen ekspresyonunu kontrol eder ve
adeziv etkilesime verilen cevap sirasinda hiicre davranismi belirlerler. Ornegin,
integrinin fibronektine baglanmasi sirasinda FAK olarak isimlendirilen nonreseptor
proteini aktive eder, bu da secilmis gen gruplarinin transkripsiyonunun artmasiyla
sonuglanir. FAK fosforilasyonu B1, B2 ve B3 altiiniteleri tarafindan gerceklestirilir.

2 altiinitenin ekstraselliiler bolgesi, fibronektin, laminin, kollajen IV, vitronektin
gibi bircok ECM proteininde bulunan, arginin-glisin-aspartik asit tripeptid (RGD)
dizisini taniyan bir divalent katyon baglanma bolgesi icerir. RGD dizisinin
konformasyonu, integrinin hiicre i¢i ve dis1 tim molekiiller arasinda baglantilarinin
gerceklesmesi igin 6nemlidir (Sekil.2.3.13).

Integrinlerin o, ve B alt iiniteleri ayr1 ayr1 adezyonda rol aldiklar: gibi birleserek
de farkl1 ligandlar1 baglarlar. Genel olarak 31 ve B3 alt initeleri fibronektin, kollajen ve
laminin ligandlarini igererek hiicre-ekstraselliiler matriks arasinda bulunmasina kargilik
B2 alt iinitesi hiicre-hiicre adezyonunda igerilir. Yaygimn olarak bulunan $1 alt iinitesi en
az 9 farkli o alt {initesiyle nonkovalent bir sekilde birlesir (205,206). a-fB birlesimleri,
cesitli ECM proteinleri igin ligand baglanmalarini belirler (Tablo 2.3.1). Ornegin a5p1
gibi klasik fibronektin reseptorii olanlar, sadece tek bir ECM proteini ile etkilegime

girerlerken bazi integrinler, bircok farklt ECM proteinini tanirlar (0381 veya owvf3
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gibi). Hiicreler ¢ogunlukla 6zel ECM protein ligandlanyla etkilesime girebilecek ¢oklu
integrinleri eksprese ederler (206). Bazi durumlarda iki integrin, ligand molekiiliinii
farkli bolgelerinden tamiyarak, tek bir ligandi paylasabilirlerken bazende iki integrin
ECM proteininin ayni bolgesinden baglanirlar (207). Bu nedenle, ¢cogu integrin 6zel
adeziv ligandlar icin kuvvetli spesifik degillerdir. Aynt ligandin aymi bélgesini
baglayan iki integrin, aslinda benzer hiicresel fonksiyon gosterirler. Ligandlarn biiyiik
cogunlugu, hiicre-substrat adezyonunda icerilir. Fibronektinler, hiicre kiimelenmesinde
aracilik edebilirler ve bazi integrinler immiinoglobiilin ailesinin membran proteinlerini
tanirlar (204). Integrinlerin gereginden fazla ve es zamanh salimminin paradoksal
oldugu goriilmektedir.

Integrinler immiinoloji, yara iyilesmesi, tiimér metastazi ve embriyogenezis gibi
cesitli islemlerde de igerilir. Bu 6nemli molekiillerin, hiicre seklinin ve polaritesinin
ylriitilmesinde oOnemli fonksiyonu vardir. Ayrica, hormon reseptivitesi ve gen
transkripsiyonuna form verir. Ayrica hiicrelerin  oryantasyonu, sitoiskeletal
organizasyonu, iyon transportu, lipid metabolizmasi, kinazlarin aktivitesi, hiicre
proliferasyonu, hiicreleri apoptozisten koruyan sinyallerin {retilmesi ve ECM

farklilagmasi gibi baz1 hiicre fonksiyonlarinda da gérev alirlar.
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Sekil.2.3.13 Integrinler ekstraselliiler matriks ve difer adezyon molekiilleri igin
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reseptOr gorevi goriirlerken RGD dizilerini tanirlar.



Tablo 2.3.1 Integrin heterodimerleri ve kullandiklar ekstraselliiler matriks ligandlar:

Alt tiniteler Ligandlar
B1 al Kollajen, Laminin
o2 Kollajen, Laminin
a3 Fibronektin, Kollajen, Laminin
od Fibronektin, VCAM-1
(oA Fibronektin
a6A Laminin
abB Laminin
a7 Laminin
o8 Fibronektin, Vitronektin, Tenaskin
a9 Tenaskin
oV Fibronektin, Vitronektin, Kollajen, Fibrinojen,
Faktor 8 '
B2 ol ICAM-1, ICAM-2
oM Fibrinojen, Faktor X, ICAM-1
ox Fibrinojen
B3 aollb Fibrinojen, Fibronektin, Vitronektin, Faktor 8§,
Thrombospondin
oy Vitronektin, Fibronektin, Vitronektin, Kollajen,
Thrombospondin, Osteopontin, Perlekan, Faktor 8
B4 a6A Laminin
o6B Laminin
B5 ov Vitronektin, Fibronektin, Fibrinojen
Bo o Vitronektin, Fibronektin, Tenaskin
B7 o4 Fibronektin, VCAM-1
B8 ov Vitronektin

53
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Integrinler ve Fertilizasyon

Integrinlerin iireme dongiisiiniin her agsamasinda rolii oldugu bilinmektedir.
Memeli fertilizasyonu hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimini igerir. Oositi kaplayan
ECM proteinleri, spermatozoanin zona pellusidaya baglamasi sirasinda da fonksiyon
goriirler. Bu etkilesim spermin zona pellusidaya penetre olmasina izin veren akrozom
reaksiyonunu tetikler. Fare ve insan spermi, kollajen, laminin ve integrini iceren gesitli
ECM molekiilleriyle kapli bolgelere yapisir (208). Ayrica fibronektin bandi spermin
baginin ekvatoral bolgesini cevreler burasi fertilizasyon sirasinda oositin plazma
membraniyla etkilesime gegen ilk kisimdir (209). Fare oositi yiizeyinde o3p1, a5B1,
o6P1 olan ii¢ Bl grubu integrini eksprese ettigi gosterilmistir (210). Bu reseptorler,
ligand tanima dizisi olan aminoasit tripeptid Arg-Gly-Asp (RGD) yi tanir. Yapilan
calismalara goére integrin ligandlart spermin yiizeyinde de bulunmaktadir. Sperm
yiizeyindeki a-f antijenlerinin bilesimi, sperm ve oosit plazma membranlar1 arasinda
baglanma ve birlesmede ortaya ¢ikan integrin-baglanma bolgeleri icerir (211). Integrin
altiinitelerinin ©zel yapilarindaki farklhiliklara ragmen, o6B1 integrin biitin memeli
tiirlerindeki oositlerin yiizeyinde vardir. Bu fonksiyon-bloke anti-o6 monoklonal
antibadisinin sperm baglanmasin1 yok ettigi deneylerle gosterilmistir (212).
Integrinlerin iyi bilinen doniistiiriicii sinyaller olmasi nedeniyle (206) spermin oositte
bulunan a6f1’e bir ligand araciligiyla baglanmasi embriyonun geligimini baslatict bir
anahtar oldugunu gostermektedir.

Embriyonik baglanma ve invazyondan Once, Ureme yasina gelmis kadinlarin
endometriyumu, ovaryan hormonlara cevap olarak, siklik rejenerasyona ugrarlar.
Menstriiel siklus boyunca, endometriyumun reseptif hale gelmesi zor ve kompleks bir
olaydir. Integrinler, maksimum uterus reseptivitesi sirasinda fonksiyonel belirleyiciler
olarak kabul edilmektedirler ve infertilite riski olan kadinlarda veya implantasyon
bagsarisizligi temeline dayanan, tekrarlanan diisiiklerde ©nemli rolleri oldugu
diisiniilmektedir. Integrin salintmi, menstriiel siklus boyunca, erken gebelik,
plasentasyon, pre ve post implantasyon embriyosunda ger¢eklesmektedir (206).

Integrinlerin implantasyon sirasindaki ekspresyonlart ¢ok genis bir liste
olmasina ragmen, endometriyumun apikal liimen yiizeyinde bulunanlar ve embriyonun

dis yiizeyinde bulunanlar olarak incelenmesi daha dogru olacaktir.
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2.3.1.4.3.1 Endometriyal Integrinler

Endometriyumun kompleks yapisi, molekiillerin farkli diizenlenmesine neden
olur. Bu ozelligi hiicre dagilimina, hiicre i¢ hareketine ve hiicrelerin birbiriyle ve
endometriyal ag1 olusturan integrin, kollajen, fibronektin, laminin ve diger matriks
proteinleriyle etkilesimine neden olur. Insan endometriyumu embriyonik implantasyon
icin menstriiel siklus boyunca gelisimsel degisikliklere ugrayan ve bu degisikliklerin
erken gebelik doneminde gergeklestigi bir dokudur (213,214). Bu endométriyal
degisiklikler sirasinda, implantasyon ve gebelik i¢in spesifik hiicre-hiicre ve hiicre-
substrat iligkisi gerekmektedir.

Yapilan bir¢cok caligmada, immiinohistokimyasal yontemler kullanarak, insan
endometriyal dokularinin farkli menstriiel siklus asamalarinda, o ve B integrin alt
tinitelerinin dagilim gosterilmistir (213-218). Insan endometriyal bez epitelinde bir cok
integrin alt initesi gozlenmistir. o2, a3, a6, B1, B4 ve B5 alt iiniteleri siirekli eksprese
edilirlerken, baz: integrinler endometriyal siklusta bolgesel ve gecici degisikliklere
ugramaktadir ve bu ekspresyon dagilimu bazi tip infertilite problemleriyle baglantili
olabilmektedir (213,218,219). Ormegin ol, &9, av, B3 ve B6 alt initeleri farkli
agamalarda diizenlenme gosterirler. Bunlarda oav ekspresyonu ovulasyondan sonra
artar, o1 ekspresyonu da ovulasyondan sonra artar ancak, ge¢ sekretuar fazda azalir, 09
ovulasyondan sonra bez epitelinde goriiliir, B3 19. giinde (LH+6) aniden bezlerde
ortaya ¢cikar ve B6 sekretuar fazda fonksiyoneldir (220). o2, o3, a6, B1, P4, B5 ve B6
alt tiniteleri liimen epitelinde gorilen integrinlerdir (221). Bezlerde oldugu gibi «l
sekretuar fazda upregiile edilir (221). 09 bezlerin tam aksine limen epitelinde siirekli
eksprese edilir (222). B5°in beklenmedik bir apikal dagilimi vardir ve liimen epiteli ve
stroma tarafindan eksprese edilir (223). B3 ise proliferatif ve erken sekretuar fazda
gozlenmez (222).

B alt iinitesinin en Gnemli integrini olan B1’in ekspresyonu menstriiel siklusla
baglantili olarak degisir; erken proliferatif fazda bez epitelinde baskindir, orta-sekretuar
fazda stromal hiicrelerde salinir. Yapilan bir¢cok calismada B1 integrinlerinin
salimminin insan endometriyumunda, implantasyon strasinda arttifi gosterilmistir

(214,218).
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B1 integrinler hiicre-hiicre ve hiicre-ekstraselluler matriks etkilesimlerine
aracilik ettikleri i¢in baglanma siteleri denilen Agr-Gly-Asp (RGD) tripeptidi igin
kontakt bolgeler igerirler (223). Bu tripeptid siteleri integrin ligandlarinda da bulunur
ve baglanma capraz-zincir bag egilimi ile gerceklestirilir.

Yapilan caligmalar, B1 integrinlerin, insan endometriyumunda implantasyon
sirasinda  arttigini - gostermektedir  (10,214).  Ayrica desidual hiicrelerdeki 1
integrinlerin embriyo gelisiminde ve baglanmadan sonraki farklilasmada Snemli rol
oynayabilecegi gosterilmistir (224,225). RGD-baglayan integrinlerin aktivitesi, primer
fare trofoblastik hiicrelerinin go¢ ve adezyon fonksiyonunun gerceklesmesinde 6nemli
role sahiptir. B1 integrinler, desidual hiicrelerin iizerinde embriyolarin biiylimesinde,
blastosist gelisiminde ve baglanmayi takiben farklilasmasinda 6nemlidir (224,225).

alBl, o2B1, o3B3, a5B1, a6Bl, 09B1, a3P1, avBs, avp6 ve avB3 gibi ¢cok
sayida integrin heterodimerleri endometriyal epitelde ortaya cikarilmistir ve olfl,
041, a5B1 ozellikle stromal hiicreler tarafindan eksprese edilirler (220,222). alf1 ve
04B1 disinda bu proteinlerin ¢ogu menstriiel siklus diizenlenmesi gosterirler. 041
orta-proliferatif ve orta-sekretuar faz arasinda bez epitelinde en yiiksek miktarda
eksprese edilir. Fakat olf1 implantasyon-fazi baglantili degisiklikler gosterir.
Ekspresyonu erken ve orta sckretuar fazda epitel ve stromada sinirlanir, sadece
predesidual asamada eksprese edilir. o111, 04f1 ve avP3 ii¢ integrinin sekretuar faz
boyunca endometriyumda 6nemli miktarlarda eksprese edildigi bulunmustur (219). Bez
epitelinde, sadece implantasyon penceresiyle uyumlu siklusun 20-24. giinii boyunca
eksprese edilirler.

Vitronektin reseptorii olan spesifik integrin ov3, normal menstriiel siklusun
19. giiniinden sonra endometriyal epitelyal hiicrelerde ortaya ctkar. Implantasyon
isleminde 6nemli rol oynadig: bilinen ovB3 integrinin ekspresyonunun ilk belirtileri
implantasyon penceresinin agilmasiyla baglamaktadir (213). avP3 epitelyal integrini,
vitronektin, fibronektin, faktér VIII ve osteopontinde bulunan RGD aminoasit dizisini
tanir ve baglanirlar, Bu dizinin, trofoblast baglanmasi ve biiylimesiyle baglantili oldugu

gosterilmistir .
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ovPB3 integrini, insan endometriyumunun limen yiizeyinde eksprese edilir ve bu
integrin pinopodlar olarak bilinen reseptif zamani ortaya cikaran kabartilarda lokalize
olur (219). Liimen epitelinin apikal ylizeyinde lokalizasyonu bu integrinin embriyo-

endometriyal etkilesimini ilk baslatan oldugunu diisiindiirmektedir (Sekil 2.3.14).

Desidual Integrinler

Erken gebelik déneminde hormonal stimiilasyon altinda aktif bir sekilde salgi
yapan dokuya doniisen uterus desidual i¢ bolgesi, normal stromadan farklilik gosterir.
Maternal desidua, fetal trofoblastla direkt etkilesime girer ve bu nedenle, blastosistin
implantasyonu i¢gin elverisli bir ortam saglamaktadir.

Daha o©nce yapilan caligmalarda sitometrik analizler kullanilarak desidual
hiicrelerden ol ve o2 alt {lintelerinin yiiksek seviyelerde salindigi, oS5 ve o6
altiinitelerinin seviyelerinin azaldigi gosterilmistir (213). Ayrica Bl integrinlerin
biosentezi, kiiltlir edilmis desidual hiicrelerin metabolik etiketlenmesi ve SDSPG
elektroforezi ile spesifik antikor kullanilarak hiicre ekstraktlarinin  immiino
presipitasyonu ile gosterilmistir (213). Insan endometriyumunda B1 integrinlerin
ekspresyonu artar ve erken gebelik boyunca desiduada yiiksek kalir. Insan desidual
hiicrelerinde bulunan 1 integrinler, ECM iskeletiyle ve hiicre ici sitoskeletal yapilarla
baglantiya gecerek, implantasyonun erken safhasi boyunca embriyodan tiireyen ECM
proteinlerinin organizasyonuna aracilik edebilir (195).

B1 integrinler, insan desidual hiicrelerinin in vitro ortamda siirekliligini devam
ettirebilir. B1 zincirini taniyan bir monoklonal antikorun artan konsantrasyonlariyla
desidual hiicreler inkiibe edildiginde, desidual tabakalarin c¢ogalmasinin durdugu
goriilmiistiir (214). Insan desiduasinda B1 integrinlerin ekspresyonunun varlig,
menstriiel siklusla baglantili oldugu birgok ¢alismayla gosterilmistir (217,218,221,225).
Bu veriler B1 integrinlerin in vitroda oldugu kadar in vivodaki desidual hiicrelerin

devamliligina da katilabilecegini gostermektedir.



58

1 WMDY - VA AIDAMIT ,/—‘ 2
5 A
arsanerate
wgani Lo FEING

Prooceptive endametrivm

initial ambryo attachmant

Firm ombryo sadhusion /-\

X

4 N Zigrafing /

rutiad smby o Ttac brent

Interaction with

epithadial basemeant
\ membrane / 5
*, "—s___f‘

Toral adbanarere

| H1-ZRgendent

Sekil 2.3.14 Trofoblast ve uterus liimen epiteli arasindaki etkilesimin sematik goriintiisii. (1) Pre-reseptif
endometriyumda liimen epiteli lateral hiicre ylizeyinde dagilmis desmozomlar ve epitelin apikal
ylizeyinde yogun yerlesmis olan MUC1 proteini gozlenmektedir. (2) Reseptif endometriyumda lateral
liimen epiteli adezyon komplekslerinin yeniden organizasyonu ve apikal karbonhidrat ligandlarinin
blastosistinkilerle birbirine gegmesiyle integrinler baglanma icin uygun hale gelir. (3) Baglanma liganlan
araciligiyla integrinlerin heterofilik baglanmasi. (4) Ligand reseptor etkilesimi aracilifiyla hiicre
adezyonu boyunca potansiyal sinyal iretimi. (5) B1 integrinler vasitasiyla trofoektodermin liimen
epiteline penetrasyonu ve ektraselliiler matriksle etkilegimi. (6) B1 integrin aktivitesinin devam ve

stromada invasyon iglemi.
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2.3.1.4.3.2 Embriyonik Integrinler

Memeli embriyolar1 yariklanma ve blastosist formasyonunun ilk periyodundan
sonra, bliylime ve gelismelerini devam ettirmek amaciyla, dis besin kaynaklari ile
baglanti kurmak zorundadirlar. Bu nedenle; epitelyal trofocktodermin invaziv
trofoblastlara doniismeye baslamasi geg blastosist asamasinda olur ve adeziv davranista
degisiklik ve motilitenin baglamas1 gerceklesir. Baglanma yetenegi trofoblast
farklilasmas1 boyunca kazanilir, bu kosullar altinda kiiltiirdeki erken blastosistler
yapismaz ve yayllmaz. Gelisen embriyo kiiltiirlerinde, biiylimenin ilk isaretleri,
embriyonun zona pellusida siyrilmasindan 10-15 saat sonra goriiliir. Bu da hareketsiz
trofoektoderm hiicrelerinin, substrat iizerinde baglanma ve yayilmay: takiben, ¢ikinti
gOstermesiyle ayn1 zamana denk gelir (220). Ekstraselliler matriks molekiilleri ile
trofoblast etkilesimleri, adezyon reseptorlerinden integrin ailesine baglidir (220).
Yapiskan ve go¢ eden ozellikteki trofoblastta, implantasyon sirasinda meydana gelen
degisiklikler, integrin reseptorlerinin ekspresyonu ve dagiliminin degismesinden
kaynaklanir (9).

Gelismekte olan blastosist asamasinda trofoblast ve endoderm hiicreleri ¢ok
kuvvetli bir etkilesim gosterirler ve bu nedenle reseptérlerin cesitliligine oldukca fazla
ihtiya¢ duyulabilirler. Fare embriyolarinin, gelisimin baslangic déneminde ECM
bilesenlerini ve reseptorlerini fazla miktarlarda iirettikleri gosterilmigtir (9,215). o2,
06A ve 07 ekstra embriyonik dokulara spesifiktir. o1 integrin alt iinitesi sadece
trofoblast biiylimesinden sonra ortaya ¢ikmakta ve bu nedenle ekspresyonun ECM ile
baglantili oldugu disliniilmektedir. o1, o6A ve o7 alt dniteleri ekstra embriyonik
konide ve farklilasan sekonder trofoblastta ortaya konmustur (9,226).

ECM proteinlerinin tizerinde fare blastosist biiyiimesi, trofoblastta yer alan
bir¢ok integrinin ekspresyonu tarafindan saglanir. Fibronektin-aracili trofoblast hiicre
adezyonu ve gocii, merkezi hiicre baglanma domeininde RGD tanima sitesi ile hiicresel
reseptorlerin etkilesimiyle saglanir. Yapilan hiicre kiiltiiri ¢aligmalarinda, saglam
fibronektinden olusan substratlarda belirgin bir gelisim gozlenmigtir (194). Yelian ve
arkadaglari, trofoblast hiicrelerinin fibronektine yapitsmasint kullanarak o3, o5, ov,

ollb, B1 ve B3 gibi birgok RGD-bagimli integrin alt iinitesini tanimlamislardir (195).
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Fibronektin tizerinde blastosist gelisimi B1, B3 ve a5 altiinitelerinin karsiti1 antikorlar
tarafindan inhibe edilir (194). Buradan yola ¢ikarak B1 ve (B3 integrinlerinin,
trofoblastin fibronektine adezyonunda fonksiyonel rol oynadig1 sonucu ¢ikariimaktadir.

Bircok B1 ve av integrin heterodimerleri baglanma sirasinda fare blastosistinden
eksprese edilir. Ozellikle o5, ov, Bl ve o3 integrinlerinin fertilizasyondan sonra fare
blastosistinin gelisiminde devam eden bir ekspresyonlart vardir (9). Trofoblast
gelisiminde al, a3, o5, ailb, Bv ve B3 integrinlerinin lokalizasyonu bilinmektedir
(194). Ayn1 zamanda ov ve B1 integrinlerin yayilmakta olan trofoblast sinirlarindaki
fokal adezyonlarda bulunabilecegi diigiiniilmektedir. Fassler ve Meyer tarafindan B1 alt
tinitesi - yok edilen embriyolarin blastosist asamasina normal geldigi fakat
implantasyonda basarisizlik gosterdikleri bulunmustur (227). Ayrica bu B1 geni eksik
embriyolarin i¢ hiicre Kkitlesinin morfogenezisinde belirgin eksiklikler gosterdikleri
bilinmektedir. Hynes tarafindan o, o3, o7 veya ov geni eksik embriyolarda
implantasyon yetersizlikleri gozlenmemesi, B1’in 6nemini daha da vurgulamaktadir
(196). Bu calismalar farelerde oldugu kadar insanlarda da yapilmistir. Campbell ve
arkadaglan tarafindan insan oositlerinin ve erken post fertilizasyon embriyolarmin o3,
av, B1, B3, B4 ve B5 integrin altiinitelerini eksprese ettikleri gosterilmistir (113). Bu
integrinler arasinda en onemlisi oldugu diigiiniilen owvf3’iin blastosistin eksternal
yiizeyinde olmast, ilk adezyonu baslattigini diisiindiirmektedir. ov veya B3 integrinlerin
notralize antikorlar uterusa enjekte edildifinde implantasyon bolgelerinde istatistiksel
olarak belirgin bir azalma gorilmiistiir (113).

.« ve B heterodimerleri birlesik integrinler olarak da embriyolarda eksprese
edilirler. Ozellikle 3 temel integrin olan a6f1, aSP1 ve avP3’iin gelisimin erken
safhasi boyunca devamhi eksprese edildikleri gosterilmistir. Oysa diger B1 baglantili o
alt tiniteleri (a1, 02, a3, a6A, o7) gelisimsel diizenlenen bir ekspresyon gosterirler (9).
Bagka bir veriye gore insan blastosistleri o3B1, a6B4, avB3 ve avPB5 integrinlerini
eksprese ederler (170). Ayrica embriyo daima, o5f1 ve ovB1 integrinleri vasitasiyla
fibronektin ile, o6l ve ovB3 integrinleri vasitasiyla laminin ile, owvfB3 integrini

vasitasiyla vitronektin ile kuvvetli etkilesime girer.
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2.4 INVAZYON

Bagarili bir implantasyon icin baglanmay: takiben invazyon islemi
gerceklesmelidir. Invazyon icin extraselliler matrikste enzimatik —sindirim
gergeklesirken, es zamanli olarak desidual dokularda neoanjiogenez ve kontrollii
homeostazis gerceklesmektedir. Geligimin 8. giiniinde blastosist, endometriyum
stromasina tamamen gOmiilmiis durumdadir. Bu sirada trofoblast tek cekirdekli
sitotrofoblast ve cok cekirdekli sinsityotrofoblast olarak iki tabakaya farklilanir.
Sinsityotrofoblast tabakasinda boliinme goriinmezken, sitotrofoblastta mitoz boliinme
gOstererek sinsityotrofoblasta go¢ ederler. Aymi zamanda i¢ hiicre kitlesi veya
embriyoblastin hiicreleri, blastosist bosluguna bitisik kiiciik kiibik hiicrelerden olusan
hipoblast tabakasi ve amnion bosluguna bitigik yiiksek silindirik hiicrelerden olusan
epiblast tabakasi olarak iki tabakaya farklilanir. Bu iki tabakaya birden bilaminar germ
diski ad1 verilmektedir. Ekstra sitoplazmik bosluklarin sinirlarin1 sinsityotrofoblastlar
olugturur. Embriyo implante olurken endometriyal bag dokusunda, implantasyona kars1
bir reaksiyon olarak kabul edilen desidua reaksiyonu baglar. Desidual reaksiyonun
primer fonksiyonu immiinolojik olarak antikordan korunmus bir yer saglamaktir.
Stromal hiicreler genisler poligonal hale gelir ve desidual hiicreler adimi alir. Bu
hiicreler sitoplazmalarinda glikojen ve lipid biriktirirler. Bu yeni hiicrelerin bazilan
bitisigindeki sinsityotrofoblastlarin penetrasyonuyla dejenere olur. Sinsityotrofoblast

embriyonik beslenmeye zengin bir kaynak saglayan dejenere olan bu hiicreleri yutar.

Bu agamadan sonra embriyoya besin transferi igin lakiinar ag olugmaya baglar.
12 giinliik embriyoda, bitisik sinsityotrofoblastik lakiinalar siingerimsi bir hal alarak
birbirleriyle kaynasirlar. Lakiinar af orgiisti 6zellikle embriyonik kutup cevresinde
plasentanin intervilldz alaninin primordial kisminda yogunlasmustir. Implante olmus
embriyo etrafinda endometriyal kapillerler basit kapillerlerden daha genis ve ince
duvarli terminal damarlar olan sinuzoidleri olusturmak iizere tikanir ve dilate olur.
Boylece sinsityotrofoblast sinuzoidleri asindirir ve maternal kan lakiinar ag icersine
gecer. Dejenere olmus endometriyal stromal hiicreler ve bezler maternal kan ile beraber

embriyonik beslenme i¢in zengin bir kaynak saglar.
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Trofoblast ve endometriyumda bu degisiklikler olusurken, ekstra émbriyonik
mezoderm artar ve igersinde izole olmus bosluklar belirir. Bu bogluklar biiyiik bir
kavite olan ekstraembriyonik kolomu olusturmak iizere hizla birlesirler. Bu siviyla dolu
kavite baglant1 sap1 yoluyla, koryona baglandig1 yer haric amniyon ve vitellus kesesini
sarar. Ekstraembriyonik kélom olusurken primer vitellus kesesinin biiyiikliigii azalir ve

daha kiiciik bir sekonder vitellus kesesi olusur.

Trofoblast invazyonuna kolaylik saglayan ve iirokinaz plazmin aktivatori ile
metalloproteinaz-9 aktivitesini diizenleyen en Onemli faktorlerin basinda LIF ve EGF
gelmektedir. Diger faktorlerden CSF-1, IGF ve Th sitokinler IL-1 ve CSF-1 trofoblast
hiicre biiyiimesini ve fonksiyonunu arttirirken, IGFBP-1 ve Th-1 sitokinler IFN-0 ve
TNF-a trofoblast biiylimesini sinirlayabilirler (228). Bu sitokinler ve biiyiime faktorleri
hCG’yi (229) ve trofoblast hiicrelerinden progesteron tiretimini etkiler (230).

Invazyon sirasinda trofoblastin gelisiminde de bazi faktorler ©nemli rol
oynarlar. Ornegin VEGF, PDGF, PAF ve anjiopoietinler vaskiiler gelisimin erken
basamaklar1 i¢in kritik faktorlerdir. Hepatosit biiyiime faktorii (HGF: Hepatosit Growth
Faktor) mezensim ve mezensim c-met, tyrozin kinaz reseptorii tarafindan iiretilir ve
epitelyal hiicrelerden salinir. Sitotrofoblastin farklilasmasina ve biiyﬁrhesine katilir ve

ayn1 zamanda invazyonun derinligini ayarlar (231).

Trofoblast biiyiimesinde apoptotik faktorler de gorev almaktadir. TNF-o0 ve
TGF- apoptozisin indiikleyicileridirler. Ayrica maternal embriyonik etkilesimde
homeotik (HOXA) genler de rol almaktadir. Uterusda HOXA geni salinimi gonadal
steroidler tarafindan diizenlenir (232). Uterusdaki gonadal steroidler stromal hiicre
proliferasyonunu diizenleyen HOXA-9, HOXA-10, HOXA-11 salinimim diizenlerler.
Ayni zamanda HOXA-11, LIF salinimim kolaylastirir. Uterustaki HOXA-10 ve LIF,
desidualizasyonu kolaylagtiran prostaglandin reseptor salimmim etkileyebilir. IL-11’in
son zamanlarda desidualizasyonda etkili oldugu gosterilmistir, IL-11 geni yok edilen

farelerde desidualizasyon eksikligi goriilmiistiir (232).
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2.4.1 INVAZYON FAKTORLERI

Invazyon, ovulasyondan 8 giin sonra blastosistin stromaya gomiilmesiyle
gerceklesen, kontrollii proteolitik islemdir. Memeli tiirlerinde, bazal membran yikilmasi
gereken ilk bariyerdir ve trofoblast stromal boliimii istila ederek maternal kan

damarlarina penetre olur. Bu faaliyet serine yikimina neden olan proteinazlar sayesinde

gerceklesir (16). Bunlar matriks metalloproteinazlar ve plazminojen aktivatorleridir

(Sekil.2.4.1).

Sekil.2.4.1 Trofoblast invazyonu proteinaz ailesi tarafindan  gergeklestirilir.
Sinsityotrofoblasttan uPA plasmini aktive eder, bu da MMP-1, MMP-9 ve MTI-
MMP’yi aktive eder. Daha sonra MT1-MMP, MMP-2’yi aktive eder.
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2.4.1.1 Matriks Metalloproteinaziar

Matriks metalloproteinazlar (MMP), ekstraselliiler matriksin bir¢cok bilesenine
kars1 proteolitik aktiviteye sahip, ¢inko bagimli endopeptidazlardir (233). Cogu inaktif
enzimler olarak salinir, ekstraselliiler matrikste aktive edilir ve aktive edilmis enzimler
ekstraselliller matriksi sindirir. Yapisal o©zelliklerine gore 3 gruba aynlirlar;
Kollajenazlar, jelatinazlar ve stromelysinler.

Kollajenazlar, MMP-1 ve MMP-8’1 icerir. Bu enzimler kollajen I, II, III, VII ve
X’u sindirir. Insan preimplantasyon embriyosu, endometriyumun bazal membramnda
kollajen IV’iin azalmasina neden olan MMP’lar {iiretir ve bu proteinaz aktivitesinin
kiiltiir sirasinda yiikseldigi goriilmiistiir. Invaziv insan sitotrofoblastlart ilk asamada
bircok MMP’lar1 sentezler. Bu MMP’lardan bazilar1 gebeligin sonraki asamalarinda
invaziv olmayan hiicrelerde goriiliir.

Jelatinazlar, kollajen IV’{i ve denatiire kollajeni sindirirler. Bu grupta, 72000

jelatinaz (jelatinaz A veya MMP-2) invaziv olmayan fibroblastlar tarafindan iiretilirken,
92000 jelatinaz (jelatinaz B veya MMP-9) sitotrofoblastlar tarafindan {lretilir ve
invazyon igin kritiktir (234). Yapilan ¢aligmalara gére MMP-2 ve MMP-9 mRNA’lan
ekstravillus trofoblast hiicreleri tarafindan eksprese edilir ve trofoblast invazyonuna
aracithk eden Onemli proteinazlardandir (235). In situ hibridizasyon ile MMP-9
mRNA’smin gebeligin 6.5 ve 7.5 giiniindeki implante embriyoyu ¢evreleyen trofoblast
dev hiicrelerinde bol bulundugu gosterilmistic (236). MMP-2’nin aktivasyonu
trofoblastin ylizeyinde meydana gelir ve aktif membran tip MT1-MMP2 aracilifiyla
gerceklesir. MT-1-MMP ve intersitisyel kollajenaz olan MMP-1 insan trofoblast
hiicreleri tarafindan eksprese edilir (237).

Stromelysinler, fibronektin, laminin, kollajen IV, V, VII ve proteoglikanlarin

yikimina neden olurlar. Stromelysin-3 insan ekstravillus trofoblast hiicrelerinde ve
sinsityotrofoblastin villusunda eksprese edilir. Ardindan desidual yatagin distal

bolgelerini istila ederek 1B 1 integrinini eksprese eder (238).
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2.4.1.2 Plazminojen Aktivatorleri

Ekstraselliiler matriksin yikiminda genis bir proteolitik faaliyetle, plasminojenin
plasmine doniigiimiinii katalizleyen bu proteinazlar urokinaz tip (uPA) olarak
adlandirilir.

uPA tarafindan aktive edilen plazmin kuvvetli bir proteinazdir. Ayrica
intersitisyel prokollejenazi (pro-MMP-1), projelatinaz B ( pro-MMP-9) ve pro MT1-
MMP’yi aktive edebilir (237). MT-MMP daha 6nce de bahsedildigi gibi MMP-2"nin
aktivasyonuna neden olur (239). Kiiltiir calismalarinda insan trofoblast hiicrelerinin
uPA reseptorlerini eksprese ettikleri goriilmiistiir (240). Boylece bu reseptorler uPA’y1
baglayarak trofoblast hiicre yiizeyinde plasminojenin aktivitesini arttirabilirler. uPA
reseptorlerinin polarize ekspresyonu, go¢ eden ekstravillus trofoblast hiicrelerinin
yakinlarinda lokalize olmustur. Bu nedenle reseptorler trofoblast migrasyonuna direkt
katilabilirler. Ayrica iirokinaz reseptorleri villus trofoblastin apikal yiizeyinde eksprese
edilirler ve burada intervillus bogluklarinda plazmin generasyonuna ve fibrin
uzaklasmasina kolaylik saglayabilirler (241).

Immiinoreaktif uPA ve PA sisteminin inhibitdrleri, plazminojen aktivator
inhibitorleri (PAI) -1 ve -2, erken insan implantasyon sitelerinde &zellikle invaziv
ekstravillus trofoblast hiicrelerinde ve sinsityotrofoblastlarda mevcutturlar (242). uPA /
PAI-1 komplekslerinin arttirilmasi ve azaltilmasina, diisilk yogunluktaki lipoprotein
reseptor-baglantili protein tarafindan araciik edildigi diisiiniilmektedir. Boylece
trofoblast yiizeyinde inaktif proteinaz kompleksini yok eder ve trofoblastin
invazyonunun devamina izin verir.

Bu enzimler ilk olarak inaktif proenzimler olarak salgilanirlar ve sekonder
olarak aktive edilirler. Aktive edilmis enzimlerin fonksiyonu metalloproteinazlarin doku
inhibitorleri olarak isimlendirilen lokal inhibitorler tarafindan kontrol edilir. Li ve
arkadaslarinin yaptiklari galigmaya gore insan sitotrofoblast hiicreleri, trofoblast dev
hiicreleri gibi invaziv siire¢ boyunca farklilagitken MMP-9 irettikleri gosterilmistir.
MMP-9 ve TIMP-3 sitotrofoblast farklilasmas: boyunca eksprese edilir ve invaziv faz
boyunca up-regule edilir (243). Ayrica, trofoblastik MMP’lar ve sitotrofoblast
invazyonu EGF, IL-1, LIF ve TGF-J gibi endometriyal parakrin faktorlerin kontrolii
altindadir ve bu sitokinler MMP-9’ u indiiklerler (244).



66

3.MATERYAL VE METOD

DENEYSEL GEREC VE YONTEM

Celal Bayar Universitesi, Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvarinda
yetistirilen seksiiel olgunluga erismis agirliklar1 200-220 gr arasinda degisen Wistar
albino disi si¢anlar; 22°C oda 1s1sinda, 12 saat karanlik ve aydinlik donemlerle, serbest

su ve gida saglanarak; stres ve giiriiltiiden izole bir sekilde caliymaya alindilar.

Sicanlarin sikluslarinin belirlenmesi igin giinliik vajinal smearlar alindi. Smear
fircalariyla alinan vajinal siiriintiiler H-E boyas: ile boyanarak incelendi. Prodstrus
déneminde olduklar1 saptanan disi sicanlar bir gece uygun sartlarda kafeste ciftlesmeye
birakildilar. Ertesi giin servikal siiriintiide sperm tespit yontemiyle gebe olarak kabul
edilen hayvanlar ayr1 kafeslere alindi. Ayri kafeslere alindiklari giin 0,5. giin olarak
kabul edilip; gebeliklerinin 5. 6. ve 7. giiniinde servikal dislokasyon yontemi ile

sakrifiye edilen si¢anlarin uteruslar ¢ikarilip tespit soliisyonuna (% 10 formalin) alindz.

Kontrol grubu olarak, vajinal smear yontemi ile sikluslar: tespit edilen ve Ostrus
doneminde olduklart saptanan sicanlarin ayni yontemle uteruslart alinarak tespit
solusyonunda bekletildi. 24-48 saat sonra rutin parafin doku takibi igleminin ardindan

alinan 5 mikronluk kesitlerde histokimya ve immiinohistokimya boyamalar: yapildi.

Bu ¢alisma, Celal Bayar Universitesi, Tip Fakiiltesi, Hayvan Etik Kurulu’nun
2003-69 sayli onay: ile gergeklestirilmistir.

Calismada kullanilan histokimyasal ve immiinohistokimyasal boyama igin
gerekli kimyasal malzemeler Celal Bayar Universitesi Arastirma Fonu tarafindan 2002-

14 nolu proje ile desteklenmistir.
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3.1 ISIK MiKROSKOBIiK GEREC VE YONTEMI

Parafin Takibi
1-Fiksasyon:24-48 saat % 10 formalin
2-24 saat akarsuda yikama

3- %60 etil alkol 30 dk
4- %70 etil alkol 30 dk-
5- %80 etil alkol 30 dk
6- %95 etil alkol 30 dk
7- %100 etil alkol I’de 1 saat
8- %100 etil alkol IT’de 1 saat
9- ksilen-alkol’de 30 dk
10- ksilen I’ de 45 dk
11- ksilen II’de 45 dk
12- ksilen-parafinde 30 dk
13-60°C’lik etiivde erimis parafinde 1 saat
14- parafin II’de 1 saat
15- parafin IIl’de 1 saat Bekletildiler

Etiivden ¢ikanlan parcalar parafine gomiilerek bloklandi. Isik mikroskobunda
incelemek {lizere hazirlanan parafin bloklardan 5 mikronluk seri kesitler alindi.
Preparatlarin itk boliimiine histokimyasal yontemlerle Hematoksilen-Eosin (Lot =
110203 & Lot = 090203, Surgipath), Periodik Asit-Schiff (Lot = 395, Sigma), Masson
Trikrom (Lot = 410210, Bio- optica) boyalar1 uygulandi. Seri kesitlerin digerlerine ise
immiinohistokimya boyamasi yapildi.

Histokimyasal boyama icin ayrilan preparatlar 60 °C’lik etiivde 1 gece

deparafinize edildi.



Hematoksilen-Eozin Boyasi
1-Ksilen I
2-Ksilen IT
3-% 95 alkol
4-%80 alkol
5-%70 alkol
6-%60 alkol
7-Akar su
8-Hematoksilen
9-Akarsu
10-Asit-alkol
11-Akarsu
12-Eozin
13- %80 alkol
14-%95 alkol
15-Ksilen
16-Entellan ile kapama

PAS boyasi
1- Ksilen I
2-Ksilen II
3-% 95 alkol
4-%80 alkol
5-%70 alkol
6-%060 alkol
7-Distilesu
8-Periodik asit solusyonu
9-Distile su
10-Schiff’s Reagent solusyonu
11-Akar suda

12-Hematoksilen

30dk
30dk
2dk
2dk
2dk
2dk
5dk
3dk
5dk
Isn
2dk
4dk
2dk
2dk
30-60dk

30dk
30dk
2dk
2dk
2dk
2dk
5dk
5dk
30sn
15dk (Karanlik ortamda)
5dk
1dk
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13-Akar su 5dk
14- %80 alkol 2dk
15-%95 alkol 2dk
16-Ksilen 30-60dk

17-Entellan ile kapama

Masson Trikrom Boyasi

1-Deparafinizasyon ve dehidratasyon islemlerinden sonra

2-Distile su 5dk
3-A solusyonundan ardindan B solusyonu 10dk
| 4-Yikamadan boya dokiiliir izerine C solusyonu 4dk
5-Distile suda yikama, izerine D solusyonu 4dk
6-Distile suda yikama ve iizerine E solusyonu 10dk
7-Yikamadan boya dokiiliir ve iizerine F solusyonu 5dk
8- Distile suda 5dk
9- %80 alkol 2dk
10-%95 alkol 2dk
11-Ksilen 30dk

12-Entellan ile kapama

3.2 INDIREK IMMUNOHISTOKIMYA YONTEMI
Kullanilan Malzemeler:
Ksilen
Alkol
PBS (Fosfat Buffer Solusyonu)
Tripsin (1/19)( 50 ml Tris base + 950 ml NaCl)
Dakopen (Dako, Lot = 8260, Glostrup, Denmark)
%3 Hidrojen Peroksidaz (Dako, Lot = 438, Denmark)
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Primer Antikorlar:

1. MUCI1 Ab-5 (MH]1, Mouse Mab, Lot = 1630R209, Neomarkers, CA)

2. Laminin (Developed in Rabbit, Lot = 59H4839, Sigma, USA)

3. Collagen IV (C-1926) ( Lot = 51K4856, Sigma, USA)

4. Fibronectin Ab-11 (Mouse Mab, Lot = 1351R106, Neomarkers, CA)

5. TGF-o. Ab-1 (Clone MF9) (Lot = 670PO10, Neomarkers, CA)

6. IL-1B (R-20) (Goat polyclonal IgG, Lot = B262, Santa Cruz Biotechnology, CA)

7. TNF-o (1E8-G6) (Mouse monoclonal 1gG, Lot = FO42, Santa Cruz Biotechn., CA)
8. Integrin B1 (Ab-1) (Monoclonal mouse IgG, Lot = D09400-3, Oncogene, Germany)
9. Integrin a3 (Ab-1) (Monoclon. mouse IgG, Lot = D01258-3, Calbiochem, Germany)
10. Integrin av (Human, Type2 Mouse, Lot = B31539, Calbiochem, Germany)
Sekonder Antikor Kit (Biotinylated IgG, Lot = 20570999, Zymed, South San Francisco)
Mayers Hematoksilen (Lot = 72804E, Richard- Allan Scientific,CA)

Entellan (Lot = 1866, Merck)

Boyama Yontemi

Immunohistokimyasal yontemle boyanacak preparatlar 60°C’lik etiivde 1 gece
bekletilip deparafinizasyon yapildiktan sonra boyama baslatildi.

1-Ksilen 30dk
2-Ksilen 30dk
3-% 95 alkol 2dk
4-%80 alkol 2dk
5-%70 alkol 2dk
6-%60 alkol 2dk
7-Distile su 5dk

8-Distile sudan alinan kesitlerin doku etrafindaki su silinip, Dakopenle ¢evresine daire
¢izildi. Bu iglem dokularin kurumasmt engellemek ve uygulanacak maddelerin lam

iizerinde dagilmasini engellemek amaciyla yapildi. Uzerine PBS damlatildi.
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9- 1/19°1uk (95cc CaCl2 + 5cc tripsin) tripsinde 15 dakika bekletildi.

10-PBS’le yikama gergeklestirildi (3xS dk).

11-%3’liik Hidrojen Peroksidaz’da 5 dakika tutuldu.

12-PBS’le yikama gerc¢eklestirildi (3x5 dk).

13-Blocking solution damlatildi, 1saat bekletildi.

14-Dokulara Primer Antikor damlatilip 1 gece +4°C’de nemli ve karanlik ortamda
bekletildi. (Bizim g¢alismamizda primer olarak laminin, kollajen tipIV, fibronektin,
MUCI, TGFa, IL-13, TNF-a, B1, o3, av kullanildi)

15-PBS’le yikama gergeklestirildi (3x5 dk).

16-Biyotinlenmis sekonder antikor uygulandi.(Zymed Histostain- Plus Broad Spectrum
Cat No:85-9943) 30dk

17- PBS’le yikama gergeklestirildi (3x5 dk).

18-Enzimle isaretli (peroksidaz) avidin-biyotin kompleksi (streptavidin) 30 dk
uygulandi.

19-PBS’le yikama gergeklestirildi (3x5 dk).

20-DAP boyamast yapildi 3 dk.

21-Distile su ile yikandu.

22-Mayers hematoksilenle zit boyama yapildi 1-2 dk.

23-Distile su ile yikand1

24-%80 etil alkol 2 dk.

25-%90 etil alkol 2 dk.

26-Ksilen 30 dk.

27-Entellan ile kapatildi.
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4. BULGULAR
4.1 Histokimyasal Bulgular

Normal Uterus

Gebe olmayan sigan uterusundan transvers alinan 5 mikronluk kesitlerde,
Hematoksilen-Eozin boyasiyla yapilan preparatlar mikroskopta 4X10 ve 10X10’luk
biiyiitmelerde incelendiginde 3 tabaka ayurt edilmekteydi. Uterusu en distan saran
seroza (perimetriyum) tabakasi, ortada muskiiler tabaka (myometriyum) ve en igte
mukoza (endometriyum) tabakast gozlendi. Ayrica perimetriyumun devamu olarak,
uterusa giren biitiin damarlarin bir araya geldigi mezometriyal kisim ayirt edildi (Resim
4.1).

Perimetriyum incelendiginde, serozaytr bag dokusu tarafindan desteklenen tek
sirali  mezotelyal hiicrelerin olusturdugu goézlendi. Bu tabakanin bag dokusu
hiicrelerinden ve kan damarindan zengin oldugu dikkati cekmekteydi. Damarlar organa,

mezometriyal kismindan girmekteydi (Resim 4.2).

Myometriyumun ise uterusun en kalin tabakasi olup diiz kas hiicrelerinden
olustugu ve kas liflerinin bag dokusu tarafindan demetler halinde ayrildig1 gozlendi. Bu
ozel hiicreler mekik seklinde, genis ve uzundu. Hiicrelerin tam ortasina yerlesmis tek
cekirdek igerdikleri tespit edildi. Yer yer niikleuslar spiral sekilde de
gozlenebilmekteydi (Resim 4.2). Bu kas kitlesi kendi arasinda da 2 tabaka halinde
gozlendi. 1- I¢ vaskiiler tabaka: Cogunlukla sirkiiler diizenlenmis liflerden olusmustur,
2- Dnug vaskiilar tabaka: Longitudinal kas lifleri ile ¢ok sayida kan damarindan

olusmustur.

Endometriyum, uterusun liimenini kaplayarak, myometriyum tabakasina sikica
yapigmis mukoza tabakast olarak ayirt edilmekteydi. Endometriyum tabakasinda gesitli
tiibiiler uterus bezleri, ince bir lamina propria ve endometriyal stroma goézlendi. Yiizey
epiteli basit prizmatik epitelden olugmustu ve bu epiteldeki bazi hiicrelerin silyalara

sahip oldugu izlendi. Uterus bezleri yiizey epitelinin altinda, stroma boyunca
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uzanmaktaydi ve bu bag dokusu tarafindan birbirlerinden ayrilmiglardi. Stromal
hiicreler ise diizensiz bigimde yerlesmislerdi. Genis ve oval niikleuslariyla mezengimal
hiicrelere benzedikleri tespit edilmigti. Bu hiicrelerin, epitelin altinda, retikiiler liflerin
olusturdugu kafesin arasinda yogunlasarak bazal lamina formunu olusturduklar
gozlendi. Ayrica stromada net ayirt edilmemekle birlikte lenfositler, graniiler 16kositler
ve makrofajlar gozlendi. Endometriyum siklik degisikliklere gore fonksiyon degistiren
bir tabaka oldugu igin kan damarlar1 bakimindan olduk¢a zengin oldugu dikkati ¢ekti.
Uterus arterlerinden bir¢ok dalin myometriyumun orta tabakasina (vaskiiler tabaka)
penetre olarak, myometriyumun iginde dairesel olarak dagildiklar1 gézlendi. Bu
arterlerin endometriyumun yiizey kisminda kapiller yatak meydana getirdikleri ve
endometriyumun bazal ve yiizey damarlann olarak bélumlere ayrildiklart izlendi.
Uterusda vendz sistemin ise diizensiz bir form gosterdigi tespit edildi. Myometriyal-
endometriyal simr kisminda genis venler gozlenitken, lenf damarlarinin

endometriyumun yiizey zonu disinda biitiin tabakalar1 boyunca bol bulundugu gézlendi.

Gebeligin 5. Giiniinde Uterus

Gebeligin 5. giliniinde uterusda belirgin olarak ilk desidual reaksiyon gézlendi.
Bu desidual alan liimen epitelinin mezometriyal kisminda lokal olarak kiiglik bir
bélgeyle smirliydr (Resim 4.3, Resim 4.4). Desidual hiicrelerin arasinda grantiilii bez
(GMG: Granulated Metrial Gland) oldugu distiniilen hiicreler de bulunmaktaydi
(Resim 4.3, Resim 4.4). Liimen epiteli, stroma ve myometriyum tabakalarinda gebe

olmayan uterusa gore farklilik gdozlenmemekteydi.

Gebeligin 6. Giiniinde Uterus

Gebeligin 6. gliniinde sican uterusunun Hematoksilen-Eozin ile boyanmis
transvers Kesiti incelendiginde, gebe olmayan uterus dokusunda ayirt edilen 3 tabaka da
goriilmekteydi. Uterusu en distan seroza (perimetriyum) tabakasimin sardigi, ortada
muskiiler tabaka (myometriyum) ve en i¢ tabakada mukoza (endometriyum) ayirt
edildi. Gebelige hazirhik asamasi olarak teshis edilen 6. giiniin en belirgin 6zelligi;
normal sigan uterusunda mezometriyal kisimda ¢ok sayida arter ve ven gozlenirken, 5.

giinde baslayan desidualizasyonun, gebeligin 6. gilinlinde oldukg¢a belirgin bir alam
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kaplamasiydi (Resim 4.5). Bu alanin etrafinin en digtan perimetriyum ve hemen altinda
ise myometriyumun en dig tabakasi olan, longitudinal kas tabakasindan olusan dis
vaskiller tabaka ile sarldigi dikkati ¢ekmekteydi. Desidualizasyonun 5. giinde
gelismeye basladig1 bu alanda, stromal hiicrelerin i¢lerinde glikojen ve lipid biriktirerek

daha da genisledikleri tespit edilmisti (Resim 4.6).

Myometriyum tabakasinda ise, 6strojenin artan seviyesine cevap olarak diiz kas
hiicrelerinin boyutlarinin (hipertrofi) ve sayisinin (hiperplazi) artmaya basladig: izlendi.
Ayrica myometriyumun i¢ vaskiiler tabakasi ile ¢ok sayida kan daman igeren orta
vaskiiler tabaka arasindaki sinirda, plasentasyonu baglatacagi diisiiniilen graniilli
metrial bez (GMG) hiicreleri olarak adlandirilmig yapilarin stromada azalmaya
bagladig1 tespit edildi (Resim 4.6). Endometriyumda ise, liimen boyunca prizmatik
epitel hiicrelerinin uzandig1 ve bu tabakadaki bezlerin implantasyona hazirlik amaciyla

genigleyip ve sismis olduklar1 gozlendi.

Gebeligin 7. Giiniinde Uterus

Gebeligin 7. giliniinde sigan uterusunun Hematoksilen-Eozin ile boyanmis
transvers kesiti incelendiginde, GMG hiicrelerinin aktive olmasiyla, desidual hiicrelerin
daha da genisleyerek ve sayica artarak uterus liimeninin etrafin1 sardig tespit edildi.
Aym zamanda embriyonun anti-mezometriyal yonde desidual yataga dogru ilerleyerek
implantasyonun gerceklestigi tespit edildi (Resim 4.7). Mezometriyumun, tekrar kan
damarlarinin ve bag dokusu elemanlarimin yer aldig1 bir yap: haline doniistiigii goriildii.
Uterusu en digtan seroza (perimetriyum) tabakas1 sarmaktaydi. Perimetriyumun hemen
altinda longitudinal kas tabakasindan olusan dis vaskiiler tabaka, sirkiiler liflerden
olusan i¢ kas tabakasi olan ig-vaskiiler tabakanin incelmis ve genislemis olarak
uzandifn tespit edildi. Bu kas liflerinin implantasyon sirasinda boyutlarmin ve
uzunluklarinin arttigr belirlendi. Myometriyumun altinda diiz kas tabakasina komsu
olarak bulunan stromal dem alami gozlenmekteydi. Implantasyon alaninda stromal
hiicrelerin prolifere oldugu, iglerinde glikojen ve lipid biriktirerek genisledikleri izlendi.
Desidual hiicreler adini alan bu polihedral sekilli genis hiicrelerin, sitoplazmalarindaki

glikojen nedeniyle pembeye boyandiklar1 gézlendi.
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Embriyonun gomiilmiis oldugu bu desidual yatagin, embriyoya komsu olan primer
desidual zon ve myometriyama komsu olan sekonder desidual zon olarak iki kisma
ayrildigi belirlendi (Resim 4.7). Desidual reaksiyonun sekonder zonunda bol miktarda
uterus bezleri ve dilate kan damarlar1 goriildii. Embriyonun yerlesmis oldugu boslugun
yolk kesesi kavitesi (vitellus boglugu) oldugu tespit edildi. Embriyoda ise birka¢ tabaka
ayirt edildi. Embriyoyu en distan primer embriyonik endoderm hiicrelerinin pariyetal
tabakasinin sardigi, icten ise primer embriyonik endoderm hiicrelerinin visseral
tabakasinin kapladifi gozlendi. Bu visseral ve pariyetal embriyonik endoderm
tabakalarimin arasinda Reichert’s membrant uzanmaktaydi. Trofoblastin soluk renkli
diiz apikal yiizey hiicrelerinden olusmus epitelyal tabaka icerdigi izlendi. Bu merkezi
zon boyunca, bazal laminanin fetal kisminda siki hiicresel yapilar devam etmekteydi.
Bir ektoplasental koni ile igte ekstraembriyonik ektoderm ve digta embriyonik
ektoderm hiicrelerinden olustugu ayurt edilirken, bu iki tabakanin ortasinda ise

proamniyotik kavitenin (boglugun) gelistigi tespit edildi (Resim 4.8).

Uterus limen epiteli hem mezometriyal hem de antimezometriyal kisimda
gozlendi. Fakat ilk implantasyon bolgesi olan implantasyon odasmin merkezi
duvarlarinda yikildig: dikkati ¢ekmekteydi. Desidual hiicrelerin arasindan i¢ hiicre
kitlesinin devam ettigi, bazal lamina boyunca penetre oldugu ve bazal laminanin
embriyonik kisminda sitoplazmanin diiz bir yayilma formu aldig: izlendi. Gebeligin 7.
giiniinde, implantasyon bolgesinde trofoblast ile desidua arasinda bazal lamina
gozlenmedi. Desidual hiicrelerin bazal laminanin biiyiik kismina penetre olduklar
tespit edildi. Sadece uterus liimeninin bir kisminda kalinti olarak bir bazal lamina
gozlendi. Ayrica desidual hiicrelerin endometriyal epitel hiicrelere ve bazal laminasina
sikica yapistiklart izlendi. Desidual hiicreler oldukga genislemis poligonal sekilliydi ve
mezometriyal-antimezometriyal cksen boyunca uzandiklan gozlendi. Sitoplazmalarinin

icinde bol glikojen ve lipid igerdikleri ve ¢ekirdeklerinin 6kromatik oldugu tespit edildi.
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PAS Boyas:

Kuvvetli bir glikojen boyasi olan PAS boyast ile boyadigimiz gebe olmayan
normal si¢an uterusunu inceledigimizde liimen epiteli ve bez epitelinde, PAS pozitif
boyanma g6zlenmedi, buna karsilik uterusun her iki myometriyum tabakasinin ve
stromanin kuvvetli pozitif boyandig1 gozlendi (Resim 4.9). Gebeligin 6. giiniinde ise
uterus epitelinin altindaki bazal membranda, stroma ve myometriyumun i¢ vaskiiler
tabakasinda kuvvetli PAS pozitif reaksiyon gergeklestigi izlendi. Ayrica desidual
hiicreler ve GMG hiicrelerinin i¢indeki graniillerin de kuvvetli PAS pozitif boyandigi
dikkati ¢cekmekteydi (Resim 4.10). Gebeligin 7. giiniinde ise embriyoya en yakin zon
olan primer desidual zonda kuvvetli PAS pozitif reaksiyon tespit edildi (Resim 4.11).
Ayrica llimen epitelinde, embriyoyu saran primer ekstra embriyonik endodermin
pariyetal tabakasi ve Reichert’s membraninda kuvvetli PAS pozitif reaksiyon gézlendi
(Resim 4.12).

Masson Trikrom Boyasi

Kollajen lif boyasi olan Masson Trikrom ile boyanan gebe olmayan uterusu
inceledigimizde kollajen liflerin mezometriyal kisimdaki kan damarlarinin arasindaki
bag dokusunda ve epitelin altindaki stromanin arasinda mavi renkte boyandig tespit
edildi. Kirmiziya boyanan diger yapilar: myometriyum tabakasindaki diiz kaslar, uterus
limen ve bez epiteli ile bag dokusu hiicreleri olarak gozlendi (Resim 4.13). Gebeligin 6.
giiniinde mezometriyum kismindaki maviye boyanan kollajen liflerin ortada desidual
hiicrelerin gelismeye baglamasindan dolay1 kenara itilmeye basladigi, aymi sekilde
stromanin arasindaki kollajen liflerin myometriyumun i¢ kas tabakasinin altina itilmeye
basladig: tespit edildi (Resim 4.14). 7. giinde ise stromanin altindaki kollajen liflerin i¢
sirkiiler myometriyal diiz kaslara paralel olarak tamamen kenara itilmis oldugu ve bir
miktar da mezometriyum kisminda kaldifi gozlendi (Resim 4.15). Embriyonun
gomiildiigii desidual yatakta da hi¢ kollajen lifin gozlenmedigi tespit edildi (Resim
4.16).
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4.2 Immiinohistokimyasal Bulgular
Calismamizda implantasyonda rol alan molekiiller giinlere ve boyanma

siddetlerine gore farkli dagilimlar géstermislerdir (Tablo 4.1).

MUC1

Bariyer protein olan  anti-MUC1  primer antikoru ile indirek
immiinohistokimyasal yontemle boyanmis gebe olmayan sican uterusu incelendiginde,
uterus epitelinde = siddetli (+++) boyanma gozlenirken (Resim 4.17), bez liimen
epitelinde ve stromada zayif (+) immiinoreaksiyon oldugu tespit edildi (Resim 4.18).

Gebeligin 6. giiniinde, uterus liimeninde orta siddetli (++) bir immiinoreaksiyon
gozlenirken ve stromada boyanma zayifti (+). Mezometrial kisimdaki GMG
hiicrelerinde ve desidualizasyonun basladigi mezometriyum bolgesindeki desidual
hiicrelerde ise kuvvetli (+++) boyanma gozlendi (Resim 4.19).

Gebeligin 7. giiniinde, uterus epitelinde, trofoblast hiicrelerinde ve desidual
hiicrelerde belirgin bir boyanma gozlenmezken () bu hiicrelerin aralarindaki

damarlarin endotellerinde zayif (+) boyanma oldugu tespit edildi (Resim 4.20).

Laminin

Bazal membran proteinlerinin en biiyiigii olan laminini gostermek amaciyla,
anti-laminin primer antikoru ile indirek immiinohistokimyasal yontemle boyanmis gebe
olmayan sigan uterusunu inceledigimizde, uterus ve bez limen epitelinde ve bazal
membraninda zayif (+), stromada ise orta siddetli (++) immiinoreaksiyon gozlendi
(Resim 4.21).

Gebeligin 6. giiniinde, uterus liimen epitelinde ve bazal membraninda, stromada,
GMG  hiicrelerinde ve ozellikle desidualizasyonun bagladii  mezometriyum
bolgesindeki desidual alanda oldukga siddetli (+++) laminin boyanmast vardi (Resim
4.22).

Gebeligin 7. giiniinde, trofoblast hiicreleriyle, uterus liimen epitel hiicrelerinin
bazalinde ve apikalinde olduk¢a yogun (+++) immiinoreaksiyon oldugu ve desidual
hiicrelerde belirsiz (+) iken bu hiicrelerin aralarindaki damarlarin endotellerinde normal

(++) boyanma oldugu tespit edildi (Resim 4.23).
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Kollajen IV

Diger bazal membran proteini olan anti-kollajen IV primer antikoru ile indirek
immiinohistokimyasal yontemle boyanmis gebe olmayan si¢an uterusunda, uterus ve
bez liimen epiteli ve bazal membraninda zayif (+) immiinoreaksiyon oldugu, stromada
ise normal (++) boyanma oldugu gozlendi (Resim 4.24).

Gebeligin 6. giiniinde, uterus liimen epiteli ve bazal membraninda, stromada,
- GMG hiicrelerinde ve mezometriyum bolgesindeki desidual alanda olduk¢a kuvvethi
(+++) immiinoreaksiyon vardi (Resim 4.25).

Gebeligin 7. giiniinde, trofoblast ve uterus liimen epitel hiicrelerinde zayif (+)
boyanma gozlenirken, embriyonun gomili oldugu desidual yataktaki desidual
hiicrelerde ve aralarindaki damarlarin endotellerinde orta siddetli (++) boyanma oldugu

tespit edildi (Resim 4.26).

Fibronektin

Ekstraselliiler matriks proteini anti-fibronektin primer antikoru ile indirek
immiinohistokimyasal yontemle boyanmis gebe olmayan sican uterusunda, uterus ve
bez liimen epiteli ile bazal membranlarinda belirgin olmayan () boyanma oldugu,
stromada ise orta siddetli (++) immiinoreaksiyon oldugu gozlendi (Resim 4.27).

Gebeligin 6. giiniinde, uterus liimen epiteli ve bazal membraninda
immiinoreaksiyon zayif (+) bir artig gosterirken, stromada, GMG hiicrelerinde ve
desidualizasyonun basladifi mezometriyum bolgesindeki desidual hiicrelerde kuvvetli
(++) bir immiinoreaksiyon tespit edildi (Resim 4.28).

Gebeligin 7. giiniinde, uterus liimen epiteli, trofoblast ve desidual hiicrelerde
belirsiz () bir boyanma gozlenirken, bu hiicrelerin aralarindaki damarlarin

endotellerinde zayif (+) bir immiinoreaksiyon vard: (Resim 4.29).
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TGF-a

Biiylime faktorii olan anti-TGF primer antikoru ile indirek immiinohistokimyasal
yontemle boyanmus gebe olmayan sigan uterusunu inceledigimizde, uterus epitelinde
kuvvetli (++) boyanma gozlenirken, stromada zayif (+) bir immiinoreaksiyon tespit
edildi (Resim 4.30).

Gebeligin 6. giiniinde, uterus liimen epitelinde ve stromada normal (++)
immiinoreaksiyon gozlenirken, GMG hiicrelerinde ve desidualizasvonun basladigi
mezometriyum bolgesindeki desidual hiicrelerde siddetli (+++) bir boyanma vardi
(Resim 4.31).

Gebeligin 7. giinilinde, trofoblast hiicrelerinde, liimen epitelinin apikalinde,
desidual hiicrelerde ve bu hiicrelerin aralarindaki damarlarin endotellerinde oldukga

siddetli (+++) immiinoreaksiyon tespit edildi (Resim 4.32).

IL-1B

Sitokinlerden anti-IL-1f primer antikoru ile indirek immiinohistokimyasal
yontemle boyanmis gebe olmayan sican uterusunda, uterus epiteli ve bez limen
epitelinde belirsiz (+) bir immiinoreaksiyon oldugu, stromada ise zayif (+) boyanma
oldugu gozlendi (Resim 4.33).

Gebeligin 6. giiniinde, stromada zayif siddetli (+) immiinoreaksiyon gozlenirken,
uterus limen epitelinde, GMG hiicrelerinde ve desidualizasyonun basladigi
mezometriyum bolgesindeki desidual hiicrelerde orta siddetli (++) boyanma gozlendi
(Resim 4.34).

Gebeligin 7. giiniinde, trofoblast hiicrelerinde, uterus liimen epitel hiicrelerinin
apikalinde, desidual hiicrelerde ve bu hiicrelerin aralarindaki damarlarin endotellerinde

oldukca siddetli (+++) boyanma vardi (Resim 4.35).
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TNF-a

Sitokinlerden anti-TNF-o. primer antikoru ile indirek immiinohistokimyasal
yontemle boyanmug gebe olmayan sigan uterusunda, uterus epiteli ve bez liimen
epitelinde belirsiz (+) immiinoreaksiyon oldugu, stromada ise zayif (+) boyanma oldugu
tespit edildi (Resim 4.36).

Gebeligin 6. giinlinde, stromada zayif siddetli (+) immiinoreaksiyon gozlenirken,
uterus lilmen epitelinde, GMG  hiicrelerinde ve desidualizasyonun basladig:
mezometriyum bolgesindeki desidual hiicrelerde orta siddetli (++) boyanma goézlendi
(Resim 4.37).

Gebeligin 7. giinlinde, trofoblast hiicrelerinde ve uterus liimen epitel hiicrelerinin
bazalinde ve apikalinde siddetli (+++) immiinoreaksiyon gozlenirken, desidual
hiicrelerde ve bu hiicrelerin aralarindaki damarlarin endotellerinde orta siddette (++)

boyanma oldugu tespit edildi (Resim 4.38).

B1 integrini

Anti-B1 integrini ile indirek immiinohistokimyasal yontemle boyanmis gebe
olmayan sican uterusunu inceledigimizde, uterus epiteli ve bez liimen epitelinde ve
stromada belirgin immiinoreaksiyon olmadig (£) gozlendi (Resim 4.39).

Gebeligin 6. giiniinde, uterus liimeninde zayif immiinoreaksiyon (+) gézlenmeye
baglarken, stromada orta siddetli (++) bir boyanma gozlendi. Desidualizasyonun
basladigi mezometriyum bolgesindeki GMG hiicreleri ve desidual hiicrelerde ise
oldukca siddetli (+++) immiinoreaksiyon artigt vardi (Resim 4.40).

Gebeligin 7. giiniinde, trofoblast hiicrelerinde ve uterus liimen epitel hiicrelerinin
bazalinde yogun bir boyanma (+++) dikkat cekiciydi. Desidual hiicrelerde belirsiz (&)
boyanma gozlenirken, bu hiicrelerin aralarindaki damarlarin endotellerinde orta siddetli

(++) reaksiyon oldugu tespit edilmistir (Resim 4.41).
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o3 integrin

Anti-03 integrini ile indirek immiinohistokimyasal yontemle boyanmis gebe
olmayan sican uterusunda, uterus liimen epiteli, bez epitelinde ve stromada belirsiz (1)
bir boyanma oldugu gozlendi (Resim 4.42).

Gebeligin 6. gliniinde, uterus liimeninde immiinoreaksiyon zayif (+) olarak
gozlenirken, stromada orta siddetli (++), GMG hiicrelerinde ve desidualizasyonun
basladig1 mezometriyum bolgesindeki desidual hiicrelerde orta siddetli (+++) boyanma
gozlendi (Resim 4.43).

Gebeligin 7. giiniinde, trofoblast hiicrelerinde ve uterus liimen epitel hiicrelerinin
bazalinde ve apikalinde yogun bir boyanma (+++), desidual hiicrelerde ise oldukga
belirsiz () boyanma gozlenirken, bu hiicrelerin aralarindaki damarlarin endotellerinde

orta siddetli (++) reaksiyon tespit edildi (Resim 4.44).

ov integrin

Anti-av integrini ile indirek immiinohistokimyasal yontemle boyanmis gebe
olmayan sigan uterusunu inceledigimizde, uterus ve bez liimen epitelinde ve stromada
belirsiz (+) bir immiinoreaksiyon oldugu tespit edildi (Resim 4.45).

Gebeligin 6. giiniinde uterus liimen epitelindeki boyanma orta siddetli (++)
iken, stromada, GMG hiicrelerinde ve desidualizasyonun bagladifi mezometriyum
bolgesinde ki desidual hiicrelerde siddetli (+++) boyanma gozlendi (Resim 4.46).

Gebeligin 7. gliniinde trofoblast hiicrelerinin biyiik bir kisminda belirsiz bir
immiinoreaksiyon gozlenirken (), uterus liimen epitel hiicrelerinin yalmzca bazalinde
orta siddetli (++) immiinoreaksiyon oldugu gozlendi. Embriyonun yerlesmis oldugu
alandaki desidual hiicrelerde belirsiz bir boyanma gozlenirken (%) bu hiicrelerin
aralanindaki damarlarin endotellerinde siddetli (++) immiinoreaksiyon oldugu tespit

edildi (Resim 4.47).



Tablo 4.1 Adezyon molekiillerinin implantasyonda giinlere gére dagilim:
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Liimen epiteli | Trofoblast | Desidua Damar Stroma

MUCI1 Kontrol +++ +
6. giin ++ +++ +
7. giin * + + +

Laminin Kontrol + ++
6. Giin +++ +++ 4+
7. Giin +++ +++ + ++

Kollajen-IV | Kontrol + ++
6. giin +++ +++ ++4
7. giin + + ++ ++

Fibronektin | Kontrol + ++
6. Giin + +++ +++
7. Giin + + + +

TGFa Kontrol ++ +
6. Giin ++ +++ ++
7. Giin +++ +++ +++ +++

IL-1B Kontrol + +
6. Giin ++ ++ +
7. Giin +++ +++ +++ +++

TNF-o Kontrol + +
6. Giin + ++ +
7. Giin +++ +++ ++ +4++

B1 integrin | Kontrol + "
6. Giin + +4++ ++
7. Giin 4+ +++ + ++

a3 Kontrol + +
6. Giin + ++ -
7. Giin +++ +++ + ++

ov Kontrol + +
6. Giin ++ +++ 4+
7. Giin ++ + + ot
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5. TARTISMA

Blastosistin endometriyuma implantasyonu oldukca karmagik olaylar zinciri
sonunda gergeklesmektedir. Embriyo ve anne tarafindan sentezlenen bir ¢ok molekiil
embriyoyu veya uterusu etkileyerek implantasyonun gerceklesmesinde  rol
oynamaktadir (3,5,6,7). Implantasyonu gergeklestirmek icin endometriyumda ortaya
cikan degisiklikler luteal fazin sonlarina dogru goriilmeye baglar ve ‘Implantasyon
penceresi’ adi verilen bu degisikliklerin tlimii, maksimum uterus reseptivitesini temsil
eder (8). Bunu gerceklestirmek icin embriyodan salinan sinyallere cevap olarak, anne
serumunda gebelige 6zel proteinler salinirken, uterusta morfolojik, biyokimyasal ve
immiinolojik degisiklikler de meydana gelir. Embriyonun implantasyonuna eglik eden
kompleks invazyon islemi, embriyo ve anne arasindaki desidualize endometriyum ve
trofoblast hiicreleri tarafindan kontrol edilir. Bu sirada meydana gelen bir inflamatuvar
reaksiyon ve uygun immiin cevap embriyonun red edilmesini dnlerken ve feto plasental
initenin gelismesine izin vermektedir.

Memelilerde implantasyonun gergeklesmesi senkronize olarak embriyonik
gelisime ve uterusun reseptif faza hazirlanmasina baglidir (245,246). Insanlarda
senkronizasyon uzun ve toleranshidir, bu faz 20-24. giinler arasinda 5 giin devam
ederken, kemirgen tiirlerinde reseptif faz 24 saatten daha az stirmektedir (247). Ratlarin
reseptif fazlarinin kisa olmasi nedeni ile implantasyon sirasinda hem embriyonik hem
de endometriyumdaki degisiklikler kolaylikla takip edilebilmektedir. Bu nedenle de
embriyo implantasyonundaki hassas dengeyi en iyi yansitan model olarak kabul
edilmektedirler. Uterustaki reseptif faza gegis desidualizasyonla aym: zamana denk
gelmektedir (248) ve ratlarda reseptif faz sirasinda tespit edilen degisikliklerden
bazilar1: stromal hiicre populasyonunun uterus desidual hiicrelerine doniiglimii ve
embriyonun antimezometriyal tarafa dogru gomiilmesidir (249,250). Gebeligin belirteci
olarak kabul edilen desidualizasyon siirecinin baslangi¢ giinleri hakkinda farkl goriisler
one siiriilmektedir. Beverley desidual hiicrelerin sican endometriyumunda ilk olarak 4,5.
giinde gézlendigini 5,5.-6,5. giinlerde de desidual alanin belirgin bir hal aldiin1 rapor
etmigtir (251). Welsh ve Enders ise si¢anlarda desidualizasyonun ilk olarak gebeligin 6.

gliniinde ortaya c¢iktigini  bildirmiglerdir (252). Bu alanda yapilan ¢alismalarda
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sicanlarda gebeligin baslangic giinlerinin farkli oldugunun ileri siiriilmesi bu konunun
tartigmaya acik oldugunu gdstermektedir. |

Yaptugimiz caligmada, ilk desidual farklilagma ratlarin gebeliklerinin 5. giiniinde
uterusun mezometriyal kisminda tespit edilmistir (Resim 4.3). Bu bdlgenin liimen
epitelinin altinda ¢ok kiicik bir alanla sinirli olmasi desidual reaksiyonun heniiz
baslamis oldugunu gostermektedir. Gebeligin 6. giiniinde bu desidual alandaki stromal
hiicrelerin sitoplazmalarinda glikojen ve yag graniillerinin biriktigi tespit edilmistir
(Resim 4.5). 6. giinde embriyonun uterus limeniyle heniiz etkilesime gegmemis olmasi
implantasyonun daha baslamadifini, uterusun ise tam reseptif fazda yani implantasyona
hazirlik asamasinda oldugunu diisiindiirmiistiir. Gebeligin 7. giiniinde ise embriyonun
implantasyona uterusun mezometriyal kisimdan basladigi ve antimezometriyal kisima
dogru ilerledigi tespit edilmistir (Resim 4.7). Bu durum, mezometriyal kissmdan koken
alan desidual hiicrelerin es zamanh olarak embriyo ile birlikte antimezometriyal kisima
prolifere olarak ilerledigini ve embriyonun etrafint sardigini diistindiirmiistiir. Boylece
calismamizda, sican gebeliginin 6. giinli reseptif faz, 7. giinli ise implantasyon fazi
olarak kabul edilmistir.

Bu calismada kompleks karbonhidrat boyast olarak bilinen PAS ile boyanmus
gebeliginin 5. ve 6. giinlerindeki endometriyumda, myometriyumun i¢ vaskiiler
tabakasindaki sinirda yerlesim gosteren iginde biiyiik grantillere sahip oldukga iri GMG
hiicreleri tespit edilmistir (Resim 4.4, Resim 4.6). Ilk olarak 1891 yilinda Duval
tarafindan tanimlanan, gebe fare uterusunda embriyo implante olduktan kisa bir siire
sonra implantasyonun gergeklestigi bolgenin karsi tarafinda sitoplazmik graniillere
sahip bu genis hiicreler (253), son yillarda fare ve ratlarda GMG hiicreleri olarak
isimlendirilmistir. Bu hiicrelerin grantilleri perforin ve litik proteinler icermesi nedeni
ile azurofiliktir ve peryodik asit schiff (PAS) porzitif reaksiyon vermektedir
(254,255,256). GMG hiicrelerinde gozlemlenen PAS pozitif reaksiyon veren bu
grantillerin stromada yikima neden oldugu ve bdylece implantasyonun kolayca
gerceklesmesinde ve plasenta gelisiminde rol oynayabilecekleri diisintilmiistiir.
Caligmamizda bu hiicrelerin gebe olmayan endometriyumda goriilmeyip sadece 5. ve 6.
giinde yani implantasyona hazithk evresinde ortaya cikmasi stromal hiicrelerin

transformasyonundan sorumlu olduklarinin ve implantasyondan hemen sonra ortadan
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kalkmalari implatasyonun gerceklesmesinde kritik rol oynadiklarinin 6nemli bir
gostergesi olarak degerlendirilmistir.

PAS ile boyanmis 6. ve 7. giin preparatlarinda mezometriyal kisimdaki liimen
epitelinin apikalinde boyanmanin kontrol grubuna gore artmis oldugu tespit edilmisgtir.
Kontrol grubunda uterusun myometriyum tabakasinin tamaminda ve uterus liimeninin
bazal membraninda zayif bir PAS boyanma gozlenirken (Resim 4.9), gebeligin 6.
glininde uterus epitelinin apikalinde ve bazal membraninda ve myometriyamun i¢
sirkiiler tabakasinda kuvvetli bir PAS pozitif reaksiyon tespit edilmistir (Resim 4.10).
Bu bulgular, uterusun implantasyona hazirltk safhasinda, embriyonun baglanmasim
saglayabilmek igin, glikojen bakimindan zengin hale gelerek karbonhidrat ligandlarinin
miktarini maksimum seviyeye getirdigini disiindiirmektedir. Yapilan caligmalarda
endometriyumdan salinan ¢ok sayida PAS pozitif molekiiliin varlig: bildirilmistir (178-
183). Endometriyal epitelde salinan bu yapilardan birinin H-tip-1 antijen (Fuc o1-2Gcl
B1-3GlcNacB1) oldugu bilinmektedir (178). Bu antijenin gebeligin 4. giiniinden itibaren
diizenli olarak liimen epitelinin apikalinden eksprese edilerek icin baglanma sirasinda
ligand gorevi gosterdikleri ve implantasyonun gerceklesmedigi durumlarda gdzden
kaybolduklar: bilinmektedir (181). Implantasyon sirasinda trofoektoderm ile liimen
epiteli arasinda ligand gorevi goren diger disakkarit HSPG’dir ve karakteristik
tekrarlayan disakkaritlerin (Glc-GlcNAC) karigtk modifikasyonlartyla olugmaktadir
(182,183). Carson ve arkadaslar1 yaptiklart bir c¢alismada, implante olan fare
blastosistinin ve uterusun yiizeyinin HSPG kaplanmis oldugunu gostermislerdir (182).

Gebeligin 7.giiniinde ise embriyonun primer embriyonik endoderminin visseral
ve pariyetal tabakalarinda, desidual yatagin i¢ zonunda, endometriyum epitelinin
apikalinde ve myometriyumun i¢ sirkiiler tabakasinda kuvvetli PAS pozitif boyanma
gozlenmesi (Resim 4.12), bazal membranda implantasyon sirasinda Onemli
degisikliklerin meydana geldigini ve bu degisikliklerin implantasyonun yonii ve
yapilanmasi hakkinda bilgi verdigini diisindiirmiistiir. Ancak embriyonun yerlesmis
oldugu desidual yatagin dig zonunda ¢ok fazla bir boyanma gézlenmemistir. Ozellikle 7.
giinde endometriyum epitelinin mezometriyal kismindaki bazal membranda PAS
boyanmasinin goriilmeyip, antimezometriyal tarafta kuvvetli boyanma gozlenmesi,

antimezometriyal =~ bazal ~ membranin  igerigini  olusturan  glikoproteinlerin
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ekspresyonlannin arttigini ve bu nedenle adezyonun bu tarafa dogru gerceklestigini
diisiindiirmiistiir. Bu bulgular bazal membran degisikliklerinin implantasyonda dnemli
rol oynadiginin gostergesi olarak degerlendirilmistir. Implantasyon sirasinda
endometriyum epitelinin apikalinde agiga ¢ikan oligosakkaritlerin, adezyonu saglamak
ve invazyon sirasinda embriyonik gelisimi desteklemek amaciyla salinimlarinin arttigi
: diisiinijlmektedir.

Bu oligosakkaritlerin yiizeyde karbonhidrat tabakasi olarak yerlesmelerinin
nedeni olarak, uterus epiteli tarafindan eksprese edilen transmembran ve hiicre ylizey
baglantil1 proteinler ve bir¢ok yaglarin, oligosakkarit zincirleri ile baglanarak ve
glikozillenerek yiizeye atildiklari distliniilmektedir. Sonu¢ olarak yiizeyde bir
karbonhidrat tabakasi olustururlar. Bu tabakanin MUC1 denilen anti adeziv bariyerin
ortadan kalkmasiyla aktif hale gectigi ortaya cikarnlmustir (119).

Memeli embriyosunun endometriyum epitelinin glikokaliksinde ilk anti-adezyon
molekiillerinin olusturdugu bariyer ile karsilastigi bilinmektedir (116). Anti-adezyon
molekiilleri implantasyon sirasinda olusturduklart dogal bariyeri yikarak, epitelyal
adezyon molekiillerinin baglanmay1 gerceklestirmelerini kolaylastirmas: gerekmektedir
(118). Musinler icinde en ¢ok dikkati ceken MUC1’dir. MUCT hiicrelerde adezyon ve
anti-adezyon kuvvetleri arasindaki hassas dengeyi olusturur. Yani karbonhidrat
bilesenleri gibi MUCI, selektin ligandlarini tasidigi icin integrin aracili hiicre
adezyonunu arttirabilirken, ekspresyon miktarini arttirarak anti-adezyona dogru
degistirebilmektedir. Bircok tiirde, Ornegin insanlarda, tavsanlarda ve domuzlarda
MUCI!1 konsantrasyonu ovulasyondan sonra artarken implantasyon boyunca sabit kalir
ve implantasyonun gergeklesecegi bolgede lokal olarak azalir (115). Farelerde ise
MUCI1 epitel hiicrelerinden kuvvetlice eksprese edilirken, implantasyon fazi boyunca
ylizey epitelinde down-regule edilir (118,121). Bu bulgulara dayanarak MUC!’in
ekspreyonundaki bu azalma blastosist tarafindan {iretilen sinyallerin vasitasiyla
gerceklestirildigi diisliniilmektedir (119,120).

Caligmanmuzda gebe olmayan sican endometriyum liimen epitelinde yogun bir
MUC! immiinoreaksiyonu gozlenmistir (Resim 4.18). Kontrol grubunda MUC1’in
kuvvetli salinimmm, implantasyondan 6nce epiteli koruyaﬁ bir bariyer olusturdugunun

gostergesi olarak degerlendirilmigtir. MUC1’in endometriyumda ekspresyonu menstrual
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siklusla baglantili olarak cesitlilik gostermekle birlikte, siklusun proliferatif ve sekretuar
fazlarinda eksprese edildigi bilinmektedir (121). 6. giinde ise epiteldeki ekspresyonun
yavag yavas azaldiginin gozlenmesi (Resim 4.19), implatansyonun kolaylastiriimasina
yonelik olabilir. MUCY’in ekspresyonunu azaltan sinyaller, uterus boslugunda bulunan
blastosist tarafindan iiretilen lokal faktorlere bagli olabilir. Boylece liimen epitelinin
kiigiik bir kismin1 adeziv hale getirirken diger kisimlar antiadeziv kalabilir. Bu nedenle
embriyo uterusa girdiginde endometriyamda MUCTin lokal olarak azaldig: ve adezyon
molekiillerinin a¢iga ¢iktifi yere baglanacagini, yani embriyonun uterustaki yapisma
bolgesini belirledigini diisiindlirmektedir. 7. glinde ise endometriyum epitelinde ve
trofoektodermde  MUC1  immiinoreaktivitesi ~ gozlenmemistir (Resim  4.20).
Implantasyondan sonra MUC1’in fonksiyonu kalmadig: i¢in diisiik seviyede eksprese
edildigi disiiniilmektedir. Surveyor ve arkadaslart da farelerde yaptiklari galismada
MUCT’in epitel hiicrelerinden kuvvetlice eksprese edilirken, implantasyon fazi boyunca
yiizey epitelinde ve desidual alanda ekspresyonunun tamamen azaldigini gostermiglerdir
(118).

Implantasyon sirastnda  MUC1 ortadan kalktigi zaman, trofoblast ve
endometriyum epitelindeki adezyon molekiilleri biribirine baglanma agamasina
girmektedirler. Bu molekiillerden integrinler, esivesebilmeleri icin aralarinda ligand
gbrevi goren proteinlere ihtiyag duyarlar. Bunlardan en sik eksprese edilenlerinin
fibronektin (192), laminin (192), entaktin (200), tip IV kollajen (188) ve HSPG (183)
oldugu bildirilmistir. Bu molekiiller implantasyonda yalnizca ligand gorevi gérmezler,
ayni zamanda endometriyal epitelin altinda bazal membrani olusturan yapisal proteinler
olarak da rol oynamaktadirlar.

Immiinohistokimyasal ~yontemlerle yaptigimiz incelemede normal sigan
uterusunda lamininin endometriyum epiteli bazal membrani ve stromal hiicreler
boyunca boyandifi gdzlenmistir (Resim 4.21). Bu proteinin uterusun bazal
membraninda yer alan diger glikoproteinlere gore daha belirgin boyanma gostermesini,
ekstraselliiler matriksin en biiyiik ve Onemli molekiillerinden biri olmasina
baglamaktayiz. Implantasyonun gerceklestirilmesi amactyla laminin ekspresyonundaki
ilk artigin reseptif fazda gelistigi ve bu artigin implantasyonun devamini getirecek

onemli bir asama oldugu diisiiniilmektedir. Lamininin gebeligin reseptif asamasmdaki
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lokalizasyonu ile ilgili gesitli bulgular tespit edilmistir. Blankenship ve arkadaslari
farelerde gebeligin 5. giiniinde uterus epiteli bazal membraninda laminin
immunoreaksiyonu gozlemisler (257), Kayish ise sicanlarin gebeliginin 5. giiniinde
bazal membranda ve desidual alanda artmis bir immunoreaksiyon tespit etmislerdir
(258). Clark ve arkadaglart da ratlarin gebeliklerinin 5. giiniide uterus epitelinin
embriyoya yakin kisminda lokalizasyonun artmis oldugunu gozlemislerdir (201). Bizim
¢aliymamizda ise lamininin stromada ve bazal membrandaki bu sabit lokalizasyonunun
gebeligin reseptif fazina denk gelen 6. giinde degismeye basladig: tespit edilmistir.
Endometriyum epitelinde, mezometriyum kismindaki prolifere olan hiicrelerde ve epitel
altindaki yogunlagmus stromada siddetli bir laminin immiinoreaksiyonu gozlenmistir
(Resim 4.22). Bu bulgulara dayanarak, 6. giinde reseptif asamada uterusun
implantasyona hazirlik amaciyla ekstraselliiler matriksin formasyonunun degistigi ve
implantasyon sirasinda integrinlerin baglanabilmesi ic¢in ligand gorevi amaciyla
lamininin ekspresyonunun arttig1 sonucuna varilmistir.

Gebeligin 7. giiniinde implantasyon sirasinda liimen epitelinde laminin
ekspresyonunun devam ettigi tespit edilmistir (Resim 4.23). Buradan da lamininin
sadece implantasyona hazirlikta rol alan protein olmadigi, implantasyonun devaminda
da rol oynadig: diistintilmiistiir. Ekstraselliiler matriksin 6nemli bilesenlerinden olan
laminin, invasyonun kontroliinde de rol oynayan faktérlerdendir. Clark ve arkadaslari
tarafindan farelerde 7. giinde epitelyal bazal membranda, damarlarda ve bez epitelinde
laminin ekspresyonunun arttign rapor edilmistir (201). Buna karsilik Yamada ve
arkadaglar laminin ekspresyonunun implantasyon sirasinda azaldigini, bunun nedeni
olarak da implantasyonu kolaylastirmak igin bazal membranin yikilmaya basladigini
rapor etmislerdir (259). Ancak bizim yaptifimiz calismaya gore lamininin bazal
membranda ve liimen epitelinde devam ettigi gozlenmistir. Bu durum implantasyon
periyodu boyunca ekstraselliiler matriksin ve bazal membranin yeniden yapilanmasinin,
implantasyonun  basarisi  ve plasentasyonun devamu ic¢in gerekli oldugunu
diisiindtirmiistiir.

Ayrica gebeligin 7. giiniinde primer desidual zonda zayif bir laminin
immiinoreaktivitesi gozlenirken, sekonder zonda bir miktar artmasi ve myometriyuma

yakin desidual olmayan mezometriyal alanlarda ekspresyonunun daha artmig olmasi
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dikkat c¢ekicidir. Bu durum, primer desidual alanin periferinden baslayarak, sekonder
desidual alana dogru lamininin yikildigini, desidual olmayan alanda laminin sentezi ve
fonksiyonunun devam ettigini gostermektedir. Ayrica mezometriyal alandaki bu artig,
plasentanin gelisimiyle baglantili olarak plasental damarlarin desteklenmesiyle
aciklanabilmektedir.

Gebeligin 7. giiniinde lamininin trofoblastlarda da ekspresyonun devam ettigi
tespit edilmistir. Bu glikoproteinin, trofoblastlarin proteolitik aktivitelerini, hiicre
membrani tizerinde bulunan yiizey reseptorleri aracilifiyla kontrol ettigi rapor edilmigtir
(257). Enders ve arkadagslarinin yaptiklan bir ¢alismaya gore de; lamininin gebeligin 5.
giiniinde trofoblastin bazal membraninda lokalize oldugu tespit edilmistir (204). Bu
nedenle trofoblast yiizey reseptorlerinin spesifik ligandlara baglanmasi ile hiicrelerin
invaziv davramsinin ve proteaz sekresyonunun inhibe veya stimiile edildigi
diisiiniilebilir. Buradan yola c¢ikarak lamininin trofoblastin farklilagmas: ve
proliferasyonunda 6nemli rol oynayabilecegi ve endometriyal matriksin ve burada rol
alan adezyon proteinlerinin, invazyon igin potansiyel bir regiilator oldugu sonucuna
varilabilmektedir.

Kollajen IV ile yaptigimiz immiinohistokimyasal boyamada kontrol grubunda
ozellikle epitel altindaki bazal membranda yogun olmak iizere, endometriyal stromanin
biitiin alaninda homojen bir boyanma tespit edilmistir (Resim 4.24). Kollajen IV’iin
uterus epitelinin, bezlerinin ve vaskiiler kan damarlarinin bazal membranlarini olusturan
temel glikoproteinlerden biri oldugu bilinmektedir (186,259,261,262). Bu da kollajen
IV’in bazal membranda bir ag orgiisii olarak eksprese edilmesi ve coklu hiicre
baglanma siteleri icermesiyle aciklanabilmektedir. Gebeligin 6. giinde kollajen IV
immiinoreaksiyonu epitelin altindaki bazal membranda ve mezometriyal kisimdaki
gelismekte olan desidual hiicrelerin etrafinda artmus olarak gozlenmistir (Resim 4.25).
Bu yapisal proteinin, ozellikle bazi integrinlerin baglanabilmeleri i¢in ligand gorevi
gormek ve ayni zamanda bazal membranin formasyonunda rol almak amaciyla, reseptif
asamada eckspresyonunda hareketlenmeler basladigim ve maksimum bir = artis
gosterdigini diigiindiirmiistiir.

Gebeligin 7. giiniinde kollajen IV boyanmasi implante olan trofoblastlarda,

uterus epitelinde ve desidual hiicrelerde gozlenmezken i¢ ve dis myometriyal
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tabakalarda ve mezometriyum kismunda gozlenmistir (Resim 4.26). ilk yapilan
calismalarda bazal membranin ytkildig: ileri siiriilmiigse de (188), daha sonraki yapilan
calismalarda bazal lamina kompozisyonunun modifiye oldugu ileri siiriilmektedir (257).
Domuzlarda bazal membran kompozisyonunda herhangi bir modifikasyon
gozlenmezken, kegilerde kan damarlart cevresinde ve trofoblastlara komsu uterus
epitelinin bazal membraninda kollajen IV eksikligi bildirilmistir (260,264). Sigirlarda
ise implantasyon peryodunda hem kollajen IV hem de lamininin azaldig: bildirilmistir
(259,262). Bizim calismamizda ise gebeligin 7. gilininde implantasyon sirasinda
kollajen IV’iin bazal membraninda azalmaya baslamasi ve zamanla yok olmasi,
implantasyon bolgesindeki artacak olan kan damarlar gelisimi, trofoblast hiicrelerinin
diferansiyasyonu ve trofoblastik invazyonun gerceklesecegi bu bolgenin ekstraselliiler
matriksindeki yapisal degisikligin bir goOstergesi olarak kabul edilebilir. Bu
‘degisikliklerin kollajen liflerin katabolize olarak, desidual zonda yikilmaya baslayip
tamamen ic vaskiiler kas tabakasinin altina itildigi icin gerceklestigi diisliniilmiistiir. Bu
yikilmanin sebebi, desidual doku proliferasyonunun gerceklesmesi ve desidualizasyon
siiresince hiicresel adezyona izin verilmesi olarak soylenebilir. Implantasyon boyunca
kollajen IV’iin mezometriyal kisimda artmis olmas: ise plasental damarlarin
desteklenmesi ile baglantili olabilecegini diistindlirmiigtiir.

Ozel kollajen lif boyas: olan Masson Trikrom ile yaptigimiz boyamada
immiinohistokimya bulgular: ile benzer bulgular gdzlenmistir. Gebelik olmayan normal
uterusda kollajen liflerin epitel altindaki stromada ve mezometriyal kisimda dagiimuis
olarak boyandif: tespit edilmistir (Resim 4.13). Gebeligin 6. giinlinde ise kollajen
liflerin uterusun myometriyal tabakasina dofru yer degistirmeye basladiklar
gozlenmisitir (Resim 4.14). Bu kollajen liflerdeki yer degistirmenin desidual yatagin
1yice genislemesi, hiicrelerin proliferasyonu ile gelismenin rahat gergeklestirilebilmesi
amacina yonelik olabilecegi sOylenebilir. Gebeligin 7. giiniinde ise kollajen liflerin artik
tamamen myometriyal tabakanin altina itildikleri ve bir kismunin mezometriyal tarafta
lokalize olduklart gozlenmistir (Resim 4.15). Embriyonun gomiilmiis oldugu desidual
yatakta kollajen liflerin gozden kaybolmus olmasi, desidualizasyon siiresince
embriyonun invazyonu gerceklestirebilmesi ve trofoblastlar ile desidual hiicreler

arasindaki adezyonu kolaylastirabilmesi amaciyla oldugunu kanitlamigtir.
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Fibronektinin, ekstraselliller matrikste heparin, tip I, II, Il ve V kollajen,
fibronektin ve integrin gibi bir¢ok biyolojik makromolekiilleri baglayan ve hiicre
biiylimesi, farklilasmasi, sekli ve gogli gibi birgok fonksiyonu diizenleyen yapistirici
glikoprotein oldugu bilinmektedir (192). Calismamizda, normal sigan uterusunda
fibronektin boyanmasinin endometriyum bazal membraninda ve stromal hiicrelerde
homojen bir dagilim gosterdigi tespit edilmistir (Resim. 4.27). Fibronektinin gebe rat
uterusundaki immiinohistokimyasal lokalizasyonu ile ilgili daha 6nce ¢ok fazla galisma
yapilmamis, daha ¢ok bu proteinin hiicre kiltliriindeki ekspresyon degisikliklerine
agirhik verilmistir (190,191,192). Bunun sonucunda fibronektinin baglanma yapisinin
blastosist farklilagsmasi icin gerekli oldugu, ¢linkii peri-implantasyon blastosistinde ilk
hiicresel degisikliklerin meydana gelmesinde Ol¢li oldugu kamsina varilmistir
(192,193). Caligmammzda reseptif faza dahil olan 6. giinde ise endometriyum epiteli,
endometriyal stroma ve mezometriyumdaki desidual hiicrelerde bir miktar artig tespit
edilmistir (Resim 4.28). Bu nedenle fibronektinin adezyon sirasinda integrinler arasinda
ligand gorevi gormek amaciyla aktif hale gectigi kanisina vanilmustir. Bu durum
fibronektinin ekstraselliler matriksin formasyonundaki degisiklige paralel olarak
hiicrelerin gocii ve farklilagmasindan sorumlu oldugunu diisiindiirmektedir.

Implantasyon sirasinda 7. giinde ise, endometriyum epitelinin bazal
membraninda, desidual hiicrelerde ve trofoblastta fibronektinin negatif bir
immiinoreaksiyon gosterdigi tespit edilmistir (Resim 4.29). Fibronektinin implantasyon
sirasindaki  ekspresyonunda beklenmedik dusiisti, endometriyal degisikliklere ve
endometriyumun yenilenmesine baglanmis olabilir. Ekstraselliiller matriksin primer
desidual zonda azalmast bazal membran kompozisyonunun degisiminden
kaynaklanmaktadir. Boylece bazal membran proteinlerinin ekspresyon miktarlari
degistigi icin fibronektin gibi yapistirict proteinlere ihtiyag duyulmadigi yani
fibronektinin fonksiyonelligini kaybettigi sonucu ¢ikarilmistir. Benzer olarak, Yamada
ve arkadaglari; sigularin  periimplantasyon peryodunda maternal villuslarda
fibronektinin belirgin olarak azaldigini tespit etmislerdir (259). Kirby ve arkadaslar
tarafindan, blastosistin adezyon bilesimindeki fibronektin baglanma aktivitesinin,
uterusta adeziv olan ve implantasyon penceresinde embriyonun oryantasyonunu

saglayan ilk bolgeyi belirledigi rapor edilmistir (263).
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Implantasyonda desidual cevabi kontrol eden ve reseptif asamayi diizenleyen
diger onemli molekiillerin biiytime faktorleri oldugu bilinmektedir (40). Implantasyon
peryodu caligmalarinda, TGF-o’nin ekspresyonunun arttigi, farkli hayvan tiirlerinde
gosterilmistir  (54,56,57). Caliymamizda, normal uterus dokusunda TGF-o
immiinoreaksiyonu zayif gozlenirken (Resim 4.30), gebeligin 6. gliniinde
endometriyam epitelinde, stromada, mezometriyum kisminda immiinoreaksiyonun
kuvvetli pozitif olmast (Resim 4.31) desidual cevapta TGF-o’nin 6nemli bir rolii
oldugunu gostermektedir. Taga ve arkadaglan tarafindan TGF-o’min  insan
desidualizasyonu boyunca hiicresel ve stromal proliferasyonu arttirdidi gézlenmis (55),
Paria ve arkadaslar1 tarafindan farelerde ve ratlarda periimplantasyon periyodu bayunca
uterusun myometriyal, stromal ve epitelyal hiicrelerinde tespit edilmis ve TGF-o’nin
gebe ratlarda EGF’e gore daha biiyilik bir desidual cevaba yol agtigi rapor edilmistir
(53). Bu nedenle TGF-o’nin implantasyona hazirlikta rol aldifini ve desidualizasyon
sirasinda  hiicresel proliferasyonun gerceklesmesini  ve ekstraselliler matriksin
reorganizasyonunu sagladigini diistinmekteyiz.

Gebeligin 7.giiniinde ise trofoblast hiicrelerinde, uterus epitelinde ve desidual
hiicrelerin aralarindaki kapiller endotellerinde TGF immiinoreaksiyonunun oldukca
arttign gozlenmistir (Resim 4.32). Bu bulgulara gére TGF-o'nin implantasyonda ve
invazyonda da kritik rol oynadig1 diisiintilmiistiir. Johnson ve Chatterjee tarafindan, rat
uterusunun liimen epitelinde TGF-o’nin immiinohistokimyasal lokalizasyonunun arttigi
rapor edilmigtir (46). Tamada ve arkadaslarinin yaptiklar1 deneye gore anti TGF-o
antikorunun intraliimen enjeksiyonundan sonra implantasyonun gerceklesmemesi (59),
TGF-onin implantasyon sirasinda Onemli rol oynadiguun bir gstergesidir. Ancak
Tamada ve arkadaglarinin yaptiklari bagka bir deneyde, TGF-a geni yok edilmis farede
implantasyon goriilmesi TGF-o’nin fonksiyonunun tam olarak bilinmediginin bir
gostergesidir (59). Ayrica domuz blastosistinin trofoblast hiicrelerinde ve sigir
embriyolarimin endodermik hiicrelerinde ekspreyonunun arttid1 ortaya gikartmigtir (58).
Calismamizda desiduadaki kapiller endotel hiicrelerinde immiinoreaksiyon gdzlenmesi

TGF-o’nin endotelyal hiicreleri baglayan potent anjiojenik faktér oldugu ve buna bagh
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olarak endotelyal hiicrelerin DNA sentezlerini arttirdifindan dolay:r bu biiylime
faktoriiniin vaskiiler gelisimde rol oynayabilecegini diisiindiirmiistiir.

Memeli endometriyumunun sitokin iiretimi ve hareketi i¢in aktif bir site oldugu
bilinmektedir (99,100). Aym1 zamanda steroid hormon hareketlerinin lokal
diizenlenmesinde kritik rolii oldugu ve implantasyon isleminde rol oynadigi bir¢ok
calismayla gosterilmistir (9,97-99).

Calismamizda  kullandigimuz  sitokinlerden IL-1f  ve  TNF-o’mn
immiinoreaktiviteleri normal uterusta epitel ve stromada zayif pozitif iken (Resim 4.33,
4.36), 6. giinde liimen epiteli, bez epiteli ve mezometriyum kismindaki desidual
hiicrelerde ve aralarindaki kapillerin endotellerinde artrmistir (Resim 4.34, Resim 4.37).
IL-1B ve TNF-oo ekspresyonundaki bu artigin  implantasyona hazirlanan
endometriyumda gelismekte olan bir immiin mekanizmaninin varlifim isaret ettigini
diisiinmekteyiz. Simon ve arkadaglari tarafindan da insan endometriyumunda artmig IL-
loo ve IL-1B immiinoreaktivitesi endotelyal hiicrelerde gosterilmis ve endotelyal
hiicrelerden inflamasyon alanina 16kosit girisinden sorumlu molekiil olabilecegi
diigtiniilmiistiir (99). TNF-o’nin ise hiicresel biiylime ve farklilagsmanin ayarlanmasi ve
gesitli yapilarin sentezinde gorev almak {iizere iiretilen bir polipeptid oldugu
bilinmektedir (110). Gebeligin 6. giiniinde uterusta bu iki molekiliin
immiinoreaksiyonun artmig goriilmesi implantasyon icin ekstraselliiler matriksin
yeniden organizasyonunda ve gelismekte olan bir immiin mekanizmanin varlifinda
onemli rol oynadigini diisiindiirdii. Implante olabilmek igin yaklasan embriyonun
gondermis oldugu molekiiler sinyallere karsihik ilk asamada bir immiin mekanizmanin
olustugunu diisiindiirmektedir.

Gebeligin 7. giiniinde ise trofoblastta, liimen epitelinde ve implante blastosisti
cevreleyen epitelde IL-1f ve TNF-o'mmn imiinoreaktivitesinin 6. giine gore oldukga
arttif1 gozlenmistir (Resim 4.35, Resim 4.38). IL-1 immiinoreaktivitesinin primer olarak
liimen epiteli ve bez epitelinde lokalize oldugu ve en fazla olarak implante blastosisti
gevreleyen epitelde gozlendigi bilinmektedir (101). Caligmamizda da IL-1P
immunoreaktivitesinin 6zellikle epitelde ve desidual hiicrelerde ve desidual endotelyal
hiicrelerde  artmig  oldugu tespit edilmistir. Bu artisin  implantasyonun

gerceklestirilmesiyle yakindan baglantili  oldufunu distinmekteyiz. Simon ve
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arkadaslar1 tarafindan da, IL-1RT1 implantasyon sirasinda IL-lot veya IL-1B’ya
baglanarak endometriyal epitelyal integrin ekspresyonunu tetikledigi bunun da
adezyonu baglattig1 ileri stirlilmiistiir (92). Chen ve arkadaslan tarafindan TNF-onin
farkli trofoblast tabakalari tarafindan eksprese edildigi ve implantasyonda énemli rolii
olan sitokinler arasinda siflandirildifi rapor edilmistir (111). Hampson ve
arkadaglarina gore kiiltiir blastosistinde TNF-o0 ve CSF-1’in artmig olmas: trofoblast
gelisiminde ve ardindan implantasyonun gerceklesmesinde onemli rol oynayacaginin
bir gostergesidir (114). Yelavarti ve arkadaslarina gére TNF-o'nin limen epitelinde
artmig olmasi, implantasyonun gergeklestirilebilmesi igin trofoektoderm iizerindeki
TNF-o reseptoriiyle baglanabilmesi icindir (112). Ayrica bu sitokin ve reseptoriiniin
trofoblasta bitisik maternal desidual hiicreler ve uterus epiteli tarafindan da eksprese
edildigi tespit edilmistir (112). TNF-o’nin implantasyon sirasinda stromada ve
endometriyum epitelinde oldukga artmig olmasi, embriyoya kars: uterusun gelistirdigi
bir inflamatuar immiin reaksiyonun isareti oldugunu disiindiirmustiir. Ancak Pampfer
ve arkadaslarinin blastosistin i¢ hiicre kitlesinde TNF-o'nin sitotoksik ve dejenere
etkisine rastlamamis olmalart (113), TNF-o’daki bu artisgin  implantasyonun
gerceklesmesi icin desidualizasyonun organizasyonunda rol aldigim disiindiirmektedir.
Bizim galigmamizda da TNF-o’nin artmus olmasi trofoblast biiyiimesinde biyolojik
etkileri oldugunu ve uteroplasental Unitenin gelisiminde bir &nemli rol oynadigin bu
nedenle de implantasyonun ger¢eklesmesinde kritik rol oynayan sitokinlerden oldugunu
diistindiirmiigtiir.

Implantasyon sirasinda desidual hiicrelerde de immiinoreaksiyonun bu kadar
artmus olmasi, IL-1f ve TNF-o'nin matriks metalloproteinazlarla yakindan iliskili olup
invasyon sirasinda ektraselliiler matriksin yikiminda rol oynayabilecegini diigtindiirdii.
Huang ve arkadaslari; IL-1B ve TGF B’nin trofoblast invazyonu sirasinda embriyo-
maternal temas bolgesinde kollajenaz ekspresyonunu arttirdifini tespit etmislerdir
(265). Bu sonuglar bize trofoblast hiicreleri tarafindan sentez edilen IL-1f"nin maternal
endometriyam icerisinde ekstraselliller matriksi ve bazal membrani sindirerek
embriyonik invazyonu diizenleyebilecegini diigiindiirmiistiir. Implantasyon ve invazyon

siiresince, [L-1f ve TNF-o'nin ekspresyonun daha fazla olmasinin nedeni olarak, aktive
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olan stomal hiicrelerde kollajenazin ekspresyonunun artmasiyla baglantili olabilecei
sonucu ¢ikarilmistir. Bu bulgulara dayanarak IL-1 sisteminin, embriyonik gelisimde ve
implantasyon islevi boyunca iletisimde kritik rol oynadigini diisiinmekteyiz.

Integrinler, endometriyal reseptivite denildiginde akla ilk gelen adezyon
molekiilleridir. Endometriyumun kompleks yapist embriyonik implantasyon icin
menstrual siklus boyunca adezyon molekiillerinin farkli diizenlenmesine neden
olmaktadir (213,214). Giiniimiize kadar yapilan calismalarda bazi integrinlerin
implantasyon sirasinda diger adezyon molekiillerine gore, siklusa ve hiicreye 6zgii
spesifik dagilim gosterdikleri ve bunun sonucu olarak da implantasyonda molekiiler
olaylarin odak noktast olduklar: tespit edilmistir (Resim 2.3.14) (213,214).

Caligmanuzda B1 integrini ile yapilan immiinohistokimyasal boyamada, kontrol
grubunun endometriyum epitelinde, bazal membraninda ve ekstraselliiler matriksinde
boyanma az olarak gézlenmistir (Resim 4.39). Endometriyumda 1 ekspresyonunun
menstrual fazla iliskili olarak degisiklige ugramasinin hormonal kontrole bagh oldugu
bilinmektedir. (224). Ozellikle erken proliferatif fazda bez epitelinde, orta sekretuar
fazda stromal hiicrelerde eksprese edildigi rapor edilmistir (214). Gebeligin 6. giintinde
ise endometriyum epitelinde, stromada ve mezometriyal kismindaki desidual hiicrelerde
B1 artmus olarak gozlenmistir (Resim 4.40). 6. giinde desidual hiicrelerde ortaya ¢ikan
bu artisin blastosistin dis hiicre kitlesinde bulunan 1’e baglanmasinda etkili rol
oynamak iizere reseptif fazla baglantili olabilecegi diisiiniilmiistir. [B1’in
implantasyondan Once arttifi bolgelerde, hiicre proliferasyonunda, hiicresel gog ve
farklilagmasinda rol oynadig1 bilinmektedir (225). Ozellikle desidual hiicrelerde B1
ekspresyonunun artmasinin, blastosist invazyonu sirasinda trofoblast hiicreleri ile
desidual hiicreler arasinda meydana gelecek adezyonu gerceklestirebilmesi amaciyla
oldugu diisiiniilmektedir.

Gebeligin 7.giiniinde ise hem uterus epitelinde hem de trofoblastlarda $1’in 6.
giine gore kuvvetli boyandig1 gozlendi (Resim 4.41). B1’in implantasyon sirasinda
endometriyumda ve liimen epitelinde arttig1 birgok arastirmaci tarafindan gosterilmistir
(218,219,221,224,225). Trofoblastlarda 1 ekspresyonunun artmig goriilmesi, trofoblast

proliferasyonunda ve implantasyonda fonksiyon gosterdigini diisiindirmiistiir.
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Blastosistin trofoektodermindeki trofoblastik dev hiicrelerin, bazal laminay1 gegtikten
sonra da integrin B1 reaktivitesi gostermeleri bu hiicrelerin, desidual hiicreleri
cevreleyen periselliiler bazal laminaya baglanarak meydana gelebilecek etkilesmenin bir
gostergesi oldugunu stylemek yanlis olmayacaktir. Nitekim, Stephens ve arkadaslari
yaptiklart galigmada B1 alt tinitesi yok edilen embriyolarin blastosist asamasina kadar
normal gelistigini gostermisler ve B1 integrinin embryo gelisiminde rolii olmadigim
ileri stirmiislerdir (194). Aym arastirmacilar bu embriyolarin implante olmadiklarini
tespit etmis ve B1’in esas fonksiyonunun implantasyon iizerine oldugunu ve B1
eksikliginde implantasyonun gerceklesemedigini bildirmislerdir (194). Sutherland ve
arkadaglar1 B1 ve o3 integrinlerinin 6zellikle fertilizasyondan sonra fare blastosistinin
gelisiminde devam eden bir ekspresyonlar1 oldugunu gostermislerdir (9). Calismamizda
B1 integrinin implantasyon sirasindaki embriyoda goriilmesi, yayilmakta olan trofoblast
sinirlarindaki fokal adezyonlarda bulunabilecegini diisiindiirmektedir. B1’in trofoblast
gelisimini arttirmasinin ise baglanma ve hiicre gogiindeki bilinen adeziv rolii ile
baglantili oldugu sonucuna vartlmastir.

o3 ile yaptigimiz immiinohistokimyasal boyama ile kontrol grubunun
endometriyum  epitelinde, bazal membranda ve ekstraselliiler —matrikste
immiinoreaksiyonun zayif oldugu gozlenmistir (Resim 4.42). Gebeligin 6. giiniinde ise
endometriyum epitelinde, stromada ve mezometriyum kismindaki desidual hiicrelerde
03 immiinoreaksiyonu arttifi tespit edilmistir (Resim 4.43). Bu durum B1 gibi o3
integrinin de hiicre adezyonunda rol oynadigi ve ekstraselliiler matriksin degisiminden
sorumlu oldugunu distindliirmiigtir. Bizim c¢alismamizda o3’Gn artmig olmasi,
embriyonun uterus epiteline baglanmasini saglayan ligand olusumuyla ilgili olabilir.
Tabibzadeh de yaptig1 calismada 02, a3, o6 integrinlerinin, bez epitelinde ve liimen
epitelinde ekspresyonunun arttigini tespit etmigtir (221). Ayrica o3’lin ovulasyondan
sonra liimen epitelinde arttig1 Lessey ve arkadaslar tarafindan rapor edilmistir (219).

Gebeligin 7. giiniinde 03 immiinoreaksiyonunun epitel ve trofoblastta artmug
olmasi (Resim 4.44) implantasyonda 6nemli rol oynayabileceginin bir gostergesi olarak
degerlendirilmistir. Implantasyon swasinda trofoblast hiicrelerinde o3 ekspresyonun

devam etmesi embriyonun proliferasyonu ve diferansiyasyonunda rol aldigimi
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diistindiirebilir. Sutherland ve arkadaslarinin yaptiklan iki calismada o3 integrinlerin
mRNA’sinin preimplantasyon doneminde eksprese edilmeye basladigini, proteininin ise
implantasyondan sonra ortaya c¢iktifimi bildirmislerdir (9,220). Bizim c¢alismamizda
o3’tin 7. giinde ortaya ¢ikmasi implantasyonla iligkili roliinii desteklemektedir. Buna
karsilik Hynes’in yaptift calismada o3 geni eksik embriyolarda implantasyon
yetersizliklerinin gozlenmemesi,  bu integrinin implantasyonda tek basina rol
oynamadiginin bir gdstergesidir (196).

owv integrini ile yapilan immiinohistokimyasal boyamada kontrol grubuna ait
uterusdaki immiinoreaktivite zayif iken (Resim 4.45), gebeligin 6.giinlinde liimen
epiteli, stroma ve mezometriyum kismindaki desidual hiicrelerde immiinoreaksiyonun
artmus oldugu tespit edilmistir (Resim 4.46). Bulgularimiza gdfc bu integrin de adezyon
fazin gergeklesmesinde rol oynamaktadir. Tabibzadeh tarafindan ov ekspresyonunun
ovulasyondan sonra endometriyum epitelinde arttigi gosterilmistir (221). Sutherland ve
arkadaslar fertilizasyondan sonra endometriyal degisim siirecinde de ekspresyonunun
devam ettigini rapor etmiglerdir (9). Aplin ve arkadaslar tarafindan ise reseptif fazda bu
artisin, insanlarda oldugu gibi farelerde de endometriyal epitelde gozlendigi
belirtilmistir (266). ILuteal fazla iligkili olarak, ov integrinin ekspresyonun
implantasyonda arttig1, luteal faz yetmezliginde azaldig: bilinmektedir (220).

Calismamizda gebeligin 7. gilinlinde ov ekspresyonunun endometriyum
epitelinde devam ettigi, trofoblast hiicrelerinde ise immiinoreaksiyonun gézlenmedigi
tespit edilmistir (Resim 4.47). Insan ve kemirgen trofoblastlarinda av ekspresyonuyla
ilgili literatiirde ¢aligmaya rastlanmamus olmasina ragmen oosit ve blastosist
asamalarinda bir¢ok ¢aligma dikkati cekmektedir. Ayrica Bloor ve arkadaglari (169) ile
Spanswick’in caligmalarinda (267) blastosist asamasinda embriyolarin ov integrini
eksprese ettikleri rapor edilmistir. Ayrica Tabibzadeh ov integrinin fertilizasyondan
sonra fare blastosistinin gelisiminde devam eden ekspresyonunu gostermistir (221).
Campbell ve arkadaslari tarafindan insan oositlerinin ve erken post fertilizasyon
embriyolarinin o3, ov ve B1 integrin altiinitelerini eksprese ettikleri gosterilmigtir
(268). Ancak caligmamizda ise trofoblastlardan ov integrinin eksprese edilmedigi tespit

edilmigtir. Bu nedenle bu integrinin maternal kaynakli oldugu ve tam implantasyon
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sirasinda sadece endometriyumun degisikliginde rol oynadifi disiiniilmistiir. Ayrica
yayilmakta olan trofoblast simirlarindaki fokal adezyonlarda bulunmadigi kanisina
varilmustir. Hynes ile (196) Bader ve arkadaslarinin (269) yaptiklar1 galismalarda, owv
geni eksik embriyolarda implantasyon yetersizliklerinin gozlenmemesi, bizim
bulgularimizi desteklemektedir. Buna ilaveten ov’nin trofoblastlarin proliferasyonunda
ve diferansiyasyonunda  fonksiyonunun  olmamasi, f1’in  trofoblastlardaki

ekspresyonunun 6nemini daha da vurgulamaktadir.

Sonug olarak, implantasyon sirasinda rol oynayan adezyon molekiillerini
inceledigimiz bu galismada, desidualizasyonun 5. giinde basladigi; laminin, kollajen 1V,
TGF-a, IL-1f’nin 6. giinlerdeki reseptif degisikliklerden, limen epiteli ve trofoblast
hiicrelerinde artan TGF-o, IL-18, TNF-o, a3 ve B1’in invazyon agamasindan sorumlu
olabilecegi; MUC!’in ise 6. giinde azalip 7. giinde liimen epitelinde kaybolmasi ile

adezyon molekiillerinin ortaya ¢ikmasini sagladifi sonucuna varildi.
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6.SONUCLAR

Siganlarda implantasyon evresinde blastosist trofoblast1 ile uterus epiteli
arasindaki etkilesimde adezyon molekiillerinin roliinii saptamak amaciyla,
immunohisokimyasal tekniklerle yapilan bu calismada, elde edilen sonuglar $oyle

Ozetlenebilir:

I. Gebeligin 5. giiniinde desidualizasyonun uterus liimeninin mezometriyal tarafinda
heniiz baslamis oldugu, 6. giinde desidual yatagin oldukca genisleyerek
implantasyondan hemen Onceki reseptif asama olarak kabul edilebilecegi ve 7. glinde
embriyo ile desidual yatagin antimezometriyal tarafa dogru ilerlemesiyle

implantasyonun gerceklestigi saptandi.

II. Gebeligin 6.giiniinde resepif fazin belirleyicisi olarak liimen epitelinin apikalinde en
kuvvetli immunoreaksiyon gosteren molekiillerin laminin, fibronektin, kollajen IV,
TGF-q, IL-18 oldugu tespit edildi. Reseptif asamada laminin, fibronektin ve kollajen
IV’iin epitelin apikalinde ekspresyonlarinin dikkat ¢ekici bir bigimde artmasi, trofoblast
hiicrelerinde ve uterus liimen epiteli hiicrelerinde bulunan integrin reseptdrleinin
baglanabilmeleri i¢in bir ligand gorevi iistlenmesine bagli olabilecegi diisiinildi. IL-
If’nin epitelde olduga artmasi, yaklagsmakta olan blastosistin uterusta yarattif
inflamatuar cevabin bir isareti olarak degerlendirildi. TGF-o’'nin 6. glinde epiteldeki
maksimum artis1 ise desidualizasyon siiresince hiicresel stromal proliferasyonu stimiile
eden molekiil oldugunu gosterdi. Diger molekiiller MUC1, TNF-a, B1, a3 ve av’nin
yalnizca desidual alanda maksimum reaksiyon gostermeleri desidualizasyonun

gerceklesmesinde 6nemli rol oynayabileceklerini diigiindiirdii.
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III.  Gebeligin 7. giintinde trofoblast hiicreleri ve uterus liimen epitelinde yogun bir
lokalizasyon gosteren molekiillerin laminin, TGF-a, IL-1B, TNF-a, B1 ve o3 integrin
oldugu tespit edildi. Bu molekiillerin implantasyon sirasindaki tutunmayi saglayan
onemli fakt6r olduklari sonucu ¢ikarildi. Laminin ile trofoblast hiicrelerinde ve liimen
epitelinde boyanma gostermeyen fibronektin ve kollajen IV arasinda lokalizasyon ve
boyanma yogunlugu agisindan zit bir iliskinin oldugu, lamninin kendisiyle aymi
lokalizasyonu gésteren B1 ve o3 integrinleri arasinda ligand olabilecegi yani, apikalinde
bu integrin reseptorlerini bulunduran trofoblastik hiicrelerin liimen epiteline gecerken ve
gectikten sonra laminine tutunarak invazyon olaymi gerceklestirebilecegi diistiniildii.
Fibronektin ise kendisiyle ayni lokalizasyonu gésteren ov’nin baglanma sirasinda
ligand1 oldugu, her ikisinin de ¢ok az miktar ektoplasental konide immiinoreaksiyon
gostermelerinin maternal kan damarlarina erisme hedefindeki bu hiicrelerin
migrasyonunda ve invazyonunda rol alan molekiiller olabileceginin bir gostergesi olarak
degerlendirildi. TGF-a, IL-1B ve TNF-o molekiillerinin implantasyon esnasinda
trofoblastik, desidual ve liimen epitel hiicrelerinde olduk¢a siddetli immunoreaksiyon
gostermeleri invazyonun ger¢eklesebilmesi igin matriks metalloproteinazlarin kollajeni
yikmasinda ve trofoblast hiicrelerinin farklilagmasi, ¢ogalmasi ve gogii i¢in bir uyaran

olabilecegini diistindiirdii.

IV. Biitiin bu adezyon molekiillerine gore tam tersi bir mekanizmayla isleyen bariyer
proteini olan MUC1’in aslinda implantasyonun baslayip baslamayacagim belirleyen
protein oldugu tespit edildi. Diger adezyon molekiillerinin tersine gebelik olmayan
kontrol uterus epitelinde siddetli bir boyanma gosterip, uterus ve embriyoyu diisiik
riskinden korudugu kabul edildi. Bu molekiiliin endometriyumda 6. giinde azalip 7.
giinde tamamen ortadan kaybolmas:i ile, saglam embriyonun implantasyonu

gerceklestirdigi ve gebeligin devam etme sansimin yiiksek oldugu sonucu ¢ikarildi.
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8. RESIMLER

Resim 4.1: Kontrol Grubu; Gebelik olmayan sigan uterusunda HLE boyamast. Uterasa ofustoran 3 tabaka:
dista seroza tabakasi (perimetriyum) (P), ortada muskiiler tabaka (myometriyum) (M ve en igte mukoza
tendonietriyanm) () tabakast ayiet edilmektedir. Kan damarlarmm bulnndugu mezometrival hilge (M)
0.B.X 40,

Resim 4.2: Kontrol Grubu: Gebelik olmayan sigan uterusunda mezometriyum kisnunda HE boyamas,
Prizmatik timen cpitel hiicreferi (=) ve bazal membrani (BVD, stroma (S). myometriyumdaki spiral
sekilli ditz kas hitcreleri (), mezometriyal kisinda bol kan damart ayut edilmektediv (%), 0.3, 200,
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Resim 4.3: Deney Grubu: Gebeligin 3. giintinde sican uterusunda FLI: boyvinmase. Hierusu ofugturan 3
tabakamin kontrolle ayni oldugu ancak mezometriyal kisimda desidual hiicrelern o) ve GMCG
hiicrelerinin («) prolifere olmaya basladsgt goriilmekiedir. O.B.X 40,

Resim 4.4: Dency Grubu: Gebeligin 3. giiniinde mezometrryal kstmdaki profifere

; H.E. X 200

olmava baglavan
desidual hiicreler (%) ve GMG hiicreleri ().



v

Resim 4.5: Dency Grube Gebedigin 0. giintinde sigan aterisunda PLED hovamast, Muometrovi
tabakasindakt (=) diiz kas hdcerelerinin savisinda ve bovatanda artes wozlenmekte. mezometrivnl
kastmdaki desidual hiicrelerin ofdukea cogabirak desidual alanr (DAY olugturdudn aonilmekeedir 0834

s

40.

Resim 4.6: Deaey Grubu: Gebeligin o, giintinde mezometrrval Kisnndaks cenisiom fesidoal alan 1 DA
ve iglerinde glikojen ve lipid biriktirerck genisfeyen desidoaf hiereler ¥ e azalan MG nterelort « 4
H.1E0.8.X200.

i




——
]

Resim 4.7: Depey Grubu: Gebeligin 7. giintinde sican wiernsunda TEE bovamasi. Desidual dereern
cogalarak uterus  Himen  epitelinin (LI crrafin sardign, cmbrivonun % e anplante olduaeu
gbriitmektedir. Embriyonun gdmiilii oldugu desidual alanmn ise promer (PO oo ekonder (SI) akankar
olarak ikive ayrildigi, gozlenmektedir. O.B.X 40,

Resim 4.8: Deney Grubu: Gebeligin 7. giiniinde implanie ofan smibrivonun T hovignase. imbrivonun
yerfesmis ofdugu bosfuk yolk kesesi kavitesi (YK, on ista primer embrivonth endoderm hterelermm
pariyetal tabakast (PE). rofoblast ofugturan trofocktoderm hiicrelert T cktoplasental koni (R

proamniyotik kavite (%), Richert’s membrant ¢ 81 sekonder rofoblastik dey iore o= 013X 100,



Resim 4.9: Kontrol Grubu: Gebelik olmavan sican aterusanda PAS Hovamas aamen cpielinde o )
raytt PAS pozitit boyanma gdzlenivken. myometriyrn abakasinn €V e siromanimn o3 kuvvetlt pozanf
boyandigr izlenmektedir. O.13.X 200.

Resim 4.10: Deney Grubu: Gebeligin 6. giintinde uterus epitelinm altinda alikojenm binktidi (- droma
(8) ve myometriyum tabakasinda (M) kuvvethi PAS poziilreaksivon gercehlestidi, desidual hijereter « %
ve GMG hiierelerinin igindeki grandflerin o) kuvvetht PAS poziif hovandidr aozleamektedir. PO
0.3.X 200,



g

Resim 4.011: Deney Grubu: Gebeligin 7. wiiniinde

(SD) zayil” boyanma gozlenirken, primer desidual (PO sonds Kuvvethi PAS seak gvenn aorihnet
0O.B.X 40,

aterustaht PAS bovamase, sekonder cesadnnl ~ondn

tedhy

Resim 4.12: Deney Grubu: Gebeligin 7. aintinde [imen epitelinm apikalinde
primer ckstra embriyonik endodermin parivetal tabakasi « 4y, Richert' s
desidual (PD) zonda kuvvetdi PAS reaksivonu gariilmekeedir, €13 400

T mbrivove saep
membranidds © &0 <0 prier
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Resim  4.13: Kontrol  Grubu: - Gebelik obmayan sican ateruspnda Masson Prohrom hovamas

Mczometriyum kisnundaki kan damarlanmim arasmdaki <580 ve epirel alinda dramadaks <51 kolagen
fiflerin *mavi renkte  boyandige tespit edilmigtiv. Karmiziva bovanan dider zamlar myvometrivinn
tabakasindakt diiz kaslar (VD). uterus Himen epiteding t—=) aosiermektedir, 083X 200,

Resim 4. 14: Deney  Grubu: Gebeligin 60 glintinde mezometrivam kismnda lesudual - nicreienn
proliferasyonundan dolayt kenara itilmeye baslayan mavi kollajen Tifler ¢ %€ mvomerryimun ¢ Kas
tabakasingn altna itilmeye baglayan stromanin arasindaki Koflagen Hifler o VT 00 X000,
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Resim 4.15: Deney Grubu: Gebeligin 7. giiniinde wicrustaki Masson Trikrom hovamast. Stromanin
alundaki kolajen liflerin i¢ sirkiiler myometriyum tabakasima (M) paraiel olarak mamen kenara itikmig
oldugu (—) ve bir miktar da mezometriyam kisnnda ( By aozlenmgtie, OBX 400

Resim 4.16: Deney Grubu: Gebeligin 7. gtintinde Timen cpitelinin bazal membraninda L tralobiaa
(%) hiicrelerinde ve desidual yatakta (D) da hic kollajen 1if viriilmemekredi (VT 0800
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Resim 4.17: Kontrol Grubu; Gebelik olmayan sican uternsunda MUCT  bovamasi, Ulerus limen
epitelinde (=) yogun, stromada (3K ) zayif boyanma goridmektedir, 0.13.X 2060,

Resim 4.18: Kontrol Grubu: Uterus ltimen epitelinde (=1 vogun, stromada %80 2o MU
immunoreaksiyonu. O.B.X 400.



Resim 4.19: Dency Grubu: Gebeligin 6. piiniinde uterus limeninde (=) ovta giddetli, stomada (8) zavel
MUC| boyanmast, GMG hiicrelerinde (%) ve mezometriyal bidlpedeki desidual hiicreferde (%) kuvveti
boyanma gozlenmektedir. 0.13.X 200.

Resim 4.20: DencyiGrubu: Gebeligin 7. giintinde uterustaki MUCT bovamast. Frofoblast hiiceelerinde
(%) ve desidual hiicrelerde (%) ve Himen epitelinde (36)  belirgin hir hoyanma gizlenmemektedir,
0.B.X 400.



Resim 4.21: Kontrol Grabu: Gebelik olmayan sican wterusunda Laminine bovamas. Uteros fimen
cpitelinde (=) ve bazal membranda (<) zayil, stromada (S) orta siddetli bovanma gortilmektedir, OB
200.

{
Resim 4.22: Deney Grubu: Gebeligin 6. giintinde uterus limen cpitelinde (=), stromada (S). GMG
hiicrelerinde (%) ve desidual hiicrelerde (%) siddetli Laminin boyanmasy gdzlenmektedi. OB 200,

3
4
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Resim 4.23: Deney Grubu: Gebelipin 7. giinilnde uterustaki Laminin bovamase. Trofoblast hierelermde
(%) ve lbmen epiiclinde (%) kuvvetli boyiumu, desidual hiterelerde (% helign b bovanpg
phzlenmiedifi wespit edilmistir, O3, 400,
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Resim 4.24: Kontrol Grubu: Gebelik olmayan sican uterusunda Kollajen TV bovamasi. Uterus Rimen
epitelinde (=) ve bazal membranda (%) zayif. stromada (S) orta siddetli boyanma goriilmektedir, O.BUX
200.

: 2o g ;
Resim 4.25: Deney Grubu: Gebeligin 6. giintinde uterus liimen epitelinde (=), stromada (8). GMG
hiicrelerinde (%) ve desidual hiicrelerde (%) oldukea siddeth Kollajen TV boyanmas gizlenmekiedir.
0.B.X 200.
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Resim 4.26: Deney Grubu: Gebeligin 7, giniinde  wierustakt Kollajen 1V hovamast Troloblas

hiderelerinde (% ve limen epitelinde 55 zavil bayannu, colinyonun cktoplasental Lons kst (%
desidual hilcrelerde (%5 ve aradarimdaks dommy endotelicrmde orta siddetls o=y hovimma oldugu sespn
cdilmistr O.B.X 400,



Resim 4.27: Kontrol Grubu: Gebelik olmayan sigan uterusunda Fibroncktin bovamasi. Uteras Timen
epitelinde (=) ve bazal membranda (<€) ¢ok zavil. stromada (8) orta siddetli hovanma poriiimekiedn
0.B.X 200.

Resim 4.28: Dcney Grubu: Gebeligin 6. giiniinde wierus Himeninde (=1 zavil stromada (85, GMG
hiicrelerinde (%) ve desidual hiicrelerde (%) kuvvetli Fibroncktin bovanmass gdzienmektedir. QBN 200.



Resim  4.29: Deney  Grubu: Gebeligin 7. pilniinde wierustake Fibronekin bovimas Troloblast
hiicrelerinde (%) ve liimen epitelinde () ve desidual hiicrelerde (%1 oldukcn vl bovanma
aralarindaki damar endotellerinde (=) zayil boyanma oldagu espit edilmiste CB 400

e
o



146

. .
Resim 4.30: Kontrol Grubu: Gebelik olmayan sican uterusunda TGF-o0 bovamasi. Ulerus fiimen
epitehinde (=) kuvvetli, bazal membranda (%) ve stromada (8) zavil bovanma goviillmekiedin. OUB.X 200,

Resim 4.31: Deney Grubu: Gebeligin 6. giintinde uterus lameninde (=21 ve stromada +8y orti siddetli,
GMG hiicrelerinde (%) ve desidual hiicrelerde (%) siddetli TGE-¢0 bovanmas gozlenmektedin, O8N
200



-

Resim 4.32: Deney Grubu: Gebeliin 7. piiniinde wterusiaky 1'Gh-o bovamasy. Frofoblass biierelerinde

(%) ve limen epitelinde (3 ve desidual hiterelerde (%) ve aralarmdaky damac endoellennde (=)
oldukea siddethi boyanma oldugu tespit editmigtin, O.13,X 400
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Resim 4.33: Kontrol Grubu: Gebelik olmayan sigan uterusunda IL- 3 hoyamasi. Uterus Hinmen cpitelinde
() belirsiz, stromada (S) ise zayif boyanma gériilmektedir. 0.B.X 200).

Resim 4.34: Dency Grubu: Gebeligin 6. giiniinde stromada (S) zayif. uterus limen epitelinde (=), GMG
hiicrelerinde (%) ve desidual hiicrelerde (%) orta siddetli [L- I8 boyanmasi gizlenmektedir. O.13.X 200.
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Resim 4.35: l’)cﬁcy Grubu; Gebeligin 7. giniinde uterustaki 11 1[4 boyamasi. ‘Trofoblast hilerelerinde (%)
ve ltimen epitelinde (%) ve desidual hticrelerde (%) ve aralarmdaki damar endotelierinde (=) oldukea
siddetli boyanmarolduu tespit editmistir, O.B.X 400,
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Resim 4.36: Kontrol Grubu: Gebelik olmayan sigan utcrusunda I'NF-o0 boyamast. Uterus  limen
epitelinde (=) belirsiz, stromada (8) ise zaytf boyanma goriilmektedir. O.B.X 200,

Resim 4.37: Dency Grubu: Gebeligin 6. giiniinde stromada (S) zayif, uterus limen epitelinde (=), GMG
hiicrelerinde (%) ve desidual hiicrelerde (%) orta siddetli TNF-o boyanmast gézlenmektedir. .8.X 200).



151

s ¢ o e O
h . T L
< A LY b, .

- ”lo \:‘,‘ ‘#

r’
-

Resim 4.38: Deney Grubu: Gebeligin 7. giintinde uterustaki TNF-o boyamast. ‘Trofoblast hiicreleringe
(%) ve liimen epitelinde () siddetli, desidual hilerelerde (%) ve aralarmdaki damar endotellerinde (=)
orta giddetli hoyanma oldufu tespit edilmistir. O.B.X 400.



Resim 4.39: Konlrol Grubu bebllk ()lmaydn s1gan utcrusundd mt%rm ﬁl hoy,undsl Uterus lumux
cpllchndc (=), bazal membranda (<€) ve stromada (8S) ¢ok zayil bir boyanma géritmekiedir. O.B.X 200,

Resxm 4 40: Dcney Grubu Gebeligin 6. giiniinde utcrus limeninde (=) zayil, stromada ($) orta siddethi.
GMG hucrclcrmdc (*) ve desidual hiicrelerde (%) siddetli integrin B1 boyanmasi gézlenmekiedir. O.B.X
200.
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Resim 4412 Deney Grubu, Gebeligin 7, glintinde  aterustaki integrin B0 hoyamasi, Trofoblast
hticrelerinde (%) ve lihmen epitelinde (» ) oldukqa kuvvetli bayamma oldugu, desidual htierelerde ()
belirgin bir boyanma godzlenimezken, damarlarn endotellerinde giddedi (=) bavanma olduin tespil
edilmigtie, O.8.X 400, :
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Resim 4.42: Kontrol Grubu: Gebelik olmayan sigan uterusunda integrin o3 bovamasi. Uterus liimen
epitelinde (=), buzal membranda () ve stromada (8) qok zaytl bir bavanma gorilmekicdir. OB, 200,

Resim 4.43: Dency Grubu: Gebeligin 6. giiniinde uterus [iimen cpitelinde (=) zayif. stromada (S) orta
siddetli, GMG hiicrelerinde (%) ve desidual hiicrelerde (%) siddetli integrin 03 boyanmasi
gozlenmektedir, 0.B.X 200.



Resim 4dd: Deney  Grubur Gebeligin /0 aininde aterustabhi intesein o8 hosamass, Trofobls
hitcrelerinde (%) ve Himen epitelinde (3 oldukgi kuvveth hovamma olduiu, cesdual nicederde
helivain biv boyanma sizlenmezken. damaclarm cndorelleride sddetli © v bovann obdu fepi
edilngte, O3, X 100,
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Resim 4.45: Konwrol Grubu: (u,hc,hk olmayan sigan uluusumll integrin oy bovamase, Uterus Rimen
epitelinde (=), bazal membranda (<€) ve stromada (S) qok zayil hir boyanma aériilmektedir, O.3. 200,

Resim 4.46: Deney Grubu: Gebeligin 6, wiindinde uterns Himen eprtefinde (=2 orra sddetli, stromada 190,
GMG hiicrelerinde (%) ve desidual hiicrelerde (%) siddetli integrin on bovanmast eizfenmektedir
0.3.X 200.
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Resim 4.47: Deney Grabu: Gebeligin 7. giintinde werustaki integrin o hovanast Tomen epitclinde (P
kuvveti bovanma oldugu, desidual hiicrelerde (%3 ve rofoblast bicrelermde o heligan b hovann

piizienmezken, cnbeiyonun cktoplisental koni Kissinda e ve damarlaen endotelionmde e addetd
bovanimia oldugu wespie edilmistir. O, N 400
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