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OZET

HiYALURONIK ASiT’iN ENDOMETRiYUM DOKUSUNDA «Vp3 INTEGRIN
VE METALLOPROTEINAZ EKSPRESYONUNA ETKISi

Orug, Hatice
Yiiksek Lisans Tezi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Giilgin ABBAN METE

Temmuz 2013,63sayfa

implantasyon hem endometriyumdan hem de embriyodan koken alan cesitli
faktorlerin rol aldigi kompleks bir siiregtir.

Bu ¢alismada 48 adet disi sican kullanildi. Sicanlar iki gruba ayrildr her iki
gruptan 6’ sar sicana cift tarafh ovariektomi yapildi. Deney grubu si¢anlara 0,6
ml hiyaluronik asit verildi. Enjeksiyondan 24 saat sonra ovariektomi
yapilmayan sicanlarin menstriiel dongiileri servikal dislokasyon yapilmadan
once vajinal smear yéntemiyle belirlendi. Ostrus (n=6), didstrus (n=6) ve
proostrus (n=6) donemlerindeki sicanlarin  ve overiektomi yapilan
sicanlarin(n=6) uteruslar alindi.

Kontrol grubunda ovariektomi yapilmayan sicanlarin menstriiel dongiileri
vajinal smear yontemiyle belirlendi. Ostrus (n=6), didstrus (n=6) ve prodstrus
(n=6) doénemlerindeki sicanlarin  uteruslart  ve overiektomi yapilan
sicanlarin(n=6) uteruslar1 servikal dislokasyon yapilarak ahndi. Dokulara
ahsilagelmis 151k mikroskop takip yoéntemi uygulandiktan sonra parafin
bloklardan kesitler alindi. Kesitlere aV, g3 ve matriks metalloproteinazlarn
reaksiyonun belirlenmesi amaciyla immunohistokimyasal islem uygulandi.

Calismamizin en énemli bulgusu éstrus, diéstrus ve ovariektomi gruplarinda
izlendi. Bu grupta aV ve B3 integrin hem yiizey epitel hiicrelerinde hem de bez
epitel hiicrelerinde negatif boyanma gostermisti. Hiyaluronik asit uygulanan
deney grubunda ise her iki fazda da bez ve yiizey epitel hiicrelerin pozitif
gostermesi oldukea ilgingti. Boyanma ostrus grubunda hem niikleer hemde
sitoplazmik olurken diostrus grubunda yalmzca sitoplazmikti. Ayrica oéstrus
fazinda stromal hiicre reaksiyonu deney ve kontrol grubunda ayni idi. Her iki
grupta da stromal hiicrelerde reaksiyon izlenmezken liflerde reaksiyon zayifti.

Sonu¢ olarak hiyaluronik asit, eV, B3 integrin ve matriks
metalloproteinazlarin ekspresyonun arttirdigi saptandi.

Anahtar Kelimeler: Hiyaluronik Asit, Metalloproteinazlar, «\V#3 Integrin



ABSTRACT

THE EFFECT OF HYALURONIC ACID ON aVp3 INTEGRIN AND MATRIX
METALLOPROTEINASE EXPRESSION IN ENDOMETRIAL TISSUE

Orug, Hatice
M.Sc. Thesis in Histology and Embriyology Department
Supervisor: Prof. Dr. Giilgin ABBAN METE

July 2013, 63pages

Implantation is a complex process which various factors from the embryo and
the endometrium takes place.
In this study we use 48 female rat. The rats were divided in two groups and

from each group 6 rats bilateral ovariectomized. 0,6 ml hyaluronic asid given to
experimental group rats. 24 hours after injection menstrual cycles of rats which
are not ovariectomized, detected by vaginal smears prior to cervical dislocation.
Cervical dislocation done to eustrus (n=6), dieustrus (n=6), proeustrus (n=6)
rats and ovariectomy (n=6) rats.

In control group menstrual cycles of rats which are not ovariectomized,
detected by vaginal smears prior to cervical dislocation. Cervical dislocation
done to eustrus (n=6), dieustrus (n=6), proeustrus (n=6) rats and ovariectomy
(n=6) rats. Followed by conventional light microscopy method, the tissue
sections were cut from paraffin blocks. Immunohistochemical procedures were
performed in order to determine the reaction of aV, B3 and matrix
metalloproteinases to tissue sections.

The important results of our study taken from the eustrus, dieustrus and
ovariectomy groups. In this groups aV and B3 integrin showed negative staning
for both surface epitelial cells and glandular epitelial cells. In the experimental
group which hyaluronic asid given, in both phases glandular and surface
epitelial cells shows positive staning interestingly. In eustrus group staning is
both nuclear and cytoplasmic but in dieustrus group staning is only
cytoplasmic. In both groups there is no reaction in stromal cells but weak
reaction seen in fibers.

As a result hysluronic asid was found to increase the expression of aV, B3
integrin and matrix metalloproteinases.

Key Words:Hyaluronic Acid, Metalloproteinase, aVVB3 Integrin
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1.GIRIS

Hiicre adezyon molekiilleri, hemen hemen tiim hiicrelerin yiizeyinde eksprese
olan glikoprotein yapida molekiillerdir. Bu molekiiller; reseptor protein tirozin
fosfatazlar, Ig siiperailesi, kadherinler, integrinler, hiyalurinat reseptorleri ve

selektinlerolmak tizere 6gruba ayrilirlar (Ergiirel vd 2002).

Integrinler, tiim insan hiicrelerinde bulunan, hiicre-hiicre ve hiicre-ekstraselliiler
matriks iliskilerine katilan adhezyon molekiil siifidir (Ozcan 2010). integrinler,
heterodimer transmembran proteinlerdir ve aktif ya da inaktif halde birbirine
kovalent olmayan baglarla bagl alfa (o) ve beta () subiinitleri vardir. Integrin ailesi

en az 14 o subiinit 8 veya daha fazla B3 subiinitinden olusmaktadir (Ergiirel vd 2002).

aVB3, menstiirel siklusun 19. giinii endometrial epitelde belirmektedir. Bu
ekspresyonun baslangici varsayilan agik implantasyon penceresine denk gelmektedir,
bu da bu integrinin implantasyonda énemli rol oynadigi sonucunu gostermektedir
(Atabekoglu vd 2002).

Hiyaluronik asit (HA), tekrarlayan disakkarit birimlerinden olusan bir polimerdir
ve sentezi aym1 zamanda glukozamine baghdir. HA, hyaluronat veya hyaluronan
olarak da bilinir.HA, deri, kikirdak, umblikal kord, vitroz humor ve sinovyal sivi gibi
dokularin ekstraselliiler matriksinde bulunmaktadir (Simsek 2004). HA’nin sentezi
plazma membraninda meydana gelir. Yapilan c¢alismalarda, HA zincir uzamasinin
ekstraselliiler oldugu ve HA’nin diger glikozaminoglikanlar gibi golgi organinda
sentezlenmedigi  gosterilmistir.Hiyaloaderinler olarak adlandirilan  HA  bagh
proteinlerin genis bir yelpazesi tanimlanmistir. Bunlar iki ana gruba ayrilmustir.
Ekstraselliiler matriks (ECM) igcinde HA ile etkilesime giren proteinler hiicrelerin
plazma membranlarinda bulunan ve HA reseptorleri olarak adlandirilan HA’ya bagli
proteinlerdir. HA reseptorleri hiicre davranisinda HA’nin direk etkisinde aracilik

etmede anahtar rol oynar (Akkus 2005).



Integrinler hiicre matriksine ve embryolojik gelisim dahil birgok fizyolojik olaya
katilirlar. Mid-luteal fazda integrin ekspresyonundaki artisimplantasyon penceresini
gosterir (Lessey 2000). aVB3 integrin ve ligandi1 osteopontin, trofoblastin ilk temas
ettigi endometrial yiizey epitelde saptanmistir. (Apparao vd 2001) Implantasyon
embriyonun endometriyum igine girmesi ve ilermesiyle gercgeklesir. Embriyo ve
emdometriyum iliskisinde ve implantasyonda pek c¢ok molekiil ve sitokinler rol
oynamaktadir. Giintimiizde oVB3 integrinleri implantasyon igin islevsel belirteg
olarak kabul edilmekte ve VB3 yetersiz sentezi sonucunda; diistikler ve

implantasyonda basarisizlik goriiliir ( Ergiirel vd 2002, Tei vd 2003).

Sigan endometriyum epitelyum hiicrelerinde endometrial reseptivitenin bir
belirteci olarak aVB3 ekspresyonu ve bu molekiiliin bu tiirlerde implantasyon
stirecinde kaginilmaz oldugu immiinositokimyasal, immiinohistokimyasal ve flow-

sitometrik calismalarla gosterilmistir (Srinivasan vd 2009) .

Implantasyon igin bu kadar énemli olan aVPB3 integrin kanser hiicrelerininde en
onemli adezyon molekiiliidiir. Timor hiicreleriyle yapilan calismalarda HA’nin
aVB3 integrin sinyal yolagin1 uyardigt ve bu uyarim sonucunda matriks
metalloproteinazlarin aktive oldugu ve ECM’yi bozarak tiimoriin yayilmasina neden
oldugu bildirilmektedir (Prakash vd 2011).

Matriks metalloproteinazlar ¢inko bagimli endopeptidaz sinifinda olup ECM
bilesenlerini sindirebilme bdylece hiicre goglinii  artirabilme o6zelligine  sahip
molekiillerdir( Beaudeux vd 2004).

Bu ¢alisma hiyaluronik asitin tiimor hiicrelerinin yayilimint artirmasi 6zelligi
temel alinarak planlandi. Amacimiz tiimor hiicrelerinde oV 3 integrin yolagimi
kullanarak  hiicre  gogiinii  artiran  HA’nin embriyonun  endometriyum
implantasyonunda ve ilerlemesinde rol alip almadigin1 ve bu rolde integrin yolagimni
kullanip kullanmadigini arastirmaktir. Bu nedenle HA uygulamasinin menstriiel
siklus stiresince aV, B3 integrin ekspresyonuna ve hiicre gogiinde rol oynayan

matriks metalloproteinaz ekspresyonuna etkisi arastirilmstir.



2. KURAMSAL BIiLGIiLER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Uterus

2.1.1. Uterusun embriyolojisi

Embriyolojik olarak genital sistem mezoderm kdokenlidir. Disi ve erkek
embriyonlarda iki ¢ift mezonefrik (Wollfian) ve paramezonefrik (Miillerian) kanallar
bulunmaktadir. Bunlar gelisimin 5. ve 6. haftalarinda genital sistemin farklanmamis
evresinde her iki cinste de izlenirler. Mezonefrik kanallar erkek tireme sisteminin
gelisiminde onemli iken, paramezonefrik kanallar disi ireme sisteminde onem
tasimaktadir. Testesteron hormonu disi embriyolarda olmadigindan mezonefrik
kanallar geriler. Sertoli hiicrelerince salgilanan Miiller baskilayici madde

yoklugundan paramezonefrik kanal gelisir.

Disilerde esas genital kanallar paramezonefrik kanallardan  olusur.
Paramezonefrik kanal gonadlarin ve mezonefrik kanallarin lateralinde iirogenital
kabarikligin 6n-yan yiizeyinde koélom epitelinin uzunlamasina bir girintisi halinde

belirir. Kanalin kranial uglari huni seklinde kélom bosluguna agilir.

Paramezonefrik kanalda baslangigta ii¢ kisim tanimlanabilir.

e Kolom bosluguna agilan kranial vertikal parca

e Mezonefrik kanallari caprazlayan horizontal parga

o Karsi taraftan gelen esiyle birlesen kaudal vertikal parca (Turhan 2007).



Ovaryumlarin inmesiyle paramezonefrik kanallarin ilk iki béliimiinden tuba
uterinalar gelisir. Kaudal boliimler de uterusu olusturmak {izere kaynasirlar.
Baslangigta birlesen bu kanallardan olusan dikey septum daha sonra dejenere olarak
ortadan kalkar. Paramezonefrik kanalin ikinci boliimii mediakaudal yonde hareket
ettiginde, trogenital siskinlikler giderek daha transvers bir diizleme gelmeye baslar.
Kanallar orta hatta birlestikten sonra, genis bir transvers pelvik katlanti olusur.
Kaynasmis haldeki paramezonefrik kanallarin lateralinden pelvis duvarina kadar
uzanan bu katlantiya ligamentum latum uteri denir. Bu ligamentin {ist sinirinda tuba
uterinalar, arka yiiziinde de ovaryumlar yer alir. Uterovaginal taslaktan uterusun
fundus, korpus, isthmus ve endometriyum epiteli ile bezleri gelisir. Endometriyum

stromas1 ve miyometriyum komsu splanknik mezodermden koken alir (Sozen 2008).

2.1.2.Uterusun anatomisi

Uterus, pelviste mesane ile rektum arasinda, vajinanin st kisminda bulunur
(S6zen 2008). Uterus, kalin miiskiiler bir duvara sahip, liimeni miikoz membranla

ortili armut seklinde bir organdir (Ovalle ve Nahirney 2009).

Uterus anatomik olarak 3 bolumdiir;

e Govde (korpus uteri)

e Fundus (fundus uteri)

e Boyun (cerviks uteri) (S6zen 2008).

Organin genis iist bolimii govde veya korpus bolimiidiir (Ovalle ve Nahirney
2009). Tuba uterinalarin uterusa baglandiklar1 yerlerin istiinde kalan kisim ise
fundus olarak adlandirilir (S6zen 2008). Korpusun altindaki, uterusun daha dar ve
son bolimi servikstir. Serviks vajinaya dogru ¢ikintt yapar ve vajinaya agilir
(Eroschenko 2008). Korpus ve fundus histolojik olarak hemen hemen aynidir, ancak
serviks bazi yapisal farkliliklar gosterir (Ovalle ve Nahirney 2009).



Sekil 2.1 Disi tireme sisteminin i¢ organlar: (http://www.saglik.ca/uterus/)

2.1.3. Uterusun histolojisi

Uterus duvari histolojik olarak 3 tabakadan olusur (Karaéz 2002). Dista uterusun
farkli bolimlerine gore ya adventisya (bag dokusu) ya da seroza (bag dokusu ve
mezotelyum) yer alir. Diger uterus katmanlar: ise kalin bir diiz kas tabakasi olan
miyometriyum ile icte epitel, uterus bezleri ve lamina propriyadan olusan

endometriyumdur (Eroschenko 2008, Jungueira ve Carneiro 2009).
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Sekil 2.2 Uterusun histolojik

yapisi(http://legacy.owensboro.kctcs.edu/gcaplan/anat2/histology/histo%20c%20fe
male%20reproductive.htm)
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2.1.3.1.Perimetriyum

En dista bulunan perimetriyum bag dokusu yapisindadir. Bazi alanlarda serozay:

olusturmak tizere peritoneal mezotel ile ortiiliidiir (Ovalle ve Nahirney 2009).

2.1.3.2.Miyometriyum

Miyometriyum bag dokusu ile birbirinden ayrilmis diiz kas demetlerinden olusan

uterusun en kalin tabakasidir (Junqueira ve Carneiro 2009).

Uterusun isleviyle iligkili olarak diiz kaslar sinirlari tam ayirt edilemeyen 3
tabaka seklinde diizenlenmistir (Ovalle ve Nahirney 2009). Mukozanin altinda
bulunan i¢ tabaka ve dis tabaka uzunlamasina uzanan diiz kaslardan olusur (Sozen
2008). Miyometriyumun orta tabakasinda ise kaslar sirkiiler seyirlidir ve bu tabaka
¢ok sayida kan damari ve lenf damari icerir (Ross vd 1995). Bu tabakaya ¢ok sayida
kan damari bulundugu igin stratum vaskulare de denir (Gartner ve Hiatt 2009).
Miyometriyum korpus ve fundusun orta boliimlerinde daha kalin, tuba uterinalarin

acildig1 yerde ise daha incedir (S6zen 2008).

Miyometriyum genellikle diizenli ve farkina varilmayan aralikli kontraksiyonlar
yapar. Kontraksiyonlar cinsel stimulasyonda ya da menstruasyon sirasinda artabilir.
Gebelik doneminde kontraksiyonlar gebelik korpus luteumundan salgilanan relaksin
nedeniyle azalir. Dogumda ise anne norohipofizinden oksitosin ve fatal
membranlardan  prostaglandinlerin  asirt  miktarda  salinmasiyla  kuvvetli

kontraksiyonlar olusur ve fotiis disar atilir (Seftalioglu 1998).

Gebelik sirasinda, miyometriyum hem diiz kas hiicrelerinin sayisinda artis
(hiperplazi) hem de hiicrenin boyutlarinin artmasi (hipertrofi) sonucu biiyiir. Gebelik
sirasinda pek ¢ok diiz kas hiicresi aktif olarak kolajen sentezler. Boylece uterusun
kolajen igerigi artar (Junqueira ve Carneiro 2009). Kollojen miyometriyumu

hamilelik giiglendirme fonksiyonuna sahiptir (Ross vd 1995).



Gebelik sonrasinda, bazi diiz kas hiicrelerinde bozulmalar goriiliir. Bazilarinin
boyutlar: azalir ve kolajen enzim etkisiyle yikilir. Boylece uterus gebelik oncesindeki
boyutlara ulasir (Junqueira ve Carneiro 2009).

2.1.3.3.Endometriyum

Uterusun en i¢ tabakas: olan endometriyum geg¢ blastosist donemindeki zigotun
gomiilmesi igin ortam hazirlar ve plasentanin anneye ait olan kismini olusturur
(Seftalioglu 1998). Endometriyum, tek katli silyali salgilayici silindirik epitel ile
basit tiibiiler bezler igeren lamina propiadan olusur (Junqueira ve Carneiro 20009,
Ovalle ve Nahirney 2009). Bezler bazen miyometriyuma yakin alt boliimlerde
dallanmalar yapar (Junqueira ve Carneiro 2009). Uterus bezlerinin hiicreleri yizey
epiteline benzemesine karsin bezlerde silyali hiicreler daha azdir. Genelde tek katl

prizmatik salg: yapan hiicrelerden olusur.

Lamina propria yogun, diizensiz kollojen lifler igeren gevsek bag dokusudur
(Sozen 2008). Bag dokusu fibroblastlarca zengindir ve ¢ogunlukla tip 111 kollojenden

olusmustur (Junqueira ve Carneiro 2009).

Endometriyum iki katmandan olusmustur. Endometriyumun 2/3 yiizeyel bolgesi
bezlerinin boyun govde kisimlari ile yiizey epitelini igerir. Bu katmana
endometriyum fonksiyonalis denir (Turhan 2007, Junqueira ve Carneiro 2009). Bu
katman menstriiasyon sirasinda dokiilir (Turhan 2007). Fonksiyonel tabakanin
kalinlig1 ve yapist menstriiel siklusun evrelerine gore degisiklik gosterir (Gartner ve
Hiatt 2009). Fonksiyonel tabaka bezlerinde epitel kokenli dort tip hiicre bulunur.
Bunlar; proliferatif hiicreler, silyali hiicreler, salgi hiicreleri ve bazal hiicrelerdir.
Endometriyumun 1/3 derin kismimi olusturan, uterus bezlerinin son kisimlarini
igeren, miyometriyuma komsu olan bdlgeye endometriyum bazalis denir. Bu katman
menstriasyon sirasinda yapisal degisiklige ugramaz ve fonksiyonel katmanin

yenilenmesi icin kaynak olusturur.

Proliferatif ve bazal tip hiicrelerin g¢ekirdek kromatinleri yogundur, belirsiz bir

cekirdekgik igerir ve sitoplazmalar1 bazofiliktir. Proliferasyon evresinde hiicre sayisi



artar ve cekirdek sayisinin ¢oklugu bez epiteline yalanci ¢ok katli epitel goriiniimii
verir (S6zen 2008).

Salgi yapan hiicrelerinin sitoplazmalari miisindz olmayan bir salgi kapsar. Salgi
once cekirdek alt1 sitoplazmada birikir (Turhan 2007).

Silyal: hiicreler proliferasyon evresinde daha belirgindir. Sitoplazmalar seffaf
acik renklidir. Sekresyon evresinde ince yapi diizeyinde dev mitokondriyonlar ve
cekirdeklerinde kanal sistemi tanimlanmistir (Sézen 2008).

Fonksiyonalis katmani gebelik ve sekresyon evresinde iki katmandan olusur. 2/3
iist bolimii bezlerin daralip kapanmis olan boyun baolgelerini igerir ve kompakt
tabaka adini alirken alt boliimii ise siingerimsi yapidadir ve spongioz tabaka adini alir
(Turhan 2007).

Endometriyumu besleyen kan damarlari bu tabakanin biyik bolimiiniin
periyodik olarak dokiilmesinde onemlidir (Junqueira ve Carneiro 2009). Iki
tabakanin kanlanmasi iki ayri kaynaktan olur. Uterus arteri, uterusu cepegevre
kusatan arkuat artere dallanir (Ovalle ve Nahirney 2009). Arkuat arterler,
miyometriyumda dairesel olarak yerlesmislerdir. Arkuat arterlerden endometriyuma
dogrusal 1sinsal dallar ¢ikar (Turhan 2007). Bu isinsal (radial) arterler
endometriyuma kan saglayan diiz ve spiral arterleri olusturur (Turhan 2007,
Eroschenko 2008). Diiz arterler kisadir ve endometriyum bazalis tabakasini besler.
Spiral arterler ise uzun ve kivrintilhidir ve endometriyum fonksiyonalis tabakasini
kanlandirir. Diiz arterlerin aksine spiral arterler menstriiel siklus boyunca degisen
hormon diizeylerine (6strojen ve progesteron) olduk¢a duyarlidir. (Eroschenko 2008)
Spiral arterler, fonksiyonalis katmanmin daha st kisimlarinda incelerek arteriol ve
kapillere dontisiir. Kapiller agi yiizey epitelinin hemen altindadir (S6zen 2008).
Arterioller kapiller ag1 ve ince duvarli genis lakunalari besler. Ayrica
endometriyumda veniiller ag1 ve siniisoidal genislemeler yapan venoz sistemde
bulunur (Seftalioglu 1998).



Endometriyumda lenfatik damarlar genellikle bazal katmanda bulunur.
Miyometriyumun lenf damarlar1 ise serozoya gidildik¢e artar. Serozanin altinda
ozellikle arka duvarinda lenfatik bir pleksus yaparlar.

Yeni doganda  endometriyum  genellikle  proliferasyon  evresindeki
goriniimiindedir. Dogumdan sonraki iki haftada endometriyum gerileme gosterir,

incelir ve aktif olmayan bezler igerir.

Puberte de endometriyum epiteli once tek katli, algak kiibiktir ve ince bir
stromayla desteklenir. Stromaya dogru ¢okmiis az sayida tiibiiler bezler igerir.
Dogurganlik evresinde damarlar, epitel hiicreleri ve stomal hiicreler ¢cogalir. Menars
ve menapoz arasinda ise endometriyum epiteli tek katli prizmatik epitelden ve lamina
propriyadan olusmaktadir. Menapozda endometriyum ve miyometriyum atrofiye
ugrar ve endometriyum bezleri biiyiik oranda kaybolur (Turhan 2007).

Hipotalamusta bulunan noérosekretuar hiicreler, gonadotropin salgilatici hormon
(GnRH) sentezler. Bu hormon hipofiz bezinin 6n lobunu uyararak iki hormonun
salinmasin1 uyarir; bu hormonlar ovaryum folikiiliiniin gelisimini ve folikiil
hiicrelerinden ostrojen salinmmii uyaran folikiil stimule eden hormon (FSH) ve
ovulasyonu tetikleyen, folikiil hiicreleri ve korpus luteumu uyararak progesteron

iretimine neden olan luteinizan hormon (LH)’dir (Moore ve Persuad 2002).

Ostrojen ve progesteron disi iireme sistemi organlarini kontrol eder. Bu
hormonlarin etkisiyle epitel hiicrelerinin ve bag dokusunun c¢ogalmas: ve
farklilasmasi gerceklesir. Dogumdan once anne kaninda bulunan ve plasenta yoluyla
fetlise ulasan ostrojen ve progesterondan disi iireme sistemi organlart etkilenir.
Menapozdan sonra bu hormonlarin sentezindeki azalmayla iireme organlarinda genel
bir gerileme olur. Ayrica 0Ostrojen ve progestenon hormonlarmin etkisiyle
endometriyumda yapisal degismeler olur (Junqueira ve Carneiro 2009). Buna
menstriiel dongi denir (Turhan 2007). Menstriiel dongii ortalama 28 giindiir
(Junqueira ve Carneiro 2009). Bu dongii 12-15 yaslarinda baslar ve menapoza kadar

stirer. Menstriiel dongii 3 evreden olusmaktadir (Turhan 2007).



Proliferasyon (¢ogalma) evresi folikiiler yada ostrojenik evre olarak da bilinir
(Junqueira ve Carneiro 2009). Kanamadan sonra ki yaklasik 4 -14 giinler arasindaki
yapisal degismeleri igerir (Sozen 2008). Ovaryum folikiillerinin gelisip teka
internalarindan ostrojen salgilamasiyla es zamanhidir (Junqueira ve Carneiro 2009).
Proliferasyon evresi basladiginda menstruasyon bitmis ve endometriyum
fonksiyonalis tamamen dokiilmiistiir. Geride yalnizca yaklasik 1 mm kalinligindaki
bazal tabaka kalmistir. Bu evrede folikiillerin salgiladiklart dstrojen hormonunun
etkisiyle dokiilen endometriyum fonksiyonalis yapim asamasindadir (Seftalioglu
1998). Bazal tabakadaki bezlerin silindirik epitel hiicreleri mitoz ile ¢ogalirlar ve
yiizeye dogru uzanan yeni endometriyum fonksiyonalis bezlerini ve dokiilen yiizey
epitel hicrelerini olustururlar (Seftalioglu 1998, Ovalle ve Nahirney 2009).
Stromadaki bag dokusu hiicreleri de ¢ogalir ve lamina propriya yeniden yapilanir
(Ovalle ve Nahirney 2009). Bezler baslangigta basit ve diiz durumdadir ancak
glikojen birikimi baslamistir (S6zen 2008, Ovalle ve Nahirney 2009). Bezlerle es
zamanli olarak spiral arterlerde bazal tabakadan fonksiyonel tabakaya dogru
buyiyerek ilerler (Ovalle ve Nahirney 2009). Geg folikiiler fazda bezlerin lLiimenleri
genisler ve kivrimli bir goriniim alir (Seftalioglu 1998, Ovalle ve Nahirney 2009).
Epitel boyu yiikselerek cekirdeklerin farkli seviyelerde lokalize oldugu daha yiiksek
silindirik hale gelir (Ovalle ve Nahirney 2009). 14. giinde endometriyum tiimiiyle
yenilenmistir (S6zen 2008). Proliferasyon evresi sonunda endometriyum kalinligi 2-3
mm’ye ulasir (Junqueira ve Carneiro 2009). Sekresyon evresi luteal evre olarak da
bilinir ve menstriiel dongiisiiniin 14-27. giinleri arasinda olaylanir. Bu evrede,
ovaryumda, ovulasyon olmus ve LH stimulasyonu ile korpus luteum olusmustur.
Korpus luteum, progesteron ve az miktarda ostrojen hormonu salgilar (Seftalioglu
1998). Progesteron, dstrojenin etkisiyle gelismis bezleri daha da uyarir (Junqueira ve
Carneiro 2009). Bezler uzar ve son derece kivrimli bir hal alir (Seftalioglu 1998).
Bez epitel hiicreleri ¢ekirdegin altinda glikojen depolar (Junqueira ve Carneiro
2009). Daha sonra yiiksek oranda glikojen ve glikoprotein iceren yogun ve mukoid
karakterdeki salgi iriinleri bezlerin limenine verilir (Ovalle ve Nahirney 2009).
Spiral arterler endometriyum yiizeyine kadar gelisip uzarlar (Seftalioglu 1998). Bu
evrede endometriyum, salgilarin birikmesi ve stromadaki 6deme bagli olarak en kalin

(5mm) durumuna ulasir (Junqueira ve Carneiro 2009).
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Sekresyon evresi sonunda olusan degisimler sonucunda endometriyumda 3
tabaka dikkati ¢eker;

e Yiizeyel kompakt tabaka: Bezlerin boyun kisimlarini igerir ve ¢ok az 6demli

gorinimdedir.

e Kalin spongiyoz tabaka: Bezlerin kivrintili kisimlarini igerir ve ¢ok odemli

goriniimdedir.

e Derin bazal tabaka: Bezlerin kok kisimlarini ve spinal arterlerin alt parcalarini
igerir(Seftalioglu 1998).

Eger fertilizasyon olmazsa; korpus luteum dejenere olur ve ostrojen ve
progesteron diizeyleri diismeye baslar. Endometriyum iskemik faza girer ve

menstriiasyon gerceklesir (Moore ve Persuad 2002).

Ovulasyondan sonra dollenme gerceklesirse stromal hiicreler lipid ve glikojen
depolayan desidua hiicrelere doniisiir (Ovalle ve Nahirney 2009). Bu yap1 blastosistin
gomiilmesi ve gelismesi igin en uygun ortamdir ve endometriyum gebelik safhasina
girer (Seftalioglu 1998). Progestron miyometriyumun diiz kas hiicrelerinin
kasilmasini baskilayarak implantasyonu saglar.

Menstriiasyon evresi, donginiin 1-4 giinleri arasindaki evredir (Turhan 2007).
Korpus luteumun dejenere olmasi ile salgilanan hormon seviyelerinin diismesi
damarlarda kasilmaya neden olur. Ayrica hormon seviyesinin azalmasina bagh
olarak bezlerin salgis1 durur. Intertisiyel sivi azalir ve endometriyum kiiciiliir (Moore
ve Persuad 2002). Bu damarlardaki daralma fonksiyonel tabakayi oksijenli kandan
yoksun birakir ve iskemiye neden olur (Eroschenko 2008). iskemi olayindan sonra
fonksiyonel tabaka nekroz gosterir (Seftalioglu 1998). Hemen ardindan spiral arterler
yeniden genislemeye baslar(Sozen 2008). Kan yeniden damarlara akinca iskemik
evrede yipranmis spiral arterler yirtilir(Seftalioglu 1998). Kan endometriyuma
yayilir. Nekrotik fonksiyonel tabaka bez salgi enzimlerinin de etkisiyle pargalanir ve

kanla karisik uterus liimenine dokiilmeye baslar. Dokiilme bazal tabaka kalincaya
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kadar devam eder. Menstiirasyon evresi oncesi ve siiresince bazalis tabakasi diiz
arterlerden beslenmeyi siirdiirir (Turhan 2007). Bu tabakadaki bezlerin bazal
hiicreleri gogalir ve yeni olusan hiicreler yiizeye dogru goc ederler(S6zen 2008).
Ayrica bu tabakadaki damar endoteli ve stroma hiicreleri ¢ogalir. Stromadaki
hiicrelerden kollojen lifler ve ara madde salgilanir. Bu evreye yenilenme evresi denir

ve yeni dongiiniin proliferasyon evresi baslar(Turhan 2007).

2.2. Sicanlarda Ostrus Siklusu

Sicanlarda ostrus siklusu 14 giinde bir 4-5 giin siirmektedir. Ostrus siklusu
laboratuvar kolonilerinde mevsimden bagimsiz olarak yil boyu sirmektedir (Sozen
2008, Miilazimoglu vd 2012). Siklusun kisa siireli olmasi nedeniyle ovaryumlarda
cesitli evrelerdeki folikiiller ve ge¢mis Ostrus sikluslarma ait korpus luteumlar
birlikte gorilir (ayrintili  bilgiyewww.istanbul.edu.tr/fen/notlar/1290982473.ppt
adresinden ulasilabilir).

Ratlarda, insanlardakine benzer olarak, genital siklus ¢esitli hormonlar ile kontrol
edilir. Ostrus siklusu, prodstrus, dstrus, metdstrus ve didstrus olmak iizere baslica 4
fazdan olusur. Proostrus fazi 12 saat, ostrus fazi 12-24 saat, metostrus fazi 6-8 saat,

diostrus fazi ise 52-60 saat siirer (Sapmaz Metin 2008).

Siganlarda o6strus siklusu ile iligskili hormonal, sitolojik ve davranigsal
degisiklikler iyi bir sekilde tamimlanmistir. Teknik agidan kolay olmasi ve net
biyolojik sonuglar vermesi nedeniyle vajinal siiriintiilerin mikroskobik incelemesi
pek ¢ok memeli tiirtinde 6strus fazimi belirlemek ve ireme fonksiyonu itizerine
etkileri degerlendirmek igin yararlanilan bir metottur (ayrintily

bilgiyewww.istanbul.edu.tr/fen/notlar/1290982473.ppt adresinden ulasilabilir).

2.2.1. Ostrus

Bu evre bireyin kizgilik evresidir. Disi birey, erkek bireyin c¢iftlesmesine ancak

bu evrede miisaade eder. Uteruslar biyiirler ve liimenlerine sivi dolmasi nedeniyle
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siserler. (ayrintili bilgiyewww.istanbul.edu.tr/fen/notlar/1290982473.ppt adresinden
ulasilabilir) LH en disiik diizeydedir. Progesteron diizeyinde artma olur. FSH en
yiiksek degerine ulasir (S6zen 2008). FSH etkisi ile 12 veya daha fazla sayida folikiil
ani olarak biyiir. Boylelikle ostrus evresinde ostrojen salgist artar (ayrintili
bilgiyewww.istanbul.edu.tr/fen/notlar/1290982473.ppt  adresinden  ulasilabilir).
Ostradiol diizeyi diismeyi siirdiiriir ve bu evrenin sonlarma dogru en alt diizeydedir.
Ostrusun sonuna dogru ovulasyon gerceklesir (Sézen 2008). Ostrus donemindeki
vajinal yayma biiyiik kornifiye hiicrelerin varlig: ile karakterizedir (Yilmaz Dilsiz
2008). Lokositlerde artis olur (Sozen 2008).

2.2.2. Metostrus

Hemen ovulasyondan sonra baslar. Bu evrede kopulasyona disi birey tarafindan
izin verilmez. Uterus dokusundaki kan damarlar kiigiilmis, kaslardaki kasilmalar
azalmistir. Ovaryumda yumurtas: atilan foliikiillerden olusan korpus luteumlar ve
kiictiik folikiiller vardir (ayrintilt
bilgiyewww.istanbul.edu.tr/fen/notlar/1290982473.ppt  adresinden  ulasilabilir).
Korpus luteumdan salgilanan  progesteron metostrus — siiresince  yiiksektir
(Miilazimoglu vd 2012). Genellikle vaginal yaymada ¢ok sayida nétrofil ve dagimik
yassi epitel hiicreleri izlenir (Baka vd 2010).

2.2.3.Diostrus

Uteruslar iyiden iyiye kiigiilmislerdir ve kaslarin kasilmasi azdir (ayrintili
bilgiyewww.istanbul.edu.tr/fen/notlar/1290982473.ppt ~ adresinden  ulasilabilir).
Ovaryumdaki korpus luteumlar gerilemeye baslar. Buna bagli olarak progesteron
seviyesi azalir (Miilazimoglu vd 2012). Didstrus evresinde; LH ve FSH diizeyleri
distiktiir. Bu evrede ostradiol diizeyinde de azalma siirer, proostrus dénemine dogru
en disik diizeye ulasir (S6zen 2008). Diostrus 57 saate kadar uzar ve belirgin
notrofillerin varliginin yan1 sira bir miktar kornifiye olmamis epitelyal hiicreler
vardir (Baka vd 2010).
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2.2.4.Proostrus

Ovaryumlardaki korpus luteumlar tamamen fonksiyonlarini yitirmislerdir. Uterus
limeninde sivi birikimi olur ve uterus kaslari kasilmaya baslar. Gebelik meydana
geldiginde, ostrus siklusu, gebelik periyodu ile kesintiye ugrar. Siganda gebelik 20-
22 giin siirer. Gebeligin sonrasi siit verme periyodudur. Yeni 6strus siklusu, siit
verme periyodundan sonra baslar (ayrmntili
bilgiyewww:.istanbul.edu.tr/fen/notlar/1290982473.ppt ~ adresinden  ulasilabilir).
Prodstrus evresinde LH ve ostrodiol en iist diizeye ulasir. Ostrodiol, evrenin
baslangicinda en diisiik diizeydeyken, evrenin ortalarina dogru en yiiksektir. Ostrus
evresine gegerken ostrodiol diizeylerinde hafif bir azalma olur. FSH’da da yavas bir
artig gorilir. Proostrus 3-12 saat siirer ve belirgin olarak cekirdekli kornifiye
olmamus epitelyal hiicre hakimiyeti vardir (Baka vd 2010).

2.3.Matriks Metalloproteinazlar

Matriks metalloproteinaz (MMP)’lar matriks dongiistinii (yikim, yapim ve hiicre
gocii asamalari) diizenleyen, ¢inko bagimli, normal pH’st olan, endopeptidaz
ozellikte, proteolitik enzim grubudur. Immunohistokimya ile MMP’lerin lokal
dagilimlar bilinse de aktif ve latent formlarin: zimografi teknigi gibi 6zel teknikler
olmadan saptamak mimkin degildir. MMP’ler dokularin rejenerasyonu,
morfogenezi, yara iyilesmesi ve histogenez gibi fizyolojik siireclerde 6nemli rol
oynadiklari bilinmektedir(Engin vd 2001, Beceriklisoy 2007).

MMP’lerin spesifik doku inhibitér (TIMP)’lerince in vivo kosullarda inhibisyonu
saglanmaktadir. TIMP ve MMP arasindaki oran ¢esitli patolojik durumlarla neden
sonug iliskisi icersindedir yani bazi patolojilerde TIMP/MMP oranmi1 degisiebilirken,
bu oranin degisimi de yeni patolojiler dogurabilmektedir (Beceriklisoy 2007).
TIMP’ler ve MMP’lerdeki artig, yavru gelisimi i¢in de gereklidir. TIMP-1’in fotal
trofoblastin yayilmasina set c¢ekerek metastaz sirasinda organ gelisimine engel

oldugu diistintilmektedir.

14


http://www.istanbul.edu.tr/fen/notlar/1290982473.ppt

MMP’ler, ECM sentez, dejenerasyon ve rejenerasyon siireglerinde o6neme
sahiptir. Proenzim olarak osteoblastlar, kondrositler, endotel hiicreleri gibi ¢esitli bag
doku hiicrelerinden salinirlar. Dokulardaki fizyolojik siireglere etkilerinin yani sira
artrit, timor invazyonu ve metastaz gibi onkojenik durumlarda da rol almaktadir.
Insan endometriumunda MMP’ye 6zgiil ekspresyon yollart  bulunmaktadur.
Endometriyum stromasinda MMP-1 ve MMP-3 giicli, MMP-2 ve MMP-9 zayif
eksprese edilirken, epitelinde MMP-7" nin gii¢lii bir sekilde eksprese edildigi
gorilmistir (Engin vd 2001). MMP-2 ve MMP-9 ekspersyonu endometriyum

kanseri derece ve derinligi ile orantili olarak artmaktadir.

MMP’ler implantasyon ve desidua olusumunun sinyalcisidir. MMP’ler ECM’i
degrede etmesi yoluyla uterus stromasinin yikimini engelleyerek implantasyonun

gerceklesmesine olanak saglamaktadir.

Yap1 ve fonksiyonlarina gore bes grup MMP bulunmaktadir;

1. Kollejenazlar: MMP-1, MMP-8 (Notrofil kollejenaz), MMP-13
(kollajenaz 3), MMP-18

2. Jelatinazlar: MMP-2(Jelatinoz A) ,MMP-9 (Jelatinéz B)

3. Stromelisinler: MMP-3 (stromelisin 1, transin),MMP-7, MMP-10
(stromelisin 2), MMP-11(stromelisin 3), MMP-12

4, Membran tip metalloproteinazlar: MT-MMP-14, -15, -16, -17

5. Diger MMP ve TIMP’ ler

Alexander ve ark., 1996’ da yaptig1 calismada, gebe farelerde MMP-2’ nin
uterusta, subepitel stromada ve blastosistlerin implantasyonundan hemen o6nce ve
sonra salindigin1 gostermistir. Laird ve ark. (1999), MMP-2 aktivitesinin menstiiral

siklus sirasinda sekresyon donemindeki seviyesi, proliferasyon ve menapoz
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doneminden daha yiiksek oldugunu bulmustur. Dai ve ark. (2003) arastirmalar
gebeligin 13. giiniinde o©len rat embriyolarinda MMP-2 aktivitesinin daha az
oldugunu gostermistir. Choi ve ark. (2003), yetersiz gelisim gosteren gebeliklerde
villi korialislerde de diisiik MMP-2 diizeyi elde etmistir (Beceriklisoy 2007).

2.4. Adezyon Molekiilleri

Adezyon molekiilleri hiicre yiizeyinde yapisal olarak bulunan ve hiicre-hiicre ve
hiicre-matriks etkilesmesinde rol alan molekiillerdir. Hiicre korunmasinda, yara
iyilesmesinde, doku biitiinliigiiniin saglanmasinda adezyon molekiilleri gorev alir.
Adezyon molekiilleri araciligiyla hiicrelerin ¢ogalmasi ve gog¢ii gibi 6nemli
hareketlerin baslatilmasi, endotel ve epitel hiicrelerinin segici bir bariyer olusturmasi,
hiicrelerin birbirlerine ve matrikse baglanmasi gergeklestirilir. Ayrica hiicre igi ya da
hiicreler arasi1 sinyal iletiminin diizenlenmesinde de onemli rol tstlenmektedirler.
Bunlara ek olarak, hiicre iskeleti araciligiyla hiicre hareketinin organizasyonunda
onemli gorevleri vardir. Hiicre adezyon molekiilleri ve onlarin ligandlari; gelisim,
farklilasma, @o¢, timor olusumu ve metastazi gibi olaylarm gelismesinde
organizmadaki cesitli kontrol fonksiyonlarina sahiptirler. Adezyon molekiilleri ve
ECM arasindaki iligkilerin; hiicre aktivasyonu, proliferasyonu, timér olusumu ve

apoptozda énemli oldugu gosterilmistir (Ergiirel vd 2002).

Sperm {izerinde de hiicre adezyon molekiillerinin &zellikle integrinlerin
gametlerin baglanmasinda 6nemli rolleri vardir. Sperm {tizerinde bulunan adezyon
molekiillerinin kaynag: iki yer olabilir: Spermatogenez sirasinda sperm tarafindan
kazanilmis olabilirler veya seminal plazmadan gelebilirler (ayrintili bilgiye
http://www.kaanaydos.com.tr/sperm-membran-yapisi-ve-fertilizasyonda-

fonksiyonlari.html adresinden ulasilabilir).

Adezyon molekiilleri yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri goz oniinde tutularak 6

grup altinda toplanabilir;

1. Reseptor protein tirozin fosfatazlar,
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2. lg siiperailesi,

3. Kadherinler,

4. Integrinler,

5. Hiyalurinat reseptorleri,

6. Selektinler

Bu gruplardan ilk dort tanesi protein-protein arasindaki etkilesime, digerleri ise

protein-karbonhidrat arasindaki etkilesime sahiptir (Ergiirel vd 2002).

Integrinler; insanda tiim hiicrelerde bulunan hiicre adezyon molekiillerinin bir
sinifidir (Ozcan 2010). Integrinlerin o ve B olmak iizere 2 alt birimi vardir. 14a ve 8p
alt birimi tanimlanmis olup toplam 22 “heterodimerik™ birimden olusurlar. Bu iki alt
birim  birbirlerine kovalent olmayan baglarla baghdirlar. Integrin ligand

+2,5

baglanmasinda, Ca*® ve Mg*%a ihtiyag duyulmaktadir (Ergiirel vd 2002).

Integrin reseptorlerinin bircogu ECM bilesenlerinde gozlenen arjinin-glisin-
aspartik asid (RGD) aminoasit dizisine sahip molekiillere baglanir (Gii¢ 2004, Ozcan
2010). ECM’de bulunan ve integrinlere baglanan bazi matriks proteinleri fibronektin,
laminin, kollagen 1V, glikozaminoglikan (GAG)’lar ve vibronektindir (ayrintili
bilgiye http://www.kaanaydos.com.tr/sperm-membran-yapisi-ve-fertilizasyonda-
fonksiyonlari.html adresinden ulasilabilir).

Hiicre yiizeyinde bulunan integrinler, plazma membranindan disar1 dogru
uzanirlar ve hiicre iskelet sistemi ile ECM’de bulunan proteinler arasinda bir koprii
olustururlar. Hiicrenin i¢ kompartmanina dogru uzanan kisimlariyla integrinler hiicre
iskeletinin ~ yapisi ve organizasyonunda gorev alir (aynntili  bilgiye
http://www.kaanaydos.com.tr/sperm-membran-yapisi-ve-fertilizasyonda-

fonksiyonlari.html adresinden ulasilabilir). Integrinlerin ekstraselliiler baglanmasi
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adezyon, proliferasyon, yasami siirdiirme ya da apoptozis, polarite, motilite, gen
ekspresyonu gibi hiicre davranislarini ayarlayan cesitli sinyal gecis olaylarmin biyiik
kismim baslatir (Ozcan 2010).

Integrinler, embriyolojik gelisim, hemostazis, yara iyilesmesi, immiin ve immiin
olmayan savunma mekanizmalar1 gibi bir¢ok fizyolojik olayda hiicre-hiicre ve hiicre-
matriks adezyonuna katilirlar. Ayrica, fertilizasyon, implantasyon ve ilk blastula

olusumunu igeren erken gelisimsel olaylarda énemli rol oynarlar (Ozcan 2010).

Floresan mikroskobi c¢aligmalar1 ile spermatozoa yiizeyinde adezyon
molekiilleri'nin lokalizasyonlar1 analiz edilmistir. B4 integrin esasen ekvatoral
membranda a3, a4, oV ve B1 integrinler akrozomal ve ekvatoral membranda tespit
edilmislerdir. a4 integrin postakrozoaml ve az miktarda akrozomal bdolgede
bulunmustur. B2, aV ve B3 reseptorlerine ise postakrozomal lokalizasyonda
rastlanilmistir(ayrintili bilgiye http://www.kaanaydos.com.tr/sperm-membran-yapisi-

ve-fertilizasyonda-fonksiyonlari.html adresinden ulasilabilir).

Anjiogeneziste adezyon molekiilleri rol aldigi bilinmektedir. Biiyiime faktorii
reseptorleri ve integrinlerin olusturdugu sinyaller kapiller olusumu esnasinda
endoteliyal hiicre proliferasyon ve invazyonunu kordine etmektedir (Olgar ve Yetgin
2003). Cheres ve ark. (Ozcan 2010), anjiyogenezde aVB3 integrinin 6nemli
oldugunu gostermistir. Implantasyon zamaminda bu integrinin nétralizasyonu,
implantasyon bolgesinde yeni damar olusumunu oOnleyerek embriyo yasamini

azaltabilir.

aVP3 integrin endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri, fibroblast, makrofaj gibi kan
damarlarindaki ¢esitli hiicrelerde, mezenkimden orijin alan hiicrelerin neredeyse
timiinden eksprese edilen bir integrindir. Anjiyogenez disinda vaskiiler diiz kas
hiicrelerinin goc¢ii, kemik matriksine osteoklastlarin adezyonu ve implantasyon gibi
birgok biyolojik olaya aracilik ettigi eder (Ozcan 2010). Graniilasyon doku ve kanser

hiicrelerinde VB3 ekspresyonu oldukea yiiksektir (Oksiiz 2006).
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aVPB3 integrin, RGD etkilesimi ile vitronektin, fibronektin, fibrinojen,

osteopontin ve trombospondin gibi ¢ok farkli ligandlara baglanabilir(Ozcan 2010).

Endometriyum integrinlerce zengin bir bolgedir. insanda uterusun lumial
epitelinde o2, a3, a6, a9, aV, B1l, B4 ve B6 integrin alt birimleri tanimlanmigtir
(Ozcan 2010). p5 altbirimi bez epiteli ve liimen epitelinin apikal sitoplazmasinda
bulunur (Ergiirel vd 2002). Uterin luminal yiizeyde 02p1, a3p1, a6p1, a9p1, aVp1,
aVB3, aVPR5 ve aVP6 integrinleri icerir(Ozcan 2010). Stromal hiicrelerde ise alp1,
adPl, aVVPB1 integrinlerini eksprese edilir (Ergiirel vd 2002).

Endometrial integrinler hormon bagimlidir ve menstiirel siklus boyunca
degiskendir(Cimen 2011).
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Tablo 2.1Menstural siklus sirasinda endometriyumda integrin  altiinitelerinin
dagilimi (Ozcan 2010)

Siklus fazi 0l 02| o3| 04| ab6| aV | B1| B4 | B3
Proliferatif faz

(8/9. gin)

Epitel hiicreleri R I e O I A I S
Stromal Hiicreler e T e B e e

Ovulatuvar faz
(14/15. giin)

Epitel hiicreleri + £ ||+ |+ - |+ |+ -
Stromal hiicreler + | £ £ |+ |+ - |+ ]|+ -
Mid-luteal faz

(19/20.giin)

Epitel hiicreleri S I R I e I I I
Stromal hiicreler e R I A

Menstural faz
(26/27. giin)

Epitel hiicreleri -l - x|+ - ||| -
Stromal hiicreler - -] - |+ - + | £ -

aVB3 integrin endometriyumun luminal epitelinde en iyi karakterize edilmis
hiicre adezyon molekiiliidiir (Ozcan 2010). Bu integrin endometrial epitelde
menstiirel siklusun 19. giinii belirmektedir. Bu integrinin ekspresyonu varsayilan agik
implantasyon penceresine denk gelmektedir (Atabekoglu vd 2002). aVVB3 integrin,
implantasyon penceresi sirasinda uterusun luminal ve glandular epitelinde eksprese
edilmektedir. Bu periyot maksimum uterin reseptivite ile ayn1 zamana denk gelir.
Fare ve tavsanda yapilan c¢alismalarda aVB3 integrinin blokaji implantasyonu

bozdugu, fakat oV ’siz farelerin fertil oldugu gériilmiistiir (Ozcan 2010).



2.5. Hiyaluronik Asit

Hiicre dist matriks {i¢ ¢esit biyomolekiil icermektedir. Bunlar; 6zellesmis
proteinler  (6rnek: laminin, fibronektin vs.), yapisal proteinler (6rnek: elastin,
kollojen vs.) ve proteoglikanlardir. Proteoglikanlar, GAG zincirlerinin baglandig: bir
cekirdek protein icerir. insan viicudunda bulunan GAG’lar; heparan siilfat, heparin,
kondroitin siilfat, keratan siilfat I ve Il, dermatan siilfat ve hiyaliironandir (Aytekin
ve Caylak 2009).

Hiyaluronat veya hiyaluronan olarak da bilinen hiyaluronik asit (HA) yiiksek
molekiil agirlikli bir glukozaminoglikandir. HA B1,4- D glukoronit asitle $1,3- N
asetil glukozaminin baglanmasiyla olusan bir makromolekiildiir (Simsek 2004).
Diger GAG’lar golgide sentezlenirken HA plazma membraninda sentezlenir (Akkus
2005). Ayrica HA’nin nonsiilfat olmasi ve proteinlere kovalent olarak baglanmasida
HA’y1 diger GAG’lardan ayirir (Simsek 2004).

Ik olarak 1934 yilinda vitréz hiimorde kesfedilmistir (Aytekin ve Caylak 2009).
En yiiksek HA konsantrasyonu umblikal kord, sinoviyal sivi, deri ve vitroz hiimor
gibi dokularin bag dokularinda bulunmaktadir. Akciger, beyin, bobrek ve kaslarda
kayda deger miktarda bulunurken karacigerde az bulunur. En diisiik konsantrasyonu

ise kan serumundadar.

Bu makromolekiil diger proteoglikanlarda karsilikli etkilesime girer ve normal
fizyolojik sartlar altinda tim dokularin ECM’ne stabilite, elastikiyet ve yiizey
doldurucu yap: 6zelligi kazandirir. Onceleri HA ECM’nin pasif, yapisal bir bileseni
olarak diisiiniilmekteydi ama giinimiizde hiicre migrasyonu ve morfogenezisin de
iginde bulundugu bir¢ok biyolojik olayda yer aldigi bilinmektedir (Simsek 2004).
HA’nin biyolojik rolii fiziksel ve kimyasal o6zelliklerine ve membran reseptorleri
araciligiyla farkli hiicrelerle etkilesime girebilme yetenegiyle baglantilidir (Akkus
2005). HA polisakkarit olan hiicre farklilasmasi, motilitesi ve hiicrelerin adherensi
tizerinde ¢ok onemli bir etkiye sahiptir. HA aktif hiicre biiyiime bolgelerinde bulunan
spesifik reseptorlere baglanabilir. Hiicre siklusunun ayrilma periyoduyla iliskili bu
reseptorler bolinmeyen hiicrelerde bulunmaz (Simsek 2004).
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Hiyaluronan molekiiliiniin en 6nemli fonksiyonlar1 arasinda su homeostazisi,
anjiyogenezis ve hiicre gogiiniin diizenlenmesi vardir. Hasarli dokularin tamirinde
ECM’de miktar: artar (Aytekin ve Caylak 2009). Bu nedenle doku onarim amagh
olarak vyaralara uygulanir (Gokmen 2012). Yara iyilesmesinde inflamasyonun
etkilerini yavaslatma, hiicre proliferasyonu, re-epitelizasyonu destekler ve kollojen
olusumunu engelleyerek skar olusumunu azaltmaktadir (Cakir vd 2011). Fizyolojik
olarak HA’nin en 6nemli gorevleri; eklemlerde eklem sivisinda yer alarak kayganlik
saglamasi, dokularda metabolik iiriinlerin tasinmasina imkan vermesi ve infeksiyon
etkenlerinin gegmesine set olusturmasidir. Ayrica amfizem, astim ve akciger fibrozisi

gibi akciger hastaliklarmin patogeneziste anormal ECM’nin olugmasinda rol oynar.

HA dokular etrafinda olusan timor invazyonunda 6nemli bilesenler arasindadir.
HA’nin proanjiyogenezis etkisinin vaskiiler endotel biiyiime faktori ile yiikselmesi
bu molekiilin timoér damarlasmasinda etkili oldugu disiiniilmektedir (Aytekin ve
Caylak 2009). Timoér hiicrelerinin  yiizeyinde bulunan HA seviyesinin kanser
derecesi ile yakindan iligkili oldugu gosterilmistir. HA’nin hiicrelerde birikmeye
baslamas1 malignite gelisiminin en énemli belirtisi oldugu one stiriilmistiir. Saglikli
hiicrelerde tek epitel tabakas1 ve diisiik HA konsantrasyonu varken malign hiicrelerin
epitellerinde hem c¢ok katli epitel hem de yiiksek HA konsantrasyonu oldugu
belirtilmistir (Cakir vd 2011).

Hiyaluronan ayrica estetik cerrahi alaninda dolgu maddesi olarak da kullanilir
(Aytekin ve Caylak 2009).

Dogadaki en hidroskobik molekiillerden birisi de HA’dir. Fetiiste embriyonik
gelisim sirasinda HA’nin seviyesi artar. Buna ek olarak hiicre migrasyonu iginde
onemlidir. HA, ECM’de hiicre baglanmasini zayiflatarak gecici bir ayrilmaya olanak
saglar ve hiicre migrasyonu ile hiicre boliinmesini kolaylastirir. HA nin viskoz yapisi
hiicre gevresindeki viral ve bakteriyel pasaj gecikmesine yardim eder. HA fizyolojik
durumlarda tam olarak iyonize halde bulunur. Bu sayede hiicre cevresindeki
matrikste hiicresel sinyallerde 6nemli olan iyon akimma yardim eder. HA ayni

zamanda serbest radikalleri tutarak antioksidan olarak da gorev yapar. Bu

22



fonksiyonuyla giines radyasyonuna karsi1 koruyucu etki eder. Hem de doku yikan

enzimleri ortadan uzaklastirarak koruyucu etki olusturur (Gokmen 2012).

Insan embriyolari, oositten blastosist dénemine kadar gelisimleri boyunca
yiizeylerinde HA nin reseptorii olan CD44’e sahiptir (Afify vd 2006). Bu reseptorler
sayesinde embriyo bol miktarda HA igeren endometriyal stromaya baglanabilir.
HA’nin anjiogenik davraniglart implantasyonu gelistirir ve plasenta olusumunda

onemli biyolojik role sahiptir.

HA’nin embriyonun implantasyonu i¢in endometrial stromanin hazirlanmasina,
endometrial ~ fibloblastlarmm  desidual ~ hiicrelere  farklilasmasii,  hiicre
proliferasyonunu, endometrial stromanin yeniden diizenlenmesini iceren hiicre

stirece katildigi gosterilmistir (San Martin vd 2003).

Perivitellin alan, oositlerde zona pellusida ve plazma membran: arasindaki
bosluktur. HA, perivitellin alanda bulunur. HA’nin &zelliklerinden biri de suyu
tutmasidir. Bu nedenle, HA perivitellin alanin genislemesine neden olan suyu

absorbe eder.

FSH ve LH uyarimi ile kumulus hiicrelerinde sentezlenen HA salgilanir ve
kumulus hiicrelerinin ECM’de HA bulunur (Ueno vd 2009). Oosit olgunlagmasi
boyunca, kumulus-oosit kompleksleri (COCs) onemli o6lgiide genisler, bu olaya
kumulus genislemesi denir. Kumulus genislemesi kumulus hiicreleri tarafinda
HA’nin birikimi ve sentezi sonucu olusur. COCs’un bu hacimsel artis1 sadece
HA’nin sentezi tarafindan degil aym1 zamanda COCs iginde birikmesi ile
diizenlenmektedir. Kumulus hiicrelerinde salgilanan HA, COCs’un ECM’si iginde
kalir ve hiyaluronan- binding proteinleri tarafindan stabilize edilir. Bu nedenle,
kumulus genislemesi derecesi ve HA birikimi arasinda yakin bir iligki vardir (Yokoo
vd 2008).

Spermiyogenezisde sitoplazmik g¢ikarma ile aym1 anda HA baglama yerlerinin
olusumunu kolaylastiran plazma membranmin yeniden diizenlenmesi vardir

(Mokanszki vd 2012). Sperm hiicreleri hiicre yiizeylerinde HA reseptorleri eksprese
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eder ve bu HA baglayici reseptorler fertilizasyon, hiicre olgunlasmas: ve
motilitisinde 6nemli bir role sahiptir (Darzynkiewicz ve Balazs 2012). Sperm
tizeyinde HA reseptorlerinin varligi sperm gelisimi ile ilgilidir. HA baglama yetenegi
olan sperm canlhidir ve HA se¢ilmis sperm DNA bozulmasindan yoksundur
(Mokanszki vd 2012). Olgunlasmamis sperm ¢ogunlukla HA baglama yetenegine
sahip degildir (Petersen vd 2010). Akrozom reaksiyonu vermis ve cansiz spermler
HA baglama kapasitelerini kaybederler (Mokanszki vd 2012).

Tartigmalar olsa bile, HA baglama yetenegi olgunluguna ulagsmis spermatozoalar
secmek icin onerilir ve veterinerlikte kullanilir (Junca vd 2012).intra-sitoplazmik
sperm enjeksiyonu (ICSI) i¢in HA ile sperm segimi potansiyel genetik
komplikasyonlar: azaltabilir. HA- bagli spermin enjeksiyonu embriyonun kalitesini
ve gelismesini onemli oOlglide gelistirir, fakat fertilizasyon oranini gelistirmez
(Mokanszki vd 2012).

HA, kok hiicre biyolojisinde o6nemli rol oynadigina dair kanitlar vardir.
Kanitlarin ¢ogu insan ve farelere ait hematopoietik kok hiicreleriyle bu GAG’in
etkilesimlerini kesfeden Susan Nilsson vePeter MacCallum Cancer Center,
Melbourne’in  ¢aligmalaridir. Bu yazarlar HA’min  kok hiicrelerin - plazma
membranlarinda bulunan HA sentetaz tarafindan sentezlendigi ve bu hiicrelerin

yiizeylerinde eksprese oldugunu gosterilmistir.

Hiicre yiizeyi tizerindeki HA ekspresyon seviyesi progenitér ve kok hiicrelerinin
farklilagmasi durumlari ile iligkilidir. En yiikksek HA ekspresyonu en ¢ok primitif kok
hiicrelerinin  yiizeyinde gozlenir ve HA ekspresyonundaki kademeli diisiis

farklilasma ile es zamanli olarak gozlenir.

HA, gicli anti-inflamatuar o6zellige sahiptir ve bircok doku ve organlarda
inflamasyonu ortadan kaldirmak veya azaltmak i¢in klinikte kullanilir. HA ekzojen
ve endojen oksidanlari noétralize ederek hiicresel genomu koruyucu etki gosterir

(Darzynkiewicz ve Balazs 2012).
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HA yiiksek konsantrasyonda amniyonda, az miktarda koryonda bulunur. En
yogun oldugu bolge koryon ve amniyon arasindaki ara yiizeydir. HA yiiksek su
baglama kapasitesinden dolay: amniyon ve koryonu ayirabilir (Meinert vd 2001).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Hayvanlar ve Bakim Sartlan

Bu arastirma Pamukkale Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan
onaylanmistir.Calismamizda, Pamukkale Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma
Birimi’nden alinan48 adet disi Wistar Albino tiirii disi sigan kullanilmistir. Tim
denekler i¢in 6nerilen optimumgevresel kosullar ayni1 merkez tarafindan saglanmisve
siganlar, 1giklandirmas: (12 saat aydinlik/karanlik siklusunda, 07:00-19:00 saatleri
arast aydinlik), havalandiriimast (%60-70 nem) ve oda 1sist (20-24°C) kontrol edilen
bir odaya yerlestirilmistir. Denekler, giinliikk igme suyu ve %21 ham protein igeren

pelet yemlerle (purina) beslenmistir.

3.2. Deneysel Uygulama

Bu calismada 48 adet ergin disi si¢anlar kullanildi. Sicanlar deney ve kontrol
olmak tizere 2 gruba ayrildi. Deney grubundaki 24 adet sicanin 6 tanesine ¢ift tarafli
ovariektomi yapildi. Deney grubundaki siganlarin tiimiiniin uterusuna laparotomi
yontemi ile 0,6 ml HA enjekte edildi. Enjeksiyondan 24 saat sonra ovariektomi
yapilmayan sicanlarin menstriiel dongiileri servikal dislokasyon yapilmadan once
vajinal smear yontemiyle belirlendi. Ostrus (6), didstrus(6) ve prodstrus (6)

donemlerindeki siganlarinve overiektomi yapilan siganlarin(6) uteruslar: alindi.

Kontrol grubundaki sigcanlardan 6 tanesine cift tarafli ovariektomi yapild:.
Ovariektomi yapilmayan siganlarin menstriiel dongiileri vajinal smear yontemiyle
belirlendi. Ostrus (6), didstrus(6) ve prodstrus (6) dénemlerindeki sicanlarn
uteruslart ve overiektomi yapilan siganlarin(6) uteruslari servikal dislokasyon

yapilarak alindi. Alinan uteruslar tespit i¢in %10’luk formaldehit soliisyonunda
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bekletildi. Dokular 72 saat tespit edildikten sonra rutin 1s1tk mikroskopi takibine
alindilar. Hazirlanan parafin  bloklardan, Leica RM-2125 rotary mikrotom
kullanilarak 5 p kalinhiginda kesitler alindi. Kesitlere, MMP-2, aV ve B3 ifadelerini
belirlemek amaciyla immunohistokimyasal boyama islemi yapildi. Kesitler daha
sonra Olympus BX51 marka 1sik mikroskobu ve Olympus DP72 dijital kamera ile

resimlendi.

3.3. Reaktif Hazirlanmasi

Fiksatif Soliisyonu Hazirlama: % 37’lik formaldehitden 10 ml, distile sudan 90 ml

alinarak % 10’luk fiksatif soliisyonu hazirlanmistir.

HA’nimn Hazirlanmasi: Kati halde bulunan HA’dan(Sigma Lot#BCBG3516V) 5mg,

distile sudan 1 ml alinarak siispansiyon hazirlanir.

3.4. Uygulanan Teknikler

3.4.1. Doku takip yontemi

a. Alnan dokular formaldehitde 72 saat bekletildi.

b. Akarsuda 30 dakika yikandi.

c. %70’lik etil alkolde 1 saat bekletildi.

d. %80’lik etil alkolde 1 saat bekletildi.

e. %90°1ik etil alkolde 1 saat bekletildi.

f. 9%100’1ik etil alkolde 1 saat bekletildi.
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g. Ksilende 1 saat bekletildi.

h. Ksilende 1 saat bekletildi.

i. Parafinde 1 saat bekletildi.

J. Parafinde 1 saat bekletildi.

k. Dokulara parafine gomme ve etiketlenme islemi yapildi.

3.4.2. Immunohistokimyasal boyama

Doku takip yontemi tamamlanan endometriyum bloklarindan, mikrotom
cihaziyla 5 p’ luk kesitler alinip, kesitler benmariye birakildi.Ardindan uygulanan
protokol siras1 asagidaki gibidir: (Reaktifler icin Invitrogen, MD 21704, USA,
Lot:948867A Histostain-Plus kit kullanilmistir.)

a. Kesitler, benmariden lamlara alinip 1am tasima sepetine yerlestirildi.

b. Lam tasima sepeti etiivde60 °C’de 1 saat bekletildi.

c. Ksilende, deparafinizasyon islemi icinl saat bekletildi.

d. Kesitler sirasiyla %100, %96, %70, %50’lik etil alkol serilerinde2’ser dakika
bekletildi.

e. Alkolden c¢ikan preparatlar akarsuda yikanarak 10 dakika PBS’de birakildu.
Bu asamada kesitler PAP pen kullanilarak isaretlendi.

f. Dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesi, % 30’lukH,O,:Metanol (1:9)
karisimi ile 30 dakikalik uygulamayla ortadan kaldirilda.



g. Phosphate Buffered Saline (PBS) ile yikanan kesitler, tizerlerine ilave edilen

serum bloklama soliisyonu ile 10 dakika oda sicakliginda bekletildi.

h. Kesitler tizerine uygun primer antikorlar ilave edilerek 1 gece over night
yapildi. Bu c¢alismada kullanilan primer antikorlar ve kullanildiklar:
dilisyonlar su sekildedir: MMP-2 (1:100, Boster, Lot: 01111121022-257),
aV (1:100, Boster, Lot: 01411121-80553), B3 (1:100, Santa Cruz
Biotechnology, Lot: #B2410).Biitiin primer antikorlar PBS ile dilie

edilmistir.

i. Kesitler, PBS ile yikandiktan sonra primer antikorlarla reaksiyon veren,
biotinlenmis afiniteye sahip sekonder antikorlarla 20 dakika muamele

edilmistir.

J. Tekrar PBS ile yikanmas: yapilan kesitlere, biotinlenmis-sekonder antikorlara
kolayca baglanabilen horseradish peroksidaz konjugati streptavidin (HRP-

SA) 10 dakikakadar muamele edilmistir.

k. Kesitler son kez PBS ile yikandiktan sonrakromojen boyasi DAB ile 3-10
dakika kadar muamele edilmistir.

I. Antijenin  lokalizasyonunun  daha iyi  gozlenmesi igin  Kesitlere

hematoksilen(Merk Harris’ hematoksilen) ile zit boyama yapilmstir.

m. Kesitler akarsu da yikanmis ve sirasiyla %50, %70, %96, %100°liik etil alkol
serilerinde 2’ser dakika bekletilmistir.

n. Dokularm tizeri entellan ile kapatilmistir.

Boyanmanin degerlendirilmesinde asagidaki skala kullanilda.
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(+++): kuvvetli boyanma, (++): orta derecede boyanma, (+): zayif boyanma, (+/-):

¢ok zayif boyanma, (-): boyanma yok.

3.4.3. istatistiksel Analiz

Yapilan immiimohistokimyasal boyamalarda stromal hiicreler sayildi, pozititif
boyanan hiicrelerin yiizdeleri alindi. Gruplar arasindaki farklar Mann-Whitney U test
kullanilarak yapildi. Veriler SSPS20,0 programu ile analiz edildi. p- degeri 0,05 den

diisiik olanlar anlaml1 kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1. Kontrol Grubu Bulgulan

4.1.1. Proostrus fazi

Bulgularimiz tablo 4. 1°de 6zetlenmistir.

Proostrus doneminden alinan kontrol endometrium dokularinda aV ve B3yiizey
epitelinde, salg1 epitelinde ve stromal hiicrelerde ve liflerdekuvvetli pozitif reaksiyon
gosterdi. Reaksiyon hem niikleer hem de sitoplazmikti (Sekil 4.1, Sekil 4.2). Matriks
metalloproteinaz, aV ve B3 integrin ekspresyonuna benzer sekilde yiizey epitelinde,
salg1 bezi epitelinde ve stromal hiicrelerde kuvvetli pozitif boyanma gosterdi (Sekil
4.3). Boyanma bu gruptada sitoplazmik ve niikleerdi bununla birlikte 6zellikle yiizey

epitelinde negatif reaksiyon gosteren hiicre ¢ekirdeklerine rastlandi.
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Tablo 4.1Kontrol grubu prodstrus donemi endometriyumunda oV, B3 ve matriks
metalloproteinaz ifadesi

a5 integrini B3 integrini Matriks
Metalloproteinaz

Yiizey Epitelyum Hiicre | +++ +++ +++

Sitoplazmasi

Yiizey Epitelyum Hiicre | +++ +++ +++
Cekirdegi
Salgi1 Epitelyum Hiicre | +++ +++ ++

Sitoplazmasi

Salgi Epitelyum Hiicre | +++ +++ ++
Cekirdegi

Stromal Hiicreler +++ +++ ++ +4++
Stromal Lifler ++ ++ +++

Sekil 4.1aV integrin alt biriminin prodstrus donemi endometriyum dokusunda Ki
yerlesimi ve dagiliminda yiizey epiteli; (YE), salgi epiteli; (SE), stromal hiicre;
(ok), stromal lif; (okbas1) yapilar1 goriilmektedir(immiinoperoksidaz X400).



Sekil 4.2 B3 integrin alt biriminin proostrus donemi endometriyum dokusunda ki
yerlesimi ve dagiliminda yiizey epiteli; (YE), salg: epiteli; (SE), stromal hiicre;
(ok), stromal lif; (okbas1) yapilar: gériilmektedir(Immiinoperoksidaz X400).

Sekil 4.3MMP-2’nin prodstrus donemi endometriyum dokusunda ki yerlesimi ve
dagiliminda yiizey epiteli; (YE), salg: epiteli; (SE), stromal hiicre; (ok), stromal
lif; (okbas1) yapilar goriilmektedir (immiinoperoksidaz X400).
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4.1.2. Ostrus faz1

Bulgularimiz tablo 4.2°de 6zetlenmistir.

34

Ostrus grubunda yiizey ve salg: epitelyum hiicreleri ve stromal hiicreler aV, p3

ve matriks metalloproteinaz igin negatifti. Yalmizca stromal liflerde zayif ve bazi
alanlarda orta derecede boyanma izlendi (Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6).

Tablo 4.2Kontrol grubu o6strus donemi

metalloproteinaz ifadesi

endometriyumunda o5, B3 ve matriks

a5 Integrini

B3 integrini

Matriks
Metalloproteinaz

Yiizey Epitelyum
Hiicre Sitoplazmasi

Yiizey Epitelyum
Hiicre Cekirdegi

Salg1 Epitelyum Hiicre
Sitoplazmasi

Salg1 Epitelyum Hiicre

Sitoplazmasi

Stromal Hiicreler

Stromal Lifler

+/-

+/-, +




Sekil 4.4 oV integrin alt biriminindstrus donemi endometriyum dokusunda Ki
yerlesimi ve dagiliminda yiizey epiteli; (YE), salg: epiteli; (SE), stromal hiicre;
(ok), stromal lif; (okbas1) yapilar: gériilmektedir(Immiinoperoksidaz X400).

Sekil 4.583 integrin alt biriminindstrus donemi endometriyum dokusunda ki
yerlesimi ve dagiliminda yiizey epiteli; (YE), salgi epiteli; (SE), stromal hiicre;
(ok), stromal lif; (okbas1) yapilar: goriilmektedir (immiinoperoksidaz X400).
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Sekil 4.6MMP-2’nin o6strus donemi endometriyum dokusunda ki yerlesimi ve
dagiliminda yiizey epiteli; (YE), salg: epiteli; (SE), stromal hiicre; (ok), stromal
lif; (okbas1) yapilar goriilmektedir (Immiinoperoksidaz X400).

4.1.3. Diostrus fazi

Bulgularimiz tablo 4.3’ te 6zetlenmistir.

Yiizey ve salgi bezi epitel hiicreleri aV igin zayif boyanma gosterdi. Boyanma
hiicrelerin daha ¢ok apikal membraninda idi. Stromal hiicrelerde ekspresyon zayif
iken stromal liflerde orta derecede reaksiyon dikkat cekiciydi (Sekil 4.7). Bu grupta
B3 ve matriks metalloproteinaz ekspresyonu yiizey epitelyum hiicrelerinde zayif
izlenirken salgi epitelinde orta derecede izlendi. Ancak ¢ekirdek boyanmasi yoktu.
Stromal hiicrelerde ve liflerde ise zayiftan ortaya degisen boyanmalar ilgiyi ¢ekti
(Sekil 4.8, Sekil 4.9).
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Tablo 4.3Kontrol grubu diostrus donemi endometriyumunda o5, B3 ve matriks
metalloproteinaz ifadesi

a5 integrini B3 integrini Matriks
Metalloproteinaz

Yiizey Epitelyum Hiicre | + +,- +
Sitoplazmasi

Yiizey Epitelyum Hiicre | - - -
Cekirdegi

Salg1 Epitelyum Hiicre | ++ ++ ++

Sitoplazmasi

Salgr Epitelyum Hiicre | - -

Cekirdegi
Stromal Hiicreler -+ o -+t
Stromal Lifler +++ +++ +++

t!I -
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Sekil 4.7 aV integrin alt biriminin diostrus donemi endometriyum dokusunda ki
yerlesimi ve dagiliminda yiizey epiteli; (YE), salgi epiteli; (SE), stromal hiicre;
(ok), stromal lif; (okbas1) yapilar: goriilmektedir (immiinoperoksidaz X400).



Sekil 4.8B3 integrin alt biriminin didstrus donemi endometriyum dokusunda Ki
yerlesimi ve dagiliminda yiizey epiteli; (YE), salgi epiteli; (SE), stromal hiicre;
(ok), stromal lif; (okbast) yapilar: gériilmektedir (immiinoperoksidaz X400).

Sekil 4.9MMP-2’nin diostrus donemi endometriyum dokusunda ki yerlesimi ve
dagiliminda yiizey epiteli; (YE), salg: epiteli; (SE), stromal hiicre; (ok), stromal
lif; (okbas1) yapilar goriilmektedir (immiinoperoksidaz X400).
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4.1.4. Ovariektomi yapilan grup

Bulgularimiz tablo 4.4’ de 6zetlenmistir.

Ovariektomi yapilan grupta aV, B3 ve matriks metalloproteinaz yiizey ve salg: ve
bez epitelyum hiicrelerinde negatif bazi1 alanlarda ise ¢ok zayif sitoplazmik boyanma
gosterdi. Stromal hiicreler her ¢ antikor icin negatif reaksiyon gosterirken stromal
lifler zayif pozitif olarak izlendi (Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12).

Tablo 4.40variektomi vyapilan sicanlarin endometriyumundaa5, B3 ve matriks
metalloproteinaz ifadesi

a5 integrini B3 integrini Matriks
Metalloproteinaz

Yiizey Epitelyum Hiicre + +

Sitoplazmasi

Yiizey Epitelyum Hiicre
Cekirdegi

Salg1 Epitelyum Hiicre

Sitoplazmasi

Salg1 Epitelyum Hiicre
Cekirdegi

Stromal Hiicreler

Stromal Lifler + + +
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Sekil 4.10 oV integrin alt biriminin ovariektomi yapilan siganlarin endometriyum
dokusunda ki yerlesimi ve dagiliminda yiizey epiteli; (YE), salgi epiteli; (SE),
stromal hiicre; (ok), stromal lif; (okbasi) yapilarnn  goriilmektedir
(Immiinoperoksidaz X400).

Sekil 4.11B3 integrin alt biriminin ovariektomi yapilan siganlarim endometriyum
dokusunda ki yerlesimi ve dagiliminda yiizey epiteli; (YE), salg: epiteli; (SE),
stromal hiicre;  (ok), stromal lif; (okbasi) yapilarnn  goriilmektedir
(Immiinoperoksidaz X400).
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Sekil 4.12MMP-2’nin ovariektomi yapilan sicanlarin endometriyum dokusunda ki
yerlesimi ve dagiliminda yiizey epiteli; (YE), salg: epiteli; (SE), stromal hiicre;
(ok), stromal lif; (okbas1) yapilar: gériilmektedir (immiinoperoksidaz X400).

4.2. Hiyaluronik Asit Verilen Grup

4.2.1. Proostrus fazi

Bulgularimiz tablo 4.5 de 6zetlenmistir.

HA uygulanan deneklerden alinan endometriyum dokularinda oV, B3 ve matriks
metalloproteinaz yiizey epitelinde, salg: epitelinde ve stromal hiicrelerde ve liflerde
kuvvetli pozitif reaksiyon gosterdi. Reaksiyon hem niikleer hem de
sitoplazmikti.Ancak yiizey epitelinde ve salgi bezi epitelinde bazi hiicrelerde
cekirdeklerin negatif reaksiyon gosterdigi gozlendi (Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil
4.15).
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Tablo 4.5HA uygulanan proostrus donemi endometriyumunda oV, p3 ve matriks
metalloproteinaz ifadesi

a5 integrini B3 integrini Matriks
Metalloproteinaz

Yiizey Epitelyum Hiicre | +++ +++ +++

Sitoplazmasi

Yiizey Epitelyum Hiicre | +++ +++ +++
Cekirdegi
Salgi1 Epitelyum Hiicre | +++ +++ +++

Sitoplazmasi

Salgi Epitelyum Hiicre | +++ +++ +++
Sitoplazmasi

Stromal Hiicreler +++/- ++4/- +++/-

Stromal Lifler +++ +++ +++

Sekil 4.13HA uygulanan prodstrus donemi endometriyum dokusunda ki aV integrin
alt birimininyerlesimi ve dagiliminda yiizey epiteli; (YE), salgi epiteli; (SE),
stromal hiicre;  (ok), stromal lif; (okbasi) yapilarn  goriilmektedir
(Immiinoperoksidaz X400).



Sekil 4.14HA uygulanan prodstrus donemi endometriyum dokusunda ki B3 integrin
alt birimininyerlesimi ve dagiliminda yiizey epiteli; (YE), salgi epiteli; (SE),
stromal hiicre; (ok), stromal lif; (okbasi) yapilarnn  goriilmektedir
(Immiinoperoksidaz X400).

Sekil 4.15HA uygulanan prodstrus donemi endometriyum dokusunda ki MMP-2’nin
yerlesimi ve dagiliminda yiizey epiteli; (YE), salgi epiteli; (SE), stromal hiicre;
(ok), stromal lif; (okbas1) yapilar: goriilmektedir (immiinoperoksidaz X400).

43



4.2.2. Ostrus faz1

Bulgularimiz tablo 4.6’ da 6zetlenmistir.

Bu grupta oV, kontrol grubundan farkli olarak yiizey ve salgi epitelyum hiicreleri
ve stromal hiicreler kuvvetli pozitif reaksiyon gosterdi (Sekil 4.16). B3 ve matriks
metalloproteinaz igin negatifti. Yalnizca stromal liflerde zayif ve bazi alanlarda orta

derecede reaksiyon izlendi (Sekil 4.17, Sekil 4.18).

Tablo4.6HA uygulanan o6strus donemi

metalloproteinaz ifadesi

44

endometriyumunda o5, B3 ve matriks

a5 integrini B3 integrini Matriks
Metalloproteinaz

Yiizey Epitelyum Hiicre | +++ +++ +4++
Sitoplazmasi
Yiizey Epitelyum Hiicre | +++ +++ +++
Cekirdegi
Salgi Epitelyum Hiicre | +++ +++ +4++
Sitoplazmasi
Salgi Epitelyum Hiicre | +++ +++ +4++
Cekirdegi
Stromal Hiicreler _ - -
Stromal Lifler -+ -+ -+




Sekil 4.16HA uygulanan 6strus donemi endometriyum dokusunda ki oV integrin alt
birimininyerlesimi ve dagiliminda yiizey epiteli; (YE), salg: epiteli; (SE), stromal
hiicre; (ok), stromal lif; (okbasi) yapilari gériilmektedir (Immiinoperoksidaz
X400).

Sekil 4.17HA uygulanan 6strus dénemi endometriyum dokusunda ki B3 integrin alt
birimininyerlesimi ve dagiliminda yiizey epiteli; (YE), salg: epiteli; (SE), stromal
hiicre; (ok), stromal lif; (okbasi) yapilar: goriilmektedir (Immiinoperoksidaz
X400).
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Sekil 4.18HA uygulanan 6strus dénemi endometriyum dokusunda ki MMP-2’nin
yerlesimi ve dagihiminda yiizey epiteli; (YE), salgi epiteli; (SE), stromal hiicre;
(ok), stromal lif; (okbas1) yapilar: gériilmektedir (immiinoperoksidaz X400).

4.2.3. Diostrus fazi

Bulgularimiz tablo 4.7° de 6zetlenmistir.

Bu grupta aV, B3ve matriks metalloproteinaz ekspresyonu kontrol grubundan
farkli olarak vyiizey ve salgt epitelinde kuvvetli pozitif bulundu. Boyanma
sitoplazmikti. Stromal hiicreler hem negatif hem de pozitif reaksiyon gosterdi.
Stromal liflerin ise orta derece reaksiyon gosterdigi belirlendi (Sekil 4.19, Sekil 4.20,
Sekil 4.21).
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Tablo 4.7HA uygulanan diostrus
metalloproteinaz ifadesi

dénemi endometriyumunda

47

ob, B3 ve matriks

a5 integrini B3 integrini Matriks
Metalloproteinaz

Yiizey Epitelyum Hiicre | +++ +++ +++
Sitoplazmasi
Yiizey Epitelyum Hiicre | - - -
Cekirdegi
Salgi Epitelyum Hiicre | +++ +++ +++
Sitoplazmasi
Salgr Epitelyum Hiicre | - - -
Cekirdegi
Stromal Hiicreler -+ -4+ -+t
Stromal Lifler +,++ ++ +++ ++ +++

Sekil 4.19HA uygulanan diostrus donemi endometriyum dokusunda ki aV integrin
alt birimininyerlesimi ve dagiliminda yiizey epiteli; (YE), salgi epiteli; (SE),

stromal

hiicre;

(oK),

(Immiinoperoksidaz X400).

stromal

lif,  (okbasi)

yapilar

gorilmektedir



Sekil 4.20HA uygulanan diostrus donemi endometriyum dokusunda ki B3 integrin alt
biriminin yerlesimi ve dagiliminda yiizey epiteli; (YE), salgi epiteli; (SE),
stromal hiicre; (ok), stromal lif; (okbasi) yapilarn  goriilmektedir
(Immiinoperoksidaz X400).

Sekil 4.21HA uygulanan diostrus donemi endometriyum dokusunda ki MMP-2’nin
yerlesimi ve dagiliminda yiizey epiteli; (YE), salg: epiteli; (SE), stromal hiicre;
(ok), stromal lif; (okbas1) yapilar: gériilmektedir (immiinoperoksidaz X400).
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4.2.4. Ovariektomi grubu

Bulgularimiz tablo 4.8’ de 6zetlenmistir.

Ovariektomi yapilan grupta aV, B3 ve matriks metalloproteinaz yiizey ve
salgiepitelinde orta derece boyanma gosterdi. Boyanma sitoplazmikti ¢ekirdek
boyanmasi yoktu. Bu grupta da kontrol grubuna benzer sekilde stromal hiicreler her
tic antikor igin negatif reaksiyon gosterirken Stromal lifler zayif pozitifti (Sekil 4.22,
Sekil 4.23, Sekil 4.24). Stromal liflerdeki 3 ve matriks metalloproteinaz boyanmasi

aV integrin boyanmasina karsin daha yogundu.

Tablo 4.80variektomi yapilan ve HA uygulanan siganlarin endometriyumundao5, 3
ve matriks metalloproteinaz ifadesi

a5 integrini B3 integrini Matriks
Metalloproteinaz

Yiizey Epitelyum Hiicre | ++ ++ ++

Sitoplazmasi

Yiizey Epitelyum Hiicre
Cekirdegi

Salg1 Epitelyum Hiicre | ++ ++ ++

Sitoplazmasi

Salg1 Epitelyum Hiicre
Cekirdegi

Stromal Hiicreler

Stromal Lifler + + +




Sekil 4.22HA uygulanan ovariektomi yapilmis Siganlarin endometriyum dokusunda
ki aV integrin alt birimininyerlesimi ve dagiliminda yiizey epiteli; (YE), salgt
epiteli; (SE), stromal hiicre; (ok), stromal lif; (okbasi) yapilari gorilmektedir
(Immiinoperoksidaz X400).

Sekil 4.23HA uygulanan ovariektomi yapilmis siganlarin endometriyum dokusunda
ki B3 integrin alt birimininyerlesimi ve dagiliminda yiizey epiteli; (YE), salgt
epiteli; (SE), stromal hiicre; (ok), stromal lif; (okbasi) yapilari goriilmektedir
(Immiinoperoksidaz X400).
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Sekil 4.24HA uygulanan ovariektomi yapilmis Siganlarin endometriyum dokusunda
ki MMP-2’nin yerlesimi ve dagiliminda yiizey epiteli; (YE), salg: epiteli; (SE),
stromal hiicre; (ok), stromal lif; (okbasi) yapilarnn  goriilmektedir
(Immiinoperoksidaz X400).

Ozetle, immiinohistokimyasal boyama yapilan kesitlerde pozitif boyanan stromal

hiicreler deney ve kontrol grubu agisindan incelendiginde;

e Ostrus donemindeki siganlarda B3 integrin alt biriminin deney grubunda

kontrol grubundan daha yiiksek oldugu,

e Digstrus donemindeki sicanlarda  MMP-2’nin  kontrol grubunun deney
grubundan, oV integrin alt biriminin ise deney grubunun kontrol grubundan

daha yiiksek oldugu,

e Proostrus donemindeki sicanlarda MMP-2" nin deney grubunun kontrol
grubundan, oV integrin alt biriminin ise kontrol grubunun deney grubundan
daha yiiksek oldugu saptandi. Tim bu farkliliklar istatistiksel olarak anlamli
idi (p< 0,005) (Tablo 4.9).
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Tablo 4.9istatistiksel analiz sonuclar

Ostrus B3 Diostrus MMP- | Digstrus av Prodstrus Prodstrus av
2 MMP-2

Kontr | Deney | Kontr | Deney | Kontr | Deney | Kontr | Deney | Kontr | Deney

ol ol ol ol ol
Mean 1,08 2,08 37,67 | 2850 | 29,00 | 5383 | 6000 | 64,83 |6333 | 48,67
Std. 0,49 1,1 3,72 1,05 2,61 5,23 1,26 0,75 2,87 2,25
Deviation
Asymp. 0,002 0,004 0,004 0,003 0,004

Sig.
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5. TARTISMA

implantasyon hem endometriyumdan hem de embriyodan koken alan cesitli
faktorlerin rol aldigi kompleks bir siiregtir (Herler vd 2003, Minas vd 2005).
Yardimci iireme teknikleriyle implantasyon oranlar: yiikseltilmesine ragmen yinede
infertilitede implantasyon defektleri en biiyiik sorunu olusturmaktadir. Gardner ve
arkadaslari embriyo transfer medium igine HA eklemisler ve sonugta implantasyonun
ve fotal gelisimin arttigi saptamislardir. Fare uterusunda 6zellikle stromal hiicrelerin
implantasyon icin ¢ogaldigi donemde HA seviyesinin anlamli bir sekilde artmasi
endometriyumun implantasyona hazirlanmasinda HA’nin 6nemli rolii olabilecegi

kanisini giiglendirmektedir (Gardner vd 1999).

Embriyo transfer medyumuna HA eklenmesi embriyonun transferden sonra
uterus boslugundan ¢ikmasini engeller. HA’nin  embriyonun endometriyuma
yapismasinda etkili olan faktorlerin aktivasyonunu ya da inhibisyonunu etkiledigi
ileri siiriilmektedir (Mansour ve Aboulghar 2002, Nakagama vd 2012). Bununla

birlikte HA’nin embryo implantasyon oranini artirma mekanizmasi belli degildir.

Timor hiicreleri HA’dan zengindir ve yayilimi HA ile iliskilidir. HA, aVB3
integrine baglanir ve NF«B nin uyariimasma neden olur. NFkB bu uyaridan sonra
cekirdege girer ve DNA’ya baglanarak NIK ve IxBa molekiillerinin fosforile
olmasina neden olur. Fosforile IkBo MMP’leri aktive ederek ECM’nin bozulmasina
neden olur. ECM’nin bozulmasiyla engeller kalkar ve timor hiicrelerin gogii ve
yayilimi baglar(Rosales ve Juliano 1996, Karin 2006, Prakash vd 2011).

Calismamizda tiimor hiicrelerinde integrin yolagini uyararak yayilimi artiran ve
transfer medyumuna eklendiginde implantasyon oranini artiran HA nin sigan genital
siklusuna etkisi ve implantasyon oranim artirmada aVf3 integrinlerin ve dolayis: ile

matriks metalloproteinazlarin roliinii arastirmak amaglandi.
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Endometriyum, adezyon molekiillerinden integrinlerce zengin bir bolgedir ve
ekspresyonlart menstriiel siklus siiresince degiskenlik gosterir. Kayisli  ve
arkadaslarinin (2000)yaptig1 ¢calismada luteal fazda o2, 03, a4, a6 bez epitelinde, aV
ise liimen epitelinde bulunur. aV integrini desidual reaksiyon alanlarinda bez ve
limen epitelinde yogunken desidual reaksiyon olmayan alanlarda da ¢ok zayif

immiinoreaktivite gozlenmistir (Ergiirel vd 2002).

Follikiiler fazda, yiiksek Ostrojen alfa reseptoriinii inhibe etmektedir. Luteal
fazda ise progesteron artis1 ve ostrojenin azalmasi sonucunda belirgin integrin artis
olur (Ozcan 2010). Mid luteal faz endometriyumunda integrin subiinitlerinden ol ve
ad bez epitelinde eksprese olurken, B3 hem bez hem de vyiizey epitel hiicrelerinde

saptanmustir (Siilz vd 1998).

Siilz ve arkadaglarinin (1998) yaptigi ¢aligmada ise aV subiiniti follikiler ve
luteal fazda stromal hiicrelerde, yiizey ve bez epitelinde izlenirken 3 subiiniti sadece

luteal fazda pozitif reaksiyon gostermistir (Siilz vd 1998).

Lessey ve arkadaslari (1992, 1996) tarafindan yapilan calismada aVp3’in
ekspresyonunun esas olarak progesteron tarafindan kontrol edildigi gosterilmistir. Bu
caligmada ostrojen bir major inhibitor olarak goérev yaparken progesteronun aVp3

integrin ekspresyonunu uyardigi agik bir sekilde gosterilmistir (Srinivasan vd 2009).

Bir baska calismada ise ostrojenin tek basina aVB3 reaksiyonunu inhibe ettigi
progresteronun ise uyardigi belirtilmistir. Ostrojen ve progesteronun birlikteliginde

ise integrin ekspresyonun ¢ok yiiksek oldugu saptanmistir (Srinivasan vd 2009).

Bizim calismamizda hormonlarin en yiiksek seviyede oldugu prodstrus fazi
endometriyumunda yiizey ve bez epitel hiicreleri, stromal hiicreler ve lifler aV ve B3
integrinleri igin kuvvetli boyanma gosterdi. Bulgularnmiz HA uygulanan deney
grubunda da ayni idi. aV ve B3 reaksiyonu ostrojenin oldugu diger hormonlarin
seviyesinin diistiigii strus, progesteronun artmaya basladigi ancak seviyesinin diisiik
oldugu diostrus ve ovariektomi grubunda yiizey ve bez epitel hiicrelerinde ve stromal

hiicrelerde negatifti.
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Farelerde ve siganlarda ostrus siklusu postnatal 28. -42. Giinlerde, vajinal
acikligin belirmesiyle ve vajinal smear yontemi kullanilarak takip edilebilir. Yaklasik

4-5 giin stirer.

Fare ve sicanlarda insanlarinkine benzer sekilde genital siklus ¢esitli hormonlarin
kontroliindedir. Prolaktin, LH ve FSH prodstrusun aksam saatlerinde yiikselmeye
baslar ve ostrodiol seviyesi proostrusta pik seviyeye ulasir 6strus doneminde bazal
seviyeye gelir. Progesteron sekresyonu didstrus fazinda artar diostrus Il de yiiksektir.
Diostrus fazinin ardindan diismeye baglar. Progesteron degeri ikinci pik seviyesine

proostrus fazinin sonunda ulasir.

Bizim c¢alismamizda progesteron hormonun pik yaptigi proostrus fazinda hem
kontrol grubunda hem de HA verilen grupta da yiizey epitel ve bez epitelhiicrelerinde
ve stromal hiicrelerde aV ve B3 integrin kuvvetli pozitif boyanma gosterdi.

Boyanma hem niikleer hem de sitoplazmikti.

MMP’ler protein komponentlerin parcalayan ¢inko bagimli bir enzimdir. Bu
ozelliginden dolayr dokularin bozulmasinda ve yeniden sekillenmesinde &nemli rol
oynar. Uzun siire metalloproteinazlarin fizyolojik islevinin sadece ekstraselliiler
komponentleri bozarak hiicre gogiiniinii kolaylastirmak oldugu diistintilmekteydi.
Ancak son yillardaki arastirmalar MMP’lerin yalmzca ECM komponentlerin
diizenlenmesinde degil aym1 zamanda adezyon molekiilleri, sitokinler, biiyiime
faktorleri ve reseptorleri ve pek cok ¢esit enzim gibi ECM komponenti olmayan
molekiillerin islevinin diizenlenmesinde de goérev aldigin1 gostermistir (Beaudeux vd
2004, Libra vd 2009). Progesteron MMP’lerin islevinde asir1 ektravilloz trofoblast
invazyonun oOnlenmesi igin negatif diizenleyici olarak gorev yapar (Halasz ve
Szekeres- Bartho 2013). Mountain ve arkdaslarinin 2012 yilinda yapmis oldugu
calismada ovariektomi yapilan farelerde MMP olmadigint hormon replasman
tedavisinden sonra ise MMP ekspresyonun anlamli bir sekilde arttigini gostermistir
(Mountain vd 2013). Bir diger calisma da ise Ostrojen ve progesteronun MMP

aktivitesini attirdig1 bildirilmektedir (Halasz ve Szekeres- Bartho 2013).
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Bizim c¢alismamizda metalloproteinaz yiizey ve bez epitelinde, stromal
hiicrelerde prodstrus fazinda pozitif didstrus, ostrus fazinda ve ovariektomideise

negatif reaksiyon gosterdi.

Daha onceki calismalarda integrinlerin hormonlarin kontroliinde oldugunu ve
ozellikle progesteron homonunun integrin ve MMP ekspresyonunu arttirdigi
bildirmektedir. Bizde o6strojen ve progesteron hormonunun en yiiksek seviyede
oldugu proostrus doneminde integrin ve MMP ekspresyonunun kuvvetli pozitif
oldugunu saptadik. Bu fazda kontrol ve deney gruplart arasinda farklilik yoktu.
Ostrojen homonunun etkisindeki 6strus fazinda epitel hiicrelerin ve stromal
hiicrelerin negatif ve zayif pozitif olmast HA verilen 6strus grubunda negatif
boyanmanin orta derece boyanmaya olmasi oldukea ilgingti. Didstrus ve ovariektomi
grubunda da 6strus grubuna benzer sekilde epitel hiicrelerinde ve stromal hiicrelerde
negatif reaksiyon izlenirken HA verilen grupta reaksiyonun pozitif olmas: dikkat
cekiciydi. Bununla birlikte diostrus ve ovariektomi grubu endometriyum yiizey ve

bez epitel hiicrelerinde 6strus grubunda izlenen ¢ekirdek boyanmasi yoktur.
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6. SONUCLAR

Calismamizda oV, B3 ve metalloproteinazin ovariektomide negatif izlenirken HA
uygulamasindan sonra pozitif ekspresyon gostermesi ve Ostrus Ve diostrus
fazlarindan elde edilen sonuglarin prodstrus fazindan farkli olmasi her iig

molekiiliinde hormonlarin kontroliinde oldugu goriisiinii giiglendirmektedir.

HA ile yapilan transferlerde implantasyon oraninin arttig1 bildirilmektedir Ostrus,
diéstrus ve ovariektomi grubunda oV, B3 veMMP’lerinepitel hiicrelerindeki
ekspresyonlarinin  kontrol ve deney gruplarinda farkli olmast HA’nin aV, B3
integrinler aracilig islev yapiyor olabilecegini diisiindiirmektedir.

Endometriyumda bulunan a3 heterodimeri implantasyon icin olmazsa olmaz
molekiillerdendir. Negatif ekspresyon infertilite nedenidir. Bu nedenle bu
molekiillerle ileri diizeyde c¢alismalarin olmas: infertilitenin tedavisinde yeni

yaklasimlar getirecektir.
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