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OZET

Bir immiinofilin olan FK506’ya baglanan protein 52 (FKBP52), steroid hormon
reseptor aktivitesini degistiren bir Hsp90 kosaperonudur. FKBP52 nin reseptor-saperon
kompleksleri ile isbirligi sonucu reseptoriin hormona baglanmasi artar. Daha Once
yapilan caligmalarda CD1 ve C57BL6/129 genetik zeminli Fkbp52 geni c¢ikarilmig
(Fkbp52-/-) disi farelerde ovulasyon ve fertilizasyonun normal oldugu ancak
implantasyonun gerceklesmedigi gozlenmistir. Fkbp52-/- disi farelere gebeliklerinin 2-
4. giinleri boyunca Progesteron (Ps) enjeksiyonu yapildiginda CD1 genetik zeminli
olanlarda implantasyon gerceklesmis ancak C57BL6/129 genetik zeminli olanlarda
gerceklesmemistir.

Implantasyonun P, enjeksiyonu yapilan CD1 genetik zeminli Fkbp52-/-
farelerde  gerceklesmesine karsin  C57BL6/129  genetik zeminli olanlarda
gerceklesmemesi, CD1 Fkbp52-/- farelerde gebeligin terme ulagabilmesi icin daha fazla
P, diizeylerine gereksinim duyulmasi, plasentada Fkbp52 eksprese edilmesine karsin
Pgrnin eksprese edilmemesi bilgilerinden yola ¢ikarak FKBP52’nin Progesteron
reseptorii (PR) aktivitesini optimize etmekten bagka bir fonksiyonu olabilecegi
hipotezini kurduk.

Yaptigimiz 2 boyutlu ayrim jel elektroforezi ve kiitle spektrometresi sonucunda
Fkbp52-/- uterusta P4-PR sinyalinden bagimsiz olarak sadece antioksidan protein
Peroksiredoksin6 (PRDX6)’ nin azaldigin1 bulduk. Bu proteinin spesifik olarak uterusta
azaldigimi Northern Blot yontemi ile; oksidatif stresin uterusa spesifik oldugunu ise 8-
izoprostan assay ile gosterdik.

Normalde implantasyonun %100 oraninda gerceklestigi P, uygulanan Fkbp52-/-
farelere oksidatif stres indiikleyici ajan parakuat enjeksiyonu bu fareleri oksidatif strese
daha hassas hale getirerek implantasyonu biiyiik Olciide inhibe etti. Bu farelere
parakuatin yam sira N-Asetil sistein ve a-Tokoferol antioksidanlarinin uygulanmasi bu
farelerdeki implantasyon basarisini artirdi.

Desiduada FKBP52 ile PRDX6 arasinda fiziksel etkilesim oldugunu
immiinopresipitasyon yontemiyle gosterdik.

Fkbp52-/- fareler ile in vivoda elde ettigimiz bulgular1 in vitroda fare
embriyonik fibroblast ¢caligmalari ile dogruladik.

Elektron mikroskopi incelemeleri ile Fkbp52-/- farelerin uterusunda vahsi tip
uterusa oranla ultrastriiktiirel diizeyde degisiklikler oldugunu gosterdik.

Calismamiz, FKBP52 nin PR kompleksindeki kosaperon fonksiyonunun yani
sira uterusta PRDXG6 ile etkilesip oksidan/antioksidan diizeylerini etkileyerek gebeligi
oksidatif stresten korudugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: FK506’ya baglanan protein 52 (FKBP52), peroksiredoksin 6
(PRDX6), implantasyon, oksidatif stres.



ABSTRACT

FK506 binding protein (FKBP52) is an immunophilin which serves as a Hsp90
cochaperone to influence steroid hormone receptor function. Association of FKBP52
with receptor-chaperone complex increases the binding of receptor-hormone binding.
Previous studies showed that Fkbp52-/- mice on CDI1 and C57BL6/129 genetic
backgrounds have normal ovulation and fertilization but have complete implantation
failure. P4 supplementation rescued implantation in CD1 Fkbp52—/— females but not in
C57BL6/129 Fkbp52—/— females. Hence P, supplementation can rescue implantation in
CD1 Fkbp52—/- females but not in C57BL6/129 Fkbp52—/— females, CD1 Fkbp52—/-
females need higher amount of P4 to maintain pregnancy to full term and expression of
Fkbp52 in the placenta without Pgr we hypothesized that FKBP52 should have another
function independent of its PR cochaperone activity.

As a result of two dimensional difference gel electrophoresis and mass
spectrometry, antioxidant protein Peroxiredoxin6 (PRDX6) was found to be the only
protein that downregulated in Fkbp52-/- uterus independent of P4-PR signaling. We
confirmed specific downregulation of Prdx6 in the uterus by Northern Blotting and
specifity of oxidative stress to the uterus via 8-isoprostane assay.

Injection of paraquat which is an oxidative stress inducing agent to P4 treated
Fkbp52-/- mice that normally have %100 implantation inhibited implantation
substantially because these mice became more vulnerable to oxidative stress by
paraquat injection. Treatment of these mice with N-acetylcysteine and a-tocopherol
antioxidants in addition to paraquat increased implantation success.

We showed physical interaction between FKBP52 and PRDX6 in the decidua
via immunoprecipitation.

We confirmed our in vivo findings about Fkbp52-/- mice also by in vitro studies
performed on mouse embryonic fibroblasts.

We showed changes in the uteri of Fkbp52-/- mice compared to wild type mice
at ultrastructural level via electron microscopy.

Our study showed that in addition to its cochaperone function in PR complex
FKBP52 also interacts with PRDX6 to balance oxidant/antioxidant status in the uterus
and protects pregnancy.

Key words: FK506 binding protein (FKBP52), peroxiredoxin (PRDX6), implantation,
oxidative stress.
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GIRIS VE AMAC

Implantasyon en basit tanimiyla, embriyonun uterusa yerlesmesidir. Embriyo ve
uterus arasindaki etkilesim hala merak uyandwran ve sirlar1 tam olarak ortaya
c¢ikartlamamus bir konudur. Insanlarda implantasyon ¢alismalar1 hem zorluklar1 hem de
etik kisitlamalar nedeniyle miimkiin olamamakta bu alandaki bilgilerin ¢ogu
kemirgenlerde Ozellikle fare ve sicanlarda yapilan calismalar sonucunda elde
edilmektedir.

Infertilite, global sosyal ve ekonomik bir problemdir. Insanda dollenmelerin
%30’undan fazlasi implantasyon zamani diisiikle sonuclanir. 2050’ye kadar ciftlerin
yaklasik %15’inin infertilite nedeniyle cocuk sahibi olamayacagi tahmin edilmektedir.
Bazi bireylerde in vitro fertilizasyon (IVF) ve embriyo transferi uygulamalari ile
infertilite problemi ¢oziilebilmesine karsin implantasyon basarisizlig1 gebelik basarisini
etkileyen ©nemli bir sorundur. IVF hastalarinda, embriyonun non-reseptif uterusa
transferi implantasyon basarisizligi ile sonug¢lanir

Fare ve sicanda uterus reseptivitesi gebelik boyunca sinirli bir zaman diliminde
gerceklesir. Bu tiirlerde uterus pre-reseptif, reseptif ve non-reseptif fazlarmna ayrilir.
Uterustaki heterojen hiicre tipleri (liimen ve bez epiteli, stroma ve miyometriyum)
ostrojen (E,) ve progesterona (P,) farkli yanitlar vererek uterusu reseptif hale getirirler.
P4, progesteron reseptorii (PR) araciligiyla etki gostererek memelilerde ovulasyon,
uterus reseptivitesi, implantasyon, desidualizasyon ve gebeligin devam etmesinde rol
alr.

FK506’ya baglanan protein 52 (FKBP52) bir immiinofilindir. Immiinofilinler
immiinbaskilayic1 ilaglara baglanir ve etkilerine aracilik ederler. Immiinofilinler
FK506’ya baglanan proteinler (FKBPler) ve siklosporin A’ya baglanan proteinler
(Cyp’ler) olmak iizere ikiye ayrilirlar. FKBP ve CyP ailelerinin bazi iiyeleri Hsp 90’a
baglanan tetratrikopeptit tekrari (TPR) domeyni igerirler. FKBPS2, steroid reseptor
komplekslerinde rol alan TPR igeren bir kosaperondur. FKBP52, progesteron, androjen
ve glukokortikoit reseptorlerine baglanarak bu reseptorlerin ligandlarma karsi
fonksiyonlarini optimize eder. Sadece FKBP52’ye bagli PR kompleksi yiiksek etkinlikte
calisir ancak FKBP5?2 eksikliginde de P4’e kars1 bazal PR yanit1 s6z konusudur.

Daha 6nce yapilan caligmalarda C57BL6/129 ve CD1 genetik zeminli Fkbp52
geni ¢ikarilmis (Fkbp52-/-) farelerde ovulasyon ve fertilizasyonun basarili bir sekilde
gerceklestigi ancak implantasyonun gerceklesmedigi gosterilmistir. Bu farelerin
derialtina P4 iceren silastik implantlar yerlestirildiginde yani disaridan P; destegi
saglandiginda CD1 genetik zeminli olanlarda implantasyon ve desidualizasyon
gerceklesmis buna karsin C57BL6/129 genetik zeminli olanlarda gerceklesmemistir.
CD1 Fkbp52-/- farelere verilen normalden yiiksek diizeydeki P4, implantasyonun



gerceklesmesini saglamis ancak gebeligin ilerleyen giinlerinde cok sayida embriyo
rezorbe olmustur. Bu farelerde gebeligin terme ulagabilmesi icin daha fazla P4
diizeylerine gereksinim duyulur.

CD1 Fkbp52-/- farelerde P4’lin azalan PR yanitinin iistesinden nasil geldigi ve
implantasyona izin verdigi bilinmemektedir. FKBP52, PR’yi Ps’e baglanmasi i¢in
optimal konfigiirasyonda tuttugu i¢in ortamda bulunan fazla miktardaki P4, FKBP52
eksikliginde Ps’iin PR kompleksine baglanma olasiligini artiriyor olabilir. Bir diger
olasilik ise FKBP52’nin PR sinyal yolagindakinden baska bir gérevinin daha olmasidir.
Ciinkii, disaridan saglanan P4 destegi C57BL6/129 genetik zeminli Fkbp52-/- farelerde
implantasyonun gergeklesmesini saglayamamakta ve CD1 Fkbp52-/- farelerde gebeligin
terme ulasabilmesi i¢cin daha fazla P4 diizeylerine gereksinim duyulmaktadir. Ayrica
daha once yapilan bir calismada plasentada Fkbp52'nin eksprese edildigi buna karsin
Pgr’nin eksprese edilmedigi gosterilmistir. Bu da FKBP52 nin PR aktivitesini optimize
etmekten bagka bir fonksiyonu olabilecegini diisiindiirmektedir.

Hipotezimiz; FKBP52’nin PR sinyal yolagindaki kosaperon fonksiyonundan
bagimsiz bagka bir rolii vardir. Bunu belirleyebilmek icin Fkbp52-/- farelerin uterusunda
Vahsi tip ve Pgr-/- farelerin uterusundan farkli olarak eksprese edilen proteinleri
proteomiks analiziyle belirlemeyi ve elde edecegimiz sonuglara gére FKBP52’nin
kosaperon fonksiyonundan bagimsiz rollerini aragtirmayr amagladik.



GENEL BIiLGIiLER

2.1. Uterusun Gelisimi

Genital sistem mezoderm kokenlidir. Disi ve erkek embriyoda mezonefrik ve
paramezonefrik kanallar olarak iki ¢ift genital kanal bulunur. Paramezonefrik kanal,
tirogenital kabarikligin 6n — yan yiizeyindeki sdlom epitelinin uzunlamasina bir girintisi
halinde belirir. Kanal kranial uctan sdlom boslugu icine huni seklinde bir yapiyla acilir.
Once mezonefrik kanahin lateralinde uzanir ve onu caprazladiktan sonra kaudomedial
yonde ilerler. Orta hatta diger paramezonefrik kanala aksi yonden yaklasir. Baglangicta
bir septumla ayrilmis olan bu iki kanal, daha sonra birleserek uterus kanalini
olustururlar. Birlesmis olan kanallarin kaudal ucu, iirogenital sinusun arka duvarina
dogru ilerleyerek paramezonefrik ya da Miiller tiiberkiilii denilen kiiciik bir siskinligi
yapar (1).

Mezonefrik kanallar Miiller tiiberkiilii’niin her iki yanindan iirogenital sinus’a
acilirlar. Disi embriyolarda, mezonefrik kanallar testosteron yoklugu nedeniyle
gerilerken, paramezonefrik kanallar, Anti-miillerian (Miiller baskilayic1) hormon
yoklugu nedeniyle disilige farklanirlar (1).

Paramezonefrik kanallar diside esas genital kanallar1 olustururlar. Baslangicta
her bir kanalda ii¢ boliim gozlemlenir: 1- S6lom bosluguna agilan kranial vertikal boliim
2- Mezonefrik kanallar1 caprazlayan horizontal boliim 3- Kars: taraftaki esiyle birlesen
kaudal vertikal boliim. Ovaryumlarin inmesiyle paramezonefrik kanallarin ilk iki
boliimiinden tuba uterinalar gelisir. Kaudal boliimler de uterusu olusturmak {iizere
kaynagirlar. Baslangicta birlesen bu kanallardan olusan dikey septum daha sonra
dejenere olarak ortadan kalkar. Paramezonefrik kanalin ikinci boliimii mediakaudal
yonde hareket ettiginde, iirogenital siskinlikler giderek daha transvers bir diizleme
gelmeye baglar (1, 2).

Kanallar orta hatta birlestikten sonra, genis bir transvers pelvik katlant1 olusur.
Kaynasmis haldeki paramezonefrik kanallarin lateralinden pelvis duvarina kadar uzanan
bu katlantiya ligamentum latum uteri denir. Bu ligamentin {iist sinirinda tuba uterinalar,
arka yiiziinde de ovaryumlar yer alir. Uterovaginal taslaktan uterusun fundus, korpus,
isthmus ve endometriyum epiteli ile bezleri gelisir. Endometriyum stromas: ve
miyometriyum komsu splanik mezodermden koken alir (1).

Uterusun farkli yapilarmin gelismesi 3. trimesterde gerceklesir. Temel yap: 1.
trimesterin sonunda olusur. Bezlerin ve kas tabakasmin baslangic olusumu gebeligin
ortalarmda gozlenir.

2.2. Disi Farede Genital Sistem Anatomisi
Disi farede genital sistem bir c¢ift ovaryum, oviduktlar, uterus, serviks, vajina,
klitoris ve klitoral bezden olusur (Sekil 2.1).



2.2.1. Ovaryum

Ovaryumlar, bobreklerin posterolateral kutuplarina yerlesmistir, her biri
mezovaryum ile dorsal viicut duvarina tutunur ve ince seffaf bir elastik kapsiil ya da
bursa ile cevrelenmistir. Mezovaryumdaki kan damarlar1 ve sinirler hilus denilen
bdlgeden ovaryuma girer ve ovaryumu terkeder (Sekil 2.1).

2.2.2. Ovidukt

Ovidukt periovaryan boslugu uterus boynuzuna baglayan 1.8 cm uzunlugunda
dar kivrimli bir tiiptiir. Dorsal viicut duvarindan mezotubaryum tarafindan ayrilir.
Mezotubaryum mezovaryum, ovaryan bursa ve uterus mezometriyumu ile devam eden
cift kath bir membrandir. Oviduktun 3 segmenti vardir: ovaryan bursaya yakin
genislemis ampulla; uzun, dar ve sikica paketlenmis isthmus ve uterus duvari icinde
kalan internal kistm. Ampulla, infundibulum aracilifiyla periovaryan bosluga acilir.
Fimbriya denilen sagak benzeri uzantilar acilis1 cevreler ve periovaryan bosluga uzanir
(Sekil 2.1).

2.2.3. Uterus

Uterus, Y sekilli tiibiiler yapida olup 2 lateral boynuz (kornua) ve tek bir medyan
govde kismindan (korpus) olusur. Uterus boynuzlari, oviduktlardan posteromediyal
olarak mesanenin dorsal pozisyonuna uzanarak korpusu olusturmak iizere birlesirler.
Boynuzlar, dorsal viicut duvarindan kan, lenf damarlar1 ve sinirlerin bulundugu genis
ligamentler ya da mezometriyum ile ayrilir. Uterusun gévde kismu kraniyal kisim-bu
kistm medyan septum tarafindan ayrilan iki bosluk icerir-ve boliinmemis kaudal
kistmdan-vajina bosluguna ¢ikan boyun ya da serviks kismi-olusur. Serviks ve vajinanin
duvarlar1 dorsal ve ventral olarak devamlidir ancak lateral olarak vajina limeninin
anteriyor olarak derin fornikslere (tavanlara) uzandig bolgelerde devamli degildir (Sekil
2.1).

2.2.4. Vajina ve Klitoris

Kisa, kalin miiskiiler vajina uterus govdesi ve serviksten viicudun ventral
yiizeyindeki aniisiin anteriyOriindeki eksternal acikliga uzanir. Vajina dorsalde rektum
ve ventralde iiretraya gevsek sekilde baglanmistir. Vajinal acikligin anteriyor duvarinda
kiigiik ventrale uzanan yiikselti klitoristir, anteriyor ve lateral yiizeyleri deri ve kil ile
kaphdir. Uretra, klitorisin ucunda bulunan fazla derin olmayan ¢okiintii klitoral fossaya
acilir. Kiiciik armut sekilli klitoral bezler, anterolateral olarak subkutan bag doku
icerisine gomiilmiistiir, herbirinden ¢ikan kanallar klitoral fossanin lateral duvarindaki
acikliga uzanir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Disi farede genital sistem anatomisini gosteren ¢izim (3).

2.3. Disi Farede Ureme Fizyolojisi

Memeliler, hipotalamustan salinan gonadotropin salict hormon; hipofizden
salinan folikiil stimiile edici hormon (FSH) ve liiteinize edici hormon (LH) ve
ovaryumdan salinan Ostrojen (E;) ve progesteron (P4) dahil olmak iizere benzer tireme
sistemine sahiptirler. Ancak tiirlerin fonksiyonlarina detayli bakildiginda 6nemli
farkliliklar gosterdikleri goriiliir. Farklardan biri, dstrus siklusuna sahip olan hayvanlarin
siklus boyunca gebeligin gerceklesmemesi durumunda endometriyumlarini reabsorbe
etmeleridir. Menstrilyel siklusa sahip hayvanlar ise menstriiasyon boyunca
endometriyumlarmi dokerler. Diger bir fark ise seksiiel aktivitedir. Ostrus siklusuna
sahip tiirlerde disiler genelde sikluslarinin sadece Ostrus fazi1 boyunca boyunca aktiftirler.
Zit olarak menstrityel siklusa sahip disiler sikluslarinin herhangi bir zamaninda
ovulasyon yapmadiklar1 durumda bile seksiiel olarak aktif olabilirler. Fareler, puberte
baslangicindan yashiliga degin dongiisel aktivite gosteren ve mevsime bagli olmayan
poliostrik hayvanlardir. Ostrus siklusuna sahip farelerde 4 faz goriiliir ve siklusun siiresi
genellikle 4-5 giindiir (4). Ostrus siklusu ayrica 2 ovaryan faza boliinebilir: folikiiler ve
luteal faz. Folikiiler faz, ovaryan folikiil gelisiminin oldugu periyottur ve prodstrus ile
ostrusu igerir. Luteal faz ise korpus luteumun olustugu ve fonksiyon gordiigii periyottur
ve metadstrus ile didstrusu icerir.

1-Proostrus

Farede seksiiel siklus evrelerinde genital organlarda cesitli degisiklikler meydana
gelmektedir. ProOstrusta; ovaryumda biiyiik follikiiller bulunur. Vajina kirmizi-pembe
renkte, nemlidir. Disi heniiz seksiiel olarak reseptif degildir (4, 5).

2-Ostrus

Ostrus, disinin seksiiel olarak reseptif oldugu evredir. Bu faz “kizginlik” evresi
olarak ta adlandirilir. Gonadotropik hormonlarin diizenlemesiyle folikiiller olgunlasir ve
Ostrojen en biiyiik etkisini gosterir. Fareler fizyolojik degisiklikler ile belirgin-arka
ayaklarini kaldirdig: lordozis refleksi gibi-seksiiel olarak reseptif davrams gosterirler.
Ostrusta; ovulasyon goriiliir. Vajina, proostrustakinden daha acik renktedir ve 6dem



belirgindir (4, 5). Uterus dolasimdaki yiiksek Ostrojen nedeniyle biriken sivi ve vaskiiler
gecirgenlikteki artistan dolay1 prodstrus ve Ostrus fazlar1 boyunca sis durumdadir.

3-Metostrus

Bu faz boyunca 0strojen stimiilasyonu azalir ve korpus luteum olugmaya baslar.
Metostrusta; ovaryumda korpus luteum goriiliir. Uterus dokusunda sislik ve hiperemi
azalmistir, epitelde dejenerasyonlar goriiliir. Vajinada 6dem azalmis, kuru ve solgun bir
goriiniimii vardir. Beyaz hiicre dokiintiileri goriiliir (4, 5).

4-Diostrus

Bu faz progesteron iireten korpus luteum aktivitesi ile karakterizedir. Gebelik
gerceklesmedigi takdirde didstrus fazi korpus luteumun gerilemesiyle son bulur.
Endometriyum tabakasi dokiilmez ancak gelecek siklus igin yeniden sekillenir.
Diostrusta; ovaryumda follikiiller gelismeye baslamistir. Uterus dokusunda sislik
kaybolmus olup solgun goriiniimliidiir. Vajina da benzer goriiniimde olup kapahdir. Yas
ve kuru uterus agirliklar1 didstrusta en az ve proostrusta en fazladir (4, 5).

Farelerde ciftlestirme iki sekilde yapilabilir:
1. Monogami: Bir disi fare ile erkegin birlestirilmesidir.
2. Poligami: Bir erkek ile 2-4 disi farenin bir kafeste birlestirilmesiyle gerceklestirilen
ciftlestirmedir.

Ciftlesme, Ostrus ve ovulasyon cogu kez fotoperiyodun gece fazinda olusur.
Ciftlesmeden sonra sperm ve yardimci bezlerin koyulastirict salgilari ile vajinal salginin
pihtilagsmasiyla olusan balmumu gibi bir tipa goriiliir. Buna vajinal plak (¢iftlesme tipasi)
denir. Vajinal plak ciftlesmeden 24-36 saat sonra atilir (5).

2.4. Farelerde Uterus Histolojisi

Uterus boynuzlarinin mukozasi-gebe olmayan farelerde endometriyum olarak
adlandirilir-kan damarlar1 ve sinirler tarafindan iyi bir sekilde desteklenir. Epiteli basit
prizmatik epitel olup endometriyal stromaya cikint1 yapan dalli tiibiiler bezlere uzanir.
Stroma, bir¢ok kiiciik polihedral hiicre ve lenfosit iceren retikiiler dokudan olusur. Kas
tabakasi-miyometriyum-icte sirkiiler ve dista longitidunal yerlesimli diiz kas tabakalar1
ve bunlarin arasindaki vaskiiler gevsek bag dokusu-stratum vaskulozumdan-olusur.
Distaki seroza mezometriyum ile devamlhidir. Uterus boynuzlari orta hatta bir araya
geldikce mediyal duvarlar1 serozayi, stratum vaskulozum ve bazi kas liflerini
kaybederek neredeyse vajinal tavan diizeyine ulasarak liimene uzanirlar. Bazi sirkiiler
kas lifleri bolmenin merkezinde kalirlar. Lateral bosluklar basit prizmatikten cok kath
yassiya dogru degisen epitel ile doselidir. Govdenin en ©n anteriyor kisimlari
boynuzlardakine benzer epitel ile doselidir ama baska yerlerde Ozellikle mediyal
duvarlarda yer yer cok katli yassi epitel parcalari bulunur. Govdenin bolinmemis
boslugu ve servikal kanal vajinaninki ile devam eden ¢ok kath yassi epitel ile devamlhidir.
Govdenin lamina propriyast boynuzlara gore daha az hiicre icerirken daha fazla lifsel
eleman igerir. Sirkiiler ve longitidunal diiz kas fibrilleri ve seroza duvari tamamlar.
Serviksin kraniyal iigte ikisinin duvar: sirkiiler yerlesimli diiz kas igerir; kaudal licte



birinin duvar1 gebelik boyunca gevsek halde her tarafa yerlesim gosteren kollajen lif
demetleri icerir (95).

2.5. Implantasyon

Implantasyon en basit tanimiyla, embriyonun uterusa yerlesmesidir. Embriyo ve
uterus arasindaki karsilikli etkilesim hala merak uyandiran ve sirlari tam olarak ortaya
cikarilamamis bir konudur. Memelilerde embriyonun blastosist safthasina gelismesi ve
implantasyon igin uterus ile ilk etkilesimleri tiirden tiire degisir. Insanlarda embriyo ile
uterusun etkilesimlerini molekiiler diizeyde incelemek oldukga giictiir. Buna ek olarak,
insan implantasyonunun incelenmesindeki etik kisitlamalar ve deneyim zorluklari,
embriyo-uterus etkilesimlerinin direk analizini 6nlemektedir. Bu nedenle bu alandaki
bilgilerimizin ¢ogu kemirgenlerde oOzellikle de fare ve siganlarda yapilan caligmalar
sonucunda elde edilmistir (6).

2.5.1. Farelerde Implantasyon
Implantasyon siirecinde, embriyo ve uterus hiicreleri arasinda kompleks
etkilesimler gerceklesir. implantasyon siirecinin temel olaylar1 su sekilde siralanabilir:

1-Preimplantasyon evresindeki embriyonun blastosist agamasma ve uterusun reseptif
faza senkronize bir sekilde gelmesi, (7)

2-Semiallogenik embriyonun annenin immiinolojik yanitlarindan kagmasi, (8)
3-Blastosistin uterusa yakinlastigi alanda artan kapiler gecirgenlik ve kan akisi, (7)
4-Blastosistin uterus limen epiteline ilk tutunmasim takiben yakindaki endometriyal
stromanin lokal desidualizasyonu (7, 9)

5-Embriyonik trofoblastlarca kontrollii uterus invazyonu (10)

Bu asamalarda, hem embriyo hem de uterustaki hiicre tiplerinde proliferasyon,
farklilasma, goc¢ ve yeniden sekillenme olaylar1 goriiliir. Bu kritik olaylar progesteron
(P4) ve ostrojen (E,) tarafindan aracilik edilen gecici ve hiicre tipine spesifik
etkilesimlere baglhidir.

2.5.2. implantasyonun Safhalan

2.5.2.1. Preimplantasyon Evresindeki Embriyonun Gelisimi

Ovulasyondan sonra ovaryumlar tarafindan salinan oositler bagli olduklari
ovidukta girer. Fare ovaryumlar1 ince bir membran (bursa) ile kaphdir ve oositler
abdominal bosluga kacamaz. Oositlerin fertilizasyonu basarili bir ¢iftlesmeden sonra
ampullada gerceklesir. Oosit, ovulasyon gerceklesirken ilk maturasyon bdoliinmesini
gergeklestirir. Oosit heniiz ilk maturasyon boliinmesini tamamlamamigsa ovulasyondan
hemen sonra gerceklestirir. Disi fareler her siklusta normalde 8-10 oosit ovule eder.
Yeni ovule olan oositler kumulus hiicreleri tarafindan cevrilidir. Ciftlesmeden sonra
sperm her iki uterus boynuzu boyunca hareket ederek fertilizasyon bolgesine ulasir.
Genelde birden fazla sperm perivitellin bosluga girer. Ancak bir sperm oosite penetre
olarak doller. Fertilizasyondan sonra zigot mitotik olarak boliinerek blastosist sathasina
ulagir. Ciftlesmeden sonra ciftlesmenin etkisiyle hipofizden prolaktin salinir bu da



ovaryumda fonksiyonel bir korpus luteum olusumuna neden olur ve gebeligin devami
icin baska bir ovulasyon ya da siklusun olmasini bloke eder (11).

Preimplantasyon evresindeki embriyonun gelisimi ve aktivasyonu boyunca
goriilen iki onemli Ozellik fertilizasyondan sonra oositin yariklanmas: ve embriyonik
hiicrelerin blastosist sathasinda i¢ hiicre kitlesi ve trofoektoderme farklilasmasidir (12,
13). Embriyo kaynakli bazi biiylime faktorleri embriyonik biiyiime ve farklilasmanin
otokrin diizenlenmesinde rol almasina karsm preimplantasyon evresindeki embriyonun
gelisimi ve farklilagmasinin tamamlanmasinda P4 ve E;’nin etkisi altindaki tireme
sistemi kaynakli parakrin faktorler de rol alir. Preimplantasyon evresindeki embriyo
gelisiminde P4 ve E>’nin direkt etkisiyle ilgili bir kanit yoktur, ¢iinkii preimplantasyon
evresindeki embriyolarda Ostrojen reseptorii (ER) bulunmamaktadir (14). Embriyonik
3.5. giinde fare blastosistinde trofoektoderm ve i¢ hiicre kitlesi farklilasir. 4.5. giinde ii¢
hiicre tipi bulunur: primitif endoderm-visseral ve pariyetal endodermi olusturur; primitif
ektoderm-embriyoyu olusturur ve trofoektoderm-tiim trofoblastik dokuyu olusturur (15,
16). Trofoblast, memeli konseptiisiiniin yasamasi i¢in gereklidir ¢iinkii implantasyona
aracilik eder ve sonrasinda fetiis ile anne arasinda besin, gaz degisimini saglayan
plasentay1 olusturur (17). Trofoektoderm hiicreleri iki farkli bilesenden olusur: polar ve
mural (18). Mural trofoektoderm i¢ hiicre kitlesine en distal olan hiicrelerden olusur. Bu
hiicreler — primer trofoblast dev  hiicrelere  farklilasacaktir. Dev hiicreler
endoreduplikasyona giderek biiyilkk poliploid hiicreleri olusturur (19). Mural
trofoektoderm ve olusturdugu primer dev hiicreler blastosist implantasyonunun
baslamas1 i¢in Onemlidir (17). Farklilasma i¢ hiicre Kkitlesinin smirina dogru lateral
olarak devam eder. Polar trofoektoderm i¢ hiicre kitlesi ile direkt etkilesim halindedir
(18). Bu hiicreler diploid kalir, boliinmeye devam ederek trofoblast soyunu olusturur.
Bu, ektoderm ve ektoplasental kon ve sonrasinda olgun koryoallantoyik plasentada
goriilen spongiyotrofoblast, labirent ve dev hiicre tabakasini icerir (17). Preimplantasyon
embriyolarinda gelisim basamagina bagli olarak erken gebeligin tarihlendirilmesi

Cizelge 2.1’de goriilmektedir.

Gebelik giinii | Embriyonun gelisim basamagi | Dis iireme sisteminde bulundugu yer
1 1 hiicreli zigot ovidukt

2 2 hiicre ovidukt

3 (01-04.saat) 4 hiicre ovidukt

3 (05-14.saat) 8 hiicre ovidukt

3 (15-23.saat) morula ovidukt

4 blastosist uterus

Cizelge 2.1. Preimplantasyon embriyolarinda gelisim basamagina bagli olarak erken gebeligin
tarihlendirilmesi (11).

2.5.2.2. Uterus Reseptivitesi

Uterus, degisen E, ve P4 salgilarina 6zgiin bicimde yanit veren heterojen hiicre
popiilasyonlarindan olusur. Eriskin overektomize fare ya da rat uterusunda E, liimen ve
bez epitelinin proliferasyonu ve farklilagsmasini uyarirken stromada bu olaylar i¢cin hem
E; hem de P, e ihtiya¢ vardir (7).



Farede preovulatuvar E, salgilanmasi gebeligin ilk iki giinii boyunca liimen ve
bez epiteli hiicrelerinin proliferasyonu ve farklilagmasini saglar. Buna karsin yeni olusan
korpora luteadan salgilanan P, preovulatuvar E, salgis1 ile birleserek gebeligin 3.
giiniinde proliferasyonun epitelden stromaya kaymasin1 saglar. Stromal hiicre
proliferasyonu gebeligin 4. giiniinde (implantasyon giinii) salgilanan preimplantasyon
ovaryan Ostrojen salgisi ile etkili hale getirilir (Sekil 2.2). Preimplantasyon ovaryan
Ostrojenin  salgilanmasi ve blastosistin oldugu bolgede endometriyal Kkapiler
gecirgenligin artig1 daha sonra stromal hiicrelerin desidual hiicrelere farklilagsmasinda
gereklidir.

Farede implantasyon penceresi
(Gebelik gunu)

Preimplantasyon
E2 salinimi

Ovaryan steroidlerinin duzeyleri

1 2 3 4 5 6 7 8
|——— Pre-reseptif — |} Reseptif |- » Refraktor

—» pencere acik @ k =
| pencere kapali Blastosist |
LN

transferi

Sekil 2.2. Farelerde gebelik giinlerine gore uterus reseptivitesi.

Fare ve sicanda uterus reseptivitesi gebelik boyunca sinirli bir zaman diliminde
gerceklesir. Bu tiirlerde uterus pre-reseptif (notral), reseptif ve non-reseptif fazlara
ayrilabilir (7, 20).

Gebe ya da yalanci gebe farede uterus sadece 4. giinde (implantasyon giinii)
reseptif olur, 5. giinde (yalanci gebe farelerde blastosist transferi ile gosterildigi gibi)
uterus non-reseptif olur ve blastosistin varligina yanit vermez ya da desidual reaksiyon
olusturmak amaciyla yapilan travmatik uyarilara yanit vermez. Gebe overektomize
fareler sadece Ps’e maruz birakildiklar: siirece uteruslar1 pre-reseptif fazda kalir (Sekil
2.3). Bu kosullarda travma uygulanmasi sonucu desidual hiicre reaksiyonu goriilmesine
karsin uterus blastosist varligina yanit vermez (7, 20).
Fare uterusu progesteron tarafindan hazir hale getirilmesinden 24-48 saat sonra az
miktardaki Ostrojen tarafindan implantasyon i¢in hazir getirilir (7, 20-23). Sicanda
yapilan ¢aligmalar (24) reseptif uterusta implante olabilmesi i¢in blastosistin de aktive
olmas1 gerektigini gostermistir. Gecikmis implantasyon modelinde (Boliim 2.5.5) P,
enjeksiyonu devam ettirildigi siirece uterus prereseptif fazda kalir, Ostrojen
enjeksiyonunu takip eden reseptif hale gecen uterus enjeksiyondan sonraki 24-36 saat
icerisinde non-reseptif hale gecer. Bu mekanizma tam olarak anlasilamamustir.

Fare ve sicanda hem progesteron hem de Ostrojen implantasyonun gerceklesmesi
icin gereklidir. P4, tavsan, kobay, hamster ve domuzda implantasyon i¢in gereklidir



ancak E, gerekli degildir. Embriyonik kdkenli E;’nin bu tiirlerde implantasyonda rol
alabilecegi diisiiniilmektedir. Bu baglamda, preimplantasyon evresindeki tavsan ve
domuz embriyolarinin Ostrojen olusturma kapasiteleri gosterilmistir (25). Progesteron,
primatlarda implantasyon icin gerekli olmasina karsin E;’nin rolii tam olarak
bilinmemektedir.

Servikal uyarun (yalanci gebelik)
yada
gperm pozitif (gebelik)

overektomi P,+E;

e b

| | | |
1 1 S

\ |
| | | | |
1. giin 2 giin 3. giin 4. gin 5. giin 6.gin 7.gin 8.gin 9.gin

notral faz reseptif
AR faz

Sekil 2.3. Farede gebelik ve yalanci gebelik olaylarinda uterus reseptivitesi (6).

non-reseptif faz

Reseptif Uterusta Vaskiiler Gecirgenlik Degisiklikleri

Implantasyonun en erken gozlenebilir isareti, blastosistin uterusa yaklastigi
bolgede (apozisyon) endometriyal vaskiiler gecirgenlikteki artistir. Bu vaskiiler yantt,
evans mavisi ya da Chicago (Sikago) mavisi gibi makromolekiiler boyalarin hayvanin
sakrifiye edilmesinden 5-10 dakika Once intravendz olarak enjekte edilmesiyle
goriilebilir. Implantasyon bolgeleri uterus boyunca mavi bantlar seklinde goriiliir (Sekil
2.4). Histamin, prostaglandinler, l6kotriyenler, platelet aktive edici faktor gibi bir¢cok
vazoaktif ajanin bu islemde rolii oldugu one siiriilmiistiir (26-30). Fare ve sicanda
implantasyon boyunca uterusta goriilen vaskiiler degisikliklerde 6strojen gereklidir.
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Sekil 2.4. Chicago mavisi enjeksiyonu sonrasi uterusta mavi bantlar seklinde goriilen implantasyon
bolgeleri. Ok baslar1 ovaryumlari, oklar implantasyon bolgelerini gostermekte (31).

2.5.2.3. Desidualizasyon

Desidual hiicre reaksiyonu ilk olarak blastosistin implante oldugu anti-
mezometriyal bolgede gerceklesir. Farede blastosisti cevreleyen farklilasan stromal
hiicreler gebeligin 5. giiniinde Once primer desidual bolgeyi (PDB) olustururlar. Bu
bolge avaskiilerdir ve desidual hiicrelerle sik1 bir sekilde paketlenmistir. Altinc1 giinde,
PDB’nin cevresinde sekonder desidual bolge (SDB) olusur. Bu siirede, Deoksiribo
Niikleik Asit (DNA) sentezi SDB’de yiiksek olmasina karsin PDB’de diisiiktiir. PDB
sekizinci giine kadar ilerleyen sekilde dejenere olur. Sekizinci giinde SDB desidua
kapsiilaris ad1 verilen ince bir hiicre tabakasina doniisiir. Mezometriyal desidual hiicreler
sonunda desidua bazalisi olustururlar. Desiduanin fonksiyonlari, gelisen embriyoya
besin saglamak, embriyoyu annenin immiinolojik yanitlarindan korumak ve uterus
stromasina trofoblast invazyonunu diizenlemektir (32, 33).

2.5.3. implantasyonun Safhalan

Enders ve Schlafke’ye gore implantasyon 3 sathaya ayrilabilir: apozisyon
(yakilagsma), adezyon (tutunma) ve penetrasyon (icine girme) (34, 35). Apozisyon,
embriyonik trofoektoderm hiicreleri ile liimen epitelinin birbirlerine yakinlastiklar:
sathadir. Adezyon safhasinda trofoektoderm ile limen epiteli arasindaki iliski
blastosistin yikama ile uzaklastirilmasmna izin vermeyecek kadar ilerlemistir.
Penetrasyon safhasinda trofoektoderm liimen epiteline invaze olur.

Memelilerde 6zellikle kemirgenlerde apozisyon baslamadan 6nce stromal 6dem
gozlenir. Bu, uterus liimeninin daralmasina neden olur bu da trofoektoderm mikrovillisi
ile limen epitelinin parmaks: c¢ikimtilar olusturmasi (apozisyon) ve birbirlerine
yakinlagsmalar1 (adezyon) ile sonuclanir. Tutunma reaksiyonu blastosistin oldugu
bolgede stromal vaskiiler gecirgenligin lokal olarak artis1 ile sonuclanir ki bu da
makromolekiiler boyalarin intravendz enjeksiyonu ile gozlenebilir. Liimenin kapanmasi
olay1 blastosist varligindan bagimsiz olup P4 bagimlidir ¢iinkii bu olay blastosist olmasa
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da gerceklesmesine ragmen P, olmadiginda gerceklesmez. Adezyon olay1 icin ise E,
gereklidir.

Blastosistin implantasyon zamani antimezometriyal liimen epiteline hangi
mekanizmayla ve nasil yoOnlendirildigi tam olarak anlagilamamistir. Farede liimen
kapanmasinin  baslamasiyla  blastosistler — uterus ekseni boyunca liimenin
antimezometriyal tarafi boyunca yerlesirler. Liimen daralmasi sona erdikten kisa bir siire
sonra zona ile kapl blastosistler i¢ hiicre kitleleri rastgele olacak sekilde implantasyon
bdlmesinde bulunurlar. Ancak tutunma reaksiyonunun baslamasiyla birlikte blastosistler
ic hiicre kitleleri mezometriyal kutba bakacak sekilde yerlesirler. insanda ise
blastosistler i¢ hiicre Kkitlesi antimezometriyuma bakacak sekilde yerlesirler. Bu
gozlemlerden yola ¢ikilarak tiim blastosist yiizeyindeki trofoektodermin liimen epiteline
tutunma potansiyeli oldugu ve tutunmanin zona pellusida kaybindan hemen sonra
gelisigiizel bir sekilde gerceklestigi yorumu yapilmaktadir. Bircok kanit blastosistin
dogru yonlenmesinin i¢ hiicre kitlesinin serbest hareketiyle gerceklestigini 6nermektedir
(36, 37).

Farelerde tutunma reaksiyonunun ilk belirtisi gebeligin 4. giiniiniin (vajinal
plak=1.giin) gece saatlerinde (20"°-24") gériiliir (7). Fare ve insanlarda liimen epiteli
hiicreleri tutunmadan sonra apoptoza gider (38), blastosistin etrafindaki stroma hiicreleri
desidualizasyona gider ve sonucta embriyo antimezometriyal stroma i¢ine gomiilmiis
olur.

2.5.4. implantasyonun Tipleri ve Zamanlamasi

Bonnet (39) farkl blastosist-uterus etkilesimlerini baz alarak implantasyonu 3
kategoriye ayirmistir: merkezi, ekzentrik ve intersisyal. Merkezi implantasyon yiizeysel
implantasyon olarak da bilinir tavsan, yaban gelincigi ve bazi keselilerde goriiliir. Bu
canlilarda blastosist implantasyondan Once yogun sekilde genisler. Fare, sican ve
hamsterlarda ekzentrik implantasyon goriiliir. Bu canlilarin blastosistleri kiiciiktiir ve
sadece az bir genisleme gosterirler. Bu tiirlerde uterus epitelinin invaginasyonuyla
implantasyon bolmesi olusur. Kobay, sempanze ve insanda intersisyal tipte
implantasyon goriiliir, blastosist subepitel stromal dokuya gomiiliir.

Schlatke ve Enders (40) elektron mikroskopik calismalara dayanarak
implantasyonu araya girme, yer degistirme ve kaynasma (fiizyon) olmak ilizere 3’e
ayrrmiglardir. Insan ve kobaylarda goriilen araya girme modelinde trofoblast hiicreleri
limen epiteli boyunca penetre olur, bazal laminaya ulasir ve gecer. Kemirgenlerde
goriilen yer degistirme modelinde liimen epiteli, altindaki bazal laminadan ayrilarak
trofoblastlarin epitel boyunca yayilmasi kolaylastirilir. Tavsanda goriilen kaynagma
modelinde trofoblast hiicreleri liimen epiteli ile baglant1 kurarak simplazma olustururlar.

2.5.5. Gecikmis Implantasyon

Fare ve sicanda gebeligin 4. giiniiniin sabahinda beklenen Ostrojen artisindan
once overektomi (ovaryumlarin ¢ikarilmasi) yapilirsa implantasyon gerceklesmez ve
blastosist uterus limeninde uyku haline gecer, bu durum “gecikmis implantasyon”
olarak adlandirilir (7, 21). Bu durum siirekli P4 uygulamasiyla uzun siire devam
ettirebilir. Tek doz E, enjeksiyonuyla blastosist aktivasyonu ve implantasyon hemen
baslatilabilir (Sekil 2.3). Ayrica laktasyon boyunca oositin postpartum ovulasyon ve
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fertilizasyonundan sonra gecikmis implantasyon dogal olarak gerceklesir (41-43).
Implantasyon emme uyarmmu bittikten sonra gergeklesir. Bu tiirlerdeki laktasyonel
(emzirmeye bagli) gecikme ovaryan Ostrojenin yetersizligi nedeniyledir. Ayrica keseli
hayvanlarda zorunlu mevsimsel gecikmis implantasyon goriiliir (44). Diger taraftan
hamster, kobay, tavsan ve domuzlarda gecikmis implantasyon goriilmez. Primatlar ve
insanlarda bu 6zelligin olup olmadig: bilinmemektedir.

2.6. Gebeligin Steroid Hormonlar Tarafindan Diizenlenmesi

Uterus, her biri E, ve Ps’e farkli yamitlar veren heterojen hiicre tiplerinden
(limen ve bez epiteli, stroma ve miyometriyum) olusur. Farede E, ve P4’iin koordineli
etkileri erken gebelik olaylarmi kontrol etmek i¢in uterus hiicrelerinin proliferasyonu
ve/ya farklilasmasini diizenler. Ornegin, farelerde gebeligin 1. giiniinde uterus epitel
hiicreleri preovulatuvar E;’nin etkisi altinda proliferasyona gider. Yeni olusan korpora
luteadan salinan artan diizeydeki P4, 3. giinden itibaren stromal hiicre proliferasyonunu
baslatir. Bu stromal proliferasyon gebeligin 4. giinii sabahi az miktarda salgilanan
ovaryan E, ile daha fazla stimiile edilir. P4 ve E; nin koordineli etkileri sonucu uterus
epitel hiicrelerinin proliferasyonu durur ve farklilagsma baglar (33). Normal bir gebelik
boyunca uterusta aktif bir blastosistin varlig1 implantasyon reaksiyonu icin uyarandir.
Dordiincii giinde (20"°-24") tutunma reaksiyonu basladiktan sonra implante olan
blastosistin ¢evresindeki stroma hiicreleri yogun sekilde prolifere olarak desidual
hiicrelere farklilasirlar (45). Yalanci gebe farelerde (vazektomize erkeklerle ciftlestirilen
disiler) korpora luteanin varligindan dolay1 uterustaki steroid hormonal ortam benzer
sekilde devam ettirilir. Bu nedenle yalanci gebe uterusun 1 ve 4. giinler arasindaki
implantasyona hassasiyeti normal gebeliktekine benzerdir ve yalanci gebeligin 4.
giiniinde uterus liimenine blastosist transferi normal implantasyon reaksiyonu ve
sonrasinda  desidualizasyonu  tetikler.  Blastosistler, implantasyonun = normal
indiikleyicileri olmalarina karsin intraluminal yag inflizyonu ve mekanik uyarim gibi
cesitli non-spesifik uyaranlar yalanci gebe ya da steroid hormonca hazirlanmis uterusta
desidual hiicre reaksiyonu (desiduoma) baslatabilir (45). Bununla birlikte uterusta
nonspesifik uyaranlar tarafindan indiiklenen reaksiyonlar blastosistler tarafindan
indiiklenenlerden farklidir (46-48).

2.7. Steroid Hormonlar ve Reseptorleri

2.7.1. Progesteron (P4): Gebelik Hormonunun Kesfi

Ovaryan E,, fare ve ratlarda P4 tarafindan hazirlanan uterusta blastosistin
implantasyonu i¢in gerekli olmasina karsin domuz, kobay, tavsan ya da hamsterlar i¢in
gerekli degildir (49). Bunun nedeni domuz ve tavsan blastosistlerinin kendi E,’lerini
sentezlemeleri buna karsin farelerde bu mekanizmanin olmamasi olabilir. Ovaryan E,
sadece bazi tiirlerde Onemli olmasma karsin ovaryan Ps calisilan ¢ogu plasentali
memelide gebeligin devamu icin gereklidir. P4’tin, E, nin etkilerini dengelemek, doguma
kadar uterus diiz kas kasilmasimi diizenlemek ve embriyoya kars1 maternal immiinolojik
diizenlemenin degistirilmesi gibi etkileri vardir (50).

Korpus luteumun 1672’de Hollandali bilim adami Regnier DeGraaf tarafindan
kesfinden beri bu yapinin gebelik boyunca roliinii anlamak i¢in bircok c¢aligma
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yapilmigtir. Bir grup arastirmaci (August Prenant, Fransa), fonksiyonunun gebelik
boyunca ovulasyonu engellemek oldugunu diger bir grup (Gustav Born, Almanya) ise
endometriyumu implantasyon i¢in hazirlamada rolii oldugunu ileri siirmiislerdir (51).

Gustav Born korpus Iluteumun embriyoyu korumak ve implantasyonu
desteklemek icin bazi maddeler salgilamak zorunda oldugu yorumunu yapmistir (52).
1900°de heniiz hormon ya da endokrinoloji terimleri bulunmamisken Born’un dgrencisi
Ludwig Fraenkel bu hipotezi arastirarak korpus luteumun endokrin fonksiyonu ile ilgili
kanit bulmustur. Bu deneylerde Fraenkel hayvan modeli olarak tavsan kullanmistir
clinkii, tavsanlar ciftlesme sonrasi oviile olur, embriyolar implantasyon 6ncesi yaklasik 7
giin oviduktta kalir. Fraenkel, ciftlesme sonrast1 7 giin i¢cinde korpora luteanin
uzaklastirilmasi durumunda gebelik kayb1 oldugunu bulmustur (53). Ayrica Paul Ancel
ve Paul Bouin hem gebe hem de yalanci gebe tavsanlarda endometriyumda olusan
degisikliklerden korpus luteumun sorumlu oldugunu bulmuslardir (54). Bu deneylerden
korpus luteumun salgiladig1 bir maddeyle hem embriyonun kaderini hem de uterus
biitiinliigiini etkledigi kesinlesmistir. 1934’te bu maddenin-progesteron-kristal formunda
saflastirilmast bagimsiz olarak farkli gruplar tarafindan rapor edilmistir (Breslau’dan
Karl Slotta, Hans Ruschig, Eric Fels; A.B.D’den George W. Corner Sr. ve Willard
Allen; Almanya’dan Karl Butenandt ve Oskar Wintersteiner) (51).

Progesteronun kesfi ve izolasyonu hipofiz ya da ovaryum ekstraktlarinin
kurbagalarda ovulasyonu stimiile ettigini gosteren deneylerle ayni zamana rastlamistir
(55-58). 1950’lerin sonu ve 1960’larda arastirmacilar P, ligandmin c¢esitli rolleri
tizerinde cahisirlarken Gerald Mueller ve Elwood Jensen E, reseptoriinii (ER)
bulmuslardir (59). Hemen sonrasinda niikleer progesteron reseptor (PR) saflastirilan ilk
steroid hormon reseptoriidiir, ilk olarak tavuk oviduktundan (60) daha sonra insanlardan
(61) izole edilmistir. PR, ER ve androjen reseptoriiniin (AR) saflastirilmasindan sonra
steroid hormon reseptOrlerinin primer olarak gen transkripsiyonunu etkiledigi
anlasilmistir (62).

2.7.2. Progesteron (P4) Sinyalinin Mekanizmasi

Progesteronun uterus icinde ve disinda anti-inflamatuvar etkilerinin oldugu
gosterilmistir (63). Koyunda erken gebelik boyunca korpora lutea uzaklastirilirsa yogun
16kosit invazyonu gerceklesir, bu da P, tin invazyonu baskilamadaki roliinii gosterir (64).

P4, uterus biyolojisi ve gebelikte rol alan genlerin transkripsiyonunu aktive etmek
icin yanitlarm Oncelikle niikleer progesteron reseptorii (PR) aracilifiyla gerceklestirir.
PR’nin iki izoformu tek bir genden eksprese edilir: PRA ve PRB. Bu iki gen iiriinii ayn1
gen lizerindeki ayr1 promotorlardan transkribe edilir, PRB 120 kDa iken PRA 97kDa’dur
(Sekil 2.5).

PRB PRA

AUG AUG

Sekil 2.5. PRA ve PRB izoformlariin sentezlendigi PR gen yapisi (50).
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Her iki izoformun da amino (N) ucu en degisken kismidir ve transaktivasyon
domeynleri igerir, AF3 (sadece PRB) ve AF1 (PRA ve PRB) transkripsiyonel diizenleme
boyunca koaktivatdr ve korepresorlerin toplanmasindan sorumludur. DNA baglanma
domeyni (DBD) en ¢ok korunan kisimdir, spesifik DNA sekanslarina baglanilmasimdan
sorumlu olan tip II ¢inko parmagi yapilarindan olusur (65, 66). Karboksi (C) terminal
ucu, transkripsiyonel koregiilatorlerle etkilesimde rolii olan AF2 bolgesi iceren ligand
baglanma domeyni (LBD) igerir. PR, 1s1 sok (heat shock) proteinleri ve diger saperonlar
ile etkileserek LBD/AF2’ye lokalize olur (67). B yukar1 sekansi olarak adlandirilan
PRB’nin daha biiyiik segmenti AF3 domeyni igerir ki bunun PRB aktivitesini azalttig1
diisiiniilmektedir. Bu nedenle, PRB PRA izoformundan transkripsiyonel olarak daha az
aktif olma egilimindedir. Kiiltiire edilmis hiicrelerde yapilan koekspresyon
caligmalarinda gosterildigi gibi PRA’nin PRB’nin dominant baskilayicisi olarak etki
gosterdigi diisiiniilmektedir (68, 69). PRA ve PRB proteinleri ayrica P4 antagonistlerine
de 6rnegin, RU-486 (mifepriston) farkli yanit verirler; antagonist baglhh PRA inaktif iken
antagonist bagli PRB transkripsiyonel aktiviteyi artirir (70). Hiicrelerde esit molar
konsantrasyonda eksprese edildiklerinde PRA ve PRB homodimerize ya da
heterodimerize olabilirler, 6zellikle 3 formda bulunurlar: A:A, B:B, A:B. Her formun alt
sinyal yolagindaki hedef genleri diizenlemede farkl aktivite gosterdigi diisiiniilmektedir.

Her iki PR izoformunu kodlayan Pgr geni c¢ikarilmis farelerde yapilan
caligmalar, lireme olaylar1 boyunca niikleer steroid hormon reseptorleri araciligiyla
fonksiyon goren P,’tin 6nemli rollerini ortaya koymustur. Her iki PR izoformu da eksik
olan disi farelerde ovulasyon, fertilizasyon ve implantasyon basarisizliklarinin yanisira
bozulmus seksiiel davranig, gonadotropinlere yetersiz yanit ve meme bezinde defektif
kanal dallanmasi ve lobuloalveolar farklilasma goriiliir (71, 72). PR aracili P4 sinyali
desidualizasyonda ve doguma kadar uterusun hareketsiz tutulmasinda rol alir (49).

Cre-loxP sistemiyle iki ATG translasyon baslangic kodonundan birinde nokta
mutasyonu olusturularak PRA ya da PRB’si olmayan fareler iiretilmistir (73, 74). PgrA
geni silinmig fareler ovaryum ve uterus fonksiyonlarmdaki anormalliklere bagli olarak
infertildirler. PgrB geni silinmis fareler ovaryum ve uterus fonksiyonlarinda bir
anormallik gostermemelerine ragmen bu farelerde gebelik boyunca meme kanali yan
dallanmasi ve alveologenezinde azalma goriilir. Bu bulgulara gére PRA ve PRB
spesifik etkilerini diizenleyebilmek icin doku-secici bir tarzda etki gosterirler ve
uterustaki iireme olaylar1 icin PRA:PRB heterodimerlerine gerek yoktur.

Progesteronun bir membran reseptdr araciligiyla etki gOsterebilecegi
diisiiniilmektedir ancak bu sinyal yolaginmn spesifik fizyolojik olaylara katilimi kesin
olarak gosterilememistir. Bu sinyal i¢in ilk kanit Xenopus oositlerinde gosterilmistir.
Sessiz Xenopus oositleri P, uygulanana kadar mayoz I’de beklerler, P4 uygulamasi,
niikleer steroid hormon reseptor sinyalinin ©zelligi olan klasik transkripsiyonel
aktivasyondan cok hizli non-transkripsiyonel yanitlar1 tetikler. Xenopus modeli
kullanilan bir caligmada XPR1 Xenopus oosit aktivasyonu i¢in gerekli bir membran
PR’si olarak tanimlanmistir (75). Zhu ve arkadaslar1 benekli deniz alabaligi
ovaryumlarindan bir membran progestin reseptorii klonlamislar, bunu G-proteine baglh
reseptor olarak tammmlamislar ve sadece beyin ve ilireme organlarinda progestin
baglanmas1 lizerine mitojen-aktive protein kinaz (MAPK) sinyal yolaklarmi aktive
ettigini gostermislerdir (76). Daha sonra kedi baliginda varsayimsal membran-bagl
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progestin reseptoriiniin 3 formu tanimlanmigtir (mPRa, B, and y) (77) ve diger bir grup ta
bir adrenal korteks proteini-i¢c zon antijenini (IZAg) varsayimsal membran PR olarak
tanimlamiglardir (78). Farede iki potansiyel membran PR’sinin 0zellikle ovaryum
hiicrelerinde rol oynadigi diisiiniilmektedir: membran progesteron reseptdr (MPR) ve
PGR membran bileseni I (PGRMC1) (76, 79). MPR ve PGRMCI, ovaryumda c¢esitli
hiicre tiplerinde eksprese edilmesine karsin ovaryum biyolojisindeki rolleri
belirlenememistir (79). Uterus biyolojisinde bu membran PR’lerinin bir rolii olup
olmadig: bilinmemektedir.

2.7.3.Erken Gebelik Boyunca Ekspresyonu Progesteron (P;) Tarafindan
Diizenlenen Genler

Farelerde gebeligin 4. giiniinde uterus baslica P4’lin etkisi altindadir ve PR
araciligiyla aktive olan P,’tin hedefindeki genler arasinda homeobox transkripsiyon
faktorleri, biiyiime faktorleri ve sitokinler yer alir (49). Bu genler gebeligin bu giiniinde
kuvvetli ekspresyon gosterirler. Ekspresyonu P4 tarafindan diizenlenen ya da Ps’e yanit
veren genlere Ornek olarak amfiregiilin (Areg), histidin dekarboksilaz (Hdc), Indian
hedgehog (Ihh) ve Hoxa-10 verilebilir.

Amfiregiilin, glikozillenmis heparin-baglayicit protein olup epidermal growth
factor-epidermal biiylime faktorii (EGF) ailesinin bir iiyesidir. PRA izoformu
araciligiyla P,’tin etkisi altinda Areg limen ve bez epitelinde eksprese edilir (80).
Amfiregiilin uterusta hiicre-spesifik farklilasma ve proliferasyonla iligkili olmasina
karsin Areg geni cikarilmis fareler fertildirler (81). Bunun nedeni diger EGF aile iiyeleri
tarafindan kompanse edilme durumu olabilir. P4 tarafindan upregiile olan histidin
dekarboksilaz (Hdc) da P4 tarafindan regiile edilen bir diger gendir. Bu genin gebeligin
4. giinlinde primer olarak epitelde ekspresyonu goriilir (82) ancak implantasyon
biyolojisindeki rolii tam olarak ag¢iga ¢ikarilamamustir.

Hedgehog sinyal yolagi bilesenleri P, tarafindan etkilenir 6zellikle Indian
hedgehog (IHH)- hedgehoga baglanan reseptdr Patched ve alt sinyal yolagindaki
transkripsiyon faktorii Glil-3 (83). Ihh ekspresyonu gebeligin 3.giiniinden itibaren
liimen ve bez epitelinde artar. Ayni1 zamanda reseptOriiniin ve alt sinyal yolagindaki
transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonu stromada upregiile olur. Bu da IHH nin erken
gebelik boyunca stromal hiicre proliferasyonu icin parakrin bir biiyiime faktorii olarak
fonksiyon gorebilecegini diisiindiirmektedir (84).

HoxalO multigen ailesine ait bir transkripsiyon faktorii kodlar. Hox genleri
gelisimsel olarak diizenlenir ve homebox olarak adlandirilan DNA baglanma domeyni
kodlayan olduk¢a korunmus sekans elementi paylasirlar (85). Hox genleri fare ve
insanlarda 4 farkli kromozom iizerinde bulunan genler tarafindan eksprese edilir ve 4
gruba ayrilirlar (A, B, C ve D). Embriyogenez boyunca uzaysal ve zamansal olarak siki
bir kolinearite gosterirler (85). Kolinearite su sekildedir: her grubun 3’ ucundaki genler
gelisen embriyonun anteriyor bolgesindeki erken embriyogenez boyunca aktive olurken
S’ ucuna lokalize genler embriyonun posteriyor bolgelerine sinirlanmistir ve
embriyogenezin sonraki safthalarinda eksprese edilir (85). Hoxal0O A grubunun 5’
ucunda lokalizedir ve Drosophila’daki AbdB geni ile gosterdigi homoloji nedeniyle Abd-
benzeri Hox geni olarak smiflandirilir. Abd genleri, Drosophila’da genital imajinal diski
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ve memelilerde gelisen genitoiiriner sistemi igeren posteriydr ekspresyon domeyni
gosteren homeobox genlerinin ayr1 bir alt ailesini olusturur (86, 87).

HoxalO gelisen genitoiiriner bolgede ve erigkin disi iireme kanalinda kuvvetli
birsekilde eksprese edilir, bu da lireme olaylarinda rolii olabilecegini gdstermektedir (88-
90).

2.8. Geni Silinen/Knock-out (KO) Farelerin Olusturulmasi

Arastirmacilar uzun yillar boyunca belli bir genin fonksiyonunu calisabilmek
amaciyla o geni kontrol edebilme yollarini arastirmislardir. 1980’11 yillarin baslarinda
gen transferi teknolojisi gelistirilmistir. Bu teknolojide proniikleer enjeksiyon teknigi
yani genetik materyalin fertilize oosit niikleusuna enjeksiyonu kullanilmistir.
Enjeksiyonu takiben DNA, hiicrenin genomuna katilir. Transforme olmus yani degismis
fertilize oositler gebe disilere transfer edilir ve bu farelerin dogum yapmasi beklenir. Bu
teknigin en biiylik dezavantaji arastirmacilarin yabanci genetik materyalin genomda
girdigi yeri tahmin ve kontrol edememeleridir. Genin genomdaki yerlesimi ekspresyon
paterni icin 6nemli oldugundan ayni transgeni taniyan fare soylar1 ¢ok farkli fenotipler
gosterebilir.

Bu sorunu ortadan kaldiran ¢6ziim Martin Evans, Oliver Smithies ve Mario
Capecchi’nin Onderlik ettigi bilim adamlar1 tarafindan gelistirilmistir ve genetik
“knockout” olarak adlandirilmistir. Knockout olusturulmasiyla eklenen genin, fare
genomunda belli bir lokasyonda hedeflenmesi miimkiin olmustur. Bu da arastirmacilara
belli bir geni inaktif ya da mutant alel ile degistirmeye ya da silmeye (knockout) olanak
saglamistir. Bu nedenle knockout teknigi, ilgilenilen genin organizmanin hayatinda
hangi etkiye sahip oldugunu belirlemek i¢in o genin silinmesine olanak saglar. Gen
knockout embriyonik kok hiicreler denilen 6zel hiicre tiplerinde hedef genin segici
olarak etkisiz hale getirilmesiyle olusturulur. Knockout fareler insan genomu ve
hastaliklarin1 anlamaya yonelik en yararl tekniklerden biri olmusgtur.

Bir aleli genomdaki diger lokuslar: etkilemeden tasarlanmis konstrakt/vektor ile
degistirmede kullanilacak metot homolog rekombinasyondur. Bunun icin Oncelikle
hedeflenen/degistirilecek genin DNA sekansi bilinmelidir. Hedeflenen gen vektor ile
degistirilir. Vahsi tip alelin yerine kromozoma dahil edilecek olan DNA konstrakti
dizayn edilir ve iretilir. Bu vektor herhangi bir DNA sekans: icerebilir boylece farkli
aleller (hem fonksiyonel hem non-fonksiyonel), farkli genler ya da raportdr gen
(antibiyotik diren¢ ya da yesil floresan proteini) eklenmis olur. Vektor, her iki ucta
bozulmus hedef gen ve kalite kontroliinii saglamak amach iki ek geni igeren iki homolog
bolgeye sahiptir. Homoloji bolgeleri vektoriin her iki ucuna yerlesiktir ve hedef geni
cevreleyen genomdaki spesifik bolgelere komplementerdir. Vektor, genoma bu iki
homoloji bolgesinden baglanir. Bu teknoloji hedef genin bozulan genle yer degistirmesi
olan rekombinasyonun avantajini kullanir. Tasarlanmis konstraktin hiicrelere eklenmesi
sonucu mitoz ve mayozdakine benzer sekilde homolog kromozomlar metafaz diizlemi
boyunca uzanir ve aynmi olan sekanslar arasinda rekombinasyon gergeklesir. Bu
rekombinasyon yanda yer alan DNA dizilerinin herhangi bir bolgesinde gerceklesebilir.
Tasarlanan konstrakt ve yandaki DNA dizisinin bir kismu hedef lokus ile yer degistirir.
Orjinal tasarlanan konstrakt hedef genin yerini almasina karsin niikleusta replike
olamayacagindan boliinen hiicrelerde hizla kaybolur buna karsin modifiye kromozom
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yeni eklenmis parcasiyla birlikte dogru sekilde replike olur. Ek olarak kullanilan
genlerden biri vektoriin genoma girdiginden emin olmak i¢in kullanilan neomisin direng
genidir. Homolog rekombinasyona giden hiicreler biiyiime medyumuna antibiyotik
eklenmesiyle secilebilir (pozitif secim). Eger vektdr girememisse neomisin iizerinde
kiiltiire edilen hiicreler dlecektir. Vektoriin genomda yanlis bolgeye girmesi ihtimali de
vardir. Bunun olmadigindan emin olmak icin homoloji bolgesinin disindaki yapiya
(konstrakt) timidin kinaz (tk) geni eklenir. Eger rekombinasyon gerceklesmisse tk geni
genomda olmayacak bdylece hiicreler gancyclovir’e duyarsiz olacaktir. Ancak vektor
genoma tamamen girmisse hiicreler gancyclovir’de kiiltiire edilince 0Olecektir,
gancyclovir’de kiiltiir sonucunda non-homolog rekombinasyon gegiren hiicreler secilir.
Boylece pozitif ve negatif se¢cim aracilifiyla dogru eklenen insert izole edilebilecektir
(Sekil 2.6).

retilen vektor
[ I oot 1 16 |
hedefe yonelik gen lrastgele gen \
ekleme ekleme ekleme yok
V.74
77 ] [T (I |
B0 0. IEEEpIENE] 1 1IN EENIgie ]
[ | neomisin | neomisin | |
v v
(IR ] [ TIPS B X
# neomisin ile
Slen hucre
T X
hem neomisin hem de neomisine direngli hiicre:gancyclovir ile dlen
gancyclovire direngli hticre
A=orijinal alel I =homoloji blgeleri
A*=degistirilen alel tk=timidin kinaz

Sekil 2.6. Vektor yapisi: Hedef genin her iki ucuna komplementer olan iki homolog bdlge, neomisin
direnc¢ geni ve timidin kinaz geni igeren vektor yapisi (91).

Embriyonik kok hiicreler vektorlerin eklenmesi i¢in hedef hiicreler olarak
kullanilirlar ¢iinkii tiim farkli hiicre tiplerini olusturabilecek pluripotensiye sahiptirler.
Spesifik bir geni silinen yani knockout edilen embriyonik kok hiicreler fertilize
embriyoya konulur. Manipiile edilmis hiicre boliiniir ve farkli hiicre tiplerine gelisir.
Sonugta, bazi hiicreleri knockout embriyonik kok hiicrelerden gelisen fareler gelisir.
Genellikle kahverengi tiiylii fareleri olusturan embriyonik kok hiicreler beyaz tiiylii
fareleri olusturacak blastosistlere enjekte edilirler. Bu arastirmaciya hangi fareye hem
enjekte edilen hiicreden hem de blastosistten katilim oldugunu gosterir: eger fare
tamamen beyazsa bu enjekte edilen hicbir hiicrenin blastosiste grafte/nakil olmadigini
gosterir. Diger taraftan fare hem kahverengi hem de beyaz tiiylere sahipse knockout
embriyonik kok hiicrelerin enjeksiyonu basarilidir. Her iki hiicre tipinden katilima sahip
fareler bulunduktan sonra germ-hatti aktarimi olarak bilinen olay i¢in fareler
ciftlestirilerek knockout genin soyda belli bir yiizdeye gelmesi saglanir. Bir germ-hatti
aktarimi basarildiktan sonra knockout geni tasiyan ve tasimayan fareleri ciftlestirmek
miimkiindiir (91).
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2.8.1. Kondisyonel Knock-out (KO) Fare Modeli

Gelistirilen yeni teknolojiler sayesinde kondisyonel knock-out ya da dokuya
spesifik gen hedeflemesi miimkiin olmustur. Klasik knock-out teknolojisinin hedefi her
iki aleli de silmek boylece geni tiim hiicrelerde tamamen ortadan kaldirmaktir. Buna
karsin kondisyonel knock-out teknolojisinde amag¢ geni belli bir organ, hiicre tipi ya da
gelisim sathasimnda silmektir. Kondisyonel knock-out fareler klasik knock-out farelere
gore hem daha uzun yasarlar hem de kondisyonel knockout metotlar1 daha hassastir.
Farkli kondisyonel knockout model yapma teknikleri olmasma karsin en ¢cok kullanilan
yontem Cre-loxP rekombinaz sistemidir. Cre-rekombinaz, loxP olarak adlandirilan iki
hedef sekans arasindaki geni makas gibi kesen bir enzimdir. Bu enzim sadece belli hiicre
tiplerinde eksprese edildiginden hedef gen sadece bu hiicrelerden silinecektir (91).

2.9. FKBP52 Molekiiliiniin Yapisi ve Gorevleri

Ovaryan steroid hormonlar olan E, ve P4 embriyo implantasyonu 6ncesi uterusun
reseptif hale gelmesinde 6nemli rollere sahiptirler. FKBP52, steroid hormonlarin hedef
dokularda etkilerini gosterebilmeleri i¢in niikleer reseptorlerin kosaperonu olarak gérev
yapar.

FKBP12 ile kompleks olusturup kalsinorin fosfataz aktivitesini inhibe ederek T
hiicresi sinyal transdiiksiyon kaskadini ve interlokin-2 transkripsiyonunu bloke eden
makrolid ila¢ FK506’ya baglanan 52 kDaluk protein FKBP52 (FKBP4 olarak da
adlandirilir) ilk kez Faber ve arkadaslari tarafindan degismemis PR kompleksinin bir
parcas1 olarak kesfedilmistir (92). Ligand olmadiginda steroid reseptorler sitoplazma
ve/ya niikleusta saperon ve kosaperon proteinleri ile birlikte bulunur. Bu proteinlere
heat-shock protein 90/1s1 soku proteini 90 (Hsp90), Hsp70, 23-kDaluk kosaperon (p23)
ve immiinofilinler olarak adlandirilan Hsp90’a baglanan tetratrikopeptit tekrar (TPR)
domeyni iceren protein ailesi drnek olarak verilebilir (93). FKBP52, steroid hormon
reseptor (SHR) aktivitesini degistiren bir Hsp90 kosaperonudur. Hsp90 protein
katlanmasi, tiimor baskilanmasi ve hiicre sinyalinde rol alan molekiiler saperondur.
Steroid hormon reseptorleri liganda baglanabilmek icin gerekli konformasyona
ulasabilmek i¢in Hsp90 ile iliski kurmak zorundadirlar.

FKBP52, glukokortikoid reseptdr (GR) (94), progesteron reseptor (PR) (95) ve
androjen reseptor (AR) (96) icin pozitif diizenleyici olarak rol almasina karsin dstrojen
reseptor (ER) ya da mineralokortikoid reseptor (MR) icin boyle bir rolii yoktur (94).
FKBP52 nin reseptor-saperon kompleksleri ile igbirligi reseptor-hormon baglanmasinin
artmasini saglar (94), (97), (98) ayrica hiicre i¢cinde reseptor lokalizasyonunu etkiler
(99).

FKBP52 bir immiinofilindir. Immiinofilinler, belli immiin baskilayic1 ilaglarin
etkilerine aracilik ettikleri icin bu sekilde isimlendirilmislerdir. Immiinofilinler 2 aileye
ayrilirlar: FK506ya baglanan proteinler olan FKBPler ve siklosporin A’ya baglanan
proteinler olan siklofilinler (CyP). FKBP ve CyP tipik olarak peptidil prolil izomeraz
(PPlaz) aktivitesi gosterirler ve bu PPlaz domeyni ayrica ilag baglanma bdlgesini
olusturur (100). Peptidil prolil izomeraz aktivitesi prolin aminoasitini igeren peptit
baglarmin cis-trans izomerizasyonunu katalize eder. Tiim proteinlerin degil ancak bircok
proteinin diizgiin katlanmas: i¢in gereklidir. FKBP ve CyP ailelerinin bazi iiyeleri
tetratrikopeptit tekrari (TPR) domeyni igerirler bu da olduk¢a korunmus olan Hsp 90’1n
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C terminal ucuna baglanir ve Hsp90 ile birlikte kosaperon olarak davranirlar. FKBP52
ve iligkili immiinofilinler olan FKBP51 ve Cyp40 korunmus TPR domeynleri nedeniyle
baslangicta Hsp90’a baglanan proteinler olarak tanimlanmislardir (101).

Baslica FKBP fonksiyonel domeynleri FKBP12-benzeri domeynler 1 ve 2 (FK1
ve FK2) ve tetratrikopeptid tekrar1 (TPR)’dir. FK1 domeyni, immiin baskilayici ilag¢
FK506’ya baglanmayi kolaylastirir, PPIaz aktivitesine sahiptir (102) ve SHR’nin primer
diizenleyici domeynidir (94). Protein katlanmasinda hiz simnirlayici basamak PPlaz
aktivitesi FK506’nin baglanmasiyla inhibe edilir (103). PPlaz domeyni Hsp90’a C-
terminal tetratrikopeptid tekrar (TPR) domeyni ile baglanir (102). FK1 domeyni ayrica
prolinden zengin bdlge icerir; bu bolgenin de etkilesim yiizeyi olarak rol aldigi
diisiiniilmektedir. Bu domeyn reseptor diizenlenmesi i¢in Onemlidir ve FKBP52’nin
farkli fonksiyonlarmmdan biiyiik Ol¢iide sorumludur. Sekil 2.7°de reseptor, Hsp90 ve
FKBP52 arasindaki tahmin edilen etkilesimler goriilmektedir. FKBP52’nin Hsp90
tizerindeki C-terminal EEVD motifi ile TPR domeyni araciligiyla etkilestigi
bilinmektedir. Reseptoriin FKBP52 tarafindan diizenlenmesi reseptoriin  LBD’sine
lokalizedir. Bu, Hsp90’1n FKBP52 FK1 domeynini LBD’ye yakinlastirdig1 ve prolinden
zengin bolgenin reseptor ile etkilestigini ya da en azindan gecici olarak temas ettigini
diistindiirmektedir.

FKBP52

Nml FK1 | FK2 i TPR |[EEEIC
FK1 etkilesimlerinin 4 'Y

hedeflenmesi _| P ﬁ""--u-.%_x_
|~ FK506 —| g

g \
N N
Reseptor \ / Hsp90

e

AR/GR/PR T—

Geldanamisin

Sekil 2.7. FKBP52, Hsp90 ve reseptor arasindaki bilinen (diiz ok) ve tahmin edilen (¢izgili ok)
etkilesimler goriilmektedir. Geldanamisin: Hsp90’a baglanarak fonksiyonunu inhibe eden
antibiyotik (104).

FK1, FK2 domeynine FK baglayic1 araciligiyla baghdir. FK2, FKl’e
benzemesine karsin PPlaz aktivitesi yoktur ve FK506’ya baglanmaz. FK baglayici,

kazein kinaz 2 fosforilasyon bdolgesi icerir ve fosforillendiginde FKBP52 fonksiyonunu
ortadan kaldirir (104) (Sekil 2.8).

20



FE1
(FES06/FFPiaz)

f TPR
B, (90 baglanma)

Sekil 2.8. FKBP52’nin X-1s1n1 kristalografik yapist (104).

Steroid reseptor/saperon komplekslerinin bir araya gelmesinde cesitli Hspler ve
kosaperonlar rol alir. Ozellikle PR icin; bu reseptor sitoplazmada oncelikle Hsp40 ve
Hsp70’e baglanir. Daha sonra Hsp70-Hsp90 organizing protein (Hop)-Hsp90 Hsp70’e
baglanir (105). Hsp70 ve Hop daha sonra bu arac1 PR kompleksinden ayrilir, p23
reseptore bagli Hsp90’a baglanir. Hsp90 ve p23’lii PR kompleksi kosaperonlardan birini
[FKBP51, FKBP52, CyP40, ya da protein fosfataz 5 (PP5)] Hsp90 baglanma bolgesine
toplar (105) (Sekil 2.9).

(1) PR + 40 g— 40+FR

ADP+70

(2} 40+« PR+ ATP «70 T. 400|3IR

Pi

ADP.70 — HoP

ADP «70
(3} V4 HOp 8D — 1
40 +PR 40+ PR- - - 90
23
ADPs70 — HoP Hop .
(4} ' L + 40 PR* - - ODeATP
40+ PR- - - 90 aDp ATP<70

Sekil 2.9. Steroid reseptor/saperon komplekslerinin bir araya gelmesinde rol alan Hsp ve
kosaperonlar. 40: Hsp40, 70: Hsp70, 90: Hsp90, 23: p23, ATP: adenozin trifosfat,
ADP: adenozin difosfat (105).

Reseptoriin P,’e yiiksek afinite ve etkinlikle baglanabilmesi i¢in Hsp90’1 iceren
olgun kompleks korunmalidir. Yapilan caligmalarda her steroid hormon niikleer reseptor
(GR, ER ve PR)-Hsp 90 kompleksinin spesifik immiinofilinler ile tercihe baglh
baglanma gosterdigi gosterilmistir (106). PR i¢in; eger bu kompleks FKBP52’ye
baglanirsa P4 ligandina optimum baglanabilir. Ancak FKBP52’nin reseptor-hormon
baglanmasini nasil gerceklestirdigi tam olarak bilinmemektedir (107) (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. Reseptor olgunlagsmasi ve hormon baglanmasinda FKBP52 nin rolii. FKBP52’nin Hsp90
dimeri ile iliskisi p23 kosaperonu tarafindan stabilize edilir. FK1 domeyni reseptoriin ligand
baglanma domeyni ile etkilesime gecer (107).

FKBP52, PR aktivitesini etkin hale getirmesine karsin verimli olmayan bazal PR
aktivitesi FKBP52 olmadan da gergeklesir. Hormon baglanmasi reseptor-saperon
heterokompleksinin bozulmasina neden olur ve reseptor aktif hale gelerek transkripsiyon
faktorii olarak davranir. Hormon baglanmasmdan sonra heterokompleks ayrilmasinin
gerceklestigi bilinmesine ragmen kompleksin niikleer taginim sirasinda mi yoksa
nikkleusta mi ayrildigr bilinmemektedir. Niikleusta PR homodimerler olusturup
transkripsiyon faktorii gibi davranr ve DNA elementlerine baglanarak gen
transkripsiyonunu aktive eder ya da diger transkripsiyon faktorleri ile etkileserek
transkripsiyonu inhibe eder.

2.9.1. FKBP52’nin Fizyolojik Rolleri

Smith (96) ve Shou (108) laboratuvarlar1 Fkbp52 knockout (KO) erkek farelerin
in vivoda azalmig androjen yanitina sahip olduklarmi gostermiglerdir. Smith ve
arkadaslarinin kullandiklar1 C57BL/6J wki Fkbp52 KO erkekler belirsiz eksternal genital
ve yetersiz gelismis (disgenik) prostat kitlesi gostermiglerdir (96). Shou ve
arkadaslarinin kullandiklar1 129SvEv k1 Fkbp52 KO erkeklerde de disgenik prostat ve
hipospadiyas olarak bilinen penisin ventral yiizeyinde yarik gozlenmistir (109). Primer
ve sekonder seks organlarindaki degisikliklere ek olarak Fkbp52 KO farelerin
epididimislerindeki sperm miktar1 nemli miktarda azalmis ve sperm anormal morfoloji
gostermistir (110).

Hem C57BL6/129 hem de CDI1 genetik zeminli Fkbp52 KO disi fareler
infertildir (48, 95). Bu fareler morfolojik olarak normaldir, ovulasyon ve fertilizasyonda
belirgin bir anormallik yoktur. Pgr KO fareler hem ovulasyon hem fertilizasyon hem de
implantasyon basarisizlig1 nedeniyle infertil olmalarmma karsin Fkbp52 KO farelerin
infertiliteleri uterus kaynaklidir. P4 direnci ve uterus defektleri sonucu implantasyon ve
desidualizasyon basarisizlikla sonuclanir (48, 108) (Cizelge 2.2).
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FKBP52’nin kaybi endometriyozun baslamasina neden olur, Fkbp52 KO
farelerde P4 direnci artan hiicre proliferasyonu, inflamasyon ve endometriyotik lezyon
olusumuna neden olan anjiyogenez ile sonuclanir (111). Ayrica endometriyozlu
kadinlarda endometriyozu olmayan kadinlara oranla FKBP52 ekspresyonu azalmaigtir.

Genotip
Fenotip PgrA ve PgrB PgrA Pgrg Fkbp52

genleri cikariimis geni cikarilmis geni cikarilmis geni cikarilmis
Fertilite infertil infertil Fertil infertil
Ovulasyon Basarisiz Adir zarar gbrmiis Normal Normal
Fertilizasyon Basarisiz Basarisiz Normal Suboptimal
implantasyon Basarisiz Basgarisiz Normal Basarisiz
Desidualizasyon Basgarisiz Basarisiz Normal Basarisiz
Meme bezi gelisimi Basarisiz Normal Basarisiz X
Gonadotropinlere yanit| Basarisiz Agir zarar gérmiis Normal Normal
Ciftlesme davranisi Anormal Zarar gérmiis Normal X

Cizelge 2.2. Pgr, PgrA, PgrB ve Fkbp52 genleri ¢ikarilmis disi farelerin iireme fenotipleri.
X: incelenmemis (50).

2.9.2.Sistemik Fkbp52 KO Farelerde Yapilan Calismalar ve Dr. Dey’in
Laboratuvar’’ndan Elde Edilen On Bulgular

FKBP kosaperonlarinin steroid-bagimli dokulardaki fizyolojik rolii fare gen
knockout ¢aligmalari ile ortaya konmustur. Dr. Dey ve ekibi 2005 yilinda Proceedings of
the National Academy of Sciences (PNAS) dergisinde yaymladiklar1 ¢aligmalarinda
C57BL6/129 karisik genetik zeminli Fkbp52 KO farelerin infertil fenotipini gostererek
bu molekiiliin iireme fonksiyonlarindaki onemini vurgulamislardir. Fkbp51 KO fareler
ise belirgin tireme defekti gostermemislerdir. CS7BL6/129 genetik zeminli Fkbp52 KO
farelerin iireme kanallar1 morfolojik olarak normaldir ancak P4 direnci nedeniyle
gebeligi siirdiiremezler (95). Daikoku ve arkadaslart Hoxa-10 KO farelerin uterusunda
yaptiklar1 proteomiks calismalar1 ile (112) FKBP52’nin bu farelerin uterusunda
downregiile oldugunu gostermislerdir. Bu bulgu FKBP52’nin stromal hiicre
fonksiyonunun diizenlenmesindeki 6nemini géstermistir. Hoxa-10, abdominal B-benzeri
bir homeobox proteinidir (113, 114). Hoxa-10 KO disi fareler infertildir, uterusun
proksimal kismu ovidukt benzeri bir yapiya kismi degisim gosterir. Bu disilerdeki
infertilite sebebi ise kismi degisim degil stromal hiicre proliferasyonu ve
desidualizasyonun bozulmasidir (88). Embriyo transfer deneyleri maternal Hoxa-10’un
hem implantasyon hem de desidualizasyonda 6nemli oldugunu gostermistir (114, 115).
Hoxa-10 KO farelerde ovaryan P4 ve E;’ye yanit olarak stromal hiicre proliferasyonu
ciddi oranda azalmis buna karsin E,’ye yanit olarak epitel hiicre proliferasyonu normal
olarak devam etmistir (115). Bu fare modelinde P,’e yanit olarak stromal hiicre
yanitindaki defektin spesifikligi Hoxa-10’un implantasyon ve 6zellikle desidualizasyon
boyunca P,’tin etkilerine aracilik etmedeki kritik roliinii gostermektedir. HoxalO un alt
sinyal yolaginda olan FKBP52 nin peri-implantasyon periyodu boyunca fare uterusunda
gecici ve hiicreye 0zgii ekspresyon gosterdigi bulunmustur bu da bu immiinofilinin
implantasyon boyunca dinamik degisiklikler gosterdigini ortaya koymaktadir (112).
Gebeligin 1. giiniinde uterus baslica pre-ovulatuvar E;’nin etkisi altindayken Fkbp52
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liimen epiteline lokalizedir, gebeligin 4. giiniinde ise liimen ve bez epitelinde devamlilik
gosterirken stromaya da yayilim gosterir. Dordiincii giinde Fkbp52 ekspresyonu liimen
epitelinin altindaki stromada Progesteron Reseptorii (PR) geni olan Pgr ile cakisir.
Besinci giinde Fkbp52 ve Pgr baslica implante olan blastosistin etrafindaki stromada
eksprese olurlar (95). Sekizinci giinde Fkbp52 baslhica sekonder desidual zonda
ekspresedir ve desidua ile miyometriyum arasinda farklilasmamais stroma yer alir (112).

FKBP52, PR fonksiyonunu etkin hale getiren bir molekiil olmasma karsin
C57BL6/129 genetik zeminli Fkbp52 KO disilerin fenotipinin Pgr KO disilerden 6nemli
Olciide farkl olmasi ilgingtir (95). Pgr KO disilerde infertilite ile sonu¢lanan ovaryum
ve uterus fonksiyonlarindaki ciddi bozulmalara karsin Fkbp52 KO disilerin infertil
fenotipi bozulan uterus fonksiyonlar1 nedeniyledir. implantasyon basarisizlig1 gosteren
C57BL6/129 genetik zeminindeki Fkbp52 KO disilerde ovulasyon normal ve
fertilizasyon suboptimaldir (Cizelge 2.2). C57BL6/129 genetik zeminli Fkbp52 KO
disilerde bazal PR aktivitesi olmasina karsin Pgr KO disilerde hi¢ PR aktivitesi yoktur.
C57BL6/129 genetik zeminli Fkbp52 KO disilerin infertil fenotipinin ovulasyon ve/ya
fertilizasyondaki defektler nedeniyle degil de implantasyondaki basarisizlik nedeniyle
olmas1 ovaryum ve uterusun FKBP52-aracii P, etkisine farkli hassasiyetini
gostermektedir. Normal ovulasyon, suboptimal fertilizasyon ve implantasyon
basarisizlig1r gosteren C57BL6/129 genetik zeminli Fkbp52 KO disilerin bu fenotipi
Yang ve arkadaslarmin aynmi genetik zeminli farelerle bagimsiz olarak yaptiklar:
calismada dogrulanmistir (108).

C57BL6/129 genetik zeminli Fkbp52 KO disilerde gebeligin 4. giiniinde uterus
baslica P, etkisi altindayken P4 tarafindan diizenlenen bir¢ok gen saptanamamustir (95).
Bu genlerden bazilari: amfiregiilin (Areg), Hoxa-10, Indian hedgehog (/hh) ve histidin
dekarboksilaz (Hdc)’dir. Amfiregiilin, epidermal biiyiime faktorii (EGF) ailesinin bir
iyesi olan glikozillenmis heparin-baglayici proteindir. P4’iin etkisi altinda Areg limen
ve bez epitelinde eksprese edilir (80) ve PRA izoformu araciligiyla calisan P4 tarafindan
diizenlenir (74). Amfiregiilin uterus hiicrelerine spesifik farklilagma ve proliferasyon
icin gerekli olmasina karsin Areg geni olmayan fareler fertildirler (81). Bunun sebebi,
diger EGF ailesi iiyeleri tarafindan yapilan kompensasyon olabilir. Hedgehog sinyal
yolag1 bilesenlerinin de 0zellikle hedgehog-baglanma reseptoriinii iceren Indian
hedgehog (Ihh) sinyal yolagi, Patched ve downstream faktorleri ve Glil-3’iin Py
tarafindan etkilendigi gosterilmistir (83). /hh’nin ekspresyonu liimen ve bez epitelinde
gebeligin 3. giinlinden itibaren artar. Bu siire boyunca reseptorii ve downstream
transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonu alttaki stromada upregiile olur. Bu da Zhh’nin
erken gebelik boyunca stromal hiicre proliferasyonu igin parakrin bir faktor olarak
fonksiyon gordiigiinii gostermektedir. P4 tarafindan diizenlenen diger bir gen ise histidin
dekarboksilazdir. Bu gen 6zellikle PRB izoformu araciliiyla etki gosteren Py tarafindan
diizenlenir (73) ve gebeligin 4. giiniinde primer olarak epitelde eksprese edilir (82).
Gebeligin 4.giiniinde C57BL6/129 genetik zeminli Fkbp52 KO farelerin uterusunda
Hoxa-10, Ihh, Areg, Hdc genlerinin ekspresyonlarmin olmamasi buna karsin uterustaki
PR ekspresyonu ve serum P, konsantrasyonlarinin vahsi tip (VT) farelerdekine benzer
olmas1 FKBP52’nin PR aktivitesinin etkin hale getirilmesindeki roliinii gosterir (95).
C57BL6/129 genetik zeminli Fkbp52 KO farelerde E,’nin artan etkisi gozlenir.
Gebeligin 4. giiniinde azalan P, etkisine bagli olarak E,’ye yanit veren gen olan
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laktoferin (Lt#f)’in ekspresyonu artmistir. Bir genin mutasyonu, farenin genetik zeminine
bagh olarak oldukca farkli fenotipler vermektedir. Ornegin, Cox-2 KO fareler genetik
zemine bagli olarak fenotiplerinde farklilik gosterirler (116). Ayrica CF1 genetik zeminli
farelerdeki EGF eksikligi i¢ hiicre kitlesinin dejenerasyonuna bagl olarak peri-
implantasyon olime neden olurken 129/Sv genetik zeminli farelerdeki EGF eksikligi,
gebeligin ortasinda plasental defektlere bagli embriyonik 6liime neden olur. Buna karsin
CD1 genetik zeminli farelerdeki EGF eksikligi anormal deri, bobrek, karaciger ve
gastrointestinal kanal fonksiyonlarma bagli erken postnatal Oliime neden olur (117).
Diger arastirmacilar da transforme edici biiyiime faktorii f1’in (transforming growth
factor B1/TGF B1) (118) leptinin (119) ve sentromer protein B’nin (120) farkli genetik
zeminlerdeki eksikliklerinin cesitli fenotiplere yol actigini gostermislerdir. Bu farkli
etkilere, modifier (degistirici) genler olarak tanimlanan genlerin neden oldugu
diisiiniilmektedir (118, 121) ancak bu genlerin tanimlanmasina yonelik fazla caligma
bulunmamaktadir.

Dr. Dey ve ekibi 2005 yilinda PNAS dergisinde yaymlanan makalelerinin (95)
devami niteligindeki caligmalarmi1 2007 yilinda Journal of Clinical Investigation
dergisinde yaymlamislardir (48). Bu calismada, C57BL6/129 genetik zeminli Fkbp52
heterozigot KO (+/-) erkek fareler CDI1 genetik zeminli fareler VT disilerle
ciftlestirilmis ve bu ciftlestirmeler sonucu olusan CD1 genetik zeminli heterozigot disi
ve erkeklerin kendi aralarmda on nesil boyunca ciftlestirilmeleri sonucu CD1 genetik
zeminli Fkbp52 KO fareler elde edilmistir. Hem C57BL6/129 genetik zeminli hem de
CD1 genetik zeminli Fkbp52 KO erkeklerin infertil olmalar1 nedeniyle deneylerde
ciftlestirme amaciyla VT erkek fareler kullanilmistir.

Dr. Dey ve arkadaslar1 CD1 Fkbp52—/— disilerde gebeligin 5. giiniindeki serum
P4 diizeylerinin VT farelerdekine yakin oldugu gézleminden yola c¢ikarak Fkbp52—/—
disilerde PR ya da P, diizeylerinin degil PR aktivitesinin bozuldugunu bu nedenle
Fkbp52—/- disilere normalden daha yiiksek diizeyde P, uygulamasinin PR aktivitesini
artirarak FKBP52 yoklugunda gebelik kaybini dnleyebilecegini diisiinmiislerdir. Her iki
genetik zemindeki Fkbp52—/— disilere gebeliklerinin 2. giiniinden itibaren i¢i P4 dolu
silastik implantlar subkutan olarak yerlestirilmis ve gebeliklerinin 5. giiniinde
implantasyon bolgeleri kontrol edilmistir. CD1 genetik zeminli olanlarda implantasyon
gerceklesirken C57BL6/129 genetik zeminli olanlarda implantasyon gerceklesmemistir.

Fkbp52-/- farelerdeki implantasyon basarisizligi uterus kaynaklhidir. Ciinkii, bu
farelerde ovulasyon normaldir bu da PR sinyaline uterusun yanitmin ovaryumun
yanitindan farkli oldugunu gostermektedir. Bunun nedenlerinden biri, P4’lin
sentezlendigi ovaryumdaki lokal P4 diizeylerinin yiiksek olmasi olabilir (122), yiiksek
diizey P4 ovulasyon ve fertilizasyon olaylarinda bazal PR aktivitesini artirir. ikinci neden
P,’lin hedefindeki diger organlara kiyasla uterusun gebelik boyunca daha giiclii P4+/PR
sinyaline ihtiyac duymasi olabilir. Uciincii neden ise FKBP52’nin PR sinyalini
etkilemenin yanisira diger organlarda gozlenmeyen ancak uterusta gozlenen PR’den
bagimsiz bir roliiniin olmas1 olabilir.

Implantasyon basaris1 gosteren CD1 Fkbp52—/— disilere P, uygulamasinin devam
etmesi halinde gebeligin terme kadar siiriip siirmeyecegini arastirmak i¢in gebeligin 2.
giiniinde yerlestirilen silastik P4 implantlar gebeligin 17. giiniinde ¢ikarimistir. Ciinkii,
dogum olayinin baslayabilmesi i¢in P4 diizeyinin diismesi gerekmektedir (123). Silastik
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implant aracili P4 uygulanan Fkbp52—/— disilerin yavrular1 normal agirlikta olmasina
karsin yavru sayist VT farelere oranla ¢ok daha diisik bulunmustur. Bu farelerin
implantasyon bolgeleri gebeligin 14. giiniinde incelendiginde rezorpsiyon bdlgelerinin
oldugu gozlenmistir. Koyu mavi alanlar seklinde gozlenen rezorbe olan implantasyon
bolgeleri histolojik olarak incelendiginde kan hiicreleri tarafindan yogun bir
infiltrasyonun oldugu bulunmustur.

Silastik implantlar CD1 Fkbp52—/— disilerde uterus reseptivitesini indiikklemek ve
implantasyon basaris1 saglamak icin serumda yeterli P; artist saglamislar ancak
gebeligin terme kadar ilerlemesini saglayamamislardir. Bu basarisizligin P, diizeylerinin
daha da artirilmasiyla onlenip dnlenemeyecegini arastirmak i¢in silastik implant yerine
gebeligin 2. giiniinden baglayarak giinliik 2mg/ml olacak sekilde subkutan P4
enjeksiyonu yapilmistir. Gebeligin 14. giiniindeki serum P4 diizeyleri VT farelerde
yaklasik 47 ng/ml, silastik implant yerlestirilen CD1 Fkbp52—/- farelerde yaklasik 100
ng/ml, P, enjeksiyonu yapilan CD1 Fkbp52—/— farelerde ise yaklasik 156 ng/ml
bulunmustur. Vahsi tip farelerde gebelik boyunca serum P, diizeyi ortalama 45
ng/ml’dir. CD1 Fkbp52—/- farelerde P, diizeylerinin giinliik enjeksiyon araciligiyla daha
da artirnllmasi gebeligin siirdiiriilmesine pozitif etkide bulunmustur, gebeligin 14.
giiniinde implantasyon bdélgeleri incelendiginde rezorpsion bolgelerinin azaldigi ve vahsi
tiptekine benzedigi gozlenmistir. CD1 Fkbp52—/- fareler dogum yaptiginda yavru
sayisimin - ve siitten kesilme donemi ile gelisimin erken donemlerindeki yavru
agirliklarinm VT farelerdekine benzer oldugu gozlenmistir. Bu sonug¢lardan P4 sinyalinin
sikica kontrol edildigi anlagilmaktadir clinkii FKBP52 eksikliginde serumdaki yaklasik
100 ng/ml P4 uterus reseptivitesi ve implantasyon i¢in yeterli iken gebeligin basariyla
tamamlanmasi i¢in yaklasik 150 ng/ml P, gereklidir.

Ekzojen P4 uygulamasi ile CD1 Fkbp52—-/— disilerde implantasyon basarisi
saglanmasina karsin C57BL6/129 Fkbp52—/— disilerde basarili olunamamasi nedeniyle
CD1 ve C57BL6/129 genetik zeminli Fkbp52—/— disilerde HoxalO, Ihh ve Areg gibi Py
tarafindan diizenlenen genlerin ekspresyonu gebeligin 4. giiniinde in situ hibridizasyon
ile incelemistir. CD1 ve C57BL6/129 Fkbp52—-/— disilerde bu genlerin ekspresyonlari
VT farelere oranla azalmis neredeyse ortadan kalkmistir. Ancak CD1 Fkbp52—/— disilere
P4 uygulamasi hem P4 hem de E, tarafindan diizenlenen genlerin ekspresyonunu vahsi
tiptekine benzer hale getirmistir. P, uygulamasi, Ps’iin  hedefindeki genlerin
ekspresyonunu pozitif yonde etkilerken Laktoferin gibi E;’nin hedefindeki genlerin
ekspresyonunu negatif yonde etkilemistir. Bdylece uterus, reseptiviteye zararl
Ostrojenik dominansiden kurtularak P, dominansisine girmistir. P; uygulanan
C57BL6/129 Fkbp52—-/- disilerde ise HoxalO ve Ihh ekspresyonu VT uterustakine
benzemesine karsin Areg ekspresyonu saptanamamistir. Ayrica P; uygulamasi
C57BL6/129  Fkbp52—/— uterusta Laktoferin ekspresyonunun azalmasinda etkili
olamamistir. Yani C57BL6/129 Fkbp52—/— uterus P, hedefindeki genlerin P, tarafindan
indiiklenebilmesine hassas iken P,’tin E;’nin hedefindeki genleri antagonize etmesine
kars1 daha az hassastir.

Dr. Dey ve ekibinin bulgularina gére FKBP52 eksikligi gebelik boyunca Py
direncine neden olur ¢iinkil bu disilerdeki PR ve P4 diizeyleri normal olmasina karsin PR
aktivitesi azalmigtir. Basarili gebelik i¢in gereken P4-PR sinyalinin diizeyi gebeligin
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evresine baghdir. CD1 ve C57BL6/129 fare soylarinda FKBP52 yoklugunda modifier
(degistirici) genler, uterusun P4-PR sinyaline farkli yanit vermesine neden olabilirler.

2.10. Oksijen ve Canhlar icin Onemi

Oksijen (O») biitiin canlilar icin vazgecilmez bir element olup, hidrojen, karbon,
azot ve kiikiirt ile birlikte organik molekiillerin temel yapisina katilir. Atmosferde en bol
bulunan elementlerden biri olan O,, yaklasik iki milyar yil kadar once fotosentetik
canlilarin faaliyeti sonucu olusmaya baslamistir. Atmosferdeki O, birikimini takiben
olusan ozon tabakasi, 6zellikle karasal ortamda, daha yiiksek yapili canlilarm olusumu
ve evrimine de olanak saglamistir. Organik molekiillerdeki yapisal gorevinin yanisira,
aerobik canlilarin enerji metabolizmasindaki rolii nedeniyle O, hayati bir role sahiptir.
Cok sayidaki hidroksilaz ve oksidaz enzimleri O,’yi substrat olarak kullanip organik
molekiillerin yapilarma katilimini katalizlemektedir. Bilinen biitiin canli tiirleri, organik
molekiillerin i¢indeki sekli ile O, ye gereksinim duysalar da, serbest formdaki molekiiler
O, her canl tiirii i¢in ayn1 anlam ifade etmez. Ornegin aerobik canlilar yasamlari igin
mutlaka molekiiler O,’ye gereksinim duyarlar. Anaerobik canllar ise biiyiime ve
cogalmalar1 i¢in Oy’ye bagimli degildirler. Fakiiltatif anaeroblar O,’nin varhigini tolere
edebilirler, oysa zorunlu anaerobik canlilar sadece O,’siz ortamda yasayabilirler.
Anaerobik canlilardaki O, ’nin toksik etkisinin sebebi, O,’den kaynaklanan bazi reaktif
tiirlerin biyolojik molekiilleri oksitlemeleri ve bu reaktif tiirlere kars1 anaerobik tiirlerde
savunma sisteminin bulunmamasidir (124).

Oksijen de dahil olmak iizere kimyasal olarak elektron kabul eden her bilesik
oksidan ya da okside edici (yiikseltgeyici) ajandir. Buna karsin elektron veren bir madde
ise rediiktan ya da rediikte edici (indirgeyici) bir ajandir. Maddenin elektron kazandigi
kimyasal reaksiyon rediiksiyon olarak tanimlanir. Oksidasyon elektron kaybinin
gerceklestigi durumdur. Rediiktan elektronlarint verdigi zaman diger bir maddenin
rediikte olmasina (indirgenmesine) neden olur ve bir oksidan elektron aldig1 zaman diger
bir maddenin okside olmasma neden olur (Sekil 2.11). Biyolojide rediikte edici
(indirgeyici) bir ajan elektronlarini vererek-genelde hidrojen verilmesi ya da O;’nin
uzaklastirilmasi ile etki gosterir. Oksijen kazaniminin oldugu oksidasyon olayina daima
O, kaybmin oldugu rediiksiyon olay1 eslik eder (125-127). Bu tiir reaksiyonlar redoks
reaksiyonlar1 olarak adlandirilir ve bircok biyokimyasal yolak, hiicresel kimya,
biyosentez ve diizenlenmenin temelini olusturur (128). Rediiktan ve oksidan kelimeleri
kimyasal terimler olmasmna karsin biyolojik olaylarda rediiktanlar (indirgeyici) i¢in
antioksidan, oksidanlar (ylikseltgeyici) i¢cin pro-oksidan terimleri kullanilmaktadir (125,
126).
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Reduklenmis bilesik A Oksidize hilesik B
(redukleyici ajan) (oksitleyici ajan)

A oksidize olur, B indirgenir,

elektron kaybeder elektron kazanir

A eB

Oksidize hilesik A Indirgenmis bilesik B

Sekil 2.11. Rediiksiyon ve oksidasyon mekanizmalari (129).

2.10.1. Serbest Radikaller

Radikaller (genelde yanlis olarak serbest-radikal olarak tanimlanir ¢iinkii radikal
her zaman serbesttir), dis orbitallerinde paylasilmamis elektron iceren kisa Omiirlii
reaktif atom ve molekiillerdir. Serbest radikaller, pozitif yiiklii, negatif yiiklii ya da

notral olabilirler. Radikaller literatiirde iist nokta (R’) ile gosterilir boylece diger reaktif
O, metabolitlerinden ayrilir. Serbest radikaller, zigot doneminden itibaren organizmanin
canlilig1 devam ettigi siirece normal biyolojik islevler sonucunda iiretilirler (124).

2.10.2. Serbest Radikallerin Olusum Mekanizmalar
Serbest radikaller 3 farkh sekilde olusabilir.

1.Kovalent baglarin homolitik béliinmesi: Kovalent bagl (: elektron ¢iftini ifade eder)
molekiiliin boliinme sonrasinda her bir parcasinda ortak elektronlardan birisi kalir.
X:Y-X+Y

2.Normal bir molekiilden tek bir elektron kaybi veya bir molekiiliin heterolitik
boliinmesi: Kovalent bagin acilmasi esnasinda molekiildeki atomlardan birisi iki
elektronu da alir.

X:Y->X:7 +Y+

3.Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi:
X+e - X~

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu
meydana gelirler. Bir¢ok farkli radikal olmakla birlikte biyolojik sistemlerde en cok ilgi
cekenler O,’den koken alan ve reaktif oksijen tiirevleri (ROT-reactive oxygen species
(ROS) veya serbest oksijen radikalleri olarak tanimlananlardir. Oksijenden kaynaklanan
pro-oksidanlar (reaktif oksijen tiirevleri/ROT) radikaller ve non-radikaller olmak iizere 2
gruba ayrilir (130) (Cizelge 2.3).
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Radikaller Mon-radikaller

Siperoksid, Oz~ Hidrojen peroksid, Hz02
Hidroksil, OH Hipokloréz asid, HOCI
Peroksil, RO, Ozon, O3

Alkoksil, RO" Singlet oksijen, O°
Hidroperoksil, HO Peroksinitrit, ONOQO™
Nitrik oksid, NO” Hidroperoksid, L(R)OOH

Cizelge 2.3. Biyolojik énemi olan reaktif oksijen tiirleri (131).

Serbest radikaller, fiziksel ve kimyasal ozellikleri, hiicresel kaynaklari, rol
oynadiklar1 tepkimeler ve etkileri ile ¢esitli doku ve hiicre hasarlarma neden olabilirler.
Radikaller, baz1 biyolojik molekiilleri hasara ugratabilirler. Etraflarindaki molekiiller ile
reaksiyona girerek onlardan elektron alip kararli hale gelirler (132). Serbest oksijen
radikalleri, O, nin belirli kosullarda kismen indirgenmesi sonucu olusan ¢ok kisa dmiirli
ve giiclii oksidan nitelikli O, metabolitleridir. Bunlar su sekilde siralanabilir:

1. Siiperoksit anyonu

2. Hidroksil radikali

3. Peroksit (hidrojen peroksit).

Bu radikallerin yapilar1 Sekil 2.12°de gosterilmektedir.

Feaktif aksijen turleri {« payvlasilmamis elekironlar)

0::0 - 0110 0110 - - 0 : O
Oksijen Superoksit anyonu Perolsit Hidroksil radikali  Fidrolesil tyonu
5 -2 o
02 02 02 =0OH OH

Sekil 2.12. Paylagilmamus elektronlar1 gosteren radikal yapilari (133).

2.10.2.1. Siiperoksit Radikali

Canlilarda olustugu bilinen ilk radikaldir ve farkli mekanizmalarla olusur (134-
136). Oy~ radikali, direkt olarak fazla zararli degildir. Asil 6nemi, H,O, kaynagi olmasi
ve gecis metal iyonlarimi indirgemesidir. O, radikali, hem oksitleyici hem de
indirgeyici 0zellige sahiptir. Diger radikallere gore daha az reaktif olsa da indirgenmis
niikleotidleri, baz1 aminoasitleri ve antioksidan bilesikleri oksitler.

Zar fosfolipidleri nedeniyle hiicre zar1 yiizeyleri daha asidik oldugundan O,
radikali burada kolayca bir proton alarak hidroperoksit radikalini (HO,") olusturabilir.
Bu radikal cok reaktif olup hiicre zarlarinda lipid peroksidasyonunu baglatabilir ve
antioksidanlar1 yiikseltgeyebilir (137, 138).
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2.10.2.2. Hidrojen Peroksit

Biyolojik sistemlerde O, radikallerinin enzimatik ve non-enzimatik
dismutasyonu sonucu olusur (134).

0,7~ +0,” +2H" >, H,0, (enzimatik)

O, +2¢e +2H" — H,0, (non-enzimatik)

H,0, serbest bir radikal olmadig1 halde, reaktif oksijen tiirleri icine girer ve
serbest radikal biyokimyasinda dnemli bir rol oynar. Ciinkii O, radikali ile reaksiyona
girerek en reaktif ve zarar verici serbest radikal olan OH" radikalini olusturur (139-141).
H,0, oksitleyici ve indirgeyici 6zelliginin zayif olmasma karsilik molekiiler yapisinda
su (H,O) bulundurmasindan dolay1 biyolojik membranlar1 kolaylikla gecebilir. O,
radikalinde ise bu 0zellik yoktur. H,O,, bu sayede olustugu yerden ¢ok uzaklara gidip
hiicre kompartmanlar1 boyunca ve hiicreler arasinda serbest radikal indiiklii hasari
iletmektedir. Proteinleri, tiyol grubu iceren enzimleri, fosfolipidleri, karbohidratlar1 ve
DNA’y1 hedef alip hasara yol agabilir (142, 143).

2.10.2.3. Hidroksil Radikali

OH' radikali, hiicrelerde hemen hemen her tip molekiille reaksiyona girebilen
bilinen en reaktif O, radikalidir. Yarldanma Omrii cok kisadir. Karbohidratlar,
aminoasidler, fosfolipidler, DNA bazlar1 ve organik asitler gibi elektronca zengin bir¢cok
biyolojik molekiil ile reaksiyona girer. Cok yonlii reaksiyonlar sonucu olusabilir (134).

2.10.2.4. Singlet Oksijen

Singlet Oksijen ('0,) ortaklanmamis elektronu olmadig1 i¢in radikal olmayan
(non-radikal) bir reaktif oksijen molekiiliidiir. Serbest radikal reaksiyonlar1 sonucu
meydana geldigi gibi serbest radikal reaksiyonlarmin baslamasmma da sebep olur.
Oksijenin elektronlarmdan birinin enerji alarak kendi spininin ters yoniinde olan baska
bir orbitale gegmesiyle olusur (144).

ROT’lerin zararl etkilerinin yanisira yararh etkilerinin oldugu da bilinmektedir.
Cok diisiik konsantrasyonlarda intraseliiler ya da interseliiler bazi sinyal transdiiksiyon
yolaklarinda ikincil mesajci olarak rol alabilirler (145). Ornegin, cesitli hiicre
kiiltiirlerine siiperoksit ya da hidrojen peroksitin ilave edilmesi DNA replikasyonu ve
hiicre proliferasyonunun artmasina neden olmustur, diger bir deyisle mitojen olarak
davranmiglardir.

2.10.3. Serbest Radikal Kaynaklar

Serbest radikal olusumunu saglayan mekanizmalar endojen ve ekzojen kaynaklar
olarak ikiye ayrilmaktadir (146). Endojen kaynaklara Ornek olarak mitokondriyel
elektron tasima zinciri ve beyaz kan hiicreleri verilebilir. Aerobik yasamin bir parcasi
olarak O, mitokondride elektron tasima zinciri boyunca indirgenirken siirekli olarak
radikaller iretilirler. Hiicre yaslandik¢a mitokondrinin hasar gérmesi ve membran
biitiinliigiiniin bozulmasi nedeniyle mitokondriyel ROT iiretimi artar (147). Notrofil gibi
beyaz kan hiicreleri patojenleri 6ldiirmek i¢in savunma mekanizmasi olarak kullanmak
amactyla O, radikallerini iiretmede 0zellesmislerdir. ROT nin bir diger endojen kaynagi
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da enzimlerdir. Ornegin, siiperoksit radikallerini olusturan ksantin oksidaz ve nitrik oksit
(NO) radikallerini iireten nitrik oksit sentaz gibi (148-150).

Ekzojen serbest radikal kaynaklar1 su sekilde siralanabilir (131): antineoplastik
ajanlar, radyasyon, giines 15181, alkol ve uyusturucular gibi aligkanlik yapan maddeler,
ksenobiyotikler, egsoz gazlari, pestisitler, sigara duman1 gibi ¢evresel ajanlar ve stres
olarak siniflandirilabilir.

2.10.4. Serbest Radikallerin Etkileri

Her ne kadar serbest radikal reaksiyonlari, bagisiklik sistemi hiicrelerinden
notrofil, makrofaj gibi hiicrelerin savunma mekanizmas: i¢in gerekli olsa da, serbest
radikallerin fazla iiretimi doku hasar1 ve hiicre 6liimii ile sonuc¢lanmaktadir. Serbest
radikaller, hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbohidrat ve enzim gibi tiim ©6nemli
bilesiklerine etki ederler. Karbohidrat, lipid, protein ve DNA gibi biyomolekiiller ve tiim
hiicre bilesenleri ile etkilesme Ozelligi gostererek hiicrede yapisal ve metabolik
degisikliklere neden olarak yapilarinin bozulmasina neden olurlar (146, 151).

2.10.4.1. Serbest Radikallerin Lipidler Uzerindeki Etkileri

Yiiksek oranda doymamis yag asitleri igerdikleri i¢in tiim hiicresel membranlar
oksidasyona hassastir. Membrandaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari,
serbest radikaller ile kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinlerini olusturabilirler.
Doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi lipid peroksidasyonu olarak adlandirilir.
Lipid peroksidasyonu, ¢coklu doymamis yag asitlerinin radikaller ile oksidasyonu sonucu
baslayan ve otokatalitik zincir reaksiyonlar: seklinde uzayan, lipid peroksitlerinin aldehit
tiirevleri, hidrokarbon radikalleri ve ugucu bazi iiriinlere gevrilmesi seklinde sonlanan
siirectir (152). Lipid peroksidasyonu, membranlara yakin bolgelerde ortaya ¢ikan OH
radikalinin membran fosfolipidlerinin yag asidi yan zincirlerine saldirmasiyla olusur
(146). Lipid peroksidasyonu ile olusan membran zarari geri doniisiimsiizdiir.
Biyomolekiillerin tiim biiyiik smiflar1 serbest radikaller tarafindan etkilenirler, fakat
lipidler en hassas olanlaridir.

2.10.4.2. Serbest Radikallerin Proteinler Uzerindeki Etkileri

Membranlarin diger bir temel bileseni olan proteinler de ROT saldirilarmin
hedefinde yer alir. Ancak doymamis yag asitlerine kiyasla radikallerin meydana
getirecegi zarara karsi daha az hassastirlar. Proteinlerin serbest radikal zararindan
etkilenme dereceleri igerdikleri aminoasit kompozisyonuna baghdir. Doymamis yag ve
stilfiir iceren aminoasitlerden (triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metionin, sistein
gibi) meydana gelmis proteinler serbest radikallerden kolaylikla etkilenir. Farkli
ROT’ler arasinda OH", RO’ ve nitrojen-reaktif radikaller genellikle protein hasarina yol
acanlardir. Hidrojen peroksit ve O, radikalleri fizyolojik konsantrasyonlarda proteinler
izerinde zayif etki gosterirler ancak siilfidril (—SH) grubu icerenler H,O; ile etkilesimi
takiben okside olurlar. Proteinler ROT’ler ile etkilestikten sonra belli aminoasit
dizilerinde hasar, tersiyer yapilarinda degisiklik, degradasyon ve fragmantasyon gibi
direkt ya da indirekt hasarlar olusabilir. Protein hasar1 sonucunda enzimatik aktivitede
kayip, enerji iiretimi gibi hiicresel fonksiyonlarda degisiklik, membran potansiyeli
olusumunda engellenme ve hiicresel proteinlerin tip ve diizeyinde degisiklikler gozlenir.
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Protein oksidasyon iiriinleri genellikle aldehitler, keto bilesikleri ve karbonillerdir (153,
154).

2.10.4.3. Serbest Radikallerin DNA Uzerindeki Etkileri

DNA iyi korunmasi ve kararli olmasina karsin serbest radikaller i¢in dnemli bir
hedeftir. Radikaller, DNA bazlarinin modifikasyonu, tekli ve ciftli DNA kiriklari,
piirinlerin kaybi (apiirinik bolgeler), deoksiriboz sekeri, DNA-protein ¢apraz baglantisi
ve DNA tamir sisteminde hasara neden olabilir. Tiim ROT’ler hasara neden olmaz,
cogunlukla OH" radikalleri hasara neden olur. DNA’nin O, ve H,0O, gibi daha az
reaktif olan diger ROT ler ile fizyolojik konsantrasyonlarinda direkt etkilesimi hasara
neden olmaz ancak bu tiirler kolayca hasara neden olan diger reaktiflerin olusmasina
neden olabilir. Ornegin, H,0; ve O,", OH olusmasina ayrica NO ve O, , peroksinitrit
(ONOQO) olusmasina neden olabilir ve bu tiirler de OH radikalinin olusturduguna benzer
bir DNA hasar1 olusturabilirler (155, 156). Iyonize edici radyasyonla olusan serbest
radikaller, DNA’y1 etkileyerek hiicrede mutasyona, kanserlesmeye ve 6liime yol agabilir.

2.10.4.4. Serbest Radikallerin Karbohidratlar Uzerindeki Etkileri

Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu H,O,, peroksitler ve okzoaldehitler
meydana gelirler. Okzoaldehitler, DNA, Ribo Niikleik Asit (RNA) ve proteinlere
baglanabilme ve capraz baglar olusturabilme o6zelliklerinden dolayr antimitotik etki
gosterirler. Coklu doymamis yag asitleri ve karbohidrat oksidasyonunun bir iiriinii olan
glioksal’1n hiicre boliinmesini inhibe ettigi kaydedilmistir (146).

2.10.5.0ksidatif Stres ve Oksidatif Strese Kars1 Hiicrenin Savunma Mekanizmalar
ve Antioksidan Molekiiller

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi hasari
Onlemek ic¢in viicutta bazi savunma mekanizmalart gelistirilmistir. Canli hiicrelerde
bulunan lipid, protein, niikleik asit ve karbohidratlar gibi hedef molekiillerdeki oksidan
hasari, serbest radikalleri notralize ederek engelleyen veya geciktiren maddelere
antioksidan ve bu olaya da antioksidan savunma ad1 verilir. Bu sistemin evrim boyunca
atmosferde degisen O, konsantrasyonuna yanit olarak gelismis olma ihtimali yiiksektir.
Organizmada serbest radikallerin olusum hiz1 ile bunlarin ortadan kaldirima hizi bir
denge icerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif denge
saglandig1 siirece organizma, serbest radikallerden etkilenmemektedir. Bu radikallerin
olusum hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir diisme bu dengenin
bozulmasina neden olur. Oksidatif stres (OS) olarak adlandirilan bu durum 6zetle;
serbest radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi1 arasindaki ciddi
dengesizligi gostermekte olup sonucta doku hasarina yol agmaktadir.

Serbest radikaller ve antioksidanlar arasinda ¢ok hassas bir denge vardir. Bu
dengedeki diizensizlikler veya hiicreye zarar veren ROT’lerin birikimi yukarida da
belirtildigi gibi oksidatif stres olarak tanimlanir. Hiicre icinde ROT iireten cok sayida
bilesik ve cevresel ajanlar, aktif O, konsantrasyonunun hiicrenin savunma kapasitesini
asan bir seviyeye ulagmasi, hiicrelerin ROT nin yiiksek seviyelerine maruz kalmasi
OS’ye neden olan durumlardir. Antioksidanlarin bir kismi serbest radikal olusumunu, bir
kismi ise olugmus serbest radikallerin zararli etkilerini 6nler (131).
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Cesitli ozellikteki serbest radikaller i¢in hidrofilik ve lipofilik antioksidanlara
ithtiya¢ vardir. Hidrofilik ©zellikteki antioksidanlar sitozol ve ekstraseliiler sivilarda,
lipofilik Ozelliktekiler ise membranlarda ve lipoproteinlerde bulunurlar. Antioksidanlar
baslica endojen (dogal) ve ekzojen (farmakolojik) olmak iizere 2’ye ayrilirlar. Endojen
kaynakli olanlar ise enzimatik ve enzimatik olmayanlar (non-enzimatik) olarak
smiflandirilir. Hiicresel seviyede etkili olan enzimatik sistemler i¢inde birincil olan
antioksidan enzimler arasimnda siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) ve glutatyon-S transferaz (GST) bulunur. Bu birincil enzimlerden
baska dolayli olarak antioksidan sistem icinde yer alan glutatyon rediiktaz (GSH-Rd) ve
glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) enzimleri de vardir ve bunlara ikincil antioksidan
enzimler denilmektedir. Non-enzimatik antioksidanlar ise, indirgenmis glutatyon (GSH),
N-asetilsistein ve tiyoller gibi protein olmayan siilfidriller, A, C ve E vitaminleri ve
baska molekiillerdir (157).

2.10.5.1. Enzimatik Antioksidanlar

Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Siiperoksit dismutaz (SOD), O, "nin H,O,’ye dismutasyonunu katalize eden bir
metaloenzimdir. Insanda SOD’nin iki tipi mevcuttur. Sitozolde dimerik, Cu** ve Zn"
iceren izomeri (Cu-Zn SOD) ile mitokondride tetramerik, Mn*? iceren izomeri
mevcuttur (Mn-SOD). Prokaryotlarda Fe*? iceren bir izomeri daha vardir (Fe-SOD).
Ayrica 1982 yilinda glikoprotein yapisinda olan ekstraseliler SOD (EC-SOD)
tanimlanmaistir.

02'_+ 02'_+ 2H+ SQD > 02 + H202 (I)
202 + 2H+ E— H202 (H)
H + 0, + H,O, ————» 0O, + OH'+ H,0O (IH)

SOD, II. reaksiyonun hizimi artirirken, III. reaksiyonun olusumunu engeller.
Enzimin fizyolojik fonksiyonu; O;’yi metabolize eden hiicreleri O, ’nin zararh
etkilerine kars1 korumaktir. Boylece lipid peroksidasyonunu inhibe eder. SOD, aerobik
canlilarda O, ’lerin H,O, ye cevrilmesinde katalitik aktivitesi yliksek olan enzimdir
(146).

Katalaz (CAT)

Katalaz, peroksizomlarda lokalize olan ve yapisinda 4 adet “hem” grubu
bulunduran bir hemoproteindir. Karaciger, bobrek, miyokard, cizgili kas ve eritrositlerde
aktivitesi yiiksektir. H,O»’yi, O, ve H;O’ya parcalar. Dolayisiyla SOD tarafindan
baslatilan detoksifikasyon reaksiyonunu tamamlar.

2H,0, _ Katalaz . 2H,0+0;

Katalazin indirgeyici etkisi H,O, nin yanisira metil-, etil- hidroksiperoksitler gibi

kii¢iik molekiillii lipid peroksidasyonlarini da i¢ine alir (146).

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz, H,O;’lerin indirgenmesinden sorumlu enzimdir.
Enzimin %60-75’1 0©karyot hiicrelerin sitoplazmasinda bulunur. %25-40’1 ise
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mitokondridedir. Enzim aktivitesi eritrositler ve karacigerde fazladwr. GSH-Px,
intraseliiller mesafede lipidleri peroksidasyondan koruyan en Onemli enzimdir. Bu
nedenle hiicrenin sitozolik kompartmaninda yer alan bu enzim hiicrenin yapismi ve
fonksiyonunu korur [64,85]. GSH-Px, asagidaki reaksiyonlar1 katalizler (146).
H,O0,+2GSH _GSH-Px, GSSG+2H,0O @
ROOH+2GSH__ GSH-Px  GSSG+ROH+H,0 dmn
Glutatyon peroksidaz enziminin Selenyum (Se) bagimli ve bagimsiz iki formu vardir.

Glutatyon S-Transferaz (GST)

Selenyuma bagli olmayan GSH-Px olarak ta adlandirilir. Glutatyon transferazlar,
karacigerde sitokrom P450 enzim sistemi tarafindan reaktif ara iiriinlere doniistiiriilen
yabanct maddelerin daha az reaktif konjugatlara doniisiimiinii katalizler. Bu islemi
yaparken glutatyon (GSH)’daki sisteine ait —SH grubunu yabanci maddelere baglayarak
elektrofilik bolgelerini nétralize eder ve iiriinii daha fazla suda ¢oziiniir hale getirerek
organizmadan atilimini saglar.

ROOH+2GSH___ GST | GSSG+ROH+H,0

Basta arasidonik asit ve lineolat hidroperoksitleri olmak iizere lipid peroksitlerine

kars1 Se bagimsiz GSH peroksidaz gibi aktivite gosterir (151).

Glutatyon Rediiktaz (GSSG-R)

Hidroperoksitlerin rediikte olmasiyla olusan okside glutatyonun (GSSG), rediikte
hale (GSH) doniigsmesini katalizler. Reaksiyonun gerceklesmesi icin NADPH’ye ihtiyag
vardir (146).

GSSG + NADPH + H——— 2GSH + NADP*

2.10.5.2. Enzimatik Olmayan (Non-enzimatik) Antioksidanlar
ROT’lerin ortadan kaldirilmasina enzimatik antioksidanlarin yam sira enzimatik
olmayan (non-enzimatik) antioksidanlar da katilir.

Glutatyon (GSH)

Glutatyon (y-Glutamil Sisteinil Glisin), diisiik molekiil agirlikli onemli bir
tripeptiddir. GSH intraselliiler bir antioksidan olup ekstraselliiller mesafede diisiik
konsantasyonlarda bulunur. Hiicre icinde redoks potansiyeli yiiksek bir ortam
olusturarak hiicreyi oksidatif hasara kars1 korur. Glutatyon, eritrosit hari¢ tiim memeli
hiicrelerinde bol miktarda salinir. Glutatyon, H,O,, OH", O,"", alkoksil (RO") radikalleri
ile direkt etkilesime girerek hiicreleri oksidatif hasara karsi korur ve diger taraftan
proteinlerin  siilfidril gruplarimin rediikte halde kalmasmi saglayarak protein ve
enzimlerin inaktivasyonunu Onler. Ayrica GSH, membran gecirgenliginin saglanmasi,
DNA sentezi, protein konformasyonu ve enzim aktivitesinin ayarlanmasi gibi gorevlerde
de yer alir (146).

Askorbik Asit

L-Askorbik asit (C Vitamini) insan beslenmesinde onemli bir vitamin olup bitki
dokularmda bol miktarda bulunur. Siiperoksit, singlet oksijen ve H>O;’yi temizleme
Ozelligi vardir. Suda ¢oziinebilir bir bilesik oldugu icin, aktiflesmis oksijenle sulu fazda
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bulunan diger bilesenlerden daha kolayca reaksiyona girer ve oksidatif hasardan
makromolekiilleri korur.

Askorbatin antioksidan olarak indirekt rolii, a-tokoferol ve karotenoid gibi
membrana bagli antioksidanlar1 indirgenmis formuna doniistiiriip yenilemesidir. o-
tokoferol, peroksil radikalleri ve singlet oksijeni temizleme 6zelligine sahiptir, ancak bu
sirada tokoferoksil radikaline doniisiir. Olusan tokoferoksil radikal, askorbat tarafindan
tokoferole indirgenir (158).

E Vitamini

E Vitamini, a-, B-, y-, 0- tokoferol ve a-,B-, y-, 6- tokotrienol olarak adlandirilan
bilesiklere verilen genel bir isimdir. Mitokondri ve mikrozomlar gibi membranca zengin
hiicre kisimlarinda yiiksek konsantrasyonlarda bulunurlar. Bitkisel yaglar ve tohumlar
zengin E vitamini kaynaklaridir. Dogal olarak bulunan 8 adet tokoferolden a-tokoferol,
antioksidan olarak en aktif olan1 ve dogada en yaygin olarak bulunanidir. a-Tokoferol,
0,7, OH’, singlet Oy, lipid peroksi radikallerini ve diger radikalleri temizler. Hidrofobik
dogasindan dolay1 a-Tokoferol yalnizca hiicre membranlarinin fosfolipid tabakasinda ve
plazma lipoproteinlerinde (LDL) yer alir. Tokoferoller hiicre membraninda esit olarak
dagilmazlar. Daha ¢ok doymamis yag asitlerinin yogun oldugu kisimlarda bulunurlar ve
boylece lipid peroksidasyonuna karsi yag asitlerini korurlar. a-Tokoferol, hiicre
membranlariin lipid peroksidasyonuna karst korunmasinda, membran akigkanliginin
saglanmasinda ve membran enzimlerinin modiilasyonunda 6nemli bir rol alir (159).

Diger Non-enzimatik Antioksidanlar:

Karotenoidler

A vitaminin metabolik 6n maddesi olan [-karoten, bitkilerde kloroplast
membraninin bir bilesenidir. Son derece giiclii singlet O, temizleyicisi olup ayrica OH’,
peroksi ve alkoksi radikalleriyle dogrudan reaksiyon vererek lipid peroksidasyonunu
Onleyebilir. Singlet O, uzaklastirici olarak bilinen en etkili karotenoid likopendir (160).

Melatonin
OH’ radikalini ortadan kaldiran lipofilik 6zellikte ¢ok giiclii bir antioksidandir
(161).

Urik asid
Urik asid, singlet O,, peroksil radikalleri, OH", ozon ve HOCI i¢in gii¢lii bir
temizleyicidir ve in vivo antioksidan olarak kabul edilmektedir (162).

Yukarida bahsedilen antioksidanlar haricinde deferoksamin, ubiquinol (koenzim
Q), lipoik asid, metallotioneinler, melanin, albumin, sistein, bilirubin ve flavonoidlerin
de antioksidan aktivite gosterdigi saptanmustir. Biyolojik sistemlerdeki antioksidan
savunma sistemi elemanlar1 Cizelge 2.4’te goriilmektedir.
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Enzimatik Nonenzimatik
Stperoksit dismutaz (SO Glutatyon (GSH) Albumin
Katalaz (KAT) A-Tokoferol (vit E) Seruloplazmin
Glutatyon peroksidaz (GSH-Px) Askorbat (vit C) Transferin
Fostolipid hidroperoksit glutatyon B-Karoten Ferritin
Peroksidaz (PLGSH-Px) Flavonoidler Laktoferrin
Glutatyon S-transferanz (GST) Urat Melatonin
Glutatyon redukiaz (GSS5G-R) Bilirubin Sistein

Cizelge 2.4. Biyolojik sistemlerdeki antioksidan savunma sistemi elemanlari.

2.10.6. Oksidatif Stresin Sebep Oldugu Hastaliklar

Literatiirde 200’den fazla hastalik veya bozuklugun baslamasinda ve devami
boyunca ROT’nin rol aldig1 gosterilmistir. Birgok kanser tipi, kalp hastaliklari,
endotelyal disfonksiyon, ateroskleroz ve diger Kkardiyovaskiiler bozukluklar,
inflamasyon, yaniklar, sindirim kanali hastaliklari, beynin dejeneratif bozukluklari-
Parkinson ve Alzheimer hastaligi, diyabet, gdz hastaliklari, iskemik ve post-iskemik
patolojilerde ROT’nin Oncii ya da araci olarak onemli rolleri olabilir. Yaslanma
siirecinde mitokondriyel fonksiyonun bozulmasi sonucu ROT iiretimi artar (163).

2.10.7. Ureme Sisteminde Reaktif Oksijen Tiirleri ve Rolleri
Diisiik miktarlardaki ROT normal lireme fonksiyonunda 6nemli bir role sahiptir
ancak yiiksek miktarlari fertiliteyi etkileyen patolojik kosullara neden olur.

2.10.7.1. Disi Ureme Sisteminde Reaktif Oksijen Tiirleri ve Rolleri

ROT, oosit olgunlasmasi, fertilizasyon, embriyo gelisimi, gebelik ve dogumun
baslamas1 gibi bir¢ok olayda rol alir. ROT nin pre-eklampsi, uterus i¢i biiyiime geriligi,
hidatiform mol, serbest-radikal indiiklii dogum defekteri, diisiikler, endometriyoz ve
aciklanamayan infertilite olaylarinda rol aldig1 gosterilmistir.

Reaktif Oksijen Tiirleri ve Ovaryum Folikiilleri

ROT, folikiilogenez, steriodogenez, folikiil olgunlagsmasi, ovulasyon ve korpus
luteum fonksiyonlarinda rol alir (164). Insan ovaryumlarinda Cu, Zn-SOD ve Mn-SOD
tespit edilmistir (165). Folikiiler sivinin mikrogevresi folikiiler olgunlagma ve graniiloza
hiicre fonksiyonlar1 icin Onemlidir. Folikiiler sividaki GSH-Px azalmasi ile diisiik
fertilizasyon oranlar1 arasinda 6nemli bir iliski bulunmustur (166). Sigara i¢cmek de
folikiil sivisindaki GSH-Px konsantrasyonlarini azaltmaktadir. Cu, Zn-SOD 06zellikle
metafaz II oositlerinde kuvvetli eksprese olur. Mn-SOD ve GSH-Px transkriptleri
germinal vezikiil ve metafaz Il sathasinda eksprese edilir bu da bu enzimlerin oosit
olgunlagsma markirlar1 olabilecegini diisiindiirmiistiir (167). Cu, Zn-SOD ve Mn-SOD
ekspresyonu insan ovaryumunda steroidogenez ile yakindan iliskilidir (168). ROT’ler
oositte fazla {iiretilmeleri durumunda oosit gelisimini inhibe edebilir ve oositlerin
dejenerasyonuna neden olabilirler (169).
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Reaktif Oksijen Tiirleri ve Endometriyum

Endometriyumda stromal hiicreler normal metabolizmalar1 sonucu ROT iiretirler.
Bu ROT’lerin intraseliller kaynaklar1 mitokondriyel elektron tagima sistemi,
endoplazmik retikulum, niikleer membran elektron tasima sistemleri ve plazma
membranlaridir. Endometriyumda Cu, Zn-SOD ve Mn-SOD vardir. SOD, bez epiteli
hiicreleri ve stromal hiicrelerde yiiksek derecede eksprese edilir bu da SOD’nin
endometriyal fonksiyonun diizenlenmesinde rolii oldugunu diisiindiiriir (170).

Gebelik gerceklestiginde P4, artan Cu, Zn-SOD ve Mn-SOD ekspresyonlari ile
birlikte endometriyal stromal hiicrelerin desidualizasyonunu indiikler. Cu, Zn-SOD
sitosolde O,"~ radikallerini temizleyerek Prostaglandin F2o (PGF2a) tiretimini baskilar
boylece uterus hareketsiz kalir. Mn-SOD mitokondride iiretilen O, radikallerini
temizleyerek stromal hiicreleri OS’den korur. Ancak gebelik gerceklesmezse ovaryan
steroid diizeylerinin azalmast (P, disiisii) stromal hiicrelerde Cu, Zn-SOD
ekspresyonunun azalmasini indiikler bu da ROT araciligiyla PGF2a iiretimini stimiile
eder. Stromal hiicrelerce iiretilen PGF2a kasilmaya yol acarak endometriyal dokiilmeye,
kanamaya neden olur (171).

Reaktif Oksijen Tiirleri ve Gebelik

Gebelik boyunca fetal gelisim plasental ve maternal metabolizmadaki artis ile
iliskilidir bu da anneyi OS gelisimine hassas hale getirir. ROT artist ve lipid
peroksidasyonunda artis gerceklesir. Plasenta, O,’yi maternal dolasimdan alir ve
maternal-fetal O, gradiyentinin ortasinda yer alir. Bunun sonucunda o6zellikle O,
olmak iizere ROT tiretimi artar ve OS’nin gelisme olasilig1 artar (172). Plasenta ayrica
NO, karbon monoksit (CO) ve ONOQ" iiretir, bunlarin plasental fonksiyon, trofoblast
proliferasyonu-farklilasmasi ve vaskiiler reaktivite lizerinde etkileri vardir. Ayrica, Mn
ve Cu, Zn-SOD, CAT, GSH, GPx, GST, tiyoldisiilfit oksidorediiktaz ile C ve E
vitaminlerini iceren temel antioksidan sistemleri plasentada mevcuttur (173).

Reaktif Oksijen Tiirleri ve Endometriyoz

Yapilan calismalarda endometriyoz hastalarinin periton boslugunda makrofaj
sayist ve aktivitesinin arttigi gosterilmistir (174). Makrofajlar, artan ROT iiretiminin
kaynagi olabilir. Ayrica endometriyozlu hastalarin  periton sivisinda lipid
peroksidasyonunun arttigi rapor edilmistir (175). Endometriyozlu hastalarin periton
sivisinda toplam antioksidan kapasitesinde herhangi bir farklilik bulunamamustir (176).
Endometriyozlu kadinlara ait peritonal makrofajlar ile endometriyal dokuda NO sentaz
aktivitesi daha yiiksektir (177). Endometriyozlu hastalarin endometriyumunda SOD
ekspresyonunun arttigi rapor edilmistir (178).

Reaktif Oksijen Tiirleri ve Pre-eklampsi

Yapilan son calismalar, oksidatif stresin pre-eklampsi etiyolojisinde rolii
olabilecegini gostermektedir. Pre-eklampsi hastalarinda antioksidanlarin azaldigi (179)
ve lipid peroksidasyonunun arttigi gozlenmistir (180).
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Reaktif Oksijen Tiirleri ve Aciklanamayan Infertilite

Aciklanamayan infertiliteye periton boslugunda artan ROT iiretimi neden olabilir.
Infertilite degerlendirmesi icin laparoskopiye giren kadmnlardaki ROT miktar1 ovidukt
ligasyonu icin laparoskopiye giren kadinlarinkinden yiiksek ¢ikmustir (181). Polak ve
arkadaslar1  aciklanamayan infertiliteye sahip  kadmlardaki antioksidan
konsantrasyonlarinin fertil hastalara oranla daha az oldugunu gostermislerdir (182).
Ayrica lipid peroksidasyon son {iriinii olan malondialdehit konsantrasyonlarinin
aciklanamayan infertiliteye sahip kadinlarin periton sivisinda fertil kadinlara oranla daha
fazla oldugu bulunmustur.

2.10.7.2. Erkek Ureme Sisteminde Reaktif Oksijen Tiirleri ve Rolleri

Infertil erkeklerin %25-40’1in semen orneklerinde yiiksek diizeyde ROT tespit
edilmistir (183). Spermatozoa OS-indiiklii hasara hassastir ¢linkii plazma membranlari
bol miktarda ¢oklu doymamus yag asitleri igerir ve sitoplazmalar1 diisiik miktarda
temizleyici enzim igerir (184). Oksidatif stresin sperm plazma membranina verdigi hasar,
infertil hastalarin cogunda goriilen bozuk sperm fonksiyonunun sorumlusu olabilir (185).
Oksidatif stres yalnizca sperm plazma membraninin akigkanligini bozmakla kalmaz
ayrica niikleusta DNA biitiinliigiine de zarar verir (186). Son yillara kadar ROT nin
insan spermatozoasina sadece zararli oldugu diisiiniilmiistiir. Ancak, ROT’nin az
miktarlarinin spermatozoanin fertilizasyon kapasitesi kazanabilmesi icin gerekli oldugu
anlagilmistir (187). Aitken et al. (188) diisitk ROT diizeylerinin insan spermatozoasinin
zona pellusidaya baglanma yetenegini artirdigini gostermislerdir. Spermatozoanin diisiik
konsantrasyonda H,O; ile inkiibe edilmesi sperm kapasitasyonu, hiperaktivasyonu,
akrozom reaksiyonu ve oosit fiizyonunu stimiile eder (189). HO, disindaki NO ve O,
gibi diger ROT’ler de sperm kapasitasyonu ve akrozom reaksiyonunu stimiile eder (190).
Infertil erkeklerin seminal plazmalarindaki antioksidan diizeyleri kontrol grubundakilere
oranla 6nemli Olciide daha disiiktiir (191). Ancak infertil erkeklerin semeninde tespit
edilen patolojik diizeylerdeki ROT, seminal plazmanin azalan antioksidan kapasitesi
nedeniyle degil artan ROT diizeyi nedeniyledir (192). Bazi durumlarda oksidanlarin
sebep oldugu hasar tamir edilebilmesine karsin spermatozoa asirt ROT nin sebep oldugu
hasar1 tamir edemez c¢iinkii tamiri yapabilecek sitoplazmik enzim sistemleri yoktur. Bu
da spermatozoay1 oksidatif hasara karsi hassas hale getirir (188). Ollero ve arkadaslar1
(193) ve Gil-Guzman ve arkadaglarmin (194) yaptiklar1 ¢alismalara gore semendeki
ROT iiretim diizeyleri ile Diinya Saghk Orgiitii ve Kruger tarafindan belirlenen
smiflandirmaya gore normal sperm yiizdesi arasinda negatif bir iligki vardir. Artan ROT
diizeyleri sperm hareketliliginde azalmaya neden olur (195). Sperm DNA’sin1 iki faktor
OS’den korur: DNA’nm siki paketlenmesi ve seminal plazmada var olan antioksidanlar
(196). Yiiksek diizeydeki ROT infertil erkeklerin spermatozoasinda siklikla goriilen
DNA fragmantasyonuna neden olur (197).

2.10.8. Peroksiredoksin (Prdx) Antioksidan Ailesi

Peroksiredoksinler (Prdx), selenyum-bagimsiz peroksidazlar siiperailesine
tiyedirler, ilk defa mayada kesfedilmisler daha sonra bircok organizmada varliklari
gosterilmistir. Tiim peroksiredoksinler, amino (N) terminal bolgelerinde korunmus bir
sistein  (Cys) residiisii/bolgesi igerirler. Burast H;O;’nin Oncelikli oksidasyon
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olusturdugu bolgedir. Memeli hiicreleri ii¢ altgruba ayrilan alt1 peroksiredoksin izoformu
eksprese ederler: 2-Cys (2 sistein), atipik 2-Cys (2 sistein) ve 1-Cys (1 sistein). 2-Cys alt
grubunun iiyeleri Prdx1, 2, 3 ve 4’tiir ve C terminal u¢larinda korunmus ikinci bir sistein
grubu icerirler. Ancak atipik 2-Cys iiyesi olan Prdx5 ve 1-Cys iiyesi olan Prdx6
korunmus ikinci sistein grubuna sahip degildirler. Prdx izoformlar1 hiicre i¢inde farkli
yerlerde yerlesim gosterirler: Prdxl ve Prdx2 sitozole, Prdx3 mitokondriye, Prdx4
ekstraseliiler bosluga, Prdx5 mitokondri ve peroksizoma ve Prdx6 sitozole lokalizedir
(198).

Peroksiredoksinler, antioksidan savunma ve alkil ve hidrojen peroksit rediiktaz
aktiviteleri araciligiyla intraseliiler sinyalde rolleri olan peroksidazlardir. Peroksit
rediiksiyonundan sonra oksidize Prdx’ler, tiyol iceren verici molekiillerden-Prdx1-Prdx5
icin tiyoredoksin ve Prdx6 i¢in GSH-elektron transferi araciligiyla indirgenir (199).
Siklofilin A da sitozolik Prdx’ler i¢in potansiyel bir elektron verici olarak tanimlanmistir
(200).

2.10.8.1. Peroksiredoksin 6 (Prdx6)

Peroksiredoksin 6, 1-Cys peroksiredoksin olarak adlandirilmanin yanisira LTW4,
antioksidan protein 2, Clara hiicresi proteini 26, aiPLA2 ve ORF6 olarak da adlandirilir
(201).

Prdx6’y1 kodlayan fare geni bes ekzon ve dort introndan olusur. Bircok psédo
(yalanc1) gen tanmimlanmustir ancak bunlar proteine transle olmazlar. PRDX6 proteini
224 aminoasitten olusur ve molekiiler agirhigi 25.1 kDa’dur. Hem GSH peroksidaz hem
de Ca™-bagimsiz fosfolipaz A, (PLA,) aktivitelerine sahip iki fonksiyonlu bir proteindir
(202).

PRDX6, genellikle peroksidize fosfolipidlerin indirgenmesi aracilifiyla hasarli
hiicre membranlariin tamirini kolaylastirarak antioksidan savunmada fonksiyon goriir.
PRDX6, H,0,, yag asitleri, hidroperoksitler ve fosfolipid hidroperoksitleri indirgemek
icin GSH’yi elektron verici olarak kullanir. PRDX6’nin ayrica peroksinitrit ve fosfolipid
hidroperoksit rediiktaz aktiviteleri gosterdigi rapor edilmistir. Asidik Ca**-bagimsiz
fosfolipaz A, aktivitesine sahip tek PRDX’tir. Bu aktivite akcigerlerde calisilmis ve
siirfektan fosfolipidinin turnovert ile iligkilendirilmistir (203).

PRDX6 yapisinin homolojisi agisindan bir peroksiredoksin olmasma ragmen
enzim Ozellikleri PRDX6’y1 bu siiperailenin diger iiyelerinden aywrir (Cizelge 2.5). 2-
Cys enzimler ya internal olarak (PRDXS) ya da homodimerizasyon araciligiyla
(PRDX1-4) disiilfit baglar1 kurarken Prdx6, mGST (glutatyon S-transferaz 1) araciligiyla
GSH ile disiilfit olusturur. PRDX1-5, indirgeyici olarak tiyoredoksin kullanmalarma
ragmen PRDX6 GSH kullanir. PRDX6 fosfolipid hidroperoksitleri indirgeyebilmesine
karsin bu 6zellik diger peroksiredoksinler i¢cin gosterilememistir. PRDX6 ayrica PLA,
aktivitesine sahiptir, bu aktivite ile iligskili sekans diger peroksiredoksinlerde
bulunmamaktadir.

Prdx6 mRNA ve proteini birgok memeli organinda saptanmistir, en yiiksek
ekspresyon ise akcigerlerde bulunmustur (201). Akcigerin subseliiler/hiicre alt1 diizeyde
fraksiyonlanmasi sonucunda PRDX6 sitozolik ve lizozomal fraksiyonlarda, siirfektanin
depolandig1 lamellar yapilarda ve lavaj ile elde edilen ekstraseliiler sivida saptanmistir.
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Manevich ve arkadaslar1 optimum pH kosullarina dayanarak sitozolik proteinin
peroksidaz aktiviteden, lizozomal/lamellar yapilardaki proteinin ise PLA, aktivitesinden
sorumlu oldugu yorumunu yapmiglardir (201).

Prdx6 genindeki ekzon 1 ve 2 (204) ya da ekzon 3 (205)’iin hedeflenmesiyle
Prdx6 geni ¢ikarilmis iki fakli fare modeli tiretilmistir. Her iki fare tiiriiniin de gelisimi
ve iiremeleri normaldir. Ancak her iki tiir de OS’ye artan bir hassasiyet gosterirler.

Prdx6’y1 overeksprese eden hiicreler OS’ye karsi korunur. Antisense uygulamasi
ile Prdx6’nin ortadan kaldirilmasi ise OS ve apoptoza neden olur. Farelerde Prdx6’nin
adenovirus araciligiyla akcigerlerde overekspresyonu hiperoksinin neden oldugu
toksisiteye karsi korur. Prdx6’y1 overeksprese eden fareler VT farelere gore daha az
lipid peroksidasyonu, daha az protein oksidasyonu, daha az akciger 6demi ve daha az
akciger inflamasyonu gosterirler (206).

Leyens ve arkadaglar1 yaptiklar1 caligmada peroksiredoksinlerin oosit ve erken
donem embriyolarda ekspresyonlarini RT-PCR teknigi ile incelemislerdir.
Peroksiredoksin 6, matiirasyon Oncesi ve sonrasi oositlerde, 2 hiicreli ve 8 hiicreli
embriyo asamalarinda tespit edilmis ancak morula evresinde tespit edilememistir.
Blastosist agsamasinda ise Prdx6 tekrar eksprese edilmeye baslamistir (207). Leyens ve
arkadaslar1 yaptiklar1 bir diger ¢calismada ise PRDX6’nin matiirasyon sonrasi hem oosit
hem de kumulus hiicrelerinde upregiile oldugunu bulmuslardir (208).

Peroksiredoksinlerin 6zellikleri

Prdxg Frdx1-5
P, 1-Cys 2-Cys
Aktif bolge : ;
indirgeyici GSH Tiyoredoksin
Substrat olarak H202 kullanimi + ;
Substrat olarak PLOOH kullanimi + '
PLA2 aktivitesi *®

PLOOH: fosfolipit hidroperoksit
Cizelge 2.5. Peroksiredoksinlerin 6zelliklerini gosteren cizelge (201).

Peroksiredoksin 6’min Hastahklardaki Rolii

Prdx6 protein ya da mRNA’sinm bazi hastaliklarda miktarinin azaldigi ya da
arttig1 belirlenmistir. Ornegin, deneysel ateroskleroza yatkin farelerde Prdx6 mRNA ve
proteininin azaldigl, mutant SOD eksprese eden farelerin spinal kordunda, Parkinson
hastalarinin ~ beyinlerinde, Creutzfeldt-Jacob ve Pick hastaliginda, malignant
mezotelyomada, skuamoz kanserde, iyilesen deri yaralarinda, deneysel hiicresel
prematiir yashlikta ve metastaz yapan meme kanseri hiicrelerinde artis gosterdigi
gosterilmistir (201).

Ayrica, Prdx6 notrofil NADPH oksidaz aktivasyonunda rol alabilir, eritrosit
hemolizatlarinda methemoglobin olusumunu 6nler. Ve bitkilerde tohum ¢imlenmesinde
rolii oldugu gosterilmistir (201).
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2.11. Hipotez

C57BL6/129 ve CDI1 genetik zeminli Fkbp52 geni cikarilmis (Fkbp52-/-)
farelerde ovulasyon ve fertilizasyon basarili bir sekilde gerceklesir ancak implantasyon
gerceklesmez. Bu farelere disaridan P4 verildiginde CD1 genetik zeminli olanlarda
implantasyonun gerceklesirken C57BL6/129 genetik zeminli olanlarda implantasyon
gerceklesmez.

CD1 Fkbp52-/- farelerde Ps’iin azalan PR yamitiin iistesinden nasil gelerek
implantasyona izin verdigi bilinmemektedir. FKBP52, PR’yi Ps’e baglanmasi i¢in
optimal konfigiirasyonda tuttugu icin ortamda bulunan fazla miktardaki P4, FKBP52
eksikliginde Ps’iin PR kompleksine baglanma olasiligmi artirtyor olabilir. Diger bir
olasilik ise FKBP52’nin PR sinyal yolagindaki fonksiyonundan baska bir gorevi
olmasidir. Ciinkii, disaridan saglanan P4 destegi C57BL6/129 genetik zeminli Fkbp52-/-
farelerde implantasyonu kurtaramamistir ve CD1 Fkbp52-/- farelerde gebeligin terme
ulasabilmesi i¢in daha fazla P, diizeylerine gereksinim duyulmaktadir. Ayrica daha 6nce
yapilan bir calismada plasentada Fkbp52°'nin eksprese edildigi buna karsin Pgr’nin
eksprese edilmedigi gosterilmistir. Bu da FKBP52’nin PR aktivitesini optimize etmekten
bagska bir fonksiyonu olabilecegini diisiindiirmektedir.

Hipotezimiz; FKBP52’nin PR sinyal yolagindaki kosaperon fonksiyonundan
bagimsiz bagka bir rolii vardir. Bunu belirleyebilmek icin Fkbp52-/- farelerin uterusunda
Vahsi tip ve Pgr-/- farelerin uterusundan farkli olarak eksprese edilen proteinleri
proteomiks analiziyle belirlemeyi ve elde edecegimiz sonuglara gére FKBP52’nin
kosaperon fonksiyonundan bagimsiz rollerini arastirmayr amagladik.
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GEREC VE YONTEM

Tez ¢alismamizda kullanilan C57BL/6/129 ve CD1 genetik zeminli Fkbp52—/—
(Fkbp52 geni c¢ikarilmig) fareler ile CS7TBL/6/129 Pgr-/- (progesteron geni ¢ikarilmis)
fareler sirasiyla David Smith (Mayo Clinic, Scottsdale, Arizona, USA) ve Bert O’Malley
(Baylor College of Medicine, Houston, Teksas, USA) tarafindan temin -edildi.
Calismamizda kullanilan tiim protokoller Cincinnati Cocuk Hastahanesi Arastirma Vakf1
Hayvan Bakimi ve Kullanimi Komitesi (Children’s Research Foundation Institutional
Animal Care and Use Committee) tarafindan onaylandi. Kontrol amacl kullanilan vahsi
tip (VT) fareler ise orjinal olarak The Jackson Laboratory (Maine, USA)’ den satin
alind1.

C57BL6/129 genetik zeminli Fkbp52 heterozigot KO (+/-) erkek fareler ile CD1
genetik zeminli VT disi farelerin ciftlestirilmesi sonucu olusan CD1 genetik zeminli
heterozigot disi ve erkekler fareler kendi aralarinda on nesil boyunca ciftlestirildi ve
sonucta CD1 genetik zeminli Fkbp52 KO fareler elde edildi. Hem C57BL6/129 hem de
CD1 genetik zeminli Fkbp52 KO erkekler infertil olduklar: i¢in deneylerde VT erkek
fareler kullanildi.

3.1. Proteomiks Metodu

3.1.1. 2 Boyutlu Ayrim Jel Elektroforezi

C57BL6/129 genetik zeminli vahsi tip (VT), Fkbp52-/- ve Pgr-/- fareler
overektomize edildi yani ovaryumlar: ¢ikarildi, iki hafta boyunca dinlenmelerine izin
verildi, sonrasinda iki giin boyunca subkutan olarak P, (2 mg/0.1ml) enjekte edildi.
Overektomi islemi endojen kaynakli P,’ii baskilama amaciyla yapildi. Ekzojen olarak
uygulanan P, ile tiim gruplardaki P, miktarinin esit olmasi saglandi Ikinci Py
enjeksiyonundan 24 saat sonra fareler sakrifiye edildi, uteruslar1 toplandi. Ardindan 2
Boyutlu Jel Elektroforezi (2-BAJE) (2D-DIGE, 2 Dimensional Difference Gel
Electrophoresis) ve protein tanimlanmasi yapildi. Deneyler Vanderbilt Universitesi
Kiitle Spektrometresi Arastirma Laboratuvar’nin Proteomiks Laboratuvari’nda
gercgeklestirildi.
VT ve Pgr-/- farelere ait licer, Fkbp52-/- farelere ait dort adet uterus 6rneginden 3.5.3.1.
Doku Homojenizasyonu ve Protein Elde Edilmesi Boliimii’nde anlatildigi gibi protein
izolasyonu yapild1 ve konsantrasyonlar1 dl¢iildii. VT, Pgr-/- ve Fkbp52-/- gruplarina ait
ornekler ayr1 ayr1 Cy3 ya da Cy5 florlar1 (GE Healthcare) ile isaretlendi. Farkli gruplara
ait Orneklerin az miktarlarmin karigimiyla internal kontrol olusturuldu ve Cy2 ile
isaretlendi.

Orneklerin hacmi rehidrasyon tamponu (7 M iire, 2 M tiyoiire, %4 CHAPS 3-[(3-
kolamidopropil) dimetilamonyo]-2-hidroksi-1-propansiilfonat; 2 mg/ml ditiyotreitol
(DTT), %0.5 immobilize pH gradiyent (IPG) tamponu 4-7, iz miktarda bromfenol
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mavisi (BPB) ile 450 ul’ye getirildi ve 24 cm.lik pH 4-7 IGP striplerine (Amersham
Biosciences) oda 1sisinda karanlikta 28 saat boyunca rehidrate edildi. Birinci boyut
izoelektrik fokuslama 91 kVh’da gerceklestirildi daha sonra ikinci boyut %12 SDS-
PAGE sirasiyla IPGphor ve Ettan DALT 12 birim (GE Healthcare) kullanilarak
gerceklestirildi. Izoelektrik olarak fokuslanmus 6rnekler DTT ve iyodoasetamid ile
rediiklendi, alkillendi ve iiretici firmanin protokoliine gore ikinci boyut-yiikleme
tamponuna (gliserol, SDS, iire, iz miktarda BPB) dengelendi. Ikinci boyut SDS-PAGE
jelleri diisiik floresan cam tabaklar ile prefabrik sekilde olusturuldu, polimerize jelin
sadece bir cam tabaga baglanmasini saglamak icin bir cam tabak presilanize edildi.

Her jelin Cy2, Cy3 ve CyS5 bilesenleri, kendilerine 6zgii ekzitasyon/emisyon
dalga boylar1 olan Cy2 icin 488/520 nm, Cy3 icin 532/580 nm ve Cy5 i¢in 633/670 nm
olacak sekilde Typhoon 9410 Variable Mode Imager kullanilarak (GE Healthcare)
goriintiilendi. Cy-boya bilesenleri goriintiilendikten sonra silanize edilmeyen cam tabaka
cikarild, jeller %50 metanol, %7 asetik asit icinde 2 saat boyunca fikse edildi ve sonra
Sypro Ruby i¢inde gece boyu karanlikta inkiibe edildi. Sypro Ruby goriintiileri ayni
goriintiileyicide 457/610 nm dalga boyu kullanilarak elde edildi. Her jelde ikiser ornek
(VT ve Pgr-/-; VT ve Fkbp52-/-; Pgr-/- ve Fkbp52-/-) ve internal kontrol olarak
kullanilan Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) yer aldi.

3.1.2. 2 Boyutlu Ayrim Jel Elektroforezi Analizi

Jellerin incelenmesi sonucu 1000’den fazla protein formu karsilastirildi. Yaklasik
40 tanesi ekspresyon ve/ya post-translasyonel modifikasyonda istatistiksel olarak
anlamh farklilik gostermesi nedeniyle (0.05>p>0.000005) (1.5 kat-10 kat) protein
tanimlanmasi i¢in sec¢ildi. On Ornek arasindaki protein miktarlarindaki degisiklikleri
karsilagtirmak icin DeCyder versiyon 6.5 yazilimi1 (Amersham Biosciences) kullanildi.

3.1.3. Kiitle Spektrometresi ile Protein Tanimlanmasi

Ilgilenilen proteinler robotik olarak cikarilip Ettan Spot Handling Workstation
(GE Healthcare) kullanilarak kiitle spektrometresi analizi i¢in islemden gecirildi. Kisaca,
jel cikarildi, 96 kuyucuklu kapta 50 mM amonyum bikarbonat ile dengelendi ve
asetonitril ile dehidrate edildi. Dehidrate jeldeki proteinler, 20 mM amonyum bikarbonat
icinde hazirlanan 10 pl proteaz (Promega Corp., Madison, WI) ile 37°C’de 3 saat
boyunca sindirildi ve ortaya c¢ikan proteolitik peptitler %60 asetonitril-%0.1
trifloroasetik asit ile ekstrakte edilip kurutuldu. Peptitler, %60 asetonitril-%0.1
trifloroasetik asitin 5 pl’sinde yeniden yapilandirildi. Bu karigimin 0.5 ul’si MALDI
hedefine uygulandi ve hedef iizerinde 0.5 pl a-siyano 4-hidroksisinnamik asit matriksi
(1 mg/ml amonyum sitrat eklenmis, 5 mg/ml % 60 asetonitril-%0.1 trifloroasetik asit) ile
karistirildi. Proteinler Matrix Assisted Laser Desorption/lonization-Time of Flight Mass
Spectrometry/Matriks Destekli Lazer Dezorpsiyon Iyonizasyonu-Ugus Zamani Kiitle
Spektrometresi (MALDI-TOF MS) ve TOF/TOF ikili MS ile Voyager 4700 (Applied
Biosystems)’ de tamimlandi. Daha sonra ortaya c¢ikan peptit kiitle haritalar1 ve
fragmantasyon spektras1 ile Swiss-Prot veritabani kullanilarak aday proteinler
tanimlandi. Arastirmalar protein molekiiler agirhigi ya da izoelektrik noktasini
smirlamadan gerceklestirildi ve sisteinin karbamidometilasyonu, metionin residiilerinin
kismi oksidasyonu ve bir kayip tripsinin ayrilmasina izin verildi.

43



3.2. Fkbp52 Heterozigot Farelerin Ciftlestirilmesiyle Ureme Kafeslerinin
Olusturulmasi
En az 6 haftalik CD1 genetik zeminli bir adet Fkbp52 heterozigot (Fkbp52 +/-)
disi fare ile Fkbp52 heterozigot (Fkbp52 +/-) erkek fare bir araya konarak iireme
kafesleri olusturuldu. Ureme kafeslerindeki disiler kopulasyondan yaklasik 20 giin sonra
yavruladilar. Yavrular en az 21 en fazla 28 giinlik olana kadar iireme kafeslerinde
birakilarak anneleri tarafindan emzirilmelerine izin verildi.

3.2.1.Ureme Kafeslerinden Elde Edilen Yavru Farelerde Fkbp52 Genotiplendirmesi

Ureme kafeslerindeki CD1 genetik zeminli Fkbp52 heterozigot anne ve babalarin
ciftlestirilmeleri sonucu dogan yavrularin genotiplendirilmeleri sirasinda yavrulari
birbirinden ayirtedebilmek amaciyla kulaklarina iizeri numarali metal etiketler (National
Band and Tag Co., Kentucky, USA) takildi. Yavru farelerin kuyruklarinin ucundan ~0.5
cm kesildi ve icerisinde final konsantrasyonu 0.2-0.4 mg/ml olacak sekilde Proteinaz K
(Proteinase K, Genomic PCR Grade, cat#501-PK) iceren 200 ul liziz soliisyonu (Lysis
reagent for genotyping lysing crude lysates, Direct PCR, cat#102-T) iceren 1.5 ml’lik
tiiplere kondu. Tiipler 55°C” lik su banyosunda gece boyu inkiibe edildi. Ertesi giin
tiipler 85°C’de 1-1.5 saat inkiibe edildi. Boylece kuyruklardan DNA ekstrakte edilmis
oldu. Elde edilen DNA orneklerinde Fkbp52 geni icin vahsi tip ya da mutant alellerden
hangisinin oldugunu belirlemek i¢in polimeraz zincir reaksiyonu (polymerase chain
reaction/PCR) yapildi. PCR karisimi su sekilde hazirlandi:

Distile su (dH,O): 18.5 ul

10X PCR tamponu (Mg*? iceren): 2.5 ul
10mM dNTP karigimr: 2 pl

10 um primer karigimi: 1 pl

Enzim (Taq polimeraz): 0.1 pl

Primerler

ex2F: 5’-AGAGAGGGTACAGGC-3’

ex3R: 5’-TACAAGTGTGGCGTTGGG-3’
ex10R: 5’~- ATGCAACAGCGGTGTACCC-3’
neoF2: 5’-TCTATCGCCTTCTTGACG-3’

Her bir o6rnek i¢in PCR tiipiine bu karistmdan 24 pl konarak iizerine 1 ul DNA
ornegi eklendi. PCR makinesinde asagidaki sekilde programlanmis sikluslar ile DNA
ornekleri ¢cogaltildi.

95°C’de 5 dakika

95 °C’de 30 saniye

55°C’de 30 saniye 40 siklus

68 °C’de 2.5 saniye

68 °C’de 10 dakika

4°C’de
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PCR sonras1 amplifiye fragmanlar agaroz jelde yiiriitiildiiler. 0.45 gr agaroz jel
(Bio-Rad, cat#162-0102) 30 ml 1X Tris-Asetat-EDTA (TAE) tamponu i¢inde ¢dziinerek
(%1.5°lik jel) mikrodalga firinda kaynatildi. Icine 2 pl etidyum bromid eklenerek
(10mg/ml, Invitrogen, cat#15585-011) PCR tankina dokiildii, kuyucuk olugsmasi i¢in
taraklar yerlestirildi ve jelin donmasi icin 20 dakika beklendi. Siire bitiminde taraklar
cikarilarak PCR tanki 1X TAE ile dolduruldu. ilk kuyucuga 5 ul DNA markir: yiiklendi.
25 ul ornek iceren PCR tiiplerine 5 pl 6X agaroz jel yiikkleme boyasi eklendikten sonra
karigimlardan 5’er pl alinarak kuyucuklara yiiklendi. 120 voltta 15-20 dakika boyunca
elektroforez gerceklestirildi. Elektroforez bitiminde jel Ultra Viyole (UV) 151k altinda
goriintiilendi. Vahsi tip alel 1 kilobaz (kb), mutant alel ise 700 baz cifti (base pair/bp)
idi, heterozigot farelerde ise hem 1 kb’lik hem de 700 bp’lik aleller vard: (Sekil 3.1).

Genotip L 1kb
Fkbpsz +4+ | lm Obp
- 1
1l

Sekil 3.1. Genotiplendirme sonucu vahsi tip farelerde 1kb’lik alel, Fkbp52-/- farelerde 700 bp’lik alel,
Fkbp52+/- farelerde ise hem 1kb’lik hem de 700 bp’lik alel goriilmektedir.

Kullanmlan Soliisyonlar
50 X Tris-Asetat-EDTA (TAE) Tamponu

242 gr Tris 750 ml dH,O i¢inde ¢oziiliir. 100 ml1 0.5 M EDTA (pH 8) eklendikten
sonra 57.1 ml glasiyel asetik eklenir ve son hacim dH,O ile 1 1t’ye tamamlanur.

6X agaroz jel yiikleme boyasi

Gliserol 3 ml
Bromfenol mavisi 25 mg
Ksilen siyanol 25 mg
dH,O 7 ml

3.3. Farelerde Ciftlestirme Deneyleri

Gebeligin farkli giinlerindeki disilere ait uterus ve implantasyon bolgelerini elde
edebilmek amaciyla fareler poligami yontemiyle ciftlestirildi. Bunun icin, kendine ait
kafeste yasayan CD1 genetik zeminli VT erkek farenin yanma aksam tizeri CD1 genetik
zeminli VT ya da Fkbp52-/- 2-3 disi fare; C57TBL6/129 genetik zeminli VT erkek farenin
yanma aksam tizeri C57BL6/129 genetik zeminli VT ya da Fkbp52-/- 2-3 disi konuldu,
ertesi sabah disi farelere vajinal plak kontrolii yapildi. Vajinal plak goriilen disiler
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gebeligin 1. giiniinde kabul edildi ve bu disiler ayr1 kafeslere konuldu. Fkbp52-/- disi
farelerin bir kismina gebeligin 2. giiniinden itibaren sakrifiye edilecekleri giine kadar P,
(2mg/0.1ml) enjeksiyonu yapilirken bir kismma ise kontrol amacli P4 enjeksiyonu
yapilmada.

C57BL6/129 ve CD1 genetik zeminli VT ve Fkbp52-/- disi farelerin ayn1 genetik
zeminli vazektomize VT erkek fareler ile ¢iftlestirilmesi sonucu yalanci gebe fareler elde
edildi.

3.4. Doku Toplanmasi ve Hazirlanmasi

Gebeliklerinin 1, 4, 5, 8 ve 12. giinlerinde bulunan VT ve Fkbp52-/- fareler
servikal dislokasyon ile sakrifiye edilerek uterus ve implantasyon bolgeleri toplandi.
Gebeligin 1 ve 4. giiniinde oldugu varsayilan farelerin gebe olduklarini kesinlestirmek
icin farelere servikal dislokasyon yapildiktan sonra oviduktlar uzaklastirilarak uterus
boynuzlar1 ¢ikarildi. Boynuzlardan bir tanesi blastosist olup olmadigini belirlemek i¢in
fosfat tamponlu tuz soliisyonu (phosphate buffered saline/ fosfat tamponlu tuz soliisyonu
(PBS) ile yikandi. Bu amacgla petri i¢inde bulunan uterusun ovidukt-uterus
baglantisindan icinde PBS bulunan enjektor ignesi sokularak uterus boynuzu PBS ile
yikandi. Yikama sonucu elde edilen sivi mikroskop altinda incelendi. Blastosist goriilen
disilerin gebe olduklar1 dogrulanarak yikama yapilmayan diger uteruslar1 alinirken
blastosist goriilmeyen disiler deneye dahil edilmedi. Gebeligin 5. giiniindeki disi
farelerin gebeliklerini kesinlestirmek i¢in fareler eter ile bayiltildiktan sonra kuyruk veni
aracilifiyla Chicago mavisi boyasi enjekte edildi, 4 dakika sonra fareler sakrifiye
edilerek uteruslar1 incelendi. Uterusta mavi boncuklar seklinde implantasyon
bolgelerinin goriildiigi farelerin gebe oldugu kabul edildi ve implantasyon bdlgeleri
toplandi, implantasyon bolgelerinin goriilmedigi disilerden uterus alinmadi. Gebeligin 8
ve 12. giinlerine ait implantasyon bolgeleri ¢iplak gozle goriilebildigi i¢in bu giinlerdeki
gebelikler gorsel olarak dogrulanda.

3.4.1. Parafine Gomme Islemi icin Doku Takibi
Gebeligin 1 ve 4. giinlerine ait uterus dokular1 kiiciik parcalar halinde kesilerek,

5, 8 ve 12. giinlerde ise implantasyon bolgeleri ¢ikarilarak %10’luk neutral buffered
fixative/notral tamponlu fiksatife (NBF) [%40 formaldehit 100 ml, NaH,PO4 3.5 gr
Sigma-Aldrich P5379, Na,HPO4 6 gr (Sigma-Aldrich S9763), ddH,O/bidistile su 900
ml] alind1. Gebeligin 1, 4, 5 ve 8. giinlerinde toplanan dokular 24 saat siireyle, 12. giinde
toplanan dokular ise 24-48 saat siireyle fikse edildi. Fiksasyonu takiben dokular birkag
saat siireyle %30, 50 ve 70 lik etanol serilerinde tutuldu. Daha sonra parafin gdmme
makinesine (Leica, EG1160, Germany) konulan dokular makinede asagida belirtilen
kimyasallarda belirtilen siirelerde tutulduktan sonra parafine gomiildii.

%70 etanol-20 dakika

%80 etanol-45 dakika

%90 etanol-45 dakika

%95 etanol-45 dakika

%100 etanol-45 dakika

%100 etanol-1 saat

%100 etanol-1 saat
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Ksilen-1 saat
Ksilen-1 saat
Ksilen-parafin-1 saat
Sicak parafin-1.5 saat
Sicak parafin-1.5 saat

3.4.2. Hizh Dondurma Yéntemi ile Doku Toplanmasi

Gebeliklerinin 1, 4, 5, 8, ve 12. giinlerinde bulunan VT ve Fkbp52-/- farelere ait
uterus ve implantasyon bolgelerinin bir kismi rutin parafin takip icin %10’luk NBF i¢ine
alinirken bir kismi ise Western Blot, In Situ Hibridizasyon, Northern Blot, 8-izoprostan
assay ve RT-PCR metotlar1 i¢cin dondurma medyumu (Fisher Health Care, cat#23-
022524) icerisinde hizla dondurularak -80 °C’lik dondurucuya kaldirildi.

3.4.3. Elektron Mikroskopik incelemeler icin Doku Takibi

Gebeligin 4. giiniinde bulunan CD1 genetik zeminli VT ve Fkbp52-/- fareler ile
gebeligin 2-4. giinlerinde P, enjekte edilen Fkbp52-/- farelerin sakrifikasyonu sonucu
elde edilen uterus boynuzlarindan biri PBS ile yikanarak blastosist olup olmadig: kontrol
edildi. Blastosist gozlenmeyen fareler deneye dahil edilmezken blastosist gozlenen
uterusun yikanmayan diger boynuzu kiiciik parcalara boliinerek glutaraldehit fiksatifine
alindi. Ornekler 0.1 M Sorensen fosfat tamponunda hazirlanan %4’liik gluteraldehit
icinde +4°C de 1 saat boyunca fikse edildi. 1 saat sonra daha kiigiik parcalara trimlendi
ve 1 saat daha fiksatifte tutuldu. 0.1 M Sorensen fosfat tamponuna alinan ornekler 20
giin boyunca bu tamponda bekletildi. Sonrasinda %1°lik ozmiyum tetroksit (OsOs)
fiksatifi ile 2 saat muamele edildi. 0.1 M Soérensen fosfat tamponu ile 3 defa 10 dakika
oda 1s1sinda yikandi. +4°C’de bulunan %30, %50 ve %70’lik alkol serilerinden 3 kere
onar dakika gecirilerek dehidrate edildi. %75’lik etanol ile hazirlanmis %1°lik uranil-
asetat soliisyonunda +4°C’de 1 saat tutuldu. Daha sonra sirasiyla %80, %90, %96
ve %100’lik etanol serilerinden gecirilerek dehidratasyon islemi tamamlandi.
Dehidratasyondan sonra, once propilen oksitte 2 kere onar dakika, ardindan Araldit-
Propilen Oksit karigitminda (1:1) oda 1s1sinda 1 gece birakildi. Ertesi giin 4 saat boyunca
I. Araldit igerisinde rotatorda dondiiriilen dokular I. Araldit i¢ine gomiildii. GOmmenin
yapildig1 kapsiiller rezinin polimerizasyonu i¢in 60°C’de 48 saat birakildi. 48 saat
sonunda elde edilen bloklardan ultramikrotomda kalin kesitler alinip toluidin mavisi ile
boyandi. Kalm kesitlerde liimen epiteli ile altindaki stromay1 igeren bolge belirlendikten
sonra ince kesitler alindi. Alman ince kesitlere kontrastlama yapildiktan sonra Zeiss
Leo-906E transmisyon elektron mikroskobunda degerlendirildi.

Kullanilan Soliisyonlar
% 4’liikk glutaraldehit

16 ml %25’lik glutaraldehit
84 ml 0.1 M Sorensen Fosfat Tamponu
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0.2 M Sorenson Fosfat Tamponu
Soliisyon A

35.8 gr Na,HPO412H,0

500 ml ddH,O

Soliisyon B

13.6 ar KH2P04

500 ml ddH,O

Soliisyon A ile B esit miktarda karistirilir ve pH 7.3’e ayarlanir.

%1’lik Ozmiyum Tetroksit
0.1 gr ozmiyum teroksit
10 ml 0.1 M Sorensen Fosfat Tamponu

%1’lik Uranil Asetat
100 ml %75’1ik etanol
1 gr uranil asetat

Araldit Ana Karisim
91 ml araldit
84 ml DDSA

Araldit-Propilen Oksit Karisimi
Propilen oksit+I. Araldit (1:1)

I. Araldit
50 ml Araldit ana karigimi1
1 ml BDMA

3.5. In Vitro Deneyler

3.5.1. immiinohistokimya Yontemi

2-BAJE ve ardindan uyguladigimiz protein analizi ile Fkbp52-/- uterusta
azaldigim gosterdigimiz PRDX6’nin ekspresyonunu belirlemek i¢in immiinohistokimya
yontemini kullandik. Bunun i¢in 2-BAJE i¢in kullanilan fare modelleri ve deney dizayni
tekrar olusturuldu. C57BL6/129 genetik zeminli VT, Fkbp52-/- ve Pgr-/- fareler
overektomize edildi, 2 hafta sonra 2 giin boyunca 2mg/0.1ml P4 enjeksiyonu yapildiktan
sonra sakrifiye edilerek uteruslar1 toplandi, parafin takibi yapildi. Immiinohistokimya
(IHK) yontemi ayrica gebeligin 4. giiniinde bulunan CD1 ve C57BL6/129 genetik
zeminli VT, Fkbp52-/- ve P, enjekte edilen Fkbp52-/- farelere ait uteruslarda PRDX6
proteininin ekspresyonunu gostermek i¢in uygulandu.

IHK su sekilde gergeklestirildi: uterus ve implantasyon bolgelerine ait parafin
bloklardan pozitif yiikle yiiklenmis siiperfrost lamlar tizerine 5 pm kalinliginda kesitler
alindi. Kesitler oda 1s1sinda kurutuldu ve THK oncesi 60°C’lik etiivde 1 saat tutuldu.
Kesitler iki defa 5’er dakika ksilolde tutularak deparafinize olmalar1 saglandi. Daha
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sonra iicer dakika azalan alkol serilerinden (%100, %90, %80, %70) gecirilerek
rehidrate edildi ve 5 dakika boyunca cesme suyu icinde tutuldu. Daha sonra taze
hazirlanan sitrik asit (pH 6) soliisyonuna konulan kesitler 2 defa 5’er dakika sitrik asit
icerisinde kaynatilarak antijenik epitoplarin a¢iga ¢cikmasi saglandi. Sitrik asitin yaklasik
30 dakika sogumasi beklendikten sonra fosfat tamponlu tuz soliisyonu (phosphate
buffered saline/PBYS) ile ii¢ kere bes dakika oda 1sisinda yikandi. Dokulardaki endojen
peroksidaz aktivitesini gidermek i¢in kesitler %3’liikk H,0, soliisyonu i¢inde oda 1sisinda
10 dakika tutuldu. Uc kere bes dakika PBS ile yikanan kesitlerin etrafi damlatilacak
antikorlarm birbirine karismamasi amaciyla hidrofobik kalem (Super PAP Pen, IM
3580; Beckman Coulter) ile ¢izildi. Kesitler Tris tamponlu tuz soliisyonu (Tris buffered
saline/TBS) i¢cinde hazirlanan kazein (Sigma Aldrich, cat#C3400) soliisyonu icinde 1
saat boyunca inkiibe edilerek 0©zgiil olmayan baglanmalar engellemis oldu. Siire
bitiminde kesitlerin iizerine bloklama soliisyonu (kazein) igerisinde 1:200 diliisyonda
hazirlanan PRDX6 primer antikoru (tavsan poliklonal LF-PAOO11; Ab Frontier) eklendi
ve gece boyu +4°C’de nemli ortamda inkiibe edildi. Negatif kontrol olarak normal
tavsan serumu (S-5000; Vector Laboratories) 1:200 diliisyonlu PRDX6 antikorundaki
IgG miktar1 ile ayn1 konsantrasyonda olacak sekilde kullanildi. Kesitler ertesi sabah 3
defa beser dakikalik TBS-T ile yikama islemini takiben TBS-T igerisinde hazirlanan
1:500 diliisyonlu primer antikora 6zgii biyotin ile isaretlenmis sekonder antikor (essek
anti-tavsan; Jackson Immunoresearch, cat#711-065-152) ile oda 1sisinda 20 dakika
boyunca inkiibe edildi. Ug defa bes dakika TBS-T ile yikanan kesitlere peroksidaz
konjiige streptavidin (Jackson Immunoresearch, cat#016-030-084) damlatildi ve 20
dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. TBS-T ile 3 defa bes dakika yikamay: takiben
kesitlere Diamino benzidin (DAB) (Zymed, cat#00-2014) ya da 3-amino-9-etilkarbazol
(AEC) (Invitrogen, #cat00-2007) soliisyonu damlatildi ve mikroskop altinda antijen-
antikor kompleksleri kahverengi veya kirmizi reaksiyon verene kadar beklendi. Kesitler
suya alinarak reaksiyon sonlandirildi. Sonrasinda Mayer’in hematoksileni (Dako,
cat#S3309) ile boyanan kesitler cesme suyunda yikandi, ikiser defa %30-50-70-85-95-
100’liikk alkol ve ksilollerden gecirildi, kapatma soliisyonu (Permount Histological
Mounting Medium, Fisher Scientific, cat#SP15-500) ile kapatildi. Ortaya c¢ikan
kromojenik reaksiyon 151k mikroskobu altinda incelenerek degerlendirildi (Zeiss
Axioplan), fotograf ¢ekildi.

Kullanilan Soliisyonlar

1X PBS Soliisyonu

8 gr NaCl

0.2 gr KCI

1.44 gr Na,HPO,

0.24 ar KH2P04
800 ml dH,O0 icinde ¢oziindiikten sonra final hacim dH,O ile 1 It’ye tamamlanip
pH 7.4°e ayarlanir.
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Sitrik Asit Soliisyonu
2.1 gr sitrik asit (CsHg07) 900 ml dH,O icerisinde ¢oziildiikten sonra 2N
NaOH ile pH’s1 6’ya ayarlanir.

% 3’liik H,0, Soliisyonu
63 ml metanol icerisine 7 ml %30’luk H,0, ilave edilir.

10X TBS Soliisyonu

24.2 gr Tris (C4H1NO3)

80 gr NaCl

dH»O ile son hacim 1 1t’ye tamamlanir, pH HCl ile 7.6’ya ayarlanir. 1X
yapmak icin dH,O ile diliiye edilir.

TBS-T Soliisyonu
11t 1IXTBS
1 ml Tween-20

3.5.2. Immiinofloresan Yontemi

Gebeligin 1, 4, 5, 8 ve 12. giinlerinde bulunan CDI1 genetik zeminli VT ve
Fkbp52-/- farelere ait uterus ve implantasyon bdlgelerinde PRDX6 proteininin
ekspresyonunu gostermek amaciyla immiinofloresan (IF) yontemini kullandik. Lam
izerine alman kesitler immiinohistokimya yonteminde oldugu gibi ksilol, azalan alkol
serileri ve su asamalarindan gecirildi. Sonrasinda 2 defa 5’er dakika sitrik asit icerisinde
kaynatildi. Kaynatilan kesitler oda 1sisinda yaklasik 30 dakika sogutulduktan sonra 3
kere 5’er dakika PBS icinde yikandi ve etraflar1 hidrofobik kalem ile ¢izildi. Kesitler 7
dakika boyunca bloklama soliisyonuna-Ultra V Block (LabVision, TA-125-UB) maruz
birakildi. Ardindan antibadi diliiye edici soliisyon (LabVision TA-125-UD) icerisinde
1:200 diliisyonda hazirlanan PRDX6 (Tavsan poliklonal LF-PAOO11; Ab Frontier)
antikoru Kesitlerin iizerinde damlatildi ve gece boyu +4°C’de inkiibe edildi. Ertesi sabah
kesitler PBS ile 3 kere 5 dakika yikandiktan sonra PBS igerisinde 1:400 diliisyonda
hazirlanan floresan izotiyosiyanat (Fluorescein isothiocyanate/FITC) ile isaretli anti-
tavsan (A-1000; Invitrogen) antikoru damlatildi, 1 saat oda 1sisinda karanlikta inkiibe
edildi. PBS ile yikama asamasindan sonra kesitler oda 1sisinda 1 dakika 4',6-diamidino-
2-phenylindole (DAPI) (Sigma, cat#D8417) ile inkiibe edildi. Kesitlerin iistii floresan
1s1manin solmasimi engelleyen kapatma soliisyonu (Vectashield Mounting Medium For
Fluoresence, Vector Labs, cat#H-1000) ile kapatildiktan sonra floresan mikroskopta
(Olympus BX61) degerlendirildi, fotograf cekildi.

3.5.3. Western Blot Yontemi

2-BAJE ve ardindan uyguladigimiz protein analizi ile Fkbp52-/- uterusta
azaldigim gosterdigimiz PRDX6’nin ekspresyon diizeyini belirlemek i¢in Western Blot
yontemini kullandik. Bu amacla 2-BAJE icin kullanilan fare modelleri ve deney dizayni
tekrar olusturuldu. C57BL6/129 genetik zeminli VT, Fkbp52-/- ve Pgr-/- fareler
overektomize edildi, 2 hafta sonra 2 giin boyunca 2mg/0.1ml P4 enjeksiyonu yapildiktan
sonra sakrifiye edilerek uteruslar1 toplandi.

50



Western Blot (WB) yontemi ayrica CD1 genetik zeminli farelerden gebeligin 1
ve 4. giinlerinde toplanan uteruslar ile gebeligin 5, 8 ve 12. giinlerinde toplanan
implantasyon bolgelerinde PRDX6 proteininin miktarini belirlemek i¢in uygulandi.
3.5.5. Immiinopresipitasyon Yontemi boliimiinde anlatilan ¢okeltilerdeki PRDX6 ve
FKBP52 proteinlerinin varhigini saptamak amaciyla WB uygulandi. Kiiltiire edilen fare
embriyonik fibroblastlarindaki (FEF) PRDX6 ve FKBP52 proteinleri de WB ile
belirlendi. Western Blot yontemi uygulanmadan once uterus, implantasyon bolgesi ya da
fibroblastlar homojenize edilerek protein izolasyonu gerceklestirildi.

3.5.3.1. Doku Homojenizasyonu ve Protein Elde Edilmesi

Icerisinde uterus ve implantasyon bolgelerinin bulundugu ependorf tiipleri -
80°C’den ¢ikarilarak buz iizerine kondu. Dokular tartilarak cam tiipler icerisine alind.
Tiiplere 1:100 oraninda fosfataz inhibitdr kokteyli 1 (Sigma-Aldrich P2850), fosfataz
inhibitor kokteyli 2 (Sigma-Aldrich P5726) ve proteaz inhibitor kokteyli (Sigma-Aldrich
P8340) iceren Ripa tamponu 0.1 gr dokuya 1 ml olacak sekilde eklendi. Sonikator ile
ornekler homojenize edildi, 15 dakika buz iizerinde bekletildi. Siire bitiminde lizatlar
cam tiiplerden 1.7 ml’lik plastik tiiplere transfer edildi. Yirmi dakika boyunca 14X1000
rpm hizda santrifiij edildi. Siire bitiminde siipernatanlar yeni plastik tiiplere alindi.
Siipernatanlardaki protein konsantrasyonu BioRad Dc Protein assay (Reagent A-250 ml-
cat# 500-0113; Reagent B-1 It-cat#500-0114; Reagent S-5 ml-cat#500-0115) ile ol¢iildii.
Oncelikle konsantrasyonu 1.35 pg/ul olan bovine serum albumin/sigir serum albumin
(BSA) kullanilarak alt1 farkli konsantrasyonda standart hazirlandi.

BSA (ul) (1.35 ng/ul konsantrasyon) H,O0 (ul)
0 25
1 24
3 22
6 19
12.5 12.5
25 0

Tiiplere 5’er pl standart ve 6rnek eklendikten sonra 125 mikrolitre (ul) reaktif A
ve 2.5 pl reaktif S’nin karistirilmasiyla olusturulan karisimdan 125°er ul eklendi. Daha
sonra lizerine 1’er ml reaktif B eklendi ve 15 dakika inkiibe edildi. Siire bitiminde
sirastyla BSA standartlari, orneklerin icinde liziz edildigi Ripa tamponu ve Ornekler
spektrofotometrede 750 nanometre (nm) dalga boyunda okutuldu. Protein miktarlari
matematiksel olarak hesaplandiktan sonra drnekler hazirlandi. Bunun i¢in %10 oraninda
beta-merkaptoethanol eklenen 5X Ornek tamponu lizatlar ile karistirdarak 1X’e
indirgendi. Ornekler kaynar suda kaynatilarak proteinler denatiire edildi, daha sonra
kullanilmak iizere -80°C’ye kaldirildi. Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis/sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)
sirasinda yiiklenmek istenen protein konsantrasyonuna bagli olarak farkli miktarda
ornekler bu karisimdan alinarak jele yiiklendi.
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3.5.3.2. SDS-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

PRDX6 proteini 25 kDa, FKBP52 proteini ise 52 kDa oldugu i¢in her iki
proteinin de tespitini saglayacak olan %12’lik ayiric1 poliakrilamid jel hazirlandi. Ayirici
jel i¢in kullanilan soliisyonlar ve oranlar1 asagidaki gibiydi:

H,O 4.3 ml
1.5M Tris-HCI (pH 8.8) 2.5ml
%40 Akrilamit/Bis-Akrilamit 3 ml
%10 SDS 100 pl
%25 APS 40 ul
TEMED 4 ul

Hazirlanan jel 1 mm aralikli iki cam plaka arasina dokiildiikten sonra 20 dakika
boyunca donmasi beklendi ve toplayici poliakrilamid jel hazirlandi. Bunun i¢in
kullanilan soliisyonlar ve oranlar1 asagidaki gibiydi:

H,0 2.86 ml
1.5M Tris-HCI (pH 6.8) 0.5 ml
%40 Akrilamit/Bis-Akrilamit 0.5 ml
%10 SDS 40 pl
%25 APS 16 pl
TEMED 4l

Hazirlanan toplayici jel, ayirict jel iizerine konan taraklar tizerine dokiildii. Jelin
donmasi i¢in 20 dakika beklendikten sonra taraklar ¢ikarilarak jeller tanka yerlestirildi
ve iizeri elektroforez/yiiriitme soliisyonu ile dolduruldu. Markir (Precision Plus Protein
Dual Color Standarts, BioRad cat#161-0374) ve mikrolitresinde 20 mikrogram (ug)
protein olacak sekilde ornekler jellere yiiklendi. 20 dakika boyunca 70 volt sonraki 90
dakika boyunca 100 volt giiciinde elektroforeze tabi tutuldu. Elektroforez sonrasi jeller,
camlarin arasindan ayrilarak transfer/blotlama soliisyonuna alindi. Bu tampona ayrica
filtre kagitlar1 ve nitroseliiloz membranlar da kondu. Yar1 kuru (semi-dry) blotlama tanki
(Trans Blot SD Cell, Biorad) iizerine 7x10cm boyutlarinda kesilmis 3 adet filtre kagidi
(Hybond blotting paper, Amersham Biosciences, cat#RPN6101M), 6x9 cm boyutlarinda
kesilmis 1 adet nitroseliloz membran (Hybond ECL, Amersham Biosciences,
cat#RPN203D), jel ve 3 adet filtre kagid1 sirayla dizildi. Konulan membran sayisina
bagl olarak uygulanacak amper giicii hesaplandi ve jeldeki proteinlerin membrana
transferi saglandi. Hesaplamada, her membranin altindaki ve iistiindeki filtre kagidi
sayist ve filtre kagidi alaninin ¢arpilmasi sonucu elde edilen degerdeki amper giiciiniin
30 dakika boyunca uygulanmasi baz alindi. Transfer sonrasinda membranlar ¢ikartilip
TBS-T icerisinde yikandi, ardindan %5’lik siit tozu (BioRad, cat#170-6404) icerisinde
oda 1sisinda 1 saat bloklandi. Bloklamadan sonra siit tozu icerisinde 1:1500 diliisyonda
hazirlanan tavsan poliklonal anti-PRDX6 (LF-PAOO11; Ab Frontier) antikoru veya
1:1000 diliisyonda hazirlanan fare monoklonal anti-FKBP52 (Dr. David F.Smith’in
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laboratuvaridan almmustir) antikoru ile gece boyu +4°C’de soguk odada sallayici cihaz
izerinde inkiibe edildi. Ertesi sabah membranlar TBS-T icerisinde 3 kere 10’ar dakika
yikand1 ve sonrasinda membranlar PRDX6 i¢in %5’lik siit tozu igerisinde 1:5000
oraninda hazirlanan peroksidaz konjiige essek anti-tavsan sekonder antikoru (Jackson
Immunoresearch, cat#711-035-152) veya FKBP52 icin %5’lik siit tozu igerisinde 1:5000
oraninda hazirlanan peroksidaz konjiige ke¢i anti-fare sekonder antikoru (Jackson
Immunoresearch, cat#115-035-174 ile oda 1sisinda 1 saat inkiibe edildi. Membranlar
TBS-T ie 3 kere S’er dakika yikandiktan sonra ECL (Enhanced
Chemiluminisent/Kemiluminisans) (GE Health Care, Amersham, RPN 2106) ile 5
dakika muamele edildi. Sonrasinda membranlar karanlik odada fotograf filmine
(Scientific Imaging Film, Kodak, cat#1788207) ekspoze edildikten sonra film gelistirme
makinesinde gelistirildi. Membranlar, TBS-T icerisinde yikandiktan sonra membrana
proteinlerin esit yiiklenip yiiklenmedigini belirlemek amaciyla aktin uygulamasi i¢in
membranlara stripping (soyma) islemi yapildi. Bunun i¢in membranlar hazirlanan
stripping soliisyonu ile 50°C’lik su banyosunda 30 dakika boyunca inkiibe edildi.
Ardindan membranlar 3 kere 10 dakika TBS-T ile yikandiktan sonra 1 saat boyunca
%5’lik siit tozu ile blokland1 ve %35’lik siit tozu igerisinde 1:500 oraninda hazirlanan
aktin (kegi poliklonal anti-aktin (sc-1615; Santa Cruz Biotechnology) ile +4°C’de soguk
odada sallayici cihaz iizerinde gece boyu inkiibe edildi. Ertesi sabah TBS-T ile yikanan
membranlar %5’lik siit tozu icerisinde 1:5000 oraninda hazirlanan peroksidaz konjiige
essek anti-keci sekonder antikoru (Jackson Immunoresearch, 705-035-147) ile oda
1s1sinda 1 saat inkiibe edildi. Daha sonra TBS-T ile yikama, ECL ile muamele ve film
gelistirme asamalar1 gerceklestirildi. Membranlar tarayicida tarandiktan sonra Image J
analiz programi (NIH) ile bantlardaki protein miktar1 analiz edildi ve elde edilen
degerler aktin bantlarmndan elde edilen degerlere oranlandi.

Western Blot Icin Kullanilan Soliisyonlar

Ripa (Radio-ImmunoPrecipitation Assay) Tamponu
150 mM NaCl
%1 NP,O
%0.5 Sodyum deoksikolat (C,4H39NaOy)
9%0.1 Sodyum dodesil siilfat (SDS)
50 mM Tris (pH 8)

5X Ornek Tamponu
12.5 ml 0.5 M Tris-HCl (pH 6.8)
20 ml %10 SDS
10 ml Gliserol
2.5 ml ddH,O
20 mg brom fenol mavisi (brom phenol blue-BPB)
+4°C’de saklanir. Kullanilacaginda 1:10 beta-merkaptoetanol eklenir.
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1.5 M Tris-HCI (pH 8.8)
90,85 gr Tris
500 ml dH,O
pH 8.8’e ayarlanir

1.5 M Tris-HCI (pH 6.8)
30,28 gr Tris
500 ml dH,O
pH 6.8’e ayarlanir
%10 SDS
1 gr SDS
10 ml dH,O

%25 APS
0.25 gr APS
1 ml dH,0

10X Elektroforez/Yiiriitme Soliisyonu
30.3 gr Tris
144.2 gr Glisin
10 gr SDS
1 1t dH,O0 icerisinde ¢oziiliir ve pH 8.3’e ayarlanir. 1X yapmak i¢in dH,O
ile diliiye edilir.

Transfer/Blotlama Soliisyonu
14.4 gr Glisin
3.05 gr Tris
700 ml dH,O igerisinde c¢oziildii. Bu soliisyona 200 ml metanol
eklendikten sonra son hacim dH,O ile 1 It’ye tamamlanir.

Bloklama Soliisyonu (% 5’lik siit tozu)
5 gr siit tozu
100 ml TBS-T

Stripping (Soyma) Soliisyonu
100 (mM) 2-merkaptoetanol
%2 SDS
62.5 mM Tris-HCI (pH 6.7)

3.5.4. in Situ Hibridizasyon Yontemi

Gebeligin farkl giinlerindeki uterus ve implantasyon bolgelerinde Prdx6 ve
Fkbp52 mRNA’larinin ekspresyon ve lokalizasyonunu gosterebilmek amaciyla In Situ
Hibridizasyon (ISH) yontemi kullanilda.

Gebeligin 4. giiniinde bulunan CD1 ve C57BL6/129 genetik zeminli VT ve
Fkbp52-/- farelere ait uteruslarda Prdx6 mRNA’smi belirlemek icin; CD1 genetik
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zeminli VT gebe farelere ait 1 ve 4 giinliik uteruslar ile 5, 8 ve 12 giinliikk implantasyon
bolgelerinde Prdx6 mRNA’sm belirlemek icin; gebeligin 5 ve 12. giinlerinde Prdx6 ile
Fkbp52 ekspresyonlarinin ¢akisip cakismadigini belirlemek icin CD1 genetik zeminli
VT gebe farelere ait 5 giinliik uteruslar ile 12 giinliikk implantasyon bdlgelerinde hem
Prdx6 hem de Fkbp52 mRNA’sin1 belirlemek i¢in ISH yapildi.

3.5.4.1.'in Situ Hibridizasyon icin Prob Hazirlanmasi
ISH’da kullanilan Prdx6 probu su sekilde hazirlands;

3.5.4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile cDNA Elde Edilmesi

Oncelikle http://www.ensembl.org/index.html web sitesinden yararlanilarak
Prdx6 transkriptine ait niikleotit dizisi bulundu. Sonra komplementer DNA (cDNA)’ya
ait niikleotit dizisi bulundu ve http://primer3plus.com/web_0.4.0/input.htm sitesinde
cDNA’nin baz dizileri kopyalanarak Prdx6 icin uygun primerler bulundu. Bulunan
primerlerin spesifik olup olmadigi http://www.ncbi.nlm.nih.gov sitesinin BLAST
meniisiinden dgrenildi.

Uretici firmadan liyofilize sekilde gelen primerler miktarlarinmn 10 kat1 dH,O
ilave edilerek final konsantrasyonu 100 uM olacak sekilde ayarlandi. Annealing 1sisin1
bulmak amaciyla gradient PCR yapildi. Bu amacla asagidaki formiile gore hazirlanan
karigim 12 PCR tiiptine 10’ar pl olacak sekilde eklendi. Kalip DNA olarak Prdx6
sentezinin yliksek oldugu akcigerden izole edilen mRNA’dan revers transkripsiyon ile
elde edilen cDNA kullanildi.

kalip cDNA 1.25 pl

10X PCR tamponu  12.5 ul

2.5mM dNTP 10 pl

100 uM primer 2.5 pl (her biri)
ddH,O 95 ul

Taq polimeraz 1.25 pl
Toplam 125 pl

Prdx6 icin primer sekansi
F: 5>CCCAATTTCCGCAAAGACT3’
R: 5’CTTGTTCTCAGCGTCACAC3’

PCR cihazmnm sol tarafinda 50°C’den baslayip sag tarafinda 70°C’ye yiikselecek
sekilde siklus ayarlandi.

Elde edilen gen iriinleri Xylene cyanol/ksilen siyanol (XC) boyas: ile
karstirllarak  %?2’lik agaroz jele yiiklendi. Ayrica 123 DNA markir1 (Invitrogen
cat#15613-011) kullanildi. Yiiz voltta 15 dakika boyunca yiiriitiilen jel goriintiileme
cihazinin altinda goriintiilendikten sonra Prdx6 i¢in en uygun annealing 1sisina karar
verildi.

Daha sonra akcigerden elde edilen mRNA’dan revers transkripsiyon yontemi ile
elde edilen cDNA’nin amplifiye edilmesi amaciyla asagidaki PCR diizenegi kuruldu:
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94°C 1 dakika

94°C 30 saniye

55°C 30 saniye

72°C 30 saniye 30 siklus
72°C 1 dakika

4°C oo

PCR sonras1 PCR iiriinleri ve DNA markir1 %?2’lik agaroz jele yiiklenerek 100
voltta 15 dakika boyunca yiiriitiildii. Siire sonunda jel UV 1s1k altinda goriintiilenerek
bant seklinde goriilen PCR iiriinii jelden kesilerek c¢ikarildi ve 1.7 ml’lik plastik tiip
icerisine konuldu. Jelden DNA izolasyonu kit aracilifiyla iiretici firmanin direktifleri
dogrultusunda yapild1 (QIAquick Gel Extraction Kit, Qiagen, cat# 28706).

%2’lik agaroz jel hazirlanisi

0.6 gr agaroz jel

30 ml 1XTAE i¢inde ¢oziiliip kaynatilir

2ul etidyum bromid (10 mg/ml) eklenir

Elektroforez tankina yiiklenir, taraklar yerlestirilir, 20 dakika boyunca
donmas1 beklenir, tankin i¢i 1XTAE ile doldurularak ornekler yiiklenir.

3.5.4.3. Transformasyonda Kullamilacak Eschericia coli Bakterisi Icin Luria-
Bertoni Besiyeri Hazirlanmasi
20 gr Luria-Bertoni (LB) Agar (Becton Dickinson, cat#244510) 500 ml ddH,O
icerisine eklendi ve manyetik karistiric1 yardimiyla 10 dakika boyunca karistirildi. Daha
sonra otoklavlandi, biraz sogumasi beklendikten sonra 2 ml amfisilin (25 mg/ml) eklendi
ve 100x15 mm boyutlarindaki petri kaplarmma yaklasik 20 ml dokiilerek donmasi
beklendi ve +4°C’ye kaldirildi.

3.5.4.4. PCR Uriiniiniin Vektore Klonlanmasi

PCR Uriiniiniin Vektore Klonlanmasi icin pCR®II-TOPO® vektorii (Sekil 3.2)
iceren TOPO TA Cloning (Invitrogen, cat#K4600-01) kiti kullanildi. Kitte yer alan
direktifler dogrultusunda asagidaki islemler uygulandi.

Sekil 3.2. pCR®II-TOPO® vektoriiniin haritasi (www.invitrogen.com).
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3.5.4.5. PCR Uriiniiniin Vektore Ligasyonu
Plastik tiipiin dibine 1 pl tuz soliisyonu, 4 ul PCR iiriinii (jel ekstraksiyonu ile
elde edilen) ve 1 pl vektor ilave edildi. Pipetle hafifce karistirilarak 5 dakika beklendi.

3.5.4.6. Vektoriin E. coli Bakterisine Transformasyonu

Hazirlanan karistmdan 2 pl alinarak E.coli (TOP10F” susu) tiipiine eklendi, buz
iizerinde 5 dakika beklendi ve 42°C’lik siticida 2 dakika tutuldu. Bu siire boyunca dig
membranlar: ¢ikarilmig olan E. coli’nin i¢ membraninda olusan porlardan vektorler igeri
girecektir. Bu karistma beslenme medyumu olan 250 pl S.0.C medyumu (Invitrogen,
cat#15544-034) ya da LB medyumu eklendi. Tiip 37°C’lik ¢alkalayiciya konarak 1 saat
boyunca hiz1 225 olacak sekilde galkalandi. Bu arada LB petrileri soguktan oda 1sisina
cikarildi. Atesin yaninda medyumlara 10 pl izopropiltiyo-B-D-galaktozid (IPTG,
Invitrogen, cat#15529-019) ve 10 pl of 5-bromo-4kloro-3indolil-B-D-galaktozid (x-gal,
Invitrogen, cat#15520-018) eklenerek yayildi. IPTG, lac baskilayiciya baglanarak lac
operon bolgesinden [-galaktozidlerin monosakkaritlere hidrolizini saglayan J-
galaktozidaz gibi genlerin transkripsiyonuna izin verir. X-gal, laktoz analogu bir
galaktozidaz substratidir. Medyumun bir kismma 50 pl bir kismina da 20 pl E. coli
karigimi eklendi ve yayildi. Petriler 37°C’lik inkiibatorde gece boyu ve 20 saati
asmayacak sekilde inkiibe edildi.

3.5.4.7. Vektor Iceren Bakteri Kolonisinin Belirlenmesi

Ertesi giin petriler inkiibatdrden cikarildi ve beyaz koloniler segilerek cam
kalemi ile etrafi ¢izildi. PCR {iriiniimiizii galaktozidaz gen bdolgesi i¢ine sokmayi
hedefledigimiz i¢in eger PCR iiriiniimiiz galaktozidaz gen bolgesine girmigse vektor, X-
gal’i sindiremeyecek ve son iirlin beyaz olacakti. Eger PCR iiriinii vektore girmemis ve
galaktozidaz bolgesi iyi ¢alisiyorsa son iirlin mavi olacakti. Beyaz koloniler pipet ucu
yardimiyla almarak 1:1000 oraninda amfisilin eklenmis 2 ml LB soliisyonu ile dolu cam
tiiplere eklendi. Tiip 37°C’lik calkalayiciya konarak gece boyu hizi 225 olacak sekilde
calkalandu.

3.5.4.8. Vektoriin Bakteriden Uzaklastirilmasi ve Sekans Analizi

Ertesi giin tiiplerden alinan 1 ml E.coli karistmi 1.7 ml’lik plastik tiiplere kondu.
14000 rpm’de 1 dakika boyunca dondiiriildii. Siire bitiminde siipernatan atilarak pelet
alikondu. Miniprep isimli kit (QIAprep Spin Miniprep Kit, Qiagen, cat#27106)
kullanilarak bakteriden uzaklastirilan istenilen PCR iiriiniine sahip vektorler elde edilmis
oldu.

Bundan sonraki agama hangi vektoriin hangi restriksiyon enzimi ile kesilerek
lineer hale getirilecegiydi. Bunun i¢in www.biologyworkbench.sdsc.edu web
sayfasindan yararlanilarak PCR {iriinii icin enzim kesme bdlgeleri belirlendi. Bulunan
restriksiyon enzimlerinden hangisinin kullanilacagma karar verilirken vektoriin o enzim
icin sadece bir kesme bolgesi icermesi gerektigine dikkat edildi. Uretici firmanim
talimatlar1 dogrultusunda enzim icin PCR karisimi hazirlandi. Bu karisima restriksiyon
enzimi ve plazmid de eklenerek 37°C’lik sicak su banyosunda 30 dakika boyunca inkiibe
edildi. Siire sonunda ornekler %?2’lik agaroz jele 6X XC boyas: ile karistirilarak ve 123
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DNA markirt kullanilarak yiiklendi. Elde edilen bantlar yorumlandi. Tek bant PCR
Uriiniiniin vektore giremedigini gosterirken 2 bant hem PCR iiriiniiniin vektore girdigini
hem de restriksiyon enziminin gerekli bolgelerden kesim yaptigimi gostermekteydi.
Analiz sonrasi kesme islemi gerceklestirilmis vektorler, 100 ml steril Terrific Broth
medyumu, 100 pl amfisilin ve 50 uL. E. coli iceren medyuma ilave edilerek geceboyu
37°C’lik ¢alkalayicida inkiibe edildi. Ertesi giin MaxiPrep (Plasmid Maxi Kit, Qiagen,
cat#12163) ile kitte yer alan direktifler uygulanarak bu karisimdan vektor DNA’s1 izole
edildi. Sonrasinda izole edilen DNA’nin konsantrasyonu 6l¢iildii. Bunun i¢in bidistile su
ile 1:200 oraninda diliiye edilen DNA spektrofotometrede 260 absorbansta okutuldu.

3.5.4.9. Sense ve Antisense Problarinin Sentezlenmesi

Bir sonraki basamak uygun primerin sec¢ilerek sekanslama yapilmasiydi. Elde
edilen sekans sonug¢lart www.pubmed.com adresindeki niikleotit blast kismindan kontrol
edildi. Problar sentezlenmeden Once hangi restriksiyon enzimi ve RNA polimerazin
kullanilacagina karar verildi. Secilen polimeraza gdre sense ve antisense problar
sentezlendi ve radyoaktif siilfiir (*°S) ile isaretlendi. Boylece »°S ile isaretli cRNA
problar1 hazirlanmig oldu. Bundan sonraki agsama bu problar1 kullanarak doku iizerindeki
Prdx6 mRNA ekspresyonunu ve lokalizasyonunu belirlemekti.

Prdx probunun yan sira Fkbp52 icin de yukarida anlatildig: sekilde prob sentezi
gerceklestirildi.

3.5.4.10. In Situ Hibridizasyon Protokolii

ISH icin kullanilmak iizere -80°C’de saklanan dokular kiryojel icerisine gomiildii
ve kiryomikrotom araciligiyla poli-L-lizin ile kaplanmis slaytlar lizerine kesitler alind1.

ISH yonteminde yapilan islemler su sekildeydi:

Bir giin 6nce sterilize edilmis ddH,O ile 4X PBS’ten 1X PBS hazirlandi. 100 ml
1X PBS i¢ine 4 gr paraformaldehit kondu, mikrodalga firinda kaynatilds, siiziildii ve buz
tizerinde sogutuldu. -80°C’ye kaldirilan kesitler 1 dakika boyunca slayt sitici iizerinde
isitildiktan sonra 15 dakika boyunca %4’liikk paraformaldehitte fikse edildi. Siire
bitiminde kesitler 5 dakika boyunca buz iizerindeki 1X PBS’te, devaminda da oda
1sisindaki 1X PBS’te yikandi. Kesitler 0.1 M Trietanolamin (TEA) i¢inde ¢alkalandiktan
sonra %0.25 asetik anhidrit/0.1 M TEA icerisinde oda 1sisinda 10 dakika inkiibe edildi.
ddH,O ile 20XSaline Sodyum Citrate (Tuz Sodyum Sitrat/SSC)’den diliiye edilen
2XSSC igerisinde 15-20 saniye boyunca calkalandi. Kesitler iki defa steril ddH,O, %30,
50, 70, 85, 95 ve iki defa %100’liikk alkol iceren salelerde 15°er saniye boyunca
calkalandi. Sonrasinda havada kurutuldu. Pre-hibridizasyon basamaginda kesitler 10
dakika boyunca 5 mM MgClL-PBS, 10 dakika 0.25M Tris-0.1M Glisin, 10 dakika %50
formamid-2XSET (16 ml ddH,O, 4 ml 20X SET ve 20 ml formamid karistirilir, 37°C’lik
su banyosunda tutulur) icinde oda 1sisinda tutuldu. Hibridizasyon soliisyonu i¢in RNAaz
ve DNAaz icermeyen plastik tiiplere 1.45 ml ddH,0, 0.5 ml 20X SET, 0.01 gr polivinil
prolidon (PVP), 0.01 gr Fikol, 0.01 gr BSA karistirildi ve 67°C’lik su banyosunda
tutuldu. Ayrica 2.5 ml formamid, 0.4 gr dextran siilfat, 500 pl ditiyotreitol (DTT) ve 50
ul alkalin tampon icindeki 50 mg/ml transfer RNA (tRNA) eklendi. 1 ml’lik
hibridizasyon soliisyonunda konsantrasyonu 2x10’ count per minute (cpm) olacak
sekilde Prdx6 veya Fkbp52 icin hazirlanan ve -20°C’de saklanan radyoaktif *°S isaretli
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cRNA probu eklendi. Kesitlerin lizerine hibridizasyon soliisyonu radyoizotop igerdigi
icin dikkatli bir sekilde eklendi, iizeri silikon soliisyonuyla (Sigmacote solution, Sigma
Aldrich, SL-2) kaplanmis 6zel lameller ile baloncuk birakmadan kapatildi. 4 saat siireyle
45°C’lik inkiibatérde nemli ortamda inkiibe edildi. Bu siire zarfinda tek zincirli RNA
eklenen prop ile ¢ift zincirli hale gelir.

Inkiibasyon siiresi dolunca slaytlarin iizerindeki lameller ve hibridizasyon
solisyonu ¢ok dikkatli bir sekilde radyoaktif atiga atildi. Kesitler 4XSSC (400 ml
ddH,O +100 ml 20XSSC) icerisinde ¢alkalandi. Bu islem 3 kere tekrar edildi. Kesitler
icine 40 pl betamerkapto-etanol eklenmis %50 formamid-2XSET soliisyonuna konarak
15 dakika boyunca 60°C’lik su banyosunda inkiibe edildi. Kesitler tekrar 4XSSC
icerisinde calkalandi. 50 ml ddH,O, 7.5 ml 20XSET i¢ine RNAaz icermeyen pipet ve
pipet uclar1 kullanilarak 100ul 10mg/ml RNaz A ve 500ul 10mg/ml BSA eklendi,
37°C’de inkiibe edilerek RNaz A soliisyonu hazirlandi. Kesitler 20 dakika boyunca
37°C’lik su banyosunda RNaz A soliisyonu i¢inde inkiibe edildi. 20XSSC’nin ddH,O ile
diliiye edilmesiyle elde edilen 1XSSC igerisinde kesitler 30 dakika boyunca manyetik
karistirict yardimiyla yikandi. 20XSET’in ddH»O ile diliiye edilmesiyle 0.2XSET elde
edildi. Kesitler 50 ml 0.2XSET ve 50 pl betamerkapto-etanoliin karigtirilmasiyla elde
edilen 0.1% betamerkaptoetanol/0.2%SET soliisyonunda 50°C’lik su banyosunda 30
dakika boyunca inkiibe edildiler. Bu sirada 37°ser ml %30, 50 ve 70’lik etanol iceren
siselere 3 ml 4 M amonyum asetat (NH4Ac) eklendi, sogumalar1 saglandiktan sonra
kesitler bu soliisyonlarda calkalandi. Oda 1sisinda bulunan %85, 95 ve 100’liikk etanol
serilerinden gecirilen kesitler oda 1sisinda 5 dakika siireyle kurutulduktan sonra kapali
bir kutu icerisine yerlestirilerek gece boyu oda 1sisinda birakildi.

Ertesi giin 6 ml 0.6 M.lik amonyum asetat (NH;AC) 50 ml’lik tiip icerisine
kondu. Karanlikta 6 gr otoradyografi emiilsiyonu tartilarak amonyum asetat igerisine
kondu. 45°C’lik su banyosunda arada bir calkalayarak 40 dakika boyunca erimesi
beklendi. Siire bitiminde kesitler emiilsiyon icerisine daldirilarak 5 saniye beklendi ve
40 dakika boyunca kurutuldular. Daha sonra slaytlar kapali kutuya konuldu, etraflar:
bant ile sarildiktan sonra kutu aliiminyum folyo ile kaplandi ve soguk odada
gelistirilecekleri giine kadar saklandu. Ilk gelistirme 3 ya da 5 giin sonra yapildi.

3.5.4.11. Slaytlarin Gelistirilmesi

Slaytlar1 gelistirmek i¢in %2’lik asetik asit (49 ml ddH,O+1 ml asetik asit)
hazirlandi. Developer (gelistirici) ve fiksatif (sabitleyici) soguk odada yaklasik 25
dakika tutularak isilar1 12-15°C’ye ayarlandi. Gelistirme islemi karanlik odada yapildi.
Once slayt gelistiricide 2.5 dakika siireyle tutuldu, ardindan %?2’lik asetik asitte 30
saniye tutuldu, ddH,O’da calkalandiktan sonra 5 dakika siireyle sabitleyicide bekletildi,
dH,O’da calkalandiktan sonra karanlik odadan c¢ikildi ve slaytlar akar su altinda 5
dakika boyunca yikandi. Sonra Mayer’in hematoksileni ile 2 dakika boyandi, dH,O’ya
ve asetik asite S’er kere batirilip c¢ikarildi ve dH,O’da 2 dakika boyunca bekletildi.
Slaytlar %30, 50, 70 ve 85’lik etanol serilerine 5 kere batirilip ¢ikarildiktan sonra 5
saniye eozinde boyandi. %95 ve %100’liik etanollere ve ardindan ksilole 5 kere batirilip
cikarilan kesitler kapatma soliisyonu (Permount Histological Mounting Medium, Fisher
Scientific, cat#SP15-500) ile kapatildi. Slaytlarin etrafi emiilsiyonun fazlasini almak
amaciyla cam temizleyici ve ardindan %1’lik asit-alkol soliisyonu ile temizlendi.
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Slaytlar mikroskobun karanlik alan modunda incelendi. Eger sinyal yeterince giiclii
degilse 1 hafta beklenerek sinyalin giiclenmesi beklendi.

In Situ Hibridizasyonda Kullanilan Soliisyonlar
Kimyasal listesi

Fikol Pharmacia cat#17-0400-01
PVP Sigma PVP cat#360
Dekstran Siilfat Sigma cat#D8906

tRNA Sigma cat#83853
Paraformaldehit Polysciences, INC cat#00380
Poli-L-lizin Sigma cat#P-9404

BSA Sigma cat#A-9647

DTT Sigma cat#D-9779

Tris-Baz ICN cat#152176

Formamid Fluka cat#47670

Rezin BioRad cat#1426425
Gelistirici (developer) Kodak cat#1464726
Sabitleyici (fiksatif) Kodak cat#1971746
Emiilsiyon Kodak cat#8895666

4XPBS

0.8 gr KCI

0.8 ar KH2P04

32 gr NaCl

4.56 gr Na,HPO, (anhidroz)

950 ml steril ddH,O

pH 7.4’e ayarlanir. Son hacim ddH,O ile 1000m!l’ye tamamlanir, filtre
edilir.

20X SET

175.3 gr NaCl

72.7 gr Tris

14.4 gr EDTA ya da 50 ml 0.5M EDTA

950 ml steril ddH,O

pH 8’e ayarlanir. Son hacim ddH,O ile 1000ml’ye tamamlanir, filtre
edilir.

Trietanolamin (TEA)

29.84 gr TEA

1900 ml steril ddH20

pH 8’e ayarlanir. Son hacim ddH,O ile 2000ml’ye tamamlanir, filtre
edilir.
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20XSSC

175.4 gr NaCl

88.26 gr Na-sitrat

steril ddH,O ile 1000ml’ye tamamlanir, pH 7.0-7.4’e ayarlanir, filtre
edilir.

Formamid

2.5 1 Formamid

500 gr Resin

3 saat karigtirilir

Filtre edilir. Alikuat yapilarak (45 ml) -80°C’de saklanir.

SmM MgClL, PBS

0.2 gr KCI

0.2 ar KH2P04

8.0 gr NaCl

1.14 gr Na,HPOy4

1.02 gr MgCl-6H,0

950 ml steril ddH,O

pH 7’ye ayarlanir. Son hacim ddH,O ile 1000 ml’ye tamamlanir, filtre
edilir.

Tris-Glisin

24.22 gr Tris

7.5 gr Glisin

950 ml steril ddH,O

pH 7.4’e ayarlanir. Son hacim ddH,O ile 1000 ml’ye tamamlanir, filtre
edilir.

Alkalin Tamponu

4.4 gr NaCl

9.3 gr EDTA

pH 8’e ayarlanir. 5 gr SDS eklenir, filtre edilir.

Alkalin Tamponda 50mg/ml tRNA

1 gr tRNA

10 ml RNA Alkalin Tamponu

Inversiyon teknigi ile karistirilir. 20 ml’ye kadar alkalin tamponu eklenir.
5 ml’lik alikuatlar yapilarak -20°C’de saklanur.

1M Ditiyotreitol (DTT)

4.626 gr DTT

30 ml steril ddH,O eklenir

Filtre edildikten sonra 0.5 ml’lik alikuatlar hazirlanir. -20°C’de saklanir.
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BSA (10mg/ml)

0.2 gr BSA

20 ml steril ddH,O

Karistirilip filtre edilir. 0.5 ml’lik alikuatlar -20°C’de saklanir.

10 mg/ml RNaz A
1. 50 ml 10mM Tris-15mM NaCl (pH 7.5)
IM Tris (pH 7.5) 500 pl

5M NaCl 150 pl
ddH,O 49.35 ml
2. 1 sise RNAaz (~300 mg) 50ml.’lik tiip icerisinde tartilir
3. Tris-NaCl tamponu (~300 ml) eklenerek final konsantrasyonu 10
mg/ml yapilir
4. Hafifce tiipe vurularak ya da inversiyon teknigi ile karistirilir,
vortekslenmez

5. 100 pl’'lik alikuatlar hazirlanir
6. -80°C’de saklanir

4M Amonyum Asetat

308.32 gr NH4AC

1000 ml’ye kadar steril ddH,O
Karistirilip filtre edilir.

Mayer’in hematoksileni
1 gr hematoksilen kristali
1000 ml ddH,O
Isitilarak ¢oziiliir
0.2 gr sodyum iyodat
50 gr Aliminyum amonyum siilfat
50 gr kloral hidrat
1 gr sitrik asit ilave edilir. Kullanmadan once filtre edilir.

%1 Asit Alkol
2 ml HC1
198 ml %70 etanol

3.5.5. immiinopresipitasyon Yontemi

FKBP52 ile PRDX6 proteinleri arasinda fiziksel bir etkilesim olup olmadigmi
yani bir temas olup olmadigin1 belirlemek amaciyla immiinopresipitasyon
gerceklestirildi. Bu amacla, gebeligin 8. giiniinde bulunan CD1 genetik zeminli VT
farelerin implantasyon bolgeleri c¢ikarildiktan sonra desidualart izole edildi. Tiip
icerisine konulan desidualarin iizerine 600 ul IP liziz tamponu eklenerek sonikatorde
homojenize edildi. Homojenatlar 1.7 ml’lik plastik tiiplere aktarildi, 10.000 g’de 10
dakika boyunca dondiiriildii. Siipernatan almdi ve 3.5.3.1.Doku Homojenizasyonu ve
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Protein Elde Edilmesi boliimiinde anlatildigr gibi BioRad Dc Protein assay (Reagent A-
250 ml-cat# 500-0113; Reagent B-1 lt-cat# 500-0114; Reagent S-5 ml-cat# 500-0115)
ile protein konsantrasyonu 0l¢iildii. Her 6rnek i¢in biri kontrol digeri antikor i¢in olacak
sekilde 2’ser tiip hazirlandi. Tiiplere IP liziz tamponu i¢inde 200 ul’sinde 1 mg protein
olacak sekilde hazirlanan ornekler kondu. Her tiipe 10 ul normal tavsan IgG’si eklendi
(Santa Cruz, cat#sc-2027), +4°C’de 30 dakika boyunca rotatorda ¢evrildi. Tiipler kisa
stireli dondiiriildiikten sonra tiipiin dibinde kalan 6rnekler toplandi. Bu Orneklere 20 ul
protein A/G boncuklar1 (Immobilized protein A, Pierce, cat#20338) eklendi, 30 dakika
boyunca soguk odada rotatorda cevrildi. 10.000 g’de 10 dakika boyunca dondiiriildiikten
sonra siipernatanlar yeni bir plastik tiipe aktarild1 ve antikor yazan tiiplerin iizerine 1 pl
poliklonal FKBPS52 antikoru eklendi (Dr. David F. Smith’in laboratuvarindan
alimmustir). Tiipler gece boyu rotatorda c¢evrildi. Ertesi giin tiim tiiplere 35 ul protein
A/G boncuklart (Immobilized protein A, Pierce, cat #20338) eklendi, soguk odada 30
dakika boyunca rotatorda cevrildi. Siire sonunda maksimum hizda 2 dakika boyunca
cevrildi. Peletin iizerine 1:100 oraninda fosfataz inhibitdr kokteyl I, fosfataz inhibitor
kokteyl II ve proteaz inhibitdr kokteyli iceren 500 ul soguk PBS eklenerek boncuklar
yikandi, tiipler 14.000 g’de 2 dakika boyunca cevrildi, siipernatan atildi. Bu yikama
islemi 6 kere tekrarlandi. Yikama bittikten sonra her tiipe 75 ul 1X 6rnek tamponu (5X
ornek tamponundan dH,O ile diliiye edilir) eklendi, 3 dakika kaynatildi. 14.000 g’de 2.5
dakika oda 1sisinda dondiiriilen 6rneklerin siipernatanlar1 alinarak yeni tiiplere kondu ve
daha sonra Western Blot yapmak iizere -80°C’ye kaldirildi. Orjinal homojenatlar da
ornek tamponu ile karistirildi, kaynatildi ve -80°C’ye kaldirildi. immiinopresipitasyon
yonteminde FKBPS52 antikoru kullanildigi icin FKBP52 ve ona bagli proteinler
cOktiiriilmiis oldu. Bir sonraki basamakta PRDX6’nmin FKBP52 ile etkilesen
proteinlerden biri olup olmadigini belirlemek icin elde edilen ¢okeltilerde PRDX6 i¢in
Western Blot yapildi. Ayrica elde edilen cokeltilerde kontrol amaciyla FKBP52 i¢in
Western Blot uygulanda.

IP i¢in Kullamlan Soliisyonlar

IP Liziz tamponu

0.9 ml 5M NaCl

0.3 ml %100 NP4O

1.5 ml 1M Tris (pH 8)

27.3 ml H,O

Bu karisima, oranlar1 1:100 olacak sekilde fosfataz inhibitor kokteyl I,
fosfataz inhibitor kokteyl II ve proteaz inhibitdr kokteyli eklenir.

5X Ornek Tamponu

12.5 ml 0.5 M Tris-HCl (pH 6.8)

20 ml %10 SDS

10 ml Gliserol

2.5 ml ddH,0

20 mg brom fenol mavisi (BPB)

+4°C’de  saklanir.  Kullanilacagi zaman 1:10 oraninda  beta-
merkaptoetanol eklenir.
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3.5.6. Northern Blot Yontemi

Northern Blot (NB) yonteminde de In Situ Hibridizasyon (ISH) yonteminde
oldugu gibi oncelikle kullanilacak problar sentezlendi. Prob sentezlenmesi 3.5.4.1.In
Situ Hibridizasyon I¢in Prob Hazirlanmas1 bdliimiinde anlatildig1 gibi olup sadece son
basamag: farkliydi. ISH yontemi i¢in *°S ile isaretlenen problar NB yéntemi icin **P ile
isaretlendi. Prdx6, Indian hedge hog (Ihh) ve HoxalO i¢in **P ile isaretli cRNA problar1
hazirland1.

Northern Blot yontemi, dokudan izole edilen mRNA miktarmi 6l¢meye yarayan
bir yontemdir. Bu yOntem, parakuat enjekte edilen CD1 VT ve Fkbp52-/- fare
uterusundaki Indian hedge hog (Ihh) ve HoxalO) mRNA miktarini 6l¢cmek icin kullanildi.
Bunun icin gebeliklerinin 3. giiniinde olan CD1 genetik zeminli VT fareler ile gebeligin
2-4. giinlerinde P4 enjeksiyonu yapilan Fkbp52-/- farelere saat 18"’da 2mg/kg parakuat
enjekte edildi. Kontrol grubunda yer alan VT ve Fkbp52-/- farelere ise herhangi bir
enjeksiyon yapilmadi. Ertesi giin yani gebeligin 4. giiniinde fareler sakrifiye edilip
uteruslar1 toplandi. Farkli farelerden elde edilen 2 ya da 3’er uterus Ornegine [hh ve
HoxalO i¢cin NB uygulandi. Ayrica gebeligin 4. giiniinde bulunan C57BL6/129 genetik
zeminli VT ve Fkbp52-/- uicer farkh fareye ait karaciger ve uteruslar ile CD1 genetik
zeminli VT ve Fkbp52-/- farelere ait uteruslarda Prdx6 mRNA diizeyini belirlemek i¢in
de bu yontem kullanildi. Northern Blot ayrica 3.5.8. Progesteron (P;) ve Ostrojen (E;)
Uygulamasi boliimiinde anlatilan fare modellerinde Prdx6 mRNA diizeyini belirlemek
icin kullanildi.

Northern Blot yontemi su sekilde gerceklestirildi: oncelikle dokulardan mRNA
izolasyonu yapildi. Bunun icin cam tiipler igcerisine konan dokularin iizerine yaklasik 1
ml trizol (Invitrogen, cat#15596-018) eklendi. Dokular sonikatdrde homojenize edildi,
tiiplerin agzi parafilm ile kapatilarak oda isisinda 5 dakika beklendi. Sivi kisim 1.7
ml’lik plastik tiiplere aktarilarak tizerine 200 pl kloroform (Sigma Aldrich, cat#319988)
eklendi, ornekler vortekslendi ve 15 dakika boyunca +4°C’de maksimum hizda
santrifiijde dondiiriildii. Siipernatan kismi (seffaf katman, beyaz ve pembe katmanlar
alinmaz) yeni plastik tiiplere aktarildi. Ustlerine 500 pl izopropanol (2-izopropanol)
eklendi, vortekslendi, oda 1sisinda 10 dakika inkiibe edildi. 10 dakika boyunca +4°C’de
maksimum hizda santrifiijde dondiiriildii. Stipernatan atilarak peletlerin tizerine 750 pl
%75 etanol ilave edildi, vortekslendi. 5 dakika boyunca +4°C’de maksimum hizda
santrifiijde dondiiriildii, siipernatan atildi. Tiiplerin agz1 acik birakilarak peletin 5 dakika
boyunca kurumasi saglandi. 30 ya da 50 ul steril ddH,O tiiplere eklendi, vortekslendi.
Ornekleri resiispanse etmek zor oldugundan 65°C’lik 1siticida 10 dakika boyunca
tutuldular. mRNA konsantrasyonunu Ol¢cmek icin Ornekler steril ddH,O ile 1:200
oraninda diliiye edildi. Ornekler spektrofotometrede okutularak konsantrasyonlart mg/ml
cinsinden belirlendi.

Northern Blot yonteminde Western Blot yonteminde oldugu gibi Oncelikle jel
hazirlandi. Western Blot yonteminden farkli olarak jeller dikey olarak degil yatay olarak
hazirland1 ve yiiklendi. Yiiriitme soliisyonu icin 165ml formaldehit ile 50 ml 3-(N-
morfolino) propansiilfonik asit (MOPS) karistirildi ve son hacim 500 ml olana dek
ddH,0 eklendi. Bu karistmin 60 ml’si sonraki basamaklar i¢in saklanirken kalan 440
ml’ye 440 ml ddH,0 eklenerek toplam hacim 880 ml’ye tamamlandi. 60 ml ddH,0 ile
0.84 gr agaroz karistirllip mikrodalga firinda kaynatildiktan sonra saklanan 60 ml
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karisim ilave edildi (%0.7 agaroz jel) ve elde edilen karisim yatay diizlemdeki 4 ayri
cam set iizerine dokiildii, taraklar yerlestirildi ve donmasi i¢in 20 dakika boyunca
beklendi. 11 pl ddH,O icerisinde 20 ug mRNA olacak sekilde Ornekler hazirlandi.
Iginde 11 pl 6rnek bulunan tiiplere 29 ul drnek tamponu eklendi ve tiipler 65°C’lik
wsiticida 5 dakika boyunca tutuldu. Tiiplere 5 ul mRNA yiikleme boyas1 eklendi.

Ornekler, jele yiiklenmeden once taraklar ¢ikarildi ve metal cubuk yardimiyla
Northern Blot setinin icine kondu, iizerine yiiriitme soliisyonu kondu. Ug jele 13’er ul,
kalan jele de 3’er ul olacak sekilde ornekler yiiklendi ve 70 voltta 15 dakika boyunca
yiiriitiillerek Orneklerin jele girmesi saglandi. Siire sonunda karigtiricinin hizi 5’e
ayarland1 boylece tamponun esit dagilmasi ve pH’nin ayn1 kalmas1 saglandi. Bu sekilde
ornekler yaklasik 2 saat daha yiiriitiildii. Jel yiiriirken mRNA kalitesini gorebilmek
amaciyla artan Ornek %1’lik agaroz jelde yiiriitiildii. Yiriitme sonunda 4.8 kb’lik
28sRNA ve 1.9 kb’lik 18sRNA’ya ait 2 bantin goriilmesi mRNA’nm iyi kalitede
oldugunu gosterdi. Uygulanabilecek bir diger yontem de fosfat tamponu icinde
konsantrasyonu 30 pg/ml olacak sekilde hazirlanan akridin orange boyasinda jellerden
birinin 3-5 dakika boyanmasidir. Jel, ddH,O ile 2 saat ve gece boyunca yikandiktan
sonra UV 15181 altinda incelenerek mRNA kalitesi saptanir.

Elektroforez bitiminde sodyum fosfat tamponu hazirlandi. Jeller bu tampon ile
dolu kaplara konarak orbital calkalayici iizerinde 20 dakika boyunca yikandi. Siire
bitiminde tampon degistirilerek 20 dakika daha yikandi. 8.5X5.5 cm boyutlarinda kalin
ve ince filtre kagitlar1 ile 7.8XS5cm boyutlarinda por boyutu 0.2 pl olan nitroseliiloz
membranlar (Whatman Inc, cat#10416096) kesildi. Membranlar 20 dakika boyunca
ddH;O i¢inde tutuldu, siire bitiminde 20 dakika boyunca 20XSSC i¢inde tutuldu. Jellerin
tizerine konulacagi sandvi¢ hazirlandi. Bunun icin, 3 filtre kagidi 20XSSC i¢inde
islatildi, bunlar plastik bir kap icinde iist liste konurken cam baget ile iistlerinden
gecilerek hava kabarciklarinin ¢ikmasi saglandi. Kalin kagitlarin tizerine 20XSSC icinde
1slatilmis 1 adet ince kagit kondu, hava kabarciklar1 ¢ikarildi. Kagitlarin tizerine jel, jelin
tizerine de nitroseliilloz membran kondu. Membranin iizerine kuru kagitlar kondu. Kabin
icerisine jel hizasina kadar 20XSSC kondu, iistteki kagitlarin 1slanmamasma 6zen
gosterildi. En iiste su ile dolu erlen konularak agirlik yapmasi saglandi, gece boyu
beklendi.

Ertesi giin UV 15181 altinda incelenen akridin orange boyamasina yani RNA
kalitesine bagli olarak hibridizasyona devam edilip edilmeyecegine karar verildi.
Nitroseliiloz membran sandvicten ¢ikarilarak iizerine ornek adlar1 ve kullanilacak
probun adi yazildi. Membranlar UV Crosslinker’a konarak mRNA stabilizasyonu
sagland.

Hibridizasyon Oncesi prob ile muamele edilecek membran sayisina gore 1.
soliisyon hazirlandi. Bir membran icin 15 ml 20XSET, 1 ml %10SDS, 100 ml’ye kadar
ddH,0 eklendi. 68°C’lik sicak su banyosunda 10 dakika tutuldu. Plastik posetlerin igine
konan her bir membran i¢in 20’ser ml 1. soliisyondan kondu, posetlerin agzi sicak
miihiir (sealer) araciligiyla kapatildi ve 30 dakika boyunca 68°C’lik sicak su banyosunda
tutuldu. Bu esnada arta kalan 1. soliisyonun hacmine bagl olarak i¢ine yeni kimyasallar
eklenerek 2. soliisyon olusturuldu. Ornegin 400 ml 1. soliisyon kaldiysa 0.8 gr Fikol, 0.8
gr PVP, 0.8 gr BSA eklendi. Siire bitiminde 1. soliisyon uzaklastirilarak 2. soliisyondan
her poset i¢in 45’er ml eklendi ve 2 saat boyunca 68°C’lik sicak su banyosunda tutuldu.
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2. soliisyonun arta kalan1 68°C’lik sicak su banyosunda tutuldu. Artan 2. soliisyonun
miktarina gore 3. soliisyon hazirland1. Ornegin 90 ml soliisyon arttrysa 450 ul 50 mg/ml
tRNA (alkalin tamponu i¢inde) eklendi. Plastik posetlere 20 ml 3. soliisyondan
eklenerek 2 saat boyunca 68°C’lik sicak su banyosunda tutuldu. Bu esnada hibridizasyon
soliisyonu hazirlandi. Arta kalan 3.soliisyonun miktara bagl olarak dekstran siilfat ve
IM fosfat tamponu (Na,POy4) eklendi. Ornegin 3. soliisyondan 30 ml artmis ise 3 gr
dekstran siilfat ve 600 pul 1M Na,PO, eklendi ve 68°C’de ¢6ziinmeye birakildi. Bu
karisima radyoaktif fosfor isaretli (**P) prob ilave edildi. Gece boyunca 68°C’lik sicak su
banyosunda tutuldu. Ertesi giin i¢inde hibridizasyon soliisyonu bulunan plastik posete
100 ml I. yikama soliisyonu konduktan sonra tiim igerik radyoaktif atiga atild1 ve 100 ml
yikama soliisyonu ilave edildi, 68°C’de 1 saat tutuldu. Bu esnada II. yikama soliisyonu
hazirlandi. Siire bitiminde I. yikama soliisyonu uzaklastirilarak II. yikama soliisyonu
kondu ve 1 saat boyunca 68°C’de tutuldu. Siire bitiminde membranlar plastik
posetlerden ¢ikarilarak kurutuldu ve film kasetleri icine yerlestirilerek kasetin agzi
kapatildi. Kasetin iizerine membranin kondugu tarih yazildi. Karanlikk odada
membranlarin iizerine fotograf filmi (Scientific Imaging Film, Kodak, cat#1788207)
kondu ve kaset -80°C’ye kaldirildi. Ertesi giin filmler gelistirme makinesinde gelistirildi.
Yeterli sinyal alinamayan filmler i¢cin 24, 12 ya da 6 saat sonra tekrar gelistirme yapild.
Bantlar elde edildikten sonraki agama membranlarin strip edilerek (soyma) internal
kontrol olan ribozomal protein L7 (Rpl7) ile hibridize edilmesiydi.

Soyma isleminde membranlar soyma soliisyonu i¢cinde 6 dakika kaynatildi. A¢ik
havada kurutulan membranlar Rpl7 ile hibridize edildiler. 2-3 saat boyunca fotograf
filmine ekspoze olan filmler gelistirildi. Membranlar tarayicida tarandiktan sonra
bantlardaki mRNA miktar1 Image J analiz programi (NIH) ile analiz edildi ve elde edilen
degerler Rpl7 bantlarindan elde edilen degerlere oranlandi.

Northern Blot Icin Kullanilan Soliisyonlar
Ornek tamponu
300 pl formamid
30 ul 3-(N-morfolino) propansiilfonik asit (MOPS) tamponu
100 pl formaldehid karistirilip vortekslenir

RNA yiikleme boyasi
%95 formamid

9%0.025 bromfenol mavisi
%0.025 ksilen siyanol

5 mM EDTA (pH 8.0)
%0.025 SDS

-20°C’de saklanr.

Sodyum fosfat tamponu
10 ml 1M sodyum fosfat tamponu
1 1’ye kadar ddH,O eklenir, pH’s1 7’ ye ayarlanur.
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I. yikama soliisyonu

15 ml 20X SSC

3 ml %10 SDS

300 ml’ye kadar ddH,O

68°C’lik sicak su banyosunda sitilir.

I1. yikama soliisyonu

1.5 ml 20XSSC

1 ml %10 SDS

100 ml’ye kadar ddH,O

68°C’lik sicak su banyosunda sitilir.

Strip (soyma) soliisyonu

900 ml ddH,O

9 ml %10 SDS

Kaynadiktan sonra 2.25 ml 20X SSC ilave edilir.

3.5.7. 8-izoprostan Yontemi ile Lipit Peroksidasyonunun Belirlenmesi

Lipidlerin oksidatif hasarlanmasi sonucu izoprostanlar olusur. Izoprostanlar
serbest radikallerin  katalizorliigiinde, hiicre membrant ve lipoproteinlerin
fosfolipidlerinden fosfolipaz A2 etkisiyle olusan arasidonik asit iiriinleridir (31). 8-
izoprostan (PGF2a) F, isoprostan smifindan olup siklooksijenazdan bagimsiz olarak
aragidonik asitin peroksidasyonu sonucu iiretilir. izoprostanlar lipid peroksidasyonu ve
oksidatif stres (OS)’in en giivenilir belirtecleridir. Bu maddelerin biyolojik sivi ve
dokulardaki diizeyleri OS’nin in vivo kantitatif §l¢iimiinii saglar (209).

C57BL6/129 genetik zeminli VT ve Fkbp52—/— disi fareler vazektomize erkek
farelerle ciftlestirilerek yalanci gebelik olusturuldu. 4 adet VT ile 3 adet Fkbp52-/- fare
gebeligin 4. giiniinde sakrifiye edilerek uterus, karaciger ve bobrekleri toplandi ve 8-
izoprostan diizeyleri enzim immiinoassay yontemi (Cayman, cat#516351.1) ile saptandi.

Sakrifiye edilen farelerden alinan organlar hemen calisilmayacaksa %0.005
biitillenmis hidroksitoluen (BHT) (her 1 ml etanol icin 5mg/ml’lik Ornekten 10ul
eklenmelidir) icine konup -80°C’de saklandi. Ornekler calisilacagi zaman ImM
etilendiamintetraasetikasit (EDTA) ve 10uM indometasin iceren 0.1 M fosfat, pH 7.4
icerisinde homojenize edildi. Homojenizasyon sonras: ornekler yiiksek hizda cevrilerek
stipernatanlar elde edildi ve kitte yer alan direktifler uygulandi.

Bu assay 8-izoprostan ile 8-izoprostan-asetilkolinesteraz (AChE) konjugatinin
(8-izoprostan izleyicisi) smirli sayidaki 8-izoprostana spesifik tavsan anti-serum
baglanma bolgeleri icin aralarindaki yarisa dayanir. 8-izoprostan konsantrasyonu
degismesine karsin 8-izoprostan izleyicisinin konsantrasyonu sabit tutuldugu icin tavsan
antiseruma baglanabilen 8-izoprostan izleyicisinin miktar1 kuyucuktaki 8-izoprostan
konsantrasyonu ile ters olarak orantilidir. Tavsan antiserumu-8-izoprostan kompleksi
(serbest ya da izleyici seklinde) daha 6nceden kuyucuklara yapistirilmis olan tavsan 1gG
fare monoklonal antibadisine baglanir. Kuyucuklu tabak yikanarak baglanmayan yapilar
uzaklastirilir ve kuyucuklara Ellman kimyasali eklenir (AchE’ye substrat igerir). Bu
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enzimatik reaksiyonun iiriinii sar1 renkli olup 412 nm’de spektrofotometrik olarak tespit
edilir.

3.5.8. Progesteron (P4) ve Ostrojen (E;) Uygulamasi

Uterustaki Prdx6 ekspresyonunu ovaryan hormonlar olan P; ve/ya E;’nin
etkileyip etkilemedigini belirlemek icin CD1 VT disi fareler overektomize edildi ve 2
hafta boyunca dinlendirildiler. iki hafta sonunda susam yag1 icerisinde hazirlanan P,
(2mg/0.1ml), E, (100ng) veya ikisinin kombinasyonu subkutan olarak enjekte edildi.
Kontrol grubundaki farelere ise sadece susam yagi enjekte edildi. Fareler 24 saat sonra
sakrifiye edildi, uteruslar1 alinarak -80°C’ye kaldirildi. Toplanan uteruslara In situ
hibridizasyon ve Northern Blot uygulandi.

3.6. In Vivo Deneyler

3.6.1. Parakuat Herbisitinin Uygulanmasi

Parakuat, bitkilere zarar veren bocekleri dldiiren bir ¢esit herbisit olup oksidatif
stres (OS) yaratmak amaciyla kullanilir. Fkbp52-/- farelere parakuat enjekte edilerek OS
olusturuldugunda OS ile miicadele etmede Prdx6-/- farelerde oldugu gibi (204) basarisiz
olup olmayacaklarimi belirlemeyi amagladik. Bunun i¢in Fkbp52-/- ve VT farelerde
parakuatin letal olmayan ve implantasyona engel olan en diisiikk dozunu belirlememiz
gerekliydi. Bu amagla CD1 genetik zeminli VT ve gebeligin 2-4. giinlerinde P4 enjekte
edilen Fkbp52-/- disi farelere gebeligin 4. giiniinde tek doz parakuat (Paraquat
dichloride, Sigma Aldrich, cat#36541) intraperitonal olarak enjekte edildi. Ertesi giin
kuyruk venlerinden Chicago mavisi enjekte edildikten sonra sakrifiye edilen farelerde
implantasyon bolgeleri kontrol edildi. implantasyon bolgesi ¢cok zayif bantlar seklinde
goriilen ya da goriilmeyen farelerin uteruslar1 PBS ile yikanarak blastosist icerip
icermedikleri kontrol edildi. Ik denenen doz olan 30mg/kg parakuatin hem VT hem de
Fkbp52-/- farelerde implantasyona engel oldugu goriildiikten sonra sirasiyla 20 mg/kg,
15 mg/kg ve 2 mg/kg parakuat denenerek implantasyona engel olan en diisiik doz
belirlendi.

Parakuat’in hazirlanmasi

3 mg parakuat 1 ml %0.9 NaCl i¢inde c¢oziilerek stok parakuat soliisyonu
hazirlandi, alikuatlanip -80°C’de saklandi. Eriskin fareler yaklasik 30 gr agirhginda
olduklar1 i¢in denenmek istenen konsantrasyona gore bu stok soliisyondan enjeksiyon
yapildi. Ornegin, 20mg/kg doz igin stok soliisyondan 0.2 ml (200 ul), 10mg/kg doz igin
0.1 ml (100 pl) alinarak intraperitonal enjeksiyon yapildi.

3.6.2. N-Asetil Sistein ve a-Tokoferol Antioksidanlarinin Uygulanmasi

Fkbp52-/- gebe fareler i¢in implantasyona engel olan en diisiik parakuat dozu
belirlendikten sonra Fkbp52-/- gebe disilere disaridan verilecek antioksidan desteginin
implantasyon basarisim artirip artirmayacagimi belirlemeyi amagladik. Bu amacla N-
asetil sistein (NAS) (Fisher Scientific, cat#616-91-1) ve a-tokoferol (a-TKF) (Twin Lab,
Liqui E) antioksidanlar1 kullanildi. Literatiir taramasi yapilarak farelere 50mg/kg NAS
ve 1g/kg o-TKF kullanilmaya karar verildi. CD1 genetik zeminli Fkbp52-/- farelerin bir
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kismina gebeligin 2-4. giinleri subkutan P, (2mg/0.1ml) enjeksiyonunun yam sira
intraperitonal NAS (50mg/kg) ve o-TKF (1g/kg) enjekte edilirken bir kismina ise sadece
subkutan P; (2mg/0.1ml) enjeksiyonu yapildi. Gebeligin 4. giiniinde her iki gruptaki
farelere antioksidan enjeksiyonundan yaklasik 30 dakika sonra OS’nin indiiklenmesi
amaciyla tek doz parakuat (2mg/kg) intraperitonal olarak uygulandi. Ertesi giin yani
gebeligin 5. giiniinde farelere kuyruk venlerinden Chicago mavisi enjekte edildi,
sakrifiye edilerek implantasyon bolgeleri (IB) kontrol edildi. IB goriilmeyen farelerin
uteruslar1 %0.9 NaCl soliisyonu ile yikanarak blastosist olup olmadig1 kontrol edildi.

a-tokoferol (1g/kg)’un hazirlanmasi
500 pl susam yag1 i¢inde

500 pl a-tokoferol ¢oziiliir.

Farelere 0.1 ml enjekte edildi.

NAS (50mg/kg)’1n hazirlanmasi
40 ml %0.9 NaCl soliisyonu icinde
600 mg NAS ¢oziiliir

Farelere 0.1 ml enjekte edildi.

3.6.3. Blastosist Transferi Deneyleri

Blastosist transfer deneyleri i¢in CD1 genetik zeminli VT ya da Fkbp52-/- disi
farelerin vazektomize erkekler ile ciftlestirilmesi sonucu olusan yalanci gebe fareler alici
grubu olusturdu. CD1 genetik zeminli VT erkeklerle ciftlestirilen VT disi fareler ise
verici grubu olusturdu. Gebeligin 4. giinii sabah saat 7°*’da alic1 gruptaki VT ve Fkbp52-
/- yalanci gebe farelere 2mg/kg parakuat enjeksiyonu yapildi. Saat 12°’da verici fareler
sakrifiye edildi. Uteruslarin medyum (EmbryoMax MII Media, Millipore, cat#MR-015-
D) ile yikanmasi sonucu elde edilen saglikli VT blastosistler petride toplandi.
Blastosistler i¢ci medyum ile dolu cam pipetlere alindi. Alic1 farelere 5 ml anestezik
(Avertin, 10mg/0.4ml) intraperitonal olarak enjekte edildi, dorsal bolgeleri ovaryum
hizasinda tiras edildi, bu bolge %70’lik etanol ile islatildiktan sonra deri ve periton
kesildi. Ovaryum ve uterus digar1 ¢ikarildi, ovaryum yag dokusundan klemplendi.
Enjektoriin ucu yardimiyla uterus girisi agilarak cam pipet i¢inde bulunan blastosistler
uterusa transfer edildi. Transfer sonrast ovaryum ve uterus yerine yerlestirildi, kesilen
deri zimbaland1 ve fareler dinlenmeleri i¢in sicak plaka iizerinde birakildi. Ertesi giin
yani gebeligin 5. giiniinde saat 12°”da farelere kuyruk venlerinden Chicago mavisi
enjekte edildi, sakrifiye edilen farelerin implantasyon bolgeleri kontrol edildi.

3.6.4. Hiicre Kiiltiirii

In vivo deneylerden elde edilen bulgularin in vitroda da kanitlanmasi
gerekliliginden yola c¢ikilarak CD1 genetik zeminli VT ve Fkbp52-/- embriyolardan
fibroblast izolasyonu ve Kkiiltiirii yapildi. Kiiltiirii yapilan bu fibroblastlar ile cesitli
deneyler yapildi.
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3.6.4.1. Fare Embriyonik Fibroblastlarimn Izolasyonu ve Kiiltiirii

Fare embriyolarindan fibroblast izolasyonu yapabilmek igin Oncelikle CD1
genetik zeminli Fkbp52+/- disi fareler ile Fkbp52+/- erkek fareler ciftlestirildi. Fareler
gebeligin 14. giiniinde steril kosullarda sakrifiye edildi. Sakrifikasyon devaminda
yapilan iglemler ates yaninda, aseptik kosullarda ve steril malzemelerle gerceklestirildi.
Toplanan implantasyon bolgeleri Ca™ ve Mg icermeyen steril PBS (1X, Invitrogen,
cat#10010) icerisine alindi, burada plasenta ve embriyo birbirinden ayrildi. Embriyolarin
her biri ayr1 ayri steril PBS ile dolu petri kaplarina almarak yikandi. Embriyolar steril
PBS iceren ve iizeri numaralandirilmig iigiincii petrilere ayr1 ayri alinarak amniyon
keselerinden ayrildi. Embriyolarin kuyruklari genotiplendirme amaciyla kesilerek 1.7
ml’lik plastik tiiplere alindi, tiiplerin iizerine petrilerin iizerindeki numaralar yazildi,
kuyruklara genotiplendirme i¢in gerekli islemler yapildi. Embriyolarin i¢ organlar1 ve
kafalar1 uzaklastirildi. Embriyodan geriye kalanlar kiiciik parcalara ayrildi ve 25 ml
%0.1 tripsin-EDTA (%25 1X, Invitrogen, cat#25200-056) iceren 50 ml’lik plastik
tiiplere konarak 1 saat boyunca 37°C’lik sicak su banyosunda tutuldu. Siire sonunda
icerisine %10 oraninda fetal bovin/sigir serumu (FBS) (Fisher Scientific, cat#
#SH30070-03), 100 Unit/ml penisilin ve 100 ug/ml streptomisin (Invitrogen, cat#15140-
122) eklenen 25 ml Dulbecco'nun Modifiye Eagle Medyumu (DMEM) (Invitrogen,
cat#11965-084) eklenerek tripsin-EDTA’nin enzimatik etkisi sonlandirildi. Tiipte
bulunan karisim 700 pm’lik naylon siizge¢ kullanilarak baska bir tiipe siiziildii ve 1000
rpm’de 5 dakika boyunca dondiiriildii. Stipernatan atildi, pelete 20 ml PBS eklenerek
vortekslendi. 1000 rpm’de 5 dakika boyunca dondiiriildii. Stipernatan atildi, pelete 30 ml
%10 FBS iceren DMEM eklenerek vortekslendi. Bu karistmdan 10 pl alinarak 10 pl
tripan mavisi ile karistirildi. Hemositometre lizerine damlatilarak dort kdsede bulunan
karelerin i¢cinde yer alan mavi olmayan yani 6lii olmayan hiicreler mikroskopta X4
biiylitmede sayilarak ortalamasi alindi. Mililitredeki hiicre sayis1 su sekilde hesaplandi:

Sayilan hiicre sayis1 X 10* X 2

Petriler kiiltiir 6ncesi PBS icerisinde hazirlanmis %0.1°lik jelatin (Sigma Aldrich,
cat#G9391) ile kapland, iizerine numaralar yazildi ve 1X10” hiicre olacak sekilde hiicre
stispansiyonundan eklendi. Petrinin hacmine uygun miktarda %10 FBS iceren DMEM
ilave edildi ve petriler %5 CO, iceren 37°C’lik inkiibatore kaldirildi. Ertesi giin petriler
mikroskop altinda kontrol edildi, debris aspirator yardimiyla uzaklastirildi, iizerine 1ml
PBS eklenerek yikandi. PBS aspirator ile uzaklastirildi, petrilere yeni medyum ilave
edildi ve inkiibatore kaldirildi. Bir sonraki giin aspirator ile petrideki medyum cekildsi,
PBS eklenerek yikandi, PBS aspirator ile uzaklastirildiktan sonra 1 ml %0.05 Tripsin-
EDTA eklendi ve 37°C’de 5 dakika inkiibe edilerek hiicrelerin petri tabanindan
ayrilmasi saglandi. Reaksiyonu durdurmak icin 1ml DMEM eklendi. Genotiplendirme
sonuclarma gore ayni1 genotipten olan fibroblastlar aym tiipte toplandi. Genotiplendirme
sonucundan emin olunamayan Ornekler atilarak deneye dahil edilmedi. Hiicreler 1000
rpm’de 5 dakika boyunca dondiiriildii. Siipernatan atildi, peletin tizerine 32 ml DMEM
eklendi, vortekslendi. 3X10 cm boyutlarindaki 4 petriye 8’er ml hiicre
siispansiyonundan ilave edilerek %5 CO, iceren 37°C’lik inkiibatore kaldirildi. Ertesi
giin hiicreler kontrol edildi. Yeterli sayiya ulasilmasi sonucu hiicrelere H,O, ve NAS
uygulamasi ile hiicre canlilik testi (MTT assay) gerceklestirildi. Hiicreler yaklasik %70
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konfluent ise tripsinize edilip yeni petrilere aktarildi. Eger gerekenden daha fazla hiicre
varsa kullanilmayan hiicreler donduruldu. Bunun i¢in asagidaki protokol uygulandi.

Fare Embriyonik Fibroblastlarinin Dondurulmasi ve Coziilmesi

Dondurulucak Fare Embriyonik Fibroblastlar1 (FEF) nin bulundugu petri %80-
100 konfluensiye ulagmis olmaliydi. Petride bulunan medyum aspirator ile uzaklastirildi.
Yeterli miktarda PBS eklenip yikandiktan sonra PBS aspirator ile uzaklastirildi. Yikama
islemi bir kere daha tekrar edildi. Petrinin hacmine uygun miktarda %0.05 Tripsin-
EDTA eklendi, hiicrelerin petri tabanindan kalkmas: saglandiktan sonra esit miktarda
DMEM eklenerek reaksiyon durduruldu. Hiicreler 1000 rpm’de 5 dakika boyunca
dondiiriildii. Stuipernatan uzaklastirildiktan sonra peletin tizerine DMEM icerisinde
hazirlanmis 5 ml %10’luk dimetil siilfoksit (DMSO) (Sigma Aldrich, cat#C6295)
eklenerek karigtirildi. Tripan mavisi kullanilarak hemasitometrede hiicre sayisi
hesaplandi. Bir mililitresinde yaklasgik 1 milyon hiicre olacak sekilde hesaplanan
hiicreler 2 ml’lik kiryotiiplere kondu, 12 saat boyunca -20°C’de tutulduktan sonra -
80°C’ye kaldirildi. Dondurulmus hiicreler tekrar kullanilmak istendiginde su sekilde
¢oziildii: tiipler 37°C’lik sicak su banyosunda tutularak erimesi saglandi. 15 ml’lik
plastik tiipe PBS ve c¢oOziinen hiicreler kondu, 1000 rpm’de 5 dakika dondiiriildii.
Stipernatan atildiktan sonra pelete DMEM eklenerek hiicreler siispanse edildi.
Siispansiyon petriye kondu, iizerine petri hacmine uygun miktarda DMEM eklendi ve
inkiibatore kaldirildi.

3.6.4.2.Fare Embriyonik Fibroblastlarina Hidrojen Peroksit ve N-Asetil Sistein

Uygulanmasi

3.6.1. Parakuat Herbisitinin Uygulanmas1 bdliimiinde anlatilan in vivo
uygulanan parakuat deneylerinden elde edilen sonuclarin in vitroda da kanitlanmasi i¢in
kiiltire edilen fibroblastlara OS olusturmak amaciyla hidrojen peroksit (H>O;) ve
antioksidan olarak N-asetil sistein (NAS) uygulandi. 10 mM, 5 mM, 2.5 mM, 1.25 mM,
I mM, 0.5 mM, 0.25 mM, 0.1 mM ve 0.05 mM H,O; (%30Fisher Scientific, cat#H323-
500) hazirlandi. Stok H»O; soliisyonumuz yaklasik 10M idi. Stok soliisyon 1:1000
oraninda ddH,O ile diliiye edilerek 10mM H,O, elde edildi. 10mM H,O, steroidik
etkiye sahip fenol kirmizis1 icermeyen Dulbecco'nun Modifiye Eagle Medyumu/Ham’in
F12’si icerisinde (DMEM/F12) diliiye edilerek 5, 2.5, 1.25, 1, 0.5 0.25, 0.1 ve 0.05 M
H,0, elde edildi. 326 mg NAS (Fisher Scientific, cat#616-91-1) 100 ml %0.9 NaCl
icerisinde ¢oziilerek 200mM NAS hazirlandi, bunun DMEM/F12 icerisinde 1:10
oraninda diliiye edilmesiyle 20mM NAS elde edildi.

H,0, uygulamadan once VT ve Fkbp52-/- FEFler 96 kuyucuklu plastik
petrilerin kuyucuklarinda 1000 hiicre olacak sekilde ekildi. En dis sirada yer alan
kuyucuklara kontrol amacgl hi¢ hiicre ekilmedi. Ertesi giin hiicrelerin petri tabanina
yapisip yapismadigi kontrol edildi. Kontrol, 10 mM, 5 mM, 2.5 mM, 1.25 mM, 1 mM,
0.5 mM, 0.25 mM, 0.1 mM ve 0.05 mM H,O; gruplarinin her biri icin 6 kuyucuk
ayarlandi. Kuyucuklarda bulunan medyum aspirator ile cekildi, iizerine PBS eklenerek
kuyucuklar yikandi. PBS aspirator ile cekildikten sonra kontrol grubuna sadece %10
FBS igeren 200 pl DMEM/F12 medyumu eklenirken diger gruplara iginde farkli
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konsantrasyonlarda H,O, bulunan 200 pl %10 FBS igeren DMEM/F12 medyumu
eklendi. Hiicreler 24 saat boyunca inkiibe edildiler.

Bir antioksidan olan NAS’in FEF’ler iizerindeki etkisini belirlemek i¢cin H,O,
uygulamasinda oldugu gibi VT ve Fkbp52-/- FEF’ler 96 kuyucuklu petriye ekildi. Ertesi
giin PBS ile yikama sonrasi kuyucuklarin bir kismina 20mM NAS ilave edilirken bir
kismina da kontrol amaghh sadece DMEM/F12 medyumu eklendi. Hiicreler 24 saat
inkiibe edildi. Ertesi giin kuyucuklardaki medyum uzaklastirilarak 1mM H,O,, 20mM
NAS, 20mM NAS+1mM H,0, eklenirken bazi kuyucuklara da kontrol amaclh sadece
DMEM/F12 eklendi. Hiicreler 24 saat inkiibe edildi. H,O, ve NAS uygulamalari
sirasinda komiirle muamele edilmis (charcoal treated) FBS kullanildi. Bunun nedeni,
1s1ca inaktive edilmis FBS nin steroid etki gostermesiydi.

3.6.4.3.Fare Embriyonik Fibroblastlarinda Hiicre Canliliginin MTT Assay ile

Belirlenmesi

H,0, ve NAS+H,O, uygulamasindan 24 saat sonra FEF’lerin bulundugu
kuyucuklardaki DMEM/F12 ve H,0, uzaklastirildi. Kuyucuklara 100 pl DMEM/F12 ve
20 pl 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide (MTT) (Promega,
cat#G3580) soliisyonu eklendi. Hiicreler 4 saat boyunca %5 CO, iceren 37°C’lik
inkiibatorde inkiibe edildi. Siire sonunda petriler spektrofotometrede 490 nm’de
okutuldu. H;O, wuygulanan ve H;O,+NAS uygulanan FEF’lerde MTT assay
uygulamalar1 6 kere farkli 6rneklerle tekrarlandu.

Kitte bulunan MTS tetrazolyum metabolik olarak aktif/canl hiicreler tarafindan
medyumda ¢6ziinebilir formazana indirgenir. Medyumdaki formazan miktar1 aktif hiicre
sayist ile dogru orantili oldugundan spektrofotometrede elde edilen degerler farkli
gruplara ait canli hiicre sayisini kiyaslamamiza izin verir.

3.6.4.4.Fare Embriyonik Fibroblastlarinda RT PCR (Reverse Transcriptase

Polymerase Chain Reaction) Yontemi

VT ve Fkbp52-/- FEF lerde Pgr mRNA’smin olup olmadigmi belirleyebilmek
icin Oncelikle bu hiicrelerde RNA izolasyonu yapild1.

RNA izolasyonu icin 75 cm®lik petrilerde bulunan hiicrelerin iizerindeki
medyum uzaklastirildi, PBS ile yikandiktan sonra PBS uzaklastirildi. Hiicrelerin lizerine
200 pl Trizol ilave edildi. Kaziyict araciligiyla hiicreler kazind1 ve 1.7 ml’lik tiiplere
alind1. Tiiplere 200 ul kloroform (Sigma Aldrich, cat#319988) ilave edilip vortekslendi.
2-3 dakika oda 1sisinda beklendi. Tiipler 15 dakika boyunca +4°C’de maksimum hizda
santrifiij edildi. Siipernatan kismi (seffaf katman, beyaz ve pembe katmanlar alinmaz)
yeni plastik tiiplere aktarildi. Ustlerine 500 pl izopropanol (2-izopropanol) eklendi,
vortekslendi, oda 1sisinda 10 dakika inkiibe edildi. 10 dakika boyunca +4°C’de
maksimum hizda santrifiijde dondiiriildii. Siipernatan atilarak peletlerin lizerine 750 pl
%75 etanol ilave edildi, vortekslendi. 5 dakika boyunca +4°C’de maksimum hizda
santrifiijde dondiiriildii, siipernatan atildi. Tiiplerin agz1 agik birakilarak peletin 5 dakika
boyunca kurumasi saglandi. 30 ya da 50 ul steril ddH,O tiiplere eklendi, vortekslendi.
Ornekleri resiispanse etmek zor oldugundan 65°C’lik 1siticida 10 dakika boyunca
tutuldular. mRNA konsantrasyonunu Ol¢cmek icin Ornekler steril ddH,O ile 1:200
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oraninda diliiye edildi. Ornekler spektrofotometrede okutularak konsantrasyonlart mg/ml
cinsinden belirlendi.

RT-PCR (Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction/Ters Transkriptaz
Polimeraz Zincir Reaksiyonu) protokolii su sekilde uygulandi:

5 pul tampon (10X DNase 1 buffer, DNA free, Ambion, cat#8169G2)
1 ul DNaz (rDNase 1 DNA free, Ambion, cat#2224QG)

5 pug RNA 6rnegini iceren hacim

ddH,O

Toplam hacim: 50 pl

Hazirlanan karigim 1.7ml’lik tiiplere konarak 37°C’de 30 dakika tutuldu. Siire
sonunda drneklere 5 ul of DNaz Inaktivasyon Reaktifi eklendi ve 1.5 dakika oda 1sisinda
15000 rpm’de dondiiriildii. Baska bir tiipte her 6rnek i¢in 1 pl olacak sekilde 10 mM
dNTP ve oligo dT (Invitrogen P/N 58063 50uM) esit miktarda konuldu. Bu karisimdan
2’ser ul yeni tiiplere kondu ve iizerine daha once hazirlanan RNA karisimindan 10 pl
eklendi. 65°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Bu sirada 6rnek sayisina gore agagidaki karigim
hazirlandi:

4 pl 5X tampon (5X first strand buffer, Invitrogen, cat#Y00146)

2ul DTT (0.1 M, Invitrogen, cat#Y00147)

1 ul RNaz inhibitorii (RNase OUT recombinant ribonuclease inhibitor 5,000 UlI,
Invitrogen, cat# 100000840)

65°C’deki inkiibasyon siiresi dolunca ornekler buz iizerine alindi. Ustlerine
hazirlanan karigimdan 7 pl eklendi. 42°C’de 2 dakika inkiibe edildi. Siire bitiminden
once 1 pl Superscript II Reverse Transcriptase (10,000 U, Invitrogen, cat#100004925)
eklendi. Tiipler 42°C’de 50 dakika inkiibe edildi. Siire bitiminde tiipler 70°C’de 15
dakika inkiibe edildi. Boylece revers transkripsiyon asamasi bitmis oldu. Ornekler
+4°C’ye kaldirild1.

Ertesi giin Pgr ve Actb (beta aktin) icin RT-PCR yapildi. Pgr icin asagidaki
formiile gére PCR karisimi hazirlandi:

10X tampon (+MgCl,) 2.5 ul
dNTP 2 ul
10X primer 0.2 ul
ddH,O 18.05 ul
TAq polimeraz (Invitrogen) 0.25 pl
cDNA 1 ul

Pozitif kontrol olarak gebeligin 4. giiniinde bulunan CD1 genetik zeminli VT
farelere ait uterustan izole edilen cDNA kullanildi. PCR karigimina ¢cDNA yerine 1 pl
dH>O’nun kondugu tiip negatif kontrol olarak kullanild1.
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Pgr icin primer sekansi
F: SGCCATCACTTCCTGGTGTCT3’
R: 5GCAATGGGAGAGTCTTGCTC3’

Actb i¢in ise asagidaki formiile gore PCR karigimi hazirlandi:

10X tampon (+MgCl,) 2.5 ul
dNTP 2 ul

1X primer 2ul
ddH,O 17.25 pl
TAq polimeraz (Invitrogen) 0.25 pl
cDNA 1 ul

Actb icin primer sekansi
F: 5 TTGCTGATCCACATCTGCTG3’
R: > GACAGGATGCAGAAGGAGAT3’

PCR kosullar1 belirlenirken
http://wwwéb.appliedbiosystems.com/support/techtools/calc sitesinden yararlanilarak TM
degerleri belirlendi. Bu deger Pgr icin yaklasik 54°C’idi.

Pgr i¢cin PCR kosullar1 asagidaki gibiydi:
95°C’de 2 dakika
95 °C’de 30 saniye
54 °C’de 30 saniye 30 siklus
72 °C’de 30 saniye
72 °C’de 5 dakika
4°C’de «©

Actb i¢in PCR kosullar1 agsagidaki gibiydi:
95°C’de 2 dakika
95 °C’de 30 saniye
60 °C’de 30 saniye 30 siklus
72 °C’de 30 saniye
4°C’de «©

PCR bittikten sonra PCR iiriinleri BPB boyasi kullanilarak %1.5’luk agaroz jelde
40 dakika boyunca 160 voltta yiiriitiildii. Jeller goriintiileme cihazinda goriintiilendi.

3.6.4.5. Fare Embriyonik Fibroblastlarinda Western Blot Yontemi

VT ve Fkbp52-/- FEF lerde Western Blot gerceklestirebilmek amaciyla oncelikle
bu hiicrelerden protein izolasyonu gerceklestirildi. Bunun i¢in liziz tamponu hazirlandi.
3.5.3 Western Blot Yontemi boliimiinde hazirlanist anlatilan RIPA tamponunun 2000
ul’sine 20 pl fosfataz inhibitorii I, 20 pl fosfataz inhibitorii 11, 20 pl proteinaz inhibitorii
eklenerek liziz tamponu hazirlandi. Petrilerdeki medyum uzaklastirild, tizerine yaklagik
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2-3 ml soguk PBS eklenip buz iizerine kondu. Yaklastk 1 dakika sonra PBS
uzaklastirildi. Petriye 40 ul liziz tamponu eklendi, kaziyic1 yardimiyla hiicreler kazindi,
20 dakika boyunca beklendi. Siire sonunda ayni gruba ait hiicreler 1.7 ml’lik tiiplerde
toplandi. 14.000 rpm’de 10 dakika boyunca +4°C’de santrifiij edildi. Siipernatanlar 1.7
ml’lik tiiplere toplandi. Siipernatanlardaki protein konsantrasyonunu 6l¢mek i¢in 3.5.3.1.
Doku Homojenizasyonu ve Protein Elde Edilmesi boliimiinde anlatildig: gibi BioRad Dc
ile protein assay yapildi.

VT ve Fkbp52-/- FEF’lerin protein konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra
PRDX6 ve FKBPS52 proteinlerini belirlemek icin Western Blot uygulandi. Farkli
gruplara ait ornekler kullamlirken esit miktarda protein yiiklemesi yapildi Internal
kontrol olarak Aktin kullanild:.

3.8. Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz yapmak icin SPSS (10.0 for Windows, Chicago, IL, USA)
istatistik programu kullanildi. Degerler Student’s t-test ya da One Way Anova Test’ini
takiben Post Hoc Tukey ve Dunn’s testleri kullanilarak karsilastirildi. Istatistiksel olarak
anlamlilik derecesi p<0.05 olarak alind1.

75



BULGULAR

4.1.Fkbp52-/- ve Pgr-/- Fare Uteruslarinda Vahsi Tip Uterusa Oranla Ekspresyonu
Artan ve Azalan Proteinler

FKBP52’nin PR’den bagimsiz rolleri olup olmadigmi belirlemek icin
overektomize edildikten iki hafta sonra P4 enjekte edilen C57BL6/129 genetik zeminli
VT, Pgr-/- ve Fkbp52-/- farelerin uteruslarinda 2 Boyutlu Ayrim Jel Elektroforezi ve
ardindan kiitle spektrometrisi (MS) uygulandi, proteom profilleri karsilastirildi. Jel
elektroforezi sonucunda izoelektrik noktalar1 pH 4 ile pH 7 arasinda olan ve molekiil
agirliklart 10 ile 150 kDa arasinda degisen proteinler saptanabildi (Sekil 4.1). Kiitle
spektrometresi ile asagidaki sonuclar elde edildi.

H 4
81 50 kDa

Sekil 4.1. VT ve Fkbp52-/- fare uteruslarindan elde edilen protein ekstraktlarinin temsili 2-BAJE
fotografi. Izoelektrik noktasi pH 4 ile 7; molekiiler agirlik 10 ile 150 kDa arasinda.
a, FKBP52’yi b, PRDX6’y1 gostermekte.

Uc genotipe ait tiim ornekler arasinda 100 protein istatistiksel olarak 6nemli
derecede degismisti (p<0.01). En biiyiik farklilik (PC1 = 63.5) Pgr-/- drnekler ile diger
ornekler arasinda, ikinci en biiyiik farklilik ise (PC2 = 24.4) VT ornekler ile Fkbp52-/-
ornekler arasinda bulundu.

4.1.1. Fkbp52-/- ve Pgr-/- Fare Uteruslarinda Ekspresyonu Artan Proteinler

FKBP52-PR  sinyali araciligiyla calisan P4  tarafindan  upregiile
edilen/ekspresyonu artan proteinlerin Adenozin kinaz ve Osteoglisin oldugu bulundu
(Cizelge 4.1). Adenozin kinaz, ATP’den adenozine fosfat transferini saglayan bir
adenozin kinaz olup anti-inflamatuvar etkilere sahiptir (210). Osteoglisin, l16since zengin
tekrarlar iceren kiiciik bir proteoglikandir (211).
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VT il Pgr-k- VT ile Fkbps2-- | Per-- ile Fibpia-f-
karsilagtirmas: karsilagtirnas| karsilagtirmas|
Tanralanan Ernigira it F
Profein | numaras | pl Oh e || OB o Oh P | canova)
orar [t-testl) | oram | (t-testi) ora (t-testi)
Adenozin P55264 40.4 1.44 0.0o1 118 0.009 -1.22 0.006 0.0003
kiraz 58
Ostenglisin Q62000 343 267 0.0006 122 002 =208 0.001 0.00005
55

Cizelge 4.1. PR/FKBPS52 sinyali aracili P, tarafindan upregiile edilen proteinler. Swiss-Prot
veritabanindaki erisim numaralar1 kullanilmistir. Kilodalton (kDa) cinsinden molekiiler
agirlik (MA) ve izoelektrik noktasi (pl) veri tabani girislerinden hesaplanmistir. Ortalama
hacim oranlar1 (Oh) ve Student’s t-testi ve ANOVA’nin p degerleri DeCyder versiyon 6.5
yazilimi ile hesaplanmuistir.

4.1.2. Fkbp52-/- ve Pgr-/- Fare Uteruslarinda Ekspresyonu Azalan Proteinler
FKBP52-PR  sinyali araciligiyla calisan P4 tarafindan downregiile
edilen/ekspresyonu azalan proteinler olarak Vakuolar ATP Sentaz altbirimi B ve
Galektin-1 saptandi (Cizelge 4.2.). Vakuolar ATP Sentaz altbirimi B, vakuolar ATPaz’in
periferal kompleksinin non-katalitik altbirimidir. ATPazlar, membrandan protonlarin
tasinimin1  ile  ATP sentezi ve/ya hidrolizini birlestiren membran baglhi enzim
kompleksleridir (212). Galektin-1, hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimlerinin
diizenlenmesinde rol oynayan beta-galatozidlere baglanan bir proteindir (213).

VT ie Per-l- VT ile Fkhp52-1- Pgr-i- e Ficbp32-I-
kargilagtirrnas| kargilagt inmas| kargilagtirnmas)
Tarrnlanan Erigim Tnla F
Protein numarast | pl Oh P Oh P Oh P | (aNOVA)
ararl (t-testi) | oram | (t-testi) orar {t-testi)
Vaknolar ATF Pa2215 510 -128 0.009 -1.17 | 04021 ] n.is 0.003
sentaz althiriri 55
B
Cralektin-1 P16045 151 -1.57 0.0z -1.39 0016 1.13 0.2z 0.00%
53

Cizelge 4.2. PR/FKBP52 sinyali aracili P, tarafindan downregiile edilen proteinler. Swiss-Prot
veritabanindaki erisim numaralar1 kullanilmistir. Kilodalton (kDa) cinsinden molekiiler
agirlik (MA) ve izoelektrik noktasi (pl) veri tabani girislerinden hesaplanmistir. Ortalama
hacim oranlar1 (Oh) ve Student’s t-testi ve ANOVA’nin p degerleri DeCyder versiyon 6.5
yazilimi ile hesaplanmuistir.

4.1.3. Fkbp52-/- Fare Uterusunda Ekspresyonu Artan Proteinler

Bazi proteinlerin ise P4-PR sinyaline bagh olmadan FKBP52 varligina baglh
olarak farkli sekilde eksprese edildigi gozlendi. Fkbp52-/- fare uterusunda VT fare
uterusuna oranla bazi proteinler PR’den bagimsiz olarak upregiile edilmisti. Bu
proteinler, Vimentin, Desmin, Aldehid Dehidrogenaz Mitokondriyel Oncii, Okaryotik
Baglama Faktorii 4A-1, Yiikli Multivezikiiler Govde Proteini 2, Indoletilamin N-
metiltransferaz idi (Cizelge 4.3.). Bu proteinler i¢in VT ile Pgr-/- fare uteruslar1 arasinda
fark yoktu. Vimentin, organellerin sitoplazmada pozisyonlarmin belirlenmesinde rol
alan tip 3 ara filamandir. Dolayisiyla hiicre biitiinliigiiniin saglanmasindan sorumlu hiicre
iskeleti elemanidir (214). Desmin, sarkomerlerde Z bandi yakininda bulunan tip 3 ara
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filamandir (215). Aldehid Dehidrogenaz Mitokondriyel Oncii, alkol tiirevli
asetaldehitlerin detoksifikasyonunda rol alan bir proteindir. Kortikosteroid, biyojenik
amin, norotransmiter ve lipit peroksidasyon metabolizmasinda rol alirlar (216).
Okaryotik Baslama Faktorii 4A-1, okaryotik translasyonun baglama fazinda rol alan bir
proteindir (217). Yiikli Multivezikiiler G6vde Proteini 2, transmembran proteinlerin
degradasyon i¢in lizozom liimenine taginmasina aracilik eden multivezikiiler cisimlerin
olusmasinda rol alan ESCRT-II kompleksinin bilesenidir (218). Indoletilamin N-
metiltransferaz ise triptamin ve yapica iligkili bilesenlerin N-metilasyonunu saglayan bir
enzimdir (219).

YT is Per-i- VT ile FEhp52-1- Pgr-l-le Flebpal-I-
kargilagtimmas karslagtimas kargilagtimmas:
Tarmrnlanan Erigira Ivie P
Protein muvarasy | pl Oh P | Ok P Oh P ranove)
oram (t-testi) oratn | (t-testi) oramnl (t-testi)
Vimentin P20152 535 1.a 093 128 0.017 128 0.005 0.002
51
Dlestnin P31001 533 1.02 0.90 133 0.00% 131 0.031 0.016
52
£]dehid
dehidro genaz, P4TTIE 510 1.05 0.50 126 0.005 1.20 0.005 0.005
mitokondrizel 15
omcil
Okaryotik
baglarna 20562 454 -1.03 079 119 0.028 122 0.003 0014
fakttiri 44-1 53
Tidklin
rlttvezikitler | QPDBE34 | 251 -1.00 097 138 0.006 138 0.006 0.002
givde proteind 59
2
Indoletilarmin
H- PADRGE 300 1.08 073 239 001 221 0.013 0.002
retiltransteras a0

Cizelge 4.3. Fkbp52-/- fare uterusunda PR’den bagimsiz olarak upregiile olan proteinler. Swiss-Prot
veritabanindaki erisim numaralar1 kullanilmistir. Kilodalton (kDa) cinsinden molekiiler
agirlik (MA) ve izoelektrik noktasi (pl) veri tabani girislerinden hesaplanmistir. Ortalama
hacim oranlar1 (Oh) ve Student’s t-testi ve ANOVA’nin p degerleri DeCyder versiyon 6.5
yazilimi ile hesaplanmuistir.

4.1.4. Fkbp52-/- Fare Uterusunda Ekspresyonu Azalan Proteinler

Ilging bir sekilde sadece Peroksiredoksin6é (PRDX6) proteininin Fkbp52-/- fare
uterusunda PR’den bagimsiz olarak anlamli 6l¢iide (p=0.000043) downregiile oldugu
gozlendi (Cizelge 4.4). FKBP52, Fkbp52-/- fare uterusunda saptanamamis, VT ve Pgr-/-
fare uteruslarinda ise degismemisti, bu da sonuclarm giivenirliligini ortaya koydu (Sekil
4.2).
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VT ile Pgr-i VT ile Fkhp52-ic Pegr I ile Flhp32-I-
karsilastirnas: karsilastimas: kargilagturnas:
Tarurnlanan Engim Tnlt F
Protein wiarast | pl Oh P | Ch P Oh P (anova
oram (t-tests) oram (t-tests) oran (t-testy)
FE 506
baglanan P30dla 518 104 0.5 362 0.0005 377 0.ooo4 0.00006
Frotein 59
(FEBP32)
Peroksiredoksing | QO0ET09 248 10 0711 -20 0.04 -202 0.00004 0036
(PEDE6) 34

Cizelge 4.4. Fkbp52-/- fare uterusunda PR’den bagimsiz olarak downregiile olan proteinler.
Swiss-Prot veritabanindaki erisim numaralar1 kullanilmistir. Kilodalton (kDa) cinsinden
molekiiler agirlik (MA) ve izoelektrik noktast (pl) veri tabani girislerinden
hesaplanmustir. Ortalama hacim oranlar1 (Oh) ve Student’s t-testi ve ANOVA’nin p
degerleri DeCyder versiyon 6.5 yazilimi ile hesaplanmustir.
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Sekil 4.2. Overektomize edildikten sonra P, uygulanan C57BL6/129 genetik zeminli Fkbp52-/-
farelere ait uteruslardaki (n=4) PRDX6 protein diizeyleri VT (n=3) ve Pgr-/- (n=3)
farelerin uterusundakilere oranla azalmisti. FKBP52, Fkbp52/- fare uterusunda
saptanamamis, VT ve Pgr-/- fare uteruslarinda ise degismemisti. *p < 0.05. FKBP52 ve
PRDXG6 protein diizeyleri GAPDH protein diizeylerine oranlanmustir.

Iki boyutlu jel elektroforezi ve ardindan yapilan kiitle spektrometresi analizleri
sonucunda Fkbp52-/- fare uterusunda istatistiksel olarak downregiile olan tek proteinin
PRDX6 oldugunu gostermemiz FKBP52’nin uterusta PR kosaperon fonksiyonundan
bagimsiz olarak PRDX6 araciligiyla gerceklestirdigi bir baska rolii daha oldugunu
ortaya koymustur. Ancak elde edilen bu bulgunun Western Blot ve Immiinohistokimya
yontemleri ile de dogrulanmasi gerekliydi. Bunun i¢in C57BL6/129 genetik zeminli VT,
Pgr-/- ve Fkbp52-/- fareler overektomize edildi, iki hafta siireyle dinlendirildikten sonra
2 giin boyunca tek doz intraperitonal P4 (2mg/0.1ml) enjekte edildi, 24 saat sonra
sakrifiye edilerek uteruslar1 toplandi. Ug¢ adet VT, 3 adet Fkbp52-/- ve 2 adet Pgr-/-
fareye ait uterusta Western Blot ve Immiinohistokimya yontemleri uygulandi.

4.2.Fkbp52-/- Fare Uterusunda Ekspresyonu Azalan PRDX6’nmin Western Blot
Yontemi ile Gosterilmesi
Western Blot sonuglarma goére PRDX6 proteininin Fkbp52-/- uterustaki
ekspresyonu VT ve Pgr-/- fare uteruslarina oranla daha diisiiktii. PRDX6 ekspresyonu
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icin VT ile Fkbp52-/- uteruslar1 arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamliydi
(p<0.05) ama Pgr-/- ve VT uteruslar arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamli
degildi. Proteomiks bulgusu Western Blot yontemi ile dogrulanmis oldu (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3.A) Overektomize edildikten sonra P, uygulanan C57BL6/129 genetik zeminli VT, Fkbp52-/-
ve Pgr-/- farelere ait uteruslarda uygulanan PRDX6 ve Aktin Western Blotu. B) PRDX6
bant yogunluklarmin Aktin bant yogunluklarina oranlanmasi ile elde edilen grafik. *p <
0.05, Fkbp52-/- ile VT uterus oranlamasi. Degerler iki ya da ii¢ 6rnegin ortalama *standart
hatasina aittir.

4.3.Fkbp52-/- Fare Uterusunda Ekspresyonu Azalan PRDX6’nin
Immiinohistokimya Yéntemi Ile Gosterilmesi
Immiinohistokimya sonuclarna gére PRDX6, VT uterusta stromada daha yogun
olacak sekilde stroma ve epitelde eksprese edildi. Buna karsin Fkbp52-/- uterusta
ekspresyon ayn1 bolgelerde goriilmekle birlikte VT’ye oranla daha azdi. Proteomiks
bulgusu Immiinohistokimya yontemi ile dogrulanmis oldu (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Overektomize edildikten sonra P, uygulanan C57BL6/129 genetik zeminli a)VT ve
b)Fkbp52-/- farelere ait uteruslarda uygulanan PRDX6 immiinohistokimyast. be: bez epiteli,
le: limen epiteli, miyo: miyometriyum, str: stroma. Olgek: 200 pm.
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4.4. Progesteron (P,) ve Ostrojenin (E») Uterusta Prdx6 Ekspresyonu Uzerine Etkisi

Fare uterusunda Prdx6 ekspresyonu iizerine ovaryan hormonlar olan P4 ve E; nin
etkisini belirleyebilmek i¢in overektomize edildikten sonra 2 hafta boyunca dinlendirilen
ve tek doz intraperitonal yag, P, (2mg/0.1ml), E, (100ng) veya P4+E, kombinasyonu
enjekte edilen CD1 genetik zeminli VT farelerden alman uteruslarda In situ
hibridizasyon ve Northern Blot yontemleri uygulandi. Northern Blot bulgularimiz Py
veya Ey’nin Prdx6 ekspresyon diizeyini 6nemli dlciide degistirmedigini gosterdi (Sekil
4.5A). In situ hibridizasyon bulgularina gore; yag enjekte edilen fare uterusunda Prdx6
limen ve bez epiteline lokalize zayif bir ekspresyon gosterdi. P4 enjekte edilen fare
uterusunda Prdx6 stromaya lokalizeydi. E, enjekte edilen fare uterusunda ise P4 enjekte
edilenden farkli olarak Prdx6 limen ve bez epiteline lokalizeydi. Hem P4, hem de E,
enjekte edilen fare uterusunda ise Prdx6 sadece P, ya da sadece E, enjekte edilen
gruptakilerle uyumlu olarak liimen ve bez epiteli ile stromaya lokalizeydi (Sekil 4.5B).
Bulgularimiza gore gebe fare uterusunda stromal hiicrelerin proliferasyonu ve
farkhilagsmas: icin gerekli olan P4 (bknz 2.5.2.2. Uterus Reseptivitesi) Prdx6
ekspresyonunun stromaya lokalize olmasini indiikledi.

A vag P4 E2 P4+E2

Prdx6 |

Sekil 4.5.A-B. A) Overektomize edildikten sonra yag, P4, E, ya da P,+E, enjekte edilen CD1 genetik
zeminli VT farelerin uterusunda Prdx6 mRNAsimi belirlemek i¢in uygulanan Northern
Blot, Rpl7 yiikkleme kontrolii.
B) Overektomize edildikten sonra yag, P,, E; ya da P,+E, enjekte edilen VT farelerin
uterusunda uygulanan Prdx6 In situ hibridizasyonu. be: bez epiteli, le: liimen epiteli,
miyo: miyometriyum, str: stroma. Olgek: 200 pum.

4.5.Gebeligin 4. Giiniinde Bulunan CD1 ve C57BL6/129 Genetik Zeminli Vahsi Tip,
Fkbp52-/- ve P, Uygulanms Fkbp52-/- Farelerin Uterusunda PRDX6
Ekspresyonunun immiinohistokimya Yontemi fle Gosterilmesi
Gebeligin 4. giiniinde bulunan C57BL6/129 ve CDI1 genetik zeminli VT,
gebeligin 2-4. giinlerinde P4 enjekte edilen Fkbp52-/- ile P4 enjekte edilmeyen Fkbp52-/-
farelere ait uteruslarda PRDX6 immiinohistokimyas1 uygulandi ve asagidaki bulgular
elde edildi:
CD1 VT disi farelerde PRDX6, liimen ve bez epiteli ile stromaya lokalizeydi
(Sekil 4.6a). P, enjekte edilmeyen Fkbp52-/- uterusta PRDX6, VT uterusa benzer
sekilde liimen ve bez epiteli ile stromaya lokalizeydi. Ancak bu bolgelerdeki ekspresyon
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-Ozellikle stromadaki- VT uterusa oranla daha azdi (Sekil 4.6b). P4 enjekte edilen
Fkbp52-/- uterusta ise ekspresyon bez epiteli ve Ozellikle stromadaydi, P4 enjekte
edilmeyen Fkbp52-/- uterusa oranla artmis ve VT uterustakine benzer bir hal almisti
(Sekil 4.6¢).

C57BL6/129 VT disi farelerde PRDX6, limen ve bez epiteli ile stromaya
lokalizeydi (Sekil 4.7a). P4 enjekte edilmeyen Fkbp52-/- uterustaki PRDX6
lokalizasyonu VT uterus ile ayn1 olmasina karsin ekspresyon siddeti 6zellikle stromada
cok daha azdi (Sekil 4.7b). C57BL6/129 genetik zeminli P4 enjekte edilen Fkbp52-/-
uterustaki PRDX6 ekspresyonu, CD1 genetik zeminli P4 enjekte edilen Fkbp52-/-
uterustan farkli olarak P, enjekte edilmeyen Fkbp52-/- uterusa oranla artis gostermedi
(Sekil 4.7¢c). CD1 genetik zeminli P4 enjekte edilen Fkbp52-/- farelerde implantasyon
gerceklesmesine karsin C57BL6/129 genetik zeminli P, enjekte edilen Fkbp52-/-
farelerde implantasyonun gerceklesmeme nedeninin ozellikle stromada azalan PRDX6
ekspresyonu olma ihtimali ¢ok yiiksektir. Disaridan uygulanan P, CD1 genetik zeminli
Fkbp52-/- farelerde stromada PRDX6 ekspresyonunu indiikleyebilmesine karsin
C57BL6/129 genetik zeminli Fkbp52-/- farelerde indiikleyememektedir. Bu nedenle bu
farelerde implantasyonun gerceklesmiyor olma ihtimali yiiksektir.

CD1

VT Fkbp52+/- Flbp52-/- +P4
Sekil 4.6. Gebeligin 4. giiniinde bulunan CD1 genetik zeminli a)VT, b)Fkbp52-/- ve ¢)P, uygulanan
Fkbp52-/- fare uteruslarinda uygulanan PRDX6 immiinohistokimyasi. be: bez epiteli, le: limen
epiteli, str: stroma. Olcek: 200 pm.

C57BL6/129

VT Fhbp52- “Fhbop52-/- +P4
Sekil 4.7. Gebeligin 4. giiniinde bulunan C57BL6/129 genetik zeminli a)VT, b)Fkbp52-/- ve
¢)P, uygulanan Fkbp52-/- fare uteruslarinda uygulanan PRDX6 immiinohistokimyasi. be: bez
epiteli, le: liimen epiteli, str: stroma. Olgek: 200 pm.
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4.6.Gebeligin Farkh Giinlerinde Bulunan CD1 ve C57BL6/129 Genetik Zeminli

Vabhsi Tip, Fkbp52-/- ve P4 Uygulannms Fkbp52-/- Farelerin Uterus ve

Implantasyon Bolgelerinde Prdx6 Ekspresyonunun In Situ Hibridizasyon

Yontemi ile Gosterilmesi

Gebeligin 4. giiniinde bulunan C57BL6/129 ve CDI1 genetik zeminli VT,

Fkbp52-/- ve P, enjekte edilen Fkbp52-/- farelerde Prdx6 igin uygulanan In situ
hibridizasyon sonuglar1 su sekildeydi: Her iki genetik zemindeki VT uteruslarda Prdx6
hem stroma hem de epitelde eksprese edildi (Sekil4.8a ve Sekil4.9a). Buna karsin Py
enjekte edilmeyen Fkbp52-/- uteruslarda Prdx6 primer olarak epitelde eksprese edildi
(Sekil4.8b ve Sekil 4.9b). C57BL6/129 genetik zeminli P, enjekte edilen Fkbp52-/-
farelerde Prdx6 yogunluklu olarak bez ve liimen epitelinde eksprese olmaya devam
ederken stromada zayif ekspresyon gozlendi. Buna karsin CD1 genetik zeminli Py4
enjekte edilen Fkbp52-/- farelerde limen ve bez epitelindeki ekspresyonun yanisira
subluminal stromada belirgin Prdx6 ekspresyonu gozlendi (Sekil4.8c ve Sekil4.9c). Bu
sonuglara gore CD1 genetik zeminli farelerde Fkbp52 uterusta Prdx6 ekspresyonunun
diizenleyicilerinden birisidir.

C57BL6/129

T e Fkbp52-- . Fkbp52-/-+P4
Sekil 4.8. Gebeligin 4. giiniinde bulunan C57BL6/129 genetik zeminli a)VT, b)Fkbp52-/- ve
¢)P, uygulanan Fkbp52-/- fare uteruslarinda uygulanan Prdx6 In situ hibridizasyonu. be: bez
epiteli, le: liimen epiteli, str: stroma. Olgek: 200 pm.

CD1

VT Fkbp52-/- Fkbp52-/-+P4
Sekil 4.9. Gebeligin 4. giiniinde bulunan CD1 genetik zeminli a)VT, b)Fkbp52-/- ve ¢) P4 uygulanan
Fkbp52-/- fare uteruslarinda uygulanan Prdx6 In situ hibridizasyonu. be: bez epiteli, le: liimen
epiteli, str: stroma. Olgek: 200 pum.

Ayrica gebeligin 1, 4, 5, 8 ve 12. giinlerinde bulunan CD1 genetik zeminli VT
farelere ait uterus ve implantasyon bolgelerinde Prdx6 ekspresyonu ile gebeligin 5 ve 12.
giinlerinde bulunan CD1 genetik zeminli VT farelere ait implantasyon bdolgelerinde
Fkbp52 ekspresyonunu belirlemek amaciyla In situ hibridizasyon yontemi kullanilda.

Gebeligin 1. giiniinde Prdx6 liimen ve bez epitelinde eksprese edildi (Sekil
4.10a). 4. giinde ekspresyon stromada gozlendi (Sekil 4.10b). 5. giinde yani
implantasyonun gercgeklestigi giinde hem Fkbp52 hem de Prdx6 implante olan blastosist
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etrafindaki desidualize olan stromada eksprese edildi (Sekil 4.10c; Sekil 4.11a-b).
8.giinde Prdx6 primer olarak sekonder desiual zondaki hiicreler ve embriyoda eksprese
edildi ve bu giindeki ekspresyon siddeti onceki giinlere gore daha fazlayd: (Sekil 4.10d).
Gebeligin 12. giiniinde hem Fkbp52 hem de Prdx6 plasentanin labirent tabakasinda
eksprese edildi (Sekil 4.11c-d).

Prdx6

A Mez

C
Sekil 4.10. CD1 genetik zeminli farelerde gebeligin a)l1, b)4, c) 5 ve d)8. giinlerine ait uterus ve
implantasyon bolgelerinde uygulanan Prdx6 In situ hibridizasyonu. Okbaslar1 embriyoyu
gostermektedir. be: bez epiteli, le: liimen epiteli, str: stroma, mez: mezometriyum,
a.mez: antimezometriyum. Olcek: 200 um.

Gebeligin 5. giiniinde implante olan blastosistin etrafinda Fkbp52 ve Prdx6
ekspresyonlariin ortiigmesi implantasyon olaymin, bu iki molekiilii diizenleyebilecegini
gostermektedir. Gebeligin 12. giiniinde Fkbp52 ve Prdx6’nin plasenta ve desiduada
benzer lokalizasyon gostermesi ve plasentada gebeligin 12. giiniinde Pgr eksprese
edilmemesi literatiir bilgisi (48) bu iki molekiiliin bu dokularda PR’den bagimsiz rolleri
olabilecegini gdstermektedir.

Fkbp52 Prdx6

Sekil 4.11. CD1 genetik zeminli farelerde gebeligin a)5 ve c)12. giinlerindeki Fkbp52 ile gebeligin
b)5 ve d)12. giinlerindeki Prdx6 ekspresyonlar1. Okbaslart embriyoyu gostermektedir.
le: limen epiteli, plas: plasenta, str: stroma. Olgek: 200 pm.
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4.7.Gebeligin Farkh Giinlerinde Bulunan CD1 Genetik Zeminli Vahsi Tip, Fkbp

52-/- ve P, Uygulannus Fkbp52-/- Farelere Ait Uterus ve implantasyon

Bolgelerinde PRDX6 Ekspresyonunun immiinofloresan Yontemi ile

Gosterilmesi

Gebeligin 1. giiniinde bulunan VT farelere ait uterusta PRDX6 liimen ve bez

epitelinde eksprese edildi (Sekil 4.12a-b-c). Gebeligin 4. giiniinde VT uterusta PRDX6
ekspresyonu liimen ve bez epitelinin yam sira stromada gozlendi (Sekil 4.12d-e-f).
Gebeligin 4. giiniindeki P4 enjekte edilmeyen Fkbp52-/- farelerde PRDX6 ekspresyonu
liimen epiteli hiicrelerinde devamlilik gostermeyecek sekildeydi. Diger bir ifadeyle bazi
epitel hiicreleri PRDX6 eksprese ederken bazilar1 etmemekteydi. Bez epiteli
hiicrelerinde ise ekspresyon yok denecek kadar azdi (Sekil 4.13a-b-c). Gebeligin 4.
giiniindeki P, enjekte edilen Fkbp52-/- fare uterusunda PRDX6 ekspresyonu liimen
epitelinde devamlilik gostermeyecek sekildeydi, stromadaki ekspresyon ise ayni giindeki
P4 enjekte edilmeyen Fkbp52-/- uterusa oranla az miktarda artis gosterdi. Ayrica enjekte
edilen P, iin etkisiyle limen kapanma egilimi gosterdi ve VT uterustakine benzedi (Sekil
4.13d-e-f). Gebeligin 5. giiniinde VT implantasyon bolgesindeki ekspresyon 4. giine
oranla daha fazla olacak sekilde stromada goriildii, ayrica limen epitelinde ekspresyon
devam etmekteydi (Sekil 4.12g-h-1). Aymi giinde P4 enjekte edilen Fkbp52-/-
implantasyon bolgesindeki ekspresyon VT ’dekine oranla ¢ok daha azdi ve liimen epiteli
ile stromada gozlendi (Sekil 4.13g-h-1). Gebeligin 8. giiniine ait VT implantasyon
bolgelerinde PRDX6 yogun sekilde sekonder ve primer desidual zonda eksprese edildi
(Sekil 4.12j-k). Ayni giindeki Fkbp52 KO implantasyon bolgesine baktigimizda primer
desidual zon ve daha yogun olacak sekilde sekonder desidual zonda goézlendi (Sekil
4.13j-k). Pariyetal ve visseral endoderm hiicreleri arasinda gozlenen birikimlerin spesifik
reaksiyon olmadig1 negatif kontrol kesitlerinden anlasildi (Sekil 4.131). Gebeligin 12.
giiniine ait VT implantasyon bolgesinde PRDX6 ekspresyonunun plasentanin labirent ve
ozellikle spongiyotrofoblast tabakalarinda oldugu goézlendi (Sekil 4.121-m). Ayni
giindeki Fkbp52-/- implantasyon bolgesinde VT dekine oranla labirent tabakasindaki
PRDX6 ekspresyonunun azaldigi ancak spongiyotrofoblast tabakasindaki ekspresyonun
degismedigi gozlendi (Sekil 4.13m-n). Izotip kontrolde ekspresyonun gozlenmemesi
PRDX6 ekspresyonunun spesifik oldugunu gosterdi (Sekil 4.130).
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Sekil 4.12. Gebeligin farkli giinlerindeki CD1 genetik zeminli VT farelerde PRDX6 icin
uygulanan immiinofloresan yontemi. a,b,c) 1. giin uterus; d,e,f) 4. giin uterus; g,h,k) 5. giin
implantasyon bolgesi; j,k) 8. giin implantasyon bolgesi; 1,m) 12. giin implantasyon bolgesi.
Olgek: 20 um.
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Sekil 4.13. Gebeligin farkl giinlerindeki CD1 genetik zeminli Fkbp52-/- farelerde PRDX6 i¢in uygulanan
immiinofloresan yontemi. a,b,c) P, enjekte edilmemis Fkbp52-/- fareye ait 4. giin uterus;
d,e,f) P, enjekte edilmis Fkbp52-/- fareye ait 4. giin uterus; g,h,k) P, enjekte edilmis
Fkbp52-/- fareye ait 5. giin implantasyon bolgesi; j,k) P, enjekte edilmis Fkbp52-/- fareye ait 8.
giin implantasyon bolgesi; 1: izotip kontrol; m,n) P, enjekte edilmis Fkbp52-/- fareye ait 12.giin
implantasyon bolgesi; o) izotip kontrol. Olgek: 20 pm.
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4.8. Fkbp52-/- Farelerde Uterusa Spesifik Prdx6 Eksikliginin Northern Blot
Yontemi ile Gosterilmesi

Gebeligin 4. giiniinde bulunan C57BL6/129 genetik zeminli VT, Fkbp52-/- ve Py
uygulanan Fkbp52-/- 3’er farkli fareye ait karaciger ve uteruslar ile CD1 genetik zeminli
VT, Fkbp52-/- ve P, uygulanan Fkbp52-/- farelere ait uteruslarda Prdx6 mRNA
diizeyleri Northern Blot yontemiyle belirlendi. Her iki genotipte de Prdx6 ekspresyon
diizeyleri VT uterusa oranla Fkbp52-/- uterusta istatistiksel olarak 6nemli olacak sekilde
azaldi. C57BL6/129 genetik zeminli farelere ait karacigerlerde yapilan Northern Blot ise
VT, Fkbp52-/- veya P, verilmis Fkbp52-/- fareler arasinda Prdx6 agisindan onemli bir
farklilik olmadigin1 gosterdi (Sekil 4.14). Bu bulgu FKBP52 eksikliginin uterusa
spesifik etkisini gostermektedir. Fkbp52 geni sistemik olarak silinmis farelerde Prdx6
sistemik olarak azalma egilimi gostermek yerine uterusta azalma egilimi gostermistir.
Bu da FKBP52’nin PR sinyalindeki kosaperon roliine ek olarak uterusta PRDX6
araciligiyla oksidan/antioksidan durumunun dengelenmesindeki roliinii gosterir.
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Sekil 4.14. Gebeligin 4. giiniinde bulunan C57BL6/129 genetik zeminli VT, Fkbp52-/- ve P4 uygulanan
Fkbp52-/- 3’er farkli fareye ait karaciger ve uteruslar ile CD1 genetik zeminli VT,
Fkbp52-/- ve P, uygulanan Fkbp52-/- farelere ait uteruslarda Prdx6 igin uygulanan Northern
Blot analizi. Prdx6 mRNA diizeyi Rpl7 mRNA diizeylerine oranlanmistir.

4.9. Farkh Gebelik Giinlerine Ait Uterus ve implantasyon Bolgelerinde PRDX6
Ekspresyonunun Western Blot Yontemi Ile Gosterilmesi

CD1 genetik zeminli ve gebeligin 1, 4, 5 ve 8. giinlerinde bulunan VT farelere ait
uterus ve implantasyon bolgelerinde PRDX6 ekspresyonu Western Blot ile belirlendi. 5.
ve 8. giinlere ait implantasyon bdlgelerindeki PRDX6 ekspresyonu 1 ve 4. giinlere ait
uteruslara oranla daha fazlaydi (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. A)Gebeligin 1, 4, 5 ve 8. giinlerinde bulunan CD1 genetik zeminli VT farelere ait uterus ve
implantasyon bolgelerinde PRDX6 ekspresyonunun Western Blot yontemi ile belirlenmesi.
Her grupta iki farkli fareye ait 6rnek kullanilmistir. Veriler ortalamaz standart hata olarak
belirtilmistir. B)PRDX6 bant yogunluklarinin Aktin bant yogunluklarina oranlanmasi ile elde
edilen grafik. *p < 0.05, 1. giine oranla.

4.10. Desidual Hiicrelerde FKBP52 ile PRDX6 Arasindaki Fiziksel Etkilesimin
Immiinopresipitasyon Yontemiyle Gosterilmesi
CD1 genetik zeminli 8 giinlik VT gebe farelere ait desidua hiicrelerinde
FKBP52 proteini ¢oktiiriildiikten sonra yapilan Western Blot ile FKBP52’nin desiduada
PRDX6 ile fiziksel olarak etkilesimde oldugu goriildii. Kontrol amaciyla ¢okeltideki
FKBP52 proteininin varhigi gosterilerek deneyin dogrulugu kanitlanmis oldu (Sekil
4.16).

Desidua (8.gun)

WB: aPRDX6 .
R ad

WB: aFKBP52

IP:lgG aFKBP52

Sekil 4.16. CD1 genetik zeminli 8 giinliik VT gebe farelere ait desidua hiicrelerinde
FKBP52 ile PRDX6 arasindaki fiziksel etkilesimi gosteren immiinopresipitasyon.
Desidual hiicrelerden izole edilen proteinler anti-FKBP52 antibadisi ile ¢oktiiriilmiis,
cokeltideki PRDX6 ve FKBP52 proteinleri Western Blot ile belirlenmistir.
Immiinoglobulin G (IgG) kontrol amagli kullanilmustur.

4.11. Parakuatin implantasyona Etkileri

Gebeligin 4. giiniinde bulunan hem CD1 hem de C57BL6/129 genetik zeminli
Fkbp52—/— farelerde Ozellikle stromada Prdx6 mRNAsi1 ve proteininin azalmasi
bulgusundan yola ¢ikarak Fkbp52—/— farelerin uterusunun oksidatif strese (OS) daha
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yatkin oldugunu diisiindiik. Bunu kanitlayabilmek i¢in VT ve Fkbp52—/— gebe farelere
OS indiikleyici parakuatin farkli dozlarin1 enjekte ederek OS’ye karsi hassasiyetlerini
belirledik ve karsilastirdik.

Parakuatin letal olmayan ve implantasyona engel olan en diisik dozunu
belirlemek amaciyla gebeligin 4. giiniinde bulunan CD1 genetik zeminli VT fareler ile
gebeligin 2-4. giinlerinde P4 (2mg/0.1ml) enjekte edilen Fkbp52-/- disilere gebeligin 4.
giiniinde farkli dozlarda parakuat intraperitonal olarak enjekte edildi ve gebeligin 5.
giiniinde implantasyon bolgeleri incelendi. Ik denenen parakuat dozu 30mg/kg idi. Bu
dozun hem VT hem de Fkbp52-/- farelerde implantasyona tamamen engel oldugu
goriildii. Tkinci denenen parakuat dozu 20mg/kg idi. Bu doz ile VT farelerin hepsinde
(%100) implantasyon gerceklesirken disaridan P, destegi verilmesine ragmen Fkbp52-/-
farelerin sadece %?20’sinde implantasyon gerceklesti (Cizelge 4.5, Sekil 4.17).

IE'ne sahip :
Genotip Parakuat Fare - — Eldelednen
{mo/kg) saylsl (%) hlastosist sayis
Uterus
_ 1 7 T (%100 121217 yikanmamistir
Halsihe Uterus
20 7 T (%1007 12007 yikanmamistir
Uterus
] B 8 (%100 106+08 yikanmamistir
2 " 3 (W27 1nmo+21 362
Flbps2™t + Py
14 7 2 (%29 120+23 250
20 ] 1 (%20)* a0 17¢

Cizelge 4. 5. CD1 genetik zeminli VT disi fareler ile gebeligin 2-4. giinlerinde P, enjekte edilen
Fkbp52-/- disi farelere gebeligin 4. giiniinde farkli dozlarda parakuat enjekte edilmis ve
implantasyon bolgeleri (IB) gebeligin 5. giiniinde kontrol edilmistir. Degerler ortalamaz
standart hata seklinde gosterilmistir. *p < 0.05 (student’s t-testi) ayn1 doz parakuat enjekte
edilen VT fare ile karsilastirildiginda. a, 9 fareden 36 blastosist elde edilmistir; b, 5 fareden
25 blastosist elde edilmistir; ¢, 4 fareden 17 blastosist elde edilmistir.

90



Implantasyon Bolgeleri (5.gun)

Parakuat
T VT Fkbp52/-+P4
Sekil 4.17. CD1 genetik zeminli VT, P, enjekte edilmeyen ve gebeligin 2-4. giinlerinde P, enjekte edilen
Fkbp52-/- disi farelere gebeligin 4. giiniinde 20 mg/kg parakuat enjekte edilmis ve gebeligin 5.
giinitinde implantasyon bolgeleri fotograflandiriimistir. Oklar implantasyon bolgelerini,
okbaglar1 ovaryumlari gostermektedir.

Normal kosullarda gebeligin 2-4. giinlerinde P, destegi verilen Fkbp52-/-
farelerde implantasyonun gerceklesme oran1 %100 idi. Implantasyon bolgesi
goriilmeyen ya da zayif bant seklinde goriilen farelerin uteruslar1 PBS ile yikandiginda
dormant/aktif olmayan goriinimlii ya da dejenere olan blastosistler elde edildi (Sekil
4.18). Yani 20 mg/kg parakuat blastosistlerin dormant hale gelmesine ya da dejenere
olmasina neden olmaktaydi.

5.gun

7 3

=4

Fkbp52-/- uterustan
elde edilen dejenere blastosistler
s

20mg/kg parakuat

Sekil 4.18. CD1 genetik zeminli ve gebeligin 2-4. giinlerinde P, enjekte edilen Fkbp52-/-
disi farelere gebeligin 4. giintinde 20 mg/kg parakuat enjekte edilmis, 5. glinde sakrifikasyon
oncesi kuyruk veninden Chicago mavisi enjekte edilmistir. Sakrifikasyon sonrasi
implantasyon bolgesi goriilmeyen farelerin uteruslar1 PBS ile yikanmis ve dormant halde
(kirmiz1 ok) ve dejenere olan blastosistler (siyah oklar) izole edilmistir.

Daha sonra 2 mg/kg parakuat denendi. 2mg/kg parakuat uygulanan VT farelerin
hepsinde implantasyon bolgesi (IB) gozlenirken, Fkbp52-/- farelerin %27’sinde 1B
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gozlendi (Cizelge 4.5). Sonuc¢ olarak Fkbp52-/- farelerde letal olmayan ve
implantasyona engel olan en diisiik parakuat dozunun 2mg/kg olduguna karar verildi.

CD1 genetik zeminli Fkbp52-/- farelerde OS’ye karsi azalan tolerans,
implantasyonun parakuat indiiklii basarisizligmma neden olur. Bu farelerde fazla Py,
parakuat tarafindan indiiklenen OS durumunda implantasyon basarisizligini ortadan
kaldiramamistir. Bu sonuglardan yola ¢ikarak FKBP52’nin PR kosaperon aktivitesi ve
diger potansiyel fonksiyonlarindan baska OS’yi diizenlemede rolii oldugunu
sOyleyebiliriz.

4.12. Parakuatin Blastosist Transferine Etkileri

Parakuat uygulanan Fkbp52-/- farelerde implantasyonun gerceklesmeme
nedeninin uterus mu yoksa blastosist mi oldugunu belirleyebilmek i¢in blastosist transfer
deneyleri yapildi. Blastosistin parakuat uygulamasi sonucu dejenere olmasi ya da inaktif
hale gelmesi ihtimalini ortadan kaldirmak i¢in saglhikli VT blastosistler kullanildi. Bunun
icin CD1 genetik zeminli VT gebe farelerden elde edilen 4 giinliikk blastosistler,
transferden yaklasik 5 saat once 15mg/kg parakuat enjekte edilen yalanci gebeligin 4.
giiniinde bulunan VT ve P,enjekte edilmis Fkbp52-/- farelere transfer edildi. Fkbp52-/-
farelerde implantasyona engel olan en diisiikk parakuat dozu 2mg/kg olmasina ragmen
transfer deneylerinde 15mg/kg parakuat kullandik. Ciinkii transfer ettigimiz blastosistler
VT farelerden elde edilen VT blastosistlerdi. Daha onceki denemelerimizde 15mg/kg
parakuatin VT farelerde implantasyona engel olmadigini gosterdik. 2mg/kg parakuat
kullansaydik bu diisiik dozun blastosist lizerinde bir etkisi olup olmadigini gérmemiz
miimkiin olmayabilirdi. Yalanci gebe farelerde pre-implantasyon periyodu boyunca
hormonal cevre ve uterus reseptivitesi normal gebeliktekine benzerdir. Transferin ertesi
giinii farelerin implantasyon bolgeleri kontrol edildi. Fkbp52-/- farelerde implantasyon
bolge sayilar1 VT farelere oranla azaldi. VT fareler ise normal implantasyon gosterdiler
(Cizelge 4.6).

: i Transfar edilen iEI'nes.ahip ; Elde &dilen
E”agt“'snf.ﬂ?”” N'C'L:.”!" PAIUA [Pt [B0CE ] Shete iy B SaEl blastasist
genotipi genotipi {mgk ) p— 5 ayks | £ (% saysl
T YT 15 7 & B (%100) | 2FT (%75) Erers
wikanmamgtir
WwT FkbpS2-i- 15 =1} 5 1 (%20 WED (W o nky
+P4

Cizelge 4.6. CD1 genetik zeminli 4 giinlikk gebe VT farelere ait blastosistler yalanci
gebeligin 4. giiniinde bulunan CD1 VT fareler ile yalanci gebeligin 2-4. giinlerinde P, enjekte
edilen Fkbp52-/- farelere transfer edilmistir. Transferden yaklasik 5 saat nce alici farelere
15mg/kg parakuat enjekte edilmistir. implantasyon bolgesi (IB) gézlenmeyen farelerin
uteruslar1 PBS ile yikanmugtir. *: 4 fareden 30 blastosist elde edilmistir.

Implantasyon yiizdesi ¢ok diisiik olan Fkbp52-/- farelerde uterusun PBS ile
yikanmasindan sonra elde edilen blastosistlerin saglikli oldugu goriildii (Sekil 4.19).
Fkbp52-/- farelere VT blastosistler transfer edilmesine ragmen implantasyonun
gerceklesmeme nedeni bu farelerin uteruslarmin OS’ye olan hassasiyetidir. Yani,
implantasyonun basarisizliga ugramasi blastosist degil uterus kaynaklidir.
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Fkbp52-/- alici uterustan
elde edilen VT blastosistler

15mg/kg parakuat

Sekil 4.19. CD1 genetik zeminli 4 giinliik gebe farelerden elde edilen VT blastosistlerin 15 mg/kg
parakuat enjekte edilen yalanci gebeligin 4. giintindeki Fkbp52-/- farelere transferinden 1 giin
sonra Fkbp52-/- fare uteruslarinin yitkanmasiyla elde edilen sagliklt VT blastosistler.

4.13. N-Asetil Sistein ve a-Tokoferol Antioksidanlarinin Parakuat Uygulanmis
Farelerde implantasyona Etkileri

Oksidatif strese daha hassas olan Fkbp52-/- disilere N-Asetil Sistein (NAS) ve a-
Tokoferol (a-TKF) antioksidanlarini uygulamanm implantasyon basarisint artirip
artirmayacagini belirlemeyi amacladik. P4, parakuat ve NAS ile o-TKF uygulanan ya da
NAS ile o-TKF nin uygulanmadigi CD1 genetik zeminli Fkbp52-/- fareleri gebeligin 5.
giiniinde sakrifiye edip implantasyon bolgelerini (IB) inceledik. Antioksidan
uygulanmayip sadece 2mg/kg parakuat uygulanan Fkbp52-/- farelerde implantasyonun
gerceklestigi fare ylizdesi oldukca diisiiktii-%10. Parakuatin yanisira NAS ve o-TKF
uygulanan Fkbp52-/- farelerde ise implantasyon basaris1 %63 idi (Cizelge 4.7).

OS’ye daha hassas olan Fkbp52-/- farelere uygulanan NAS ve o-TKF
antioksidan kombinasyonu parakuatin olusturdugu implantasyon basarisizligini ortadan
kaldirmustir.

cenati P arakuat Nf-S Fare Igne Sahig IEIHS?"'W Elde edilen
el [2m ko) aTHE | FEws re(;\a)mm (Dt SaEatha hlastozist =aw=
+ - 10 1 (%10 130 a5
Fhima™ +p
+ + g 5 (M6 £2+17 e

Cizelge 4.7. Gebeligin 2-4 giinleri boyunca P4, NAS (50 mg/kg) ile a-TKF (1 g/kg) uygulanan ve NAS
ile o-TKF’nin uygulanmadigi CD1 genetik zeminli Fkbp52-/- farelere gebeligin 4.
giintinde 2mg/kg parakuat enjekte edilmistir. Gebeligin 5. giiniinde implantasyon bolgeleri
(IB) incelenmistir. *p < 0.05, sadece ayn1 dozda parakuat enjekte edilen Fkbp52-/- farelere
oranla. a: 9 fareden 35 blastosist elde edilmistir. b: 3 fareden 22 blastosist elde edilmistir.

Mavi bantlarin ¢ok zayif oldugu ya da goriinmedigi farelerden dormant goriiniislii
blastosistler elde edilmistir.
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4.14. Yalanc1 Gebeligin 4. Giiniinde Bulunan Farelere Ait Uterus, Karaciger ve
Bobreklerde 8-izoprostan ile Lipit Peroksidasyonunun Belirlenmesi

Fkbp52-/- farelerin OS’ye daha hassas olduklarini lipid peroksidasyon belirteci
olan 8-izoprostan diizeylerini dlcerek kanitlamak istedik. Bu amagla yalanci gebeligin 4.
giiniinde olan C57BL6/129 genetik zeminli VT ve Fkbp52—/— farelere ait uterus,
karaciger ve bobreklerdeki 8-izoprostan diizeylerini ng/gr doku diizeyinden belirledik.
Bobrek icin bagh 8-izoprostan miktarlar1 VT fareler i¢in 2.50+0.05 ve Fkbp52-/- fareler
icin 2.53+0.18 idi yani 8-izoprostan diizeyleri birbirine yakindi. Fkbp52-/- farelerin
karacigerlerindeki 8-izoprostan diizeyi (6.77+0.99) VT farelerdekine (5.55+0.25) oranla
daha yiiksekti ancak bu degerler arasinda istatistiksel bir farklilik yoktu. Fkbp52—/—
uterustaki 8-izoprostan diizeyi (2.56+0.12) VT farelerdekine (2.13+0.05) oranla daha
yiiksekti ve bu fark istatistiksel olarak anlamliyd: (Cizelge 4.8). Bu degerlere ait grafik
Sekil 4.20°de goriilmektedir.

Doku Genotip Bafjl 8-lzoprostan {ngiar doku)
+
P — g
B +
Karacitier F,Jﬂgf T
T TR

Cizelge 4.8. Yalanci gebeligin 4. giiniinde bulunan C57BL6/129 genetik zeminli VT ve Fbp52-/-
farelere ait uterus, karaciger ve bobreklerde ol¢iilen 8-izoprostan diizeyleri. 4 VT ve 3

Fkbp52-/- fareye ait sonuglar ortalamaz standart hata seklinde sunulmustur. *p < 0.05,
VT ye oranla.

sooo,  Uterus Bobrek  Karaciger

7000 ;|;
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3000

*
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VT Fkbp52-- VT Fkbp52-/- VT Fkbp52-/-

Sekil 4.20. Yalanci gebeligin 4.giiniinde bulunan C57BL6/129 genetik zeminli VT ve Fkbp52-/- farelere
ait uterus, karaciger ve bobreklerde olciilen 8-izoprostan diizeylerine ait grafik. 4 VT ve 3
Fkbp52-/- fareden elde edilen sonuglar ortalamaz standart hata seklinde sunulmustur.
*p < 0.05, VT’ye oranla.

Bagli 8-izoprostan duzeyleri
(ng/g doku)
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4.15. Fare Embriyonik Fibroblastlarinda PRDX6 Ekspresyonunun Western Blot
ile Belirlenmesi
Kiiltiire edilen VT ve Fkbp52-/- FEF’lerden Once protein izole edildi ardindan
PRDX6 ve FKBP52 ekspresyonlar1 Western Blot yontemi ile belirlendi (Sekil 4.21).
Fkbp52-/- farelere ait FEF’lerde FKBP52 proteini beklenildigi gibi eksprese edilmedi.
Fkbp52-/- farelere ait FEF’lerde PRDX6 ekspresyonu VT farelere ait FEF’lerdekine
oranla 6nemli Olciide azald1.

Fare Embriyonik Fibroblastlari

PRDX6 D W &

FKBPS52 (-
AkTIN D

VT Fkbp52-/-
Sekil 4.21. VT ve Fkbp52-/- farelerden elde edilen fare embriyonik fibroblastlarinda PRDX6

ekspresyonunun Western Blot yontemi ile belirlenmesi. Aktin yiikkleme kontrolii olarak
kullanilmustir.

4.16. Hidrojen Peroksit ve N-Asetil Sistein Uygulanan Fare Embriyonik
Fibroblastlarinda Hiicre Canliigimin MTT Assay ile Belirlenmesi

PRDX6 fosfolipid peroksidasyonu ile iliskili membran hasarindan hiicreleri
korudugu i¢cin Fkbp52-/- farelere ait FEF’lerde hidrojen peroksit (H,O;) ile OS
olusturulmas: durumunda bu hiicrelerde PRDX6 miktarinin azalmasi nedeniyle hiicre
canliliginin azalacagim diistindiik. Bunu gostermek amaciyla CD1 genetik zeminli VT
ve Fkbp52-/- farelere ait FEF’lere farkli konsantrasyonlarda H>O, uygulandi. H,O>’nin
bu hiicrelere yaptig1 etki canlilik testi olan MTT assay ile belirlendi. Yaptigimiz bir
diger deneyde ise FEF’leri hem OS indiikleyici H,O, hem de antioksidan NAS ile
muamele ettik ve NAS’m hiicre canlilig1 tizerindeki etkisini MTT assay ile belirledik.

Farkli konsantrasyonlarda H>O, uygulanan FEF’lerde yapilan MTT assay
sonunda kiiltiir ortamina salinan formazan miktar: 6l¢iildii ve matematiksel degerler elde
edildi. Bu degerler Cizelge 4.9°da goriilmektedir.

H,0,

konsantrasyonu 0 0.05 0.1 0.25 0.5 1 1.25 25 5 10
(mM)
VT FEF 100+0 106,1£5,5 106,7+4 106+5,9 96+7,6 8610 72+17,9 22+14 0,28+0,27 0,86+0,5
(ortalama+SEM)
Fkbp52-/- FEF 100+0 102+2,76 80+12,7* 56,7+12,6* 53+6,9* 41,8+3,7* 35,8+4 0,23+0,44 0,46+0,21 1,35+0,05
(ortalama+SEM) * *

Cizelge 4.9. 24 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda H,O, uygulanan VT ve Fkbp52-/- farelere ait
FEF’lere uygulanan MTT assay sonunda kiiltiir ortamina salinan formazan miktarlari.
Sonuglar 3 bagimsiz deneyde kullanilan 6 pasajin ortalamasi olup ortalamaz standart hata
seklinde sunulmugtur. *p < 0.05, VT ye oranla.
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H,0O; uygulanmayan, sadece medyum ile kiiltiire edilen hiicrelerin canlilik
degerleri 100 olarak kabul edildi. 0.05 mM H,0, uygulanan VT ve Fkbp52-/- FEF lerin
canlilik degerleri arasinda onemli bir farkhilik yoktu. Yani 0.05 mM H,O, VT ve
Fkbp52-/- FEF’lerin canliligimmi etkilemedi. 0.1, 0.25, 0.5, 1, 1.25 ve 2.5 mM H,0,,
Fkbp52-/- FEF lerdeki canlilik oraninin VT FEF’lere oranla istatistiksel olarak onemli
olacak Olciide daha az olmasina neden oldu. 5 ve 10 mM H,0; ise hem VT hem de
Fkbp52-/- FEF’lerin ¢ogunun Oliimiine neden oldu, ¢ok az sayida canli hiicre elde
edilebildi (Sekil 4.22).

MTT assay

-o- VT FEF
~#- Fkbp52-/- FEF

l; D.:)S 0.‘1 0.‘25 D.IS ; 1.I25 2T5 ; 10
H202 (mM)

Sekil 4.22. 24 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda H,O, uygulanan VT ve Fkbp52-/- farelere ait
FEF’lere uygulanan MTT assay sonunda kiiltiir ortamina salinan formazan miktarlarini
gosteren grafik. Sonuglar 3 bagimsiz deneyde kullanilan 6 pasajin ortalamasi olup ortalamaz+
standart hata seklinde sunulmustur. *p < 0.05, VI ye oranla.

Hidrojen peroksit ve N-Asetil Sistein uygulanan FEF’lere yapilan MTT assay
sonucu kiiltiir ortamina salinan formazan miktarlarin1 gosteren matematiksel degerler
Cizelge 4.10°da goriilmektedir. Sadece medyum ile kiiltiire edilen hiicrelerin canlilik
degerleri 100 olarak kabul edildi. 1mM H,0, uygulanan Fkbp52-/- FEF lerdeki canlilik
orant 1mM H,O, uygulanan VT FEF’lerdekine oranla istatistiksel olarak énemli olacak
sekilde daha azdi. ImM H,O; ve 20 mM NAS uygulanan VT ve Fkbp52-/- FEF’lerdeki
canlilik oranlar1 hem sadece medyum hem de 1mM H,O; ile kiiltiire edilen gruptakilere
oranla istatistiksel olarak onemli olacak sekilde artis gosterdi (Sekil 4.23).
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1ImM

HzOz
medyum 1ImM +
H,0, 20mM
NAS

VT FEF
(ortalama+SEM)  100£0  62,9+4,9% 147,9+10,6%*

Fkbp52-/- FEF
(ortalama+SEM) 1000 2241,6%  157,747,1%%

Cizelge 4.10. Medyum, 1mM H,O, ve ImM H,0,+20mM N-Asetil Sistein (NAS) uygulanan FEF’lere
yapilan MTT assay sonunda kiiltiir ortamina salinan formazan miktarlar1. Sonuglar 3
bagimsiz deneyde kullanilan 6 pasajin ortalamasi olup ortalamaz standart hata seklinde
sunulmugtur. *p<0.05, ayn1 genotipteki farelerden elde edilen ve medyumla kiiltiire edilen
hiicrelere oranla. ** p<0.05 ayn1 genotipteki farelerden elde edilen ve H,O, ile kiiltiire
edilen hiicrelere oranla.

VT FEF Fkbp52-/- FEF
1 % *%
150+
100+
1 *
50
| *
ol ]
HeO2 (1mM) =+  + -+ 4
NAS (20mM) - - + - -

Sekil 4.23. Medyum, ImM H,0, ve ImM H,0,+20mM N-Asetil Sistein (NAS) uygulanan FEF’lere
yapilan MTT assay sonunda kiiltiir ortamina salinan formazan miktarlarint gosteren grafik.
Sonuglar 3 bagimsiz deneyde kullanilan 6 pasajin ortalamasi olup ortalamaz standart hata
seklinde sunulmustur. *p<0.05, ayn1 genotipteki farelerden elde edilen ve medyumla kiiltiire
edilen hiicrelere oranla. **p<0.05 ayn1 genotipteki farelerden elde edilen ve H,O; ile kiiltiire
edilen hiicrelere oranla.

4.17. Fare Embriyonik Fibroblastlarinda Progesteron Reseptorii (Pgr)
Ekspresyonunun RT-PCR ile Belirlenmesi

Yaptigimiz deneyler sonucunda FKBP52’nin PR kosaperon fonksiyonundan
bagimsiz olarak uterusta PRDX6 ile etkileserek oksidan/antioksidan diizeylerini
etkiledigi ortaya c¢ikti. PR’den bagimsiz bir fonksiyondan bahsedebilmemiz icin PR’yi
kodlayan Pgr mRNAsinin FEF’lerde eksprese edilmedigini gostermemiz gerekliydi.
Bunun i¢cin VT ve Fkbp52-/- FEF’lerde Pgr icin RT-PCR yapildi. Negatif kontrolde bant
gozlenmemesi deneyimizin dogrulugunu gosterdi. Pozitif kontrol olarak kullanilan CD1
genetik zeminli VT farelere ait 4 giinliik gebe uterusunda Pgr mRNA’s1 eksprese
edilmekteydi. Ancak VT ve Fkbp52-/- FEF’lerde Pgr mRNA’smin eksprese edilmedigi
gozlendi (Sekil 4.24). FEF’lerde Pgr eksprese edilmemesi diger bir ifadeyle PR
olmamas1 FKBP52 nin PR kosaperon fonksiyonundan bagimsiz roliinii gosterir.

97



Sekil 4.24. VT ve Fkbp52-/- fare embriyonik fibroblastlarinda (FEF) progesteron reseptorii (Pgr)
D ¥ prog P g
mRNA’sinin RT-PCR ile belirlenmesi. Aktin (Actb) internal kontrol olarak kullanilmistir. CD1
genetik zeminli 4 giinliik VT gebe uterusu pozitif, su ise negatif kontrol olarak kullanilmistir.

FEF’ler ile yaptigimiz deneyler sonucunda elde ettigimiz bulgular1 su sekilde
Ozetleyebiliriz: FKBP52 eksikligi azalan PRDX6 diizeyleri ile iliskilidir; bu da H,O,
tarafindan indiiklenen hiicre oliimiinii artirir. Fkbp52-/- FEF’lerdeki bu olumsuz etki
NAS destegi ile tersine ¢evrilir. FKBP52 eksikligi PRDX6 diizeylerini azaltarak Reaktif
Oksijen Tiirleri (ROT)’ ne karsi esik degerin diismesine sebep olabilir.

4.18. Vahsi Tip ve Fkbp52-/- Farelerin Uterusunda Indian Hedge Hog (Ihh) ve
Hoxal0 Ekspresyonlarma Parakuatm Etkisinin Northern Blot Yontemi fle
Belirlenmesi

Gebeligin 4. giiniinde VT uterusta Prdx6 Ozellikle stromada eksprese edilir.

Fkbp52-/- uterusta ise stromadaki ekspresyon biiyiik 6l¢iide azalmistir. VT farelere 20

mg/kg’lik parakuat uygulamasi implantasyonu olumsuz etkilemezken OS’ye daha hassas

olan Fkbp52-/- farelere 2mg/kg’lik parakuat uygulamasi bile implantasyonu biiyiik

Olciide engellemistir. Gebeligin 4. giiniinde bulunan P4 uygulanmis Fkbp52-/- farelerde

stromada azalan Prdx6, parakuat uygulandiginda stromal fonksiyonun daha c¢ok

azalmasina neden olarak bu farelerde implantasyonun gerceklesmemesine neden olabilir.

Bunu arastirabilmek amaciyla CD1 VT fareler ile gebeligin 2-4. giinlerinde P4

uygulanan Fkbp52-/- farelere gebeligin 3. giiniinde 2 mg/ml parakuat enjekte edildi, bu

fareler gebeligin 4. giiniinde sakrifiye edilerek uteruslar1 alindi. P4 sinyal yolaginin
etkiledigi genlerden olan ve gebeligin 4. giiniindeki fare uterusunda stromada eksprese
edilen HoxalO ile epitelde eksprese edilen Indian Hedge Hog (Ihh) nin ekspresyonlari

Northern Blot ile belirlendi. Fkbp52-/- uterusa parakuat uygulamasi /hh ekspresyonunu

degistirmezken HoxalO ekspresyonunu azaltt1 (Cizelge 4.11, Sekil 4.25). Bu bulgudan

yola ¢ikarak stromal Prdx6 uterusun OS’den korunmasinda ve implantasyonun
gerceklesmesinde daha 6nemlidir diyebiliriz.
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Indian hedge hog Hoxa-10

(Ihh)
Parakuat Parakuat Parakuat Parakuat
) (+) ) (+)
VT 1+0,11  1,31+0,08 140,14 0,82+0,09

Fkbp52-/-  1,3#0,07 1,19+0,07 0,64+0,02 0,46+0,03*

Cizelge 4.11. Gebeligin 2-4. giinlerinde P, uygulanan CD1 genetik zeminli Fkbp52-/- fareler ile VT
farelere gebeligin 3. giiniinde 2mg/ml parakuat enjekte edilmis, gebeligin 4. giiniinde
toplanan uteruslara uygulanan Northern Blot ile belirlenen Indian hedge hog (Ihh) ve
HoxalO0 mRNA diizeyleri Rpl7 mRNA diizeylerine oranlanarak tablodaki degerler elde
edilmistir. Degerler ortalamazstandart hata seklinde belirtilmistir. *p<0.05, parakuat
uygulanan Fkbp52-/- uterustaki HoxalO ekspresyonunun parakuat uygulanmayan
Fkbp52-/- uterustaki Hoxal0 ekspresyonuna kiyaslanmasi.
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Sekil 4.25. A)Gebeligin 2-4. giinlerinde P, uygulanan CD1 genetik zeminli Fkbp52-/- fareler ile VT
farelere gebeligin 3. giiniinde 2mg/ml parakuat enjekte edilmis, 4. giiniinde sakrifiye
edildikten sonra elde edilen uteruslarda Indian hedge hog (Ihh) ve HoxalO) mRNA
ekspresyonlart Northern Blot ile belirlenmistir. Her grupta farkl farelere ait 2 ya da 3’er
ornek kullamilmistir. B)Indian hedge hog (Ihh) ve Hoxal0 mRNA diizeylerinin Rpl7 mRNA
diizeylerine oranlanmasi sonucu elde edilen degerlere ait grafik. Degerler ortalama+standart
hata seklinde belirtilmistir. *p<0.05, parakuat uygulanan Fkbp52-/- uterustaki Hoxal0
ekspresyonunun parakuat uygulanmayan Fkbp52-/- uterustaki Hoxal0 ekspresyonuna
kiyaslanmast.

4.19. Gebeligin 4. Giiniinde Bulunan CD1 Genetik Zeminli Vahsi Tip, Fkbp52-/- ve
P4 Uygulanmms Fkbp52-/- Farelerin Uterusunda Elektron Mikroskopik
Bulgular

Gebeligin 2-4. giinlerinde P4 enjekte edilen CDI1 genetik zeminli Fkbp52-/-
fareler ile VT fareler gebeligin 4. giiniinde sakrifiye edildi, alinan uteruslar gerekli
islemlerden gecirildikten sonra transmisyon elektron mikroskobunda incelendi. VT
farelere ait uteruslarda yaptigimiz incelemeler sonucunda liimeni doseyen tek kath
prizmatik epitel yilizeyindeki silyumlar ile epitel hiicreleri arasmndaki baglanti
komplekslerinin (Sekil 4.26a) ayrica epitel hiicrelerinin bazal laminalarmin diizenli
oldugu gozlendi (Sekil 4.26b). Sekil 4.26c’de VT fareye ait uterusta normal yapidaki
mitokondriler kristalariyla birlikte goriilmekte. Stroma hiicreleri arasinda genis hiicre
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dis1 matriks alanlar1 bulunmaktaydi (Sekil 4.26d). Sekil 4.26e’de mitokondri ve salgi
damlalar1 ayirtedilebilen stromada yer alan normal bir bez yapis1 goriilmekte.

Sekil 4.26. Gebeligin 4. giiniinde bulunan CD1 genetik zeminli VT farelerin uterus elektronmikrografi.
a) liimen epiteli hiicrelerinin apikalinde yer alan diizenli silyumlar ve hiicrelerarasi baglantilar
sirastyla kirmizi ve beyaz oklar ile gosterilmekte, biiytitme 10000X. b) oklar epitel hiicrelerine
ait diizenli bazal lamina yapisin1 gostermekte, biiyiitme 10000X. ¢) oklar mitokondrileri isaret
etmekte, biiytitme 35970X. d) yildizlar stroma hiicreleri arasindaki genis hiicre dis1 matriks
alanlarim1 gostermekte, biiylitme 2610X. e) oklarla isaret edilen stromada yer alan bez yapisi,
biiyiitme12930X.

P4 enjekte edilmeyen Fkbp52-/- farelere ait uterus Orneklerinde VT Orneklerden
farkli olarak epitel ylizeyindeki silyumlarin diizensiz oldugu goézlendi (Sekil 4.27a).
Liimeni doseyen tek katli prizmatik epitel hiicreleri arasinda intersisyal bosluklar
bulunmaktaydi (Sekil 4.27b). VT uterustakine oranla mitokondri sayisinda artig gozlendi
(Sekil 4.27¢). Stroma hiicreleri arasindaki hiicre dis1 matriks alanlar1 VT uterusa oranla
cok daha azd1 (Sekil 4.27d). Sekil 4.27e’de bezi olusturan hiicreler arasindaki bosluklar
dikkat cekmekteydi.

Sekil 4.27. Gebeligin 4. giiniinde bulunan CD1 genetik zeminli Fkbp52-/- farelerin uterus
elektronmikrografi. a) diizensiz liimen epiteli ve silyum yapilar1 oklar ile gosterilmekte,
biiyiitme 10000X. b) epitel hiicreleri arasinda yer alan intersisyal bosluklar oklar ile
gosterilmekte, bitytitme 10000X. c) sayilart artmis mitokondriler oklar ile gosterilmekte,
biiyiitme 10000X. d) stroma hiicreleri arasinda azalmis hiicre digt matriks alanlar1 yildizlar ile
gosterilmekte, biiylitme 2610X. e) stromada yer alan bezi olusturan hiicreler arasindaki
bosluklar oklar ile gosterilmekte, biiyiitme 6000X.
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P, enjekte edilen Fkbp52-/- uterus oOrneklerinde liimeni doseyen tek kath
prizmatik epitel hiicreleri diizenli sil yapilar1 ile VT uterustaki epitel hiicrelerine
benzemekteydi (Sekil 4.28a). Epitel hiicrelerinin bazal laminalar1t VT uterustan farkl
olarak diizenli olmayan bir yap1 gosterdi (Sekil 4.28b). P, enjekte edilmeyen Fkbp52-/-
orneklerde artis gosteren mitokondri sayisi azalarak VT uterustakine benzer bir hal
almist1 (Sekil 4.28c). VT uterusta oldugu gibi stroma hiicreleri arasinda genis hiicre dis1
matriks alanlar1 bulunmaktayd: (Sekil 4.28d). Stromada yer alan bez yapilar1 VT
uterustakiler gibi normal yapida gozlendi ancak P4 enjekte edilmeyen Fkbp52-/- uterusta
gozlenen hiicrelerarasi bosluk yapilarina rastlandi (Sekil 4.28e).

s 5 2 Al . i il T e Wy A

Sekil 4.28. Gebeligin 2-4. giinlerinde P4 enjekte edilen CD1 genetik zeminli 4 giinliikk gebe
Fkbp52-/- farelerin uterus elektronmikrografi. a) liimen epiteli hiicreleri ve apikalinde yer alan
diizenli silyumlar oklar ile gosterilmekte, biiyiitme 2156X. b) oklar epitel hiicrelerine ait
diizensiz bazal lamina yapisini gostermekte, bityiitme 10000X. c) mitokondriler oklar ile
gosterilmekte, biiytitme 35970X. d) stroma hiicreleri arasinda bulunan genis hiicre dis1 matriks
alanlar1 yildizlar ile gosterilmekte, biiytitme 3597X. e) stromada yer alan ve hiicrelerarasi
bosluk iceren bezler oklar ile gosterilmekte, bilyiitme 6000X.
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TARTISMA

Embriyo ve uterus arasindaki karsilikli etkilesim hala merak uyandiran ve sirlari
tam olarak ortaya cikarilamamis bir konudur. Insanlarda bu konuyu calismak hem
zorluklar1 hem de etik kisitlamalar nedeniyle miimkiin olmamaktadir. Bu nedenle bu
alandaki caligmalar genleri insan ile %99 benzerlik gosteren farelerde yapilmaktadir.
Gelisimin erken donemleri de dahil olmak iizere insan biyolojisinin bircok 6zelliginin
fareler ile benzer olmasi ve gen teknolojisinin ilerlemesi sonucu iiretilen geni ¢ikarilmis
modelleri sayesinde fareler, insan fizyolojisi ve patofizyolojisini caligmak i¢cin uygun
modeller olmuslardir.

Embriyonun uterusa yerlesmesi olarak basit bir sekilde tanimlayabilecegimiz
implantasyon siirecinde bir¢ok karmasik olay yasanir. Farede uterus gebelik boyunca
pre-reseptif, reseptif ve non-reseptif fazlara ayrilir (7, 20). Uterus gebeligin sadece 4.
giiniinde (implantasyon giinii) reseptif olur, 5. giinde non-reseptif olur ve blastosist olsa
bile implantasyon gerceklesmez. Bu kadar sinirli bir zamanda gerceklesen ve oldukga
hassas dengelere bagli olan implantasyon olaymda bircok farkli sinyal yolagi rol
almasina karsin primer rolii P4-PR sinyali oynar.

P, etkisini niikleer progesteron reseptorii (PR) araciligiyla gergeklestirir. PR’ nin
tek bir genden eksprese edilen PRA ve PRB olmak iizere iki izoformu vardir. Her iki
izoforma ait genlerin silindigi farelerin infertil olmas1 bu sinyal yolagmnin disi lireme
sistemindeki Onemini gostermektedir (71, 72). P,’tin hedefindeki genler arasinda
homeobox transkripsiyon faktorleri, biiyiime faktorleri ve sitokinler yer alir (49).

Steroid reseptorler ligand yoklugunda sitoplazma ve/ya niikleusta saperon ve
kosaperon proteinleri ile birlikte bulunur. Bu proteinlere 6rnek olarak Hsp90, Hsp70,
p23 ve immiinofilinler olarak adlandirilan Hsp90’a baglanan tetratrikopeptit tekrar
(TPR) domeyni iceren protein ailesi verilebilir (93). Bir immiinofilin olan FK506’ya
baglanan protein 52 (FKBP52), steroid hormon reseptor aktivitesini degistiren bir Hsp90
kosaperonudur. Immiinofilinler, belli immiin baskilayic1 ilaclarin etkilerine aracilik
ederler. FKBP52’nin reseptor-saperon kompleksleri ile isbirligi reseptor-hormon
baglanmasinin artmasini saglar (94) (97) (98). FKBP52, PR aktivitesini etkin hale
getirmesine karsin verimli olmayan bazal PR aktivitesi FKBP52 olmadan da gergeklesir.
Ligand baglanmas1 reseptor-saperon heterokompleksinin bozulmasma neden olur ve
reseptor aktif hale gelerek transkripsiyon faktorii olarak davranir. Niikleusta DNA’ya
baglanarak gen transkripsiyonunu aktive eder ya da diger transkripsiyon faktorleri ile
etkileserek transkripsiyonu inhibe eder.
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Dr. Dey ve ekibi ekspresyonu Py tarafindan diizenlenen genlerden biri olan
Hoxa-10 geni c¢ikarilmis farelerin uterusunda yaptiklari proteomiks calismasi ile bu
farelerin uterusunda FKBP52’nin downregiile oldugunu bulmuglardir (112). Bu
bulgudan yola c¢ikarak yaptiklar1 bir sonraki calismada C57BL6/129 ve CDI1 genetik
zeminli Fkbp52-/- disi farelerin infertil oldugunu gostermislerdir (48, 95). Bu fareler
morfolojik olarak normaldir; ovulasyon ve fertilizasyonda belirgin bir anormallik
gostermezler. Fkbp52-/- disilerin infertil fenotipi ovulasyon ve/ya fertilizasyondaki
defektler nedeniyle degil implantasyondaki basarisizlik nedeniyledir bu da Fkbp52-/-
farelerde uterusun PR sinyaline yanitinin ovaryumunkinden farkli oldugunu gosterir.
Bunun nedenlerinden biri, P,’in sentezlendigi ovaryumdaki lokal P, diizeylerinin
yiikksek olmasi olabilir (122), yiiksek diizey P; ovulasyon ve fertilizasyon olaylarinda
bazal PR aktivitesini artirir. ikinci neden P,’iin hedefindeki diger organlara kiyasla
uterusun gebelik boyunca daha giiclii P4/PR sinyaline ihtiyac duymasi olabilir. Uciincii
neden ise FKBP52’nin PR sinyalini etkilemenin yanisira diger organlarda gézlenmeyen
ancak uterusta gozlenen PR’den bagimsiz bir roliiniin olmas: olabilir.

Fkbp52-/-  disilerin  uterusundaki PR ekspresyonu ve serum Py
konsantrasyonlarinin vahsi tip (VT) farelerdekine benzer oldugu, ancak Ps’iin PR’ye
baglanmasinin azaldigi bulunmustur [48, 95]. Yani bu farelerde P, direnci soz
konusudur. PR aktivitesinin bozuldugu Fkbp52—/— farelere normalden daha yiiksek
diizeyde P4 uygulamasinin PR aktivitesini artirarak FKBP52 yoklugunda gebelik kaybini
Onleyebilecegi diisiiniilmiistiir. Bu amacla her iki genetik zemindeki Fkbp52—/— disilere
gebeliklerinin 2. giiniinden itibaren P4 iceren silastik implantlar yerlestirilmis ve
gebeliklerinin 5. giiniinde implantasyon bolgeleri kontrol edilmistir. CD1 genetik
zeminli olanlarda implantasyon gerceklesirken C57BL6/129 genetik zeminli olanlarda
implantasyon gerceklesmemistir. Silastik implant aracili P4 destegi CD1 Fkbp52—/—
disilerde uterus reseptivitesi ve implantasyon basarisini indiiklemek icin serumda yeterli
P, artisgin1 saglamis ancak gebeligin terme kadar ilerlemesini saglayamamistir. Bu
farelere daha fazla P, destegi saglandig1 zaman gebelik terme kadar gidebilmis ve VT
fareler gibi yavrulamislardir.

CD1 ve C57BL6/129 genetik zeminli farelerde FKBP52 yoklugunda modifier
(degistirici) genler, uterusun P4-PR sinyaline farkli yanit vermesine neden olabilirler. Bir
gen mutasyona ugradiginda farenin genetik zeminine baglh olarak degisik fenotipler ile
kargilasilir (117). Bu farkli fenotiplerin modifier (degistirici) genlerin farkl ekspresyonu
ve/ya regiilasyonu nedeniyle oldugu diisiiniilmektedir (118) ancak bu genler hakkinda
fazla bilgi bulunmamaktadir. FKBP52 nin PR aktivitesini optimize etmedeki gerekliligi
genetik zemine baghdir ve basarili gebelik icin gereken P4-PR sinyalinin diizeyi
gebeligin evresine baglidir.

Fkbp52-/- farelere disaridan saglanan P4 destegi CD1 genetik zeminli olanlarda
implantasyonu kurtarirken C57BL6/129 genetik zeminli olanlarda kurtaramamasi, CD1
Fkbp52-/- farelerde gebeligin terme ulasabilmesi icin daha fazla P4 diizeylerine
gereksinim duyulmasi, daha Once yapilan bir ¢calismada plasentada Fkbp52 eksprese
edildigi halde Pgr’nin eksprese edilmediginin gosterilmesi (48, 95) bulgularindan yola
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cikarak FKBP52’nin PR aktivitesini optimize etmekten baska bir fonksiyonu olabilecegi
hipotezini kurduk. Bunu arastirmak amaciyla overektomize edildikten iki hafta sonra P,
enjekte edilen C57BL6/129 genetik zeminli VT, Pgr-/- ve Fkbp52-/- farelerin
uteruslarinda 2 Boyutlu Ayrim Jel Elektroforezi ve ardindan kiitle spektrometresi
uygulayarak uteruslarin proteom profillerini karsilastirdik. Analizler sonucunda
istatistiksel olarak anlamlilik gosterecek sekilde hem Pgr-/- hem de Fkbp52-/- uterusta
azalan ya da artis gosteren yani P4-PR sinyali tarafindan diizenlenen proteinler ile sadece
Fkbp52-/- uterusta artig gosteren yani P4-PR sinyali tarafindan diizenlenmeyen proteinler
bulundu. Ancak sadece bir proteininin ekspresyonu P4-PR sinyalinden bagimsiz olarak
VT oranla Fkbp52-/- uterusta istatistiksel olarak anlami olacak sekilde azaldi. Bu,
antioksidan protein Peroksiredoksin 6 (Prdx6) idi. Bu proteomiks bulgusu
immiinohistokimya ve Western Blot yontemleri ile de dogrulanda.

Gebeligin 4. giiniinde bulunan C57BL6/129 ve CDI1 genetik zeminli VT,
Fkbp52-/- ve P4 uygulanan Fkbp52-/- farelere ait uterus ve karacigerlerde Prdx6 mRNA
diizeylerini Northern Blot yontemiyle belirledik. Karaciger i¢in VT, Fkbp52-/- ve P4
uygulanan Fkbp52-/- fareler arasinda fark gozlenmezken uterus i¢cin her iki genetik
zemindeki Fkbp52-/- ve P4 uygulanan Fkbp52-/- farelerdeki Prdx6 diizeylerinin VT ye
oranla daha az oldugunu bulduk. Bu bulgu bize FKBP52 eksikliginin uterusa spesifik
etkisini gosterdi. Fkbp52 geni sistemik olarak silinmis farelerde Prdx6 sistemik olarak
azalmak yerine uterusta azalma egilimi gosterdi. Bu da FKBP52’nin PR’den bagimsiz
uterusa spesifik roliinii gosteren diger bir destek bulguydu.

Gebeligin 4. giiniinde bulunan CD1 ve C57BL6/129 genetik zeminli VT,
Fkbp52-/- ve P4 uygulanan Fkbp52-/- farelere ait uteruslarda In situ hibridizasyon ve
immiinohistokimya yOntemleri ile ekspresyonunu inceledigimiz Prdx6’nin her iki
genetik zemindeki VT farelerde stromada bulunurken P, uygulanmayan Fkbp52-/-
farelerde liimen ve bez epitelinde bulundugunu gozledik. P, uygulanan CD1 genetik
zeminli Fkbp52-/- farelerin uteruslarinda ekspresyon VT deki gibi stromada gozlenirken
C57BL6/129 genetik zeminli olanlarda ekspresyon epitelde goézlenmeye devam etti.
Fkbp52-/- farelerde stromada azalan Prdx6 ekspresyonunun parakuat uygulandiginda
stromal fonksiyonun daha da azalmasina neden olacagini diisiinerek parakuat enjekte
edilen CD1 genetik zeminli VT ve Fkbp52-/- farelerin uterusunda P4 sinyal yolaginin
hedef genlerinden Ihh ve Hoxa-10 ekspresyonlarint Northern Blot ile belirledik.
Parakuat uygulamasi /hh ekspresyonunu degistirmezken HoxalO ekspresyonunu azaltti.
Buna gore, stromal Prdx6 uterusun asir1 oksidatif stres (OS)’den korunmasinda ve
implantasyonun gerceklesmesinde daha 6nemlidir diyebiliriz.

Hem CD1 hem de C57BL6/129 genetik zeminli Fkbp52—/— fare uteruslarinda
Prdx6’nin azalmasi bulgusundan yola c¢ikarak bu farelerin uterusunun OS’ye daha yatkin
oldugu fikrini ortaya attik. Bunu kanmitlamak icin gerceklestirdigimiz parakuat
deneylerinde VT farelerde 20mg/kg parakuatin implantasyona engel olmazken P,
enjekte edilen Fkbp52-/- farelerde ise 2 mg/kg parakuatin implantasyona engel oldugunu
gordiik. Normal kosullarda P4 enjekte edilen Fkbp52-/- farelerde implantasyon %100
basariyla gerceklesmekteydi. Bu farelerde implantasyonun gerceklesmeme nedeni
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parakuatin uterus ya da blastosisti etkilemesi olabilirdi. Blastosist transferi caligmalar1
sonucunda VT blastosistlerin transfer edildigi P4 uygulanan Fkbp52-/- farelere enjekte
edilen 2 mg/kg parakuatin implantasyona engel oldugunu gordiik. Yani, Fkbp52-/-
farelerde implantasyonun basarisizliga ugramasinin nedeni blastosist kaynakli degil, bu
farelerin uteruslarinin OS’ye olan hassasiyetiydi.

Fkbp52-/- farelerde antioksidan Prdx6’nin azalmasina baglh olarak OS’ye karsi
artan hassasiyeti lipid peroksidasyon belirteci olan 8-izoprostan diizeyleri ile de
gosterdik. VT ve Fkbp52—/— farelere ait uterus, karaciger ve bobreklerde yaptigimiz 8-
izoprostan Olciimleri sonucunda karaciger ve bobrekler icin VT ile Fkbp52-/- fareler
arasinda fark bulunamazken Fkbp52-/- farelerde uterustaki 8-izoprostan diizeyi VT ye
oranla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde daha yiiksekti. Oysaki Prdx6-/-
farelerde OS’ye kars1 hassasiyet tiim sistemde gozlenmisti (204).

OS’ye kars1 hassasiyet gosteren Fkbp52-/- farelere antioksidan uygulanmasi
durumunda implantasyon basarisinin artacagim ongorerek bu farelere parakuatin yani
sira N-Asetil sistein ve a-Tokoferol uyguladik. Uygulanan antioksidan kombinasyonu bu
farelerde implantasyon basarisini artirda.

In vivoda elde ettigimiz bulgular1 in vitroda da kanitlamamiz gerektigini
diisiinerek VT ve Fkbp52-/- fare embriyolarindan fibroblast izolasyonu gergeklestirdik.
Fare embriyonik fibroblastlarma (FEF) OS indiikleyici ajan hidrojen peroksit (H,O,)
uyguladigimizda Fkbp52-/- FEF’lerin VT FEF’lere oranla H,O,’ye karsi ¢cok daha
hassas olduklarint MTT assay ile gosterdik. FEF lere N-Asetil sistein uyguladigimizda
canlilik oranlarinin H,O, uygulanan VT ve Fkbp52-/- FEF’lere oranla arttigin1 gozledik.

Ayrica H;O; indiiklii hiicre hasarina karst PRDX6 nin etkisini belirlemek i¢in
Fkbp52-/- FEF’leri Prdx6 tasiyan plazmid ile transfekte edip 24 saat boyunca H,O; ile
inkiibe ettik. H,O, ile inkiibe edilen Fkbp52-/- FEF’lerde yiiksek oranda gozlenen 6lim
oranlar1 transfeksiyon sonrasi azaldi (220). Bu sonuglara gore, FKBP52 eksikligi
PRDX6 diizeylerinin azalmasina neden olarak reaktif oksijen tiirlerine (ROT) kars1 esik
degerin diismesine neden olur.

FKBP52’nin PR’den bagimsiz fonksiyonundan bahsedebilmemiz i¢in PR’yi
kodlayan Pgr mRNAsinin FEF’lerde eksprese edilmedigini gostermemiz gerekliydi.
FEF’lerde Pgr i¢in yaptigimiz RT-PCR ile VT ve Fkbp52-/- FEF’lerde Pgr mRNA’sinin
eksprese edilmedigini gosterdik. FEF’lerde PR olmamasi FKBP52 nin PR kosaperon
fonksiyonundan bagimsiz roliinii kanitlayan bir diger bulguydu.

CD1 genetik zeminli VT, Fkbp52-/- ve P4 uygulanan Fkbp52-/- farelerin
uteruslarinda elektron mikroskopik gozlemler gergeklestirdik. P4 enjekte edilmeyen
Fkbp52-/- farelere ait uterus Orneklerinde VT oOrneklerden farkli olarak limen epiteli
yiizeyindeki silyumlarin diizensiz oldugu, bu epitel hiicreleri arasinda ¢ok sayida vakuol
bulundugu ve VT uterustakine oranla mitokondri sayisinda artis oldugu gozlendi.
Stroma hiicreleri arasindaki hiicre dig1 matriks alanlar1 VT uterusa oranla ¢ok daha azdu.
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P, enjekte edilen Fkbp52-/- uterus Orneklerinde ise liimen epitel hiicreleri diizenli sil
yapilar1 ile VT uterustaki epitel hiicrelerine benzemekteydi. P, enjekte edilmeyen
Fkbp52-/- orneklerde artis gosteren mitokondri sayist azalarak VT uterustakine benzer
bir hal almusti. VT uterusta oldugu gibi stroma hiicreleri arasinda genis hiicre disi
matriks alanlar1 bulunmaktaydi. Liimen epiteli ve stroma hiicreleri acisindan Fkbp52-/-
uterus ile VT uterus arasinda gozlemledigimiz farkliliklar Fkbp52-/- farelerde
implantasyonun gerceklesmemesinin nedenini bize ultrastriiktiirel diizeyde agiklayabilir.
Implantasyonda oncelikle trofoektoderm hiicrelerinin liimen epiteline tutunmasi
ardindan epitel hiicrelerinde apoptoz ve sonrasinda penetrasyon basamaklar1 gerceklesir.
Fkbp52-/- uterusta liimen epiteli hiicrelerinin yilizeyinde ve hiicrelerarasinda gozlenen
vakuoller nedeniyle trofoektoderm hiicreleri implantasyonun ilk basamagi olan tutunma
olaymi1 gerceklestiremiyor olabilir. Stromal hiicreler de gerek desidualizasyona
katilmalar1 gerekse parakrin etkilesimlerle epitel hiicrelerini etkilemeleri nedeniyle
implantasyonda dnemlidirler. Fkbp52-/- uterusta stroma hiicreleri arasinda VT ye oranla
daha az gozlenen hiicredis1 matriks alanlar1 stromal hiicreler ile epitel hiicreleri arasinda
parakrin etkilesimde bir bozulmanin oldugunu gosterebilir.

Insan endometriyumunda PRDX6 ve FKBP52 ekspresyonlarini inceledigimizde
her iki proteinin de proliferatif faz boyunca epitel hiicrelerinde, sekretuvar faz boyunca
epitel ve stromal hiicrelerde eksprese edildigini gordiik. Prdx6 diizeyini kantitatif PCR
ile proliferatif faza oranla sekretuvar fazda daha yiiksek diizeyde bulduk. Bu bulgular
PRDX6’nin insan implantasyonunda da antioksidan roller oynadigini gostermektedir
(220).

FKBP52’nin PR kompleksindeki kosaperon fonksiyonundan baska fonksiyonlari
da vardir. Ornegin mitoz boyunca motor protein dinein ve hiicre iskeletine baglanir
(221), tiibiiline baglanarak mikrotiibiil dinamiklerini etkiler (222). Protein katlanmasi,
birlesmesi, trafigi ve protein aktivitesinin diizenlenmesi rolleri vardir (223). Fkbp52—/—
farelerde OS’ye kars1 azalan tolerans implantasyonun parakuat indiiklii basarisizligma ve
uterusta yiiksek diizeyde ROT iiretimine neden olur. CD1 Fkbp52—-/— disilerde
parakuatin indiikledigi OS nedeniyle olusan implantasyon basarisizligini fazla miktarda
P4 6nleyemedigi icin FKBP52’nin PR kosaperon aktivitesi ve diger fonksiyonlarina ek
olarak oksidan/antioksidan dengesini diizenledigini diisiinmekteyiz. Caligmamiz
FKBP52’nin fonksiyonlarina bir digerini eklemistir.

Fkbp52—/— uterus azalan PRDX6 diizeyleri nedeniyle OS’ye karsi hassastir.
Immiinopresipitasyon ile gosterdigimiz FKBP52 ile PRDX6 arasindaki fiziksel
etkilesimden yola c¢ikarak FKBP52’nin, PRDX6 proteinini stabilize ettigi ve
degradasyonunu azalttigini sdyleyebiliriz. Ancak FKBP52’nin PRDX6 diizeylerini hangi
mekanizmalarla diizenledigini belirlemek icin daha ileri calismalar yapilmasi
gerekmektedir.

P; uygulanan CS57BL6/129 Fkbp52—/— farelerde PRDX6 ekspresyonunun

azalmasina bagli olarak oksidan/antioksidan sisteminin dengelenememesi nedeniyle
implantasyon gerceklesemez. PRDX6 nin azalmasi1 C57BL6/129 Fkbp52-/- disilerde
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yiiksek miktarda P,’e ragmen implantasyon basarisizligina ve CD1 Fkbp52-/- disilerde
term gebelik icin normalden ¢ok daha fazla Ps’e ihtiya¢c duyulmasina neden olur. Diger
bir ifadeyle P4 destegi ile OS’ye kars1 artan hassasiyetin bir genetik zeminde iistesinden
gelinebilirken diger genetik zeminde iistesinden gelinemez.

Prdx6-/- farelerde parakuat ile OS indiiklendiginde ilgin¢ bir sekilde diger
peroksiredoksinler, glutatyon peroksidazlar, katalazlar, siiperoksit dismutazlar,
tiyoredoksinler ve glutaredoksinler artis gostermez. Bu gozlem PRDX6’nin diger
peroksiredoksinler ve antioksidan proteinlerden bagimsiz olarak fonksiyon goren bir
antioksidan oldugunu gosterir (201) (224, 225). Prdx6-/- fareler yasar ve fertildirler
ancak tiim sistemlerinde parakuat tarafindan olusturulan OS’ye kars1 artig gosteren bir
hassasiyet gosterirler, yasam oranlar1 diiser, ciddi doku hasar1 gosterirler ve yiiksek
oranda protein oksidasyon diizeylerine sahiptirler (204) (226). Bu farelerdeki parakuat
indiiklii OS diisiik sagkalim oram gibi anormal fenotiplere neden olur ancak buna diger
genlerin ekspresyonu ve/ya antioksidan enzimlerin aktivitesi neden olmaz (204).

PRDX6 ekzojen OS karsisinda 6nemli bir antioksidandir (204). Prdx6—/—disiler
fertil olmalarina karsm bu farelerde OS’ye maruz birakma fertiliteyi etkileyebilir. Belli
genlerin fizyolojik olarak degisen kosullarda kritik fonksiyonlar1 yerine getirdigi
bilinmektedir. Ornegin, fare plasentasinda eksprese edilen prolaktin benzeri protein-A
(PLP-A)’nin eksikligi normal kosullar altinda disi iiremesinde Onemsiz bir etkiye
sahiptir ancak PLP-A mutantlar1 hipoksi stresine maruz birakildiklarinda gebelikleri
tehlikeye girer (227). Prdx6—/—disilerde de PRDX6 eksikligi, OS ile birlestirilirse
fertilite tehlikeye diisebilir.

Peri-implantasyon boyunca embriyolar OS’ye hassas olduklar1 icin (228)
uterusta diisik O,’ye maruz kalirlar (229). Diisiik O, kosullarinin normal embriyo
gelisimine yardimec1 oldugu disiiniilmektedir. Bu goriis kiiltiir ortamina konulan
antioksidanlarin ROT-indiiklii anormal embriyo gelisimini Onledigi bulgusu ile
uyumludur (230), (231).

Yaptigimiz deneyler sonucunda; FKBP52 ve PRDX6’nin ekspresyonunun
azalmasinin gebelik olaylarina zarar veren oksidatif stresin olusmasma neden oldugu,
FKBP52’nin PR kosaperon etkisinden bagimsiz olarak uterusta PRDX6 ile etkilesip
oksidan/antioksidan diizeylerini etkileyerek gebeligi oksidatif stresten korudugu
sonucuna vardik. Fkbp52-/- farelerde implantasyon basarisizligimmin nedeni sadece PR
aktivitesinin azalmasi degil ayrica OS diizeylerinin artmasidir.

Serbest radikal hasar ile antioksidan aktivitesi arasinda bir dengesizlik oldugu
zaman OS olur. Pre-eklampsi hastalarinda saglikli gebelere oranla bircok OS markir:
yiiksek ve antioksidan markirlar1 daha diisiik bulunmustur (232).

Endometriyum benzeri dokularin uterus disinda gelismesi olan endometriyoz

genellikle pelvik agri ve infertilitenin eglik ettigi bir hastalbktir (233). Yapilan
caligmalara gore oksidatif stres endometriyoz patogenezi ve endometriyozla iliskili
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implantasyon basarisizlig ile iliskilidir (234). Hirota ve arkadaslar1 yaptiklar1 caligmada
endometriyozlu kadinlarm endometriyumundaki FKBP5?2 diizeylerinin saglikli kadinlara
oranla azaldigini gostermislerdir (111). Azalan FKBP52 diizeyleri endometriyal PRDX6
diizeylerinin azalmasina neden olabilir bu da uterusun ROT ye kars1 hassasiyetini artirip
endometriyozu siddetlendirebilir ve reseptiviteyi olumsuz etkileyebilir. Endometriyoz
hastas1 kadinlarin endometriyumunda yapilan gen ekspresyon profili ¢caligmalar1 ile bu
kadinlarda uterus reseptivitesinin oldugu aralik boyunca P4’iin hedefindeki bircok genin
ekspresyonunun saglikli kadinlara gore degistigi gosterilmistir (235). P4 uygulamasinin
endometriyozda gerilemeye neden olmasi nedeniyle Fkbp52-/- farelerden elde edilen
bulgular klinik 6nem tasimaktadir. P4 uygulanan CD1 Fkbp52—/- fareler klinik agidan P4
direnci nedeniyle infertilite gosteren kadinlara benzerlik gostermektedir.

FKBP52 nin liremedeki rolleri goz oniine alindiginda kontraseptif ilaglar i¢in bir
hedef olabilir. Implantasyondaki 6nemi [48,108] diisiiniilerek disi kontrasepsiyonunda;
Fkbp52-/- erkek farelerde sperm motilitesinin diisiik olmasi (110) sebebiyle erkek
kontrasepsiyonunda hedef seg¢ilebilir.
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SONUCLAR

Bu tezde FKBP52’nin P4;-PR sinyal yolagindaki kosaperon fonksiyonundan
bagimsiz rolii arastirllmis ve elde edilen sonuglar maddeler halinde asagida
Ozetlenmistir.

1-Overektomize edildikten iki hafta sonra P4 enjekte edilen C57BL6/129 genetik zeminli
VT, Pgr-/- ve Fkbp52-/- farelerin uteruslarinda 2 Boyutlu Ayrim Jel Elektroforezi ve
ardindan uygulanan kiitle spektrometresi ile uteruslarin protein profilleri karsilagtirilmis,
Fkbp52-/- uterusta VT uterusa oranla P4,-PR sinyalinden bagimsiz olarak sadece
antioksidan protein PRDX6’nin azaldig1 bulunmustur.

2-Fkbp52-/- farelerde Prdx6 spesifik olarak uterusta azalmistir. FKBP52 ve PRDX6’nin
ekspresyonunun azalmasi gebelik olaylarina zarar veren oksidatif stresin olugmasina

neden olmustur.

3-Lipid peroksidasyon belirteci olan 8-izoprostanin sadece uterusta VI’ye oranla daha
yiiksek diizeyde olmasi oksidatif stresin uterusa spesifik etkisini gostermistir.

4-FKBP52, PR kosaperon etkisinden bagimsiz olarak uterusta PRDX6 ile etkilesip
oksidan/antioksidan diizeylerini etkileyerek gebeligi oksidatif stresten korur.

5-P4 uygulanan Fkbp52-/- farelere bir herbisit olan parakuat enjeksiyonu bu fareleri
oksidatif strese daha hassas hale getirerek implantasyonu biiyiik 6l¢iide inhibe etmistir.

6-P, uygulanan Fkbp52-/- farelere parakuatin yanm sira N-Asetil sistein ve a-Tokoferol
antioksidanlarinin uygulanmasi bu farelerdeki implantasyon basarisini artirmistir.

7-Fkbp52-/- fareler ile in vivoda elde edilen bulgular in vitroda fare embriyonik
fibroblast calismalari ile de dogrulanmastir.

8-Elektron mikroskopi incelemeleri Fkbp52-/- farelerin uterusunda VT’ye oranla
ultrastriiktiirel diizeyde degisiklikler oldugunu gostermistir.

9-Calismamiz FKBP52’nin fonksiyonlarina bir digerini eklemistir.

109



10.

11.

KAYNAKLAR

Sadler T. Langman’s Medikal Embriyoloji. Ankara: Palme Yayincilik; 1993.

Moore KL, Persaud TVN. Klinik Yonleri ile Insan Embriyolojisi. Istanbul:
Nobel Matbaacilik; 2002.

www.informatics.jax.org/greenbook/frames/frame1.shtml.
http://en.wikipedia.org/wiki/Estrus#Estrus.

Sezer DZ. Ergot Alkaloidleri Ve Yar1 Sentetik Tiirevlerinin Uterus Uzerindeki
Etki Mekanizmalar1 Tipta Uzmanlik Tezi. Kayseri; 2005.

Reproductive Endocrinology, Surgery and Technology. Philadelphia: Lippincott-
Raven Publishers; 1996.

Psychoyos A. Endocrine Control of Egg Implantation. Handbook of Physiology.
Washington, DC: American Physiology Society; 1973.

Beer AE, Billingham RE. Immunoregulatory aspects of pregnancy. Fed Proc
1978; 37: 2374-2378.

DeFeo VJ. Decidualization. Cellular Biology of the Uterus. Amsterdam: North
Holland: 1967.

Kirby DRS, Cowell TP. Trophoblast-host Interactions. Epithelial-Mesenchymal
Interactions. Baltimore: Williams&Wilkins; 1968.

Soares MJ, Hunt JS. Methods in Molecular Medicine Placenta and Trophoblast
Methods and Protocols Volume 1. Totowa, New Jersey Humana Press; 2006.

110



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Yoshinaga K, Takahide M. Development of preimplantation mammalian
embryos and their environment. Satellite symposium of the 8th International
Congress of Endocrinology. Japan: July 14-16, 1988.

Magnuson T, Epstein CJ. The Mammalian Preimplantation Embryo: Regulation
of Growth and Differentiation. New York: Plenum; 1987.

Wu TC, Wang L, Wan YJ. Expression of estrogen receptor gene in mouse oocyte
and during embryogenesis. Mol Reprod Dev 1992; 33: 407-412.

Gardner RL. Investigation of cell lineage and differentiation in the
extraembryonic endoderm of the mouse embryo. J Embryol Exp Morphol 1982;
68: 175-198.

Snell GD, Stevens LC. Early Embryology, in Biology of the Laboratory Mouse.
New York: McGraw-Hill; 1996.

Rossant J, Cross J. Extraembriyonic lineages, in Mouse Development;
Patterning, Morphogenesis and Organogenesis. San Diego: Academic; 2002.

Dickson AD. Trophoblastic Giant Cell Transformation of Mouse Blastocyts. J
Reprod Fertil 1963; 6: 465-466.

Barlow PW, Sherman MI. The biochemistry of differentiation of mouse
trophoblast: studies on polyploidy. J Embryol Exp Morphol 1972; 27: 447-465.

K Y. Inhibition of implantation by advacement of uterine sensitivity and
refractoriness. In: Leroy F, Finn CA, Psychoyos A, Hubinot PO, eds Blastocyst-
endometrium relationships: progress in reprodcutive biology Basel, Switzerland
Karger 1980; 7: 189-199.

Yoshinaga K, Adams CE. Delayed implantation in the spayed, progesterone
treated adult mouse. J Reprod Fertil 1966; 12: 593-595.

Huet YM, Dey SK. Role of early and late oestrogenic effects on implantation in
the mouse. J Reprod Fertil 1987; 81: 453-458.

Huet-Hudson YM, Dey SK. Requirement for progesterone priming and its long-
term effects on implantation in the mouse. Proc Soc Exp Biol Med 1990; 193:
259-263.

111



24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

Dey SK, Johnson DC. Embryo-uterine interaction in implantation. Life Sci 1980;
27: 2381-2384.

Dey SK DD, Hersey RM, Weisz J, Johnson DC, Pakrasi PL. Physiological
aspects of blastocyst uterine interaction. J Biosci 1984; 6: 23-31.

Shelesnyak MC. A history of research on nidation. Ann N Y Acad Sci 1986;
476: 5-24.

Kennedy TG. Prostaglandins and uterine sensitization for the decidual cell
reaction. Ann N Y Acad Sci 1986; 476: 43-48.

Dey SK, Johnson DC. Embryonic signals in pregnancy. Ann N Y Acad Sci 1986;
476: 49-62.

Pakrasi PL, Becka R, Dey SK. Cyclooxygenase and lipoxygenase pathways in
the preimplantation rabbit uterus and blastocyst. Prostaglandins 1985; 29: 481-
495.

Harper MJ. Platelet-activating factor: a paracrine factor in preimplantation stages
of reproduction? Biol Reprod 1989; 40: 907-913.

Morrow JD, Awad JA, Boss HJ, Blair IA, Roberts LJ, 2nd. Non-cyclooxygenase-
derived prostanoids (F2-isoprostanes) are formed in situ on phospholipids. Proc
Natl Acad Sci U S A 1992; 89: 10721-10725.

Krehbiel RH. Cytological studies of the decidual reaction in the rat during early
pregnancy and in the production of deciduomata. Physiol Zool 1937; 10: 212-
238.

Huet-Hudson YM, Andrews GK, Dey SK. Cell type-specific localization of c-
myc protein in the mouse uterus: modulation by steroid hormones and analysis of
the periimplantation period. Endocrinology 1989; 125: 1683-1690.

Enders AC SS. A morphological analysis of the early implantation stages in the
rat. AmJ Anat 1967; 120: 185-226.

Enders AC, Schlafke S. Cytological aspects of trophoblast-uterine interaction in
early implantation. Am J Anat 1969; 125: 1-29.

112



36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

45.

46.

47.

Kirby DRS. The Biology of the Blastocysts. Chicago: University of Chicago
Pres; 1971.

Finn CA, Porter DG. The uterus. Acton, MA: Publishing Sciences Group; 1975.

Parr EL, Tung HN, Parr MB. Apoptosis as the mode of uterine epithelial cell
death during embryo implantation in mice and rats. Biol Reprod 1987; 36: 211-
225.

Bonnet R. Beitrage zur embryologie der wiederkauer, gewonnen am schafei. Arc
Anat Physiol 1884; 8: 170-230.

Schlatke S, Enders AC. Cellular basis of interaction between trophoblast and
uterus at implantation. Biol Reprod 1975; 12: 41-65.

McLaren A. A study of balstocysts during delay and subsequent implantation in
lactating mice. J Endocrinol 1968; 42: 453-463.

Lataste MF. Des variations de duree de la gestation ches les manniferes et des
circonstances qui determinant ces variations theorie de la gestation retardee. C R
Soc Biol 1891; 9: 21.

Yoshinaga K HT. On the delayed implantation in lactating pregnant rat. I. The
effect of estrogen. Jpn J Anim Reprod 1958; 3: 93-94.

Aitken RJ. Embryonic diapause. Development in mammals. Amsterdam: North
Holland; 1977.

Dey SK. Implantation. Reproductive endocrinology, surgery and technology.
New York: Lippincott-Raven; 1996.

Lundkvist O, Nilsson BO. Endometrial ultrastructure in the early uterine

response to blastocysts and artificial deciduogenic stimuli in rats. Cell Tissue Res
1982; 225: 355-364.

Paria BC, Ma W, Tan J, Raja S, Das SK, Dey SK, Hogan BL. Cellular and
molecular responses of the uterus to embryo implantation can be elicited by
locally applied growth factors. Proc Natl Acad Sci U S A 2001; 98: 1047-1052.

113



48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

38.

59.

60.

Tranguch S, Wang H, Daikoku T, Xie H, Smith DF, Dey SK. FKBP52
deficiency-conferred uterine progesterone resistance is genetic background and
pregnancy stage specific. J Clin Invest 2007; 117: 1824-1834.

Dey SK, Lim H, Das SK, Reese J, Paria BC, Daikoku T, Wang H. Molecular
cues to implantation. Endocr Rev 2004; 25: 341-373.

Tranguch S, Smith DF, Dey SK. Progesterone receptor requires a co-chaperone
for signalling in uterine biology and implantation. Reprod Biomed Online 2006;
13: 651-660.

Frobenius W. Ludwig Fraenkel: 'spiritus rector' of the early progesterone
research. Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol 1999; 83: 115-119.

Corner GW, Sr. The early history of progesterone. Gynecol Invest 1974; 5: 106-
112.

Fraenkel L. Die funktion des corpus luteum. Archiv fur gynakologie 1903; 67:
438-445.

Ancel P, Bouin P. Sur le determinisme de la preparation de I'uterus a la fixtion de
l'oeuf. J Physiol Path Gen 1910; 12: 1-16.

Heilbrunn Lea. Initiation of maturation in the frog egg. Physiological Zoology
1939; 12: 97-100.

Rugh R. Ovulation in the frog. I. Pituitary relations in induced ovulation. Journal
of Experimental Zoology 1935; 71: 149-162.

Ryan F. The stimulus for maturation and for ovulation of the frog's egg.
Physiological Zoology 1940; 13: 383-390.

Wright PA. Factors affecting in vitro ovulation in the frog. J Exp Zool 1945;
100: 565-575.

Fannon SA, Vidaver RM, Marts SA. An abridged history of sex steroid hormone
receptor action. J Appl Physiol 2001; 91: 1854-1859.

O'Malley BW, Sherman MR, Toft DO. Progesterone "receptors" in the
cytoplasm and nucleus of chick oviduct target tissue. Proc Natl Acad Sci U S A
1970; 67: 501-508.

114



61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

Smith RG, Iramain CA, Buttram VC, Jr., O'Malley BW. Purification of human
uterine progesterone receptor. Nature 1975; 253: 271-272.

Schwartz RJ, Chang C, Schrader WT, O'Malley BW. Effect of progesterone
receptors on transcription. Ann N 'Y Acad Sci 1977; 286: 147-160.

Wilder RL. Adrenal and gonadal steroid hormone deficiency in the pathogenesis
of rheumatoid arthritis. J Rheumatol Suppl 1996; 44: 10-12.

Staples LD, Heap RB, Wooding FB, King GJ. Migration of leucocytes into the
uterus after acute removal of ovarian progesterone during early pregnancy in the
sheep. Placenta 1983; 4: 339-349.

Freedman LP. Anatomy of the steroid receptor zinc finger region. Endocr Rev
1992; 13: 129-145.

Luisi BF, Xu WX, Otwinowski Z, Freedman LP, Yamamoto KR, Sigler PB.
Crystallographic analysis of the interaction of the glucocorticoid receptor with
DNA. Nature 1991; 352: 497-505.

Schowalter DB, Sullivan WP, Maihle NJ, Dobson AD, Conneely OM, O'Malley
BW, Toft DO. Characterization of progesterone receptor binding to the 90- and
70-kDa heat shock proteins. J Biol Chem 1991; 266: 21165-21173.

Kraus WL, Weis KE, Katzenellenbogen BS. Inhibitory cross-talk between
steroid hormone receptors: differential targeting of estrogen receptor in the
repression of its transcriptional activity by agonist- and antagonist-occupied
progestin receptors. Mol Cell Biol 1995; 15: 1847-1857.

Vegeto E, Shahbaz MM, Wen DX, Goldman ME, O'Malley BW, McDonnell
DP. Human progesterone receptor A form is a cell- and promoter-specific
repressor of human progesterone receptor B function. Mol Endocrinol 1993; 7:
1244-1255.

Conneely OM, Mulac-Jericevic B, Lydon JP, De Mayo FJ. Reproductive
functions of the progesterone receptor isoforms: lessons from knock-out mice.
Mol Cell Endocrinol 2001; 179: 97-103.

Chappell PE, Lydon JP, Conneely OM, O'Malley BW, Levine JE. Endocrine
defects in mice carrying a null mutation for the progesterone receptor gene.
Endocrinology 1997; 138: 4147-4152.

115



72.

73.

74.

75.

76.

7.

78.

79.

80.

81.

Lydon JP, DeMayo FJ, Funk CR, Mani SK, Hughes AR, Montgomery CA, Jr.,
Shyamala G, Conneely OM, O'Malley BW. Mice lacking progesterone receptor
exhibit pleiotropic reproductive abnormalities. Genes Dev 1995; 9: 2266-2278.

Mulac-Jericevic B, Mullinax RA, DeMayo FJ, Lydon JP, Conneely OM.
Subgroup of reproductive functions of progesterone mediated by progesterone
receptor-B isoform. Science 2000; 289: 1751-1754.

Mulac-Jericevic B, Lydon JP, DeMayo FJ, Conneely OM. Defective mammary
gland morphogenesis in mice lacking the progesterone receptor B isoform. Proc
Natl Acad Sci U S A 2003; 100: 9744-9749.

Tian J, Kim S, Heilig E, Ruderman JV. Identification of XPR-1, a progesterone
receptor required for Xenopus oocyte activation. Proc Natl Acad Sci U S A
2000; 97: 14358-14363.

Zhu Y, Rice CD, Pang Y, Pace M, Thomas P. Cloning, expression, and
characterization of a membrane progestin receptor and evidence it is an
intermediary in meiotic maturation of fish oocytes. Proc Natl Acad Sci U S A
2003; 100: 2231-2236.

Kazeto Y, Goto-Kazeto R, Thomas P, Trant JM. Molecular characterization of
three forms of putative membrane-bound progestin receptors and their tissue-
distribution in channel catfish, Ictalurus punctatus. J Mol Endocrinol 2005; 34:
781-791.

Raza FS, Takemori H, Tojo H, Okamoto M, Vinson GP. Identification of the rat
adrenal zona fasciculata/reticularis specific protein, inner zone antigen (IZAg), as
the putative membrane progesterone receptor. Eur J Biochem 2001; 268: 2141-
2147.

Peluso JJ, Pappalardo A, Losel R, Wehling M. Progesterone membrane receptor
component 1 expression in the immature rat ovary and its role in mediating
progesterone's antiapoptotic action. Endocrinology 2006; 147: 3133-3140.

Das SK, Chakraborty I, Paria BC, Wang XN, Plowman G, Dey SK.
Amphiregulin is an implantation-specific and progesterone-regulated gene in the
mouse uterus. Mol Endocrinol 1995; 9: 691-705.

Luetteke NC, Qiu TH, Fenton SE, Troyer KL, Riedel RF, Chang A, Lee DC.
Targeted inactivation of the EGF and amphiregulin genes reveals distinct roles

116



82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

for EGF receptor ligands in mouse mammary gland development. Development
1999; 126: 2739-2750.

Paria BC, Das N, Das SK, Zhao X, Dileepan KN, Dey SK. Histidine
decarboxylase gene in the mouse uterus is regulated by progesterone and

correlates with uterine differentiation for blastocyst implantation. Endocrinology
1998; 139: 3958-3966.

Matsumoto H, Zhao X, Das SK, Hogan BL, Dey SK. Indian hedgehog as a
progesterone-responsive factor mediating epithelial-mesenchymal interactions in
the mouse uterus. Dev Biol 2002; 245: 280-290.

Lee K, Jeong J, Kwak I, Yu CT, Lanske B, Soegiarto DW, Toftgard R, Tsai MJ,
Tsai S, Lydon JP, DeMayo FJ. Indian hedgehog is a major mediator of
progesterone signaling in the mouse uterus. Nat Genet 2006; 38: 1204-12009.

Krumlauf R. Hox genes in vertebrate development. Cell 1994; 78: 191-201.

Dolle P, Izpisua-Belmonte JC, Brown JM, Tickle C, Duboule D. HOX-4 genes
and the morphogenesis of mammalian genitalia. Genes Dev 1991; 5: 1767-1767.

Izpisua-Belmonte JC, Falkenstein H, Dolle P, Renucci A, Duboule D. Murine
genes related to the Drosophila AbdB homeotic genes are sequentially expressed
during development of the posterior part of the body. EMBO J 1991; 10: 2279-
2289.

Benson GV, Lim H, Paria BC, Satokata I, Dey SK, Maas RL. Mechanisms of
reduced fertility in Hoxa-10 mutant mice: uterine homeosis and loss of maternal
Hoxa-10 expression. Development 1996; 122: 2687-2696.

Gendron RL, Paradis H, Hsieh-Li HM, Lee DW, Potter SS, Markoff E.
Abnormal uterine stromal and glandular function associated with maternal
reproductive defects in Hoxa-11 null mice. Biol Reprod 1997; 56: 1097-1105.

Hsieh-Li HM, Witte DP, Weinstein M, Branford W, Li H, Small K, Potter SS.
Hoxa 11 structure, extensive antisense transcription, and function in male and
female fertility. Development 1995; 121: 1373-1385.

http://www.scq.ubc.ca/studying-gene-function-creating-knockout-mice/.

117



92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

Nakao K, Myers JE, Faber LE. Development of a monoclonal antibody to the
rabbit 8.5S uterine progestin receptor. Can J Biochem Cell Biol 1985; 63: 33-40.

Smith DF, Toft DO. Minireview: the intersection of steroid receptors with
molecular chaperones: observations and questions. Mol Endocrinol 2008; 22:
2229-2240.

Riggs DL, Roberts PJ, Chirillo SC, Cheung-Flynn J, Prapapanich V, Ratajczak
T, Gaber R, Picard D, Smith DF. The Hsp90-binding peptidylprolyl isomerase
FKBP52 potentiates glucocorticoid signaling in vivo. EMBO J 2003; 22: 1158-
1167.

Tranguch S, Cheung-Flynn J, Daikoku T, Prapapanich V, Cox MB, Xie H, Wang
H, Das SK, Smith DF, Dey SK. Cochaperone immunophilin FKBP52 is critical
to uterine receptivity for embryo implantation. Proc Natl Acad Sci U S A 2005;
102: 14326-14331.

Cheung-Flynn J, Prapapanich V, Cox MB, Riggs DL, Suarez-Quian C, Smith
DF. Physiological role for the cochaperone FKBP52 in androgen receptor
signaling. Mol Endocrinol 2005; 19: 1654-1666.

Davies TH, Ning YM, Sanchez ER. Differential control of glucocorticoid
receptor hormone-binding function by tetratricopeptide repeat (TPR) proteins
and the immunosuppressive ligand FK506. Biochemistry 2005; 44: 2030-2038.

Riggs DL, Cox MB, Tardif HL, Hessling M, Buchner J, Smith DF. Noncatalytic
role of the FKBP52 peptidyl-prolyl isomerase domain in the regulation of steroid
hormone signaling. Mol Cell Biol 2007; 27: 8658-8669.

Echeverria PC, Picard D. Molecular chaperones, essential partners of steroid
hormone receptors for activity and mobility. Biochim Biophys Acta 2010; 1803:
641-649.

Fanghanel J, Fischer G. Insights into the catalytic mechanism of peptidyl prolyl
cis/trans isomerases. Front Biosci 2004; 9: 3453-3478.

Pratt WB, Toft DO. Steroid receptor interactions with heat shock protein and
immunophilin chaperones. Endocr Rev 1997; 18: 306-360.

Pirkl F, Buchner J. Functional analysis of the Hsp90-associated human peptidyl
prolyl cis/trans isomerases FKBP51, FKBP52 and Cyp40. J Mol Biol 2001; 308:
795-806.

118



103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

Schiene C, Fischer G. Enzymes that catalyse the restructuring of proteins. Curr
Opin Struct Biol 2000; 10: 40-45.

Sivils JC, Storer CL, Galigniana MD, Cox MB. Regulation of steroid hormone
receptor function by the 52-kDa FK506-binding protein (FKBP52). Curr Opin
Pharmacol 2011; 11: 314-319.

Hernandez MP, Chadli A, Toft DO. HSP40 binding is the first step in the HSP90
chaperoning pathway for the progesterone receptor. J Biol Chem 2002; 277:
11873-11881.

Barent RL, Nair SC, Carr DC, Ruan Y, Rimerman RA, Fulton J, Zhang Y, Smith
DF. Analysis of FKBP51/FKBP52 chimeras and mutants for Hsp90 binding and

association with progesterone receptor complexes. Mol Endocrinol 1998; 12:
342-354.

Storer CL, Dickey CA, Galigniana MD, Rein T, Cox MB. FKBP51 and FKBP52
in signaling and disease. Trends Endocrinol Metab 2011; 22: 481-490.

Yang Z, Wolf IM, Chen H, Periyasamy S, Chen Z, Yong W, Shi S, Zhao W, Xu
J, Srivastava A, Sanchez ER, Shou W. FK506-binding protein 52 is essential to

uterine reproductive physiology controlled by the progesterone receptor A
isoform. Mol Endocrinol 2006; 20: 2682-2694.

Yong W, Yang Z, Periyasamy S, Chen H, Yucel S, Li W, Lin LY, Wolf IM,
Cohn MJ, Baskin LS, Sanchez ER, Shou W. Essential role for Co-chaperone
Fkbp52 but not Fkbp51 in androgen receptor-mediated signaling and physiology.
J Biol Chem 2007; 282: 5026-5036.

Hong J, Kim ST, Tranguch S, Smith DF, Dey SK. Deficiency of co-chaperone
immunophilin FKBP52 compromises sperm fertilizing capacity. Reproduction
2007; 133: 395-403.277.

Hirota Y, Tranguch S, Daikoku T, Hasegawa A, Osuga Y, Taketani Y, Dey SK.
Deficiency of immunophilin FKBP52 promotes endometriosis. Am J Pathol
2008; 173: 1747-1757.

Daikoku T, Tranguch S, Friedman DB, Das SK, Smith DF, Dey SK. Proteomic
analysis identifies immunophilin FK506 binding protein 4 (FKBP52) as a

downstream target of HoxalO in the periimplantation mouse uterus. Mol
Endocrinol 2005; 19: 683-697.

119



113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

Rijli FM, Matyas R, Pellegrini M, Dierich A, Gruss P, Dolle P, Chambon P.
Cryptorchidism and homeotic transformations of spinal nerves and vertebrae in
Hoxa-10 mutant mice. Proc Natl Acad Sci U S A 1995; 92: 8185-8189.

Satokata I, Benson G, Maas R. Sexually dimorphic sterility phenotypes in
HoxalO-deficient mice. Nature 1995; 374: 460-463.

Lim H, Ma L, Ma WG, Maas RL, Dey SK. Hoxa-10 regulates uterine stromal
cell responsiveness to progesterone during implantation and decidualization in
the mouse. Mol Endocrinol 1999; 13: 1005-1017.

Wang H, Ma WG, Tejada L, Zhang H, Morrow JD, Das SK, Dey SK. Rescue of
female infertility from the loss of cyclooxygenase-2 by compensatory up-

regulation of cyclooxygenase-1 is a function of genetic makeup. J Biol Chem
2004; 279: 10649-10658.

Threadgill DW, Dlugosz AA, Hansen LA, Tennenbaum T, Lichti U, Yee D,
LaMantia C, Mourton T, Herrup K, Harris RC, et al. Targeted disruption of

mouse EGF receptor: effect of genetic background on mutant phenotype. Science
1995; 269: 230-234.

Bonyadi M, Rusholme SA, Cousins FM, Su HC, Biron CA, Farrall M, Akhurst
RJ. Mapping of a major genetic modifier of embryonic lethality in TGF beta 1
knockout mice. Nat Genet 1997; 15: 207-211.

Ewart-Toland A, Mounzih K, Qiu J, Chehab FF. Effect of the genetic
background on the reproduction of leptin-deficient obese mice. Endocrinology
1999; 140: 732-738.

Fowler KJ, Hudson DF, Salamonsen LA, Edmondson SR, Earle E, Sibson MC,
Choo KH. Uterine dysfunction and genetic modifiers in centromere protein B-
deficient mice. Genome Res 2000; 10: 30-41.

Dietrich WF, Lander ES, Smith JS, Moser AR, Gould KA, Luongo C, Borenstein
N, Dove W. Genetic identification of Mom-1, a major modifier locus affecting
Min-induced intestinal neoplasia in the mouse. Cell 1993; 75: 631-639.

Pointis G, Rao B, Latreille MT, Mignot TM, Cedard L. Progesterone levels in
the circulating blood of the ovarian and uterine veins during gestation in the
mouse. Biol Reprod 1981; 24: 801-805.

120



123.

124.

125.

126.

127.

128.

McCormack JT, Greenwald GS. Progesterone and oestradiol-17beta
concentrations in the peripheral plasma during pregnancy in the mouse. J
Endocrinol 1974; 62: 101-107.

Kilm¢ K, Kiling A. Oksijen toksisitesinin aract molekiilleri olarak oksijen
radikalleri. Temel Tiptan Klinige Hacettepe Tip Dergisi 2002; 33: 110-118.

Cao G, Prior RL. Comparison of different analytical methods for assessing total
antioxidant capacity of human serum. Clin Chem 1998; 44: 1309-1315.

Prior RL, Cao G. In vivo total antioxidant capacity: comparison of different
analytical methods. Free Radic Biol Med 1999; 27: 1173-1181.

Schafer FQ, Buettner GR. Redox environment of the cell as viewed through the
redox state of the glutathione disulfide/glutathione couple. Free Radic Biol Med
2001; 30: 1191-1212.

Shapiro HM. Redox balance in the body: an approach to quantitation. J Surg Res
1972; 13: 138-152.

129.http://www.physics.uc.edu/~hanson/ASTRO/LECTURENOTES/ET/S04/Life/Page

130.

131.

132.

133.

134.

2.html.

Kohen R, Moor E, Oron M. Measurement s of biological reducing power in
health and diseases by voltammetric methods. Redox Genome Interaction in
Health and Disease

New York Marcel Decker Inc; 2004.

Kohen R, Nyska A. Oxidation of biological systems: oxidative stress
phenomena, antioxidants, redox reactions, and methods for their quantification.
Toxicol Pathol 2002; 30: 620-650.

Proctor PH, Reynolds ES. Free radicals and disease in man. Physiol Chem Phys
Med NMR 1984; 16: 175-195.

www.vivo.colostate.edu/hbooks/pathphys/misc_topics/radicals.

Halliwell B, Gutteridge JM. Oxygen free radicals and iron in relation to biology
and medicine: some problems and concepts. Arch Biochem Biophys 1986; 246:
501-514.

121



135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

Fridovich I. The biology of oxygen radicals. Science 1978; 201: 875-880.

McCord JM, Fridovich I. The biology and pathology of oxygen radicals. Ann
Intern Med 1978; 89: 122-127.

Bielski BH, Arudi RL, Sutherland MW. A study of the reactivity of HO2/02-
with unsaturated fatty acids. J Biol Chem 1983; 258: 4759-4761.

Fridovich I. Superoxide dismutases. An adaptation to a paramagnetic gas. J Biol
Chem 1989; 264: 7761-7764.

Rigo A, Stevanato R, Finazzi-Agro A, Rotilio G. An attempt to evaluate the rate
of the Haber-Weiss reaction by using OH radical scavengers. FEBS Lett 1977;
80: 130-132.

McCord JM, Day ED, Jr. Superoxide-dependent production of hydroxyl radical
catalyzed by iron-EDTA complex. FEBS Lett 1978; 86: 139-142.

Winterbourn CC. Toxicity of iron and hydrogen peroxide: the Fenton reaction.
Toxicol Lett 1995; 82-83: 969-974.

Halliwell B, Clement MV, Long LH. Hydrogen peroxide in the human body.
FEBS Lett 2000; 486: 10-13.

Halliwell B, Gutteridge JM. Role of free radicals and catalytic metal ions in
human disease: an overview. Methods Enzymol 1990; 186: 1-85.

Halliwell B, Gutteridge JM. Oxygen toxicity, oxygen radicals, transition metals
and disease. Biochem J 1984; 219: 1-14.

Suzuki YJ, Forman HJ, Sevanian A. Oxidants as stimulators of signal
transduction. Free Radic Biol Med 1997; 22: 269-285.

Akkus 1. Serbest Radikaller ve Fizyopatolojik Etkileri. Konya: Mimoza
Yaynlari, 1. Baski; 1996.

Brunk UT, Terman A. The mitochondrial-lysosomal axis theory of aging:
accumulation of damaged mitochondria as a result of imperfect
autophagocytosis. Eur J Biochem 2002; 269: 1996-2002.

122



148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

Canas PE. The role of xanthine oxidase and the effects of antioxidants in
ischemia reperfusion cell injury. Acta Physiol Pharmacol Ther Latinoam 1999;
49: 13-20.

Lewen A, Matz P, Chan PH. Free radical pathways in CNS injury. J
Neurotrauma 2000; 17: 871-890.

Shaul PW. Regulation of endothelial nitric oxide synthase: location, location,
location. Annu Rev Physiol 2002; 64: 749-774.

Cheeseman KH, Slater TF. An introduction to free radical biochemistry. Br Med
Bull 1993; 49: 481-493.

Gutteridge JM. Lipid peroxidation and antioxidants as biomarkers of tissue
damage. Clin Chem 1995; 41: 1819-1828.

Davies KJ. Protein damage and degradation by oxygen radicals. I. general
aspects. J Biol Chem 1987; 262: 9895-9901.

Grune T, Reinheckel T, Davies KJ. Degradation of oxidized proteins in
mammalian cells. FASEB J 1997; 11: 526-534.

Ames BN. DNA damage from micronutrient deficiencies is likely to be a major
cause of cancer. Mutat Res 2001; 475: 7-20.

Halliwell B. Oxygen and nitrogen are pro-carcinogens. Damage to DNA by
reactive oxygen, chlorine and nitrogen species: measurement, mechanism and the
effects of nutrition. Mutat Res 1999; 443: 37-52.

Blokhina O, Virolainen E, Fagerstedt KV. Antioxidants, oxidative damage and
oxygen deprivation stress: a review. Ann Bot 2003; 91 Spec No: 179-194.

Padh H. Cellular functions of ascorbic acid. Biochem Cell Biol 1990; 68: 1166-
1173.

Sies H, Murphy ME. Role of tocopherols in the protection of biological systems
against oxidative damage. J Photochem Photobiol B 1991; 8: 211-218.

Di Mascio P, Kaiser S, Sies H. Lycopene as the most efficient biological
carotenoid singlet oxygen quencher. Arch Biochem Biophys 1989; 274: 532-538.

123



161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

Reiter RJ. Antioxidant actions of melatonin. Adv Pharmacol 1997; 38: 103-117.

Ames BN, Cathcart R, Schwiers E, Hochstein P. Uric acid provides an
antioxidant defense in humans against oxidant- and radical-caused aging and
cancer: a hypothesis. Proc Natl Acad Sci U S A 1981; 78: 6858-6862.

Gutteridge JM. Free radicals in disease processes: a compilation of cause and
consequence. Free Radic Res Commun 1993; 19: 141-158.

Jozwik M, Wolczynski S, Szamatowicz M. Oxidative stress markers in
preovulatory follicular fluid in humans. Mol Hum Reprod 1999; 5: 409-413.

Tamate K, Sengoku K, Ishikawa M. The role of superoxide dismutase in the
human ovary and fallopian tube. J Obstet Gynaecol (Tokyo 1995) 1995; 21: 401-
4009.

Paszkowski T, Traub AI, Robinson SY, McMaster D. Selenium dependent
glutathione peroxidase activity in human follicular fluid. Clin Chim Acta 1995;
236: 173-180.

El Mouatassim S, Guerin P, Menezo Y. Expression of genes encoding
antioxidant enzymes in human and mouse oocytes during the final stages of
maturation. Mol Hum Reprod 1999; 5: 720-725.

Suzuki T, Sugino N, Fukaya T, Sugiyama S, Uda T, Takaya R, Yajima A,
Sasano H. Superoxide dismutase in normal cycling human ovaries:
immunohistochemical localization and characterization. Fertil Steril 1999; 72:
720-726.

Tatemoto H, Sakurai N, Muto N. Protection of porcine oocytes against apoptotic
cell death caused by oxidative stress during In vitro maturation: role of cumulus
cells. Biol Reprod 2000; 63: 805-810.

Sugino N, Shimamura K, Takiguchi S, Tamura H, Ono M, Nakata M, Nakamura
Y, Ogino K, Uda T, Kato H. Changes in activity of superoxide dismutase in the

human endometrium throughout the menstrual cycle and in early pregnancy.
Hum Reprod 1996; 11: 1073-1078.

Sugino N. The role of oxygen radical-mediated signaling pathways in
endometrial function. Placenta 2007; 28 Suppl A: S133-136.

124



172.

173.

174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

Garrel C, Fowler PA, Al-Gubory KH. Developmental changes in antioxidant
enzymatic defences against oxidative stress in sheep placentomes. J Endocrinol
2010; 205: 107-116.

Myatt L, Eis AL, Brockman DE, Kossenjans W, Greer IA, Lyall F. Differential
localization of superoxide dismutase isoforms in placental villous tissue of
normotensive, pre-eclamptic, and intrauterine growth-restricted pregnancies. J
Histochem Cytochem 1997; 45: 1433-1438.

Szczepanska M, Kozlik J, Skrzypczak J, Mikolajczyk M. Oxidative stress may
be a piece in the endometriosis puzzle. Fertil Steril 2003; 79: 1288-1293.

Liu Y, Luo L, Zhao H. Levels of lipid peroxides and superoxide dismutase in
peritoneal fluid of patients with endometriosis. J Tongji Med Univ 2001; 21:
166-167.

Ho HN, Wu MY, Chen SU, Chao KH, Chen CD, Yang YS. Total antioxidant
status and nitric oxide do not increase in peritoneal fluids from women with
endometriosis. Hum Reprod 1997; 12: 2810-2815.

Osborn BH, Haney AF, Misukonis MA, Weinberg JB. Inducible nitric oxide
synthase expression by peritoneal macrophages in endometriosis-associated
infertility. Fertil Steril 2002; 77: 46-51.

Ota H, Igarashi S, Hatazawa J, Tanaka T. Endometriosis and free radicals.
Gynecol Obstet Invest 1999; 48 Suppl 1: 29-35.

Harma M, Erel O. Measurement of the total antioxidant response in preeclampsia
with a novel automated method. Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol 2005; 118:
47-51.

Takagi Y, Nikaido T, Toki T, Kita N, Kanai M, Ashida T, Ohira S, Konishi I.
Levels of oxidative stress and redox-related molecules in the placenta in
preeclampsia and fetal growth restriction. Virchows Arch 2004; 444: 49-55.

Wang Y, Sharma RK, Falcone T, Goldberg J, Agarwal A. Importance of reactive
oxygen species in the peritoneal fluid of women with endometriosis or idiopathic
infertility. Fertil Steril 1997; 68: 826-830.

Polak G, Koziol-Montewka M, Gogacz M, Blaszkowska I, Kotarski J. Total
antioxidant status of peritoneal fluid in infertile women. Eur J Obstet Gynecol
Reprod Biol 2001; 94: 261-263.

125



183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

193.

Padron OF, Brackett NL, Sharma RK, Lynne CM, Thomas AJ, Jr., Agarwal A.
Seminal reactive oxygen species and sperm motility and morphology in men
with spinal cord injury. Fertil Steril 1997; 67: 1115-1120.

Alvarez JG, Storey BT. Differential incorporation of fatty acids into and
peroxidative loss of fatty acids from phospholipids of human spermatozoa. Mol
Reprod Dev 1995; 42: 334-346.

Iwasaki A, Gagnon C. Formation of reactive oxygen species in spermatozoa of
infertile patients. Fertil Steril 1992; 57: 409-416.

Aitken RJ. The Amoroso Lecture. The human spermatozoon--a cell in crisis? J
Reprod Fertil 1999; 115: 1-7.

Aitken RJ. Molecular mechanisms regulating human sperm function. Mol Hum
Reprod 1997; 3: 169-173.

Aitken RJ, Clarkson JS, Fishel S. Generation of reactive oxygen species, lipid
peroxidation, and human sperm function. Biol Reprod 1989; 41: 183-197.

de Lamirande E, Gagnon C. Human sperm hyperactivation in whole semen and
its association with low superoxide scavenging capacity in seminal plasma. Fertil
Steril 1993; 59: 1291-1295.

Zini A, De Lamirande E, Gagnon C. Low levels of nitric oxide promote human
sperm capacitation in vitro. J Androl 1995; 16: 424-431.

Lewis SE, Boyle PM, McKinney KA, Young IS, Thompson W. Total antioxidant
capacity of seminal plasma is different in fertile and infertile men. Fertil Steril
1995; 64: 868-870.

Zini A, de Lamirande E, Gagnon C. Reactive oxygen species in semen of
infertile patients: levels of superoxide dismutase- and catalase-like activities in
seminal plasma and spermatozoa. Int J Androl 1993; 16: 183-188.

Ollero M, Gil-Guzman E, Lopez MC, Sharma RK, Agarwal A, Larson K,
Evenson D, Thomas AJ, Jr., Alvarez JG. Characterization of subsets of human
spermatozoa at different stages of maturation: implications in the diagnosis and
treatment of male infertility. Hum Reprod 2001; 16: 1912-1921.

126



194.

195.

196.

197.

198.

199.

200.

201.

202.

203.

Gil-Guzman E, Ollero M, Lopez MC, Sharma RK, Alvarez JG, Thomas AJ, Jr.,
Agarwal A. Differential production of reactive oxygen species by subsets of
human spermatozoa at different stages of maturation. Hum Reprod 2001; 16:
1922-1930.

Armstrong JS, Rajasekaran M, Chamulitrat W, Gatti P, Hellstrom WJ, Sikka SC.
Characterization of reactive oxygen species induced effects on human

spermatozoa movement and energy metabolism. Free Radic Biol Med 1999; 26:
869-880.

Twigg JP, Irvine DS, Aitken RJ. Oxidative damage to DNA in human
spermatozoa does not preclude pronucleus formation at intracytoplasmic sperm
injection. Hum Reprod 1998; 13: 1864-1871.

Fraga CG, Motchnik PA, Wyrobek AJ, Rempel DM, Ames BN. Smoking and
low antioxidant levels increase oxidative damage to sperm DNA. Mutat Res
1996; 351: 199-203.

Rhee SG, Chae HZ, Kim K. Peroxiredoxins: a historical overview and
speculative preview of novel mechanisms and emerging concepts in cell
signaling. Free Radic Biol Med 2005; 38: 1543-1552.

Wood ZA, Schroder E, Robin Harris J, Poole LB. Structure, mechanism and
regulation of peroxiredoxins. Trends Biochem Sci 2003; 28: 32-40.

Lee SP, Hwang YS, Kim YJ, Kwon KS, Kim HJ, Kim K, Chae HZ. Cyclophilin
a binds to peroxiredoxins and activates its peroxidase activity. J Biol Chem 2001;
276: 29826-29832.

Manevich Y, Fisher AB. Peroxiredoxin 6, a 1-Cys peroxiredoxin, functions in
antioxidant defense and lung phospholipid metabolism. Free Radic Biol Med
2005; 38: 1422-1432.

Chen JW, Dodia C, Feinstein SI, Jain MK, Fisher AB. 1-Cys peroxiredoxin, a
bifunctional enzyme with glutathione peroxidase and phospholipase A2
activities. J Biol Chem 2000; 275: 28421-28427.

Fisher AB, Dodia C, Manevich Y, Chen JW, Feinstein SI. Phospholipid
hydroperoxides are substrates for non-selenium glutathione peroxidase. J Biol
Chem 1999; 274: 21326-21334.

127



204.

205.

206.

207.

208.

209.

210.

211.

212.

213.

214.

215.

216.

217.

Wang X, Phelan SA, Forsman-Semb K, Taylor EF, Petros C, Brown A, Lerner
CP, Paigen B. Mice with targeted mutation of peroxiredoxin 6 develop normally
but are susceptible to oxidative stress. J Biol Chem 2003; 278: 25179-25190.

Mo Y, Feinstein SI, Manevich Y, Zhang Q, Lu L, Ho YS, Fisher AB. 1-Cys
peroxiredoxin knock-out mice express mRNA but not protein for a highly related
intronless gene. FEBS Lett 2003; 555: 192-198.

Wang Y, Manevich Y, Feinstein SI, Fisher AB. Adenovirus-mediated transfer of
the 1-cys peroxiredoxin gene to mouse lung protects against hyperoxic injury.
Am J Physiol Lung Cell Mol Physiol 2004; 286: L1188-1193.

Leyens G, Knoops B, Donnay I. Expression of peroxiredoxins in bovine oocytes
and embryos produced in vitro. Mol Reprod Dev 2004; 69: 243-251.

Leyens G, Verhaeghe B, Landtmeters M, Marchandise J, Knoops B, Donnay I.
Peroxiredoxin 6 is upregulated in bovine oocytes and cumulus cells during in
vitro maturation: role of intercellular communication. Biol Reprod 2004; 71:
1646-1651.

Moore K, Roberts LJ, 2nd. Measurement of lipid peroxidation. Free Radic Res
1998; 28: 659-671.376.

www.uscnk.com/directory/ Adenosine-kinase %28 ADK%29-2281.htm.

www.epitomics.com/products/product_info/10774/Osteoglycin-antibody-5518-
1.html.

en.wikipedia.org/wiki/ATP_synthase_alpha/beta_subunits.
en.wikipedia.org/wiki/Galectin-1.
en.wikipedia.org/wiki/Vimentin.
en.wikipedia.org/wiki/Desmin.
www.uniprot.org/uniprot/Q66HFS.

en.wikipedia.org/wiki/Eukaryotic_initiation_factor.

128



218.

219.

220.

221.

222.

223.

224.

225.

226.

227.

228.

http://www.antibodies-online.com/antibody/350223/anti-
Charged+Multivesicular+Body+Protein+2 A+CHMP2A+N-Term/.

www.uniprot.org/uniprot/O95050.

Hirota Y, Acar N, Tranguch S, Burnum KE, Xie H, Kodama A, Osuga Y,
Ustunel I, Friedman DB, Caprioli RM, Daikoku T, Dey SK. Uterine FK506-
binding protein 52 (FKBP52)-peroxiredoxin-6 (PRDX6) signaling protects
pregnancy from overt oxidative stress. Proc Natl Acad Sci U S A 2010; 107:
15577-15582.

Galigniana MD, Radanyi C, Renoir JM, Housley PR, Pratt WB. Evidence that
the peptidylprolyl isomerase domain of the hsp90-binding immunophilin
FKBP52 is involved in both dynein interaction and glucocorticoid receptor
movement to the nucleus. J Biol Chem 2001; 276: 14884-14889.

Chambraud B, Belabes H, Fontaine-Lenoir V, Fellous A, Baulieu EE. The
immunophilin FKBP52 specifically binds to tubulin and prevents microtubule
formation. FASEB J 2007; 21: 2787-2797.

Kay JE. Structure-function relationships in the FK506-binding protein (FKBP)
family of peptidylprolyl cis-trans isomerases. Biochem J 1996; 314 ( Pt 2): 361-
385.

Phelan SA. AOP2 (antioxidant protein 2): structure and function of a unique
thiol-specific antioxidant. Antioxid Redox Signal 1999; 1: 571-584.

Dial CA, Dial NA. Effects of paraquat on reproduction and mortality in two
generations of mice. Arch Environ Contam Toxicol 1987; 16: 759-764.

Wang Y, Feinstein SI, Manevich Y, Ho YS, Fisher AB. Lung injury and
mortality with hyperoxia are increased in peroxiredoxin 6 gene-targeted mice.
Free Radic Biol Med 2004; 37: 1736-1743.

Ain R, Dai G, Dunmore JH, Godwin AR, Soares MJ. A prolactin family paralog
regulates reproductive adaptations to a physiological stressor. Proc Natl Acad Sci
U S A 2004; 101: 16543-16548.

Dennery PA. Effects of oxidative stress on embryonic development. Birth
Defects Res C Embryo Today 2007; 81: 155-162.

129



229.

230.

231.

232.

233.

234.

235.

Fischer B, Bavister BD. Oxygen tension in the oviduct and uterus of rhesus
monkeys, hamsters and rabbits. J Reprod Fertil 1993; 99: 673-679.

Nonogaki T, Noda Y, Narimoto K, Umaoka Y, Mori T. Protection from
oxidative stress by thioredoxin and superoxide dismutase of mouse embryos
fertilized in vitro. Hum Reprod 1991; 6: 1305-1310.

Wang X, Falcone T, Attaran M, Goldberg JM, Agarwal A, Sharma RK. Vitamin
C and vitamin E supplementation reduce oxidative stress-induced embryo
toxicity and improve the blastocyst development rate. Fertil Steril 2002; 78:
1272-1277.

Sharma JB, Sharma A, Bahadur A, Vimala N, Satyam A, Mittal S. Oxidative
stress markers and antioxidant levels in normal pregnancy and pre-eclampsia. Int
J Gynaecol Obstet 2006; 94: 23-27.

Giudice LC, Kao LC. Endometriosis. Lancet 2004; 364: 1789-1799.

Augoulea A, Mastorakos G, Lambrinoudaki I, Christodoulakos G, Creatsas G.
The role of the oxidative-stress in the endometriosis-related infertility. Gynecol
Endocrinol 2009; 25: 75-81.

Kao LC, Germeyer A, Tulac S, Lobo S, Yang JP, Taylor RN, Osteen K, Lessey
BA, Giudice LC. Expression profiling of endometrium from women with

endometriosis reveals candidate genes for disease-based implantation failure and
infertility. Endocrinology 2003; 144: 2870-2881.

130



OZGECMIS

Nuray ACAR 1980 yilinda Ankara’da dogdu. Ilkégrenimini 1991 yilinda
Hamdullah Suphi Tanridver ilkokulu’nda, ortadgrenimini 1994 yilinda Cumhuriyet
Lisesi orta kisminda, lise 68renimini 1998 yilinda Ayranci Lisesi Yabanci Dil Agirlikli
Kisim’da tamamladi. Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’ndeki lisans
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KEYWORDS Summary
g::?:;i;f We aimed to investigate the distribution pattern of proliferating cell nuclear antigen

(PCNA) by immunohistochemistry and Western blot in placentas of control and

ﬁgﬁA- diabetic rats at different stages of pregnancy. It is still not clear how proliferation is
Immu’no coordinated and how this coordination is affected by diabetes in the placenta.

Diabetes was induced by streptozocin on the first day of pregnancy. Animals were
sacrificed on days 11, 13, 17 and 21 of pregnancy. In control placentas
immunolabeling intensity of PCNA was the highest on days 11 and 13 of pregnhancy
and decreased with progression of pregnancy. In the diabetic groups immunolabeling
was less intense on days 11 and 13 of pregnancy compared to controls. However, in
parallel with placental weights, PCNA immunopositivity was more intense in diabetic
groups than control groups on days 17 and 21 of pregnancy, and the difference was
statistically significant on day 17. According to Western blot data, on days 11 and 13
of pregnancy the amount of PCNA was greater in control groups than in the diabetics,
whereas it was greater in diabetic groups than the controls on days 17 and 21 of
pregnancy. We conclude that PCNA may play a role in abnormal placenta formation
resulting from diabetes.
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and directs maternal metabolism, ovarian function
and growth and blood supply to the uterus
(Hemberger and Cross, 2001). The rat placenta is
of the hemochorial type (Yan et al., 2005), as is the
human placenta, and is therefore regularly used as
an animal model to study pregnancy-related pro-
blems in humans, such as those associated with
diabetes and hypertension (Vercruysse et al.,
2006).

Maternal diabetes increases the risk of placental
dysfunction and diseases in both the neonate and in
the later life of the offspring. Diabetes mellitus is a
disorder that affects the normal development of
pregnancy and may result in increased spontaneous
abortion, congenital abnormalities and increased
neonatal morbidity and mortality rates. In addition,
diabetic pathology leads to structural and func-
tional disturbances in the placenta that can result
in deleterious consequences to the developing
embryo. Maternal diabetes increases the risk of
neonatal respiratory distress and the development
of cardiovascular anomalies and glucose intoler-
ance during the later life of the offspring (Pustovrh
et al., 2005). Placental enlargement is a common
feature of human diabetic pregnancies.

Although placental development depends on
careful coordination of trophoblast proliferation
and differentiation, little is known about the
mitotic regulators that play key roles in synchroni-
zing these events (Genbacev et al., 2000).

Pregnancy in the streptozocin (STZ)-induced
diabetic rat is also characterized by placentome-
galy and varying degrees of fetal growth retarda-
tion (Robinson et al., 1988). The laboratory rat,
rendered diabetic by STZ, has been widely used as a
model for studying the pathophysiological effects
of maternal diabetes. Fetal growth retardation is a
consistent feature of these diabetic pregnancies.
As such, this rat model closely reflects the early
events in human diabetic pregnancies and may be
useful for studying the etiology of delayed somatic
growth (Canavan and Goldspink, 1988).

Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) is a
marker for the cell cycle. It is an accessory protein
that is necessary for deoxyribonucleic acid (DNA)
synthesis in  mammalian cells (Jonsson and
Hubscher, 1997), whereas lack of this protein
prevents cell division (Bravo and Macdonald-Bravo,
1987). PCNA loads onto DNA through the action of
replication factor C complex and provides a
scaffold for consecutive attachment of various
DNA nucleases, DNA polymerases, DNA ligases and
others, and is involved in DNA replication, recom-
bination and repair (Paunesko et al., 2001). PCNA
also plays a role in DNA repair and control of the
cell cycle (Cayli et al., 2002).

On the basis of the literature, we hypothesized
that the mitotic activity of the rat placenta under
diabetic conditions might show alterations as
pregnancy progresses. In the present study, we
aimed to examine the distribution patterns of PCNA
and to determine the relationship between placen-
tal development and PCNA in normal and diabetic
rat placentas.

Materials and methods
Animals

Sixty-four female and 32 male adult Wistar rats
(Rattus norvegicus) weighing 200-250¢g were used
in the study and none of them had mated
previously. All rats were allowed free access to
standard rat laboratory diet and tapwater and were
maintained on a 12:12h light/dark cycle. Two
females and one male were kept overnight in one
cage. A sperm-positive vaginal smear observed on
the following morning was considered to indicate
successful copulation. The sperm-positive day was
designated as day 0 of pregnancy. Pregnant animals
were caged separately and were randomly assigned
to either the control or diabetic groups. Diabetes
was induced in the appropriate group of rats by a
single injection of STZ on the first day of pregnancy.
Rats in the diabetic-induced group were injected
intraperitoneally with a single dose of 50 mg/kg of
STZ (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA; 63178)
freshly prepared in 0.1 M citrate buffer (pH 4.5).
Animals in the control group received an identical
volume of citrate buffer.

Blood glucose concentrations were measured
48 h after STZ injection to confirm that diabetes
had been induced. Blood samples were obtained
from the tail vein. Animals exhibiting blood glucose
level higher than 200mg/dl (Accu-Chek Active
test strips, Roche Diagnostic GmbH Mannheim,
Germany, 3146332) were considered to be diabetic.
Animals that did not develop diabetes were
excluded from the experiments.

Control and STZ diabetic mothers were anesthe-
tized with ether, sacrificed by cervical dislocation,
and embryos, fetuses and placentas were taken on
days 11, 13, 17 and 21 of gestation. Fetal and
placental weights were recorded. Results are
presented as mean+SEM (standard error of the
mean). The experimental protocols were approved
by the Animal Care and Usage Committee of
Akdeniz University and were in accordance with
the guidelines of the International Association for
the Study of Pain.
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Tissue processing

Placental samples were fixed in Holland’s fixative
consisting of 4% formaldehyde, 5ml glacial acetic
acid, 4g picric acid and 2.5g cupric acetate in
100 ml distilled water. After dehydration in etha-
nol, tissues were cleared in xylene and embedded
in paraffin wax. Subsequently, serial 5-um-thick
sections were cut and mounted on poly-L-lysine-
coated slides (Sigma-Aldrich, St. Louis MO, USA,
P8920).

PCNA immunohistochemistry

The immunohistochemical procedure has been
described elsewhere (Ustunel et al., 2003). Briefly,
sections were deparaffinized in xylene and rehy-
drated through a graded series of ethanol. To
unmask antigens, an antigen retrieval procedure
was performed by treating the samples in 10mM
citrate buffer, pH 6.0, in a microwave oven at
750W for 5min, twice. After cooling for 20 min at
room temperature, the sections were washed in
phosphate buffered saline (PBS; pH 7.4). Endogen-
ous peroxidase activity was blocked by incubation
in methanol containing 3% H,0, for 30min and
sections were then washed with PBS three times.
Afterwards, sections were incubated in a blocking
serum (Ultra UV Block, LabVision Corporation,
Fremont, CA, USA; TA-125UB) for 7min at room
temperature to block non-specific binding. Mouse
monoclonal anti-PCNA antibody (Santa Cruz Bio-
technology, Santa Cruz, CA, USA; sc-56) was
applied at a 1:200 dilution for 1h at room
temperature. Negative controls were performed
by replacing the primary antibody with the appro-
priate non-immune IgG. Sections were rinsed three
times in PBS and incubated with biotinylated
secondary antibody (DAKO, Glostrup, Denmark;
LSAB-2 system HRP K0609-ready to use) and a
peroxidase labeled streptavidin (DAKO, Glostrup,
Denmark; LSAB-2 system HRP K0609-ready to use),
respectively, for 30min, with each of the steps
being followed by three rinses in PBS. Peroxidase
activity was visualized with 3-amino-9-ethylcarba-
zol (AEC) (Lab Vision Corporation, Fremont, CA,
USA; TA-125-HAC) chromogen in large-volume AEC
substrate (Lab Vision Corporation, Fremont, CA,
USA; TA-125 HAS) as one drop chromogen in 1ml
substrate for 4min. All dilutions were performed
using PBS unless otherwise stated. Sections were
counterstained with hematoxylin, dehydrated,
mounted in Kaisers glycerin gelatin (Merck, NJ,
USA; OB514196) and examined by light microscopy.
Tissue sections from different pregnancy days were

evaluated for protein localization and immunola-
beling intensity. All samples were treated with
exactly the same protocol.

H-SCORE and semi-quantitative evaluations

The evaluation of the immunohistochemical
labeling of PCNA in samples from both diabetic
and control groups was performed using H-SCORE
(Celik-Ozenci et al., 2004). Briefly, sections were
evaluated using an Axioplan microscope (Zeiss,
Oberkochen, Germany) with a special ocular scale.
Three randomly selected slides, each of five
different fields (two maternal and three fetal
zones) at 200 x magnification, were evaluated for
immunohistochemical labeling of PCNA. The label-
ing was scored in a semi-quantitative fashion that
included the intensity of specific labeling in
sections. The evaluations were recorded as per-
centages of labeled cells of all types in each of four
intensity categories, denoted as 0 (no labeling),
1+ (weak labeling but detectable above control),
2+ (distinct labeling) and 3+ (intense labeling). For
each tissue, an H-SCORE value was derived by
summing the percentages of cells that were labeled
at each intensity multiplied by the weighted
intensity of the labeling: H-SCORE = > P; (i+1),
where i is the intensity score and P; is the
corresponding percentage of the cells. Two obser-
vers blinded to the experimental groups performed
the H-SCORE evaluations, and the average score
was used. The distribution of immunoreactive cells
in all experimental groups was also determined
semi-quantitatively: 0 = negative; (+) = weak po-
sitive; + = positive; ++ = strong positive; +++ =
very strong positive.

Sodium dodecyl sulfate (SDS) polyacrylamide
gel electrophoresis and Western blotting

Protein extraction and immunoblot analysis were
performed as described previously (Hahn et al.,
2001). Four placenta samples for each group were
weighed and put into a homogenization buffer
supplemented with CompleteR protease inhibitor
cocktail (Boehringer, Mannheim, Germany). After
homogenization, samples were centrifuged at
10,000¢ for 10min. Supernatants were collected
and stored at —70°C.

The protein concentration was determined by
Lowry assay (Lowry et al., 1951), and 50pug of
protein was applied per lane. Samples were
subjected to SDS polyacrylamide gel electrophor-
esis (30% acrylamide in 7.5% gel) at 100V for
approximately 1.5 h and were then transferred onto
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nitrocellulose membranes (Pharmacia, Kirkland,
Quebec, Canada) in a buffer containing 0.2 mol/L
glycine, 25mmol/L Tris and 20% methanol over-
night, at +4°C, under 32V and 65A. The mem-
branes were blocked for 1h with 5% non-fat dry
milk (BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA) and
0.1% Tween 20 (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) in
0.14 mol/L Tris-buffered saline (TBS; pH 7.2-7.4) at
4°C. Membranes were incubated with a 1:750
dilution of mouse monoclonal anti-PCNA antibody
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA;
sc-56), overnight. After the washing steps, the
membranes were further incubated with goat anti-
mouse 1gG horseradish peroxidase conjugate
(BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA; 170-6516),
diluted 1:4000, for 1h at room temperature.

Immunolabeling was visualized by using the
chemiluminescence-based SuperSignal CL HRP Sub-
strate System (Pierce, Rockford, IL, USA) prepared
according to the manufacturer’s instructions,
and the membranes were exposed to Hyperfilm
(Amersham, Bucks, UK; 28906837). Membranes
were also labeled by identical protocol for binding
of a 1:6000 dilution of an anti-mouse f-actin
antibody (Abcam, Cambridge, UK; ab 6276-100) as
an internal control to confirm the equal loading of
the samples. The bands were quantified using NIH
image analysis software (Image J Version 1.36b,
National Institutes of Health, USA).

Statistical analysis

The following comparisons between control and
diabetic groups were performed by Mann-Whitney
rank sum test and Wilcoxon signed-rank test:
embryo and placenta weights, H-SCORE values for
PCNA immunohistochemistry, PCNA Western blot
band values. Mann-Whitney rank sum test compa-
risons were made between control and diabetic
groups samples taken from the same day. Wilcoxon
signed-rank test comparisons were made between
days for the same group, i.e. between control
group day 11 and control group day 13. Values are
presented as mean+SEM. All statistical analyses
were performed using SPSS (statistical package
for the social sciences 10.0 for Windows, Chicago,
IL, USA).

Results
Embryo weights

Embryo weights increased both in control and
diabetic groups with the progression of pregnancy.

Embryo weights of the diabetic group were found to
be lower than those of the control group. Embryo
weights, for control and diabetic groups, respec-
tively (in g), were 0.1744+0.01 and 0.1524-0.01 for
day 11 of pregnancy; 0.384+0.02 and 0.249 +0.02
for day 13 of pregnancy; 0.913+0.02 and
0.679+0.02 for day 17 of pregnancy; 5.138+0.12
and 4.859+0.10 for day 21 of pregnancy. These
decreases were statistically significant on days 13
and 17 of pregnancy (p<0.001) but not on day 11
and 21 of pregnancy (Mann-Whitney rank sum test)
(Figure 1a).

Embryo weight (g)
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Figure 1. Embryo and placenta weights. (a) Embryo
weights in control and diabetic groups. Control group
embryos were heavier than the diabetic group embryos.
The difference was statistically significant on days 13 and
17 (p<0.001). (b) Placental weights in control and
diabetic groups. Diabetic group placentas were heavier
than the control placentas. The differences were
statistically significant. *p<0.001.
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Table 1. Semi-quantitative scoring of PCNA immunolabeling intensities in control and diabetic group rat placenta
zones.
Gestation days Allantois Labyrinth Junctional zone

VEC PEC AVEC AMT LFVEC LT ST Gly.C GC
Control
1 +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ X +++
13 +++ ++ +4++ +++ +++ +++ +++ X +++
17 +++ + ++ + + + ++ (+) ++
21 + (+) (+) (+) (+) (+) ++ 0 +
Diabetic
1 +++ +++ +++ +++ ++ ++ ++ X +++
13 ++ + ++ ++ ++ ++ ++ X +++
17 +++ + ++ ++ ++ ++ +++ (+) ++
21 ++ (+) + + + (+) +++ 0 +++

0 = negative; (+) = weak positive; + = positive; ++ = strong positive; +++ = very strong positive; X = this zone does not exist.

Placenta weights

On days 17 and 21 of pregnancy, the placenta
weights in the diabetic group were greater than the
controls. Placental weights (in g) for control and
diabetic groups, respectively, were 0.389+0.01
and 0.491+4+0.03 for day 17 of pregnancy; and
0.569+0.02 and 0.638+0.01 for day 21 of preg-
nancy. The difference was 26.2% and 12.1%,
respectively, for day 17 and day 21 of pregnancy
and the differences were statistically significant
(Mann-Whitney rank sum test) (Figure 1b).

Immunohistochemical labeling of PCNA

The distribution pattern of PCNA immunolabeling
intensity in control and diabetic group placentas is
summarized in Table 1.

On day 11 of pregnancy, PCNA immunolabeling
was intense in all the placenta zones (allantois,

labyrinth and junctional zone) of the control group
(Figure 2a). PCNA localization was nuclear. On the
same day in the diabetic group, PCNA immunola-
beling intensities decreased compared to the
control group (Figure 2b).

On day 13 of pregnancy, in the control
group, visceral endodermal cells, allantoic vessel
endothelial cells, allantoic mesenchymal tissue,
labyrinth trophoblasts, labyrinth fetal vessel en-
dothelial cells, spongiotrophoblasts and giant
cells revealed very strong PCNA immunolabeling
intensity; parietal endodermal cells were labeled
strongly positive. In the diabetic group, PCNA
immunolabeling intensities decreased compared
to the control group, except for the giant cells
in the junctional zone. Giant cells in the junctional
zone were labeled very strong positive, similar
to the giant cells in the junctional zone of the
control group. The overall general appearance of
immunolabeling in these groups is indicated in
Figure 3a, b.

Figures 2-5. PCNA immunolabeling on day 11 of pregnancy. (a) Very strong positive PCNA immunolabeling intensity was
seen in all zones of day 11 control group rat placenta. Scale bar = 500 um. (b) PCNA immunolabeling intensity was
decreased in all zones in the diabetic group compared to the control group on the same day. ysp: yolk sac placenta,
e: embryo, cp: chorioallantoic placenta, md: mesometrial decidua. Scale bar = 500 um. 3. PCNA immunolabeling on
day 13 of pregnancy. (a) PCNA immunolabeling intensity in control group on day 13 of pregnancy. Overall appearance is
seen. Scale bar = 1.5mm. (b) PCNA immunolabeling intensity was decreased in diabetic group compared to control
group on the same day. Overall appearance is seen e: embryo, cp: chorioallantoic placenta, md: mesometrial decidua.
Scale bar = 350um. 4. PCNA immunolabeling on day 17 of pregnancy. (a) Strong positive PCNA immunolabeling
intensity in spongiotrophoblast of control group placenta on day 17 of preghancy. st: spongiotrophoblast, gly: glycogen
cells. Scale bar = 25 um. (b) PCNA immunolabeling intensity was increased in spongiotrophoblasts (arrows) compared to
the same day control group-very strong positive. Scale bar = 25 um. 5. PCNA immunolabeling on day 21 of pregnancy.
(a) PCNA immunolabeling intensity in control group on day 21 of pregnancy. While strong positive PCNA immunolabeling
intensity continued in spongiotrophoblasts (st), it was positive in giant cells (arrow) and there was no reaction in
glycogen cells (gly). Scale bar = 25 um. (b) Stronger PCNA immunolabeling intensities both in spongiotrophoblasts (st)
and giant cells (arrow) were observed in the diabetic group on day 21 of pregnancy compared to the same day control
group. Scale bar = 25 um.
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On day 17 of pregnancy in the control group,
PCNA immunolabeling intensity decreased in the
allantoic mesenchymal tissue and in giant cells
compared to control groups of days 11 and 13
of pregnancy. Labeling intensity in the visceral
endodermal cells was the same as that of the day
13 control group. Labeling intensity in spongiotro-
phoblasts decreased and there was a weak positive
immunoreactivity in glycogen cells (Figure 4a).
When the same day diabetic group was compared
to the control group it was seen that PCNA
immunolabeling was similar in the visceral endo-
dermal cells and giant cells and increased in the
labyrinth trophoblasts and spongiotrophoblasts
(Figure 4b).

On day 21 of pregnancy in the control group,
PCNA immunolabeling intensity was observed as
strong positive in spongiotrophoblasts, positive in
visceral endodermal cells and giant cells. There
was no PCNA immunoreactivity in glycogen cells,
and all other cell types were labeled weakly
positive (Figure 5a). On the same day, the diabetic
group PCNA immunolabeling intensity increased in
the visceral endodermal cells, allantoic vessel
endothelial cells, allantoic mesenchymal tissue,
spongiotrophoblasts and giant cells (Figure 5b).

The H-SCORE analysis revealed that PCNA im-
munolabeling intensity in the control group pla-
centas was higher than that in the diabetic group
placentas on days 11 and 13 of pregnancy. On day
17 and day 21 of pregnancy, PCNA immunolabeling
intensity was higher in the diabetic group com-
pared to the control group placentas. H-SCORE
values, for control and diabetic groups, respec-
tively, were 24048 and 22549 for day 11 of
pregnancy; 254+4 and 236+1 for day 13 of
pregnancy; 137+1 and 19148 for day 17
of pregnancy; 12542 and 135+2 for day 21 of
pregnancy. These differences were statistically
significant on day 17 (p<0.05).

Wilcoxon signed rank test showed that in the
control group, the decrease in PCNA immunolabel-
ing intensity between day 11 and days 17 and 21;
and between day 13 and days 17 and 21 was
statistically significant (p<0.05). In the diabetic
group, the decrease in PCNA immunolabeling
intensity between day 11 and days 17 and 21,
between day 13 and days 17 and 21, and between
day 17 and day 21 was statistically significant
(p<0.05) (not shown).

Western blot results

On day 11 and 13 of pregnancy, PCNA protein
amounts appeared to be higher in control group

placentas; however, these differences were not
statistically significant (p =0.60 and p =0.42,
respectively). On day 17 and 21 of pregnhancy,
PCNA protein amounts appeared to be higher in the
diabetic group placentas compared to control
group placentas; however, these differences were
not statistically significant (p = 0.31 and p = 0.69,
respectively) (Figure. 6a, b).

Discussion

The placenta, which forms the interface be-
tween the embryo/fetus and the mother, is a
critical determinant of the outcome of pregnancy.
The placenta is the first organ to function during
development (Genbacev et al., 2000). Adequate
placental growth and function are fundamental to
the well-being, growth and development of the
fetus throughout gestation (Waddell et al., 2000).

The altered metabolic environment in maternal
diabetes during pregnancy interferes with normal
fetal development (Padmanabhan and al-Zuhair,
1987). Abnormally elevated glucose levels in
maternal blood, which lead to increased glucose
transport to the embryo, are responsible for the
teratogenic effects of maternal diabetes. Conse-
quently, expression of genes that control essential
developmental processes are disturbed (Loeken,
2005), although the precise molecular mechanisms
underlying malformations still remain unknown
(Reece et al., 2005).

Placental enlargement is a feature of human
diabetic pregnancies. Pregnancy in the STZ-induced
diabetic rat is also characterized by placentome-
galy and varying degrees of fetal growth retarda-
tion (Robinson et al., 1988). Whereas macrosomia
often occurs in infants of diabetic women, growth
retardation is almost a rule in spontaneous and
experimental diabetes in animals. The functional
significance of placentomegaly in the presence of
maternal diabetes in rats and other species is
unclear (Husain et al., 2001), and it is not clear
when the growth inhibition starts or how placental
pathology might affect fetal growth in maternal
diabetes (Padmanabhan and Shafiullah, 2001).
Some researchers hypothesized that hyperglycemia
leads to a relative immaturity of rat placentas by
providing a stimulus for continuous growth and cell
division-delayed maturation (Gewolb et al., 1986).

Caluwaerts et al. (2000) showed that on day 9 of
pregnancy the weight of the decidual swellings in
diabetic rats and the mitotic index in the ectopla-
cental cone were lower compared to controls
(p<0.0001 and p<0.05, respectively). In the study
reported here, we observed that placental weights
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Figure 6. (a) Western blot results of PCNA in control and diabetes-induced group. f-Actin was used as an internal
standard. (b) Quantitative analysis of PCNA Western blot data. The values in the bar graphs were obtained by dividing
the protein intensity value by its corresponding f-actin intensity value. The differences seen in (a) and (b) were not
statistically significant. Abbreviations: C11, C13, C17 and C21 for control group on days 11, 13, 17 and 21 of pregnancy,
respectively; D11, D13, D17 and D21 for diabetic group on parallel days of pregnancy, respectively.

in the diabetic groups were less than in control
groups on days 11 and 13 of pregnancy, while higher
placental weights were recorded on days 17 and 21
of pregnancy, in accordance with Caluwaerts et al.
(2000) as well as some other studies (Padmanabhan
and Shafiullah, 2001; Robinson et al., 1988;
Padmanabhan and al-Zuhair, 1987). Moreover,
although either pregnancy-induced or pre-existing
macrosomia is seen in diabetic pregnancies, Ped-
ersen and Molsted-Pedersen (1979) reported that
there appears to be a subgroup of cases in which
fetal growth is retarded early in pregnancy, leading
to low birth weight and possibly a higher incidence
of congenital malformations. We have also ob-
served low embryo weights in our study as early as
day 11 of rat pregnancy. Furthermore, the embryo
weights in the diabetic groups were lower than that
of the controls on all days examined.

In a study performed by Robinson et al. (1988), it
was demonstrated that on days 14 and 16 of
pregnancy placental weights of animals in the

diabetic group were less than those in the control
group, but the weight of placentas increased after
day 18 of pregnancy. In this study, they also showed
that although in the early stages of pregnancy
placentas of animals in the diabetic group had
lower amounts of protein, RNA (ribonucleic acid),
DNA and cell number were similar to levels seen in
the control group. After day 18 of pregnancy,
placentas had more protein, RNA, DNA and cells
compared to control group placentas. Glycogen
storage increased in the diabetic group placentas
starting from day 16 of pregnancy, but it decreased
slowly with advancing pregnancy in control group
placentas (Robinson et al., 1988). Consistent with
this study, we also observed an increase in
placental weights after day 17 of rat pregnancy,
suggesting that this increase might be due to
increased protein synthesis and cell proliferation
since we have shown a significant increase in PCNA
on this day. Our findings regarding placental weight
and diameter (data not shown) are consistent with
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previous studies. These data indicate that diabetes
may contribute to fetal growth retardation and
placentomegaly starting in the third trimester
in rats.

PCNA, which is a ring-like protein involved in the
major DNA replication and repair machinery of the
cell, is expressed during the last 5% of G1 phase and
the first 35% of S phase of the cell cycle (Takahashi
and Caviness, 1993). Maruo et al. (2001) reported
that PCNA is most abundantly expressed in very
early placenta, and is less abundant in mid-term
placenta and the least abundant in term placenta in
humans. In our study we found that PCNA immuno-
labeling intensity decreased after days 13 and 17 in
normal and diabetic placentas, respectively. On day
17 of pregnancy, PCNA protein intensity/amount
appeared to be higher in the diabetic group than in
the control group as shown by both immunohisto-
chemistry and Western blot analysis. According to
our semi-quantitative evaluations of immunolabel-
ing, this difference may arise from spongiotropho-
blasts. Indeed this cell type was observed to
maintain its very strong immunolabeling intensity
until day 21 of pregnancy. On the contrary, in a
study by Mark et al. (2006) it was emphasized that
during the final third of rat pregnancy the basal
zone exhibits apoptosis and shows little, if any,
growth, whereas the labyrinth zone grows substan-
tially and apoptosis is very low over this period. This
difference might be due to spongiotrophoblasts
being affected much more than the labyrinth
trophoblasts under diabetic conditions.

We observed greater PCNA immunolabeling in-
tensity in diabetic group placentas on days 17 and
21 of pregnancy when compared to the controls.
Likewise, Hinck et al. (2003) reported that when
they cultured Rcho-1 cell line in high glucose
concentration the number of cells were higher.
This suggests that high glucose disrupts the
progression through the endocycle, perhaps by
impairing the cyclin/cyclin-dependent kinase com-
plexes controlling each step of the endocycle. It
was also reported in an ultrastructural study that
giant cells in diabetic rat placenta proliferated to a
greater degree compared to those of control
(Padmanabhan and Shafiullah, 2001).

There are relatively few studies on the role of
mitotic regulators involved in rat placental devel-
opment. In conclusion, small placenta in the early
stages of pregnancy and placentomegaly in later
stages of pregnancy in diabetic rats may occur as a
result of disturbed cell cycle pathways with the
participation of PCNA and other mitotic regulators.
Our study may provide the basis for further studies
to improve our understanding of factors leading to
abnormal placentation; however, more detailed

studies are required to explain the molecular
mechanisms of diabetic placentation.

Acknowledgments

This study is a part of the masters thesis of Nuray
Acar and was supported by a grant from the Akdeniz
University Research Fund (2004.02.0122.001),
Antalya, Turkey. The authors would like to thank
Gamze Tanriover and Yasemin Seval for their
asssistance.

References

Bravo R, Macdonald-Bravo H. Existence of two popula-
tions of cyclin/proliferating cell nuclear antigen
during the cell cycle: association with DNA replication
sites. J Cell Biol 1987;105:1549-54.

Caluwaerts S, Pijnenborg R, Luyten C, Van Assche FA.
Growth characteristics of diabetic rat ectoplacental
cones in vivo and in vitro. Diabetologia 2000;43:
939-45.

Canavan JP, Goldspink DF. Maternal diabetes in rats Il
Effects on fetal growth and protein turnover. Diabetes
1988;37:1671-7.

Cayli S, Ustunel I, Celik-Ozenci C, Korgun ET, Demir R.
Distribution patterns of PCNA and ANP in perinatal
stages of the developing rat heart. Acta Histochem
2002;104:271-7.

Celik-Ozenci C, Akkoyunlu G, Korgun ET, Savas B, Demir
R. Expressions of VEGF and its receptors in rat corpus
luteum during interferon alpha administration in early
and pseudopregnancy. Mol Reprod Dev 2004;67:
414-23.

Genbacev O, McMaster MT, Fisher SJ. A repertoire of cell
cycle regulators whose expression is coordinated with
human cytotrophoblast differentiation. Am J Pathol
2000;157:1337-51.

Gewolb IH, Merdian W, Warshaw JB, Enders AC. Fine
structural abnormalities of the placenta in diabetic
rats. Diabetes 1986;35:1254-61.

Hahn D, Blaschitz A, Korgun ET, Lang |, Desoye G,
Skofitsch G, et al. From maternal glucose to fetal
glycogen: expression of key regulators in the human
placenta. Mol Hum Reprod 2001;7:1173-8.

Hemberger M, Cross JC. Genes governing placental
development. Trends Endocrinol Metab 2001;12:
162-8.

Hinck L, Thissen JP, Pampfer S, Hertog R. Effect of high
concentrations of glucose on differentiation of rat
trophoblast cells in vitro. Diabetologica 2003;46:
276-83.

Husain SM, Frost R, Mughal ZM. Effect of diabetes
mellitus on rat placenta cellularity. Early Hum Dev
2001;60:207-14.

Jonsson ZO, Hubscher U. Proliferating cell nuclear
antigen: more than a clamp for DNA polymerases.
Bioessays 1997;19:967-75.



PCNA in normal and diabetic rat placenta

417

Loeken MR. Current perspectives on the causes of neural
tube defects resulting from diabetic pregnancy. Am J
Med Genet C Semin Med Genet 2005;135:77-87.

Lowry OH, Rosebrough NJ, Farr AL, Randall RJ. Protein
measurement with the Folin phenol reagent. J Biol
Chem 1951;193:265-75.

Mark PJ, Smith JT, Waddell BJ. Placental and fetal growth
retardation following partial progesterone withdrawal
in rat pregnancy. Placenta 2006;27:208-14.

Maruo T, Ishihara N, Samoto T, Murakoshi H, Laoag-
Fernandez JB, Matsuo H. Regulation of human tropho-
blast proliferation and apoptosis during pregnancy.
Early Pregnancy 2001;5:28-9.

Padmanabhan R, al-Zuhair AG. Congenital malformations
and intrauterine growth retardation in streptozotocin
induced diabetes during gestation in the rat. Reprod
Toxicol 1987;1:117-25.

Padmanabhan R, Shafiullah M. Intrauterine growth retarda-
tion in experimental diabetes: possible role of the
placenta. Arch Physiol Biochem 2001;109:260-71.

Paunesko T, Mittal S, Protic M, Oryhon J, Korolev SV,
Joachimiak A, et al. Proliferating cell nuclear antigen
(PCNA): ringmaster of the genome. Int J Radiat Biol
2001;77:1007-21.

Pedersen JF, Molsted-Pedersen L. Early growth retarda-
tion in diabetic pregnancy. Br Med J 1979;1:18-9.
Pustovrh MC, Jawerbaumi A, Capobianca E, White V,
Martinez N, Lopez-Costa JJ, et al. Oxidative stress
promotes the increase of matrix metalloproteinases-2

and -9 activities in the feto-placental unit of diabetic
rats. Free Radic Res 2005;39:1285-93.

Reece EA, Ma XD, Zhao Wu YK, Dhanasekaran D. Aberrant
patterns of cellular communication in diabetes-in-
duced embryopathy in rats: Il, Apoptotic pathways.
Am J Obstet Gynecol 2005;192:967-72.

Robinson J, Canavan JP, el Haj AJ, Goldspink DF. Maternal
diabetes in rats I: Effects on fetal growth and protein
turnover. Diabetes 1988;37:1665-70.

Takahashi T, Caviness VS. PCNA-binding to DNA at the
G1/S transition in proliferating cells of the developing
cerebral wall. J Neurocytol 1993;22:1096-102.

Ustunel I, Cayli S, Guney K, Celik-Ozenci C, Tanrover G,
Sahin Z, et al. Immunohistochemical distribution
patterns of collagen type Il, chondroitin 4-sulfate,
laminin and fibronectin in human nasal septal carti-
lage. Acta Histochem 2003;105:109-14.

Vercruysse L, Caluwaerts S, Luyten C, Pijnenborg R.
Interstitial trophoblast invasion in the decidua and
mesometrial triangle during the last third of preg-
nancy in the rat. Placenta 2006;27:22-33.

Waddell BJ, Hisheh S, Dharmarajan AM, Burton PJ.
Apoptosis in rat placenta is zone-dependent and
stimulated by glucocorticoids. Biol Reprod 2000;63:
1913-7.

Yan YE, Wang H, Feng YH. Alterations of placental
cytochrome P450 1A1 and P-glycoprotein in tobacco-
induced intrauterine growth retardation in rats. Acta
Pharmacol Sin 2005;26:1387-94.



Histol Histopathol (2012) 27: 59-68

http:/www.hh.um.es

EK-2

Histology and
Histopathology

Cellular and Molecular Biology

Cell cycle inhibitor p57 expression in normal and
diabetic rat placentas during some stages of pregnancy

Nuray Acar, Emin Turkay Korgun and Ismail Ustunel

Department of Histology and Embryology, Faculty of Medicine, Akdeniz University, Antalya, Turkey

Summary. Placentomegaly, an abnormal increase in the
size of the placenta, is commonly seen in human diabetic
pregnancies and diabetic animal experimental models.
Proper placental development depends on the
proliferation and differentiation of trophoblasts.
However, our knowledge about the mitotic regulators
that play key roles in synchronizing these events is
limited. p57 is a cyclin-dependent kinase (CDK)
inhibitor acting in the G1/S transition of the cell cycle.
There is no data regarding pS7 expression in either rat or
human diabetic placentas. The purpose of this study was
to investigate p57 expression in control and diabetic rat
placentas at different stages of pregnancy. Diabetes was
induced by streptozotocin on the first day of pregnancy,
and placentas were taken on days 11, 13, 17, and 21 of
pregnancy. Our results showed that on day 11, p57
immunostaining intensity was stronger in control group
placentas compared to the diabetic group. On day 13,
pS7 immunostaining intensity increased in both groups,
but increased more in the diabetic group. On day 17, pS7
immunostaining intensity decreased in both the control
and diabetic groups compared to day 13, yet the intensity
remained higher in control placentas compared to
diabetic placentas. On day 21 of pregnancy, p57
immunostaining intensity increased in the control group
and it decreased from the day 17 level in the diabetic
group. Western blot results showed consistency with
immunohistochemistry results. Our study shows
different expression patterns of p57 between control and
diabetic rat placentas, which indicate p57 may play a
role in abnormal placental formation resulting in
placentomegaly arising from diabetes.
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Introduction

The birth of a healthy infant at term is dependent
upon normal placental development. The placenta is the
first organ to form during mammalian embryogenesis.
Problems in its formation and function underlie many
aspects of pregnancy complications (Matsuura et al.,
2002; Kim et al., 2005).

Several important aspects of human diabetic
pregnancies, such as the increases in the rates of early
embryo loss, spontaneous abortions, malformations,
fetoplacental impairments, and offspring’s diseases in
later life, can be studied using the appropriate animal
models. Models of diabetes have been widely used to
address early embryo developmental defects, placental
abnormalities, fetal maldevelopment, and intrauterine
transmission of metabolic diseases. Since there is no
animal model equal to the human situation, rats have
been mostly studied in chemically-induced type 1
diabetes and pregnancy experimental models. The
administration of drugs like streptozotocin (STZ) and
alloxan to pregnant animals leads to the selective
destruction of pancreatic cells, thus generating a
maternal diabetic state related to type 1 diabetes during
pregnancy.

Both rat and human placentas are hemochorial (Yan
et al., 2005), meaning maternal blood is no longer
contained in blood vessels but is in direct contact with
fetal trophoblasts that also embed fetal capillaries in the
labyrinthine trophoblast zone (Zhang et al, 1998). This
similarity, combined with the short duration of their
pregnancies and their easy maintenance, are advantages
of using rats in diabetes studies. Despite the existence of
developmental and morphological differences in the
placentas of rodents and women, there are many
similarities in the alterations induced by maternal
diabetes in the placenta from diabetic patients and
diabetic experimental models (Kuhn et al., 1990; Desoye
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and Shafrir 1994; Georgiades et al., 2002; Radaelli et al.,
2003; Lappas et al., 2004; Jawerbaum and Gonzalez,
2006).

Placentomegalia is observed in various mild and
severe chemically-induced diabetic experimental models
(Diamant et al., 1982; Eriksson et al., 1989; Capobianco
et al., 2005; Suwaki et al., 2007; Acar et al., 2008).
Structural, functional, and developmental abnormalities
are found in the placentas of streptozotocin induced
diabetic rodents (Barash et al., 1985; Padmanabhan and
al-Zuhair 1990; Caluwaerts et al., 2000). Moreover,
array studies have shown an aberrant gene expression
pattern in placentas from streptozotocin-induced diabetic
mice (Yu et al., 2008). Increased amounts of lipids,
glycogen, and DNA characterize the placentas from
streptozotocin-induced diabetic rodents (Diamant et al.,
1982; Shafrir and Barash, 1987). Glucose transfer
through the placenta increases linearly with maternal
glucose in streptozotocin-induced diabetic rats (Herrera
et al., 1985). Some of these changes mirror the changes
seen in human diabetic placentas, indicating that this is a
reasonable model for the exploration of human diabetic
pregnancy.

Proper development of an organism requires an
integration of cell cycle exit and differentiation
pathways. Proliferation is positively regulated by cyclin-
dependent kinases (CDKs) (Zhang et al., 1998). Cell
cycle arrest and activation of differentiation processes
require inhibition of CDKs by CDK inhibitors (CKIs)
(Rao et al., 1994; Skapek et al., 1995, 1996). p57 is a
CDK inhibitor that has the ability to bind with a variety
of cyclin-CDK complexes and to inhibit their kinase
activities. Based on their sequence homology and
specificity of action, CKIs are divided into two distinct
families: INK4 and Cip/Kip (Sherr et al., 1999). INK4
family members include p15, p16, p18, and p19, and
specifically inhibit the activity of CDK4 and CDKG®6.
Cip/Kip members include p21, p27, and p57 (el-Deiry et
al., 1993; Gu et al., 1993; Harper et al., 1993; Polyak et
al., 1994; Toyoshima and Hunter, 1994; Lee et al.,
1995). This family causes cells to arrest in the G1 phase.
Even though p21 and p27 are widely expressed, pS7 is
expressed in a tissue-specific manner (Lee et al., 1995;
Matsuoka et al., 1995). p57 inhibits cyclin A- and E-
associated CDKs and therefore regulates the G1/S
transition and the completion of S phase (Lee et al.,
1995), and is primarily expressed in terminally
differentiated cells (Yan et al., 1997). Recently, p57 was
identified among the paternally imprinted (maternally
expressed) genes in humans and mice (Matuoka et al.,
1996). p57 has a restricted tissue distribution with high
levels of expression in human placentas, suggesting that
it has a specialized function in cell cycle control during
implantation and placental development (Lee et al.,
1995; Chilosi et al., 1997, 1998).

p57 deficient mice displayed organomegaly and
abdominal wall defects (Zhang et al., 1997), increased
apoptosis and delayed differentiation during mouse
development (Yan et al., 1997), immaturity of some

tissues, and severe growth retardation (Takahashi et al.,
2000a). In a study done by Takahashi et al. (2000b),
placentas of p577" mouse embryos showed hyperplasia
involving both labyrinthine trophoblasts and
spongiotrophoblasts. p5S7 may function in the proper
development of labyrinthine and spongio-trophoblasts
by pathways that are not involved with the regulation of
CDK activities.

Developmental defects in the placenta were
observed in another study regarding p27 and p57
knockout mice. Since the labyrinthine trophoblast zone
was less vascularized and contained more trophoblasts
compared with that in wild-type mice, it was suggested
that the absence of these CDK inhibitors might alter the
differentiation of trophoblasts in the labyrinthine zone,
allowing them to proliferate inappropriately (Zhang et
al., 1998). p57 expression is markedly reduced in
patients with malignant trophoblastic neoplasms, which
can result in spontaneous abortions and preterm
deliveries (Chilosi et al., 1998), and deficiency in p57
expression induced preeclampsia-like symptoms in mice
(Kanayama et al., 2002).

Recent studies suggest that Cip/Kip proteins play
additional roles outside of the nucleus (Coqueret, 2003).
p57 modulates subcellular localization of LIMK, a
serine/threonine kinase involved in the regulation of
actin filaments (Yokoo et al., 2003). Although placental
development depends on careful coordination of
trophoblast proliferation and differentiation, little is
known about the mitotic regulators that play key roles in
synchronizing these events (Genbacev et al., 2000).

Since we observed different expression patterns of
the cell cycle protein proliferating cell nuclear antigen
(PCNA) in diabetic rat placentas compared to control rat
placentas, we hypothesized that the mitotic activity of
the rat placenta under diabetic conditions might show
alterations during pregnancy. This study was to
investigate the expression of CDK inhibitor pS7 during
the growth and differentiation of normal and diabetic rat
placentas.

Materials and methods
Animals

Sixty-four female and 32 male adult Wistar rats
(Rattus norvegicus) weighing 200-250 g were used in
the study and none of them had mated previously. All
rats were allowed free access to a standard rat laboratory
diet and tapwater and were maintained on a 12:12 h
light/dark cycle. Two females and one male were kept
overnight in one cage. A sperm-positive vaginal smear
observed on the following morning was considered to
indicate successful copulation. The sperm-positive day
was designated as day O of pregnancy. Pregnant animals
were caged separately and were randomly assigned to
either the control or diabetic groups. Diabetes was
induced in the appropriate group of rats by a single
injection of STZ on the first day of pregnancy. Rats in
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the diabetic-induced group were injected
intraperitoneally with a single dose of 50 mg/kg of STZ
(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA; 63178)
freshly prepared in 0.1M citrate buffer (pH 4.5). Animals
in the control group received an identical volume of
citrate buffer.

Blood glucose concentrations were measured 48 h
after STZ injection to confirm that diabetes had been
induced. Blood samples were obtained from the tail vein.
Animals exhibiting blood glucose levels higher than 200
mg/dl (Accu-Chek Active test strips, Roche Diagnostic
GmbH Mannheim, Germany, 3146332) were considered
to be diabetic. Animals that did not develop diabetes
were excluded from the experiments.

Control and STZ diabetic mothers were anesthetized
with ether, sacrificed by cervical dislocation, and
embryos, fetuses, and placentas were taken on days 11,
13, 17, and 21 of gestation. Fetal and placental weights
were recorded (Acar et al., 2008). The experimental
protocols were approved by the Animal Care and Usage
Committee of Akdeniz University and were in
accordance with the guidelines of the International
Association for the Study of Pain.

Tissue processing

Placental samples were fixed in Holland’s fixative
consisting of 4% formaldehyde, Sml glacial acetic acid,
4 g picric acid, and 2.5 g cupric acetate in 100 ml
distilled water. After dehydration in ethanol, tissues were
cleared in xylene and embedded in paraffin wax.
Subsequently, serial 5-mm-thick sections were cut and
mounted on poly-L-lysine coated slides (Sigma-Aldrich,
St. Louis MO, USA, P8920).

p57 immunohistochemistry

The immunohistochemical procedure has been
described elsewhere (Acar et al., 2008). Briefly, sections
were deparaffinized in xylene and rehydrated through a
graded series of ethanol. To unmask antigens, an antigen
retrieval procedure was performed by treating the
samples in 10 mM citrate buffer, pH 6.0, in a microwave
oven at 750W for 5 min, twice. After cooling for 20 min
at room temperature, the sections were washed in
phosphate buffered saline (PBS; pH 7.4). Endogenous
peroxidase activity was blocked by incubation in
methanol containing 3% H202 for 30 min and sections
were then washed with PBS three times. Afterwards,
sections were incubated in a blocking serum (Ultra UV
Block, LabVision Corporation, Fremont, CA, USA; TA-
125UB) for 7 min at room temperature to block non-
specific binding. Rabbit polyclonal anti-p57 antibody
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA; sc-
8298) was applied at a 1:200 dilution for 1 h at room
temperature. Negative controls were performed by
replacing the primary antibody with rabbit serum.
Sections were rinsed three times in PBS and incubated

with biotinylated secondary antibody (DAKO, Glostrup,
Denmark; LSAB-2 system HRP K0609-ready to use)
and a peroxidase labeled streptavidin (DAKO, Glostrup,
Denmark; LSAB-2 system HRP K0609-ready to use),
respectively, for 30 min, with each of the steps being
followed by three rinses in PBS. Peroxidase activity was
visualized with 3-amino-9-ethylcarbazol (AEC) (Lab
Vision Corporation, Fremont, CA, USA; TA-125-HAC)
chromogen in large-volume AEC substrate (Lab Vision
Corporation, Fremont, CA, USA; TA-125 HAS) as one
drop chromogen in 1ml substrate for 4 min. All dilutions
were performed using PBS unless otherwise stated.
Sections were counterstained with hematoxylin,
dehydrated, mounted in Kaiser’s glycerin gelatin
(Merck, NJ, USA; OB514196), and examined by light
microscopy. Tissue sections from different pregnancy
days were evaluated for protein localization and
immunolabeling intensity. All samples were treated with
exactly the same protocol.

H-SCORE and semi-quantitative evaluations

The evaluation of the immunohistochemical labeling
of p57 in samples from both diabetic and control groups
was performed using H-SCORE (Celik-Ozenci et al.,
2004). Briefly, sections were evaluated using an
Axioplan microscope (Zeiss, Oberkochen, Germany)
with a special ocular scale. Three randomly selected
slides, each of five different fields (two maternal and
three fetal zones) at 200X magnification, were evaluated
for immunohistochemical labeling of p57. The
evaluations were recorded as percentages of labeled cells
of all types in each of four intensity categories, denoted
as 0 (no labeling), 1+ (weak labeling but detectable
above control), 2+ (distinct labeling), and 3+ (intense
labeling). For each tissue, an H-SCORE value was
derived by summing the percentages of cells that were
labeled at each intensity multiplied by the weighted
intensity of the labeling: H-SCORE=X Pi (i+1), where i
is the intensity score and Pi is the corresponding
percentage of the cells. Two observers blind to the
experimental groups performed the H-SCORE
evaluations, and the average score was used. The
distribution of immunoreactive cells in all experimental
groups was also determined semi-quantitatively:
O=negative; (+)=weak positive; +=positive; ++=strong
positive; +++=very strong positive.

Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis and Western blotting

Protein extraction and immunoblot analysis were
performed as described previously (Hahn et al., 2001).
Four placenta samples for each group were weighed and
put into a homogenization buffer supplemented with
CompleteR protease inhibitor cocktail (Boehringer,
Mannheim, Germany). After homogenization, samples
were centrifuged at 10,000g for 10 min. Supernatants
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were collected and stored at -70°C.

The protein concentration was determined by Lowry
assay (Lowry et al., 1951), and 50 ug of protein was
applied per lane. Samples were subjected to SDS
polyacrylamide gel electrophoresis (30% acrylamide in
12% gel) at 100 V for approximately 1.5 h and were then
transferred onto nitrocellulose membranes (Pharmacia,
Kirkland, Quebec, Canada) in a buffer containing 0.2
mol/L glycine, 25 mmol/L Tris, and 20% methanol
overnight, at 4°C, under 32 V and 65 A. The membranes
were blocked for 1 h with 5% non-fat dry milk (BioRad
Laboratories, Hercules, CA, USA) and 0.1% Tween 20
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) in 0.14 mol/L
Tris-buffered saline (TBS; pH 7.2-7.4) at 4°C.
Membranes were incubated with a 1:200 dilution of
rabbit polyclonal anti-p57 antibody (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA; sc-8298),
overnight. After the washing steps, the membranes were
further incubated with goat anti-rabbit IgG horseradish
peroxidase conjugate (BioRad Laboratories, Hercules,
CA, USA; 170-6515), diluted to 1:2500, for 1 h at room
temperature.

Immunolabeling was visualized by using the
chemiluminescence-based SuperSignal CL HRP
Substrate System (Pierce, Rockford, IL, USA), prepared
according to the manufacturer’s instructions, and the
membranes were exposed to Hyperfilm (Amersham,
Bucks, UK; 28906837). Membranes were also labeled
by an identical protocol for binding of a 1:5000 dilution
of an anti-mouse B-actin antibody (Abcam, Cambridge,
UK; ab 6276-100) as an internal control to confirm equal
loading of the samples. After the washing steps, the
membranes were further incubated with goat anti-mouse
IgG horseradish peroxidase conjugate (BioRad
Laboratories, Hercules, CA, USA; 170-6516), diluted to
1:5000, for 1 h at room temperature. The bands were
quantified using NIH image analysis software (Image J
Version 1.36b, National Institutes of Health, USA).

Statistical analysis

The following comparisons between control and
diabetic groups were performed by a Mann—Whitney
rank sum test and Wilcoxon signed-rank test: H-SCORE
values for p57 immunohistochemistry and p57 Western
blot band values. Mann—Whitney rank sum test
comparisons were made between control and diabetic
group samples taken from the same day. Wilcoxon
signed-rank test comparisons were made between days
for the same group, i.e. between control group day 11
and control group day 13. Values are presented as mean
+ SEM. All statistical analyses were performed using
SPSS (Statistical Package for the Social Sciences 10.0
for Windows, Chicago, IL, USA).

Results
Immunohistochemical staining of p57

The distribution pattern of p57 immunolabeling
intensity in control and diabetic group placentas is
summarized in Table 1.

pS7 immunostainings were in nuclei in both control
and diabetic placentas. On day 11 of pregnancy, p57
immunolabeling was seen in a few cell types in the
placenta of the control group. Most of the positive cells
were labyrinthine trophoblasts, labyrinthine fetal vessel
endothelial cells, and spongiotrophoblasts. A few giant
cells showed strong positive immunopositivity. In Figure
la positive labyrinthine trophoblasts and strong positive
labyrinthine fetal vessel endothelial cells are seen. On
the same day in the diabetic group the positive stainings
for cell types and region were similar to the control
group; however, the staining intensity of the pS7 positive
cells was less in the labyrinthine trophoblast zone when
compared to control group. Weak positive labyrinthine
trophoblasts and labyrinthine fetal vessel endothelial

Table 1. Semi-quantitative scoring of p57 immunostaining intensities in control and diabetic group rat placenta zones.

Allantois Labyrinth Junctional zone

Gestation days VEC PEC AVEC AMT LFVEC LT ST Gly. C GC
Control

11 0 0 0 0 ++ + + X ++

13 0 0 0 0 ++ ++ ++ X +++

17 ++ (+) + 0 + ++ + + ++

21 (+) 0 +++ 0 +++ +++ +++ X +++
Diabetic

11 0 0 0 0 (+) (+) + X ++

13 + 0 (+) 0 +++ +++ +++ X +++

17 + + + 0 (+) + (+) (+) ++

21 0 0 ++ 0 ++ ++ ++ 0 +++

0: negative; (+): weak positive; +: positive; ++: strong positive; +++: very strong positive; x: this zone doesn't exist; AMT: allantoic mesenchymal tissue;
AVEC: allantoic vessel endothelial cell; CDK: cyclin-dependent kinase; CKI: cyclin-dependent kinase (CDK) inhibitor; GC: giant cell; Gly C: glycogen
cell; LFVEC: labyrinthine fetal vessel endothelial cell; LT: labyrinthine trophoblast; PCNA: proliferating cell nuclear antigen; PEC: parietal endoderm

cell; ST: spongiotrophoblast; VEC: visceral endoderm cell.
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Fig. 1. p57 immunolabeling
on day 11 of pregnancy. a.
Positive p57 immunolabeling
in labyrinthine trophoblasts
(arrows) and strong positive
p57 immunolabeling in
labyrinthine fetal vessel
endothelial cells (arrow
heads) on day 11 control
group rat placenta. b. p57
immunolabeling intensity was
weak positive in labyrinthine
trophoblasts (arrows) and
labyrinthine fetal vessel
endothelial cells (arrow
heads) in the diabetic group,
which is less than the same
day control group. Scale bar:
50 pym.

Fig. 2. p57 immunolabeling
on day 13 of pregnancy. a.
Strong positive p57 immuno-
labeling in
spongiotrophoblasts (arrows)
on day 13 control group rat
placenta. b. p57
immunolabeling intensity was
greater (very strong positive)
in diabetic group
spongiotrophoblasts (arrows)
compared to the control group
on the same day. st:
spongiotrophoblast. Scale
bar: 50 ym.

Fig. 3. p57 immunolabeling
on day 17 of pregnancy. a.
p57 immunolabeling intensity
was positive in
spongiotrophoblasts (arrows)
in control group placentas on
day 17 of pregnancy. b. p57
immunolabeling intensity was
less (weak positive) in
diabetic group
spongiotrophoblasts (arrows)
compared to the same day
control group. st:
spongiotrophoblast. Scale
bar: 50 ym.

Fig. 4. p57 immunolabeling
on day 21 of pregnancy. a.
p57 immunolabeling intensity
in the control group on day 21
of pregnancy. Very strong
positive p57 immunolabeling
intensity in labyrinthine
trophoblasts (arrows) and
labyrinthine fetal vessel
endothelial cells (arrow
heads). b. Weaker (strong
positive) p57 immunolabeling
intensities were observed in
both the labyrinthine
trophoblasts (arrows) and
labyrinthine fetal vessel
endothelial cells (arrow heads) in the diabetic group on day 21 of pregnancy compared to the same day control group. Scale bar: 50 ym.
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cells are seen in Figure 1b.

On day 13 of pregnancy, in both the control and
diabetic groups, p57 immunostaining intensity was
stronger compared to control and diabetic groups on day
11 of pregnancy. Positively stained cells were mostly
labyrinthine trophoblasts, spongiotrophoblasts, and giant
cells. Immunoreactivity was strong positive in
spongiotrophoblasts (Fig. 2a). In diabetic group
placentas p57 immunostaining was more intense
compared to the control group. Spongiotrophoblasts
were very strong positive (Fig. 2b).

On day 17 of pregnancy p57 immunostaining
intensity decreased both in control and diabetic group
placentas compared to day 13 of pregnancy.
Immunostaining intensity was positive in allantoic vessel
endothelial cells, labyrinthine fetal vessel endothelial
cells, glycogen cells, and spongiotrophoblasts. Positive
pS7 immunostaining is seen in spongiotrophoblasts in
Figure 3a. On the same day diabetic group placentas
exhibited weaker immunoreactivity in almost every
stained cell compared to the control group.
Immunoreactivity in spongiotrophoblasts in the diabetic
group was less than the control group’s weak positive
reactivity (Fig. 3b).

On day 21 of pregnancy the control group’s p57
positive cell number and staining intensity was greater in
all zones of the placenta than on days 11, 13, and 17 in
the control and diabetic groups’ placentas. Very strong
positive p57 immunostaining is seen in labyrinthine
trophoblasts and labyrinthine fetal vessel endothelial
cells in control group placentas (Fig. 4a). On the other
hand, on day 21 the diabetic group’s p57 positive cell
number and immunostaining intensity was less than the
day 21 control group. Strong positive immunostaining is
seen in labyrinthine trophoblasts and labyrinthine fetal
vessel endothelial cells in diabetic group placentas (Fig.
4b).

H-SCORE analysis revealed that immunolabeling
intensity in the control group placentas was higher than
that in the diabetic group placentas on days 11, 17, and
21 of pregnancy. On day 13 of pregnancy p57
immunolabeling intensity was higher in the diabetic
group compared to the control group placentas. All
stained cell numbers and immunolabeling intensity in
the control group on day 21 of pregnancy was greater
when compared to the control and diabetic groups on

Table 2. H-SCORE values of p57 immunostaining in control and
diabetic group rat placentas on days 11, 13, 17, and 21 of pregnancy.

Gestation Days CONTROL DIABETIC
H-SCORE VALUES
11 104,455+2,201 66,545+3,627
13 113,909+3,204 121,545+8,218
17 90,818+6,923 71,364+7,148
21 131,273+9,135 73,545+6,338

pregnancy days 11, 13, and 17. H-SCORE values for
control and diabetic groups are shown in Table 2. The
differences between control and diabetic groups were
statistically significant on days 11 and 21.

A Wilcoxon signed rank test showed that in the
control group the changes in p57 immunolabeling
intensity was statistically significant (p<0.05) between:
day 11 and days 13 and 21; day 13 and day 17; and, day
17 and day 21. In the diabetic group, the changes in p57
immunolabeling intensity was statistically significant
(p<0.05) between: day 11 and day 13; and, between day
13 and days 17 and 21 (not shown).

Western blot results

Consistent with p57 immunohistochemistry H-
SCORE results, p57 protein amounts on days 11, 17, and
21 of pregnancy were higher in control group placentas;
these differences were statistically significant on days 11
and 21 (p=0.029, p<0.001 respectively) but not on day
17 (p=1). On day 13 of pregnancy the p57 protein
amount appeared to be higher in diabetic group placentas
compared to control group placentas; this difference was
statistically significant (p=0.017) (Fig. 5a, b).
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Fig. 5. a. Western blot results of p57 in control and diabetes-induced
groups. B-actin was used as an internal standard. b. Quantitative
analysis of p57 Western blot data. The values in the bar graphs were
obtained by dividing the protein intensity value by its corresponding B-
actin intensity value. The differences seen between groups on days 11,
13, and 21 were statistically significant. Abbreviations: C11, C13, C17,
and C21 for the control group on days 11, 13, 17, and 21 of pregnancy,
respectively; D11, D13, D17, and D21 for the diabetic group on parallel
days of pregnancy, respectively.
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Discussion

Proper development of the placenta is dependent on
the formation of trophoblasts. Trophoblast proliferation
is tightly controlled, because it is important for normal
proliferation, differentiation, and function of the
decidual trophoblastic unit, which are necessary for
successful implantation. Therefore, there must be a
balance between the positive cell cycle factors and the
negative cell cycle inhibitors (Zhang et al., 1997).

The altered metabolic environment in maternal
diabetes during pregnancy interferes with normal fetal
development (Padmanabhan and al-Zuhair, 1987).
Abnormally elevated glucose levels in maternal blood,
which lead to increased glucose transport to the embryo,
are responsible for the teratogenic effects of maternal
diabetes. Consequently, the expression of genes that
control essential developmental processes is disturbed
(Loeken, 2005). Deregulation of the cell cycle can cause
uncontrolled cell division, resulting in the development
or progression of trophoblastic disease. Since p57 is a
cell cycle inhibitor and tumor suppressor, lack of p57
activity can lead to a loss of cell cycle control and
hyperproliferation (Zhang et al., 1997).

STZ-induced diabetic rats are characterized by
placentomegaly and varying degrees of fetal growth
retardation (Robinson et al., 1988; Acar et al., 2008).
Placental enlargement is also a feature of human diabetic
pregnancies. Whereas macrosomia often occurs in
infants of diabetic women, growth retardation is almost a
rule in spontaneous and experimental diabetes in
animals. The functional significance of placentomegaly
in the presence of maternal diabetes in rats and other
species is unclear (Husain et al., 2001), and it is not clear
when the growth inhibition starts or how placental
pathology might affect fetal growth in maternal diabetes
(Padmanabhan and Shafiullah, 2001). Some researchers
hypothesize that hyperglycemia leads to a relative
immaturity of rat placentas by providing a stimulus for
continuous growth and cell division-delayed maturation
(Gewolb et al., 1986).

Takahashi et al. (2000b) reported that both p57/ and
p57*- mice had heavier placentas compared to wild type
mice but detected no difference in the body weights of
embryos between the genotypes. Histopathologic
analysis of placentas from homozygote knock-out mice
showed that labyrinthine- and spongio-trophoblasts had
prominent proliferation, resulting in thickened placentas
and narrowed interlabyrinthine trophoblast spaces.
Fibrin deposition of the intervillous space was also
observed. There were no statistically significant
increases in glycogen or giant cells in the knock-out
group.

To elucidate the mechanism underlying trophoblastic
hyperplasia seen in the placentas of mice lacking p57
expression, Matsuura et al. (2002) studied the expression
of vascular endothelial growth factor (VEGF), and they
showed higher VEGF mRNA and protein levels in
knock-out placentas compared to wild-type placentas.

They concluded that VEGF is involved in the
hyperplasia that occurs in placentas of p57 null embryos.

In another study, Zhang et al. (1998) conducted
histopathological observations on p27”/p57*~ mice. In
placentas derived from p57*™ single or p277 p57+™
double mutants, the labyrinthine trophoblast zone was
less vascularized and contained more trophoblasts than
those from wildtype or p27-~ mice. The diameter of most
mutant fetal capillaries was reduced to the size of a
single fetal red blood cell, leading to the appearance of
less vascularization. They suspected that the absence of
these CKIs might alter the differentiation of trophoblasts
in the labyrinthine trophoblast zone, allowing them to
proliferate inappropriately.

Knox and Baker (2007) showed the localization of
pS7 in wild-type mouse placenta on embryonic days 10
(e10) and 17 (e17) with the in situ hybridization method.
At el0, there was staining of the labyrinthine- and
spongio-trophoblast layers, as well as the overlying
trophoblast giant cells. At el7, there was intense staining
in the labyrinthine trophoblast, as well as in clusters of
cells within the spongiotrophoblast layer (Knox and
Baker, 2007). We also observed p57 expression in the
labyrinthine trophoblast, spongiotrophoblast, and giant
cell layers on day 11 of pregnancy. Similarly, on day 17
of pregnancy there was p57 immunoreactivity in both
the labyrinthine- and spongio-trophoblasts.

Kim et al. (2005) studied the expressions of p27 and
p57 in mouse placenta on days 12, 14, and 16 of
pregnancy. They reported the immunolocalization of p57
in both the nucleus and cytoplasm of decidua, spongio-
and labyrinthine-trophoblast cells. According to their
Western blot results, p57 expression increased from day
12 to day 14 and then decreased on days 16 and 18.
They concluded that p27 may play a role in the late
period of mouse placental development and p57 may
play a role in the middle period of mouse placental
development. Consistent with this study, we observed an
increase in p57 protein amounts from day 11 to day 13
of pregnancy. Then there was a decrease on day 17;
afterwards, p57 expression increased in the control
group on day 21 of pregnancy.

Pedersen and Molsted-Pedersen (1979) noted that in
diabetic pregnancies fetal growth is retarded early in
pregnancy, leading to low birth weight and possibly a
higher incidence of congenital malformations. In our
previous study (Acar et al., 2008), embryo weights in
diabetic groups on all studied days (days 11, 13, 17, and
21 of pregnancy) were lower than that of the control
group embryos on all days examined (not represented
here). We also showed that placental weights in the
diabetic groups were less than in control groups on days
11 and 13 of pregnancy, while higher placental weights
were recorded on days 17 and 21 of pregnancy; these
results were consistent with previous studies
(Padmanabhan and al-Zuhair, 1987; Robinson et al.,
1988; Caluwaerts et al., 2000; Padmanabhan and
Shafiullah, 2001). There was an increase in placental
weights after day 17 of rat pregnancy, suggesting that
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this increase might be due to increased protein synthesis
and cell proliferation (Acar et al., 2008). These studies
indicate that diabetes may contribute to fetal growth
retardation and placentomegaly starting in the last third
of pregnancy in rats. Robinson et al. (1988), reported
that on days 14 and 16 of pregnancy placental weights of
animals in the diabetic group were less than those in the
control group, but the weight of placentas increased after
day 18 of pregnancy. In this study, they also showed that
in the early stages of pregnancy placentas of animals in
the diabetic group had levels of protein, RNA, DNA, and
cell numbers that were similar to levels seen in the
control group. But after day 18 of pregnancy, diabetic
placentas had more protein, RNA, DNA, and cells
compared to control group placentas. Glycogen storage
increased in the diabetic group placentas starting from
day 16 of pregnancy, but decreased slowly with
advancing pregnancy in control group placentas.

We showed abnormal expression patterns of PCNA
in diabetic rat placenta in our previous study (Acar et al.,
2008). On days 11 and 13 of pregnancy, PCNA protein
amounts were higher in control group placentas;
however, these differences were not statistically
significant. We also observed greater PCNA
immunolabeling intensity in diabetic group placentas on
days 17 and 21 of pregnancy when compared to the
controls, with no statistically significant difference. We
had suggested that higher PCNA protein intensity/
amounts in diabetic groups on days 17 and 21 of
pregnancy may arise from spongiotrophoblasts, because
this cell type was observed to maintain its very strong
immunolabeling intensity until day 21 of pregnancy.
This is contradictory to the report of Mark et al. (2006).
They emphasized that during the final third of rat
pregnancy the basal zone exhibits apoptosis and shows
little, if any, growth, whereas the labyrinthine
trophoblast zone grows substantially and apoptosis is
very low over this period. It is possible that
spongiotrophoblasts are affected much more than the
labyrinthine trophoblasts under diabetic conditions.

Trophoblast cells at the periphery of the placenta
undergo terminal differentiation to form polyploid giant
cells in rodents. The formation of the terminally
differentiated outer layer of trophoblast cells is critical
for implantation and for the establishment of
connections between the placenta and the maternal
vasculature. According to our study, p57 expression was
strong/very strong positive in all studied pregnancy days
in control group placentas. However expression was
lower in diabetic group placentas compared to control
group placentas. The less differentiated giant cells in
diabetic group placentas may not be able to invade the
endometrium deeply enough at the beginning of
implantation.

Cell proliferation is internally regulated by a balance
of cell cycle activator proteins and cell cycle inhibitor
proteins. As most cells differentiate during development,
they begin to express CDK inhibitors to arrest cell cycle
progression. Genbacev et al. (2000) showed that the

percentage of cytotrophoblasts that expressed cell cycle
inhibitors correlated positively with increased
gestational age in human placentas; they speculated that
this population was composed of differentiating
cytotrophoblasts.

Goffin et al. (2003) examined the localization of p57
in first trimester human placentas. According to their
immunohistochemistry results, there was no reaction in
syncytium, villous cytotrophoblasts, and proliferative
extravillous cytotrophoblasts, but they found reaction in
invasive extravillous cytotrophoblasts. Korgun et al.
(2006) investigated the immunolocalization of some cell
cycle markers in first trimester human placentas, and
p57 was shown to localize predominantly in villous and
extravillous cytotrophoblasts. They commented that p57
expression in extravillous cytotrophoblasts, which
invade the decidua deeply, inhibit cell cycle progression
and allow the cells to differentiate and change their
phenotype, accounting for the loss of mitogenic potential
of these cells.

p57 may be important as a tumour supressor during
pregnancy (Takahashi et al., 2000b). It has been shown
that p57 expression is markedly reduced in patients with
malignant trophoblastic neoplasms which can result in
spontaneous abortions and preterm deliveries (Chilosi et
al., 1998). Fukunaga et al. (2002, 2004) reported p57 to
be at high frequency in normal placentas, but absent or
at low frequency in diploid and tetraploid complete
hydatidiforms. Currently, there have not been any
studies examining p57 expression in diabetic human
placentas. However, because we observed abnormal
expression of p57 in our streptozotocin-induced diabetic
model, and because many alterations in these types of
experimental models are similar to those found in human
diabetic placentas (Jawerbaum and White, 2010), our
work could point to an area that deserves to be explored
in human tissue samples.

In brief, we observed an abnormal expression pattern
of PCNA and p57 in our previous and current study,
respectively, concerning diabetic rat placentas. Since pS7
controls the cell cycle exit and is expressed less in
diabetic placentas on days 17 and 21 of pregnancy,
diabetic placentas may continue to proliferate on these
days. Less pS7 expression in diabetic placentas on days
17 and 21 of pregnancy compared to control placentas
may explain the reason why diabetic placentas are
heavier and bigger.

In conclusion, small placentas in the early stages of
pregnancy and placentomegaly in later stages of
pregnancy in diabetic rats may occur as a result of
disturbed cell cycle pathways with the participation of
p57 and other mitotic regulators, like PCNA, as we
previously showed. There are relatively few studies on
the role of mitotic regulators involved in rat placental
development. Our research may provide the basis for
further investigations to improve our understanding of
factors leading to abnormal placentation; however, more
detailed studies are required to explain the molecular
mechanisms of diabetic placentation.
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Immunophilin FK506-binding protein 52 (FKBP52) is a cochaperone that
binds to the progesterone receptor (PR) to optimize progesterone (P,)-
PR signaling. We recently showed that Fkbp52-deficient (Fkbp52~'")
mice have reduced uterine PR responsiveness and implantation failure
which is rescued by excess P, supplementation in a genetic back-
ground-dependent manner. This finding led us to hypothesize that
FKBP52 has functions in addition to optimizing PR activity. Using pro-
teomics analysis, we found that uterine levels of peroxiredoxin-6
(PRDX6), a unique antioxidant, are significantly lower in Fkbp52~'~
mice than in WT and PR-null (Pgr~’") mice. We also found that
Fkbp52~'~ mice with reduced uterine PRDXG6 levels are susceptible to
paraquat-induced oxidative stress (OS), leading to implantation failure
even with P, supplementation. The same dose of paraquat did not
interfere with implantation in WT mice. Moreover, treatment with
antioxidants a-tocopherol and N-acetylcysteine (NAC) attenuated
paraquat-induced implantation failure in P,-treated Fkbp52~/'~ mice.
Functional analyses using mouse embryonic fibroblasts show that
Fkbp52 deficiency associated with reduced PRDX6 levels promotes
H,0,-induced cell death, which is reversed by the addition of NAC or
by forced expression of PRDX6, suggesting that Fkbp52 deficiency
diminishes the threshold against OS by reducing PRDX6 levels. These
findings provide evidence that heightened uterine OS in Fkbp52~/~
females with reduced PRDX6 levels induces implantation failure even
in the presence of excess P;. This study shows that FKBP52-PRDX6
signaling protects pregnancy from overt OS.

embryo implantation | mouse | uterus

nfertility is a global social and economic concern. It is estimated

that by 2050 15% of couples worldwide will be childless because
of infertility. Although many causes of infertility have been
overcome by the application of in vitro fertilization and embryo
transfer (IVF-ET), implantation failure is still a major obstacle
for optimal pregnancy outcome. Pregnancy rates remain low in
patients undergoing IVF-ET because of the transfer of embryos
into a nonreceptive uterus, resulting in implantation failure (1).
Heterogeneous uterine cell types respond differentially to estro-
gen and progesterone (P,) to prepare the uterus to the receptive
state. For successful implantation to occur, the uterus must be
transiently receptive to implantation-competent blastocysts. P,
signaling is an absolute requirement for implantation and preg-
nancy maintenance in most mammals studied (2). P, acts via the
nuclear progesterone receptor (PR) to activate transcription of
genes involved in ovulation, uterine receptivity, implantation,
decidualization, and pregnancy maintenance (3).

We recently found that the immunophilin FK506-binding pro-
tein 52 (FKBP52) serves as a cochaperone to govern normal PR
function in the mouse uterus, where its expression overlaps with
that of PR. Immunophilins are so named because they bind to
certain immunosuppressive drugs to mediate their actions. They
are grouped into two families, FKBP and cyclosporin A-binding
(cyclophilin, CyP) proteins. Some FKBP and CyP family members
have a tetratricopeptide repeat (TPR) domain that targets binding
to the conserved C terminus of Hsp90. FKBP52 is one such TPR-

www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1009324107

containing cochaperone that influences steroid hormone receptor
function (4). The mature PR complex bound to FKBP52 binds to
P4 with high affinity and efficiency, although some basal PR re-
sponsiveness to P, is retained in the absence of FKBP52. In ad-
dition, FKBP52 plays a role in immunoregulation and basic cellular
processes involving protein stability, folding, and trafficking (5-7).

We found that Fkbp52~'~ females on both C57BL6/129 mixed
and CD1 backgrounds have implantation failure with normal ovu-
lation (8, 9). However, P, supplementation rescues implantation
and decidualization in CD1, but not in C57BL6/129, Fkbp52_/_
females. In CD1 Fkbp52’/ ~females, P, at higher-than-normal levels
confers PR signaling sufficient for implantation, but even higher
levels of P, are required to rescue full-term pregnancy (9). How P,
overcomes reduced PR responsiveness to allow implantation in
CD1 Fkbp52~'~ mice is still unknown. Because FKBP52 positions
PR in optimal conformation for binding to P4, one possibility is that
excess P, in the absence of FKBP52 increases the probability of
random binding of P, to the PR complex even in its less optimal
configuration. Alternatively, FKBP52 may influence other pathways
along with PR signaling, because exogenous P, cannot rescue im-
plantation in C57BL6/129 Fkbp52~~ mice and significantly higher
P4 levels are necessary to restore implantation and full-term preg-
nancy in CD1 Fkbp527~ females (9). Moreover, Fkbp52 also is
expressed in the placenta with no detectable PR expression (9),
implying that FKBP52 has other functions in addition to its role in
optimizing PR activity. Our present study, using proteomics anal-
ysis, found that FKBP52 regulates oxidative stress (OS) by regu-
lating the levels of a unique antioxidant, peroxiredoxin-6 (PRDX6),
which operates independently of other peroxiredoxins and antiox-
idant proteins (10-12). Here we show that uterine FKBP52-
PRDXG6 signaling is a major player in countering the adverse effects
of OS during early pregnancy.

Results

PRDX6 Levels Are Reduced in Fkbp52~'~ Uteri. To explore down-
stream targets of FKBP52 independent of PR, we used proteo-
mics approaches. Ovariectomized WT, Fkbp52~'~, and PR-null
(Pgr™") mice on the C57BL6/129 background were treated with
P4 (2 mg/d) for 2 d, and uteri were collected 24 h after the second
injection. Uterine protein lysates were subjected to 2D difference
in gel electrophoresis (2D-DIGE) analysis with detection limits
from 10- to 150-kDa proteins (pH 4-7) (Fig. 14). Among the
differentially expressed proteins, we found that PRDX6 levels
are markedly down-regulated in Fkbp52~'~ uteri compared with
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Pgr~'~ and WT uteri, with the exception of FKBP52, serving as an
internal control (Table S1 and Fig. 1B). This finding led us to
focus on PRDXG6 as a potential downstream mediator of FKBP52
function, independent of its PR cochaperone activity, and to as-
sess uterine expression of Prdx6 in early pregnancy. Notably, we
found that levels of six proteins increased in Fkbp52~'~ “uteri
compared with WT uteri, but no differences were detected
between WT and Pgr~/~ uteri (Table S2). We confirmed down-
regulated PRDX6 protein levels in Fkbp52~'~ uteri compared
with Pgr~"~ and WT uteri by Western blotting (Fig. 1 C and D) and
immunohistochemistry (Fig. 1E). In addition, both stromal and
epithelial localization of PRDX6 was reduced in ovariectomized
Fkbp52~'~ uteri treated with P, (Fig. 1E).

To examine the effects of ovarian hormones on Prdx6 expres-
sion in mouse uteri, we performed Northern and in situ hybrid-
ization using uteri from ovariectomized WT mice. Neither P, nor
estradiol-17f (E,) significantly altered Prdx6 expression levels
(Fig. S14), but P4 changed the expression domain from the epi-
thelium to the stroma (Fig. S1B).

PRDXG6 Is Aberrantly Expressed in Fkbp52~'~ Uteri. On day 4 of preg-
nancy the uterus is under the influence of P, produced by the
newly formed corpus luteum. PRDXG6 is localized in both the
stroma and epithelium in WT CD1 mice on day 4 of pregnancy
(Fig. 1F). In contrast, in Fkbp527/~ uteri PRDXG6 is restricted
primarily to the epithelium but is localized in the subluminal
stroma after P, supplementation (Fig. 1F). These results suggest
that FKBP52 deficiency attenuates PRDXG6 levels in the stroma
that are compensated to some extent by P,.

PRDX6 Is Differentially Expressed in Uteri During Early Pregnancy.
The uterus is under the influence of preovulatory estrogen with
increased epithelial cell proliferation on day 1 of pregnancy. On
day 4, the uterus is exposed to heightened P, levels along with
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a small amount of estrogen, resulting in epithelial cell differen-
tiation with stromal cell proliferation. The first molecular and
physical interaction between the blastocyst and receptive uterus is
observed on the evening of day 4, and the attachment process
continues through day 5. The attachment reaction coincides with
increased stromal vascular permeability solely at the site of the
blastocyst and can be demarcated by distinct blue bands along the
uterus after i.v. injection of a blue dye solution (13). The pro-
liferating stromal cells surrounding the implanting blastocyst
start to differentiate to decidual cells in the afternoon of day 5.
Differentiating stromal cells in the immediate vicinity of the
implanting blastocyst begin to form the primary decidual zone
(PDZ) at this time. The PDZ is well formed on day 6 with the
beginning of a proliferating secondary decidual zone (SDZ). Al-
though cell proliferation ceases in the PDZ, it continues in the
SDZ. The PDZ progressively degenerates as pregnancy pro-
gresses. On day 8, the implantation process is well advanced with
maximal decidualization. We assessed Prdx6 expression on days 1,
4,5, and 8 of pregnancy by in situ hybridization. We found that
Prdxo6 is detected mostly in the luminal epithelium on day 1 (Fig.
2A4). On day 4, the expression is restricted to the stroma (Fig. 24).
Prdx6 expression on these days closely resembles that of Fkbp52
(14). On day 5, Fkbp52 and Prdx6 are expressed in a similar
fashion in the decidualizing stroma surrounding the implanting
blastocyst (Fig. 2.4 and B). This overlapping expression of Fkbp52
and Prdx6 surrounding the implanting blastocyst suggests that the
process of implantation may regulate these two molecules. On
day 8, Prdx6 is expressed primarily in the SDZ cells and in the
embryo. PRDX6 protein levels also are up-regulated in uteri on
days 5 and 8 of pregnancy (Fig. 2 C and D). In the placenta,
Fkbp52 and Prdx6 showed a similar expression pattern in the
labyrinth layer (Fig. 2B), with undetectable levels of PR (9). The
similar localization of FKBP52 and PRDX6 in the deciduum and
placenta suggests their PR-independent roles in these tissues.
Furthermore, pull-down assays show that FKBP52 is physically

PRDX6

e
w
L

Fig. 1. PRDX6 expression is reduced in
uteri of Fkbp52"‘ mice. (A) A represen-
tative DIGE gel comprising protein
extracts from WT and Fkbp527~ uteri
& shows proteins of isoelectric points be-
) tween pH 4-7 and apparent molecular
mass between 10-150 kDa. a, FKBP52; b,
PRDX6. (B) Decreased protein levels of
PRDX6 and FKBP52 in Ps-treated uteri of
Fkbp52~'"~ ovariectomized mice (n = 4)
compared with WT (n = 3) and Pgr"‘ (n=
3) ovariectomized mice on a C57BL6/129
background. Values are mean + SEM. *P <
0.05 compared with Fkbp52~'~ mice. (C
and D) Decreased PRDX6 protein levels in
P,-treated uteri of Fkbp52~~ ovariecto-
mized mice compared with WT and Pgr~~
ovariectomized females as determined by
Western blotting. Band intensities are
normalized against actin and expressed as
relative ratios compared with WT samples
on the C57BL6/129 background. Values
are mean + SEM of two or three in-
dependent samples. *P < 0.05 compared
with WT mice. (E) Differential expression
patterns of PRDX6 protein in P4-treated
ovariectomized mouse uteri of WT and
Fkbp52~"~ mice on the C57BL6/129 back-
ground. (Scale bar, 200 pm.) (F) Differen-
tial expression patterns of PRDX6 protein
in day 4 uteri of WT and Fkbp52~"~ mice
on a CD1 background. (Scale bar, 200 pm.)
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Fig. 2. Uterine PRDX6 is expressed differentially during early pregnancy. (A)
In situ hybridization showing spatiotemporal expression of Prdx6 in WT CD1
uteri on days 1, 4, 5, and 8 of pregnancy. Arrowheads indicate implanting
embryos. AM, antimesometrial pole; ge, glandular epithelium; le, luminal
epithelium; M, mesometrial pole; s, stroma. (Scale bar, 200 um.) (B) Over-
lapping expression of Fkbp52 and Prdx6 in CD1 WT uteri on days 5 and 12 of
pregnancy. Arrowheads indicate implanting embryos. le, luminal epithelium;
pl, placenta; s, stroma. (Scale bars, 200 pm.) (C and D) Levels of uterine
PRDX6 protein during early pregnancy as determined by Western blotting.
Band intensities of PRDX6 were normalized against actin. Two independent
samples from different mice were examined in each group. Data are
expressed as mean + SEM. *P < 0.05 compared with day 1 uteri.

associated with PRDXG6 in the deciduum (Fig. S2), suggesting that
FKBP52 influences PRDX6 status through this interaction.

In the human endometrium, both PRDX6 and FKBP52 are
expressed in epithelial cells during the proliferative phase and in
both epithelial and stromal cells in the secretory phase (Fig. S34).
The higher levels of Prdx6 in the secretory (receptive) phase
suggest that uterine PRDXG6 also plays antioxidant roles in human
implantation (Fig. S3B).

Fkbp52~'~ Uteri Are More Prone to Overt 0S During Implantation.
Because PRDXG6 levels are reduced in Fkbp52~~ uteri on day 4
of pregnancy, especially in the stroma (Fig. 1F), we speculated that
Fkbp52~~ uteri are more susceptible to OS during implantation.
We have shown previously that P, levels are comparable in WT and
Fkbp52~'~ mice. However, excess P4 supplementation that mark-
edly elevates circulating P, levels is required for implantation in
Fkbp527'~ females (9). Although P, supplementation rescues im-
plantation failure in CD1 Fkbp52~'~ mice (9), concomitant ad-
ministration of the OS-inducing agent paraquat (15 or 20 mg/kg)
prevented this rescue (Table 1 and Fig. 34). In contrast, similar
doses of paraquat failed to affect implantation in WT mice (Table 1

and Fig. 34). To minimize the detrimental effects of paraquat on
embryo growth and activation, we also performed embryo-transfer
experiments. Day 4 WT blastocysts were transferred into day 4 WT
or P,-treated Fkbp52~'~ recipients that received paraquat 7 h be-
fore the embryo transfer. Again, Fkbp52~'~ mice had reduced
numbers of implantation sites, whereas WT recipients showed
normal implantation when examined on day 5 (Table 2). It is in-
teresting that even a smaller dose of paraquat (2 mg/kg) inhibited
implantation in P-treated Fkbp52~'~ mice (Table 3). These results
suggest that Fkbp52~'~ mice are quite prone to OS in the context of
implantation. More interestingly, a combined treatment of two
antioxidants, N-acetylcysteine (NAC) and a-tocopherol («TCP),
significantly attenuated paraquat-induced implantation failure in
P,-treated Fkbp52~'~ mice (Table 3), indicating the contribution of
OS to implantation failure. Our speculation that Fkbp52~'~ mice
are sensitive to OS is supported by the finding of higher levels of
bound 8-isoprostane, a lipid peroxidation marker, in C57BL6/129
Fkbp527'~ uteri than in WT uteri on day 4 of pseudopregnancy
(Fig. 3B).

Fkbp52~'~ Mouse Embryonic Fibroblasts with Reduced PRDX6 Levels
Are Susceptible to 0S. Because PRDX6 protects cells from mem-
brane damage associated with phospholipid peroxidation, we
speculated that reduced PRDX6 would reduce cell viability if
challenged with overt OS. Indeed, in vitro studies with WT and
Fkbp52~'~ mouse embryonic fibroblasts (MEFs) show that
FKBP52 deficiency is associated with reduced PRDXG6 levels (Fig.
3C) and enhances H,0O,-induced cell death (Fig. 3D). This ad-
verse effect in Fkbp52~'~ MEFs was reversed substantially by
supplementation of NAC (Fig. 3E) and, more importantly, by
forced expression of PRDX6 (Fig. 3 E and F), suggesting that
Fkbp52 deficiency lowers the threshold against reactive oxygen
species (ROS) by reducing PRDXG6 levels. Because PR expression
is undetectable in these MEFs (Fig. S4), these results provide
evidence for FKBP52’s role independent of PR function.

Discussion

The highlight of the present study is that Fkbp52~'~ uteri are sus-
ceptible to OS because of reduced PRDX6 levels. Although further
investigation is warranted to explore the mechanism by which
FKBP52 regulates PRDX6 levels, our observation of physical in-
teraction between FKBP52 and PRDX6 suggests that FKBP52
stabilizes PRDXG6 protein and attenuates its degradation as a func-
tion of its chaperone activity. FKBP52’s roles in protein stability,
folding, and trafficking have been reported previously (5-7).

The reduced tolerance to OS in Fkbp52~~ mice results in
paraquat-induced failure of implantation and higher levels of
ROS generation in the uterus. Because excess P4 cannot prevent
implantation failure in the face of overt OS induced by paraquat
in CD1 Fkbp52~'~ females, we believe that FKBP52 regulates
OS, in addition to its function in optimizing PR activity and other
potential functions. In fact, FKBPs have several physiological
roles, including binding and sequestration of calcineurin, protein
folding and assembly, protein trafficking, and direct regulation of
protein activity (15). Our present study adds another function to
the list of various activities that have been reported for FKBP52.

Table 1. Paraquat adversely affects implantation in Fkbp52~'~ mice

Paraquat No. of mice with IS No. of blastocysts
Genotype (mgrkg) No. of mice (%) No. of IS recovered
WT 15 7 7 (100%) 121+ 1.7 N/A
20 7 7 (100%) 12.0 + 0.7 N/A
Fkbp527~ + P, 0 8 8 (100%) 10.6 + 0.6 N/A
15 7 2 (29%)* 12.0 £ 2.3 25"
20 5 1 (20%)* 5.0 17*

WT and Fkbp52 ~~ females on a CD1 background were mated with CD1 WT fertile males, and the number of implantation sites (IS)
was examined on day 5 of pregnancy. Fkbp52~'~ females were treated with P, (2 mg/d) on days 2-4 of pregnancy. Paraquat was
injected on day 4. Uteri without IS were flushed with saline to recover any unimplanted blastocysts. Values are mean + SEM.

*P < 0.05 compared with WT mice treated with the same dose of paraquat; Student’s t test. N/A = not applicable.

"Twenty-five blastocysts were recovered from five mice.
*Seventeen blastocysts were recovered from four mice.
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Fig. 3. Fkbp52~'~ uteri are more prone to 0S. (A) OS inducer paraquat blocks embryo implantation in Ps-primed CD1 Fkbp52~'~ females on day 5 of
pregnancy, whereas paraquat-treated CD1 WT uteri have normal numbers of implantation sites as demarcated by blue bands. Fkbp52~'~ females were
treated with P4 (2 mg/d) on days 2-4 of pregnancy. Paraquat was injected on day 4. Arrows and arrowheads indicate implantation sites and ovaries, re-
spectively. (B) Increased levels of bound 8-Isoprostane, a lipid peroxidation marker, in C57BL6/129 Fkbp52~'~ uteri on day 4 of pseudopregnancy. Values are
mean + SEM of three independent samples. *P < 0.05 compared with WT mice. (C) Decreased levels of PRDX6 in Fkbp52~'~ MEFs. Actin was used as a loading
control. (D) Heightened sensitivity of Fkbp52~/~ MEFs to H,0,-induced OS. Cells were treated with different concentrations of H,O, for 24 h, and cell viability
was evaluated by MTT assay. Values are mean + SEM of six replicates from three independent experiments. *P < 0.05 compared with WT mice. (E) H,O,-
induced cell death in Fkbp52~'~ MEFs is protected by addition of NAC and forced expression of PRDX6. Cell viability was evaluated by MTT assay. Values are
mean + SEM of six replicates from three independent experiments. *P < 0.05, compared with vehicle-treated cells derived from mice of the same genotype.
**P < 0.05, compared with H,O,-treated cells derived from mice of the same genotype. ***P < 0.05, compared with Fkbp52~'~ cells transfected with pEGFP-C1
control plasmids; ****P < 0.05 compared with H,0,-treated Fkbp52~'~ cells with transfection of pEGFP-C1 control plasmids. (F) PRDX6-GFP fused protein is
induced effectively by transfection of pEGFP-C1-PRDX6 plasmids in Fkbp52~'~ MEFs. pEGFP-C1 is a control plasmid.

PRDXG6 is a unique nonredundant antioxidant that acts in-  of prolactin (PRL)-like protein A (PLP-A), a nonclassical mem-
dependently of other PRDXs and antioxidant enzymes (10-12). A ber of the PRL family expressed in the mouse placenta, has little
recent study shows that Prdx6-deficient (Prdx6 ") mice have effect on female fertility under normal conditions, but PLP-A
normal development, but paraquat-induced OS causes abnormal  mutants show compromised pregnancy when exposed to a stressor
phenotypes such as lower survival rate, again not resulting from  (16). Thus, fertility in Prdx6 '~ females could be compromised if
changes in gene expression and/or activity of other antioxidant PRDX6 deﬁmency is superimposed with OS. Future studies are
enzymes (12). Thus, PRDX6 might be a critical antioxidant warranted to characterize the female fertility phenotype in
against exogenous, OS. Our present finding of increased suscep-  Prdx6~'~ mice in a more systematic manner under normal and OS
tibility of Fkbp52~'~ uteri to OS during implantation because of  conditions. Collectively, our observations suggest that implanta-
reduced PRDX6 levels underscores the importance of uterine tion failure in Fkbp52™~'~ mice not only is caused by the reduced
FKBP52—PRDX6 ) signaling during the periimplantation period. PR activity but also is compounded by increased OS levels.
Although Prdx6~'~ females were reported to be fertile (12), it is There is evidence that smoking and alcohol consumption re-
possible that exposure to OS will impair fertility in these mice.  duce fertility in women by elevating OS (17, 18). Evidence also
Indeed, it is known that certain genes serve critical functions indicates that dietary antioxidant and diet-related exposures to
during physiologically altered conditions. For example, deficiency =~ ROS affect the timing and maintenance of pregnancy (19). These

4 of 6 | www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1009324107 Hirota et al.


www.pnas.org/cgi/doi/10.1073/pnas.1009324107

L T

/

1\

=y

Table 2. Paraquat inhibits implantation of transferred WT blastocysts in Fkbp52~/~ recipients

No. of No. of
Genotype of Genotype of Paraquat blastocysts No. of No. of mice blastocysts
blastocysts recipients (markg) transferred recipients with IS (%) No. of IS (%) recovered
WT wT 15 77 6 6 (100%) 58/77 (75%) N/A
WT Fkbp52~""+P, 15 60 5 1 (20%) 1/60 (2%) 30*

Day 4 CD1 WT blastocysts were transferred into uteri of CD1 WT or CD1 Fkbp52~'~ recipients on day 4 of pseudopregnancy. Fkbp52~'~ recipients were
treated with P, (2 mg/d) on days 2-4 of pregnancy. Paraquat was injected into the recipients 5 h before embryo transfer on day 4 of pregnancy. Uteri without
IS were flushed with saline to recover any unimplanted blastocysts. N/A, not applicable.

*Thirty blastocysts were recovered from four mice.

findings, together with our observation that commercial rodent
diets influence uterine gene expression and the timing of im-
plantation in mice (20), suggest the possibility of ROS-induced
alterations in uterine functions related to implantation. Because
Prdx6 is expressed primarily in the stroma in WT uterl on day 4 of
pregnancy, the reduction of stromal Prdx6 in Fkbp52~'~ uteri even
with P4 supplementation may attenuate stromal function more
drastically when exposed to OS. Hoxal0 and Ihh are expressed in
the stroma and epithelium, respectively, in day 4 pregnant mouse
uteri (21, 22). Our results show that paraquat down- regulates
Hoxal0 expression without altering Ihh expression in Fkbp5.
uteri (Fig. S5). In this respect, stromal Prdx6 could be more im-
portant in protecting the uterus from overt OS and allowing im-
plantation to proceed. Interestingly, we found a similar expression
pattern of PRDX6 and FKBP52 in human endometrium and
higher expression of Prdx6 during the secretory phase, suggesting
that these proteins may have physiological roles in human endo-
metrium and implantation. It will be interesting to see whether
endometria from patients with recurrent implantation failure
have higher ROS because of low PRDXG6 levels.

During the periimplantation period, embryos are exposed to
low oxygen tension (23). Because preimplantation embryos are
sensitive to OS (24), it is believed that a low oxygen condition is
conducive to normal embryonic growth and development. This
notion is consistent with the finding that antioxidants prevent
ROS-induced abnormal embryo growth in culture (25, 26). Thus,
the embryonic environment facing excess OS interferes with
successful implantation. It also is a distinct possibility that the
uterine environment is hypoxic during the periimplantation pe-
riod to protect embryos from OS. Our findings that WT, but not
Fkbp52~'~, pregnant females treated with paraquat have normal
implantation suggest that the uterus has a built-in protective
system to combat OS to a degree and that PRDXG6 is a critical
player in this system. With increased angiogenesis after implan-
tation, oxygen tension in the uterus and placenta increases,
gradually exposing the developing embryo to higher ROS levels.
Because a major role of the deciduum and placenta is to accom-
modate and protect the growing embryos, our data showing strong
expression of Prdx6 in these tissues in WT mice suggest that de-
cidual and placental PRDX6 has an antioxidant function and
protects embryos against increased oxygen tension at that time.

Endometriosis, the growth of endometrium-like tissues outside
the uterus, is a common gynecological disease often associated with
pelvic pain and infertility (27). Accumulating evidence shows that
OS is associated with the pathogenesis of endometriosis and en-
dometriosis-related infertility including implantation failure (28).

Because our recent study has shown that FKBP52 levels are down-
regulated in endometria of women with endometriosis compared
with women without endometriosis (29), reduced FKBP52 levels
may lead to endometrial PRDX6 deficiency, increasing uterine
susceptibility to ROS, aggravating endometriosis, and adversely
affecting endometrial receptivity in patients with endometriosis.

In conclusion, we show here that uterine FKBP52-PRDX6
signaling is a key player against ROS during pregnancy, an in-
triguing finding regarding a role of FKBP52-PRDX6 in uterine
biology in the context of implantation.

Materials and Methods

Mice. C57BL/6/129 and CD1 Fkbp52”’ mice (9, 30) and C57BL6/129 Pgr”’ mice
(31) were used in this study. FKBP52 and PR mutant mice were originally
obtained from David Smith (Mayo Clinic, Scottsdale, AZ) and Bert O'Malley
(Baylor College of Medicine, Houston, TX), respectively. All protocols for the
present study were reviewed and approved by the Cincinnati Children’s Re-
search Foundation Institutional Animal Care and Use Committee.

Analysis of Implantation and Blastocyst Transfer. Mice were examined for
implantation as described previously (9). WT and Fkbp52~'~ females (2- to 5-
mo-old) were mated with WT fertile males to induce pregnancy (day 1 =
vaginal plug). To supplement Fkbp52~~ females with exogenous P, they
were given an s.c. injection of P4 (2 mg/d, s.c.) on days 2-4 of pregnancy. For
induction of OS, paraquat was given i.p. to WT or Fkbp52~~ mice on day
4 (0900 hours) of pregnancy. For antioxidant treatment, NAC (50 mg/kg
body weight) and oTCP (1g/kg body weight) were given i.p. daily on days
2-4. Pregnant females were killed on day 5 (0900 hours), and implantation
sites were evaluated by i.v. injection of a Chicago blue dye solution. Uteri
without implantation sites were flushed with saline to recover any unim-
planted blastocysts. For blastocyst transfer experiments, pseudopregnant
recipients were generated by mating females with vasectomized males.
Paraquat was injected into recipients 5 h before embryo transfer on day 4
(0700 hours) of pregnancy. Day-4 WT blastocysts were transferred into day 4
uteri of WT or Fkbp52~'~ pseudopregnant recipients (1200 hours), and im-
plantation sites were examined 24 h later (day 5, 1200 hours).

Treatment with P, and/or E,. To assess the effects of ovarian hormones on
uterine Prdx6 expression, CD1 WT females were ovariectomized and rested for
2 wk. They then were given asingle s.c. injection of P4 (2 mg) and/or E; (100 ng)
(32). The control group of mice received only the vehicle (oil). Mice were killed
after 24 h, and uteri were collected for Northern and in situ hybridization.

Human Tissues. Endometrial tissues were obtained from 24 women who had
shown regular menstrual cycles without any hormonal treatment for at least
6 months. Endometrial samples were dated according to the women’s

Table 3. Reversal of paraquat-induced implantation failure by treatment of antioxidants

Paraquat No. of No. of mice with No. of IS No. of blastocysts
Genotype (2 mg/kg) NAC + oTCP mice 1S (%) (mean + SEM) recovered
Fkbp527~ + P, + - 10 1(10%) 13.0 357
+ + 8 5 (63%)* 6.2+ 17 22%

Mice were given an i.p. injection of paraquat on day 4 of pregnancy. P, (2 mg/d) was administrated s.c. into each CD1 Fkbp52~~ mouse on days 2-4. NAC
(50 mg/kg) and a-tocopherol («TCP) (1 g/kg) were injected i.p. on days 2-4. Mice were killed on day 5, and their IS were examined by the blue dye method.
*P < 0.05 compared with Fkbp52~'~ mice treated with the same dose of paraquat, P4; Student’s t test.

"Thirty-five blastocysts were recovered from nine mice.

*Twenty-two blastocysts were recovered from three mice. Dormant-looking blastocysts were recovered from mice in which blue bands were not present or

were very weak.
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menstrual history and standard histological criteria (33). The experimental
procedures were approved by the institutional review board of the Uni-
versity of Tokyo, and signed informed consent for the use of tissues was
obtained from each woman.

2D-DIGE Analysis and Protein Identification. WT, Fkbp52~~, and Pgr~'~ mice on
C57BL6/129 background were ovariectomized, rested for 2 wk, and then
treated daily with P4 (2 mg) for 2 d. Mice were killed 24 h after the second P,
injection, and their ueri were collected and processed for 2D-DIGE. Proteins
were extracted from uterine tissues from three independent WT and Pgr™'~
mice and four Fkbp52~'~ mice, and 2D-DIGE and protein identification were
performed as previously described by us (S/ Materials and Methods) (14).

Immunoblotting. Protein extraction and Western blotting were performed
as described (14). Antibodies to PRDX6, FKBP52 (kindly provided by Marc
B. Cox, University of Texas, El Paso, TX), and actin were used. Actin served as
a loading control.

Immunohistochemistry. Immunostaining of PRDX6 was performed in formalin-
fixed paraffin-embedded sections using a specific antibody to PRDX6 (kindly
provided by Aron B. Fisher, University of Pennsylvania, Philadelphia).

In Situ Hybridization. Paraformaldehyde-fixed frozen sections were hybrid-
ized with 3°S-labeled cRNA probes as described (13).

Northern Hybridization. Northern blotting was performed as described pre-
viously (13). Rpl7 served as a housekeeping gene.

Immunoprecipitation. Decidual cells were isolated as described previously (34).
Protein lysates were immunoprecipitated with an anti-FKBP52 antibody, and
complexes were run on SDS/PAGE and immunoblotted using antibodies
specific to PRDX6 or FKBP52. The control immunoprecipitation was per-
formed by incubating the lysates with rabbit IgG.

Quantitative PCR. Quantitative PCR was performed as previously described
(29). A housekeeping gene Gapdh was used as an internal standard.
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RT-PCR. RT-PCR was performed as previously described (14). Actb served as
a housekeeping gene.

8-Isoprostane Assay. Tissue levels of 8-isoprostane were assayed as described
previously (35).

Isolation and Culture of MEFs. WT and Fkbp52~'~ MEFs (kindly provided by
Marc B. Cox, University of Texas, El Paso, TX) were isolated as described
previously (8). The cells were maintained in DMEM supplemented with 10%
FBS and penicillin/streptomycin.

MTT Assays. MEFs were cultured for 24 h in DMEM containing various con-
centrations of H,0,, and cell viability was determined with MTT assay as
described previously (Promega) (36). To examine the effects of NAC on H,0,-
induced cell damage, MEFs were pretreated with NAC for 24 h and then
were treated with H,0,. To examine the effects of PRDX6 on H,O,-induced
cell damage, Fkbp52~'~ MEFs were transiently transfected with pEGFP-C1
(control vector carrying GFP alone, Clontech) or pEGFP-C1-PRDX6 (carrying
GFP-PRDX6 fusion construct) plasmids (kindly provided by Aron Fisher, University
of Pennsylvania, Philadelphia, PA) by liposome transfection. The cells expressing
GFP or PRDX6-GFP fusion proteins were incubated with H,O, for 24 h.

Statistical Analysis. Statistical analyses were performed using two-tailed
Student’s t test and ANOVA as appropriate. P < 0.05 was considered
statistically significant.
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2D-DIGE Analysis and Protein Identification. DeCyder v6.5 software
(Amersham Biosciences) was used for simultaneous comparison of
abundance changes across all 10 samples with statistical confi-
dence. Data reduction by principle components analysis demon-
strated that in ca. 100 intact protein features that changed
significantly (P < 0.01, ANOVA) among these three genotypes
across all samples, the major source of variation (PC1 = 63.5)
separated the PR-null (Pgr~/") samples from the others, and the
second greatest source of variation (PC2 = 24.4) separated the
remainder of the samples by WT vs. FK506-binding protein 52-
deficient (Fkbp52~'). These results provided additional confi-
dence that the observed changes were reflective of the biology
rather than arising from unanticipated experimental or biological
variation. Proteins of interest were robotically excised and pro-
cessed for MS analyses using an Ettan Spot Handling Workstation

1. Friedman DB, et al. (2004) Proteome analysis of human colon cancer by two-
dimensional difference gel electrophoresis and mass spectrometry. Proteomics 4:
793-811.

(GE Healthcare). MALDI-TOF MS and TOF/TOF tandem MS
were performed on a Voyager 4700 (Applied Biosystems) using
data-dependent tandem MS acquisition on the 20 most abundant
ions in each MALDI-TOF peptide mass map. MALDI-TOF
peptide mass maps and accompanying tandem mass spectra then
were collectively searched against the Swiss-Prot and NCBInr
databases using GPS Explorer software (Applied Biosystems)
running the Mascot database search engine (Matrix-Science).
Searches were performed without constraining protein molecular
weight or isoelectric point and allowed for carbamidomethylation
of cysteine, partial oxidation of methionine residues, and one
missed trypsin cleavage. Identifications were accepted based on
a tripartite evaluation that takes into account significant molec-
ular weight search (MOWSE) scores, spectrum annotation, and
observed vs. expected migration on the 2D gel (1).

A Qil P, E: P.+E;
Ovariectomized WT uteri
B Prdx6

Ovariectomized WT uteri

Fig. S1.

Effects of progesterone (P,;) and/or estradiol-17p (E;) on peroxiredoxin-6 (Prdx6) expression in ovariectomized WT uteri. (A) Expression levels of

uterine Prdx6 mRNA in ovariectomized CD1 WT mice treated with oil (vehicle), P4, E5, or P4+E; for 24 h as determined by Northern hybridization. Rp/7 was used
as a loading control. (B) In situ hybridization showing differential patterns of Prdx6 expression in ovariectomized CD1 WT uteri treated with oil, P4, E, or P4+E,.
ge, glandular epithelium; le, luminal epithelium; myo, myometrium; s, stroma. (Scale bar, 200 pm.)
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Decidua (Day 8)

IB: aPRDX6 .
IB: aFKBP52 o

IP: IgG aFKBP52

Fig. S2. Physical association of FK506-binding protein 52 (FKBP52) with PRDX6 in day 8 decidua. Decidual cell protein extracts were immunoprecipitated with
an anti-FKBP52 antibody. Pulled-down complexes were run on SDS/PAGE and immunoblotted using antibodies specific to PRDX6 or FKBP52. The control
immunoprecipitation (IP) was performed by incubating protein lysates with a rabbit IgG. IB, immunoblotting.
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Fig. $3. PRDX6 expression in the human endometrium. (A) Immunostaining of PRDX6 and FKBP52 in human endometrium. Brown deposits indicate sites of
positive immunostaining. ge, glandular epithelium; le, luminal epithelium; s, stroma. (Scale bar, 200 pm.) (B) Expression levels of Prdx6 mRNA are higher in the
secretory phase of human endometrium than in the proliferative phase. The number of samples assessed is indicated above each bar. Values are mean + SEM.
*P < 0.05.

BEEERENAS - PINAS  PNAS

Fig. S4. Progesterone receptor (Pgr) mRNA is undetectable in mouse embryonic fibroblasts (MEFs). Undetectable levels of Pgr mRNA in WT and Fkbp52~/~
MEFs as determined by RT-PCR. Actb served as an internal control. WT uteri at day 4 of pregnancy and water were used as positive and negative controls,
respectively.

lhh Hoxa10

u. Iﬁ
0
-+ -4+

Paraquat - + - +
WT Fkbp52"+Ps  WT Fkbp52"+Ps

-

Relative mRNA levels

Fig. S5. Paraquat reduces Hoxa10 expression in Fkbp52~'~ uteri on day 4 of pregnancy. Expression levels of /hh and Hoxa10 mRNA in paraquat-treated uteri
from WT and P4-primed Fkbp52~~ mice on day 4 of pregnancy as determined by Northern hybridization are shown. Band intensities of /hh and Hoxa10 were
normalized against Rpl7. Fkbp52~"~ females were treated with P4 (2 mg/d) on days 2-4 of pregnancy. Paraquat was injected on the evening (1800 hours) of day
3 of pregnancy. Two or three independent samples from different mice were examined in each group. Data are given as mean + SEM. *P < 0.05 compared with
P,-primed Fkbp52~'~ mice without paraquat.
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Table S1. Proteins down-regulated selectively in Fkbp52~/~ uteri

WT vs. Pgr~’- WT vs. Fkbp52~/~ Pgr~'~ vs. Fkbp52~'~
Accession MW
Protein identification number pl Avratio P (ttest) Avratio P (ttest) Avratio P (ttest) P (ANOVA)
FK506-binding protein 52 (FKBP52) P30416 51.8 5.5 1.04 0.75 -3.62 0.0005 -3.77 0.0004 0.00006
Peroxiredoxin-6 (PRDX6) 0008709 248 5.7 1.01 0.77 -2.01 0.04 -2.02 0.00004 0.036

Accession numbers in Swiss-Prot database were used. Theoretical molecular weight (MW, in kDa) and isoelectric point (pl) are calculated from the database
entries, which often contain precursor sequences not present in the mature form migrating on the gel. Average volume ratios (Av ratio) and P values of

Student’s t test and ANOVA were calculated using DeCyder software version 6.5, using mixed-sample internal standard methodology.

/-

Table S2. Proteins up-regulated selectively in Fkbp52~'~ uteri
WT vs. Pgr™’~ WT vs. Fkbp52~/~ Pgr~'~ vs. Fkbp52~'~
Accession MW

Protein identification number pl Avratio P (ttest) Avratio P(ttest) Avratio P (ttest) P (ANOVA)

Vimentin P20152 53.5 1.00 0.93 1.28 0.017 1.28 0.005 0.008
5.1

Desmin P31001 53.3 1.02 0.90 1.33 0.008 1.31 0.031 0.016
5.2

Aldehyde dehydrogenase, P47738 57.0 1.05 0.50 1.26 0.005 1.20 0.005 0.005

mitochondrial precursor

7.5

Eukaryotic initiation factor 4A-1 P29562 45.4 -1.03 0.79 1.19 0.028 1.22 0.003 0.016
5.3

Charged multivesicular body protein 2a Q9DB34 25.1 —-1.00 0.97 1.36 0.006 1.36 0.006 0.002
5.9

Indolethylamine N-methyltransferase P40936 30.0 1.08 0.73 2.39 0.01 2.21 0.013 0.008
6.0
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