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OZET
INSAN FALLOP TUPLERINDE WNT SINYALI EKSPRESYON
PATERNLERININ INCELENMESI

Naciye OZYURT
Yiiksek Lisans Tezi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Tez Danismani: Dr. Ogr. Uyesi Nuray BOSTANCIERI
Temmuz 2019, 117 sayfa

Fallop tiipii, uterus ve ovaryumlar arasinda uzanan, dort farkli anatomik boliimde
incelenen bir ¢ift tiiptiir. Her bir anatomik bdlgenin farkli yapisal 6zelliklere ve hiicre
dagilimlarina sahip oldugu bilinmektedir. Gelisimsel olaylarin, kok hiicrelerin ve hiicre
davraniginin kontroliinde onemli olan Wnt sinyal yolagi ligandlar1 fallop tiiplerinden
fizyolojik ve patolojik kosullar altinda salinmaktadir. Bu ¢aligmada insan fallop tiiplerinin
farkli anatomik bolgelerinde, kanonik Wnt yolagi ligandlarinin kantitatif analizinin
yapilmasi ve Wnt3a ligandinin immiinohistokimyasal olarak degerlendirilmesi ile bu
farkli bolgelerin patolojilerden etkilenmediginin gosterilmesi igin 151k mikroskobik
olarak incelenmesi amag¢lanmistir. Bu amagla 5 hastadan sekretuar fazda alinan unilateral
fallop tiipi dokulart proksimal, distal ve ampullar olmak {izere ili¢ bdlgeye ayrilarak
incelenmistir. Reverse transkriptaz kantitatif PCR yontemi ile 8 farkli kanonik Wnt yolag:
ligandinin 7 tanesinin ekspresyonu fallop tiiplerinde saptanmistir. Wntl, Wnt3, Wnt3a,
Wnt8b, Wntl0a ve WntlOb ligandlar1 fimbrialarda daha yiiksek ekspresyon seviyesi
gosterirken Wnt3a ekspresyonunun proksimal kisimda distal ve ampullar kisimlara gore
anlaml derecede daha diisiik ekspresyon gosterdigi ortaya koyulmustur. Wnt3a ligand:
immiinohistokimyasal olarak degerlendirildiginde tiip epiteli ve lamina propriasinda
yogun bir sekilde lokalize oldugu gézlenmistir. Calisma ile sekretuar fazda baskilanan
Wnt ligandlarinin varliginin fallop tiiplerinde gosterilmesi bu yolagin tiip homeostazinda
onemini gostermektedir. Ayrica Wnt ligandlarinin fallop tiiplerinde kokliiliigli koruyucu
faktorler olarak degerlendirilebilecegi gdsterilmistir.

Anahtar kelimeler: Fallop tiipii, Hiicre davranisi, Insan, qPCR, Wnt sinyalizasyonu



ABSTRACT

EXAMINATION OF EXPRESSION PATTERNS OF WNT SIGNALLING IN
THE HUMAN FALLOPIAN TUBES

Naciye OZYURT
Master of Science Thesis, Department of Histology and Embryology
Supervisor: Asis. Prof. Dr. Nuray BOSTANCIERI
July 2019, 117 pages

The fallopian tubes are a pair of tubes that are examined in four different anatomical
sections, extending between the uterus and ovaries. Each anatomical region is known to
have different structural features and cell distributions. Wnt signaling pathway ligands,
which are important in the control of developmental events, stem cells and cell behavior,
are released from the fallopian tubes under physiological and pathological conditions. In
this study, it was aimed to perform quantitative analysis of canonical Wnt pathway
ligands in different anatomical regions of human fallopian tubes, immunohistochemical
evaluation of Wnt3a ligand and to show that these different regions were not affected by
pathologies to examine light microscopically. For this purpose, unilateral fallopian tube
tissues taken from 5 patients in secretory phase were divided into three regions as
proximal, distal and ampullary. The reverse transcriptase quantitative PCR method
revealed the expression of 7 of 8 different canonical Wnt pathway ligands in fallopian
tubes. Wntl, Wnt3, Wnt3a, Wnt8b, Wnt10a, and Wnt10b ligands showed higher
expression levels in fimbriae, whereas Wnt3a expression was significantly lower in the
proximal portion than in the distal and ampullar portions. When Wnt3a ligand was
evaluated immunohistochemically, it was observed to be intensely localized in tube
epithelium and lamina propria. The presence of Wnt ligands suppressed in secretory
phase by fallopian tubes shows the importance of this pathway in tube homeostasis. Also
it has been shown that Wnt ligands can be considered as protective factors of stemness in
fallopian tubes.

Key Words: Cell behavior, Human, Fallopian Tube, gPCR, Wnt signalling



1. GIRIS ve AMAC

Fallop tiipti uterus ve ovaryumlar arasinda uzanan bir ¢ift tliptiir. Fallop tiipii oositi
ovaryumdan uterusa tasir, fertilizasyon ve zigotun morula evresine gegisi sirasinda
gerekli ortami saglar [1]. Anatomik olarak insan fallop tiipleri dort ayr1 boliime
ayrilmigtir; intramural parga, istmus, ampulla ve infundibulum/fimbria [2]. Fallop tiipii
hem epitelyal yenilenme igin projenitorlere sahip olup [3] hem de mezenkimal kok

hiicreleri (MKH) igeren bir organdir [4].

Fallop tiipii tibbi teshis agisindan, disi lireme kanalinin en az erisilebilir kismidir. Tiip
histolojisi ve patolojisi ile ilgili mevcut bilgiler, genellikle histerektominin bir pargasi
olarak salpinjektomi hastalarindan gelmektedir [5]. Fallop tiipiiniin genital sistemdeki
islevine ek olarak, ser6z ovaryan kanser baslangicinda esas doku oldugunun

anlasilmasiyla bu organ ile ilgili daha fazla ¢alisma yapma gerekliligi dogmustur [6].

Wnt sinyal yolagi sayisiz gelisimsel olayr kontrol etmesinin yani sira kok hiicre
kontroliinde de 6nemlidir. Ayn1 zamanda uygunsuz ekspresyonu kanser baslangicini
tetikleyen bir proto-onkogendir [7]. Wnt sinyallerinin mitojenik uyarim, hiicre
geleceginin belirlenmesi ve farklilagsmayi igeren etkileri vardir [8]. Wnt sinyalleri hiicrede
bilinen ii¢ yolag: etkinlestirir, Wnt/B-katenin yolagi (kanonik Wnt yolag1), planar hiicre
kutuplasma yolagi (PHKY), Wnt/kalsiyum yolagi [9].

Wnt/B-katenin sinyalizasyonu hem erken embriyogenez hem de yetiskin yasaminda disi
tireme sistemini etkiler. Embriyonel hayatta Wnt4 ve Wnt9b, paramezonefrik kanallarin
embriyonal biiylimesi i¢in onemlidir [10, 11]. Wnt5a ve Wnt7a, paramezonefrik
kanallardan koken alan yapilar olan vajinanin ist kismi, serviks, uterus ve fallop

tiiplerinin dogru organizasyonunda olusmasinda rol oynar [12, 13].

Yetiskinlerde, Wnt/B-katenin sinyali, proliferasyon (Wnt/B-katenin sinyali agik) ve
farklilasma (Wnt/B-katenin sinyali kapali) arasindaki ince dengenin korunmasinda
merkezi bir igleve sahiptir [14]. Menstrual siklus sirasinda 6strojen-indiiklii proliferasyon
ve progesteron indiiklii farklilagsma arasindaki dengeyi saglamada ve menstrual siklusun
reglilasyonunda Wnt sinyalizasyonun rolii hakkinda ¢esitli galismalar bulunmaktadir [15,

16]



Menstrual siklusun proliferatif fazinda, endometriyumda niikleer B-katenin boyanmasi
gozlenir [17]. Wnt/B-katenin sinyalizasyonunun inhibisyonu, ostradiol (E2) indiiklii
proliferasyonun inhibe olmas ile korele olabilir [14]. Ostrojen-indiiklii endometriyal
proliferasyon, bir Wnt/B-katenin inhibitorii ile etkili bir sekilde inhibe edilmektedir [18].
Baska bir ¢alismada dogru B-katenin ekspresyonun uterin fonksiyon i¢in hayati oldugu
gosterilmistir. Progesteron, menstrual siklus sirasinda E2’nin proliferatif etkisini giderir,
bu etki E2-indiiklii Wnt/B-katenin sinyalizasyonunun inhibisyonu ile elde edilebilir [19].
Progesteronun Wnt inhibe edici etkisi muhtemelen, endometriyal homeostazisin
saglanmasinda ve kaybinda, tiimoér olusumunda ve malignansi progresyonunda hiz

sinirlayici bir basamak olarak rol oynar [14].

Wnt3a’nin folikiiler gelisimde ve steroid tretiminde rol aldigi fare ve sicanlarin
ovaryumlarinda tespit edilmistir [20, 21]. Farelerde, saglikli preantral ve antral
folikiillerde Wnt2 ekspresyonu, kumulus hiicrelerinde ve graniiloza hiicrelerinde
gozlenmistir [22]. Wnt4 ekspresyonu si¢an ve fare graniiloza hiicrelerinde [23] ve fare
kumulus-oosit kompleksinde [24] folikiil gelisim siireci boyunca bulunmustur. Fare
graniiloza hiicrelerinde hedefli Wnt4 delesyonu, daha kiiciik ovaryumlar ve antral
folikiilleri daha az saglikli olan subfertil disilerle sonuglanmustir [25]. Wnt4'e ek olarak,
overde Wnt5a, Wnt6 ve Wnt9a gibi diger Wnt genleri i¢in cinsiyete 6zgii ekspresyon
gozlenmistir [26].

Wnt ligandlarina benzer sekilde, Fz reseptorlerinin ovaryumun folikiiler olgunlasmasi,
ovulasyon ve luteinizasyon sirasinda belirli asamalarda eksprese edildigi gosterilmistir

[23, 27].

Cesitli caligmalar fallop tiliplinlin patolojisi ile iliskili Wnt sinyalizasyonundaki
degisiklikler bildirmistir. Ornegin, B-katenin sinyalizasyonunun aktivasyonu, ektopik
gebelik [28, 29] ve endometriozise [30] katkida bulunan bir faktor olarak
iliskilendirilmistir. Artmis Wnt sinyali, enfeksiyona kars1 bir mukozal yanit olup [31], bu

parakrin yolunun fallop tliplinde homeostasisinde rol oynadigini teyit eder.

Kodithuwakku ve arkadaglar1 yaptiklar1 caligmada, Wnt sinyalinin aktivasyonunun,
Olfactomedin-1 (Olfm-1) ekspresyonunu asagi diizenledigi ve tubal ektopik gebelige

onciiliik ettigi hipotezini ¢alismiglardir [28]. Olfm-1'in ¢esitli hiicresel fonksiyonlar



diizenleyen kanonik Wnt-Sinyal yolagint modiile eden bir molekiildiir [32]. Mikroarray
verileri, Olfm-1 transkriptinin, implantasyon penceresi sirasinda endometriyumda asagi
regiile edildigini gostermistir [33-35]. Calisma sonucunda, Wnt-aktivasyonunun Olfm-1
ekspresyonunu bastirdiglr ve bu durumun insanlarda ektopik gebelige yol acan fallop
tiipline implante olan embriyo icin elverisli bir mikro-ortami olusturacagi sonucuna

vartlmistir [28].

Yapilan bagka bir arastirmada, -katenin protein ekspresyonunun ektopik gebelik ve
enflamasyonlu tubal dokularda %100 pozitif oldugunu ve boyanma yogunlugunun gebe
olmayan tubal dokularda oldugundan 6nemli 6l¢iide daha yiiksek oldugunu ortaya
koyulmustur. Bunun aksine, E-kadherin ekspresyonu muhtemelen artmis Wnt
sinyalizasyonunun bir sonucu olarak, ektopik gebe fallop tiipleri i¢inde indirgenmistir
[29]. Enflamasyon ve ektopik gebelik gelisimi baglantili oldugu arastirma sonuglarina
dayanarak [36] Wnt aktivasyonunun ve indiiklenen enflamasyonun tiipte implantasyona
katkida bulundugu tahmin edilebilir bir sonugtur. Arastirmacilar tiim bu degisikliklerin
embriyolarin ektopik olarak fallop tiipline implante olmasina olanak saglayan ortami

yaratabilecegi sonucuna varmustir [29].

Wnt disregiilasyonu dolayisiyla ortaya ¢ikan patolojilerin yok edilmesi i¢in Wnt sinyal
yolag1 hedef aliabilir. Yapilan bir calismada, T hiicresine-6zgii transkripsiyon faktorii (T
cell-specific transcription factor — TCF)/B-katenin kompleksi olusumunu engelleyen bir
molekiiliin hiicre proliferasyonu migrasyonu ve invazyonu lizerinde etkileri, endometrial
ve endometriyotik epitelyal ve stromal hiicrelerde degerlendirilmistir. Endometriyotik
lezyon gelisiminde yer aldig1 bilinen hiicresel mekanizmalarin, Wnt/B-katenin yolaginin

hedef alinmasiyla inhibe edilebilecegi gosterilmistir [30].

Yapilan bir ¢caligmada, insan fallop tiiplerinden elde edilen tek bir epitelyal kok hiicrenin,
in vitro, silli ve sekretuar hiicreleri iceren farklilasmis organoidleri meydana getirebildigi
gosterilmistir. Organoidlerin siirekli bliylime ve farklilasmasi hem Wnt hem de Notch
parakrin sinyalizasyonuna baghdir. Kokliiligi tesvik edici genlerin azalmast,
farklilasmay1 artirmakta ve bu duruma disiik proliferasyon eslik etmektedir. Wnt3a
proteininin fallop tiipii organoid kiiltiirlerinin kokliliiglinii saglamas1 bu calisma ile

gosterilmistir [37].



Baska bir calismada Wnt/B-katenin sinyalizasyonunun, ovidakt epitel gelisimi ve
farklilasmasindaki roliinii arastirmak i¢in, fare ovidaktindaki farklt Wnt yolagi
bilesenlerinin ekspresyonu incelenmistir. Bir Wnt raportér fare modeli kullanarak,
Wnt/B-katenin sinyal yolunun postnatal ovidaktal epitel olgunlagmasi ve farklilasmasi
sirasinda aktif oldugu gosterilmistir. Tamamen farklilasmis fare ovidaktlarindaki farkli
Wnt yolagi bilesenlerinin ekspresyon analizleri, bu yolagin puberte sonrasi ovidaktal
epitelyal homeostazda yer alabilecegini de teyit etmektedir. Wnt/B-katenin sinyal
yolaginin, yetiskinlikte sekretuar hiicrelerin kendini-yenilemesi ve farklilasmasini
diizenleyerek, ovidakt epitel hiicre homeostazinin korunmasinda rol oynadigi

gosterilmistir [38].

Yapilan literatiir taramasinda; farkli kok hiicre populasyonlarina sahip olmasina ragmen
insan fallop tiiplerinde eksprese olan Wnt ligandlarinin analizi ile ilgili bir ¢calismaya
rastlanilmamistir. Ayni zamanda molekiiler ve klinik bulgulara dayanarak, yiiksek
dereceli ser6z ovaryum karsinomasiin Onemli bir bdliimiiniin ovaryum yiizey
epitelinden ziyade fallop tlipii fimbrialarindan kaynaklandigi kabul edilmektedir.
Dolayisiyla fallop tiipli homeostazi ile ilgili diizenleyici mekanizmalar1 aydinlatmak

onemli hale gelmistir.

Bu arastirmada fallop tiipiiniin farkli bolgeleri arasinda eksprese edilen kanonik Wnt
sinyal yolag: ligandlarinin revers transkriptaz kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu
(quantitative real polymerase chain reaction — gPCR) yontemi ile belirlenmesi, fallop
tiipiiniin farkli bolgeleri arasinda Wnt3a i¢in immiinreaktivite degerlendirmesi yapilmasi

ve fallop tiipiiniin histolojik olarak incelenmesi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

FALLOP TUPU (TUBA UTERINA)
Italyan hekim ve anatomist Gabriele Falloppio, insan yumurta kanalinin (oviduct) ilk

detayli ve dogru agiklamasini 1561'de sunarak bu orgami ve "Uteri Tuba" olarak

belirlemistir [39]. Bu organ zamanla bu arastirmacinin ismiyle anilmaya baglanmigtir

[40].

2.1. Fallop Tiipii Anatomisi

Fallop tiipleri ovumu ovaryumdan uterusa tasirlar, fertilizasyon ve zigotun morula
evresine kadarki gelisimi igin gerekli ortami saglarlar [1]. Fallop tiipi ovaryumlarin
anteriounda yerlestirilmis bir organdir. Tiip medialde, bu bolgeye karsilik gelen ovaryum
bolgesinden uterin fundusun posterosiiperior kismindaki baslangicina kadar uzanir [40].
Tiipler yaklasik 10 cm uzunlugunda olup 7-14 cm arasinda degisen uzunluklarda olabilir
[41]. Her bir tiip kendisine 6nemli miktarda hareketlilik saglayan baglar ve mezenterler
ile desteklenir [42]. Ekstrauterin seyri boyunca tiip, peritoneal bir kat olan broad
ligamentin st sinir1 yani mezosalpinks boyunca uzanir [40]. Tiip lateral ve siiperior
sekilde konumlanmustir [43].
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Sekil 2. 1: Disi lireme sistemi [1]



Her bir tiip farkli olarak diizenlenmis epitelyal hiicreler ile doseli dort ana parga igerir:
intramural parga, istmus, ampulla ve infundibulum [2]. Intramural parga; 0,7 mm
genisliginde, 1 cm uzunlukta olup miyometrium ile devamlilik gdsterir [43]. Intramural
parga, lateralde, 1-5 mm genislikte [43] 3-6 cm uzunlukta [44]; yuvarlak ve muskiiler
yapida olan, istmus ile devam eder [43]. Istmus ise lateralde, maksimum 1 cm genislige
sahip olup [43], hilal sekilli [44], tiipiin en genis parcasi olan ampulla ile devamlilik
gosterir [43]. Ampulla 7-8 cm uzunlugunda [44], ince bir duvara sahip olup luminal
ylizeyinde katlanmis kivrimlar1 vardir. Genellikle, fertilizasyonun gercgeklestigi yer
ampullanin liimeni olup [43] ¢ogunlukla ampullanin istmus ile baglanti yerinde
gerceklesmektedir [1]. Ampulla, abdominal ostiumda trampet sekilli [43], yaklagik 1-2
cm uzunlukta olan infundibuluma acilir [44]. Infundibulum uglarina bagli olan, 1 mm
genisliginde [44] yaklasik 25 adet mukozal parmak benzeri uzantilar olan fimbrialar [40],
i¢ cevreden tiipiin kas duvarinin 6tesine uzanir. Bunlardan bir tanesi olan, ovaryan fimbria
digerlerinden daha uzun ve daha derin oluklu olup genellikle ovaryumun tubal kutbuna
uzanir.

Ovulasyon esnasinda, lamina propriada bulunan damarlarin konjesyonu [43] ve mukozal
hipertrofi [42] sonucunda fimbrialar siser ve uzar [43] bunun sonucunda fallop tiipleri
genisler ve hareketlenir [42]. Bu esnada infundibulum ovaryuma yakin bir sekilde uzanir
[42] ve riiptiiriin olacag1 ovaryum yiizeyinin {izerinde yer alir [1]. Bu durum ovulasyon
ile atilan sekonder oositin tlipe tagmmasmi destekler. Fimbrianin siipiiriicii kas
kasilmalar1 ve tlipte bulunan silli hiicrelerin siliyer aktiviteleri ile oosit infundibuluma
girer boylece oositin peritoneal kaviteye gecisi 6nlenmis olur, oosit ampullaya dogru
hareket eder [42]. Bu mekanizmalar salinan oositin yakalanmasini saglar [43]. Oosit

peristaltik kasilmalarla fallop tiipii boyunca tagmnir [1].
2.1.1. Damarlanma ve lenfatik drenaj

2.1.1.1. Arterler

Fallop tiiplerinin kan destegi ovaryan ve uterin arterlerden kaynaklanir. Tiipiin lateral tigte
biri ovaryum arterinden beslenir. Tiipiin medial {igte ikisine ise kan destegi uterin arter
tarafindan saglanir [43]. Uterus arterinin tubal dallari, ovaryan arterin tubal dallari ile

anastomozlasmak i¢in, mezosalpinksi, uterus boynuzunda lateral olarak geger [40].



2.1.1.2. Venler

Venoz drenaj, mezosalpinkste bulunan uterin ve ovaryan venlerin tubal dallarinin
anastomozlasmasi ile saglanir ve arteriyal destek ile paralellik gosterir [40]. Fallop
tiipiiniin lateral {iigte ikisinin vendz drenaji pampiniform pleksus yoluyla ovaryum
venlerine dogrudur; bunlar, sag tarafta inferior vena kava ve sol tarafta renal vene agilir.

Tiipiin medial tigte ikisi, uterus pleksusundan internal iliak vene drene olur [43].

2.1.1.3. Lenfatik drenaj
Tubal lenfatikler genellikle ovaryum ve uterus damarlarina drene olur [40]. Lenf drenaji
ovaryum damarlar1 yoluyla para-aortik nodlara ve uterin damarlar ile internal iliyak

zincire baglidir. Lenfin, round ligament yoluyla inguinal nodlara erismesi miimkiindiir

[43].

2.1.2. innervasyon

Fallop tiipli temel olarak ovaryan ve uterin arterler ile dagitilan otonomik fibriller ile
innervedir. Tiipiin ¢ogunlugu ¢ift sempatik ve parasempatik destege sahiptir.
Preganglionik parasempatik sinirler vagustan kdken alir, tiiplin lateral yarisini innerve
eder. Pelvik splanik sinirler ise tiipiin medial yarisini innerve etmektedir. Preganglionik
sempatik destek intermediolateral kolonun, onuncu torasikten ikinci lumbar spinal
segmentinde olan ndronlarindan tiiretilir; postganglionik sempatik fibriller biiytlik
olasilikla stiperior hipogastrik pleksustan, siiperior hipogastrik ve hipogastrik sinirlerden

tiretilir [43].

2.2. Fallop Tiipii Embriyolojisi

Gelisimin 5-6. haftalarinda, genital sistem farklanmamis safthadadir. Mezonefrik kanallar
(Wolffian kanali) erkek {ireme sisteminin gelisiminde 6nemli bir yere sahipken,
paramezonefrik kanallar ise (Miillerian kanal) disi iireme sisteminin gelisiminde rol

oynamaktadir [45].

Genetik cinsiyete bakilmaksizin, ¢ift halindeki paramezonefrik kanallar, embriyonik
yasamin altinci haftasindan baslayarak hem kadinlarda hem de erkeklerde bir cift
halindeki tirogenital kabartilarin anterolateral yiizeyinde gelisir [46-48]. Paramezonefrik
kanallar, gonadlarin ve mezonefrik kanallarin lateralinde gelisirler ve mezonefrozlarin

(primordiyal bobrek) lateral yiizeylerinde, mezotelin longitudinal invaginasyonlarindan
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olusurlar. Invaginasyonlarin kenarlar birbirleriyle kaynasir ve paramezonefrik kanallar
meydana gelirler [45]. Paramezonefrik kanalin luminal epitel tabakasini g¢evreleyen
mezenkim de peritondan koken almaktadir. Kanallar, kraniyal olarak periton bosluguna
acilir. Cift halindeki kanallarin her biri kaudal olarak iirogenital kabartinin hemen
lateralinde biiyiimekte ve bir rehber olarak mezonefrik kanali kullanmaktadir [40].

Paramezonefrik kanallar, embriyonun gelecekteki pelvik bolgesine ulasincaya kadar,
mezonefrik kanallara paralel olarak kaudal yone dogru uzanirlar. Pelvik bolgeye
ulastiklarinda, mezonefrik kanallar1 ventralde gaprazlarlar [45]. Embriyonik hayatin
sekizinci haftasinda, her iki paramezonefrik kanalin kaudal uglar1 birbiriyle kaynagirlar
ve bir septum ile ayri halde bulunan [40] Y sekilli, uterovaginal primordiyumu
olustururlar. Uterovaginal primordiyum, adindan da anlagilacagi gibi, uterusu ve
vajinanin superior kismini yapar [45]. Dolayisiyla paramezonefrik kanalda baslangigta
tanimlanabilen 3 kisim vardir: (i) abdominal kaviteye agilan kraniyal vertikal parga, (ii)
mezonefrik kanallara capraz sekilde gecen horizontal kisim, (iii) karsi taraftaki

eslenigiyle birlesen vertikal kisim [49].

Tiim bu gelismeler, eger embriyo erkekse testis gelisiminden 6nce hem kadin hem de
erkek fetiislerde gergeklesir. Testis, Miillerian inhibe edici madde (Miillerian inhibiting
substance — MIS) ya da anti-Miillerian hormon (AMH) olarak da bilinen madde
salgilamaya baglar. Disi embriyolarda MIS yoklugunda, paramezonefrik kanallar fallop
tiipleri, uterus ve vajinal duvar olusturmak i¢in pasif olarak gelisirler. Bununla paralel
olarak, testosteron yoklugundan dolayi, mezonefrik kanallar geriler [40]. Disi cinsiyet
gelisimi ovaryumlarin ya da hormonlarin varligina bagl degildir. Daha sonra, maternal
ovaryumlar ve plasenta tarafindan iretilen Ostrojen, fallop tiiplerinin, uterusun ve
vajinanin superior kismimin gelisimini uyarir [45]. Disi fetiislerde, paramezonefrik
kanalin ilk iki kismi (periton bosluguna agilan kranial uzunlamasina segment ve
mezonefrik kanali kesen enine kisim) fallop tiipiinii olusturur. Birinci boliimiin en
kraniyal ucu fimbrial sonlanmay1 olusturur ve paramezonefrik kanalin en kaudal segmenti
(kaynagmis boliim) uterusu olusturur. Paramezonefrik kanalin ikinci kismi (mezonefrik
kanali kesen transvers segment) biiylimesi sirasinda, iirogenital kabartilar transvers pelvik
bir kat olusturur. Paramezonefrik kanalin kaudal segmentinin flizyonundan sonra

transvers pelvik katlanti, kaynagmis paramezonefrik kanalin pelvik yan ¢eperinden lateral
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olarak uzanir. Bu pelvik katlanti, fallop tiipiiniin bagli oldugu broad ligamenti olusturur

[40].

Gebelik boyunca, her bir tiipte alt1 ila sekiz arasinda olmak iizere fimbria sayilari artar.
Bu say1 dogumdan sonra da artmaya devam etmektedir. Paramezonefrik kanalin
embriyolojik gelisiminde Wnt ailesini, LIM homeobox 1 (Lim1), Paired box 2 (Pax2) ve
empty spiracles homeobox 2 (Emx2) 'yi iceren dnemli genler bulunur [50]. Buna ek
olarak, homeobox hox (HOX) gen ailesi de bu anatomik yapimin gelisimi i¢in 6zellikle
onemlidir [50-52].

2.3. Fallop Tiipii Histolojisi
Fallop tiipiiniin duvari ii¢ tabakadan olugmakta olup, duvari diger liimenli i¢ organlarin

duvarina benzemektedir (Sekil 2.2). Dis kisimda seroza tabakasindan [1], ortada diiz kas
duvart (muskularis veya miyosalpinks) tabakasindan [40] ve en ig¢te mukozal bir
tabakadan (endosalpinks) olusmaktadir. Bununla birlikte submukozas1 yoktur. Seroza
tabakasi ya da periton, fallop tiipiiniin en disindaki tabakadir. Mezotelyum ile ince bir bag
dokusundan olusmaktadir [1]. Tiipiin kontraktilligi epiteli ¢evreleyen muskularis tabakasi
tarafindan saglanmaktadir [5]. Muskularis tabakasi, uzunlugunun ¢ogunda nispi olarak

kalin bir i¢ sirkiiler tabakadan ve daha ince bir dis longitudinal tabakadan olusmaktadir.
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Mukoza, fallop tiiplerinin en i¢ kismidir [1]. Luminal epitelyal déseme ve igsi veya oval
stromal hiicreler igeren kisitl bir lamina propriadan olusur [40]. Mukoza fallop tiipiiniin
uzunlugu boyunca liimene uzanan longitudinal, birincil plikalar (katlantilar) sergiler [43].
Ampulla ve infundibulumda tubal mukozanin ikincil plikalar1 da vardir, bu da tiipiin bu
segmentlerinin ylizey alanlarimi1 6nemli o6lgiide arttirir [53]. Ampulla bolgesinde
karmasiklagip sayica artan plikalar, istmusa dogru gittik¢e kiiciiliir [1] ve intramural
parcada s1g ¢ikintilar haline gelir [43]. Isik mikroskobu ile fallop tiipii, tek katli kiiboidal
ya da prizmatik epitele sahip goriinmekte olup farkli yiikseklikte hiicre topluluklari
nedeniyle sik sik pseudostratifiye sekilde goriilebilir [54]. Tiip epitelinin morfolojik ve
fonksiyonel biitiinliigii, optimal fertilizasyon ve erken embriyo gelisimi i¢in gerekli olan
essiz bir mikro ortamin gelistirilmesi igin biiyiik énem tasimaktadir. Insan fallop tiipii
hiicrelerinin kullanildigr bir ko-kiiltlir ¢alismasinda embriyo morfolojisi, implantasyon
oranlar1 ve gebelik basarisinin etkilenmesini gosteren yeni bir analiz ile kanitlandig: gibi

epitel biitiinligii basarili bir implantasyon igin gereklidir [55].

Sekil 2. 3: Fallop tiipii plikalarinin mukozasi ve lamina propriasi [1]

Fallop tiipii plikalarinin stromasi, postmenopozal doénemde daha fibrotik olma
egilimindedir. Liimen uterustan ovaryum uclarina dogru genislediginden, mukozanin

yapisal karmasikligi 6nemli derecede artar [40].
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Intramural par¢a, minimal bir dalgalanma ile cogunlukla diiz mukoza icerir. Endometriyal
bosluk ve tubal ostiyumun birlesme yerindeki en proksimal kisminda endometriyum ile
kaplanmistir. Tubal ostiyumdan uzakta, intramural parganin mukozasi, tiipiin distal
boliimleri i¢in daha tipik olan, fakat silli hiicrelerin daha az sayida oldugu bir epitelyal
ortityle dosenmistir. Istmus, intramural par¢adan biraz daha fazla kivrimlar gdstermekte
olup ayn1 zamanda sinirli miktarda kiintlesmis plika i¢erir. Ampullada plikalar yaprak
benzeri ve narindir, hem ikincil hem de iigiinciil dallar gézlemlenebilir. Infundibulum ve
fimbrial ug plikalar ile doseli olusu nedeniyle ampullaya benzemektedir. Farkli olarak,
fimbrial uctaki plikalar esasen ekzofitiktir ve altinda uzanan diiz kas duvari
bulunmamaktadir. Farkli bir fimbria olan, ovaryan fimbria, tubal ostium'dan ovaryumun
bir kutbuna kadar uzanir, ovum aliminda rol alir ve ovaryumlarin fimbrialar ile iliskisinde
fimbrialarin yeniden diizenlenmesinde rol aliyor gibi goriinmektedir [40].

Epitel nadiren intraepitelyal lenfositleri [43] ve bazal yerlesimli kok hiicreleri de
icermektedir [3]. Tiipte bulunan epitelyal hiicreler, tek bir hiicre tipinin farkli fonksiyonel
evrelerini temsil etmektedirler [1]. Tipte, silli hiicreler distalde sekretuar hiicreler
proksimalde baskindir. Lamina propria vaskiiler bag dokusu destegi ve lenfatik drenaj

icin damarlanmayi saglar [43].

2.3.1. Silli hiicreler
Silli hiicrelerin oran1 istmustan fimbrialara dogru gittikge dramatik bir bigimde artar [56,

57]. Silli hiicreler 6zellikle infundibulumda sayica fazladir. Sil hareketleri uterusa
yonelmistir [1]. Sillerin birincil gorevi gametleri ve embriyoyu tiip icerisinde tagimaktir
[41]. Siliyer aktivite, hormonal ve noronal uyaranlardan etkilenir [54]. Sillerin vurus orani
Ostrojen ve progesteron seviyeleri ile kontrol edilir. Sil aktivitesi ovulasyon esnasinda en
yiiksek seviyeye ulasmaktadir [41].

Silli hiicreler yogun diziler olusturduklar1 infundibulum fimbrialariin epitelyal
yiizeyinde en belirgin halde gozlenirler. Cok sayida silli hiicre ampullada da gozlenebilir.
Bununla birlikte, bir¢ok tiirde, tiipiin bu kisminda sekretuar hiicreler silli hiicreler ile
yaklagik esit sayida bulunmaktadir. Genel olarak silli hiicreler en az miktarda istmusta
gozlenmektedir [58]. Ayni zamanda, silli hiicreler uterotubal baglant1 yiizeyinde [59-61]

ve intramural kisimda bulunabilirler [62].

Silli hiicrelerdeki degisiklikler ovaryan hormonlarin etkisi ile ger¢eklesmektedir [63].

Ostrojen tarafindan biiyiime tesvik edilirken [58] progesteron uygulanmasi dstrojenin

13



etkisini antogonize eder [64]. Tipiin farkli bolgelerinde, gonadal hormonlara olan
duyarhilik degisebilir [65].

Ovaryan siklus boyunca, siliyer vurus sikligindaki degisikliler konusunda gelisen raporlar
bulunmaktadir. Tavsanlarda ovidaktta siliyer vurus hizi, ovumun tiiplere dogru hareket
zamani ile iligkili olarak, birlesme sonrasi 2. ve 3. gilinlerde %20 oraninda artmaktadir
[66]. Critoph ve Dennis, ovulasyondan sonra insan istmus ve ampullasinda, siliyer ritim
sikliginda belirgin bir artis saptamislardir [67]. Aksine Westrom ve arkadaslar yaptiklar
caligmada, sillerin vurus frekanslarinda dongiisel ve anatomik degisiklikler
saptayamamustir [68]. Analog kontrast artigi teknigini kullanan bir arastirma, sekretuar
fazda tiipiin fimbriyal boliimiiniin siliyer vurus frekansinda bir artis bulundugunu
gostermistir [69]. Bu sonug, ovaryan siklusta siliyer vurus hizindaki varyasyonu
gostermekte olup Critoph ve Dennis’in bulgularini dogrulamaktadir [54]. Bununla
birlikte, ovulasyon zamaninda, sillerin vuruslari senkronize haldedir ve insanlarda uterusa
dogru yonelmistir [70]. Bu durum sillerin, oositi fertilizasyon alanina tasinmasindaki

roliinii gostermektedir [58].

2.3.2. Sekretuar hiicreler
Sekretuar hiicreler salgi hiicreleridir [1], sil igermezler ve daha koyu boyanirlar [42].

Sekretuar hiicreler, yiiksek memelilerde 6zellikle fallop tiiplerinin ampullalar1 boyunca
yogun bir dagilim gosterirler [58]. Folikiiler fazda sekretuar hiicrelerin niikleuslar tiip
limenine dogru ¢ikint1 yapar ve niikleusun apikal kismi1 daha fazla yuvarlaklasir [53].
Silli hiicrelere gore apikal kisimlari liimene daha fazla uzandig i¢in ¢ivi hiicreleri (peg
cells) olarak da adlandirilirlar [43]. Bu hiicrelerce tiretilen, tiip mukozasini gevreleyen
salginin hem oosit hem de sperm i¢in besleyici ve koruyucu islevleri vardir. Ayrica
salgilar1, spermlerin oositi fertilize etme yetenegini elde edebilmeleri igin gerekli olan,

spermi aktiflestiren kapasitasyon faktorlerini igerir [42].

Sekretuar hiicrelerin sitolojisi, epitelyal yiikseklik ve ovulasyon zamani civarinda
maksimuma ulasan sekretuar aktivite ile menstrual siklus boyunca degisir [58, 71].
Kadinlarda folikiiler faz esnasinda, bu hiicreler iyi gelismis ve esit dagilmis
mikrovilluslara sahiptir [71]. Bu hiicreler yiiksek miktarda endoplazmik retikulum (ER)

icerirler. Sitoplazmalarinda salgisal materyal biriktirilir ve olas1 bir fertilizasyon durumu
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icin oosit ve embriyonun beslenmesi amaciyla liimene salinir [41]. Sekretuar hiicre

fenotipinin sil gelisimini 6nemli oranda ilerlettigi diistiniilmektedir [37].

2.3.3. Insan fallop tiipiinde transport

Tubal transport, spermin ovum ve embriyo ile zit yonde yiiriitiilmesine izin veren ve tubal
liimen i¢inde fertilizasyon ve embriyogenezi destekleyen, tam zamanl bir siirectir. Tubal
taginma, tubal kas sisteminin kasilmasi, siliyer aktivite ve tubal sekresyonlarin akigindan
etkilenir [72]. Bununla birlikte, spermatozoonlarin hareketi ¢cok daha hizlidir ve intrinsik
motiliteye baglanamaz. Ancak spermatozoonlarin ve oositin tiipiin karsi uglarindan
taginma mekanizmasi tam olarak anlagilamamistir. Ovum uterin kaviteye gegcmeden once
yaklagik 3 giin fallop tiipiinde kalir. Tubal transport sisteminin biitiinliigiinii degistirebilen
enflamasyon, intrauterin araglarin kullanimi, cerrahi manipiilasyon, tiip ligasyonu gibi
durumlar ektopik gebelik nedeni olabilmektedir. Ektopik gebeliklerin biiyiik cogunlugu
(%98) fallop tiiplerinde ger¢eklesmektedir [1].

2.3.4. Insan fallop tiipii morfolojisinde siklik degisiklikler
Fallop tiipleri erkek ve disi gamet canliliginin saglanmasi, fertilizasyon ve erken embriyo

gelisiminin yani sira embriyonun uterusa tasiniminin korunmasi igin gerekli olan
benzersiz ortami saglayabilmek amaciyla, hiicre biiylimesi ve rejenerasyon dahil olmak
tizere, menstrual siklus boyunca dinamik endokrin kaynakli degisiklikler yapma

kapasitesine sahiptir [54].

Fallop tiiplinde bulunan hiicrelerin aktiviteleri menstrual siklusun asamasi ve yasa gore
degisir [43]. Kadinlarda tubal dongiiniin ilk tanimlanmasi 1928 yilinda yapilmistir [73].
Insan tubal epitelyumunda dongiisel bir mitotik aktivite varyasyonu bulunmaktadir [64].
Ovaryan hormonlar tubal epitelyal yap1 ve sil ekspresyonunu etkiler. Yani disi tireme
sisteminin geri kalaniyla ortak olarak fallop tiipii, dstrojen ve progesteron etkisi altinda
dongiisel degisimlere ugrar [74]. Ostrojen tubal epitelyumun mitotik aktivitesini
etkilerken progesteron bu etkiyi kismen inhibe eder [64].

Fallop tiipiiniin hormonal c¢evreye tepki vermesi ile gergeklesen homeostazideki
degisiklikler, fallop tiipli mukozal orneklerindeki gen ekspresyonu verileri ile
desteklenmektedir. Folikiiler ile luteal faz arasinda belirgin farklar bulunmaktadir [75].
Tiip epitelinin, ovulasyonla iligkili pro-inflamatuar ortama maruz kalmasi sonucu, cift

zincir DNA kiriklarinda artis, in vivo bir fare modelinde, fosfo-yH2A.X ile isaretlenerek
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gosterilmistir [76]. insan fallop tiipii izolatlarmin ex vivo folikiil sivisina maruz
birakilmasi, enflamasyon ile iligkili genler ile DNA onarim bilesenlerinin ekspresyonunu
artirmistir. Ozellikle, premalignant lezyonlarin gelisiminde onemli bir adim oldugu
diisiiniilen, dikkate deger bir tiimor protein p53 (p53) birikimi tubal hiicrelerin

niikleuslarinda gozlenmistir [77].

2.3.4.1. Reseptor miktari

Ostradiol (E2) ve progesteron reseptdrleri fallop tiipii epitelinde tanimlanmis ve bu
reseptorlerin ekspresyonunun ovaryan siklusun evresine gore degistigi gosterilmistir [78].
Tubal E> reseptorleri, siklus ortasinda maksimum iken progesteron reseptorleri ise geg

donem boyunca, hatta geg luteal fazda da mevcuttur [79].

2.3.4.2. Mitotik indeks ve hipertrofi

Hem fimbrialar hem de ampullada mitotik indeks folikiiler fazda luteal faza gore anlamli
olarak daha yliksek bulunmustur. Donnez ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada progesteron
alan kadinlarda mitotik indeksin c¢ok diisiik oldugu goézlemlemistir. Bu kadinlarda
progesteron uygulanmasinin operasyondan 1 ay once durdurulmasi halinde, mitotik
aktivitede onemli bir artis bulunmustur. Bu durum progesteronun, Ostrojen sistemde
bulunsa dahi, 6strojen tarafindan kontrol edilen mitotik aktiviteyi bloke edilebildigini
gostermistir [64].

Silli ve sekretuar hiicreler hormon seviyelerinin degisimine yanit olarak siklik bir sekilde
folikiiler fazda hipertrofiye, luteal fazda ise atrofiye ugrarlar [1]. Ovulasyon zamaninda
epitel 30 um yiikseklige ulasir ve menstruasyonun baslamasindan hemen 6nce uzunlugu
yartya diiser. Siklus sonuna dogru ve postmenapozal donemde silli hiicrelerin sayis1 ve
ayni zamanda epitel yiiksekligi azalir [1]. Menstrual siklus sirasinda silizasyon ve
desilizasyon siirecine ve progesteronun desilizasyon iizerine etkisine iliskin gézlemler,
Ostrojenin fallop tiipiindeki siliogenezin ana promotoru oldugunu diisiindiirmektedir [64].
Ovulasyondan 6nce gozlemlenen maksimum yiikseklik maksimum salgr aktivitesi ile
uyumludur [53]. Ovulasyondan sonra, sekretuar aktivitenin kaybina karsilik gelen 6nemli

bir azalma gozlenmektedir [64].
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2.3.4.3. Yalanci ¢ok kathlasma
Tiip epitelinde ¢ok katlilasma derecesi folikiiler fazda artarken ve ovulasyondan hemen
once maksimuma ulasir. Buna karsilik luteal fazda, daha basit bir goriiniime sahip tek

katli epitel bulunmaktadir [57].

2.3.4.4. Niikleus

Fallop tiipiinde menstrual siklusun farkli agamalarinda, silli hiicrelerin niikleuslarinin
sekil, boyut veya pozisyonunda sistematik degisiklikler gézlenmedigi bildirilmistir [57].
Bununla birlikte folikiiler fazda sekretuar hiicrelerin niikleuslar1 uzar. Niikleusun uzun
ekseni hiicre uzun eksenine paralel olarak yerlesir, niikleus hiicrenin apikal kisminda daha

fazla yuvarlaklasir [53].

2.3.4.5. Lenfositler

Menstrual siklusun farkli asamalarinda, fallop tiipii epitelinde intraepitelyal lenfosit
sayisinda belirgin degisiklikler bulunmamaktadir. Ancak postmenapozal donemde, kiigiik
agregatlar halinde toplanan fakat gercek lenfoid folikiiller olusturmayan 6nemli 6l¢iide

daha fazla sayida lenfosit bulundugu gézlenmistir [57].

2.3.4.6. Kubbeler

Sekretuar hiicrelerin {izerinde bulunan ylizey kubbelerinin boyutu ve sekli, menstrual
siklus sirasinda belirgin sekilde degismektedir. Bu durum genel olarak hiicre yiizey
aktivitesi 1ile iliskilidir. Folikiiler faz sirasinda kubbeler belirgindir ve diizensiz
sekillidirler. Pre-ovulatuar fazdan hemen 6nce, yiizey aktivitesi, bazilari bitisik sillerden
daha yiiksek ve neredeyse altta uzanan hiicrelerden ayr1 gézlenen diizensiz ¢ikintilarla en
ist seviyeye ulagir. Ovulasyon siiresi boyunca yiizey aktivitesinin ani artisinin ardindan,
erken/orta luteal fazda diiz/hafif kubbeli bir goriiniim ve dekapitasyonsuz sekresyonla

hiicre yiizeyi aktivitesi nispeten sessiz kalmaktadir [57].

2.3.4.7. Diger organeller

Dongiiniin farkli asamalarinda diger sitoplazmik organellerin sayisinda kayda deger bir
degisiklik saptanmamistir, ancak lipit iceren bilesik lizozomlarin geg luteal fazda ve
postmenopozal durumda belirgin oldugu belirtilmistir. Menopoz sonrasi endosalpingeal

epitelyal hiicreler yilizey sekretuar aktivitesi hakkinda ¢ok az belirti gosterirken,
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sitoplazmik organellerin hala devam eden hiicresel metabolik aktivitesini gdsteren

ribozomlar, Golgi alanlar1 ve glikojen igerdigi gézlemlenmistir [57].

2.3.5. Fallop tiipii kok hiicreleri
Insan fallop tiiplerinde, hasarli farklilasmis hiicrelerin yerini alabilen dokuya &zgii kok

hiicrelerin niglerinin tanimlanmasi basarili bir tireme sonucu i¢in gerekli olan, erkek ve
disi gamet canliligi, fertilizasyon, erken embriyo gelisimi ve uterusa taginim igin gereken

ortami1 saglamaya katkida bulunabilir [4].

2.3.5.1. Fallop tiipii epitelyal kok hiicreleri

Fallop tiipii ovaryum yakininda bulunur ve her ay ovulasyon sirasinda tiipiin distal ucu
inflamatuar faktorlere maruz kalir [76]. Bu nedenle bu epitel tabakasinda; doku hasarlari,
onarim ve yeniden modellenme dongiileri olusabilir. Fallop tiipiliniin tekrarlayan
ovulasyon dongiilerinde gordiigii zarar dolayisiyla normal tireme fonksiyonunu yeniden
kurmak i¢in rejeneretatif bir etkinlikle donatilmasi gerekmektedir. Bu nedenle hasar
goren hiicrelerin yenilenmesi i¢in fallop tiipiinde yetigskin epitelyal kok hiicre

rezervuarinin bulunmasi sarttir [3].

Bir ¢alismada kok benzeri epitel hiicreleri, insan fallop tiiplerinde tanimlanmustir [3] ve
bagka caligmalarda ise fare ovidaktlarinda uzun vadeli etiket-tutma (label-retaining)
deneylerine dayanarak, iki farkli kok benzeri fimbrial hiicre popiilasyonu tanimlanmistir
[80, 81]. Etiket-tutma deneyleri karigik bir hiicre populasyonunda kok hiicreleri tespit
etmek icin; bunlarin nispi olarak diisiik olan boliinme hizlarindan yararlanilarak yapilir.
Bir tiir kisa muamele-takip (pulse-chase) deneyi olan bu yaklasimda, daha dnce yapilan
caligmalarda, hiicreler 5-bromo-2-deoksiiiridin (BrdU) gibi bir etiketlenmis DNA
prekiirsoriine kisa bir siire maruz birakilir ve sonra hangi hiicrelerin isaretlendigine
bakilirdi. Bu deneylerde BrdU muamelesinden sonra bdolinmeyen hiicreler hig
etiketlenmez ve hizla boliinen hiicreler BrdU etiketini etiketlenmemis normal hiicreler
gibi goriinecek sekilde seyreltirler. Ote yandan, potansiyel kok hiicreler yavas boliinme
esnasinda BrdU’i igine alacaklardir ve bu hiicreler nispeten daha ender boliindiikleri igin
BrdU etiketini diger hiicrelerin ¢ogundan daha uzun bir siire koruyacaklardir. Bu onlar1
etiket-tutucu hiicreler (label-retaining cells) olarak belirleyecektir [7]. Ancak BrdU
tarafindan yapilan DNA etiketlemesi hiicre boliinmesine baglidir ve kendi basina hiicre

dongiisii aktivasyonuna ve etiketin ilerleyici seyreltmesini tetikleyebilen sessiz kok
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hiicreler i¢in genotoksik bir hasara yol agabilir [82]. Farelerde, uzun vadeli etiket-tutma
deneylerine dayanarak tamimlanan calismalarda, mutajenik olmayan ve hiicre
dongiisiinden bagimsiz bir yaklasim, yani histon 2B-green fluorescent protein (yesil
floresan protein) (H2B-GFP) ile in vivo kisa muamale-takip kullanilmistir. Bu hiicreler
fenotipik olarak KIT proto-onkogen receptor tirozin kinaz c-kit pozitif [80] ve negatif

[81] ekspresyonu ile ayirt edilmislerdir.

c-kit etiket-tutucu hiicrelerin gosterildigi calismada tiipiin distalindeki epitel hiicrelerinin
arasinda yogunlagmig, H2B-GFP molekiiliinii tutabilen hiicrelerin bir alt kiimesinin gii¢lii
klonojenik potansiyeli ve in vitro uzun vadeli sferoidleri olusturma ve koruma
kapasiteleri gosterilmistir [81].

c-kit etiket-tutucu hiicreler kiiltiirde, 6strojen reseptorii a (Estrogen receptor o - ERa) ya
da progesteron reseptorlerini (Progestogen receptor - PR) eksprese etmeyip ayni
zamanda kendini yenileyen organoidler olusturmuslardir. Bu organoidler, mukozanin
daha kompleks yapilarin1 meydana getirebilmistir. Organoidlerin, gergek distal (Era"PR’)
ve proksimal (Era"PR™) ovidakttaki gibi olgun epitel hiicrelerini igerdikleri gozlenmistir.
Dikkat ¢ekici bir sekilde organoidlerin, olgun endometriyumun bir isareti olan
progesterona-bagl endometriyal proteini (Progestogen-associated endometrial protein -
PAEP, ayrica glikodelin olarak da bilinir) eksprese ettikleri gosterilmistir [81]. Bu durum,
fimbrial etiket-tutucu hiicrelerin ex vivo olarak onemli derecede esneklik gosterdigini
diistindiirmektedir [83]. Bu ¢alisma, tiiplin progenitor hiicrelerinin gergekten in vitro
cogalma ve farklilasma potansiyeline sahip olduklarini gostermektedir [5].

c-kit* hiicrelerin gosterildigi ¢alismada; yine H2B-GFP molekiilii transgenik farelerde
disi ireme kanali boyunca, dogal endometriyal rejenerasyonun oldugu doénemlerde ve
mekanik olarak endometriyal rejenerasyonun olusturulmasi ile etiket-tutucu hiicreleri
tanimlamak icin kullanilmistir. Transgenik farelere paramezonefrik kanal gelisimi ve
postnatal uterus olgunlagmasin1 kapsayacak sekilde kisa-muamele uygulanmistir.
Calismada, endometriyumda, endoservikal transizyonel zonda ve 6zellikle distal kismi
olmak iizere ovidaktta yogunlasan etiket-tutucu hiicreler gozlenmistir. Ug haftalik etiket
takibinin ardindan, parlak epitelyal etiket-tutucu hiicreler distal ovidaktta konsantre halde
gozlenirken, proksimal ovidaktta ¢ogunlugu soniik olan ¢ok az etiket-tutucu hiicrenin

varligi gosterilmistir [80].

19



Bu caligmada ovidaktta bulunan epitelyal etiket-tutucu hiicrelerin ERa’y1 eksprese
etmedikleri bulunmustur. Ayn1 zamanda proksimal kisimdaki etiket-tutucu hiicrelerde PR
ekspresyonu bulunmasina ragmen distaldeki hiicrelerin PR ekspresyonu gostermedikleri
gozlenmistir [80]. Bununla birlikte distal ovidaktta bulunan etiket-tutucu hiicreler Janzen
ve arkadaslariin deney bulgularinda ERa ve PR’iinli eksprese eden hiicrelerle aym
lokalizasyona sahiptir [84]. Bu hiicreler kok hiicre markerlar1 olan c-Kit ve tiimér protein
p63 (p63) ckspresyonlar1 degerlendirilerek karakterize edilmistir. p63; serviks, vajina,
deri ve prostat dahil olmak iizere, ¢ok katli epitellerin bazal hiicrelerinde eksprese edilen
bir transkripsiyon faktoriidiir ve bu dokular i¢in kdk progenitér hiicre marker1 olarak
gorev yapmaktadir [85]. Ancak p63 ekspresyonu ovidaktta tespit edilmemistir. Distal
ovidaktta bulunan etiket-tutucu hiicrelerin bir¢ogunun c-kit’i eksprese ettikleri
gosterilmistir. Bu veriler distal ovidaktta bulunan etiket-tutucu hiicrelerin kok hiicre
marker ekspresyonuna ve ERa ve PR’niin eksikligine bagli olarak az farklilastigini
gostermektedir. Bununla birlikte, bu hiicreler endometriyal dokiilme ve proliferasyon
sirasinda endometriyal re-epitelizasyona katkida bulunmamaktadir; bu da distal
ovidakttaki etiket-tutucu hiicrelerin kisa siireli olarak, hiicre populasyonunu yeniden
olusturacak kok ya da progenitor hiicreler olarak hareket etmedigini gostermektedir [80].
2012 yilinda Paik ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada, insanlarda, fallop tiipii epitelyumu
kok benzeri hiicreleri (fallopian tube epithelium stem-like cells — FTESC), silli hiicre
marker1 tubulin B4 (TUBB4), sekretuar hiicre marker1 paired box 8 (PAX8), CD44*
bazal yerlesimli hiicreler olarak tanimlamistir. Bazal yerlesimli farklilasmamis
hiicrelerin; epitelyal hiicre adezyon molekiilii (Epithelial cell adhesion molecule -
EPCAM), CD44 ve integrin a-6 (ITGAG), hiicre yiizey antijenleri eksprese ettikleri
gosterilmistir. Bu fallop tiipii epitelyal alt populasyonunun, farklilagsmis silli ve sekretuar
hiicreler ile bazal olarak lokalize CD44" epitel hiicrelerini igeren in vitro organoidler
tiretebildigi gosterilmistir [3].

Fallop tiipii ve uterus, gelisimleri esnasinda, paramezonefrik kanaldan kdken almaktadir
[86]. Paramezonefrik kanal epitelyumu, sélomik epitelin bir tiirevi olup, fallop tiipii ve
endometrial epitel hiicrelerinin her ikisini de vermektedir [87, 88]. Ayni arastirma
laboratuvarinda daha once yapilan, yayinlanmamis bir ¢alismada fare uterin epitelyal
rejeneratif hiicrelerin bazal membranla iligkili olup CD44 ile isaretlenebildigi

gosterilmistir. Arastirmacilar, fallop tiipli ve endometriyum ortak embriyolojik orijini
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paylastigi i¢in, fallop tiipiinde CD44 molekiiliinii eksprese eden hiicreleri aramislardir.
Fallop tiipiiniin bazal membranini isaretlemek i¢cin ITGAG6 kullanilmistir. Seyrek olarak
bulunan, tubal sekresyona katkis1 olmayan ve silleri bulunmayan bazale yerlesmis CD44
pozitif hiicreler fallop tiipli epitel tabakasinda tanimlanmistir. Bu hiicrelerin TUBB4 ve
PAXS’1 eksprese etmedikleri gosterilmistir. Dolayistyla FTESC’nin; EPCAM, CD44 ve
ITGAG6 ekspresyonuna dayali olarak izole edilebilecegi sonucuna ulasilmistir [3].

Fallop tiipi uzun liimenli bir yapidir ve epitelyal hiicrelerin kompozisyonu, uterusla
komsu proksimal kisimdan distal fimbria sonuna kadar farklilik géstermesi beklenebilir.
Paik ve arkadaglar1 fallop tiipii epiteli kok hiicrelerinin tiip uzunlugu boyunca farkl
dagilim gosterip gostermedigini arastirmiglardir. FTESC’nin tiip boyunca yerlestigini,
ancak distal fimbria ucunda daha yogun oldugunu gostermislerdir. FTESC’ nin tiipiin
distal bolgesinde yogunlasmasinin tamir i¢in biyolojik bir adaptasyon olabilecegi
diistiniilmiistiir. Ciinkii bu fallop tiipii kisminin ovulasyonla aylik bazda hasar gérme riski

daha fazladir [3].

2.3.5.2. Fallop tiipii mezenkimal kok hiicreleri

Yetiskin MKH’ler, tipik olarak farklilasmamis multipotent hiicreler olarak tanimlanir.
Birka¢ farkli hiicre soyuna farklilagma potansiyeli ve kendini yenileme kapasitesine
sahiptirler [89]. Fonksiyonel olarak heterojen olmasina ragmen MKH populasyonlari,
kemik iligi, iskelet kasi, akciger, adipoz doku, dental pulpa, plasenta ve umbilikal kord
gibi farkli dokulardan izole edilmis olup benzer bir hiicre ylizey reseptorii ekspresyonu
sunarlar [90-98]. Bununla birlikte, yetigskin kok hiicrelerin, marker ekspresyonlaridan
ziyade fonksiyonel Ozellikleri tarafindan tanimlandiklari bilinmektedir [99]. Aym
zamanda rejeneratif tip i¢in kok hiicrelerin kullanilma olasiligi, 6zellikle non-invaziv
prosediirler yoluyla multipotent kok hiicrelerin elde edilmesi i¢in en iyi kaynaklari

bulmak {izere yeni bir aragtirma alan1 agmustir [4].

MKH’ler baslangigta kemik iligi prekiirsorleri olarak tanimlansa da yeni kanitlar doku
bakim ve rejenerasyonunda bu hiicrelerin muhtemelen 6nemli bir rol oynadigim
gostermekte ve MKH’lerin neredeyse tiim organlarda bulundugu diisiiniilmektedir [100-
104]. Yapilan galismalarda, insan uterus endometriyumunda ve menstrual kanda
MKH’ler bulunmus ve bu hiicrelerin in vivo rejenerasyonu destekleyebilecekleri

gosterilmistir [105-111].
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Cerrahi uygulamalardan sonra atilan insan doku pargalari, 6nemli kok hiicre kaynaklarini
temsil edebilir ve kullanimlar1 etik problemler ortaya ¢ikarmaz. Umbilikal kord, dental
pulpa, adipoz doku ve menstrual kan gibi biyolojik atiklardan elde edilen MKH’lerin kas,
yag, kemik ve kikirdak hiicre soylarina farklilagabildikleri gosterilmistir [95, 98, 112-
114]. Yapilan bir caligmada insan fallop tiipii MKH’lerinin izolasyonu, in vitro
genislemesi ile kas, yag, kikirdak ve kemige farklilasmasi ilk kez gosterilmistir [4].
Ureme fonksiyonunun bozulmasimi &nlemek igin insan fallop tiipii ortaminda
homeostazin gerekliligi, bu dokuda mevcut olan MKH nislerinin bu siiregten sorumlu
olabilecegini diisiindiirmektedir [115, 116]. Bununla birlikte insan fallop tiipii
MKH’lerinin tiremede rol oynayabilecegi spekiilasyonu acikliga kavusturulamamaktadir.
Insan fallop tiipiinden koken alan, yiizeye yapisabilen tiim hiicrelerdeki adezyon
belirteglerinin (CD29, CD44, CD90) ve diger MKH belirteglerinin (CD13, CD73, SH2,
SH3 ve SH4) ekspresyonlarinin yiiksek seviyeleri, insan fallop tiipii kok hiicrelerinin
mezenkimal dogasini dogrulamistir. Ek olarak bu hiicrelerin hematopoetik soy markerlari
(CD34, CD38, CD45, CD117 ve CD133), endotelyal marker CD31 ve monosit marker1
CD14’ii eksprese etmedikleri gosterilmistir. izole edilen hiicreler ayn1 zamanda Human
Leukocyte Antigen-sinif I (HLA-ABC) i¢in pozitif iken Human Leukocyte Antigen-sinif
Il (HLA-DR) i¢in negatiftir [4].

Calismada insan fallop tiipii MKH’leri, in vitro olarak miyojenik, adipojenik, kondrojenik
ve osteojenik soylara farklilagtirllmistir. Bu sonuglar izole edilen hiicrelerin mezenkimal

dogasini ve multipotensi 6zelligini dogrulamaktadir [4].

Wolff ve arkadaglar1 yaptiklari c¢aligmada endometriyal stromal hiicrelerin alt
populasyonunun in vitro kondrojenik farklilagsmasini indiikleyerek endometriyal
multipotent hiicrelerin varligin1 géstermislerdir. Bununla birlikte myometriyum, fallop
tiipii ve uterosakral ligamentler gibi endometriyal olmayan jinekolojik dokular kontrol
olarak kullanildiginda kondrogenez gésterilememistir [117]. Bu durum endometriyum ile
karsilagtirildiginda yasam boyu yenilenme yiiklerinin daha az olmasi nedeniyle bu
dokularda daha az progenitor kok hiicre olabilecegini diisiindiirmektedir ya da ¢alismada
kullanilan farklilagsma tahlili bu dokular i¢in uygun degildir. Jazedje ve arkadaslarinin,
fallop tipi MKH’lerinden miyojenik, adipojenik, osteojenik ve kondrojenik

farklilasmanin gostermesindeki basariya dayanarak [4], Wolff ve arkadaglar tarafindan
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bildirilen fallop tiipii dokusunda kondrogenezin gosterilememesinin progenitor kok hiicre
konsantrasyonundan ziyade metodolojik konular ile iliskilendirilmesi gerektigi

sOylenebilir.

2.4. \WWnt Sinyalizasyonu

Wnht ailesi proteinleri, sistein agisindan zengin glikoproteinler olup [118], insanda 19
tiyeden olusan karmasik bir sinyal molekiili ailesidir [9]. Wnt proteinleri, embriyonik
indiiksiyon, hiicre polaritesi olusumu ve hiicre kaderinin spesifikasyonu gibi c¢esitli
stirecleri etkileyen genis bir protein ligandlar1 ailesidir [8]. Wnt sinyalizasyonunun
hiicreler iizerindeki etkisi otokrin ve/veya parakrin bi¢cimde olur. Her Wnt tipinin
birbirinden farkli etkisi olmakla birlikte ortak etkileri de vardir. Ilk Wnt geni, Roel Nusse
ve Harold Varmus tarafindan viriislerle enfekte olan fare meme tiimériinde Int-1 geninin
etkinlik kazanmasiyla bulunmustur [119]. Wnt ismi Drosophila melanogaster’de
bolimlenme-kutuplagma genleriyle iliskili olan Wingless (Wg) geni ile fare Int-1 geninin
karisimindan dogmustur. Wnt geninin en iyi tanimlandigi canli Drosophila’dir; ancak
Whnt genleri Caenorhabditis elegans’tan insana kadar ¢ok genis bir yelpazedeki canlilarin
timiinde bulunmakta olup [7] biitiin metazoa hayvanlarda korunmuslardir [120]. Wnt
ligandlari, tiirler arasinda %20 ila %85 6zdeslik icerir ve 23-24 aralikli spesifik sistein
kalintilar1 igeren, neredeyse ayni primer sekansina sahip olmalari ile tanimlanmislardir
[121, 122]. 1k kez Drosophila’da kanat gelisimindeki etkisi gosterilmis, daha sonra
govdenin boliimlenmesindeki etkileri ortaya ¢ikarilmistir [9]. Wnt yolagindaki

mutasyonlar, insan dogum defektleri, kanser ve diger hastaliklar ile baglantilidir [123].

Memelilerde Wnt’'nin en onemli etkisi gastriilasyonla ortaya cikar. Organlarin ilk
taslaklar ortaya ¢iktikga Wnt yolaklar etkinlik kazanarak hiicrelerin ¢ogalmasi ile organ
ve dokularin normal oranlara erigsmelerini saglar. Gelisimin ilerleyen evrelerindeyse

hiicre farklilagmasi ve kutuplagmas: siireglerinde rol oynar [9].

Memelilerde Wnt sinyalizasyonunun karmasiklig1 ve spesifitesi, kismen, sekresyon i¢in
bir N-terminal sinyal peptidi iceren yaklasik 350-400 aminoasitlik 19 Wnt ligandi ile elde
edilir [120]. Wnt proteinleri, palmitoilasyon (sistein’e palmitoik asidin takilmasi)
gosteren proteinlerdir. Molekiiliin amino ucunda yag asitleri baghdir ve bu sayede hiicre

zarma tutunurlar [9]. Wnt proteinleri, kisa ve uzun mesafeli sinyalizasyonun her ikisi i¢in
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kapasiteye sahip morfogenler olarak iglev gorebilir [124]. Wnt, uygunsuz ekspresyonu

kanserin baslamasini tetikleyen normal bir hiicresel gen olup, bir proto-onkogendir [7].

Whnt proteinleri hiicrede bilinen ii¢ yolag etkinlestirirler. i) Wnt/B-katenin yolagi, kanonik
Wnt yolagi olarak da bilinir; ii) Planar hiicre kutuplagsma yolagi (PHKY), gelismekte olan
epitel tabakalarmin embriyoda dogru eksende kutuplasmasini saglar ve Rho ailesi
GTPaz’lar tarafindan kontrol edilir; iii)) Wnt/kalsiyum yolagi, hiicre i¢inde kalsiyum
iyonu artigin1 uyarir. Wnt proteinleri bu ii¢ yolakta da dnce Frizzled (Fz ya da Frz)
ailesinden olan hiicre yiizeyi reseptorlerine baglanir. Fz ailesi reseptorleri G proteine
kenetli reseptorlerdir. Wnt baglandiginda etkinlik kazanan Fz reseptorleri bir yapisal
protein olan Dishevelled (memelilerde Dvl; Drosophila’da Dsh) proteinini kendine
yaklastirir ve onu uyarir. Bu durum sinyal yolaginin asagi dogru etkinlik kazanmasini

saglar [9].

2.4.1. Kanonik Wnt sinyal mekanizmasi

Kritik ve en ¢ok c¢alisilan Wnt yolagi, kanonik Wnt sinyalizasyonu olup, anahtar
gelisimsel gen ekspresyon programlarini kontrol eden transkripsiyonel ko-aktivator B-
katenin miktarini diizenleyerek islev gosterir [120]. Kanonik Wnt sinyalinin aktivasyonu

hiicre proliferasyonunu indiikler [8, 125, 126].

Wnt sinyalizasyonu hiicrelerin ylizeyinden serbest birakilan veya sunulan Wnt
proteinlerinin, Fz ve diisiik yogunluklu lipoprotein (low density lipoprotein - LDL) iliskili
protein (LDL-related protein - LRP) reseptor kompleksine baglanmasi ile hedef hiicreler
tizerinde etki eder. Bu reseptorler, Dvl, glikojen sentaz kinaz-3p (glycogen synthase
kinase 3 - GSK-3pB ), kazein kinaz lao (casein kinase lo. - CKla), Axin, adenomatdz
polipozis koli (adenomatous polyposis coli - APC) ve transkripsiyon regiilatorii olan f3-

katenin dahil olmak {izere ¢esitli hiicre igi proteinler ile bir sinyali tasirlar [8].

Sitozolik B-katenin fosforilasyonu/degredasyonu ve bu mekanizmanin Wnt tarafindan
regiilasyonu, Wnt sinyalizasyonu i¢in gereklidir [120]. Sitoplazmik [-katenin seviyeleri
normal olarak CK10/GSK-3B/APC/Axin igeren bir kompleks tarafindan kontrol edilen
ve fazla B-katenin’in proteozom aracili bozulmasi yoluyla diisiik tutulur. Hiicreler Wnt
sinyallerini aldiginda, bozulma yolu inhibe olur ve sonug olarak B-katenin sitoplazmada

ve niikleusta birikir. Niikleer B-katenin, transkripsiyonu etkilemek icin lenfoid
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giiclendirici baglayic1 faktor 1 (lymphoid enhancer-binding factor - LEF)/TCF gibi
transkripsiyon faktorleri ile etkilesir (Sekil 2.4). Wnt hedeflerinin biiyiik bir kismi, Wnt
sinyal yolaginin kendisinde tanimlanmis olup Wnt sinyalizasyonu esnasinda geri-

besleme kontrolii saglarlar [8].

Kanonik Wnt stimiilasyonuna cevap olarak hiicrelerde morfolojik degisiklikler
gozlenmektedir. Bu siirece muhtemelen aktin hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi
eslik etmektedir. Wnt3a'ya yanit olarak hiicre iskeleti degisiklikleri epitel hiicrelerinde

gorillmiistir [127].

A off LRP5/6 on LRP5/6

Fz

proteasomal degradation Whnt target genes

Sekil 2. 4: Kanonik Wnt sinyalizasyon mekanizmasi [5]

2.4.1.1. p-katenin

Kanonik Wnt sinyalizasyonunun merkezinde ¢ok islevli bir protein olan B-katenin’in
proteolitik bir etkiyle yikimi1 s6z konusudur [9]. f-katenin’in, Wnt sinyalizasyonunun
yani sira hiicre-hiicre baglantilarinda 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir [128-130].
Epitel hiicrelerinde B-katenin molekiillerinin ¢ogu hiicre-hiicre yapisma birimlerinde
gorevlidir [9]. B-katenin formlari, zardaki a-katenin ve E-kadherin ile birleserek adherens
baglantilar1 olusturmaktadir [131]. B-katenin bu birimlerde kadherin molekiillerini hiicre
icindeki aktin iskeletine tutundurur, yani araci proteindir. Buna karsin gerek epitel
gerekse epitel olmayan hiicrelerde kadherin molekiilleriyle iliskisi olmayan B-katenin

proteinleri sitoplazmada hizla pargalanirlar [9]. E-kadherin’in kaybi, hiicre
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baglantilarinda katenin-kadherin eslesmesinin bozulmasina yol agarak, serbest f-katenin

ve TCF aracilikli gen ekspresyonunun artisina neden olur [132].

BCL9-2'nin (B-cell lymphoma 9-like protein); fosforile edilmis B -katenin ile etkilesime
girerek, B-katenin niikleer lokalizasyonunu sagladig1 gosterilmistir. Bu nedenle, BCL9-2
ile etkilesim, B-katenin’in baglanti ve transkripsiyonel fonksiyonlari arasinda gegis
gorevini saglamaktadir [133]. BCL9-2'ye benzer sekilde epidermal biiyiime faktorii
(epidermal growth factor - EGF) kaynakli, ekstraseliiler sinyal-diizenleyici kinaz/kazein
kinaz 2 (extracellular signal-regulated kinase/casein kinase 2 - ERK-CK2)
aktivasyonunun B-katenin fosforilasyonuna yol actigini, daha sonra o-katenin ile B-
katenin arasinda baglanti olusumunu engellemesi sonucunda [(-katenin aracilikli

transkripsiyonun aktivasyonuna ve timor hiicresi istilasina yol agtigini gosterilmistir

[134].

Bununla birlikte, vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriiniin (vascular endothelial growth
factor — VEGF) etkisi ile adherens baglanti komplekslerinin bozuldugu ve VEGF ile
indiiklenen vaskiiler gegirgenlige neden oldugu gosterilmistir [135]. Yukarida tarif edilen
caligmalarda gosterildigi gibi, B-katenin’in membrandan sitoplazma veya niikleusa
translokasyonu, sirayla B-katenin transkripsiyonel aktivitesini arttiran baska sinyal yollar1

ile diizenlenebilir [131].

B-katenin'e ek olarak Wnt yolaginin diger bilesenleri de TCF aracili ekspresyon icin
gereklidir. Bu bilesenler hiicre tipine 6zgii olabilir. Bu nedenle, kanonik Wnt sinyal
yolunun aktivasyonuna cevap hiicre fenotipine gére GSK-3 inhibisyonu, -katenin’in
arttirilmis seviyeleri/veya aktivitesi ya da her ikisi seklinde olabilir. Bu, gen
ekspresyonunu ve/veya hiicre adezyonunu, hiicre diizenini diizenlemede araci olan

mekanizmalari, doku mimarisini ve kanser progresyonunu degistirebilir [136].

2.4.1.1.A. B-katenin’in etkisizlestirilmesi

Sitoplazmadaki B-katenin’in etkisinin ortadan kaldirilmasi parcalama kompleksi adi
verilen bir grup protein tarafindan gergeklestirilir. Bu gruba baglanan [-katenin
cekirdekten uzak tutularak parcalanir. Parcalama kompleksi 4 farkli protein igerir;
serin/treonin kinazlar CK1a ve GSK-3f ile tiim yap1y1 bir arada tutarak ¢at1 gérevi géren

proteinler olan Axin ve APC [9].
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Iskele proteini Axin, GSK-3p, CKlo ve P-katenin ile etkilesime girmek igin farkli
domainler kullanir. CK 1o tarafindan serin 33’tin fosforilasyonunun ardindan treonin 41,
serin 37 ve serin 45’in GSK-3p tarafindan fosforilasyonu ve sonucunda B-katenin
fosforilasyonu gerceklesmis olur [137]. PB-katenin’in serin 33 ve serin 37°den
fosforilasyonu E3 ubikutin ligaz B-transdusin tekrari-igeren protein (fS-transducin
repeats-containing protein - f-Trcp) icin baglanma bolgesi yaratarak, B-katenin’in
ubikutinasyonu ve degredasyonuna Onderlik eder [120]. B-katenin pargalanmak iizere
ubikutin molekiilii tarafindan isaretlenmis olur ve proteozom komplekslerinde pargalanir
[9]. B-katenin ve g¢evreleyen bu serin ve treonin kalintilarinin mutasyonlari siklikla
kanserlerde gozlenir, olusan mutant (3-katenin, fosforilasyon ve degredasyondan kagar.
Axin aym1 zamanda; kendisini B-katenin’e baglayan, biiyiik, multifonksiyonel, iskele
proteini APC ile etkilesen RGS (Regulatory of G-protein signaling - G-protein sinyalinin
diizenleyicisi) domainini icerir [120]. Bu temel Axin kompleksinin bilesenleri [137], -
katenin fosforilasyonu ve degredasyonunu saglama ortak amacini paylasmaktadir.
Aslinda hem APC hem de Axin tiimor-baskilayict genlerdir ve APC mutasyonlari
kolorektal kanserlerde 6zellikle yaygindir [120].

B-katenin’e ek olarak, GSK-3p ve CK1a ayn1 zamanda Axin ve APC’yi fosforiller, bu da
B-katenin ile Axin ve APC’nin iligkisinin artmasini saglar ve dolayisiyla -katenin’in
fosforilasyonu/degredasyonunu  hizlandirir [137, 138]. CKl1o/GSK-33 tarafindan
fosforilasyon iizerine APC ve Axin ayni B-katenin etkilesim yiizeyine baglanmak i¢in
yarigirlar. Bu olay APC’nin fosforile edilmis B-katenin’i ubikutinizasyon i¢in Axin’den
uzaklastirmasi ile sonuglanir. Sonug olarak APC’nin, Axin’i 3-katenin fosforilasyonunun
bir sonraki adimina hazirlamasi i¢in bir “mandal” olarak gorev yaptig1 diistiniilmustiir
[137, 139]. APC’nin ayn1 zamanda [-katenin niikleer tasmimini destekledigi
goriilmistiir. APC endojen B-katenin’in niikleer birikimine neden olabilir, ancak bu
niikleer B-katenin molekiilleri TCF aracili transkripsiyonun uyarilmasi i¢in etkisizdir.
Dolayistyla APC, B-katenin hedef genleri i¢in kromatin-iligkili bir baskilayici olarak islev
gorebilir [140].

Degismis Wnt sinyalizasyonunun bir sonucu olarak GSK-3f inhibisyonu, epitelyal-
mezenkimal gecis ve tiimor olusumuna yol agan hiicre ¢ogalmasinda 6neme sahiptir

[136].
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2.4.1.2. Wnt proteinlerinin salgilanmasi

Whnt’ler fonksiyonel 6zelliklerden ziyade amino asit dizisi ile tamimlanirlar [121, 141].
Biitiin Wnt'lerin ortak 6zellikleri arasinda, sekresyon i¢in bir sinyal dizisi, yiiksek oranda
yiiklii birgcok amino asit kalintilar1 ve birgok glikozilasyon bolgesi bulunur [8]. Wnt
proteinleri yiiksek diizeyde korunmus [142] 22 sistein kalintisinin karakteristik dagilimini

gosterir [8] ve bununla birlikte bir sinyal dizisini igerirler [142].

Salgilanmis aktif Wnt molekiillerinin ¢oziindiiriilmesindeki zorluklar, Wnt saflastirmaya
yonelik girisimleri engellemis ve dolayisiyla bu biiyiime faktorii ailesinin biyokimyasal
karakterizasyonunun ortaya konmasinda sorunlar ortaya ¢ikmustir. Wnt ligandlarinin
birincil amino asit dizisi, bunlarin ¢6ziiniir olmasi gerektigini gostermekte iken salgilanan
Whnt proteinleri hidrofobik karakter gostermektedir. Bu proteinlerin ¢ogunlukla hiicre
membranlar1 ve ekstraseliiller matriks (extracellular matrix - ECM) ile iliskili oldugu
gosterilmistir. Wnt'nin ¢ézlinmez dogasi, bu proteinlerin, palmitoillenmis ve baslangicta
primer amino asit dizisinden tahmin edilenden daha hidrofobik oldugu kesfiyle
aciklanmistir [143]. Kiitle spektroskopisi, Wnt proteinlerinin, protein ailesi igindeki
korunan ilk sistein kalintisi, sistein 77 {lizerine ve proteinin ortasinda bir serin lizerinde
bir palmitatin eklenmesi ile lipid modifikasyonuna ugradigini ortaya koymustur [144].
Palmitoilasyon korunmus bir sistein kalintis1 lizerinde bulunmasi bu durumun biitiin
Wnt’lerin bu degisikligi tasidigin1 gosterir. Mutant analizi, bu sisteinin fonksiyonu
saglayabilmek i¢in gerekli oldugunu ve Wnt'ye enzim agil protein tioesteraz
uygulanmasinin, hidrofobik veya aktif olmayan bir form ile sonuclandigin1 gosterilmistir.
[143]. 2. tanimlanan lipid modifikasyonu, serin 209’a palmiteol eklenmesidir ve bunun
mutasyonu ER Wnt3a birikimine ve sekresyon hatalarina yol agmaktadir [144].

Palmitatin sinyalizasyon i¢in kritik olduguna dair kanitlar saglanmistir [143].

Palmitati Wnt'ye ekleyen enzimlerin, Drosophila'daki porcupine (Por) [145] ve
Caenorhabditis elegans'ta mom-1 olarak adlandirilan genler tarafindan kodlanmasi
muhtemeldir [146]. Bu genler Wnt sinyalini alan hiicreler yerine Wnt ligandini tireten
hiicreler i¢in gereklidir. Por geni ve membrana-bagli agil transferazlar arasindaki sekans
benzerligi sonucu enzimlerin ER membraninda bulundugu ve ¢esitli substratlar1 acile
ettigi fark edilmistir [147]. Bu nedenle Por'un Wnt'ye palmitat transferini katalize eden

bir enzimi kodlamasi1 miimkiindiir. Bu diisiince ile tutarli olarak, Wg hidrofobiktir [148].
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Wg membranlarla iligki kurabilir, fakat O-acil transferaz aktivitesi biyokimyasal olarak
inhibe edildiginde ya da Por genetik olarak elimine edildiginde hem hidrofobiklik hem
de membran lokalizasyonu kaybolur. Bu veriler, Por'in hem Wnt lipidasyonu hem de

membran hedeflemesinin kilit bir diizenleyicisi oldugu hipotezini desteklemektedir [8].

Palmitoilasyonun Wnt sinyali i¢in gerekli oldugu gosterilse de lipid modifikasyonunun
kesin rolii belirsizligini korumaktadir. Olas1 bir islev, Wnt'lerin zarin belirli alanlarina
hedeflenmesidir. Ek olarak, Wnt proteinlerinin palmitoilasyonu, glikozilasyonlari i¢in
gerekli olabilir. N-bagli glikozilasyon sirasinda palmitoilasyon i¢in Onerilen bu rol ayni
zamanda, hiicreler arasindaki Wnt’nin tasinmasma da yardimci olabilir, ¢iinki
glikozilasyon, Wnt’ye yanit veren hiicrelerin yilizeyinde mevcut olan heparin siilfat
proteoglikanlar1 (HSPG'ler) ile Wnt etkilesimlerini arttirabilir. Alternatif olarak, palmitat
parcasi, Wnt proteinlerini stirekli sinyalizasyon ic¢in potansiyel olarak membrana
baglayabilir. Kok hiicre biyolojisinde, Wnt’ler ve membran arasindaki etkilesimlerin,
hiicre konfigiirasyonlarina yakin hiicrede oldugu diisiiniilen nislerin, kok hiicre kaderini

nasil kontrol ettigini anlamada biiyiikk nemi vardir [142].

Her ne kadar palmitoilasyon Wnt sinyaline entegre olsa da kesin islevi bilinmemektedir.
Drosophila'da Wg’in asirt ifadesi, Por fonksiyonuna olan ihtiyact kismen ortadan
kaldirabilir [149] ve benzer sekilde, palmitoilasyon bolgesinden yoksun olan Wnt mutant
gen yapilari, hiicrelerde asir1 eksprese edildiginde zayif da olsa bir sinyal {iretebilir [143].
Bu gozlemler i¢in uygun bir agiklama, lipit parcasinin Wnt'yi zarlara hedefledigi ancak

yoklugunun yiiksek protein konsantrasyonlari ile asilabilecegidir [8].

Genetik caligmalar, Wnt'nin iiretiminin ardindan salinmasini tegvik etmek icin sekretuar
yolakta ihtiya¢ duyulacak Wntless (WIs)/Evenness (Evi) ¢ok-gecisli transmembran
proteinlerini  belirlemistir [150]. WIs/Evi'nin yoklugu Wnt’nin hiicre yiizeyine

taginmasini inhibe eder [151].

2.4.1.2.A. Wnt proteinlerinin hiicreler arasinda tasinmasi

Wnht'ler, uzaktaki hiicreler iizerinde etki edebilen, konsantrasyona bagli uzun mesafeli
morfogenetik sinyaller olarak islev gormektedir [152-153]. Bu, palmitoillenmis Wnt
molekiillerinin aktif olarak tagimip tasinmadigini, Wnt'lerin hiicrelerden nasil salindigin

ve Wnt'nin uzun mesafeler boyunca nasil hareket ettiklerini sorularini dogurmustur.

29



Drosophila kanadina ait imajinal disklerde, hiicre digina vezikiil-bazli tasinmanin mevcut
oldugu one siiriilmistiir [155]. Lipoprotein partikiilleri olarak adlandirilan lipit taginmasi
i¢in gerekli olan biiyiik molekiiller, Wnt gibi lipid modifiye proteinlerin tasinmasinda rol
oynamaktadir. Onceden eksozom benzeri pargaciklar oldugu diisiiniilen, “argosom”
olarak adlandirilan bu yapilarin artik eksojen olarak tiiretilmis lipoproteinler oldugu
diisiiniilmektedir [156]. Wnt ligandlar1 ayrica, sinyalleri tagiyan hiicrelerden uzak Wnt ve
diger biiylime faktorlerini tasiyabilen uzun, ince filopodiyal uzantilar olan sitonemler

(cytonemes) tarafindan da tasiabilmektedir [157].

> Wnt
DNA D7D DI DA

ENDOPLASMIC

([ @ wnt protein — RETICULUM
"\ Lipid modified mam = \
Wnt protein ) g
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In artificial
Drosophila
construct
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Sekil 2. 5: Wnt sekresyonu, modifikasyonu ve kisa menzilli sinyal aktivitesinin modeli
[158]
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Palmitoillenmis proteinlerin, hiicrelerin ekstraseliiler kisminda lipoprotein pargaciklari
ile iligkili oldugu bir model Onerilmistir. Wnt proteinlerinin bir hiicreden digerine
tasinmasinda lipoproteinlerin gerekliligi, bir Drosophila lipoproteini olan Lipophorin'in
baskilanmasi ile kanat diskindeki Wg sinyalizasyonunun daralmasi ile gosterilmistir

[156].

Wnt proteinleri salgilandiktan sonra, bir dizi baglayict molekiil aktivitelerini modiile
edebilir. Ortaya ¢ikan kanitlar, HSPG'lerin Wnt'nin taginmasinda veya stabilizasyonunda
rol oynadigimi gostermektedir. Drosophila'da, bir HSPG olan Dally'nin yoklugu, [159,
160], ve HSPG'yi modifiye eden enzimleri kodlayan genlerdeki mutasyonlar [161, 162]
kanatsiz mutantlara benzer fenotipler tretir. HSPG'lerin, Wnt proteinlerini stabilize
edebilecegi, sunumunda veya hiicreler arasindaki hareketinde yardimci olabilecegi

distintilmustiir [8].

Homolog rekombinasyon kullanarak, arastirmacilar Drosophila’da, endojen Wg genini,
tip 2 transmembran protein Neurotaktin ve Wg (NRT-Wg) iceren bir fiizyon proteinini
eksprese eden bir gen ile degistirmistir [154]. Ancak iiretildigi hiicrelerin yiizeyine
baglandigindan NRT-Wg’nin endositoz ile alinmast miimkiin degildir. Kanitlar, NRT-
Wg’nin bir hiicreden digerine gegmedigini gostermektedir [163].

Salgilanan Wnt’ler ayrica SFRP (Secreted frizzled-related protein — salgilanmis frizzled
iligkili protein) ailesinin tiyelerine de baglanabilir. Bunlar, Wnt resept6rii olan Fz ailesinin
ligand baglama bolgesine benzeyen proteinlerdir [164, 165]. Alternatif olarak, Wnt’ler,
Derailed/RYK (Related to receptor tyrosine kinase - reseptor tirozin kinaz ile iliskili)
transmembran Wnt reseptor siifinin hiicre disi kismina benzeyen WIF (Wnt inhibitory
factor — Wnt inhibe edici faktor) proteinlerine baglanabilir [166]. Genel olarak hem
SFRP'ler hem de WIF'lerin hiicre disi Wnt inhibitorleri olarak islev gordiigii
distintilmektedir [166-172]. Wnt ligandlar1 igin reseptor olarak islev gorebilen bilinen
Wnt baglama alanlarina sahip baska proteinler de vardir. Tek gegisli tirozin kinaz Ror2,
Fz reseptorlerinden yapisal olarak farkli olsa da diger Wnt sinyalizasyon formlarinda yer
alir [173-177]. Bununla birlikte, bu proteinlerin, ekspresyon seviyelerine veya hiicresel
icerige bagli olarak, Wnt'nin bozulmas1 veya salgilanmasi ile taginmasini kolaylastirarak

Whnt sinyalizasyonunu destekledigi kesin bir bi¢imde s6ylenmemistir [171].
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2.4.1.3. Wnt reseptorleri ve sitoplazmada Wnt sinyalizasyonu

Iki farkli reseptor ailesi Wnt/p-katenin sinyalizasyonu igin kritiktir: Fz yedi-gecisli
transmembran reseptor [8] ile LRP5 veya LRP6 [178]. Memeli genomu, Wnt ve LRP5/6
birlikte fazla eksprese oldugunda [-katenin sinyalini aktive etmek icin degisken
kapasiteye sahiptir [179] ve Fz iiyeleri arasinda fonksiyonel olarak ¢esitlilige sahip olan

10 Fz genini barmdirir [8].

Bir Wnt sinyalini iletmek i¢in bulunan ilk reseptdr yedi-gecisli transmembran protein Fz
proteinidir [180]. Fz proteinleri, sistein zengin alan (Cysteine-rich domain - CRD) olarak
adlandirilan 10 sistein kalintisindan olusan korunmus bir motif iceren biiyiik bir
ekstraseliiler alan igerir. Cesitli Fz reseptorlerinin CRD alanlarinin, yiiksek afinite ile
birgok Wnt’ye baglandigi gosterilmistir [181, 182]. Sitozolik tarafta Fz'ler, Wnt

sinyalinin bilinen bir araci olan DvI proteini ile dogrudan etkilesime girebilir [183].

Wnt ligandinin baglanmasini takiben, Fz, kanonik Wnt sinyalini transdiiksiyonu i¢in LRP
proteinleri ile birlikte bir ortak reseptor kompleksi olusturmaktadir [184]. LRP5 ve -6
proteinleri, nispeten kiigiik bir intraseliiler alana ve birka¢ potansiyel protein etkilesim
alan1 igeren genis bir ekstraseliiler alana sahiptir [178]. Proteinin hiicre disi kismini
barindirmayan, ancak zar ve hiicre i¢i alanlar1 iceren kesilmis proteinler, yapisal olarak
aktif bir kanonik Wnt sinyali iiretirler [185]. iki farkl1 LRP reseptérii arasinda, LRP6 daha
baskin bir rol oynamaktadir ve embriyogenez i¢in zorunludur. Ancak LRP5
embriyogenez i¢in gerekli degildir. Bununla birlikte LRPS5 kemik homeostazi i¢in
kritiktir. Ayrica bu iki reseptoriin birlikte fonksiyonu farelerde gastrulasyonun

gerceklesmesi igin gereklidir [178].

Wnt sinyali, Fz ve LRP6’nin (ya da LRPS) her ikisini gerektirir. Wnt-indiiklii LRP6’nin
aktivasyonu, reseptor aktivasyonundaki temel olaydir [186]. LRP6 ve LRP5’in her ikisi,
fonksiyonlari igin gerekli olan ve hepsi esas B-katenin sinyalizasyonu ile sonuglanacak
sekilde, bes tekrarli PPPSPxS motifine (P, prolin; S, serin; x, degisken bir kalint1) sahiptir
[186-188]. Bu cift fosforile PPPSPxS motifleri Axin kompleksi i¢in baglanma yerleridir
[186, 188, 189]. Dolayisiyla Wnt stimiilasyonu iizerinden LRP proteinleri Axin’i baglar
[190].
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Fz islevi, Wnt-indiiklii LRP6 fosforilasyonu icin gereklidir ve Fz-LRP iliskisi LRP6
fosforilasyonunu tetiklemektedir [191]. Fz fonksiyonu, Fz ile dogrudan etkilesebilen
sitoplazmik iskele proteini [192] Dvl’e genellikle baglidir [193]. Aslinda Fz-Dvl
etkilesimi ve DvI fonksiyonu, Wnt-indiiklii LRP6 fosforilasyonu i¢in kritiktir [191, 194].
Dvl, Axin ile etkilesime girmelidir [193] ve bu Wg sinyalizasyonu [195] veya asir1 Fz
ekspresyonu sirasinda plazma membranina Axin alimi i¢in gereklidir. Bir model, Fz-Dvl
etkilesiminin; GSK-3p tarafindan, Axin-GSK-3pB kompleksinin LRP6 fosforilasyonunu

baslatmasi i¢in gerekli oldugunu gostermistir [165].

Wnt sinyalizasyonunun negatif bir regiilatorii olan Axin proteini, LRP6'nin sitoplazmik
kuyruguna baglanabilir ve bu etkilesim Axin'in f-katenin’den ayrildigi bir mekanizma
saglar [190]. Etkilesim sonucunda B-katenin'in kaderi degisir; pargalanmak yerine, Wnt-

indiiklii gen ekspresyonunu yiiriitmek i¢in birikir.

Wnt sinyalinin aktivasyonu, B-katenin fosforilasyonunu ve dolayisiyla degradasyonunu
inhibe eder. B-katenin diizeylerinin yiikselmesi, niikleusta f-katenin birikimini [196-198]
ve LEF/TCF transkripsiyon faktorleri ile kompleks olusumunu saglamaktadir [199-201].
Degredasyon i¢in gerekli olan fosforilasyon alanlarindan yoksun olan -katenin mutant
formlar1 Wnt sinyalizasyonuna yanit vermez ve Wnt hedef genlerini yapisal olarak aktive
edebilir [202, 203]. B-katenin ve B-katenin stabilizasyonunu destekleyen APC ve Axin
mutasyonlari, birgok farkli kanserde bulunur ve bu da, Wnt sinyalizasyonunun bir¢ok

neoplazm igin ortak bir 6zellik oldugunu gosterir [204].

Wnt sinyalleri, c¢esitli mekanizmalar yoluyla [-katenin stabilitesini diizenleyen
sitoplazmik proteinleri etkileyebilir. Bir Wnt sinyalinin alinmasi, [-katenin
stabilizasyonunu tesvik etmek i¢in Axin'i yikim kompleksinden ¢ikartarak, Axin'i ya
LRP'ye ya da Fz’e bagli DvI’e alimini tetikleyebilir [186, 195]. Protein fosfatazlar da f3-
katenin stabilitesini diizenler. Ornegin PP2A (Protein phosphatase 2 — Protein fosfataz
2), Wnt bagimli B-katenin diizeylerinin yiikselmesi i¢in gereklidir [205] ve Axin'i
baglayabilir [206], bu durumun GSK-3B substratlarinin defosforilasyonunda islev

gorebilecegi diisliniilmektedir.

Axin/APC, B-katenin yikim kompleksinde fonksiyonlara sahip olmasinin yani sira,

fonksiyonel bir NLS (nuclear localization sequence - niikleer lokalizasyon sekansi) ve
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NES (nuclear export sequence — niikleer dig-aktarim sekanst) barindirir ve sitoplazma ile
niikleus arasinda gidip gelir. Akabinde bu molekiiller, B-katenin’in dinamik hiicre alt1
dagilimmi modiile eder [207-209]. Axin/APC'nin tiimor baskilayici aktiviteleri, bu

diizenleyici fonksiyonlarmin yani sira B-katenin'i asagi-diizenleme kabiliyetlerine
baglanabilir [131].

B-katenin, Wnt stimiilasyonuna cevap olarak sitoplazmada birikmesinin ardindan,
kanonik Wnt sinyalizasyonunun gergeklesebilmesi i¢in birikmis olan B-katenin’in

niikleer lokalizasyonu gereklidir [131].

2.4.1.4. Niikleustaki kanonik Wnt sinyalizasyonu ve B-katenin/TCF kompleksi
uizerine etki gosteren regiilatorler

Transkripsiyonel aktivatdr p-katenin, Wnt uyarimi iizerine stabilize edilir, bunun
ardindan niikleusa girer, TCF/LEF1'e baglanir ve Wnt'ye cevap veren hedef genlerin
aktivasyonuna aracilik eder. Bu islemler, hiicre dis1 sinyalleri niikleusa ileten bir yolagin
son agamalar1 oldugundan, B-katenin ve -katenin-TCF kompleksi iizerinde ¢alisan ¢ok

sayida diizenleyici faktor s6z konusudur [131].

Wnt yoklugunda, Wnt hedef genlerinin transkripsiyonu, kromatini susturmak icin
HDAC!'leri toplayan Groucho/TLE (transducin-like enhancer of split - boliinmiis
transdiisin benzeri arttirici) transkripsiyonel ko-represorleri ile iliskili olan TCF/LEF1'in
dogrudan promotore baglanmasiyla etkisiz halde tutulur [210-212]. Wnt stimiilasyonu
tizerine P-katenin, Wnt'ye cevap veren gen ekspresyonunun aktivasyonu igin
transkripsiyonel bir ko-aktivatér kompleksi olusumunu destekleyecek sekilde TCF'nin,
Groucho/TLE baskilayict kompleksi ile etkilesimini 6nler [120]. Bununla birlikte ¢esitli
aragtirmalar, Wnt/B-katenin sinyalizasyonunun modiilasyonu igin [-katenin-TCF

kompleksi iizerinde ¢alisan yeni regiilatorlerin varligini bildirmistir [213-218].

Son zamanlarda, B-katenin-TCF kompleksinin transkripsiyonel kabiliyetini kontrol
etmek i¢in yeni molekiiller rapor edilmistir. Yapilan bir calismada TERT'in (telomerase
reverse transcriptase - telomeraz ters transkriptaz) dogrudan bir, SWI/SNF ile iliskili
kromatin yeniden-modelleme proteini BRG1 (brahma-related gene 1 - brahma ile ilgili
gen 1) ile isbirligi yaparak Wnt/B-katenin sinyalini dogrudan aktive ettigi bir bulgu
sunmuglardir. TERT'nin Wnt hedef gen promotodriinde TCF-baglayict elementleri isgal
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ettigi ve BRG1, TCF3 ve B-katenin ile bir kompleks olusturarak hedef gen ekspresyonunu
arttirdig1 gosterilmistir [219]. Telomeraz aktivitesine sahip olmayan insan ve tavuk
TERT’lariin alternetif splaysli formlart Wnt sinyalini ve hiicre ¢ogalmasini yine de
aktive edebildigi icin enzim aktivitesi ile degil fiziksel etkilesim yoluyla kompleks
olusumunun 6nemli oldugu Onerilmektedir [220]. Hoffmeyer ve arkadaslari, bir fare
modelinde Wnt sinyalinin, kok hiicreler ve kanser hiicrelerinde, p-katenin-KIf4
kompleksinin TERT promotdriine baglanmasi yoluyla TERT ekspresyonunu
indiikledigini gostermistir [221]. Bu sonuglar, esas olarak Wnt/B-katenin sinyalizasyonu
ile TERT ekspresyonunun gii¢lendirilmesi ve bu durumun zitt1 ile kk hiicrelerin kendini
yenilemesi ile kanser hiicrelerinin onkogenik potansiyeli arasinda mekanik bir baglanti

saglar [219-222].

Kanonik olmayan Wnt sinyalleri kanonik Wnt/B-katenin sinyalini inhibe edebilir [223-
225]. Lee ve arkadaslari kanonik olmayan Wnt sinyalinin PKC (protein kinase C - protein
kinaz C) a-aracili RORa (retinoic-acid-receptor-related orphan receptor o. - retinoik asit-
reseptor-iliskili artik reseptor o) fosforilasyonunu uyardigini bulmuslardir. Fosforile
edilmis RORa daha sonra Wnt hedef gen promotorlerinde B-katenin ile etkilesime
girebilir, boylece B-katenin ile etkilesim i¢in ko-aktivatorlerle rekabeti nedeniyle, [3-
katenin-TCF kompleksinin polimeraz II ile etkilesimi inhibe olur [224].
Wnt5a/PKC/RORa ekseni, RORa fosforilasyonunun insan kolorektal kanserlerinde
siklikla inhibe edilmesinden dolayr Wnt/B-katenin sinyalini antagonize etmek i¢in klinik

olarak uygulanabilir bir yol sunabilir [131].

Whnt sinyalizasyonu sonucu kodlanan proteinlerin genleri, hayatta kalma ve proliferasyon
ile ilgili olabilecegi gibi (siklin D1 (cyclin D1 — CCND1) ve insiilin-benzeri biiyiime
faktorii 1 (insulin-like growth factor 1 — IGF-I) vb.) migrasyon ve invazyonda merkezi
rollere de sahip olan (CD44 gibi) genler olabilir [14]. Wnt hedef genlerinden birisi olan
cyclin D1, hiicre ¢ogalmas1 ve hiicre dongiisiiniin merkezi regiilatorii olarak rol oynar

[226].

2.4.1.5. Kok hiicrelerde Wnt sinyal yolaklarina bakis
Geleneksel olarak Wnt proteinleri kok hiicreler i¢in biiyliime faktorleri olarak kabul edilir,
yani kok hiicrelerin hem farklilasma diizeylerinin korunmasinda hem de ¢ogalmasinda

etkili bir protein grubudur. Dolayisiyla kok hiicre kiiltiirlerinde hayvansal kaynakli
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biiylime faktorlerinin yerine Wnt proteinlerinin kullanimi s6z konusu olabilir [142]. Kok
hiicre sayilar1 ayrica Wnt-uygulanan asimetrik kok hiicre boliinmeleri tarafindan nis
iginde sayisal olarak sinirlandirilabilir [158]. Drosophila esey hatti1 kok hiicreleri komsu
hub hiicrelerinin (testis esey kok hiicrelerinin nis hiicreleri) yaninda boliintir. Hub
hiicresine en yakin olan ogul hiicre bir kok hiicre olarak kalirken, distal hiicre kaginilmaz
olarak farklilasir. Bu asimetrik boliinme, Wnt sinyal bileseni APC tarafindan
yonlendirilmektedir [227].

Hiicre kiilttiriinde lokal bir Wnt kaynagini kullanan deneyler, memelilere kadar uzanan
korunmus bir mekanizmayi gosterir [158]. Lokalize bir Wnt sinyali, bir fare embriyonik
kok hiicresini, sentrozomlari hiicrenin karsit uglarina yerlestirerek, boliinen hiicrenin
mitotik igini yonlendirerek asimetrik olarak boliinmek tlizere yonlendirebilir. Bu, bir Wnt-
proksimal ve Wnt-distal ogul hiicre iiretir, ikinci hiicre sinyalle temastan ¢ikar. Wnt-
proksimal hiicresinde, Wnt sinyali kok hiicre kaderini korurken, distal hiicre farklilagir
[228]. Kok hiicre boliinmesinin yonlendirilmesi, bdylelikle sinyalizasyon sonucunda
boliinen hiicrenin pozisyonu ve kaderi ile birlestirilir. Bu nedenle, baz1 dokularda Wnt
sinyalleri, asimetrik bir sekilde nis i¢indeki kok hiicre boliinmelerini yonlendirebilir, kok
hiicre sayisini sinirlandirabilir ve kok hiicrelerin dogru bir sekilde kendi soylarina oranini

saglayabilir [158].

Kok hiicre kendini yenileme veya farkli dokularda in vivo soy-spesifik farklilasmada Wnt
rolleri ¢esitlidir; bu nedenle, Wnt sinyalleri, in vitro kok hiicre gelisimlerinin manipiile
edilmesinde pratik kullanim bulmustur. Wnt, belirli organlarda kok hiicrelerde kendini-
yenilemeyi indiikledigi igin, bu tiir hiicrelerin in vitro gogalmasini saglar [158]. Ornegin,
meme bezi kok hiicreleri Wnt proteininin varliginda in vitro genisletilebilir ve

transplantasyondan sonra tiim meme organini yeniden olusturma yeteneklerini korurlar
[229].

2.4.1.6. Disi iireme sisteminde Wnt sinyalizasyonu

Wnt/B-katenin sinyalizasyonu hem erken embriyogenez hem de yetiskin yasaminda disi
tireme sistemini etkiler. Embriyonel hayatta Wnt4 ve Wnt9b, paramezonefrik kanallarin
embriyonal biiylimesi i¢in O6nemlidir [10, 11]. Wnt5a ve Wnt7a, paramezonefrik
kanallardan vajinanin st kisminin, serviks, uterus ve fallop tiiplerinin dogru

organizasyonunda olugsmasinda rol oynar [12, 13].
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Yapilan bir calismada Wnt4 nakavt fareler kullanilarak, bu molekiil i¢in erken ovaryum
gelisimi ve erkek iireme sistemi olusumunun baskilanmasinda bir rol ortaya konulmustur.
Bu disilerde, testis gelisimi ile iliskili genleri eksprese eden ve azalmis oosit sayisina

sahip olan ovaryumlar bulunmustur [10].

Yetiskinlerde, Wnt/B-katenin sinyali, proliferasyon (Wnt/B-katenin sinyali agik) ve
farklilasma (Wnt/B-katenin sinyali kapali) arasindaki ince dengenin korunmasinda
merkezi bir igleve sahiptir [14]. Menstrual siklus sirasinda 6strojen-indiiklii proliferasyon
ve progesteron indiiklii farklilasma arasindaki dengeyi saglamada ve menstrual siklusun
regiilasyonunda Wnt sinyalizasyonun rolii hakkinda ¢esitli ¢aligmalar bulunmaktadir [15,

16]

Menstrual siklusun proliferatif fazinda, endometriyumda niikleer B-katenin boyanmasi
gozlenir [17]. Wnt/B-katenin sinyalizasyonunun inhibisyonu, E2 indiiklii proliferasyonun
inhibe olmasi ile korele olabilir [14]. Ostrojen-indiiklii endometriyal proliferasyon,
Whnt/B-katenin inhibitorii SFRP2 ile etkili bir sekilde inhibe edilmektedir [18]. Baska bir
calismada dogru p-katenin ekspresyonun uterin fonksiyon igin hayati oldugu
gosterilmistir. Progesteron, menstrual siklus sirasinda E2’nin proliferatif etkisini giderir,
bu etki E2-indiiklii Wnt/B-katenin sinyalizasyonunun inhibisyonu ile elde edilebilir [19].
Progesteronun Wnt inhibe edici etkisi muhtemelen, endometriyal homeostazisin
saglanmasinda ve kaybinda, tiimor olusumunda ve malignansi progresyonunda hiz

sinirlayict bir basamak olarak rol oynar [14].

Wnt3a’nin folikiiler gelisimde ve steroid iiretiminde rol aldigi fare ve sicanlarin
ovaryumlarinda tespit edilmistir [20, 21]. Farelerde, saglikli preantral ve antral
folikiillerde Wnt2 ekspresyonu, kumulus hiicrelerinde ve graniiloza hiicrelerinde
gozlenmistir [22]. Wnt4 ekspresyonu sigan ve fare graniiloza hiicrelerinde [23] ve fare
kumulus-oosit kompleksinde [24] folikiil gelisim siireci boyunca bulunmustur. Fare
graniiloza hiicrelerinde hedefli Wnt4 delesyonu, daha kiiclik ovaryumlar ve antral
folikiilleri daha az saglikli olan subfertil disilerle sonuglanmistir [25]. Wnt4'e ek olarak,
overde Wnt5a, Wnt6 ve Wnt9a gibi diger Wnt genleri icin cinsiyete 6zgii ekspresyon
gozlenmistir [26].
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Whnt ligandlarina benzer sekilde, Fz reseptorlerinin ovaryumun folikiiler olgunlagmasi,
ovulasyon ve luteinizasyon sirasinda belirli asamalarda eksprese edildigi gosterilmistir

[23, 27].

Cesitli caligmalar fallop tiipiiniin patolojisi ile iligskili Wnt sinyalizasyonundaki
degisiklikler bildirmistir. Ornegin, B-Katenin sinyalizasyonunun aktivasyonu, ektopik
gebelik [28, 29] ve endometriozise [30] katkida bulunan bir faktdr olarak
iligskilendirilmistir. Artmis Wnt sinyali, enfeksiyona kars1 bir mukozal yanit olup [31], bu

parakrin yolunun fallop tiipiinde homeostasisinde rol oynadigini teyit eder.

Kodithuwakku ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada, Wnt sinyalinin aktivasyonunun,
olfactomedin-1 (OIfm-1) ekspresyonunu asagi diizenledigi ve tubal ektopik gebelige
onciiliik ettigi hipotezini ¢alismiglardir [28]. Olfm-1'in ¢esitli hiicresel fonksiyonlar
diizenleyen kanonik Wnt-sinyal yolagini modiile eden bir molekiildiir [32]. Mikroarray
verileri, OlIfm-1 transkriptinin, implantasyon penceresi sirasinda endometriyumda asagi
regiile edildigini gostermistir [33-34]. Calisma sonucunda, Wnt-aktivasyonunun Olfm-1
ekspresyonunu bastirdiglt ve bu durumun insanlarda ektopik gebelige yol agan fallop
tiipiine implante olan embriyo i¢in elverisli bir mikro-ortami olusturacaglr sonucuna

vartlmistir [28].

Yapilan bagka bir arastirmada, p-katenin protein ekspresyonunun ektopik gebelik ve
enflamasyonlu tubal dokularda %100 pozitif oldugunu ve boyanma yogunlugunun gebe
olmayan tubal dokularda oldugundan 6nemli 6l¢iide daha yiiksek oldugunu ortaya
koyulmustur. Bunun aksine, E-kadherin ekspresyonu muhtemelen artmis Wnt
sinyalizasyonunun bir sonucu olarak, ektopik gebe fallop tiipleri i¢inde indirgenmistir
[29]. Enflamasyon ve ektopik gebelik gelisimi baglantili oldugu arastirma sonuglarina
dayanarak [36] Wnt aktivasyonunun ve indiiklenen enflamasyonun tiipte implantasyona
katkida bulundugu tahmin edilebilir bir sonugtur. Arastirmacilar tiim bu degisikliklerin
embriyolarin ektopik olarak fallop tiipiine implante olmasina olanak saglayan ortami

yaratabilecegi sonucuna varmistir [29].

Kessler ve arkadaslar1 yaptiklar1 c¢alismada, insan fallop tiiplerinde yetiskin kok
hiicrelerin varliginin gdstergesi olan, uzun vadeli kararli 3D organoid kiiltiirlerinin

kurulmasini rapor etmislerdir. Tek bir epitelyal kok hiicre, in vitro, silli ve sekretuar

38



hiicreleri igeren farklilasmis organoidleri meydana getirmistir. Organoidlerin siirekli
bliylime ve farklilasmasi hem Wnt hem de Notch parakrin sinyalizasyonuna baglhdir.
Kokliiligi tesvik edici genlerin azalmasi, farklilagsmay1 artirmakta ve bu duruma diistik
proliferasyon eslik etmektedir. Wnt3a proteininin fallop tiipii organoid kiiltiirlerinin

kokliligiint saglamasi bu galisma ile gosterilmistir [37].

Baska bir calismada Wnt/B-katenin sinyalizasyonunun, ovidakt epitel gelisimi ve
farklilagmasindaki roliinii arastirmak i¢in, fare ovidaktindaki farkli Wnt yolag:
bilesenlerinin ekspresyonu incelenmistir. Bir Wnt raportér fare modeli kullanarak,
Wnt/B-katenin sinyal yolunun postnatal ovidaktal epitel olgunlagsmasi ve farklilagmasi
sirasinda aktif oldugu gosterilmistir. RNA in situ hibridizasyonu ¢alismasi sonucu,
Wnt7a, Wnt7b, Wntl1 ve Wntl6'nin esas olarak ovidaktal epitel hiicrelerinde eksprese
edildigi bulunmustur. Ayrica, Wnt2b, Wnt4, Wnt5a ve Wnt5b ovidaktal epitelde ve/veya
distal ve proksimal ovidaktlarin stromasinda eksprese edilmistir. Wntl, Wnt2, Wnt3,
Wnt3a, Wnt8a, Wnt8b, Wnt9a, Wnt9b, Wntl0a ve WntlOb proteinlerinin fare
ovidaktinda eksprese edilmedigi gozlenmistir. Tamamen diferansiye fare
ovidaktlarindaki farkli Wnt yolagi bilesenlerinin ekspresyon analizleri, bu yolagin
puberte sonrasi ovidaktal epitelyal homeostazda yer alabilecegini de teyit etmektedir.
Whnt/B-katenin sinyal yolaginin, yetiskinlikte sekretuar hiicrelerin kendini-yenilemesi ve
farklilasmasin1 diizenleyerek, ovidakt epitel hiicre homeostazinin korunmasinda rol

oynadi@1 gosterilmistir [38].

Postnatal gelisimin erken evrelerinde, Wnt sinyal aktivitesi esas olarak hem distal hem
de proksimal ovidakt sekretuar hiicrelerinde mevcut iken, epitel olgunlasmasi ile Wnt
sinyalizasyonu hem sekretuar hem de silli hiicre tiplerinde belirgin sekilde gézlenmistir.
Spesifik olarak, olgun distal ovidaktta Wnt sinyal aktivitesinin, silli hiicrelerde sekretuar
hiicrelere gore daha belirgin oldugu belirtilmistir. Aksine, proksimal ovidaktta silli

hiicrelere gore daha fazla sekretuar hiicrenin Wnt'ye cevap vermekte oldugu bulunmustur
[38].
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Dokularin Eldesi

Fallop tiipleri, Gaziantep Universitesi Sahinbey Arastirma ve Uygulama Hastanesi Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum Klinigi ve Cengiz Goke¢ek Kadin ve Cocuk Hastaliklar
Hastanesi’nden elde edilmistir. Bu ¢alisma icin Gaziantep Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu Baskanligi Degerlendirme Komisyonundan 26/12/2017 tarihinde
2017/423 karar no ile izin alinmistir. Calismada, 28-42 yas arasinda 5 hastadan sekretuar
fazda unilateral fallop tiipii dokular1 alimmistir (Tablo 3.1). Orneklerin alindig1 hastalar,
ornek alimindan 6nce ¢alisma hakkinda bilgilendirilip onaylar1 alinmis ve onam formlari

arastirmaci tarafindan imzalatilmistir.

Tablo 3. 1: Hastalara ait bilgiler

Hastalar Yas Operasyon Nedeni Siklus Fazi
Kontraseptif amagli
1. Hasta 28 ) ) Sekretuar faz
salpenjektomi
Kontraseptif amagl
2. Hasta 42 ) ) Sekretuar faz
salpenjektomi
Kontraseptif amagl
3. Hasta 38 ) ) Sekretuar faz
salpenjektomi
Kontraseptif amaglt
4. Hasta 41 ] ) Sekretuar faz
salpenjektomi
Kontraseptif amaglt
5. Hasta 28 Sekretuar faz

salpenjektomi

3.2. Orneklerin Hazirlanmasi
Calismada, kullanilan fallop tiipleri, reprodiiktif donemdeki salpenjektomi hastalarindan
(n=5) elde edilmistir. Anatomik olarak patolojilerden etkilenmeyen fallop tiipleri

kullanilmistir.
Her bir fallop tiipii 3 bolgeye ayrilmistir.

1. Bolge: Distal bolge (istmus)
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2. Bolge: Ampullar bolge (ampulla)
3. Bolge: Proksimal bolge (infundibulum ve fimbrialar)

Elde edilen dokular, igerisinde soguk PBS ¢ozeltisi bulunan 15 mL falkon tiiplere
konularak c¢aligma yapilacak laboratuvara buz iizerinde taginmistir. Sonrasinda fallop
tiipleri buz iizerinde anatomik bolgelerine gore ayrilmistir (Resim 3.1, Resim 3.2, Resim
3.3, Resim 3.4). Bu bolgeler ise ikiye boliinerek bir kismi %10 formalin ¢ozeltisine
almirken yaklasik 20-30 mg’1 ise kani uzaklagtirmak amaciyla soguk PBS ile yikandi.
PBS ile yikanan fallop tiipii dokular1 -80 °C'de muhafaza edildi.

Resim 3. 1: Fallop tiipiiniin goriniimi
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Resim 3. 2: Bolgelerine gore ayrilan fallop tiipiiniin istmusunun goriiniimii

Resim 3. 3: Bolgelerine gore ayrilan fallop tiipiiniin ampullasinin gériiniimi
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Resim 3. 4: Bolgelerine gore ayrilan fallop tiipti fimbrialarinin gériiniimi

3.3. Revers Transkripsiyon ve Gercek-Zamanh (Real-Time) PCR Calismasi
Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi IDEAL laboratuvarinda revers transkripsiyon ve
real time PCR ¢aligmalar1 yapilmigtir. Her bir fallop tiipii bolgesi (yaklasik 20 mg) 300
uL lizis tamponu ile birlikte T25 digital ULTRA TURRAX (IKA) homojenizatorde
homojenize edildi. Homojenizasyonun ardindan RNA izolasyon kiti, GeneJET RNA
Purification Kit (Thermo Scientific, LOT: 00720496) (Tablo 3.2) prosediiriine uygun
sekilde RNA saflastirma basamaklari uygulandi.

Tablo 3. 2: RNA izolasyon kit igerigi (50 preparat igin)

Bilesen Hacim&Say1
Lizis tamponu 40 mL
Yikama Tamponu | 40 mL
Yikama Tamponu Il 23 mL
RNaz icermeyen su 30 mL
Proteinaz K 600 uL
Saflagtirma kolonlar1 (toplama tiipleri ile) 50 adet
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Toplama Tiipleri (2 mL) 50 adet

Toplama Tipleri (1,5 mL) 50 adet

3.3.1. Lizis tamponunun hazirlanmasi

Lizis tamponunun her 1 mL’si i¢in, 20 uL 14,3 M B-merkaptoetanol eklendi.

3.3.2. Yikama tamponu | ve II’nin hazirlanmasi
Yikama tamponu I’in ilk hazirlanisi esnasinda 10 mL %96-100’1iik etanol ve yikama

tamponu II’nin ilk hazirlanis1 esnasinda 39 mL %96-100’liik etanol, tampon ¢ozeltileri

uzerine eklendi.

3.3.3. Proteinaz K’nin hazirlanmasi
Her bir RNA izolasyon islemi i¢in, 10 pL proteinaz K 590 pL Tris-EDTA (10 mM Tris
HCI, pH=8,0, 1 mM EDTA) tamponunda ¢ozdiiriilerek kullanildi.

3.3.4. Doku homojenizasyon protokolii ve proteinaz K uygulanmasi

1.
2.
3.

Doku pargalar1 2 mL’lik yuvarlak tabanl tiiplere alindi.

Doku pargasinin iizerine 300 pL soguk lizis tamponu eklendi.

Icerisinde doku ve lizis tamponu bulunan tiip buz igerisinde iken homojenizator
probu tiipiin i¢ine girecek sekilde homojenizator yiiksekligi ayarlandi.
Homojenizatoriin - maksimum hizinda 30’ar saniyelik ¢ tekrar ile
homojenizasyon iglemi gerceklestirildi.

Homojenat iizerine 600 pL proteinaz K c¢ozeltisi eklendi. Karisima pipetaj

yapildiktan sonra 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

Lizat oda sicakliginda yaklasik 11.5000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendi. Siipernatant

baska bir tiipe aktarildi.

3.3.5. Dokudan saflastirma kolonu kullanilarak RNA izolasyon protokolii

1.
2.

Siipernatanta 450 pL %96-100 etanol eklendi.
Etanol eklenmesinin ardindan olusabilecek goriiniir ¢okeltilerin dagilmasi i¢in tiip
calkaland.

Saflastirma kolonuna 6rnegin 700 pL’si aktarildi.
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4. Oda sicakliginda 12.000 g’de 1 dakika santrifiij yapildi. Toplama tiipiinde biriken
sivi uzaklastirildi ve saflastirma kolonu ayni toplama tiipli igerisine yeniden
takildi.

5. Tiim Ornek islenene kadar adim 3 ve 4 tekrarlandi.

6. Saflastirma kolonu yeni bir 2 mL’lik toplama tiipiine takildi. Kolon {izerine 700
uL yikama tamponu I eklendi. Oda sicakliginda 1 dakika boyunca 12.000 g’de
santrifiijlendi. Toplama tiiptinde biriken s1v1 uzaklastirildi.

7. Saflastirma kolonuna, 600 uL yikama tamponu II eklendi. 1 dakika boyunca
12.000 g’de santrifiij edildi. Toplama tiiplinde biriken sivi uzaklastirildi ve
saflagtirma kolonu ayn1 toplama tiipiine yerlestirildi.

8. Saflagtirma kolonuna, 250 pL yikama tamponu II eklendi. 2 dakika boyunca
12.000 g’de santrifiij edildi. Toplama tiiplinde biriken sivi uzaklastirildi ve
saflagtirma kolonu ayni toplama tiiptine yerlestirildi.

9. Tutunmus RNA ve membrani kurutmak icin 1 dakika boyunca maksimum hizda
saflastirma kolonu santrifiijlendi. 2 mL’lik toplama tiipii atildi1 ve saflastirma
kolonu 1,5 mL’lik bir toplama tiipiine yerlestirildi.

10. 25 pL RNaz-igermeyen su Saflastirma kolonunun merkezine eklendi. Saflastirma
kolonu oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi. 12.000 g’de 1 dakika santrifiij
edildi.

11. 25 pL RNaz igermeyen su saflagtirma kolonunun merkezine eklendi. Saflastirma

kolonu 1 dakika 12.000 g’de santrifiij edildi.

3.3.6. RNA dl¢iimii

Toplama tiipline aktarilmis olan RNA’nin miktar ve kalitesini belirlemek i¢in
spektrofotometrik yontem kullanildi. Multiskan® GO (Thermo Scientific) mikro-hacim
spektrofotometrede izole edilen RNA’larin saflik derecesi ve konsantrasyonlar
belirlendi. Elde edilen RNA’lar -80°C’de sakland.
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Resim 3. 5: Mikro-hacim spektrofotometre cihazinda 6l¢iim i¢in kullanilan plate ve
mikro-hacim spektrofotometre cihazi

3.3.7. RNA’dan komplementer DNA eldesi

Izole edilen RNA’nin komplementer DNA’ya (cDNA) cevrilmesi i¢in High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems by Thermo Fischer Scientific,
LOT: 00709629) kullanildi. islemler kit protokoliiniin énerdigi sekilde uygulandi.

3.3.7.1. Revers transkripsiyon kit protokolii
1. Buz lizerinde kalip RNA ve kit bilesenleri ¢ozdirtildi.

2. Tablo 3.3’e gore revers transkripsiyon ana karisimi buz {izerinde hazirlandi.

Tablo 3. 3: Revers transkripsiyon ana karigimi igerigi

Bilesen Hacim (ul)
10x RT tamponu 2

25x ANTP karigimi (100 mM) 0,8

10x RT random primerleri 2
MultiScribe™ Revers Transkriptaz 1

Niikleaz igcermeyen su 4,2

Total Hacim 10

3. Tek bir reaksiyon i¢in hacim 20 pL’ye ayarlandi. 10 pLL RT ana karigiminin
tizerine 10 pL. RNA 6rnegi eklendi. Karistirmak i¢in iki defa agag1 yukari pipetaj
yapild1 ve tlipiin kapagi kapatildi.

4. Hava kabarciklarin1 yok etmek ve icerigi dondiirmek icin tiip kisaca santrifjlendi.
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5. Tablo 3.4’e gore termal dongiileyici protokolii uygulandi.

Tablo 3. 4: Revers-Transkripsiyon islemini gergeklestirmek i¢in termal dongiileyici

protokolii
Adim 1 Adim 2 Adim 3 Adim 4
Sicaklik (°C) 25 37 85 4
Zaman 10 120 5 e
(dakika)

6. Elde edilen cDNA’lar qPCR islemine kadar -20°C’de saklandi.

3.3.8. Primer tasarimi

Calismada kullanilacak Wnt primerlerini tasarlamak igin National

Center for

Biotechnology Information (NCBI - https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) veri tabanindan

yararlanildi. Wnt genlerinin mRNA dizi bilgileri NBCI veri tabaninin, “Nucleotide”

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/) ara yiizii kullanilarak elde edildi. Primer

tasarimi ig¢in “Primer 3” (http://primer3.ut.ee/) veri tabani kullanildi. Tasarlanan

primerler “Primer Blast” (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) veri tabani

araciligiyla kontrol edildi. Referans gen olarak f3-actin (ACTB) geni kullanildi.

Tablo 3. 5: Kullanilan Wnt genleri ve ACTB geninin primer dizi bilgileri

Gen Erigim Dizi Uzunluk | Amplikon
Numarasi
L | CGGCGTTTATCTTCGCTATC | 20 baz
wntl | NM_005430 Mo G CCTCGTTGTTGTGAAGGTT | 20baz | 244b¢
L | GCAGATTCCCGACTACTTCG | 20 baz
wntz | NM_003391 - e e e A GATTCCCGACTACTTCG | 20baz | 120 0¢
L | ACGAGAACTCCCCCAACTTT | 20 baz
Wnt3 | NM_030753 - e G C A CGTCGTAGATGCGAATA | 20baz | 220 ¢
L | CAAGATTGGCATCCAGGAGT | 20 baz
Wnta | NM_ 033131 e T G AGCGTGTCACTGCAAAG | 20baz | 1730¢
NM_001300938
(Varyant 1) L | TGCAAGTTCCAGTTTGCTTG
NM_001300939 20 baz
Wht8a (Varyant 2) 20 baz 200 b
NM_058244 | R | CCATTGTTTGACCCATCACA
(Varyant 3)
Wni8b | NM 003393 | L | CCATGAACCTGCACAACAAC | 20baz | 174 be
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R | TGAGTGCTGCGTGGTACTTC 20 baz
| .zt || AISCCRACACASTETGOCTA [ 200 |
| || ACTCTCATGOEACATCACS | 20 | oy,
rcro | womn |L[AMMAICIGCEACCACACE Jom: | 1,

3.3.9. Kantitatif PCR islemi

gPCR reaksiyonu, DNA baglayan boyalarin kullanimi ile amplifikasyonun es zamanli
olarak takibine olanak saglamaktadir. Bu amagla; Wntl, Wnt2, Wnt3, Wnt3a, Wnt8a,
Wnt8b, Wntl10a, Wnt10b ve ACTB ekspresyon analizi i¢in Maxima SYBR Green gPCR
Master Mix (Tablo 3.6) (Thermo Scientific, LOT: 00657897) kullanildx.

Tablo 3. 6: qPCR kit bilesenleri

Bilesen Hacim
Maxima SYBR Green gPCR Master Mix | 2x1,25 mL
Niikleaz igermeyen su 2x1,25 mL

3.3.9.1. qPCR 6n karisiminin hazirlanmasi

1. Ana karisim hazirlanirken kullanilacak tiim bilesenlerin buz {izerinde erimesi
beklendi. Coziilmeden sonra bilesenler kisaca santrifiijlendi.
2. gPCRislemii¢in cDNA hari¢ Tablo 3.7°de verilen bilesenler eklenerek, reaksiyon
ana karisimi hazirlandi.

Tablo 3. 7: Wnt genleri ve ACTB geninin ekspresyon diizeyinin 6lgiilecegi qPCR

reaksiyon karigiminin igerikleri

Bilesen Hacim (ul)
SYBR green 12,5
Forward primer (10 uM) 1

Reverse primer (10 uM) 1
RNaz/DNaz igermeyen su 9,5

Total 24
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Hazirlanan karisim 24 pl olacak sekilde uygun tiipe aktarildi ve her 6rnege ait 1 ul CONA,
gPCR 06n karisimi iceren tiiplere eklendi. Bilesenler buz {lizerinde yavasca karistirildi ve

Rotor Gene Q (QIAGEN) (Resim 3.6) cihazina yiiklendi. Bilgisayarda uygun reaksiyon

kosullar1 ayarlanarak (Tablo 3.8) cihaz ¢alistirildi.

Resim 3. 6: Kantitatif PCR cihazi ve dl¢iimlerin yapildig: bilgisayar sistemi

Tablo 3. 8: gPCR islemini gergeklestirmek igin cihaz protokolii

Adim Sicaklik (°C) Zaman Dongii Sayist
Baslangi

dejatﬁfa:yonu % 10 dakka :
Denatiirasyon 95 15 saniye 1
Baglanma 60 30 saniye 10
Uzama 72 30 saniye
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3.4. Histopatolojik Inceleme

3.4.1. Isik mikroskobu icin dokularin hazirlanmasi

Isik mikroskobu caligsmalarinin yapilacagi zamana kadar fallop tiipli dokular1 %10'Tuk
formaldehit ¢ozeltisi i¢cinde fikse edildi. Fikse olup sertlesen fallop tiipii dokularinin,
istmus ve ampulla kisimlar1 orta segmentlerinden enine olacak sekilde,
infundibulum/fimbria kisimlar1 ise uzunlamasina kesilerek uygun boyutlara getirildi.
Kasetler kodlandiktan sonra pargalar kasetlere alindi. Doku takibi iglemleri Leica TP
1010 doku takip cihazi kullanarak gergeklestirildi (Tablo 3.9). Cihazdan alinan dokular

parafin bloklara gomiildii.

Tablo 3. 9: Doku takibi cihazinin protokolii

Islem&Kimyasal Siiresi
Akar su 1 gece
%60' lik Alkol 1 saat
%70 lik Alkol 1 saat
%80’ lik Alkol 1 saat
%96' ik Alkol 1 saat
%100' lik Alkol 1 saat
Ksilen | 1 saat
Ksilen |1 1 saat
Parafin | 1 saat
Parafin 11 1 saat
Gomme

3.4.2. Kesitlerin alinmasi ve boyanmasi

Leica RM 2245 mikrotomunda parafin bloklardan 4-5um kalinliginda kesitler alindi.
Alman kesitler 1 gece etiivde bekletildikten sonra Mayer’s Hematoksilen — Eozin (H-E)

(Tablo 3.10) boyama yontemi uygulandi.
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Tablo 3. 10: H-E protokolii

Islem&Kimyasal Siiresi
Ksilen 30 dk - 1 saat
Azalan alkol serileri (%100, %90, %80, | 5 dakika
%70)
Distile su 3 dakika
Hematoksilen 20 dakika
Akar ¢esme suyu 15 dakika
Asit - Alkol 1-2 kere batir ¢ikar
Cesme suyu Calkala
Akar ¢esme suyu 15 dakika
Distile su 2 dakika
Eozin 7 saniye
Distile su Calkala
Avrtan alkol serileri (%90, %96, %100) | 2 dakika
Ksilen 1 saat
Kapatma

3.5. Immiinohistokimyasal incelemeler
Fallop tiipti dokusunun farkli bolgelerinde eksprese edilen Wnt3a ligandlarini1 gostermek

icin bloklanmis dokulardan Leica RM 2245 (Almanya) mikrotomunda 4-5 pm
kalinliginda alinan kesitler pozitif sarjli lamlara yerlestirildi ve 60°C etiivde bir gece
bekletildi. sekilde

uygulanmaistir:

Immiinohistokimyasal ~incelemenin diger basamaklart su

1. Lamlar 2x30 dk ksilende bekletildikten sonra azalan alkol serilerinden gegirildi.
2. Antijen kurtarma asamasi i¢in lamlar %10 sitrath tampon ¢ozeltisi ile 700 watta
7 dk ve 400 watta 7 dk olmak tizere 2 defa kaynatildi.

Tiim lamlar ayni1 soliisyon i¢erisinde 15 dk sogutuldu.

Dokular 3x2 dk PBS ile yikandi.

Dokularin etrafi PAP Pen ile ¢ercevelendi.

o 0k~ w

Dokularin {izerine, %3 Hidrojen Peroksit (H202) ¢ozeltisi damlatilarak 20 dk
bekletildi.
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7. 3x2 dk PBS ile yikama yapildi.

8. Dokular 4 dk protein blokta birakildi.

9. Dokular 1/500 oraninda diliie edilmis primer Wnt3a antikoruyla (WNT3A
Polyclonal Antibody, PA5-78612, LOT: TL2681092F) 2,5 saat sicak su dolu
kiivette inkiibe edildi.

10. 3x2 dk PBS ile yikama yapildi.

11. Dokulara 20 dk biyotinlenmis sekonder antikor uygulamasi yapildu.

12. 3x2 dk PBS ile yikama yapildi.

13. 15 dk 100 pL streptavidine maruz birakildi.

14. 3x2 dk PBS ile yikama yapildu.

15. Dokular 5-10 dk (ortalama 5 dk) 100 uL DAB kromojen (kahverengi renk
goriilene kadar) ile boyanda.

16. Lamlar musluk suyunda yikandi ve 10 saniye Mayers Hematoksilen ile boyandi.

17. Lamlar tekrar musluk suyu ile yikandi, derecesi artan alkol serilerinden gegirildi

ve ksilende birakilip kapama iglemleri yapildi.

Antikor i¢in negatif ve pozitif kontrol boyamasi da yapildi. Wnt3a antikoru i¢in pozitif
kontrol dokusu olarak prostat dokusu, negatif kontrol olarak ise PBS ¢ozeltisi

kullanilmistir.

Tiim gruplara ait hastalarin fallop tiipii doku kesitlerinde Wnt3a proteinleri, Leica DM
750 marka 151tk mikroskobunda 200x ve 400x biyilitmelerde gorsel olarak

degerlendirilmistir.

3.6. Istatistiksel Analizler

Sayisal degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Shaphiro Wilk testi ile test edilmistir.
Normal dagilmayan degiskenlerin 3 grupta karsilastirilmasinda Kruskall Wallis ve All
pairwise testleri kullanilmistir. Bagimli 6l¢limler arasindaki iliskiler Friedman iki yonlii
varyans analizi ile test edilmistir. Analizlerde SPSS 22.0 Windows versiyon paket
programi kullanilmistir. P<0,05 anlamli kabul edilmistir.

Wwntl, Wnt2, Wnt3, Wnt3a, Wnt8a, Wnt8b, Wnt10a ve Wntl0b genlerinin 6l¢iim
degerleri ACTB geni ile normalize edildi. Referans olarak alinan ACTB geni farkh
kosullar altinda ekspresyon diizeyi degigsmeyen, her doku ya da hiicrede bazal diizeyde ve

hiicreler aras1 varyasyon gostermeden eksprese edilen bir gendir.
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gRT-PCR sonuglarinda ilgili genin referans gene goére kiyaslanmasi yapilirken 24¢
degeri kullanilmistir. Bu deger incelenen genin referans gene gore ekspresyon diizeyinin
hangi oranda degistigini gostererek goreceli ekspresyon bilgisinin elde edilmesini saglar.

24 degeri su sekilde hesaplanmugtir; 2-4¢t=2-A(Gen Ct—Referans CY
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4. BULGULAR

4.1. Isik Mikroskobu Bulgulari
Calismada kullanilan fallop tiipii dokularinin farkli anatomik bdlgelerinin histolojik

yapilarin1 degerlendirmek i¢in H-E boyama yontemi kullanilmistir (Resim 4.1, Resim
4.2, Resim 4.4, Resim 4.5, Resim 4.7, Resim 4.8).

Bu yontem ile fallop tiipiiniin farkli bolgelerinde, sekretuar fazda gozlenen histolojik
degisiklikler incelenmistir. Tiip mukozasi incelendiginde epitel genellikle tek katli bir
goriiniime sahiptir. Progesteron etkisiyle sil miktar: ile birlikte hiicre yiizey aktivitesi
azalmustir. Sil igermeyen hiicrelerin hafif kubbeli goriiniimii bu bulguyu desteklemektedir

(Resim 4.3, Resim 4.6, Resim 4.9).

Resim 4. 1: Fallop tiipii istmus bdlgesinin normal histolojik gériintimii (H-E, x100)
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Resim 4. 3: Fallop tiipii istmus bolgesinin normal histolojik gériiniimii (H-E, x400)
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Resim 4. 4: Fallop tiipii ampulla bélgesinin normal histolojik goriiniimii (H-E, x100)

Resim 4. 5: Fallop tiipii ampulla bdlgesinin normal histolojik goriiniimii (H-E, x200)

56



R e G

Resim 4. 6:

Resim 4. 7: Fallop tiipii fimbrialarminn normal histolojik goriiniimii (H-E, x100)
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Resim 4. 9: Fallop tiipiiniin fimbiralarinin normal histolojik goriiniimii (H-E, x400)
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4.2. immiinohistokimya Bulgular

Immiinohistokimyasal incelemede Wnt3a antikorunun pozitif kontrol dokusu olarak
prostat kullanildi (Resim 4.10). Antikorun negatif kontrol boyamasi i¢in PBS kullanild
(Resim 4.11). Sonuglar gorsel olarak degerlendirildi.

Wnt3a proteininin fallop tiipiiniin 6zellikle mukozasinda lokalize oldugu gozlenmistir.
Tiip duvarmin diger kisimlar1 olan muskularis tabakasi ve seroza kisimlarinda ise Wnt3a

icin boyanmanin daha az oldugu saptanmistir (Resim 4.12, Resim 4.14, Resim 4.16).

Tubal plikalar ile fimbrial uzantilarin epitel ve lamina propriasinda Wnt3a proteinlerinin

yogun olarak bulundugu goriilmiistiir (Resim 4.13, Resim 4.15, Resim 4.17).

Resim 4. 10: Wnt3a antikorunun pozitif kontrol boyamasi (prostat, x200)
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Resim 4. 11: Prostat dokusunda negatif kontrol boyamasi (x200)

Resim 4. 12: Fallop tiipiiniin istmus bolgesi (Wnt3a, x200)
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Resim 4. 13: Fallop tiipiiniin istmus bolgesi (Wnt3a, x400)

Resim 4. 14: Fallop tiipiiniin ampulla bolgesi (Wnt3a, x200)
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Resim 4. 16: Fallop tiipii fimbrialar1 (Wnt3a, x200)
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Resim 4. 17: Fallop tiipii fimbrialar: (Wnt3a, x400)
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4.3. RNA Spektrofotometrik Ol¢iim Bulgular

Calismaya dahil edilen 5 hastanin operasyon sirasinda ¢ikarilan unilateral fallop tiipli
dokularinda RNA izolasyonu isleminin ardindan yapilan konsantrasyon ol¢iimleri
degerlendirilmistir. Ozellikle istmus bolgesinde konsantrasyonlarm diger bolgelere

oranla daha diisiik oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.1).

400 3735

w
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o

w
o
o

250

225,52

200

150

100

RNA konsantrasyonlari (ng/mL)

44,16

Ampulla Fimbria [stmus

a
o

Bolgeler

mng/mL

Sekil 4. 1: Bolgeler aras1 RNA konsantrasyon ortalamalarinin karsilagtiriimasi

Istmus ve ampulla bolgelerinde, yapilan spektrofotometrik 6l¢iimiin ardindan total RNA
konsantrasyonlar1 degerlendirildiginde, ampulla bolgesinden elde edilen RNA’nin

konsantrasyonu istmus bolgesine gore anlamli derecede yiiksektir (Tablo 4.1) (p=0,44).

Tablo 4. 1: RNA konsantrasyonlar1 i¢in bolgeler arasindaki p degerleri

Ornek 1 — Ornek 2 p
Istmus — Fimbria 0,12
Istmus — Ampulla 0,013*
Fimbria — Ampulla 0,358

4.4. Revers Transkriptaz Kantitatif PCR Bulgular:
Calismaya dahil edilen 5 hastanin operasyon sirasinda ¢ikarilan unilateral fallop tlipli

dokularinda, referans gen olan ACTB ile birlikte (Sekil 4.2, Sekil 4.3) Wntl, Wnt2,
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Wnt3, Wnt3a, Wnt8a, Wnt8b, Wntl0a ve Wntl0b genlerinin ekspresyon diizeyleri

calisiimistir.

Quantitation data for Cycling A.Green
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Sekil 4. 2: Ilk 10 6rnek icin ACTB geninin ekspresyon grafigi
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Sekil 4. 3: Bolgeler arast ACTB Ct degerleri ortalamalarinin Karsilastirilmasi

Whnt genlerinin ekspresyon seviyesini gosteren Ct degerlerinin formiille standardize
edildigi 22t degerleri iizerinden calisild1 (Sekil 4.4, Tablo 4.2). Sekretuar fazda, insan

fallop tiiplerinde Wnt2 ekspresyonu saptanamamaistir.
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Sekil 4. 4: Wnt ligandlarinin tiim bolgelerde toplam ekspresyon seviyelerinin
ortalamasini gosteren grafik

Wnt8a ekspresyonu sekretuar fazda fallop tiiplerinin farkli bolgelerinde saptanmuistir.

Ancak ¢ok diisiik miktarlarda ekspresyonu, bolgeler arasinda ekspresyon diizeylerinin

karsilastirilmasi i¢in istatistiksel olarak anlamli bir sonug alinmasi i¢in yeterli olmamaistir.

Tablo 4. 2: Wnt ligandlarinin fallop tiipiiniin farkli bolgelerinde 22 degerleri

ortalamalar1 ve standart sapmalar1

Ligandlar Bolgeler Ortalama + Standart Sapma P Degeri
Ampulla 0,02999 + 0,0598
Whntl Fimbria 0,07394 + 0,15782 0,932
Istmus 0,03593 + 0,05176
Ampulla 0,00892 + 0,01508
Wnt3 Fimbria 0,04721 + 0,10139 0,961
Istmus 0,01162 +0,01708
Whnt3a Ampulla 0,00034 + 0,00027 0,034*
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Fimbria 0,00042 + 0,00013
Istmus 0,00012 + 0,00003
Ampulla 0,01018 +0,01531

Wnt8b Fimbria 0,04789 + 0,10247 0,932
Istmus 0,01693 + 0,02483
Ampulla 0,01127 + 0,02051

Wnt10a Fimbria 0,02341 + 0,04948 0,914
Istmus 0,01077 + 0,01501
Ampulla 0,00904 + 0,01199

Wntl10b Fimbria 0,02846 + 0,06043 0,827
[stmus 0,02147 + 0,03488
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Sekil 4. 5: Wnt genleri igin bolgeler arasi karsilastirma grafigi

Wntl, Wnt3, Wnt8b, Wntl0a ve Wntl0b ligandlarinin fimbrialarda daha yiiksek
ekspresyon gosterdigi bulgusu elde edilmistir (Sekil 4.5). Ancak fallop tiipiiniin farkli
bolgeleri arasinda bu genlerin ekspresyon seviyeleri agisindan istatistiksel olarak anlaml
bir farklilik bulunamamistir. Wnt3a olgtimleri (Sekil 4.6) bakimindan gruplar arasinda
anlamli farklilik bulunmustur. Istmus bolgesinde ampulla ve fimbria bolgelerine gore

ekspresyon seviyeleri daha diisiiktiir (Tablo 4.3) (p=0,034).
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Sekil 4. 6: Wnt3a ligandi i¢in bolgeler arasi karsilastirma grafigi
Tablo 4. 3: Wnt3a ligandi igin bdlgeler arasindaki p degerleri

Ornek 1 — Ornek 2 p
Istmus-Ampulla 0,046*
Istmus-Fimbria 0,013*
Ampulla-Fimbria 0,596

Istmus bélgesinde, ampulla ve fimbria bolgelerine gére Wnt3a miktar1 anlamli derecede
diisiik bulunmustur (p=0,046, p=0,013). Ampulla ile fimbria gruplar1 arasinda ise bu

6l¢tim bakimindan anlaml farklilik bulunmamistir (p=0,596).

Fallop tiipiiniin farkli bolgelerinde gen ekspresyonlarinin birbirlerine gore farklari
degerlendirilmistir. Her bir bolge icin sifir hipotezi “Wntl, Wnt3, Wnt3a, Wnt8a, Wnt8b,
Wntl0a ve Wnt10b dagilimlari aynidir.” olmak {izere bagimli 6l¢timlerde karsilagtirmalar

yapilmistir (Asimptotik dnemler gosterilmistir. Anlamlilik seviyesi 0,50) (Tablo 4.4).

Tablo 4. 4: Wnt transkriptleri igin farkli bélgelerdeki p degerleri

Bolge p
Ampulla 0,003*
Fimbria 0,005*
Istmus 0,423
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Ampulla ve fimbria kisimlari i¢cin, MRNA Ol¢timleri karsilastirildiginda, seviyeler
arasinda anlamli farklar bulunmustur (Tablo 4.5, Tablo 4.6). Istmus bélgesi icin genlerin
ekspresyon diizeyleri arasinda anlamli bir farklilik saptanamamistir. Diger Wnt
ligandlarinin mRNA’lar1 ile karsilastirildiginda Wnt8a, Wnt3a ve Wntl0a ekspresyonlari

daha diisiik olarak olgiilmiistiir.

Tablo 4. 5: Ampulla bolgesi i¢in Wnt transkriptlerinin ¢oklu karsilagtirma tablosu

Bolge Ornek 1 - Ornek 2 p
Whnt8a - Wntl10a 0,040*
Wnt8a - Wnt3 0,019*
Wnt8a - Wntl 0,001*
Ampulla Wnt8a - Wnt8b 0,001*
Wnt8a - Wnt10b 0,001*
Wnt3a - Wntl 0,028*
Wnt3a - Wnt8b 0,028*
Wnt3a - Wnt10b 0,013*

Tablo 4. 6: Fimbrialar i¢in Wnt transkriptlerinin ¢oklu karsilastirma tablosu

Bolge Ornek 1 - Ornek 2 P
Whnt8a - Wnt3 0,013*
Whnt8a - Wntl 0,001*
Fimbria Whnt8a - Wnt8b 0,005*
Whnt8a - Wnt10b 0,019*
Whnt3a - Wntl 0,028*
Whntl0a - Wntl 0,019*
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5. TARTISMA ve SONUC

Fallop tiipii uterus ve ovaryumlar arasinda uzanan bir ¢ift tiiptiir. Fallop tiipi oositi
ovaryumdan uterusa tasir, fertilizasyon ve zigotun morula evresine gegisi sirasinda
gerekli ortami saglar [1]. Anatomik olarak insan fallop tiipleri dort ayrt boliime
ayrilmistir; intramural parga, istmus, ampulla ve infundibulum/fimbria [2]. Fallop tiipii
hem epitelyal yenilenme igin progenitorlere sahip olup [3] hem de MKH’leri i¢eren bir
organdir [4]. Fallop tiipii tibbi teshis agisindan, disi iireme kanalinin en az erisilebilir
kismudir. Tiip histolojisi ve patolojisi ile ilgili mevcut bilgiler, genellikle histerektominin
bir pargasi olarak salpenjektomi yapilmis hastalardan gelmektedir [5]. Fallop tiiptiniin
genital sistemdeki islevine ek olarak, ser6z ovaryan kanser baslangicinda esas doku
oldugunun anlasilmasiyla bu organ ile ilgili daha fazla calisma yapma gerekliligi
dogmustur [6].

In vitro fertilizasyondaki (IVF) ilerlemeler ile birlikte, fallop tiipiiniin basarili iireme
yoniindeki katkis1 nispeten gozden kagmaktaydi. IVF te basar1 i¢in, tubal ¢cevreye maruz
kalarak, tubal tasinmadan ge¢menin, fertilizasyon ve implantasyon gerceklesmesi igin
temel gereklilikler olmadigr agiktir. Bu nedenle fallop tiipiiniin bir kanaldan yalnizca
biraz daha farkli oldugu diisiniilmektedir. Ancak, in vivo fertilizasyonda, fallop tiipii
temel bir rol oynar. Artan kanitlarla birlikte, tubal taginimin mekanizmalar1 énceden
diisiiniilenlere gore daha komplekstir ve fertiliteyi zayiflatacak cesitli faktor ve
kosullardan etkilenebilir [54]. Dolayisiyla gamet taginimu, fertilizasyon ve erken embriyo

gelisimi i¢in 6nemli olan bu organ ile ilgili mekanizmalari aydinlatmak 6nemlidir.

Fallop tiipiinde epitelyal yiikseklikteki dongiisel varyasyonlar ilk kez 1928°de bildirilmis
[73] ve daha sonra birgok arastirmaci tarafindan dogrulanmistir [53]. Bu durum fallop
tipliniin genel kabuliin aksine hiicresel anlamda durgun bir organ olmadigim
gostermektedir. Menstrual siklus fazina gore, salinan hormonlarin etkileri ile birlikte
organin birtakim 6zellikleri degigsmektedir. Dolayisiyla siklus ile paralel olarak hiicreler
arasinda iletisimi saglayan sinyal molekiillerinin saliimu ile ilgili degisiklikler olacag1
aciktir. Tiipteki hiicrelerin davraniglari, sinyal molekiillerindeki dalgalanmalar sonucunda
sinyal molekiiliiniin 6zelligine gére degisimler gosterecektir.

Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda progesteron alan kadinlarin, fallop tiiplerinde hiicre
yiiksekliginde ve mitotik indekste 6nemli bir azalma gézlenmistir. Bu durum insan tubal

epitelinde progesteronun antidstrojenik etkisi hipotezini desteklemektedir. Progesteron
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varliginda Ostrojen sistemde bulunmasina ragmen; progesteronun ostrojen tarafindan

kontrol edilen mitotik aktiviteyi bloke edilebildigi gosterilmistir [64].

Yetiskinlerde, proliferasyon (Wnt/B-katenin sinyali agik) ve farklilagsma (Wnt/p-katenin
sinyali kapali) arasindaki dengenin korunmasinda, Wnt/B-katenin sinyali 6nemli bir
isleve sahiptir [14]. Yapilan ¢alisma sonucunda progesteron etkisi altindaki fallop
tiiplerinde kanonik Wnt ligandlar1 saptanmustir. Sekretuar faz dolayisiyla baskilanan bu
yolagin, tiipiin farkli bolgelerinde gozlenmesi, Wnt/B-katenin sinyalizasyonunun
etkilerinin fallop tiipli homeostazin1 saglamada Onemini gosterir niteliktedir.
Calismamizda Wnt2 ekspresyonu saptanamamistir ve Wnt8a ekspresyonunun ise ¢ok
diisiik seviyede oldugu gozlenmistir. Ancak GeneCards® (https://www.genecards.org/)
veri tabaninda bu genlerin eksprese edildikleri organlar incelendiginde, fallop tiipiiniin de
bu organlar arasinda bulundugu goriilmiistiir. Bu durum ise calismada kullanilan
dokularin sekretuar fazdaki hastalardan toplanmasi ile iliskilendirilebilir. Progesteron

etkisi bu genlerin ekspresyonunu baskilamis ya da azaltmis olabilir.

Fallop tlipli uzun liimenli bir yapidir ve epitelyal hiicrelerin kompozisyonu, proksimalden
distal fimbria sonuna kadar farklilik gosterir. Paik ve arkadaslar1 yaptiklar ¢aligmada
fallop tlipii epitelinin kok hiicrelerinin  farkli dagilim gosterip gostermedigini
arastirmistir. Bu hiicrelerin gorsel olarak lokalize edilmesi ve miktarinin belirlenmesi i¢in
EPCAM/CD44/ITGA6 tgli pozitif hiicrelerin sayist normal fallop tiipti 6rneklerinin,
distal ve proksimal kisimlarinda 1sik mikroskobu ve akim sitometri teknikleri ile
incelenmistir. Bu analizlere dayanarak, epitelyal kok hiicre karakterindeki hiicrelerin
yiizdesinin distalde proksimale gore iki kat fazla oldugu ortaya konulmustur.
Aragstirmacilarin elde ettikleri sonuglar, epitelyal kok hiicrelerin tiip boyunca yerlestigini,
ancak distal fimbria ucunda daha yogun oldugunu gostermektedir [3]. Fallop tiipiiniin
farkli bolgelerinde bulunan epitelyal kok hiicrelerin yogunlugunda gozlenen bu
degisiklik, distal ve proksimal kisimlarda bulunan kok hiicrelerin farkli parakrin
sinyalizasyon molekiillerine maruz kaldig: fikrini ortaya g¢ikarmaktadir. Bu durumla
paralel olarak calismamizda Wnt3a transkriptlerinin istmus bolgesinde ampulla ve
fimbria bolgelerine gore daha az eksprese oldugu (p=0,046, p=0,013) gosterilmistir. Ayni
zamanda fallop tiipiiniin farkli bolgelerinden izole edilen RNA’larin spektrofotometrik

Olclimleri sonrasinda elde edilen RNA konsantrasyon sonuglart karsilastirildiginda,
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konsantrasyonun organin proksimal kismi olan istmus bolgesinde daha diisiik oldugu
gbzlenmistir. Yine bu durum organin farkli anatomik kisimlarinin farkli hiicresel
davraniglar gosterdigine dair bir kanit olarak diistiniilebilir.

Wang ve arkadaglari, fare ovidakti iizerinde yaptiklari ¢calismada; H2B-GFP molekiiliinii
kullanarak ovidakt epitelyal kok hiicrelerini incelediklerinde yine distal fimbrial ugta
yogunlasan epitelyal kok hiicre havuzunu goéstermislerdir. Uzun-vadeli etiket-tutucu
hiicrelerin 47 haftalik bir takibe kadar distal ovidaktta kaldigini ve bu hiicrelerin ex-vivo
kiltiriinin ~ kendini  yenileme kapasitesini gosteren farklilasmamis sferoidler
olusturdugunu ve disi embriyonik iireme kanali olan paramezonefrik kanalin farkli
tiirevlerine benzeyen hiicrelere farklilagmasi i¢in indiiklenebilecegini gostermislerdir
[81]. Bu durum burada bulunan epitelyal kok hiicre havuzunun potensi yeteneginin
gosterilmesi acgisindan 6nemlidir. Tiipte bulunan epitelyal kok hiicrelerin davranigini
anlamak yeni arastirmalar i¢in farkli bakis acilar1 saglayabilir. Calismamizda yaptigimiz
immiinohistokimyasal inceleme sonucunda Wnt3a proteinlerinin 6zellikle tiip epiteli ve
lamina propriadaki lokalizasyonu kanonik Wnt yolaginin bu ligandinin epitel hiicrelerinin
biyolojisinde etkileri olduguna dair kanit saglamaktadir.

Kok hiicrelerde kokliiliigl tesvik edici genlerin azalmasi, farklilagsmay1 artirmakta ve bu
duruma diisiik proliferasyon eslik etmektedir. Kessler ve arkadaslari yaptiklari galismada,
Wnt3a proteininin fallop tlipli organoid kiiltiirlerinin  kokliiliiglinii  sagladigim
gostermiglerdir [37]. Tipte kokliligii koruyan faktorler tiipiin hiicre popiilasyonunu
degistirmekte ve tiipiin en ¢ok hasara ugrayan kismi olan distal fimbria ucunda kok
hiicrelerin yogunlagsmasini saglayabilmektedir. Farkli Wnt ligandlarinin ekspresyonlari
tipin distalinde proksimaline gore artis gostermektedir. Wnt3a ligandinin
ekspresyonunda ise distal ve proksimal Ol¢iimleri arasinda anlamli farklilik
bulunmaktadir (p=0,034). Bu sonuglar toplu olarak Wnt ligandlariin kokliiliigi saglayici

proteinler olarak diistiniilebilecegi sonucunu dogurmaktadir.

Genellikle cerrahi prosediirlerden sonra atilan insan fallop tiipti doku pargalari, rejeneratif
tip icin yeni bir potansiyel multipotent hiicre kaynagini temsil edebilecegi fikrine
dayanarak, Jazedje ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada ilk kez histerektomi prosediirleri
ile atilan normal yetigkin insan fallop tiiplerinin MKH’ler agisindan zengin bir kaynak
oldugunu gostermistir [4]. Epitelyal ve mezenkimal progenitorlere sahip olan fallop

tiiplerinde kok hiicre biyolojisinde etkileri bulunan ligandlarin calisilmast 6nemlidir.
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Calismamizda 7 farkli Wnt ligandinin sekretuar fazda fallop tiiplinde eksprese oldugu
ortaya konulmustur. Bu ligandlarin, fallop tiipii kok hiicreleri lizerine etkileri ilerleyen
arastirmalarda ortaya konulabilir.

Kok hiicre biyolojisinde, Wnt’ler ve membran arasindaki etkilesimlerin, hiicre
konfigiirasyonlarina yakin hiicrede oldugu diisiiniilen nislerin, kok hiicre kaderini nasil
kontrol ettigini anlamada biiyilk 6nemi vardir [142]. Wnt3a proteininin fallop tiipii
epitelyal hiicrelerine yakin yerlerde ekspresyonu bu proteinin fallop tiipii epitelyal kok

hiicre nisi sinyallerinden birisi olabilecegini fikrini ortaya ¢ikarmaktadir.

Farkli kanser tipleri ile Wnt/B-katenin sinyalizasyon defektlerinin siklikla birlikte olusu;
yetiskin kok hiicre niglerinin homeostazisindeki Wnt sinyalizasyonunun merkezi roliinii
yansitmaktadir (6rnegin; meme, kolon, mide, karaciger, ovaryum, uterus, deri gibi) [14].
Endometriyal kanserlerde, gen mutasyonlar1 kanonik Wnt sinyalizasyonunun erken
dénemde aktivasyonuna neden olur [230]. Wnt sinyal degisikligi ovaryum kanserinin
ozelliklerinden biridir. Molekiiler ve klinik bulgulara dayanarak, yiiksek dereceli serdz
ovaryum karsinomasinin ovaryum yiizey epitelinden ziyade fallop tiipii fimbrialarindan
kaynaklandiginin kabul edilmesi nedeniyle, fallop tiip epiteli homeostazi ile ilgili
diizenleyici mekanizmalar1 aydinlatmak o6nemlidir [5]. Fallop tiipii fimbrialarindan
kaynaklandig1 diisiiniilen serdz ovaryan kanserin, burada fizyolojik kosullar altinda etki

gosteren Wnt yolagi bilesenlerinin disregiilasyonu ile iligkisi bulunabilir.

Yapilan bir caligmada yetiskin fare ovidaktinda aktif kanonik Wnt sinyali bildirilmistir
[231]. Ng ve Barker yaptiklar1 derleme ¢alismasinda, Wnt-i¢sel programinin yetiskin
insan fimbrialarinda hiicre iglevini diizenlenmesinde bir rolii bulunup bulunmadiginin
kesfedilmemis olarak kaldigini belirtmislerdir [83]. Yapilan caligma farkli Wnt
genlerinin, fimbrialarda yogun olmak tizere insan fallop tiiplerinin farkli bolgelerinde
eksprese edildigini ortaya koymustur. Dolayisiyla Wnt sinyal yolaginin, 6ncelikle
fimbrialar olmak tizere fallop tiipii boyunca hiicresel islevleri diizenleyebilecegi sonucuna

varilabilir.

Genital sistemin normal gelisimi i¢in Wnt sinyalizasyonuna gereksinim bulunmaktadir.
Bununla birlikte, Wnt/B-katenin sinyalizasyonunun aktivasyonu, ektopik gebelik [28, 29]
ve endometriozis [30] gibi patolojik kosullar ile iligskilendirilmistir. Ayn1 zamanda artmis

Wnt sinyali, enfeksiyona kars1 bir mukozal yanittir [31]. Fizyolojik ve patolojik kosullar
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altinda fallop tiipiinde Wnt parakrin sinyalizasyonunun tiim yonlerini aydinlatmak igin
daha fazla ¢alisma gerektigi bildirilmistir [5]. Sekretuar faz kosullar1 altinda farkli Wnt
ligandlarmin fallop tiiplerinde ekspresyonunun calisilmasi, literatiire bu anlamda katki

saglayacaktir.

Tip epitelinin, ovulasyonla iliskili pro-inflamatuar ortama maruz kalmasi sonucu, ¢ift
sarmal DNA kiriklarinda artisin [76] Ozellikle fimbrialarda mutasyonlarin ortaya
¢ikmasina zemin hazirlayacag: diisiiniilebilir. Progesteron tarafindan baskilanan bir gen
ailesinin tyelerinin, sekretuar faz kosullari altinda fimbrialarda daha yogun olarak
gozlenmesi, kanonik Wnt yolaginin fimbria homeostazinda 6nemli bir rol oynadigin
gostermektedir. Ovulasyonla birlikte ortaya ¢ikan DNA hasarinin ardindan, Wnt/p-
katenin yolag1 bilesenleri disregiile olabilir. Bu disregiilasyon fimbrial epitel kdkenli

patolojik durumlarin olusumuna zemin hazirlayabilir.

Fizyolojik kosullar altinda fallop tiipiinden salinan Wnt sinyal yolagi ligandlarinin
incelenmesi ¢esitli patolojik durumlar i¢in de 151k tutacaktir. Wnt yolagi kok hiicrelerde
oldukgca siki bir sekilde kontrol altinda tutulur. Yolagin olagan dis1 etkinlik kazanmasi ya
da disregiilasyonu kanser kok hiicrelerinin ortaya ¢ikisina neden olmaktadir. Dolayisiyla
kanser kok hiicresinin yok edilmesi i¢cin Wnt sinyal yolaginin hedef alinmasi etkili
olabilir. Baz1 kii¢iik molekiillerin sitoplazma veya g¢ekirdekteki Wnt yolag1 sinyallerini
hedef almak amaciyla hiicreye yonlendirildigi faz 2 denemeler gergeklestirilmistir [232,
233]. Tiipte meydana gelen patolojik bir durum altinda disregiile olan Wnt ligandlarinin
baskilanmasi, fallop tiipiinde ortaya ¢ikan patolojilerin tedavisi igin etkili bir yontem

olusturabilir.

Yapilan bu arastirma nispeten erisilemeyen bu organin biyolojisi ve patolojisi, 6zellikle
kanser patogenezi ve iireme tibb ile ilgili aragtirmalara katki saglayacaktir.
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