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OZET

Amac: Pre-implantif embriyo gelisimine paralel olarak, endometriyumun reseptif hale
gelmesi gebeligin gelisimi ve devam etmesindeki en kritik basamaklardandir. Bu
calismada, hiicre dongiisii, DNA tamiri, apoptoz ve hiicre metabolizmasi gibi siireclerde
rolleri oldugu bilinen FoxO transkripsiyon faktdrlerinin, fare peri-implantasyon siirecinde
ekspre olup olmadigi; eger oluyorsa, ekspresyonlarmin hormon veya embriyonun varligi
ile iliskili olup olmadiginin arastirilmasi amaglanmaistir.

Yontem: Calismada; BALB/C irki 6-8 haftalik disi fareler kullanilarak, herhangi bir
gebeligin s6z konusu olmadigi 6strus fazindaki ve gebeligin 1, 4, 5, 6 ve 8. glinlerine ait
uterus kesitlerine immiinohistokimya yontemi uygulanarak FoxOl1, FoxO3 ve FoxO4
proteinlerinin ekspresyonlarinin varligit ve lokalizasyonlari belirlenmistir. Ayrica
blastosistten ve varliginin olusturacagi mekanik etkiden bagimsiz olarak sadece hormonal
ortamin taklit edildigi yalancit gebelik modelinde ve sadece blastosistin varliginin
olusturacagr mekanik etkinin taklit edilerek desidualizasyonun indiiklendigi yapay
desidualizasyon modelinde FoxO protein ekspresyonlarinin nasil bir degisim gosterdigi
H-score analizleri ile degerlendirilerek, uygun istatiksel analizler yapilmstir.

Bulgular: FoxO proteinleri gebelik giinlerine gore farkli lokalizasyon ve yogunlukta
niikleer/sitoplazmik ekspresyon gostermistir. FoxO1’in gebeligin 5. giiniinde ilk kez
ortaya ¢ikan ve uterusun reseptif oldugu implantasyon aninda endometriyum epitelinde
ve bezlerdeki anlamli ekspresyonu, FoxO3 ve FoxO4‘lin ise gebeligin 6 ve 8. giinlerinde
primer ve sekonder desidual alanlardaki belirgin ekspresyonlar1 dikkat ¢ekmistir. Yapay
desidualizasyon ve yalanci gebelik modellerindeki ekspresyonlart degerlendirildiginde;
tiim proteinlerin ekspresyonlarinin hormon iligkili oldugu goriilmekle birlikte, FoxO1 ve
FoxO3’in embriyonun varligindan bagimsiz olarak ekspre edildigi, FoxO4
ekspresyonunun ise embriyo varligi ile iliskili oldugu goriilmiistiir.

Sonug¢: Caligmamizin bulgulari erken gebelik siirecinde FoxO transkripsiyon faktorlerinin
fare embriyo implantasyonunda, uterus reseptivitesi ve desidualizasyon siireclerinde
rolleri olabilecegini diisiindiirmiis ve bu konuyla ilgili yeni ¢aligmalarin planlanmasi igin
temel olusturmustur.

Anahtar Kelimeler: fare, endometriyum, FoxO, implantasyon, peri-implantasyon



ABSTRACT

Objective: In parallel with pre-implantation embryo development, the formation of
receptive endometrium is one of the most critical steps in development and continuation
of pregnancy. The aim of this study was to investigate whether FoxO transcription factors
that have important roles in cell cycle, DNA repair, apoptosis and cellular metabolism are
expressed in mouse uterus during peri-implantation period, if so, whether their
expressions are related pregnancy hormones and the presence of the embryo.

Method: In this study; using 6-8 weeks old BALB/C female mice, estrous phase and days
1-8 of pregnancy mouse uteri sections were obtained. Immunohistochemistry was
performed for the evaluation of FoxOl, FoxO3 and FoxO4 proteins. In addition,
pseudopregnancy and induced-decidualization for artificial decidualization models were
performed. The expressions of all FoxOs in all groups were evaluated with H-score
analysis and statistical analysis was performed.

Results FoxO proteins were expressed differentially with nuclear and/or cytoplasmic
expressions during pregnancy. Interestingly, nuclear expression of FoxO1 in endometrial
epithelium and glands on pregnancy day 5 when uterus receptive for implantation, FoxO3
and FoxO4 expressions were present in primer and secondary decidualization regions on
days 6-8 of pregnancy respectively. When expressions of these proteins in
pseudopregnancy and artificial decidualization models were evaluated, we found that their
expressions seem to be related to steroid hormones. Besides, FoxOl and FoxO3
expressions seems to be presence of the embryo Whereas FoxO4 expression seems to be
related to presence of the embryo.

Conclusion: Our findings indicate that FoxO transcription factors are differentially
expressed troughout early pregnancy and they may have important roles in mouse embryo
implantation, uterus receptivity and decidualization processes.

Key words: mouse, endometrium, FoxO, implantation, peri-implantation
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TABLOLAR DiZiNi

Tablo Sayfa

3.1. Immiinohistokimya analizlerinde kullanilan primer ve sekonder 42

antikorlar ve diliisyon oranlar1



1. GIRIS

1.1. Hipotezin Temeli ve Amag

Memelilerde gebeligin saglikli bir sekilde ilerlemesi i¢in; fertilizasyondan sonra pre-
implantif donemde embriyo gelisimi, implantasyon ve desidualizasyonun dogru bigimde
gerceklesmesi  gerekmektedir. Pre-implantif embriyo gelisimi ve bu sirada
endometriyumun reseptif hale gelmesi, implantasyon ve gebeligin devam etmesinde en
kritik basamaklardan biridir. Uterusun endometriyumuna, gelisimini saglikli bir sekilde
tamamlamig embriyo ancak endometriyum reseptif hale geldigi zaman implante
olabilmektedir (Cha ve ark. 2012). Uterus reseptivitesi; embriyonun implantasyonuna izin

veren sinirli bir zaman dilimi olarak tanimlanmaktadir (Tu ve ark. 2014).

Sozii edilen tiim bu olaylar temel alindiginda, embriyo implantasyonu i¢in ag¢ilan bir
pencere olan endometriyumun reseptif hale gegmesi ve devaminda maternal
endometriyuma tamamen gOmiilme siireci peri-implantasyon donemi olarak
isimlendirilmektedir. Bu siire¢ maternal ovaryan steroid hormonlari kontroliinde
ilerlerken diger yandan hiicresel diizeyde pek c¢ok sinyal yolag: tarafindan diizenlenen
karmasik molekiiller serisi, embriyo ve maternal endometriyumun karsilikli konugmasini

saglamaktadir (Daftary ve Taylor 2001, Cha ve ark. 2012, Zhang ve ark. 2013).

Peri-implantasyon siirecinde biiyiimeyi ve gelismeyi destekleyen pek ¢ok sinyal yolagi ve
o sinyal vyolaginda gorev alan molekiillerin rolleri yapilan c¢alismalar ile
aydinlatilmaktadir. PI3K/Akt biiyiimeyi ve gelismeyi destekleyen sinyal yolaklarindan

biridir (Hemmings ve Restuccia 2012).

‘Forkhead’ ailesinin iiyelerinden olan Forkhead Box O (FoxO) transkripsiyon
faktorlerinin memelilerde; FoxO1 (FKHR/ FKH1), FoxO3 (FKHRL1/ FoxO3a), FoxO4
(AFX/ AFX1) ve FoxO6 olmak iizere dort iiyesi vardir (Monsalve ve Olmos 2011, Eric
W.-F. Lam1 2013). FoxO ailesinin bir énemli 6zelligi insiilin-PI3K/Akt sinyal yolagi
tarafindan diizenlenmeleridir (Tzivion ve ark. 2011). FoxO transkripsiyon faktorleri;

apoptozun diizenlenmesi, hiicre siklusunun duraklamasi, oksidatif strese Kkarsi



dayaniklilik, DNA tamiri, glikoz metabolizmasi, enerji homeostazi ve hiicresel farklanma
gibi pek cok farkli siireglerde onemli roller oynarlar (Huang ve Tindall 2007). FoxO
proteinleri; pro-apoptotik genler ve farklilasma, hiicre siklusu duraklamasi, oksidatif
strese kars1 savunma, DNA tamiri ile ilgili genleri diizenleme yetenekleri sayesinde hiicre
kaderinin anahtar aracilaridirlar (Eric W.-F. Lam1 2013). Bu 6zelliklerinden dolay1 son

yillarda tireme sistemindeki rolleri de 6nemli bir arastirma konusudur.

FoxO transkripsiyon faktorlerinin endometriyumdaki rollerini arastiran siirli sayida
¢alisma bulunmaktadir. Bu in vitro ¢alismalardaki ortak goriis FoxO’larin desidualizasyon
stirecinde progesteron bagimli rol aldiklar1 yoniindedir. Birgok in vitro ¢aligmanin ortak
sonucu olarak insan endometrial hiicrelerin desidualizasyonunda FoxO1’in indiiklendigi,
FoxO3’lin inhibe oldugu ve FoxO4’iin ise ekspre edilmedigi farkli kaynaklarda
gosterilmistir. Ancak bu molekiillerin erken gebelik siirecindeki olas1 rolleri hakkinda in
vivo veri bulunmamaktadir (Gellersen ve Brosens 2003, Grinius 2006, Kajihara ve ark.
2006, Labied ve ark. 2006, Kyo 2011, Kajihara ve ark. 2013).

Tim bu literatiir bilgileri 15181nda; erken gebelik siirecinde farkli gebelik giinlerine ait
endometriyal modellenmede; apoptoz, proliferasyon, farklilasma, hipoksi, yasam ve sag
kalim gibi heterojen olaylarin gergeklesmesi, FoxO transkripsiyon faktérlerinin
hiicrelerdeki kritik rollerini hatirlatmigtir. Bu nedenle peri-implantasyon siirecinde

FoxO’lar endometriyumun farkli kompartmanlarinda ekspre oluyor olabilir.

Bu ¢alismanin amaci, desidualizasyon siirecinde progesteron bagimli rolleri olabilecegi
one siiriilen FoxO transkripsiyon faktorlerinin; gebeligin olmadigi ostrus fazindaki
endometriyum (Kontrol), gebeligin 1, 4, 5, 6 ve 8. giinlerinde ekspresyonlarinin olup
olmadigini, varsa lokalizasyonlarinin nasil oldugunu in vivo olarak arastirmaktir. Ayrica
bu ¢aligsma, blastosistten bagimsiz olarak sadece hormonal ortamin taklit edildigi, yalanci
gebelik ve blastosistin varliginin olusturacagt mekanik etkinin taklit edilerek
desidualizasyonun embriyodan bagimsiz olarak indiiklendigi, yapay desidualizasyon
modellerinde de FoxO protein ekspresyonlarinin nasil bir degisim gosterdigini

degerlendirmeyi hedeflemistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Uterusun Embriyonik Gelisimi

Genital sistem gelisimin baslangicinda mezodermden koken alir. Hem disi hem de erkek
embriyoda mezonefrik (Wolff) ve paramezonefrik (Miiller) kanallar olmak tizere iki ¢ift
genital kanal olusur. Gelisimin ilerleyen asamalarinda disilerde, testosteron yoklugu
mezonefrik kanalin gerilemesine neden olurken, anti-miillerian (Miiller baskilayici)
hormon yoklugu ise paramezonefrik kanalin ilerlemesine olanak saglar ve disilige

farklilasma gergeklesir (Langman 1993).

Paramezonefrik kanalin gelisimi, tirogenital kabarikligin 6n ve yan yiizeyindeki sélom
epitelinin uzunlamasina bir girinti yapmasi ile baslar. Kanallar kranial ugtan sdlom
boslugu i¢ine dogru huni seklinde acilarak ilerler. Bu ilerleme, 6nce mezonefrik kanalin
laterali yoniinde gerceklesirken onu ¢aprazladiktan sonra kaudomedial yonde devam eder.
Bu sekilde orta hatta her iki paramezonefrik kanal birbirine yaklagir. Baslangicta bir
septumla ayrilmis olan bu iki kanal, daha sonra birleserek uterus kanalini olustururlar.
Birlesmis olan kanallarin kaudal ucu, iirogenital sinusun arka duvarina dogru ilerleyerek
paramezonefrik ya da Miiller tiiberkiilii denilen kiiclik bir siskinligi olustururken,
mezonefrik kanallar ise bu tiiberkiilin her iki yanindan iirogenital sinusa agilirlar

(Langman 1993), (Sekil 2.1.).

Miiller Kanallan

Wolff
Kanallarn

Miller
Tuberkulia

Sekil 2.1. Paramezonefrik (Miiller) kanalinin gelisimi (Gray 1918).



Disilerde paramezonefrik kanallarin her birinde baglangicta, s6lom bosluguna agilan
kranial vertikal boliim, mezonefrik kanallar1 ¢aprazlayan horizontal boliim ve karsi
taraftaki esiyle birlesen kaudal vertikal boliim olmak {izere ii¢ boliim gozlemlenir. Kranial
vertikal ve horizontal boliimden tuba uterinalar gelisirken, kaudal boliimlerin kaynasmasi

ile de uterus olusur (Moore KL 2002).

Paramezonefrik kanallar birlestikten sonra genis bir transvers pelvik katlanti yapar ve
kaynagmis haldeki kanallarin lateralinden pelvis duvarima kadar uzanan bu katlantiya
ligamentum latum uteri denir. Olusan bu uterovaginal taslaktan uterusun fundus, korpus,
istmus ve endometriyum epiteli ile bezleri gelisirken endometriyum stromasi Ve
miyometriyum ise komsu splanik mezodermden gelisir (Langman 1993, Moore KL 2002).
Uterusun temel yapisi 1. trimesterin sonunda olusur, gebeligin ortalarinda bezlerin ve kas
tabakasinin gelisimi baglar ve diger yapilarin gelismesi de 3. trimesterde gerceklesir

(Langman 1993).

2.2. insanda Uterus Histolojisi

Uterus; bir govde(korpus) ve uterus kavitesinin daraldigi i¢ agiz (intenal os) ile i¢ agizdan
asagiya dogru uzanan silindirik bir yap1 olan serviksten meydana gelen armut seklinde bir
organdir. Uterusun govdesi tavan kisminda kubbe bi¢imini alir ve bu bdliimiine fundus
ad1 verilir. Uterus duvari li¢ katmandan olugur. Organi en distan perimetriyum tabakasi
sarar ve bu tabaka uterusun farkli boliimlerine gore ya seroza (bag dokusu ve mezotelyum)
ya da adventisya (bag dokusu) dokusudur. Diger tabaka kalin bir diiz kas tabakas1 olan
miyometriyumdur. Organin liimeni tarafindaki en i¢ tabaka ise endometriyumdur (uterus

mukozasi) (Junqueira 2006), (Sekil 2.2.).



Uterus

—Miyometriyum

= —— Endometriyum

Internal Os

Sekil 2.2. Uterus ve tabakalarmi gosteren ¢izim (https://www.studyblue.com/notes/note/n/female-
reproductive-tract/deck/6382603).

Miyometriyum bag dokusu ile ayrilmis diiz kas demetlerinden meydana gelmistir ve
uterusun en kalin tabakasidir. Diiz kas demetleri sinirlari iyi belirlenemeyen dort tabaka
olusturmaktadir. Birinci ve dordiincii tabaka esas olarak longitudinal yerlesmis kas
liflerinden olusur. Miyometriyumun orta tabakalarinda arkuat arterler dairesel olarak
yerlesmistir. Endometriyum tek katli silyali silindirik epitel ve ¢ok sayida basit tiibiiler
bezler igeren lamina propriyadan meydana gelmektedir. Miyometriyuma yakin olan
boliimlerdeki bezler bazen dallanmalar gostermektedir. Uterus bezlerinin epiteli ylizey
epiteli gibi tek katl prizmatik epiteldir ancak silyali hiicreler cok azdir. Endometriyumun
bag dokusu fibroblastlardan zengindir ve bol miktarda temel madde igerir. Bag dokusu
lifleri ¢ogunlukla tip III kollajenden meydana gelmistir. Endometriyum bazal ve
fonksiyonel tabaka olmak iizere iki kisma ayrilir. Miyometriyumun komsulugundaki
bazal tabaka lamina propriya ve uterus bezlerinin baslangic kismini icermektedir.
Fonksiyonel tabaka da lamina propriya ve bezlerin geri kalam ve ylizey epitelini
icermektedir. Miyometriyumun orta tabakalarindaki arkuat arterlerden endometriyumu
besleyen iki grup damar ¢ikar. Bunlar bazal tabakay1 besleyen diiz arterler ve fonksiyonal
tabakaya kan tasiyan kivrimli/spiral arterlerdir. Fonksiyonal tabaka her aylik dongiide

yenilenirken bazal tabaka ise hemen hemen degismeden kalmaktadir (Junqueira 2006).



2.3. insanda Uterusun Siklusa Bagh Fizyolojik Degisimleri

Puberte ile birlikte; hipotalamus gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) aracilifiyla 6n
hipofiz bezini uyarir ve buradan gonadotopinlerin (FSH, LH) salinimin1 baglatmis olur.
Salinan gonadotropinler 1. mayoz boéliinme asamasinda duraklamis olan (diploten)
primer/preantral folikiilleri uyararak uterus endometriyumunun da senkronize olacagi bir
dongiiyii baslatmis olurlar (Junqueira 2006, Cha ve ark. 2012, Mara H. Rendi 2012).
Menstriiel siklus puberteden baslayarak menapoza kadar devam eden 28 giinliik bir
dongiidiir. Menstriiel faz ortalama 4-5 giin siirmektedir. Daha sonra c¢ogalma
(proliferasyon) ve salgilanma/sekretuar (luteal) evre gelmektedir (Junqueira 2006, Mara
H. Rendi 2012), (Sekil 2.3.).

Ovaryum Owl.syon Korpus Lut-.lm
Biyiiyen folikiil

® @ @ % CEB 6:3

Owvaryan Honn;nlar ‘ Progost.ron

Ostrojen

j—— 1 1 ! |

Uterus Endometriyumu
’ \
Mens ¢ Fol'tnlalr Faz ITutod Faz

0 5 10 15 20 25
Menstriiel Siklus Giinleri

Sekil 2.3. Gonadotropinler ve ovaryan hormonlar aracilii ile ovaryum ve uterus senkronizasyonu
(http:/lwww.yourarticlelibrary.com/biology/human-reproduction/female-reproductive-system-ovarian-
cycle-gametogenesis-menstrual-cycle/29624/).

Folikiil uyarici hormonun (FSH) etkisi ile primer folikiillerin gelisimi uyarilirken diger

yandan bu etki ile teka internalar1 gelisen bu folikiiller aktif olarak Gstrojen salgilamaya

baslar ve Ostrojen plazmada giderek artmaya baglar. Uterus endometriyumu ovaryumun
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bu 6strojenik etkisi ile birlikte proliferasyon fazina girmis olur. Luteinize edici hormonun
(LH) ani artis1 ile ovulasyon siirecine kadar endometriyumun proliferasyon fazi devam
eder. Ovulasyondan sonra arda kalan folikiil, korpus luteuma doniiserek progesteron
iretmeye basladigt zaman uterus endometriyumu da sekretuvar faza gecis yapar.
Sekretuvar faz yaklasik 14 giin siirerken proliferasyon fazinin siiresi degiskendir ve
ortalama 10 giin siirmektedir (Sekil 2.3.). Ovaryan hormonlar araciligi ile saglanilan bu
senkronizasyon endometriyumun gebelik i¢in hazirlanmasinda 6nemlidir (Cha ve ark.

2012, Mara H. Rendi 2012, Maybin ve Critchley 2015).

2.3.1. Proliferatif Faz: Siklusun 5-14. giinler arasi

Proliferasyon fazinda; mensturuasyonda kaybedilen endometriyumun fonksiyonel
tabakas1 yeniden olusur. Menstriiasyondan sonra uterus mukozasi incedir. Fonksiyonel
kismin yeniden olusmasi Ostrojenin endometriyum tizerindeki mitotik etkisi ile saglanir.
Bu sekilde endometriyumda bulunan bezlerin, kan kapillerlerin, stromanin ve
endometriyum epitel hiicrelerinin ¢ogalmasi gergeklesir. Tek katli silindirik epitelden
olusan bezler, dar liimenli diiz tiibiiller olusturur. Bu hiicrelerde salgilama aktivitesine
hazirlik olarak, graniillii endoplazma retikulumu sistemalarinin sayisi ve Golgi kompleksi
boyutlar giderek artar. Proliferasyon fazi sonunda endometriyum 3-4 mm kalinliga ulagir

(Jungueira 2006, Mara H. Rendi 2012).

2.3.2. Sekretuvar Faz: Siklusun 15-28. giinler arasi

Sekretuvar fazda; korpus luteum tarafindan salgilanan progesteron, Ostrojenin etkisi ile
gelismis olan bezler lizerinde etki gostererek bezleri sekresyon i¢in uyarir. Bol miktarda
tiretilmis olan glikoprotein yapidaki salgi iiriinleri bezlerin liimeninin genislemesine
neden olur ve bezler son derece kivrimli bir hale gelmeye baglar. Bu fazda salgilarin
birikmesi ve stromadaki 6demin sonucunda endometriyum, maksimum kalinliga (5-6
mm) ulagir. Sekretuvar faz sirasinda hiicre boliinmesi proliferasyon fazina gore siirhdir

(Junqueira 2006, Mara H. Rendi 2012).

Fertilizasyonu takiben embriyonun endometriyum duvarina tutunmasi ve implantasyonun

gerceklesmesi ile birlikte embriyonik trofoblast hiicreleri insan koryonik gonadotropin



(hCG) hormonu iiretmeye baglar. Uretilen hCG korpus luteumdan gebeligin
devamliliginin saglanmasi igin progesteron salinimii uyarir. Progesteron embriyo
implantasyonunun tehlikeye girmemesi i¢in miyometriyumun diiz kas hiicrelerinin
kasilmalarin1 baskilarken gebelik i¢in stroma hiicrelerinde desidualizasyonu indiikler.
Progesteronun devamli hale gelmesiyle desidualizasyon embriyo implantasyonuna paralel
bir sekilde gelisim gosterir. Desidualizasyon siireci ile stromal hiicreler glikojen ve lipitce
zengin hale gelirler poliniikleer hale gelerek desidual hiicrelere farklilasirlar. Desidual
hiicreler; desidual prolaktin (korpus luteumun gelisimini destekler) prostaglandinler
(implantasyon alaninda lenfosit, makrofaj ve nétrofillerin toplanmasini saglar), insiilin
benzeri biiyiime faktorii (IGF) ve onu baglayan insiilin benzeri biiyiime faktorii baglayict
protein (IGFBP) (endometriyal bezlerin ve endometriyal hiicrelerin ¢ogalmasini engeller)

gibi birgok madde salgilarlar (Junqueira 2006, Cha ve ark. 2012, Mara H. Rendi 2012).

Fertilizasyon ya da embriyo implantasyonu gerceklesmedigi zaman, korpus luteumun
islevi yaklasik 14 giin sonra sona erer. Boylece kandaki progesteron ve dstrojen seviyeleri
hizla diiser ve spiral arterlerde kasilmalar baslar. Dolayisiyla kan akimi engellenerek
dokuda iskemi meydana gelir. Olusan iskemi damar duvarinin ve endometriyumun
fonksiyonel tabakasinin biiyiik bir kisminin 6liimiine/nekrozuna neden olur. Progesteron
yokluguna bagli olarak miyometriyum tabakasindaki kasilmalar ile kan damarlar1 yirtilir
ve kanama baglar. Endometriyumun fonksiyonel tabakasinin biiytlik bir kism1 ayrilir ve
endometriyumun geri kalani ise interstisyel sivi kaybina bagl olarak biiziisiir. Menstriiel
dongii sonunda endometriyum genellikle ince bir tabaka haline gelir ve yeni bir dongiiniin
baslamasi ve hormonal uyarimlarla mitotik aktivitesi tekrar baglar (Junqueira 2006, Mara
H. Rendi 2012).

2.4. Disi Farede Genital Sistem Anatomisi
Disi farede genital sistem bir ¢ift ovaryum, oviduktlar, uterus, serviks, vajina, klitoris ve

klitoral bezden meydana gelmektedir (Sekil 2.4.).
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Sekil 2.4. Disi farede genital sistem anatomisi (http://www.niehs.nih.gov/research/resources/visual-
guides/guides/female-repro/index.cfm).

2.4.1. Ovaryum

Ovaryumlar, bobreklerin posterolateral kutuplarina yerlesmis olup, her biri ince seffaf bir
elastik kapsiil olan bursa ile ¢evrelenmistir ve mezovaryum ile dorsal viicut duvarina
tutunmaktadirlar. Mezovaryumdaki kan damarlar1 ve sinirler hilus denilen bolgeden

ovaryuma girer ve ovaryumu terkeder (Sezer 2005).

2.4.2. Ovidukt

Ovidukt periovaryan boslugu uterus boynuzuna baglar ve 1.8 cm uzunlugundaki kivrimh
bir tiiptiir. Dorsal viicut duvarindan mezotubaryum tarafindan ayrilir. Mezotubaryum;
mezovaryum, ovaryan bursa ve uterus mezometriyumu ile devam eden c¢ift kath bir
membrandir. Ovidukt ovaryan bursaya yakin olan kisim ampulla; uzun, dar ve sikica
paketlenmis olan kisim isthmus ve uterus duvari i¢inde kalan internal kisim olmak {izere
iic segmentten olusmaktadir. Ampulla, infundibulum araciligityla periovaryan bosluga
acilmaktadir. Fimbriya denilen sagak benzeri uzantilar bu agilis1 ¢evreler ve periovaryan
bosluga dogru uzanir (www.informatics.jax.org/greenbook/frames/framel.shtml. , Sezer
2005).



2.4.3. Uterus

Fare uterusu, bikornuat yapidadir ve Y seklindeki bu yap1 2 lateral boynuz (kornua) ile
tek bir medyan govde kismindan (korpus) meydana gelmektedir. Uterus boynuzlari,
oviduktlardan posteromediyal olarak mesanenin dorsal pozisyonuna uzanirlar ve burada
korpusu olusturmak iizere birlesirler. Boynuzlar, dorsal viicut duvarindan kan, lenf
damarlar1 ve sinirlerin bulundugu genis bir ligament olan mezometriyum ile ayrilirlar.
Uterusun gévde kismi1 medyan septum tarafindan ayrilmasi ile iki bosluk igeren kraniyal
kisim ve boliinmemis olan kaudal kisimdan meydana gelir. Béllinmemis olan bu kaudal
kismin vajina bosluguna ciktig1 bolge boyun ya da serviks kismini olusturmaktadir.
Serviks ve vajinanin duvarlari1 dorsal ve ventral olarak devamlilik gostermektedir ancak

lateralde vajina limeninde bu devamlilik kesilmektedir (Sezer 2005).

2.4.4. Vajina ve Klitoris

Kisa, kalin ve miiskiiler yapida olan vajina, uterus gévdesi ve devamindaki serviksten
viicudun ventral yiizeyinde olan aniisiin anteriyorundeki eksternal a¢ikliga uzanmaktadir.
Vajina dorsalde rektum ve ventralde liretraya gevsek sekilde bagli haldedir. Vajinal
acikligin anteriyor duvarinda ventrale dogru uzanan kiigiik ytikselti klitoristir ve yiizeyinin
biiyiik bir kismi1 kil barindiran ince deri ile ortiiliidiir. Kiigiik armut sekilli klitoral bezler
ise bu kisimda anterolateral olarak subkutan bag doku igerisine gomiilii haldedir

(www.informatics.jax.org/greenbook/frames/framel.shtml. , Sezer 2005, P.Grasso 1998).

2.5. Disi Farede Ureme Fizyolojisi

Hipotalamustan salinan gonadotropin salict hormon (GnRH); hipofizden salinan FSH ve
LH, ovaryumdan salinan E2 ve P4 hormonlari memelilerde iireme sistemini kontrol eden
ortak mekanizmalar olmasina ragmen tirler arasinda farkliliklar s6z konusudur.
Bunlardan en belirgin olani ise tireme sikluslarindaki degiskenliklerdir. Farelerde oldugu
gibi Ostrus siklusuna sahip olan tiirlerde seksiiel aktivite dstrus fazi boyunca sinirlt iken,
insanlarda oldugu gibi menstriiel siklusa sahip olan tiirlerde ise bdyle bir seksiiel aktivite
sinirlamasi yoktur ve sikluslarinin herhangi bir zaman diliminde aktif olabilirler. Diger bir
fark ise gebeligin ger¢eklesmemesi durumunda menstriiel siklusa sahip tiirlerde
menstrilasyon doneminde endometriyumlarini dokerken, Ostrus siklusuna sahip olan tiirler

ise endometriyumlarini reabsorbe etmektedirler (Sezer 2005, P.Grasso 1998).
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Fareler, mevsime bagli olmayan polidstrik hayvanlardir ve puberte baslangicindan
yasliliga kadar dongiisel aktivite gosterirler. Farelerde 6strus siklusu 4 faza ayrilmaktadir
ve siklus siireleri toplamda 4-5 giindiir. Ostrus siklusu ayrica folikiiler ve luteal faz olmak
tizere iki ovaryan fazda incelemek miimkiindiir. Ovaryan gelisimin meydana geldigi
folikiiler faz1 prodstrus ve Ostrus kapsarken, korpus luteumun olusarak fonksiyon gordiigii

luteal fazi ise metOstrus ve didstrus kapsamaktadir (Sezer 2005).

a) Proostrus Evresi

Disi farelerde seksiiel siklus evrelerine bagli olarak genital organlarinda ¢esitli morfolojik
degisiklikler meydana gelmektedir. Prodstrusta vajinalar1 kirmizi-pembe renkte ve nemli
gozlenmektedir ve bu donemde disi heniiz seksiiel olarak reseptif degildir. Ovaryan faz
olarak folikiiler faza ait olan bu dénemde ovaryum folikiilleri biiyiimeye baslarken E2 ve
P4'iin etkisi altinda da endometriyum gelismeye baslar. Bu faz yaklasik olarak 1 giin
stirmektedir (http://en.wikipedia.org/wiki/Estrus#Estrus , Sezer 2005).

b) Ostrus Evresi

Disi fareler bu fazda seksiiel olarak reseptiftir. Bu nedenle bu donem ‘kizginlik’ evresi
olarak da isimlendirilir. Ayrica fizyolojik degisiklikler nedeniyle belirgin bir sekilde arka
ayaklarim kaldirdiklar1 lordozis refleksi gibi, seksiiel olarak reseptif davranis gosterirler.
Fare ovaryum folikiilleri gonadotropik hormonlarin etkisi altinda tamamen olgunlagsmistir
ve bu donemde ovulasyon meydana gelmektedir. Dolagimdaki yiliksek dstrojen nedeniyle
uterus liimeninde biriken siv1 ve vaskiiler ge¢irgenlikteki artis prodstrus ve dstrus fazlari
boyunca uterusun sismesine neden olur. Vajina morfolojileri ise proostrustakinden daha

acik renktedir ve belirgin bicimde 6demli gériinimdedir (Sezer 2005).

¢) Metostrus Evresi

Ovaryan luteal faza ge¢isin oldugu bu dénemde Ostrojen azalir ve ovaryumda korpus
luteum goriilmektedir. Uterus dokusunda sislik ve hiperemide azalma goriilmektedir.
Ayrica uterus liimen epitelinde dejenerasyonlar goriilmektedir. Vajinalarinda 6dem

azalmis, kuru ve solgun bir goriiniim kazanmistir (Sezer 2005).
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d) Diostrus

Fertilizasyonun gerceklesmedigi takdirde bu fazda progesteron iireten korpus luteum
aktivitesi azalir ve gerilemesiyle son bulur. Endometriyum tabakasi gelecek siklus i¢in
yeniden sekillenirken bu donemde ovaryumda follikiiller gelismeye tekrar baglarlar.
Uterus dokusunda ise sislik tamamen kaybolmustur ve doku soluk renkli bir
goriiniimdedir.  Farelerin  vajinalart da benzer goriinimde olup kapalidir

(http://en.wikipedia.org/wiki/Estrus#Estrus , Sezer 2005).

Farelerde ciftlestirme monogami (bir disi fare ile erkegin ciftlestirilmesi) poligami (bir
erkek ile 2-4 disi farenin bir kafeste ¢iftlestirilmesiye gergeklestirilen iireme) seklinde
yapilabilir. Ciftlesme Ostrus fazinin gece periyodunda ovulasyonun gerceklesmesini
takiben meydana gelmektedir. Ciftlesmeden sonra sperm ve yardimci bezlerin salgilari ile
meydana gelen semen vajinal salgi ile birlikte koyulasarak balmumu gibi sertlesir. Bu yap1
ciftlesmenin sabahinda vajinada bir tipa seklinde goriiliir ve vajinal plak olarak
isimlendirilir.  Vajinal plak ¢iftlesmeden 24-36 saat sonra  uzaklastirilir

(www.informatics.jax.org/greenbook/frames/framel.shtml. , Sezer 2005).

2.6.Farelerde Uterus Histolojisi

Gebe olmayan farelerde Uterus boynuzlariin histolojisi incelendigi zaman 3 tabaka géze
carpar. En distaki perimetriyum tabakasidir ve bu seroza katmani mezometriyum ile
devamlilik gosterir. Sonraki tabaka miyometriyum kas tabakasidir. Burada kas tabakalar1
dista longitidunal igte sirkiiler yerlesim gosterir. Longitidunal ve sirkiiler kas tabakasinin
arasinda vaskiiler yapidaki gevsek bag dokusu stratum vaskulozum olarak isimlendirilir.
En igte ise uterus mokozas1 endometriyum tabakasidir. Endometriyum kan damarlar ve
sinirleri igerir. Epiteli basit prizmatik epiteldir ve endometriyal stromaya girinti yapan
dall1 tiibiiler bezlere uzanmaktadir. Endometriyumun stromasinda birgok kiiciik polihedral
yapida hiicre ve lenfosit i¢eren retikiiler bag doku yer almaktadir. Uterus boynuzlari orta
hatta bir araya geldikce mediyal duvarlar1 serozayi, stratum vaskulozum ve bazi kas
liflerini kaybederler. Uterus govdesinin anterior kisimlar1 boynuzlardakine benzer sekilde
basit prizmatik epitel ile doselidir ancak diger bolgelerde ve 6zellikle medyal duvarlarda

cok katli yassi epitel gozlemlenmektedir. Uterus gévdesinin servikse yakin kisimlari,
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serviks ve vajina ¢ok katli yassi epitel ile ortiiliidiir. Uterus govdesinin lamina propriyast
boynuzlara gore daha az hiicre igerirken daha fazla lifsel eleman igermektedir. Serviksin
kraniyal tigte ikisinin duvari sirkiiler yerlesimli diiz kas tabakasi igerirken kaudal {igte

birinin duvari ise kollajen lif demetleri icermektedir (Sezer 2005, Mara H. Rendi 2012).

2.7. Insanda ve Farede Pre-implantif Embriyo Gelisimi

Preimplantasyon evresindeki embriyonun gelisimi ve aktivasyonu boyunca goriilen iki
onemli o6zellik fertilizasyondan sonra zigotun yariklanmasi ve embriyonik hiicrelerin
blastosist sathasinda i¢ hiicre kitlesi ve trofoektoderme farklilasmasidir (Yoshinaga K.
1988, Stewart ve Cullinan 1997). Insanda ve farede preimplantif dénem embriyo gelisim
stirecinde her iki tiirde de embriyo, zigot asamasindan blastosist agamasina geldikten sonra
uterusa ulasir. Ancak preimplantif embriyo gelisim asamalar1 insanda ve farede
zamanlama olarak farkliliklar gostermektedir. Her iki tiirde zigot olusumunu gebeligin
0,5. giinii olarak baz alindiginda farede erken blastosist asamasina embriyonik 3,5. giinde
ulagirken insanda ise embriyonik 5. giinde ulasir. Preimplantif gelisimin son agamasi olan
gec blastosist agamasina ise farede embriyonik 4,5. giinde, insanda ise 6. giinde ulasir

(Magnuson T 1987, Cockburn ve Rossant 2010), (Sekil 2.5.).

Fare
E0S E10

Er5 E20
"\ ,“ ’z
|!I ®); L)
44 /i

E25 E30 E3S E40 E45 ESO ESS E6.0

. 2 Hiicreli 4 Hiicreli Kompaksiyon Morula  Erken —
ZIgo‘ Embriyo  Embriyo Blastosist Geg Blastosist
Insan
Zigot 2 Hiicreli 4 Hiicreli 8 Hiicreli Kompaksiyon Morula Erken —
Embriyo Embriyo  Embriyo Blastosist Geg Blastosist

Sekil 2.5. insanda ve farede preimplantif embriyo gelisim siireci (Cockburn ve Rossant 2010).

13



Disi fareler normal sartlarda her siklusta 8-10 adet oosit yumurtlarlar. Farelerde
ovulasyondan sonra oositler bagli olduklar1 ovidukta girerler ve buradan oviduktun
ampulla kismina ulasirlar. Farelerde fertilizasyon ampulla kisminda gergeklestiginde
preimplantif embriyo gelisim siireci burada baslar. Fertilizasyondan sonra zigot mitoz
boliinmeler gegirerek blastosist evresine ulasir. Ciftlesmeden sonra hipofizden prolaktin
salinimi baslar, bu da ovaryumda fonksiyonel bir korpus luteum olusumuna neden olur ve
gebeligin devami i¢in baska bir ovulasyon ya da siklusun olmasini engellemis olur (Soares
MJ 2006). Embriyonik 3,5. giinde fare blastosistinde trofoecktoderm ve i¢ hiicre kitlesi
farklilasir. 4,5. giinde; embriyoyu olusturacak olan primitif endoderm ile primitif
ektoderm ve tiim trofoblastik dokuyu olusturacak olan trofoektoderm olmak {izere ii¢
hiicre tipi bulunur (Gardner 1982, Snell GD 1996). Trofoblast, memeli konseptiisiiniin
yasamasi i¢in gereklidir ¢iinkii implantasyona aracilik eder ve sonrasinda fetiis ile anne
arasinda besin, gaz degisimini saglayan plasentay1 olusturur. Trofoektoderm hiicreleri iki
farkli bilesenden olusur: polar ve mural trofoblastlar. Mural trofoektoderm i¢ hiicre
kitlesine en distalde yer alan hiicrelerden olusur. Polar trofektoderm ise i¢ hiicre kitlesinin

komsulugundaki hiicrelerdir (Dickson 1963, Rossant J 2002).

2.8. Insanda ve Farelerde Uterus Reseptivitesi

Uterus reseptivitesi ya da endometriyal reseptivite, maternal endometriyumun blastosistin
implantasyonuna izin verdigi sinirlt bir zaman dilimi olarak tanimlanmaktadir. Uterus,
degisen Ostrojen ve progesteron salgilarina 6zgiin bicimde yanit veren heterojen hiicre
popiilasyonlarindan olustugundan endometriyal reseptivitenin de bu hormonlarin
kontroliinde oldugu yapilan ¢aligmalar ile ortaya konmustur (Wang ve Dey 2006, Cha ve
ark. 2012, Zhang ve ark. 2013, Tu ve ark. 2014), (Sekil 2.8.).
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Sekil 2.6. insan ve farede steroid hormonlar tarafindan uterus reseptivitesinin diizenlenmesi (Wang ve Dey

2006).

Farede ve insanda endometriyal reseptivite; pre-reseptif (notral), reseptif ve non-reseptif
fazlara ayrilmaktadir. Insanda pre-reseptif faz ovulasyondan sonraki 7. giine kadar devam
eder, 7. giinden 10. giine kadar reseptif, 10. giinden sonra ise blastosist varligina yanit
vermez ve non-reseptif faza gecger (Sekil 2.6.). Gebe ya da yalanci gebe farede ise
endometriyum sadece 4-5. giinde (implantasyon giinii) reseptif olur, 5. glinden sonra non-
reseptiftir ve blastosistin varligina ya da desidual reaksiyon olusturmak amaciyla yapilan
travmatik uyarilara yanit vermez (Wang ve Dey 2006, Cha ve ark. 2012, Zhang ve ark.
2013), (Sekil 2.6.).

2.9. Embriyo Implantasyonu

Memelilerde gebeligin saglikli bir sekilde ilerlemesi i¢in fertilizasyondan sonra pre-
implantif donemde embriyo gelisimi, implantasyon ve desidualizasyonun dogru bir
sekilde gerceklesmesi gerekmektedir (Psychoyos 1973). Implantasyon, embriyonun
uterusa yerlesmesi siirecidir ve implantasyonun temel olaylarini su sekilde 6zetlemek
miimkiindiir: blastosistin uterusa yakinlastigi alanda kapiler gecirgenlik ve kan akiginin
artmasi, semiallogenik embriyonun annenin immiinolojik yanitlarindan kag¢masi,

blastosistin endometriyum liimen epiteline tutunmasinin hemen ardindan cevresindeki
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endometriyal stromanin bolgesel desidualizasyonu, embriyonik trofoblastlar tarafindan
gerceklestirilen kontrollii uterus invazyonu (Beer ve Billingham 1978, Psychoyos 1973).
Ozetlenen tiim durumlarda hem embriyo hem de uterustaki hiicre tiplerinde zamana ve
bolgeye bagimli olarak proliferasyon, farklilasma, gé¢ ve yeniden sekillenme gibi
hiicresel olaylar meydana gelir. Bu kritik olaylar, progesteron ve dstrojenin aract oldugu
hiicre tiplerine 6zgiin etkilesimlere baglidir. Progesteron/dstrojen bagimli bu siireclerin
molekiiler ve hiicresel mekanizmalar1 heniiz net olarak aydilatilamamstir. insanlardaki
embriyo-uterus etkilesiminin molekiiler diizeyde incelenmesindeki etik kisitlamalar
nedeniyle bu konuda elde edilen bilgilerin ¢cogu 6zellikle fare ve siganlarda yapilan

calismalara dayanmaktadir (Cha ve ark. 2012, Zhang ve ark. 2013).

2.9.1. Implantasyon Tipleri

Embriyonun uterus ile karsilikli etkilesimleri ve bunun sonucunda meydana gelen
implantasyon siireci incelendigi zaman memelilerde bir¢ok ortak 6zellikleri icermesinin
yant sira tiirden tiire farkliliklarda s6z konusudur. Blastosist ve uterusun etkilesimlerini
morfolojik olarak temel alan Bonnet, implantasyonu memelilerde merkezi (sentrik),

ekzentrik ve intersitisyal olmak tizere 3 sinifa ayirmistir (Bonnet 1884), (Sekil 2.7.).

Uterus
Trofoblast
ic Hiicre Kitlesi

Mezometriyum
Sentrik Ekzentrik intersitisyal

Sekil 2.7. Memeli tiiriinde blastosist ve uterus etkilesimleri temel alinarak tanimlanan implantasyon
paternleri (http://www.vivo.colostate.edu/hbooks/pathphys/reprod/placenta/implant.html).

Merkezi implantasyon tavsan, dag gelincigi ve bazi keseli tiirlerinde goriilmektedir. Bu
tiirlerde blastosist implantasyondan Once yiizeyel olarak yogun bir sekilde genisler ve

maternal endometriyuma ilk dokunusu bu sekilde gerceklestirdikten sonra implante olur.
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Blastosistin yapmis oldugu yiizeyel genisleme 6zelliginden dolayr merkezi implantasyon,
yiizeyel implantasyon olarak da isimlendirilmektedir. Fare, sican ve hamster gibi
kemirgen tiirlerde ekzentrik implantasyon goriilmektedir. Bu canlilarda blastosistler
yiizeyel olarak ¢ok az bir genisleme gosterir ve uterus liimeni invaginasyonla bir cep
olusturur. Bu sekilde blastosist ile endometriyum arasinda temas saglanarak implantasyon
gerceklesir. Insandaki implantasyon tipi ise intersitisyal implantasyondur. Burada
blastosist liimen epitelini gegerek epitelin hemen altindaki stromal doku ile etkilesimde
bulunur. Implantasyon insanda epitelden igeri girme ve stromal dokuya gémiilme seklinde
gerceklesmis olur. Intersitisyal implantasyon aym1 zamanda kobay ve sempaze gibi

memeli tiirlerinde de goriilmektedir (Bonnet 1884).

2.9.2. Implantasyon Asamalar

Enders ve Schlafke, implantasyonun 3 evreye ayrilabilecegini gdstermistir: apozisyon
(yakinlagma), adezyon (tutunma) ve penetrasyon (ig¢ine girme) (Enders ve Schlafke 1969).
Apozisyon, embriyonik trofektoderm hiicrelerinin liimen epiteline yakinlagsmasinin
gerceklestigi evredir. Sonraki evre olan adezyon evresinde trofektoderm ile liimen epiteli
arasindaki iligki blastosistin yikama ile uzaklastirllmasina izin vermeyecek kadar
ilerlemistir. Son evre olan penetrasyon evresi trofektodermin liimen epiteline invaze

olmasini igerir (Enders ve Schlafke 1969, Fitzgerald ve ark. 2008), (Sekil 2.8.).

Apozisyon Adezyon  Penetrasyon

£
d

Sekil 2.8. Insana ait embriyonun implantasyon asamalar1 (Fitzgerald ve ark. 2008). BL: blastosist, ZP: zona
pelusida, LE: liimen epiteli.
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2.9.3. Peri-Iimplantasyon Siirecinde Endometriyumdaki Hiicresel Olaylar

Memelilerde, 6zellikle kemirgenlerde, apozisyon baglamadan 6nce stromal 6dem olusur.
Stromal 6dem, uterus liimeninin daralmasina neden olarak trofektodermin mikrovilluslari
ile limen epitelinin parmaksit c¢ikintilar olusturmasi (apozisyon) ve birbirlerine
yakinlagsmalarina (adezyon) neden olur (Zhang ve ark. 2013, Croy 2014). Embriyonun
epitele tutunmasi sonucunda blastosistin oldugu bolgede stromal vaskiiler gecirgenlik
bolgesel olarak artig gosterir. Liimenin kapanmasi olay1r gebelik siiresince uterusun
tamaminda gerceklesir ve blastosistin varligindan bagimsizdir. Stromal 6dem ile uterus
liimeninin daralmas1 ve kapanmasi blastosist olmasa da gergeklesebilirken, progesteron
olmadiginda gerceklesemez (Zhang ve ark. 2013, Croy 2014). Ardindan gerceklesen
adezyon olay1 ve stromal vaskiiler gecirgenligin bolgesel olarak artis gdstermesi igin ise
Ostrojen gereklidir (Harper 1989, Zhang ve ark. 2013). Farelerde implantasyon, liimen
epitelinin kan damarlarinca zengin bdlge olan mezometriyumun zit tarafinda bulunan anti-

mezometrial kutbunda gerceklesir (Zhang ve ark. 2013, Croy 2014).

Implantasyon zamani, anti-mezometriyal liimen epiteline blastosistin hangi mekanizma
ile yonlendirildigi heniiz tam olarak bilinmemektedir. Farede blastosistler, liimenin
kapanmasinin baglamasiyla birlikte uterus ekseni boyunca uterus liimeninin anti-
mezometriyal tarafina yerlesirler. Tutunma olay1 basladiginda blastosist i¢ hiicre kitleleri
mezometriyal kutba bakacak sekilde embriyo pozisyonunu alir (Wang ve Dey 2006,
Zhang ve ark. 2013). Farelerde tutunma reaksiyonunun ilk belirtisi gebeligin 4. giliniiniin
gece saatlerinde (20.00-24.00) goriiliir (Psychoyos 1973). Fare ve insanlarda liimen
epiteli hiicreleri tutunmadan sonra apoptoza ugrar, blastosistin etrafindaki stromal
hiicrelerde desidualizasyon goriiliir ve sonugta embriyo anti-mezometriyal stroma igine

gomiilmiis olur (Zhang ve ark. 2013).
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Sekil 2.9. Peri-implantasyon siirecindeki steroid hormon seviyeleri ve gebelik giinlerine gére uterus
alanlariin enine kesitlerinin tanimlandig1 diyagramlar (Zhang ve ark. 2013). LE: liimen epiteli, GE: bez
epiteli, AM: anti mezometriyum, M: mezometriyum, S: stroma, BI: blastosist, Em: embriyo, SDZ: sekonder
desidual alan.

Gebeligin 1. gilinlinde fare uterusunun liiminal epiteli dallanmis sekildedir. Stromal
O0demin giderek artmasiyla birlikte gebeligin 4. giinlinde liimen daralarak T seklini alir.
Olusan stromal 6dem sayesinde bu giinde reseptif durumda olan endometriyum ile
blastosistin yakinlagmasi saglanmis olur. Stromada vaskiilerizasyon artarken diger yandan
daralan liimen epiteli blastosist i¢in bir cep olusturmustur ve 5. giine gelindiginde
blastosist mural trofoektoderm tarafindan anti-mezometrial liimen epiteline baglanarak
implante olur. Embriyonun implante oldugu bolgedeki stromal hiicreler 5. giinden sonra
avaskiiler olan birincil desidual bolgeyi (PDZ) olusturmak iizere farklilagir ve prolifere

olurlar. PDZ olustuktan sonra desidual hiicreler 8. giine kadar farklilagsmaya ve ¢ogalmaya

devam eder ve sonrasinda da vaskiiler olan ikincil desidual bolgeyi (SDZ) olustururlar

(Cha ve ark. 2012, Zhang ve ark. 2013), (Sekil 2.9.).
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2.10. Forkhead Box O (FoxO) Transkripsiyon Faktorleri

2.10.1. Forkhead Ailesi

Transkripsiyonel diizenleyici olan Forkhead ailesi ilk olarak Drosofila’da tanimlanmistir.
FoxA olarak alt gruba ayrilmis olan bu genin Drosofiladaki mutasyonu ile ¢atal seklinde
ektopik bas morfolojileri ortaya c¢ikmasi sebebiyle bu aile Forkhead olarak
isimlendirilmistir (Carter ve Brunet 2007).

Evrimsel olarak korunmus olan bu ailenin diger bir isimlendirmesi ise ‘Winged Helix’
proteinleridir. Bu proteinlerin X-ray kristallografilerinde, DNA baglanma domeynleri 3
boyutlu bir yap1 sergiler ve 3 alfa helix yapilar1 kelebek kanatlarin1 andiran iki
karakteristik loop ile ¢evrilidir. Forkhead Box/ Fox ailesinin insanda 100’den fazla tiyesi
bulunmaktadir. Sekans benzerligi temel almarak FoxA’dan FoxR’ye kadar

siniflandirilmaktadir (Kaestner ve ark. 2000, Carter ve Brunet 2007).

Forkhead ailesinin kendilerine has korunmus DNA baglanma bolgeleri mevcuttur. Bu aile
tiyelerinin protein olarak DNA baglanma bdlgeleri FKH/FH domeyni olarak
isimlendirilmektedir (Kaestner ve ark. 2000, Huang ve Tindall 2007). Bu proteinler ¢cok
cesitli fonksiyonlarda gorev almaktadirlar. Ornegin FoxE3 6zgiin olarak goz gelisimi igin
gerekliyken, FoxP2 ise beyinde dil kazaniminda rol oynamaktadir (Carter ve Brunet

2007).

2.10.2. Forkhead Box O (FoxO) Alt Grubu

Forkhead Box O (FoxO) Trankripsiyon faktorleri Forkhead ailesinin bir alt
siifi/grubudur. FoxO transkripsiyon faktorlerinin memelilerde; FoxO1 (FKHR/ FKH1),
FoxO3 (FKHRL1/ FoxO3a), FoxO4 (AFX/ AFX1) ve FoxO6 olmak iizere dort iiyesi
vardir (Biggs ve ark. 2001). Ancak son yillarda yapilan ¢aligmalar, ailenin bulunan en
son liyesi olan FoxO6’da diger grup tliyelerinde ortak bir sekilde bulunan C terminalindeki
tim gruplarda ortak olan Akt fosforillenme bodlgesinin olmadigim1 gostermektedir. Bu
sebeple FoxO6’nin diger lyelerden farkli diizenlenme ve gorevinin olabilecegi
diisiiniilmektedir (Van Der Heide ve ark. 2004). FOXO2 ve FOXOS5 ise FOXO3 ile

0zdestir ve memelilerde bulunmamaktadir (Carter ve Brunet 2007).
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2.10.3 PI3K/ AKT Sinyal Yolag Tarafindan FoxO Transkripsiyon Faktorlerinin
Diizenlenmesi

FoxO proteinleri transkripsiyonel gen aktivasyonu gorevlerini niikleusta gergeklestiren
molekiillerdir. Bu proteinler insiilin/PI3K (Fosfatidilinositol 3-Kinaz)/Akt (PBK, protein
kinaz B) sinyal yolag: tarafindan diizenlenmeleri ile karakterizelerdir ve bu nedenle
‘other’ diger anlamina gelen ‘O’ simiflamasina girerler. FoxO’larin transkripsiyonel gen
aktivasyon gorevleri insiilin/biiylime faktorleri stimiilasyonu ile Akt tarafindan
fosforillenmeleri sonucunda inhibe edilir (Huang ve Tindall 2007, Tzivion ve ark. 2011,
Zhang ve ark. 2011), (Sekil 2.10.).

InSUlNIGF-1 "M;M

Sekil 2.10. insiilin ya da biiyiime faktorlerinin varligia bagli olarak FoxO proteinlerinin inhibisyonu ve
aktivasyonu (Greer ve Brunet 2005) numarali kaynaktan diizenlenmistir.

Biiytimeyi ve gelismeyi destekleyen pek ¢ok sinyal yolagindan biri olan PI3K/AKkt sinyal
yolagi insiilin ya da diger biiylime faktorleri tarafindan aktive edilir. Bu faktorler hiicre
membranindaki ylizeyel reseptor tirozin kinazlara (RTKs) baglanarak alt adaptorleri
uyarirlar. Insiilin reseptdr substrat protein (IRS) gibi bu alt adaptdrler PI3K 1 aktive ederek
hiicredeki kaskadi baslatmig olurlar (Alessi ve ark. 1997, Hemmings ve Restuccia 2012).
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Alt adaptorlerin uyarisi ile PI3K, 3-fosfoinositidine bagimli protein kinaz 1 (PDK1)’i ve
Akt’yi aktive etmek i¢in hiicre membraninda bir takim enzimatik islem gerceklestirir.
ATP (Adenozin trifosfat)’t ADP(Adenozin difosfat)’a doniistiirerek kazandigi fosfati,
fosfatidilinositol bifosfata (PIP2) baglar. Boylece PI3K, PIP2’yi fosfatidilinositol
trifosfata (PIP3) doniistiiriir (Alessi ve ark. 1997, Brunet ve ark. 1999, Tang ve ark. 1999,
Hemmings ve Restuccia 2012), (Sekil 2.11.).

Plazma Membrani Plazma Membrani
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Sitoplazma Sitoplazma

PI3-Kinaz Aktivasyonu
\— J

Sekil 2.11. PI3K/ Akt sinyal yolagindaki P13kinaz aktivasyonu
(http://namrataheda.blogspot.com.tr/2013/03/signal-transduction-pathway-pi3-kakt.html)

Sonraki stiregte AKT ve PDK1, PIP3 tarafindan plazma membranina baglanir. PDK1
tarafindan fosforillenmesi sonucunda da Akt aktif formuna geger (Brunet ve ark. 1999,

Tang ve ark. 1999, Tzivion ve ark. 2011), (Sekil 2.12.).
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Sekil 2.12. PI3K/ Akt sinyal yolagindaki Akt aktivasyonu
(http://namrataheda.blogspot.com.tr/2013/03/signal-transduction-pathway-pi3-kakt.html).

Aktive olan Akt, FoxO proteinlerini dogrudan 3 farkli serin/treonin bolgesinden fosforile
eder. Sonrasinda fosforillenen FOXO proteinlerine 14-3-3 saperon proteinleri baglanarak
sitoplazmada tutulurlar. 14-3-3 saperon proteinlerinin niikleer lokalizasyon sinyallerini
(NLS) maskelemesi ve Akt tarafindan fosforillenmesi nedeniyle FOXO proteinleri
nukleusa transportunu saglayamaz ve hedefindeki genlerin transkripsiyonunu
gerceklestiremez (Van Der Heide ve ark. 2004, Huang ve Tindall 2007, Tzivion ve ark.
2011, Zhang ve ark. 2011, Hemmings ve Restuccia 2012), (Sekil 2.13.).
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Transkripsiyonu Saglanir Transkripsiyonu Saglanamaz

Sekil 2.13. PI3K/ Akt sinyal yolaginda, insiilin ya da biiylime faktorleri tarafindan FoxO’larin diizenlenmesi
(http://namrataheda.blogspot.com.tr/2013/03/signal-transduction-pathway-pi3-kakt.html).
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PI3K/Akt yolagi calismadiginda ise FoxO proteinleri niikleusta lokalize olurlar ve
transkripsiyonel aktivasyonlarin1 gergeklestirebilirler (Carter ve Brunet 2007, Zhang ve
ark. 2011, Xie ve ark. 2012).

2.10.4 FoxO Transkripsiyon Faktorlerini Diizenleyen Diger Ust Sinyal Yollan
Memeli hiicrelerinde FoxO transkripsiyon faktorlerinin insiilin yada biiyiime faktorlerinin
olmast durumunda ya da hiicresel stres kosullarindaki aktivasyonu ve inhibisyonu
diizenleyen bir ¢ok sinyalizasyon vardir. Biiyiime faktorleri varliginda ya da yoklugunda
ve stres kosullarinda hiicrede kinaz sinyal kaskadlar1 FoxO’larin transkripsiyon
gorevlerini kontrol etmektedir (Biggs ve ark. 1999, Brunet ve ark. 1999, Brownawell ve
ark. 2001, Brunet ve ark. 2001), (Sekil 2.14.).
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Sekil 2.14. Biiyiime faktorleri ve stres kosullarma bagli olarak kinaz kaskadlar1 tarafindan FoxO
transkripsiyon faktorlerinin diizenlenmesi (Hagenbuchner ve Ausserlechner 2013).
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Biiyiime faktorii sinyali aracili olarak PBK (Akt)’nin yani sira, serum ve glukokortikoid
indiikleyici kinaz (SGK), IkB-kinaz (IKK), ektraseliiler sinyal diizenleyici kinazlar (ERK)
FoxO transkripsiyon faktorlerini niikleustan transportunu saglayarak inaktivasyonunu
saglarlar (Brunet ve ark. 2001, Rena ve ark. 2002, Hu ve ark. 2004, Yang ve ark. 2008,
Yang ve ark. 2008, Boccitto ve Kalb 2011).

Hiicresel stres kosullarinda aktive olan Jun-N-terminal kinaz (JNK) ve memeli STE20-
benzeri protein kinaz 1(MST1) FoxO’larin niikleer birikimine neden olurlar. Hiicrede
DNA hasar1 ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) birikimi JNK’nin aktivasyonunu
tetikleyerek niikleer FoxO transkripsiyon aktivasyonlarina neden olur. Stres kosullari
altinda ayrica aktif ataxia telangiectesia mutant (ATM) kinaz hem kendisinin hemde
FoxO’larin niikleer birikimine neden olur. AMP aktif edilmis kinazlar (AMPK) ise hem
yetersiz biiylime faktorleri hem de hiicresel stres kosullarinda FoxO transkripsiyon
faktorlerinin niikleer aktivasyonu saglar ve hedef DNA sekansina baglanmalarini
yonlendirirler (Essers ve ark. 2004, Greer ve ark. 2007, Jang ve ark. 2007, Boccitto ve
Kalb 2011).

2.10.5. FoxO Transkripsiyon Faktorlerinin Post-Translasyonel Modifikasyonlarla

Diizenlenmesi

FoxO’larin Fosforilasyonu

FoxO transkripsiyon faktorlerinin fosforilasyonu bir ¢ok kinaz tarafindan gergeklestirilir.
Bu kinazlarin FoxO’lar1 fosforile etmesi her zaman inhibisyonuna neden olmaz. Bazi
kinazlarin gerceklestirdigi fosforilasyon FoxO’larin transkripsiyonel olarak aktivasyonu
ile sonuglanir (Boccitto ve Kalb 2011, Burgering 2013, Eric W.-F. Lam1 2013).

FoxO proteinleri; AKT/PBK, SGK, DYRKI1 (cift 6zgiin tirozin fosforillenmis ve
diizenlenmis kinaz 1), IKKB (IkB kinaz), ERK (ektraseliiler sinyal diizenleyici kinazlar),
CKl(kazein kinaz 1) tarafindan fosforillenmeleri sonucunda inhibe edilirler ve
transkripsiyonel aktivasyonlarini gergeklestiremezler. JNK (Jun-N-terminal kinaz),
CDK1-2 (Siklin bagimli kinaz 1 ve 2), MST1(memeli STE20-benzeri protein kinaz 1)

fosforilasyonu 1ise FoxO transkripsiyon faktorlerinin transkripsiyonel olarak
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aktivasyonunu saglar (Brunet ve ark. 2001, Essers ve ark. 2004, Hu ve ark. 2004, Boccitto
ve Kalb 2011, Burgering 2013, Eric W.-F. Laml 2013). AMP aktif edilmis kinazlar
(AMPK) ise FoxO transkripsiyon faktorlerinin hem niikleer aktivasyonu saglar ve hem
de hedef DNA sekansina baglanmalarini yonlendiren kinazlardir (Boccitto ve Kalb 2011,
Burgering 2013, Eric W.-F. Lam1 2013), (Sekil 2.15.).

Kinazlar --»

AMPK

Yonlendirme Bolgeleri--> Thr139

Kinazlar --> AKT/SGK AKT ERK SGK CK1 CK1 DYRK1A ERK ERK KK
inhibisyon Bolgeleri--» Thr32 Ser253  Ser294  Ser315Ser318Ser32] Ser32s Ser344 Serd25 Serb44
- Trnsktivasyon
Forkhead Domain | NLS l .
Aktivasyon Bolgeleri --> Ser212  Ser249 Thrd47 Thrd51
Kinazlar --> MST1  CDK1 INK  INK

AMPK AMPK AMPK AMPK AMPK
5er399 Serd13 Ser555 Ser588 Ser626

Forkhead Domain | NLS I

rnsktivasyon
Donain

Sekil 2.15. FoxO aktivitesinin fosforilasyon ile diizenlenmesi (Boccitto ve Kalb 2011).

Fosforilasyon mekanizmasinda s6z konusu olan her kinazin, FoxO’larin her bir izoformu
i¢in farkl1 ya da benzer fosforilasyon bdlgeleri mevcut olabilir. Ornegin Akt fosforilasyon
bolgeleri; FoxO1 igin treonin (Thr)24, serin (Ser) 256 ve Ser319 bolgesi iken; FoxO3 igin
Thr32, Ser253 ve Ser315°dir. FoxO4 i¢in ise; Thr 28, Ser193 ve Ser258 bolgelerinden Akt
tarafindan fosforilasyonu gergeklesir (Boccitto ve Kalb 2011, Xie ve ark. 2012), (Sekil
2.16.).

AKT/PKB AKT/PKB AKT/PKB
SGK cGKl MSTT CDK2 SGK SGK  CKI DYRKI JNK IKKB
6 ® ® 5 E’S 6 6 ®6 5’3 GIGHG)
I R Fr
FOXO1 T24 S152-155, 5184 S249 5256 S319 5322, 5325 5329
FOXO3 T32 5207 5253 S35 S644
FOXO4 T28 5193 5258 T447, 451
FOXO6 T26 5184

Sekil 2.16. FoxO’larin kinazlar tarafindan fosforillenme bolgeleri (Eric W.-F. Lam1 2013).
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FoxO’larin Asetilasyonu

Post-translasyonel modifikasyon olarak asetilasyonun FoxO’larin {izerindeki aktivitesi
Sirtliin (SIRT)1 ve SIRT2 gibi histon deasetilazlar (HDAC) ile CREB baglayic1 protein
(CBP) ve p300 gibi histon asetil transferazlar (HAT) arasindaki dengeye baglidir. CBP ve
p300 koaktivatorlerin histon asetil transferaz aktivitesi indirek olarak FoxO
transkripsiyonunu yeni kromatin modellenmesi ve histon asetillenmesi yeterliliklerine
gore arttirabilir (Wang ve ark. 2009, Boccitto ve Kalb 2011, Burgering 2013). Buna
karsilik FoxO asetilasyonunun DNA baglanma kapasitelerini inhibe ettigi gosterilmistir
(Matsuzaki ve ark. 2005). Bu negatif feed-back mekanizmasi, SIRT1 ve SIRT2’nin
FoxO’lar iizerindeki deasetilasyon aktivitesi ile dengelendigi diistiniilmektedir.
Asetilasyonun meydana geldigi FoxO lizinlerinin monoiibikitiilasyonu FoxO’lar1 non-
asetile tutabilir. FoxO’larin bu sekildeki non-asetile durumu DNA promotor bolgeleri ile
iligkilerine bagli olarak uzayabilir (Brunet ve ark. 2004, Wang ve ark. 2009, Boccitto ve
Kalb 2011, Burgering 2013, Eric W.-F. Lam1 2013).

FoxO’larin Ubikiitilasyonu

FoxO proteinlerinin diizenlenmesinde iibikiitilasyon mekanizmalari olarak; SPK2 (di-asil-
gliserol kinaz 2) ile politibikiitilasyon, USP7 (ubikiitin spesifik proses proteaz 7) ile
deiibikiitilasyon ve MDM2 (E3 ubikiitin-protein ligaz 2) ile monoiibikiitilasyonlar1 6nemli
rol oynamaktadir (Boccitto ve Kalb 2011, Daitoku ve ark. 2011). FoxO’lar diger proteinler
gibi, poliiibikiitilasyon ile proteazomal degredasyona ugrarlar. Ubikiitilasyonun bu
standart mekanizmasina ek olarak FoxO’larin monoubikiitilasyonu hiicrede meydana
gelen ROS aktivitesine cevabinda rol oynamaktadir. Bu sekilde FoxO’larin lokalizasyonu
ve transkripsiyonel aktivasyonlar1 kontrol edilir. Monoubikiitilasyon lizin rezidiillerinin
asetilasyondan korunmasini saglayarak FoxO’larin transkripsiyonel olarak aktivasyonuna
izin verirken poliubiikiitilasyon ise direk olarak degredasyonunu saglar(Brenkman ve ark.
2008). FoxO’larin poliubikiitiilasyonu ve deubikiitilasyonu ile degradasyonu sebebiyle
uzun zamanli FoxO inaktivasyonu gerceklesecegi i¢in, eger hiicrede hizli bir FoxO
reaktivasyonu gerekli ise monoubikiitillenmis durumunda kalabilir (Boccitto ve Kalb
2011, Xie ve ark. 2012), (Sekil 2.17.).
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FoxO DNA Baglanma Bélgesi

Ly5242 Ly5245 Lyszsz ———> Transkripsiyon inhibisyonu

el I

x]
SIRT1/2
CBP/p300

Lys242 Lys245 Lys262 —— Transkripsiyon Aktivasyonu
MDM2
(priming)
UspP7
Lys242 Lys245  Lys262 ———Transkripsiyon Aktivasyonu
. R % {Asetilasyondan korunarak)
I;ub‘_‘f ‘1ubf' ub
SKP2
USP7
Lys242 Lys245  Lys262 ——> Degredasyon

ORCH®

Sekil 2.17. FoxO proteinlerinin asetilasyonu ve ubikiitilasyonu (Boccitto ve Kalb 2011).

2.10.6. FoxO Transkripsiyon Faktorlerinin Hiicredeki ve Organizmadaki Rolleri
Evrimsel olarak korunmus olan Forkhead ailesinin alt sinifi olan FoxO transkripsiyon
faktorleri bircok hedef genin transkripsiyonunu saglayarak onemli hiicresel siireclerde

gorev alirlar (Kenneth Maiese 2009, Boccitto ve Kalb 2011).

FoxO transkripsiyon faktdrleri; oksidatif stres, DNA tamiri, immiinolojik siirecler, hiicre

siklusu, apoptoz, otofaji ve hiicre metabolizmasi gibi siireclerdeki rol oynayan bir¢ok
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genin transkripsiyonu gergeklestirir. Bu hedef genlerin transkripsiyonel ¢iktilar
metabolizma ve DNA tamir siireglerini i¢erebilecegi gibi, hiicre siklusunun duraklamasi,
apoptoz ve otofaji gibi diger siirecleri de igerebilir. Bu sekilde hiicrede dayaniklilik, yagsam
stiresi, 0liim ve sag kalim kararlar1 ile hiicrenin kaderini belirlerler (Carter ve Brunet 2007,

Wang ve ark. 2014, Martins ve ark. 2016), (Sekil 2.18.).

?
&) —— 3
(=5
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% *ae@//

[/@//\\\
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/

OksidatifStres & Hiicre Siklusu | Apoptoz & Metabolizma Immiin Sistem
DNA Tamiri CyclinA Otofaji PGC1a Bcl-6
Catalase CyclinB ATG12 PEPCK IL-7R
Mn-SOD CyclinD Bim UCP2 KLF2
GADD45 CyclinE BNIP3 " | EDG1&EDG6
ATM Cyclin G2 BNIP3L RAG-1&RAG-2

P15 Fasligand

p19 Gabarapl1

p21 PUMA

p27 PTEN

P130 MAP1LC3

Pik TRAIL

Sekil 2.18. FoxO transkrisiyonlar1 sonucu hiicresel siiregteki rolleri (Zhang ve ark. 2011) numarali
kaynaktan diizenlenmistir.

FoxO proteinleri asetilasyon ve ubikiitilasyon mekanizmalar1 ile diizenlenerek
fosforilasyon mekanizmalarinin kontroliinde de transkripsiyon i¢in niikleusa giris-
cikiglarimi gergeklestirirler (Xie ve ark. 2012). Hiicrede stres kosullarinda, 6rnegin
oksidatif stres meydana geldigi zaman, ROS detoksifikasyonunu saglayan iki enzim olan
katalaz ve mangan siiperoksit dismutaz (MnSOD) transkripsiyonu ile strese dayaniklilig
saglarlar (Sedding 2008). Biiyiime durdurucu ve DNA hasari ile indiiklenebilen protein
45 (GADD45) ve hasar spesifik DNA baglayict protein 1 (DDBI1) genlerinin

upregiilasyonu ile de DNA hasarinin tamirinde rol alirlar.

FoxO ailesi, p2lcipl ve p27kipl gibi genlerin transkripsiyonel diizenlemeleri ile hiicre
siklusunun duraklamasina neden olabilirler. Bu transkripsiyonlar ile hiicre siklusunda

gorev alan siklinlerin (siklin A, B, D, E,G2) ekspresyonlarinin azalisina neden olurlar.
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Ayni sekilde hiicre siklusu duraklamasinda ekspresyonu artan retinoblastoma ailesi iiyesi
olan p130 molekiiliiniin de transkripsiyonunu gerceklestirerek hiicrede FoxO-bagimli G1
duraklamaya neden olur. FoxO’lar pro-apoptotik Bcl-2 ailesi iiyesi olan Bim’in, TRAIL
gibi Oliim sitokinlerinin ve oliim reseptdr ligandi olan FasL’nin transkripsiyonunu
saglayarak apoptozu baslatabilirler (Brunet ve ark. 1999, Gilley ve ark. 2003, Zhang ve
ark. 2011).

FoxO molekiillerinin glikoz metabolizmasi lizerine de 6nemli etkileri bulunmaktadir. Bu
etkisini, glikoz 6 fosfat1 glikoza doniistiiren glikoz 6 fosfataz (GAPaz) enzim aktivitesini

arttirarak glukoneogenezi gergeklestirerek yaparlar (Nakae ve ark. 2001).

FoxO ailesinin izoformlarina ve hiicre tipine bagli olarak hiicresel farklanma siirecinde
farklanmay1 inhibe edici ve destekleyici fonksiyonlar1 olabilir. Ornegin; adiposit ve
miyoblastlarda aktif olan FoxO1 farklanmay1 inhibe ederken (Nakae ve ark. 2003), FoxO3
eritrositlerde B hiicresi translokasyon gen 1 (BTG1)’1 indiikleyerek farklanmay1
destekleyici sekilde caligmaktadir (Bakker ve ark. 2004).

2.10.7. FoxO Transkripsiyon Faktorleri ve Endometriyum

FoxO transkripsiyon faktorlerinin hiicresel siiregteki 6nemli rolleri ve geni silinmis fare
modellerinde iireme sistemi bozukluklarinin ortaya ¢ikmasi hakkindaki bulgular,
FoxO’larin tireme sistemi alanininda da 6nemli bir arastirma konusu olmasini saglamistir.
Bu calismalardan elde edilen bulgular s6yledir; FoxO1 geni silinmis farelerde anjiyogenez
defektleri sonucu embriyonik 10,5. giinde 6liirler, FoxO3 geni silinmis disi farelerde yasa
bagli infertilite gozlenir, FoxO4 geni silinmis farelerde ise belirgin bir fenotip gdzlenmez

(Greer ve Brunet 2005, Carter ve Brunet 2007).

Literatlirde FoxO transkripsiyon faktorleri ve endometriyum ile iligkisini arastiran sinirl
sayida ¢aligma bulunmaktadir. Bu c¢alismalar esasen in vitro kosullarda gergeklestirilen
caligmalardir. Yapilan ¢alismalarda insan endometriyal stromal hiicrelerin in vitro
sartlarda desidualizasyonunda FoxO1’in indiiklendigi, FoxO3’iin inhibe oldugu ve
FoxO4’iin ise ekspre edilmedigi gosterilmistir (Christian ve ark. 2002, Labied ve ark.

2006). Yine in vitro kosullarda yapilan ¢alismalarda Akt aktivasyonunun bozulmasi ile
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FoxOl’in niikleer birikimi oldugu ve bunun progesteronun etkisini arttirdigr ortaya

konmustur (Kyo 2011).

FoxO transkripsiyon faktorlerinin hiicresel farklilasma ile iligkili rolleri hakkinda yine
insan endometriyumunda yapilan baska ¢aligmalarda ise, FoxO1’in insanda progesteron
bagimli olarak desidualizasyonu ve endometriyum farklilasmasini indiikledigi

bildirilmistir (Gellersen ve Brosens 2003, Grinius 2006, Kajihara ve ark. 2013).

FoxOl ve FoxO3’iin endometriyumda; desidualizasyonda, menstural dokiilmede ve
gebelik boyunca oksidatif hasara kars1 feto-maternal korumanin kritik bir diizenleyicisi
olabilecekleri farkli ve smirh sayidaki ¢aligmalarda bildirilmistir (Grinius 2006, Kajihara
ve ark. 2006).

2.10.8. Cahismamizin Cikis Noktasi

Saglikli gebelik olusumunda oosit, sperm ve embriyo Kkalitesinin yani sira,
endometriyumun uygunlugu en énemli unsurlardandir. Pre-implantif embriyo gelisimine
paralel olarak, endometriyumun implantasyona reseptif hale gelmesi gebeligin gelisimi ve
devam etmesindeki en kritik basamaklardan biridir. PI3K/AKkt, peri-implantasyon
stirecinde biiylimeyi ve gelismeyi destekleyen pek ¢ok sinyal yolaklarindan birisidir.
Transkripsiyonel gen aktivasyonu gorevlerini niikleusta gerceklestiren ve aktiviteleri
PI3K/Akt sinyal yolagi tarafindan diizenlen FoxO transkripsiyon faktorlerinin
memelilerde FoxO1, FoxO3, FoxO4 ve FoxO6 olmak iizere dort {iyesi vardir. FoxO ailesi;
apoptozun diizenlenmesi, oksidatif strese kars1 dayaniklilik, DNA tamiri ve hiicresel
farklanma gibi pek ¢ok farkli siire¢lerdeki rollerinden dolayr son yillarda iireme
sisteminde Onemli bir arastirma konusudur. Tiim bu bilgiler; yogun transkripsiyonel
aktivasyonlarin oldugu peri-implantasyon siirecinde endometriyumda varliklar1 bilinen
PI3K/Akt gibi sinyal yolaklarinin alt basamagi olarak calisan FoxO transkripsiyon
faktorlerinin de bu siiregte ekspresyonlarinin ve buna bagli rollerinin olabilecegini akla
getirmistir. Literatiirdeki bilgiler 15181nda bu ¢aligmada FoxO transkripsiyon faktorlerinin;
Ostrus fazinda (Kontrol), gebeligin 1, 4, 5, 6 ve 8. giinlerinde uterusta ekspresyonlarinin

olup olmadigi, varsa lokalizasyonlarmin nasil oldugunu in vivo olarak arastirilmistir.
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Ayrica bu caligma, blastosistten ve varliginin olusturacagi mekanik etkiden bagimsiz
olarak sadece hormonal ortamin taklit edildigi yalanci gebelik modelinde ve blastosistin
varliginin olusturacagi mekanik etkinin taklit edildigi yapay desidualizasyon modelinde

de FoxO protein ekspresyonlarinin nasil bir degisim gosterdigini degerlendirmistir.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu ¢alisma, Akdeniz Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’nun 20.05.2015 tarihli
439 numarali etik kurul onay1 alindiktan sonra yapilmistir. Bu arastirmada Akdeniz
Universitesi, Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Bakim ve Uretim Unitesi’nden temin edilen
daha Once hicbir deneye girmemis ve ¢iflesmemis BALB/C ki disi ve erkek fareler
kullanilmistir. Deneyde kullanilan fareler su ve besin kisitlamasi olmaksizin 12’ser saatlik
aydinlik/karanlik dongiisiinde tutulmustur. Eriskin olarak kabul edilen BALB/C 1rk1 6-8
haftalik disi fareler ve ¢iftlestirme i¢in 12-18 haftalik BALB/C 1rk1 normal erkek fareler

ile vazektomize edilmis erkek fareler kullanilmistir.

Deney bitiminde disi fareler oncesinde eter ile bayiltildiktan sonra servikal dislokasyon
islemi gergeklestirilmistir. Cerrahi islemin uygulandigi fareler ise Oncesinde tartilip
agirliklarina gére uygun ketamin/xylasin anestezik madde kombinasyonu intraperitonel
olarak enjekte edilmistir. Ketamin 100-200 mg/kg; xylasin ise 5-16 mg/kg dozunda
kullanilmis olup anesteziye alindiktan sonra cerrahi islemler gerceklestirilmistir. Deney

gruplar1 asagidaki gibi olusturulmustur;

1. Kontrol (Ostrus) Grubu (n=6)

2. Normal Gebelik Grubu

a) Gebeligin 1. Glinii (n=6) (NG-G1)

b) Gebeligin 4. Giinii (n=6) (NG-G4)

¢) Gebeligin 5. Giinii (n=6)
-Implantasyon alan1 (NG-G5)
(Embriyonun endometriyuma tutundugu uterus bolgeleri)
-Inter-implantasyon alan1 (NG-G5-I)
(Embriyonun endometriyuma tutunmadig1 bolgeler)

d) Gebeligin 6. Giinii (n=6)
-Implantasyon alan1 (NG-G6)

(Embriyonun endometriyuma tutundugu uterus bolgeleri)
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-Inter-implantasyon alan1 (NG-G6-1)
(Embriyonun endometriyuma tutunmadigi bolgeler)

e) Gebeligin 8. Giinii (n=6) (NG-G8)

3. Yalanci Gebelik Grubu
a) Gebeligin 5. Glinii (n=6) (YG-GS5)
b) Gebeligin 6. Giinii (n=6) (YG-G6)
¢) Gebeligin 8. Glinii (n=6) (YG-GS8)

4. Yapay Desidualizasyon Grubu
a) Gebeligin 5. Giinii (n=6) (YD-GS5 ve YDK-G5)
b) Gebeligin 6. Giinii (n=6) (YD-G6 ve YDK-G6)
¢) Gebeligin 8. Giinii (n=6) (YD-G6 ve YDK-G6)

3.1. Gruplarin Olusturulmasi

3.1.1. Kontol Ostrus Grubunun Olusturulmasi
Bu grupta gebe olmayan farelerden alinan vajinal smearlerden, yayma iglemi sonrasinda

gozlemlenen hiicresel elemanlara gore dstrus fazi belirlenmistir.

Ostrus siklusu fazlarmi belirlemek igin smear yaymalarinda Idkosit, niikleuslu ve
niikleusunu kaybetmis epitel hiicrelerinin birbirine sayica oranlar1 gozlemlenerek fazlar
belirlenmigtir. Didstrusta ¢ok yogun bir sekilde 16kosit ve nadir niikleuslu epitel
gozlemlenir. Prodstrus fazinda, ¢ogunlukla niikleuslu ve niikleusunu kaybetmis epitel
hiicreleri ile birlikte az sayida lokositler yer almaktadir. Ostrus fazinda ise sadece gok
sayida niikleuslarin1 kaybetmis epitel hiicreleri (yass1 epitel) bulunmaktadir. Metadstrus
fazinda niikleuslarin1 kaybetmis epitel hiicreleri ve 16kositler gozlemlenir (Ashleigh C.

McLean 2012, Maria Laura Zenclussen 2014), (Sekil 3.1.).
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Sekil 3.1. Disi farelerde Ostrus siklusunun fazlarmma gore degigsen hiicresel elemanlar (Maria Laura
Zenclussen 2014).

Ostrus siklusunun dstrus fazinda oldugu belirlenen (Sekil 3.2.) farelerin uteruslar: deneye

alimustir.

Sekil 3.2. Ostrus fazinda olan fareye ait vajinal smear yaymas.

3.1.2. Normal Gebelik Gruplarinin Olusturulmasi

Disi ve erkek fareler her kafeste bir erkek ve bir disi olmak iizere gece boyunca
ciftlestirmeye birakilmistir. Ertesi sabah disi farede vajinal plak tespiti yapilip, vajinal
plak goriildiigii giin gebeligin 1. giinii olarak kabul edilmistir (Sekil 3.3.)
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Sekil 3.3. Disi farelerde vajinal plak tespiti.

NG-G1: Farelerde gebeligin 1. giinlinde zigot ya da 2 hiicreli embriyo oviduktta
bulunmaktadir (Martin ve Finn 1970). Fertilizasyonu tespit etmek ve gebelikten emin
olmak amaciyla incelenmek {izere bu giindeki uteruslarin oviduktlar1 alinmistir. Alinan
oviduktlar petri kabinda PBS (Phosphate Buffered Saline-Fosfat Tamponlu Tuz)
soliisyonu damlas1 i¢inde parcalanip stereomikroskop altinda zigot ya da 2 hiicreli

embriyo gozlemlendikten (Sekil 3.4.) sonra uteruslar alinmistir.

Sekil 3.4. Gebeligin 1. giiniindeki 2 hiicreli fare embriyo goriintiisii

NG-G4: Farede gebeligin 4. giiniinde blastosist uterus liimeninde yiizer haldedir (Martin
ve Finn 1970). Bu giindeki uterusun tek boynuzu gebelik tayini i¢in petri kabinda PBS
sollisyonu ile yikanmistir ve stereomikroskop altinda blastosistler gézlemlendikten (Sekil

3.5.) sonra uterusun diger boynuzu deneye alinmistir.
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Sekil 3.5. Gebeligin 4. giiniinde fare blastosist goriintiisii

NG-G5, NG-G5-I, NG-G6, NG-G6-I: Fare gebeligin 5. giinde embriyonun
endometriyuma tutunmas: sonucunda blastosistin oldugu bdlgede stromal vaskiiler
gecirgenlik bolgesel olarak artis gosterir ve mavi renkteki bazi makromolekiiler boyalarin

intravendz enjeksiyonu ile bu durum goézlenebilir (Morrow ve ark. 1992).

Gebeligin tespiti i¢in 5. ve 6. giiniindeki uteruslarin ¢oklu implantasyon bolgelerinin
tespitinde 0,1 ml %]1’lik Chicago mavisi (Sigma, C8679) intravendz enjeksiyonu
yapilarak 3-4 dakika sonra hayvanlar sakrifiye edilmistir. Uterusta gézlemlenen mavi
bantlar seklindeki implantasyon bolgeleri ve beyaz bantlar seklindeki inter-implantasyon

bolgeleri (Sekil 3.6.) ayr1 ayrt deney grubuna alinmistir.

NG-G5 NG-G6

Sekil 3.6. Fare gebeliginin 5. ve 6. gliniindeki implantasyon ve interimplantasyon alanlart.

NG-G8: Gebeligin 8. giiniinde uterustaki implantasyon bolgeleri goz ile segilebilir ve
(Alam ve ark. 2007) her bir implantasyonun ilerledigi ayr1 ayr1 tomurcuk seklindeki
yapilar alimmistir (Sekil 3.7.).
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NG-G8

Sekil 3.7. Fare gebeliginin 8. giiniindeki ilerlemis implantasyon alanlart.

3.1.3. Yalanc1 Gebelik Gruplarinin Olusturulmasi

Bu model, blastosistten ve olusturacagi mekanik etkiden bagimsiz olarak sadece hormonal
ortamin taklit edildigi yalanct gebelikte FoxO protein ekspresyonlarinin nasil bir degisim
gosterdigini degerlendirmek amaciyla olusturulmustur. Yalanci gebelik modelinde disi
fareler vazektomize edilmis erkek fareler ile gece siklusu boyunca ciftlestirmeye
birakilmistir (Liu ve ark. 2013, Bermejo-Alvarez ve ark. 2014, Kumar ve ark. 2015, Li ve
ark. 2015). Bu modeli olusturmak icin kullanilan 8-10 haftalik eriskin erkek farelere
cerrahi islem uygulanarak tireme kanali duktus deferensin kisa bir boliimiiniin ¢ikarilmasi
gergeklestirilmistir. Cerrahi girisim ile testiste iiretilen spermleri diger tireme kanallarina
baglayan duktus deferensin iki ayr1 noktasi sutur ile baglandiktan sonra, ortadaki kiigiik
parcanin ¢ikarilmasiyla seminal siviya spermlerin gegisi engellenmistir (Liu ve ark. 2013,
Bermejo-Alvarez ve ark. 2014, Kumar ve ark. 2015). Erkek fareler hem iyilesme siire¢leri
icin hem de iireme sistemi kanallarinda bulunabilecek spermlerin atilmasi i¢in 2-3 hafta

beklenildikten sonra ¢iftlestirmeye atilmistir.

YG-GS, YG-G6 ve YG-GS8: Disi farelerin vazektomize erkekler ile gece siklusuna
birakilarak ciflestirilmesi saglanmistir. Ciftlesme sonucunda disi farede vazektomize
erkek farenin iireme sistemi bezlerinin salgilari ile olusan ve sperm igermeyen vajinal plak
tespiti yapilmistir. Farelerde vajinal plak goriildiigii giin yalanci gebeligin 1. giinii olarak
kabul edilmis ve 5., 6. ve 8. gilinlerdeki uteruslar elde edilmistir (Sekil 3.8.).
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Sekil 3.8. Yalanci gebelik giinlerindeki uterus goriintiileri.

3.1.4. Yapay Desidualizasyon Gruplarinin Olusturulmasi

Bu modelde blastosistin olusturacagi mekanik etkinin taklit edilerek desidualizasyon
yapay bir sekilde indiikklenmistir. Yapay desidualizasyon modeli, sadece
desidualizasyonun gerceklestigi embriyosuz ortamda FoxO protein ekspresyonlarinin
nasil bir degisim gosterdigini degerlendirmek amaciyla olusturulmustur. Bu modelin
olusturulmas1 icin yalanci gebelik grubundaki gibi disi fareler ve vazektomize edilmis
erkek fareler gece siklusu boyunca ciftlestirmeye birakilmistir. Ayni sekilde disi farede
erkek lireme sistemi bezlerinin salgilari ile olugan ve sperm igermeyen vajinal plak tespiti

yapilip vajinal plak goriildiigii giin yalanci gebeligin 1. giinii olarak kabul edilmistir.

Yalanci gebelik modelinden farkli olarak bu grupta yapay desidualizasyonun saglamasi
icin, gebeligin 4. gliniinde uterus liimeninde mekanik bir etki olusturmak gereklidir. Bu
etki icin farkli musir yag1 zeytinyagi gibi yogun sivilar kulanilabilmekle birlikte
cogunlukla susam yagi tercih edilmektedir. Uterusa fare yalanci gebeliginin 4. giiniinde
bu yogun sivilarin belli miktarlardaki intraliiminal enjeksiyonu ile uterus stromasinda
desidualizasyonu 10. giine kadar siirdiirmek miimkiindiir (Deb ve ark. 2006, Liu ve ark.
2013, Bermejo-Alvarez ve ark. 2014, Davila ve ark. 2015, Kumar ve ark. 2015, Li ve ark.
2015).

YD-GS5, YDK-GS; YD-G6, YDK-G6 ve YD-G8,YDK-G8: Bu gruptaki disi farelere
yalanci gebeliginin 4. giintinde (09.00-09.30) mini-laparatomi cerrahi girisimi ile
uterusun tek boynuzuna utero-tubal olarak yavas bir sekilde 50 ul susam yag1 (Sigma,

susame oil, S3547) enjeksiyonu yapilmistir. Diger boynuza alt kontrol grubu olusturmak
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amactyla herhangi bir islem uygulanmamistir. Bu islemden sonra yalanci gebeligin 5, 6

ve 8. glinlerdeki desidual ve kontrol uterus boynuzlar elde edilmistir (Sekil 3.9.).
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Sekil 3.9. Yapay desidualizasyon olusturulan gruplarda uterus goriintiileri.

3.2. Doku Takibi ve Parafine Gomme

Tiim gruplardan elde edilen uterus dokular1 parafin doku takibi yapilmak tizere %5’lik
formalin ¢bzeltisi igerisine alindi. Bu ¢ozeltide 12-24 saat bekletilerek dokunun fiksasyon
islemi saglandi. Fiksatifin uzaklastirilmasi igin 4-5 saat boyunca c¢esme suyu ile
yikandiktan sonra birer giin boyunca sirastyla %70, %80, %90 alkol serilerinde bekletildi.
Ertesi gilin son olarak 3 saat %100 liik alkolde bekletildikten sonra ksilol ile seffaflagtirma

islemi ve sonrasinda parafine gomme islemi gergeklestirildi.

3.3. Immiinohistokimya

FoxOl, FoxO3 ve FoxO4 protein ekspresyonlarinin degerlendirilmesi i¢in
immiinohistokimya teknigi uygulanmistir. Analizde kullanilmis olan primer ve sekonder

antikorlar uygulandiklari diliisyonlar ile birlikte Tablo3.1’de gosterilmistir.

1. Parafin bloklardan 5 pm kalinliginda alinan kesitler, Poli L-Lizin kapli lamlar
lizerine alinarak bir gece 56 °C’lik etiivde bekletildi.

2. Deparafinizasyon ig¢in iki kere 10’ar dakika ksilollerden gecirilip her birinde 5

dakika olmak kaydiyla %100, %90, %80, %70’lik alkol serilerinde bekletildi. Son
olarak 5 dakika boyunca distile suda bekletildi.
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10.

Daha sonra antijenik maskelenmenin giderilmesi amaciyla Sitrat tamponu
cozeltisinde (pH:6.0) 750 watt’ta 7 dakika boyunca kaynatilarak antijen retrieval
uygulamasi yapildi ve 20 dakika oda 1sisinda sogumaya birakildi.

Soguyan kesitler distile suda yikandiktan sonra, dokuda endojen peroksidaz
aktivitesini baskilamak i¢in 9%3’lik hidrojen peroksit solusyonu (63ml

metanol+7ml hidrojen peroksit) ile kesitler 15 dakika muamele edildi.

Bu islemden sonra kesitler PBS (Phosphate Buffer Salin, pH: 7.2-7.4)
solusyonunda 3 kez 5’er dakika yikandi ve hidrofobik kalemle dokularin etrafi

cizildi.

Oda sicakliginda ve nemli ortamda 6zgiil olmayan immunoglobulin (Ig)
baglanmalarin1 6nlemek amaciyla, bloklama serumu (Ultra VV Block THERMO
TA-125-UB) ile 7 dakika muamele edildi.

Bloklama isleminden sonra primer antikorlar kullanma kilavuzlarinda belirtilen
diliisyonlarda ve miktarlarda kesitler lizerine uygulanmistir. Negatif kontrol i¢in
kullanilacak kesitlere primer antikor ile ayni protein miktarinda izotip kontrol

uygulandi ve +4 derecede gece boyu kesitler inkiibe edildi.

Ertesi glin PBS solusyonunda 3 kez 5’er dakika yikandiktan sonra hazirlanan
sekonder antikor kesitler {izerine damlatilarak 60 dakika oda 1sisinda (25 derece)
bekletildi.

Sekonder antikor ile inkiibasyondan sonra PBS solusyonunda 3 kez 5’er dakika
yikanan kesitler streptavidin peroksidaz soliisyonu (THERMO, TS-125-HR) ile 30
dakika oda 1s1sinda inkiibe edildi.

Inkiibasyondan sonra DAB (Di-Amino Benzidine, SIGMA, DA168) kromojeni

uygulanarak reaksiyon goriiniir hale getirildi.
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Kesitlere GILL III Hematoksilen (Merck) ile zit boyama yapildi ve rehidratasyondan
sonra kesitler entellan (Merck) ile kapatildi. Sonrasinda FoxOl, FoxO3 ve FoxO4

boyanmalari 151k mikroskobunda degerlendirilerek fotogaflandi.

Tablo 3.1. : immiinohistokimya analizlerinde kullamilan primer ve sekonder antikorlar ve diliisyon oranlar.

Primer Katalog Sekonder Katalog
Antikor/Kullanilan | Numarasi Antikor /Kullanilan Numarasi
Diliisyon Diliisyon

CELL Biotinylated Goat Anti- VECTOR
FoxOl1 1:100 SIGNALLING | Rabbit 1gG 1:500 - BA 1000

2880S

CELL Biotinylated Goat Anti- VECTOR
FoxO3 1:100 SIGNALING | Rabbit I1gG 1:500 - BA 1000

12829S

SANTA Biotinylated Goat Anti- VECTOR
FoxO4 1:100 CRUZ Rabbit 1gG - BA 1000

sc-25359 1:500

3.4. Histolojik Skorlama (H-Score) Analizi

Her bir kesit i¢in 151k mikroskobu altinda 40X biiyiitmede kesit diizleminde bulunan uterus
endometriyum tabakalarindaki liimen epiteli, bez epiteli, endotel ve stromal hiicrelerdeki
sitoplazmik veya niikleer boyanmalar1 incelenmistir. H-Score analizleri boyanma
yogunluklarina gore; 0 (boyanma yok), +1 (zayif, fakat tespit edilebilir boyanma), +2 (
orta siddetli boyanma) ya da +3 (yogun boyanma) degerleri verilerek asagidaki formiilde
hesaplamalar gergeklestirilmistir (Hirsch ve ark. 2003, Ishibashi 2003, John ve ark. 2009).

H-Score Formiilii: [1 X (% hiicrelerin 1+) + 2 X (% hiicrelerin 2+) + 3 x (%
hiicrelerin 3+)] Skorlama sonucunda ekspresyon yogunlugunu ifade eden deger aralig1 0

ile 300 arasindadir (Hirsch ve ark. 2003, Ishibashi 2003, John ve ark. 2009).

Ornegin; Liimen epiteli yapisini olusturan tiim hiicreler yogun bir sekilde boyaniyor ise:

1x (%0) + 2x(%0) + 3x(%100) = 300 degeri ortaya ¢ikmaktadir.
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3.5. Istatistiksel Analizler

Her grup icin hesaplanan H-score analiz verilerinin istatistiksel analizi, Varyans Analizi
(ANOVA) ile yapilmistir ve ortalama + standart hata (SEM) olarak hesaplanmistir. Coklu
karsilastirmada post-hoc Tukey testi kullanilarak gruplar arasindaki istatiksel anlamlilik
degerlendirilmistir. Istatistiksel analizler GraphPad Prism versiyon 6.0 programi ile

gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. immiinohistokimyasal Bulgular

Yapilan bu g¢alismada Ostrus fazi, normal gebelik peri-implantasyon siireci, yalanci
gebelik ve yapay desidualizasyon modelleri olusturulmus fare endometriyumlarindaki
FoxOl, FoxO3 ve FoxO4 protein ekspresyonlari ve yerlesim yerleri immiinohistokimya

yontemi kullanilarak belirlenmistir.

4.1.1. Peri-implantif Donem Fare Endometriyumunda FoxO1 Protein
Ekspresyonlari

Peri-implantasyon stirecinde fare gebeliginin 1, 4, 5, 6, 8. giinlerindeki ve 6strus fazindaki

uteruslarda FoxOl1 protein varligi ve lokalizasyonlar1 belirlendi (Sekil 4.1.). Gebelik

glinleri ve Ostrus fazindaki FoxOl1 ekspresyon diizeyleri; H-score analizleriyle limen

epiteli, bez epiteli, endotel ve stromadaki lokalizasyonlarina gore ayr1 ayri karsilastirildi.

Immiinohistokimya sonuglarina gére, FoxO1’in gebeligin 1, 4, 5, 6, 8. giinlerindeki ve
Ostrus fazindaki uterus dokularinda gebelik giinlerine gore farkli lokalizasyon ve
yogunlukta olmakla birlikte genel olarak niikleer ekspresyonu gozlendi. Kontrol grubu
olarak gebeligin olmadig1 strus fazinda endometriyumda birkag stroma hiicresi disinda
belirgin bir FoxO1 ekspresyonu yoktur (Sekil 4.1.). Gebeligin 1. giiniinde ve 4. gliniinde
endometriyum stromasinda bazi hiicrelerde niikleer FoxO1 ekspresyonu goriilmekle
birlikte, gebeligin 4. giiniinde neredeyse tiim endotel yapilarinda yogun bir niikleer
ekspresyon vardir. Gebeligin 5.ve 6. giiniinde implantasyon alanlarinda liimen epiteli ve
bezlerde siddetli niikleer FOxO1 ekspresyonu izlendi. Bu ekspresyon gebeligin 8. gliniinde
nispeten azalirken, 5. ve 6. gilinlerdeki inter-implantasyon alanlarinda ise yok denecek
kadar azdir (Sekil 4.1.). Ayrica 4. giinde endoteldeki FoxO1 ekspresyonu gebeligin 5, 6
ve 8. gilinlere dogru nispeten azalarak devam etmektedir. Gebeligin 8. giiniinde ise;
FoxO1’in endometriyum stromasinda orta dereceli ve niikleer ekspresyonu vardi. Bu
ekspresyon daha ¢ok sekonder desidual alanda izlendi. Ayrica bu giinde, gelismekte olan
embriyonun koryonik ektoderm, amniyon ve epiblast tabakasinda belirgin FoxO1

ekspresyonu goriildi (Sekil 4.1.).
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Endometriyum liimen epitelinin FoxO1 ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda H-Score
ile degerlendirilip istatistiksel olarak karsilastirildiginda; G5 grubu Ostrus, G1, G4, G51,
G6, G61, G8 gruplarina gore anlamli olarak yiiksek (p< 0.0001); G6 grubu Ostrus, G1,
G4, G5I, G6l, G8 gruplarma gére anlaml olarak yiiksek (p< 0.0001); G8 grubu Ostrus,
G1, G4, G6l gruplarina gére anlaml olarak yiiksek (p< 0.05); G5i grubu Ostrus, G1, G4
gruplarina gore anlamli olarak yiiksektir (p< 0.05) (Sekil4.2.).

Sekil 4.2. Endometriyum liimen epitelinde FoxO1 protein ekspresyon seviyelerinin H-Score analizi.

a: Ostrus, G1, G4, G51, G6, G61, G8'e gore anlamli(p< 0.0001); b: Ostrus, G1, G4, G51, G61, G8'e gore
anlamli (p< 0.0001); c: Ostrus, G1, G4, G6I'ye gére anlamli (p< 0.05); d: Ostrus, G1, G4'e gére anlamli (p<
0.05).

Endometriyum bez epitelinin FoxO1 ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda H-Score ile
degerlendirilip istatistiksel olarak karsilastirildiginda; G5 ve G6 gruplari Ostrus, G1, G4,
G51, G6l, G8 gruplarma gore anlamli olarak yiiksek (p< 0.0001); G5I grubu ise Ostrus,

G1, G4, G8 gruplaria gore anlamli olarak yiiksektir (p< 0.05) (Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. Endometriyum bez epitelinde FoxO1 protein ekspresyon seviyelerinin H-Score analizi.
a: Ostrus, G1, G4, G51, G6I, G8'e gére anlamli(p< 0.0001); b: Ostrus, G1, G4, G8'e gore anlamli (p<0.05)

Endometriyum damar endotelinde FoxO1 ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda H-
Score ile degerlendirilip istatistiksel olarak karsilastirildiginda; G4 grubu Ostrus ve G1
gruplarma gore p<0.0001; G5, G5I, G61, G8 gruplarma gore ise p< 0.05 anlaml1 olarak
yiiksektir. G5 ve G6 gruplar1 Ostrus ve G1 gruplarma gore p< 0.0001, G51, G61 gruplarma
gdre ise p< 0.05 anlaml olarak yiiksektir. G8 grubu Ostrus, G1, G5I gruplarma goére
anlamli olarak yiiksek (p< 0.05); G6I grubu Ostrus, G1'e gore anlamli artis(p< 0.05); G5I
grubu Ostrus grubuna gore anlaml olarak yiiksektir (p< 0.05) (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. Endometriyum damar endotelinde FoxO1 protein ekspresyon seviyelerinin H-Score analizi.

a: Ostrus, G1 (p<0.0001), G5, G51, G61, G8'e gore anlaml1 (p<0.05); b: Ostrus, G1 (p<0.0001), G51, G6I'ye
gdre anlamli (p<0.05); c: Ostrus, G1, G51'ye gére anlamli (p<0.05); d: Ostrus, G1'e gore anlamli (p<0.05);
e: Ostrus'a gore anlaml (p<0.05).
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Endometriyum stromasinda FoxO1 ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda H-Score ile
degerlendirilip istatistiksel olarak karsilastirildiginda ise; G8 grubu Ostrus, G1, G4, G5I,
G6, G61, G8 gruplarma gore anlamli (p< 0.05) artis gostermistir (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. Endometriyum stromasinda FoxO1 protein ekspresyon seviyelerinin H-Score analizi
a: Ostrus, G1, G4, G5I, G6, G61, G8'e gore anlamli (p< 0.05).

4.1.2. Yalanc1 Gebelik Olusturulmus Fare Modeli Endometriyumunda FoxO1
Protein Ekspresyonlar:

Yalanci gebelik olusturulmus fare modelinde gebeligin 5, 6 ve 8. giinlerindeki uteruslarda

FoxOl1 protein varligi ve lokalizasyonlar1 belirlendi (Sekil 4.6.). Yalanci gebelik

giinlerindeki FoxO1 ekspresyon diizeyleri H-score analizleri ile liimen epiteli, bez epiteli

ve endotel lokalizasyonlarina gore ayr1 ayr1 karsilagtirildi.

Immiinohistokimya sonuglarina gére, FoxO1’in yalanci gebeligin 5, 6 ve 8. giinlerindeki
uterus dokularinda giinlere gore farkli yogunlukta olmakla birlikte genel olarak niikleer
ekspresyonu gozlendi. Bu ekspresyonlar esasen liimen epiteli, bez epiteli ve endotelde
lokalize olup yogun olarak niikleerdi. 5. glinde liimen epitelindeki niikleer ekspresyon 6.
giine gelince nispeten artmist1 (Sekil 4.6.). Ancak bu artis H-score analizleri sonucu
istatistiksel olarak anlamli degildi. Yalanci gebeligin 8. giiniinde liimen epitelindeki
niikleer ekspresyonlar gozle goriiniir derece dramatik ve istatiksel olarak anlamli bir azalig

gostermistir (Sekil 4.6.). Damar endotel ve bez epitelinde 5. ve 6. giinlerdeki FoxOl
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protein ekspresyon yogunlugu birbirine benzerlik gostermekle birlikte H-score analizleri
sonucu birbirleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur. 8. giinde ise hem
endoteldeki hemde bezdeki niikleer FoxO1 protein ekspresyonlar1 dramatik bir sekilde
diiserek, yok denecek kadar az niikleer ekspresyonlar izlenilmistir (Sekil 4.6.). Bu
modelde 6zellikle 5. ve 6. gilinlerde stromada hem niikleer hem de sitoplazmik FoxO1

ekspresyonlar1 gézlemlenmis olsa da skorlama yapilabilecek diizeyde degildir (Sekil 4.6.).

Sekil 4.6. Yalanci gebelik olusturulmus fare modelinde gebeligin 5, 6 ve 8. giinlerindeki uteruslarda FoxO1
protein ekspresyonu.
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Endometriyum liimen epitelinin FoxO1 ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda H-
Score ile degerlendirilip istatistiksel olarak karsilastirildiginda; YG-GS8 grubu, YG-GS5
ve YG-G6 gruplarina gore anlamli olarak diisiiktiir (p< 0.0001) (Sekil 4.7.).

300

250+
o 200
S 1501
@

T 1004

0 - ' " T
YG-GS YG-G6 YG-G8

Sekil 4.7. Endometriyum liimen epitelinde FoxO1 protein ekspresyon seviyelerinin H-Score analizi.
a: YG-G5 ve YG-G6’ya gore anlamli (p< 0.0001).

Endometriyum bez epitelinin FoxO1 ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda H-Score ile
degerlendirilip istatistiksel olarak karsilastirildiginda; YG-G8 grubu, YG-G5 ve YG-G6
gruplarina gore anlamli olarak distiktiir (p< 0.0001) (Sekil 4.8.).
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Sekil 4.8. Endometriyum bez epitelinde FoxO1 protein ekspresyon seviyelerinin H-Score analizi.
a: YG-G5 ve YG-G6’ya gore anlamli (p< 0.0001).

Endometriyum damar endotelinde FoxO1 ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda H-

Score ile degerlendirilip istatistiksel olarak karsilastirildiginda; YG-GS8 grubu, YG-G5 ve
YG-G6 gruplarina gore anlamli olarak diistiktiir (p< 0.0001) (Sekil 4.9.).
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Sekil 4.9. Endometriyum damar endotelinde FoxO1 protein ekspresyon seviyelerinin H-Score analizi.
a: YG-G5 ve YG-G6’ya gore anlamli (p< 0.0001).

4.1.3. Yapay Desidualizasyon Olusturulmus Fare Endometriyumunda FoxO1
Protein Ekspresyonlar:

Yapay desidualizasyon olusturulmus fare modelinde 5, 6 ve 8. giinlerdeki uteruslarda

FoxOl protein varlig1 ve lokalizasyonlar1 belirlendi (Sekil 4.10.). Olusturulan modelde

yalanci gebelik giinlerindeki FoxO1 ekspresyon diizeyleri H-score analizleri ile limen

epiteli, bez epiteli ve endotel lokalizasyonlarina gore ayr1 ayri karsilagtirildi.

Immiinohistokimya sonuglarma gore, FoxO1’in yapay desidualizasyon modelinde 5, 6 ve
8. giinlerde hem desidual hem de kontrol uterus dokularinda esasen liimen epiteli, bez
epiteli ve damar endotelinde lokalize olup yogun olarak niikleer ekspresyonu

gbzlemlenmistir (Sekil 4.10.).

Bu giinlerdeki yapay desidual gruplar arasinda liimen epiteli, bez epiteli ve endoteldeki
FoxO1 ekspresyonlarinin H-score analizleri istatistiksel olarak anlamli farkliliklar
gostermemektedir. Ancak liimen epiteli, bez epiteli ve endoteldeki niikleer ekspresyonlar
normal gebelik siireci ve yalanci gebelik siirecindeki kadar yogun gozlemlenmistir (Sekil
4.10.). Yapay desidualizasyonun uygulanmadig (desidual uterus boynuzlarinin diger esi)
kontrol uteruslarda 5. ve 6. glinlerde de liimen epiteli, bez epiteli ve endoteldeki FoxO1’in
niikleer ekspresyonlar1 normal gebelik siireci ve yalanci gebelik siirecindeki kadar yogun

gbzlemlenmistir (Sekil 4.10.).
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Endometriyum liimen epitelinde FoxO1 ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda H-Score
ile degerlendirilip istatistiksel olarak karsilastirildiginda; YD-G8, YDK-G8 grubuna gore
anlamli derecede yiiksektir (p< 0.005) (Sekil 4.11.).
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Sekil 4.11. Endometriyum liimen epitelinde FoxO1 protein ekspresyon seviyelerinin H-Score analizi.
a: YDK-G8'e gore anlamli (p< 0.005).

Endometriyum bez epitelinde FoxO1 ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda H-Score ile
degerlendirilip istatistiksel olarak karsilagtirildiginda; YD-G8, YDK-G8 grubuna gore
anlamli derecede yiiksektir (p< 0.05) (Sekil 4.12.).
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Sekil 4.12. Endometriyum bez epitelinde FoxO1 protein ekspresyon seviyelerinin H-Score analizi.
a: YDK-G8'e gore anlamli (p< 0.05).
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Endometriyum damar endotelinde FoxO1 ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda H-
Score ile degerlendirilip istatistiksel olarak karsilastirildiginda; YDK-G8, YD-G8
grubuna gore anlamli derecede diisiiktiir (Sekil 4.13.).
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Sekil 4.13. Endometriyum endotelinde FoxO1 protein ekspresyon seviyelerinin H-Score analizi.
a: YD-GB8'e gore anlamli (p< 0.05).

4.1.4. Peri-implantif Donem Fare Endometriyuamunda FoxO3 Protein
Ekspresyonlari

Peri-implantasyon siirecinde fare gebeliginin 1, 4, 5, 6, 8. giinlerindeki ve 6strus fazindaki
uteruslarda FoxO3 protein varligi ve lokalizasyonlar1 belirlendi (Sekil 4.14). Gebelik
glinleri ve Ostrus fazindaki FoxO3 ekspresyon diizeyleri H-score analizleri ile
endometriyumdaki lokalizasyonlarina gore karsilastirildi. Immiinohistokimya sonuglarina
gore, FoxO3 proteini peri-implantasyon siirecinde ¢ogunlukla stromada ekspre oluyordu.
Bu ekspresyonlar bazi gebelik giinlerinde ve implantasyon/interimplantasyon alanlarinda

degisim gostererek niikleer ya da sitoplazmikti.

FoxO3 proteininin sitoplazmik ve niikleer ekspresyonu gebeligin 1,4, 6 ve 8. giinlerinde
gozle goriiniir derecede stromada yogun olmasina ragmen, 5.giinde implantasyon alaninda
yok denecek kadar azdir ve inter-implantasyon alaninda zayif niikleer ekspresyonu
gozlendi. Gebeligin 6. giinlinde, stromada Ozellikle sekonder desidual alanda FoxO3

ekspresyonu neredeyse tamamen sitoplazmik izlenirken, inter-implantasyon alaninda
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yogun ve biiyiik cogunlukta niikleer goriinmektedir. Gebeligin 8. giiniine gelindiginde
desidual alanda yogun niikleer FoxO3 ekspresyonu izlenmektedir. Ayrica 5. giindeki
blastosist i¢ hiicre kitlesinde zayif sitoplazmik ekspresyonu ile birlikte 8. giinde
gelismekte olan embriyonun cktoplasental yapi, visseral endoderm ve epiblast
tabakasinda belirgin ekspresyon gériildii. Ostrus fazinda FoxO3 proteinin stromadaki

ekspresyonu ¢ok zayif gdzlemlenmistir.

FoxO3 proteininin endometriyum liimen epiteli, bez epiteli ve damar endoteli gibi

yapilarda anlamli derecede bir ekspresyonu gozlenmemistir.
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Endometriyum stromasinda FoxO3 ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda H-Score ile
degerlendirilip istatistiksel olarak karsilastirildiginda; G1, G4, G6, G6i, G8 gruplari
ostrus, G5, G5I gruplarina gore anlamli derecede yiiksektir (p<0.0001). G51 grubunda ise
sadece G5 grubuna gore anlamli derecede yliksek FoxO3 ekspresyonu goézlenmistir

(p<0.005) (Sekil 4.15).

Q

H-Score

Sekil 4.15. Endometriyum stromasinda FoxO3 protein ekspresyon seviyelerinin H-Score analizi
a: Ostrus, G5, G51’ye gore anlamli (p<0.0001) b: G5'e gore anlamli (p< 0.005).

4.1.5. Yalanc1 Gebelik Olusturulmus Fare Modeli Endometriyamunda FoxO3
Protein Ekspresyonlari

Yalanc1 gebelik olusturulmus fare modelinde gebeligin 5, 6 ve 8. giinlerindeki uteruslarda
FoxO3 protein varlifi ve lokalizasyonlar1 belirlendi (Sekil 4.16.). Yalanci gebelik
giinlerindeki FoxO3 ekspresyon diizeyleri H-score analizleri ile stromadaki
lokalizasyonlarina gére karsilastirildi. Immiinohistokimya sonuglarina gore, FoxO3’iin
yalanci gebeligin 5, 6 ve 8. gilinlerindeki uterus dokularinda giinlere gore ¢ok degismeyen
siddetli yogunlukta olmakla birlikte genel olarak niikleer protein ekspresyonu gozlendi.
Bu ekspresyonlar 5. ve 6. giine gore 8. giine gelince nispeten artmis goriinmektedir (Sekil
4.16.). Ancak bu artis H-score analizleri sonucu istatistiksel olarak anlamlilik gosterecek

diizeyde degildi.
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Sekil 4.16. Yalanci gebelik olusturulmus fare modelinde gebeligin 5, 6 ve 8. giinlerindeki uteruslarda FoxO3
protein ekspresyonu.

Endometriyum stromasinda FoxO3 ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda H-Score ile
degerlendirilip istatistiksel olarak karsilastirildiginda; gruplar arasinda anlamli bir fark
yoktu (Sekil 4.17.).
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Sekil 4.17. Endometriyum stromasinda FoxO3 protein ekspresyon seviyelerinin H-Score analizi.
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4.1.6. Yapay Desidualizasyon Olusturulmus Fare Endometriyumunda FoxO3
Protein Ekspresyonlari

Yapay desidualizasyon olusturulmus fare modelinde 5, 6 ve 8. giinlerindeki uteruslarda

FoxO3 protein varlig1 ve lokalizasyonlar1 belirlendi (Sekil 4.18.). Olusturulan modelde

yapay desidualizasyon giinlerindeki FoxO3 ekspresyon diizeyleri H-score analizleri ile

stromadaki lokalizasyonlarina gore karsilastirildi.

Immiinohistokimya sonuglarma gére, FoxO3’iin yapay desidualizasyon gruplarinda 5, 6
ve 8. giinlerde hem desidual hem de kontrol uteruslarda stromal lokalizasyon gosteren ve
cogunlukla siddetli niikleer protein ekspresyonu gozlendi. Bu ekspresyonlar 5. ve 6. giline

gore 8. giine gelince hem desidual hem de kontrol uterusta nispeten artmis goriinmektedir

(Sekil 4.18.).
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Endometriyum stromasinda FoxO3 ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda H-Score ile
degerlendirilip istatistiksel olarak karsilastirildiginda; yapay desidualizasyon gruplari ile

kontrol gruplar1 arasinda anlamli bir fark yoktu ( Sekil 4.19.).
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Sekil 4.19. Endometriyum stromasinda FoxO3 protein ekspresyon seviyelerinin H-Score analizi

4.1.7. Peri-implantif Donem Fare Endometriyumunda FoxO4 Protein
Ekspresyonlari

Peri-implantasyon siirecinde fare gebeliginin 1, 4, 5, 6, 8. giinlerindeki ve ostrus fazindaki
uteruslarda FoxO4 protein varligi ve lokalizasyonlar1 belirlendi (Sekil 4.20.). Gebelik
giinleri ve Ostrus fazindaki FoxO4 ekspresyon diizeyleri H-score analizleri ile stromadaki
lokalizasyonlarma gore karsilastirildi. Immiinohistokimya sonuglarina gére, FoxO4
proteininin gebeligin 6 ve 8. giinlerinde desidual bolgede,
implantasyon/interimplantasyon alanlarinda degisim gostererek niikleer ve sitoplazmik

ekspresyonu izlenmistir.

FoxO4 protein ekspresyonu gebeligin 6. giiniinde primer desidual bolgede daha yogun
olmakla birlikte neredeyse tamamen sitoplazmik goriinmektedir. 6. giiniin inter-
implantasyon alaninda ise yogun bir sekilde ve biiylik cogunlukta niikleer ekspresyonu
goriinmektedir. 8. gline gelindiginde ise tamamen sitoplazmik ve tiim desidual alani

kaplayan siddetli bir ekspresyonu izlenmektedir. 8. glinde ayni sekilde bu yogun
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ekspresyon gelismekte olan embriyonun epiblast, ektoplasental yapi, amniyon, koryonik

endoderm, visseral ve pariyetal endoderm tabakalarinda da mevcuttur.
FoxO4’iin diger gebelik giinleri ve Ostrus fazindaki uteruslarda belirgin bir protein

ekspresyonu izlenilmemektedir. Diger yandan, 5. giinde implantasyon alaninda embriyo

i¢ hiicre kitlesinde sitoplazmik ekspresyonlar1 goriilmektedir.
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Endometriyum stromasinda FoxO4 ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda H-Score ile
degerlendirilip istatistiksel olarak karsilastirildiginda; G6, G61 ve G8 gruplar1 Ostrus, G1,
G4, G5, G5I'ye gore anlamli derecede artis gdstermistir (p<0.0001). Ayrica G6 ve G8
gruplar1 G6l'ye gére de anlamli derecede artis gdstermistir (p<0.0001) (Sekil 4.21.).
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Sekil 4.21. Endometriyum stromasinda FoxO4 protein ekspresyon seviyelerinin H-Score analizi
a: Ostrus, G1, G4, G5, G5I'ye gore anlamli (p<0.0001); b: G6l'ye gore anlamli(p<0.0001)

4.1.8. Yalanc1 Gebelik Olusturulmus Fare Modeli Endometriyumunda FoxO4
Protein Ekspresyonlar:

Yalanc1 gebelik olusturulmus fare modelinde gebeligin 5, 6 ve 8. giinlerindeki uteruslarda

FoxO4 protein varligi ve lokalizasyonlar1 belirlendi (Sekil 4.22.). Yalanci gebelik

giinlerindeki FoxO4 ekspresyon diizeyleri H-score analizleri ile stromadaki

lokalizasyonlarina gore karsilagtirildi.

Immiinohistokimya sonuglarina gére, FoxO4’iin yalanci gebeligin 5, 6 ve 8. giinlerde
stromal lokalizasyon godsteren, gilinlere gore cok degismeyen zayif sitoplazmik/niikleer
ekspresyonlar1 gozlendi. Bu zayif ekspresyonlar 8. giinde daha da azalmis gorlinmektedir

ancak bu azalis istatiksel olarak anlamli degildir.
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if Kontrol

Sekil 4.22. Yalanci gebelik olusturulmus fare modelinde gebeligin 5, 6 ve 8. gilinlerindeki uteruslarda FoxO4
protein ekspresyonu

Endometriyum stromasinda FoxO4 ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda H-Score ile

degerlendirilip istatistiksel olarak karsilastirildiginda; gruplar arasinda anlamli bir fark

yoktur (Sekil 4.23.).

65



300+

2004

H-Score

100+

YG-G5 YG-G6 YG-G8

Sekil 4.23. Endometriyum stromasinda FoxO4 protein ekspresyon seviyelerinin H-Score analizi.

4.1.9. Yapay Desidualizasyon Olusturulmus Fare Endometriyumunda FoxO4
Protein Ekspresyonlar:

Yapay desidualizasyon olusturulmus fare modelinde 5, 6 ve 8. giinlerindeki uteruslarda

FoxO4 protein varlig1 ve lokalizasyonlar1 belirlendi (Sekil 4.24.). Olusturulan modelde

yapay desidualizasyon giinlerindeki FoxO4 ekspresyon diizeyleri H-score analizleri ile

stromadaki lokalizasyonlarina gore karsilastirildi.
Immiinohistokimya sonuglarina gére, FoxO4’iin 5, 6 ve 8. giinlerde ¢ogunlukla stromada

lokalize olup yapay desidualizasyon olusturulan uteruslarda orta derece ve sitoplazmik,

kontrol uteruslarda ise zayif ve niikleer/sitoplazmik protein ekspresyonlar1 gériinmektedir.
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Endometriyum stromasinda FoxO4 ekspresyon seviyeleri gruplar arasinda H-Score ile
degerlendirilip istatistiksel olarak karsilagtirildiginda;Sekil 4.25.). YD-G5, YDK-G5'e
gore; YD-G6, YDK-G6'ya gore, YD-G8, YDK-G8'e gore anlamli derecede yliksektir
(p<0.05).
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Sekil 4.25. Endometriyum stromasinda FoxO4 protein ekspresyon seviyelerinin H-Score analizi.
a: YDK-G5'e gore, b: YDK-G6'ya gore, c: YDK-G8'e gore anlamli (p<0.05).
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5. TARTISMA

Saglikli bir gebelik olusumunda; oosit, sperm ve embriyo kalitesinin yani sira,
endometriyumun uygunlugu 6nemli bir unsurdur. Pre-implantif embriyo gelisimiyle
endometriyumun senkronizasyonu ve implantasyona duyarlasarak reseptif hale gegmesi
gebeligin  gelisimi ve devam etmesindeki en kritik basamaktir. Uterusun
endometriyumuna, gelisimini saglikli bir sekilde tamamlamis bir embriyo ancak
endometriyum reseptif hale geldigi zaman implante olabilmektedir (Deb ve ark. 2006, Cha
ve ark. 2012, Mara H. Rendi 2012).

Embriyo implantasyonu i¢in adeta agilan bir pencere olan endometriyumun reseptif hale
geemesi ve devaminda maternal endometriyuma tamamen gomiilme siireci peri-
implantasyon donemi olarak isimlendirilmektedir. Bu siire¢ embriyo ve maternal
endometriyumun karsilikli  konugmasini saglayan birgok karmasik molekiilleri
icermektedir (Cha ve ark. 2012, Zhang ve ark. 2013, Oh ve ark. 2016, Pollock ve ark.
2016). Cogu hala bilinmeyen ve arastirma konusu olan bu kompleks molekiiler
mekanizma, embriyo ya da maternal endometriyum kaynakli transkripsiyonlarla
saglanilabildigi gibi birbirlerinin transkripsiyonunu yonlendiren mekanizmalarla da
saglanmaktadir (Vilella ve ark. 2015, Desrochers ve ark. 2016). Kiiglik dlgekteki bu
molekiiler mekanizmalar kadar biiyiik 6lgekteki ovaryum steroid hormonlar1 da bu siirece
dahil olan diizenleyicilerdir. Progesteron ve Ostrojen endometriyal reseptif donemin
olusumunda, implantasyonun gerceklesmesinde ve gebeligin devami i¢in gerekli olan
unsurlardir. Peri-implantasyon siirecindeki bu karmasik molekiiler mekanizmalar
aydinlatmak i¢in yapilan ¢aligmalarda, molekiillerin progesteron tarafindan diizenlenmesi
onemli rollerine iliskin ipuglar1 saglamaktadir. Hem endometriyal reseptivitede hem de
implantasyonda gorev aldig1 bilinen birgok molekiil progesteron bagimli ¢aligmaktadir
(Cha ve ark. 2012, Zhang ve ark. 2013, Maria Laura Zenclussen 2014, Tu ve ark. 2014,
Kumar ve ark. 2015, Psychoyos 1973).

FoxO proteinleri hiicre siklusu duraklamasi, oksidatif savunma, DNA tamiri, enerji

homeostazi, apoptozun diizenlenmesi, hiicresel farklanma gibi pek ¢ok farkl siireclerde
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rol oynarlar ve bu siireglerle ilgili genlerin transkripsiyonunu saglama yetenekleri
sayesinde hiicre kaderinin anahtar aracilaridirlar. Bu 6zelliklerinden dolay1 son yillarda
ireme sistemindeki ve gebelik silirecindeki rolleri de onemli bir arastirma konusudur
(Kajihara ve ark. 2013). FoxO transkripsiyon faktorlerinin 6nemli bir diizenleyicisi olan
PI3K/Akt sinyal yolaginin fare preimplantif embriyo gelisim siirecindeki varlig1 ve bu
siiregte embriyo gelisimindeki dnemli rolleri onceki bir ¢aligmada ortaya konmustur
(Riley ve ark. 2005). Bu c¢alismadan bir yil sonra, 2006’da, Toyofuku ve arkadaslari
tarafindan yapilan bir ¢alismada yine Akt aktivasyonunun insan endometriyum ve
desidualizasyonunda varlig1 gosterilmis ve ekstra-seliiler matriks modellenmesinde rolii
olabilecegi vurgulanmistir (Toyofuku ve ark. 2006). Daha sonraki yillarda PI3K/Akt
sinyal yolaginin RhoA araciligi ile fare embriyo implantasyonunu diizenledigi
gosterilmistir (Liu ve ark. 2014). 2016 yilinda Salker ve arkadaslari tarafindan yapilan
calismada ise FoxO transkripsiyon faktorlerinin énemli diizenleyicilerinden SGK1 ve
AKT kinaz aktivasyonlarinin fare embriyo implantasyonunda bir denge olusturdugu ve

bu siiregteki rolleri ortaya konmustur (Salker ve ark. 2016).

Ancak SGK1 ve PI3K/Akt sinyal yolagi alt basamaginda gorev alan FoxO transkripsiyon
faktorlerinin peri-implantasyon siirecindeki varliklar1 bilinmemekle birlikte, insan
endometriyum ile iligkili olarak konuyu irdeleyen ¢ok smirli sayida literatiir bilgisi
bulunmaktadir. Bu ¢alismalar genellikle in vitro kosullarda olmakla birlikte ortak goriis
FoxO’larin desidualizasyon siirecinde progesteron bagimli olarak rol aldiklar
yoniindedir. 2006’da Labied, 2011°de Kyo ve arkadaslarinin yaptig1 arastirmalarin her
ikisinde de FoxO transkripsiyon faktorlerinin insan endometriyumunda desidualizasyon
stirecinde progesteron bagimli rol aldiklar1 ve 6zellikle FoxO1’in Akt aktivasyonunun
bozulmasi ile niikleer birikimine ve progesteronun etkisinin artmasina neden oldugu in

vitro olarak gosterilmistir (Labied ve ark. 2006, Kyo 2011).

Sonraki yillarda bir¢cok caligmanin ortak sonucu olarak insan endometrial hiicrelerin
desidualizasyonunda FoxO1’in indiiklendigi, FoxO3’iin inhibe oldugu ve FoxO4’iin ise
ekspre edilmedigi farkl kaynaklarda gosterilmistir (Christian ve ark. 2002, Gellersen ve
Brosens 2003, Kim ve ark. 2003, Kajihara ve ark. 2006). Ozellikle FoxO ailesi iiyesi
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FoxO1’in progesteron bagimli farklilasmada, menstriiel dokiilmede ve gebelik boyunca
oksidatif hasara kars1 feto-maternal korumada kritik diizenleyici olarak 6nemli bir 6zellige
sahip olabilecegi vurgulanmistir (Grinius 2006, Kajihara ve ark. 2006, Kajihara ve ark.
2013).

Tiim bu literatiir bilgileri dogrultusunda, yogun transkripsiyonel aktivasyonlarin oldugu
peri-implantasyon siirecinde varliklar1 gosterilen PI3K/Akt ve SGK1 sinyal yolaklarinin
alt basamagi olarak FoxO transkripsiyon faktorlerinin de bu siiregte ekspresyonlariin ve
buna bagli rollerinin olabilecegini akla getirmistir. Literatiirde FoxO transkripsiyon
faktorlerinin  peri-implantasyon  siirecindeki ~ ekspresyonlart  bilinmemektedir.
Calismamizda; lireme sistemi ve desidualizasyondaki progesteron bagimli rolleri in vitro
ortaya konmus olan FoxO transkripsiyon faktorlerinin fare ostrus fazi ve erken gebelik
stirecindeki ekspresyonlarinin var olup olmadigini, varsa lokalizasyonlarinin nasil
oldugunu in vivo olarak arastirdik. Caligmamiz literatirde FoxO transkripsiyon
faktorlerinin farelerde in vivo olarak herhangi bir gebeligin s6z konusu olmadigi dstrus
fazi, gebeligin 1, 4, 5, 6 ve 8. giinlerindeki ekspresyonlarin1 degerlendiren ilk caligsmadir.
Ayrica blastosistten ve olusturacagi mekanik etkiden bagimsiz olarak hormonal taklit
edilen yalanci gebelik modelindeki ve blastosistin olusturacagt mekanik etkinin taklit
edildigi yapay desidualizasyon modelindeki ekspresyonlarint degerlendiren ilk

calismadir.

Calismamizin sonuglarina gore; FoxOl gebeligin 1, 4, 5, 6, 8. giinlerindeki ve Ostrus
fazindaki uterus dokularinda, gebelik giinlerine gore farkli lokalizasyon ve yogunlukta
ekspresyon gostermistir. Bu nedenle farkli bolgelerdeki ekspresyonlari gebelik giinlerinde
ayr1 ayr1 H-score analizleri ile degerlendirilmistir. {lging olarak FoxO1’in gebeligin 5.
giinlinde endometriyum epitelinde ve bezlerde ilk kez ortaya ¢ikan Ozgiin niikleer
ekspresyonunu gdzlemledik. implantasyon giinii olan 5. giindeki implantasyon alanindaki
bu ekspresyon, ayni giin implantasyonun olmadigi alanlarda ise yok denecek kadar az ve
anlamli derecede diisiiktii. Bu ekspresyon paterninin gebeligin diger gilinlerine dogru (6
ve 8. giinlerde) gerileyen liimen epitelinde ve bezlerde nispeten azaldigini goézlemledik.

Embriyo yoklugunda gebelik siirecinin hormonal olarak taklit edildigi yalanci gebelik
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modelindeki bu 6zgiin ekspresyonun olup olmadigini inceledigimizde; yalanci gebeligin
5. glinde yine liimen ve bez epitelinde bu ekspresyonlarin varligini goérdiik ve gebeligin 8.
giinline dogru hormonal gerilemeye paralel bir sekilde ekspresyonun da geriledigini
gozlemledik. Blastosistten bagimsiz olarak bu hormonal paralelligin devam edip
etmedigini yapay desidualizasyon modelinde inceledigimizde desidualizasyonun
ilerlemesi ve dolayisiyla progesteron artisi ile birlikte limen epiteli ve bezlerdeki yogun
ekspresyonun 5, 6 ve 8. gilinlerde devam ettigini nispeten 8. giine dogru azaldigini

gozlemledik.

FoxO1’in peri-implantasyon siirecinde endometriyum epiteli ve bezlerinde progesteron
seviyesine paralel olarak artis1 ve azaligini gosteren bulgularimiz, FoxO1’in progesteron
tarafindan diizenlendigini bildiren in vitro ¢aligmalar ile uyumludur (Christian ve ark.
2002, Gellersen ve Brosens 2003, Kajihara ve ark. 2006, Kajihara ve ark. 2013).
Sonuglarimizdan yola ¢ikarak; gebeligin olusumu, devam etmesi ve uterus
reseptivitesinde ~ progesteronun  kritik  basamak  oldugunu  gbz  Oniinde
bulundurdugumuzda, peri-implantasyon siirecindeki FoxO1 ekspresyonu burada 6nemli

olabilir.

Yogun transkripsiyonel aktivasyonlarin oldugu peri-implantasyon siirecinde,
endometriyal reseptif formun olusumunda bir ¢cok transkripsiyon faktorii ve adezyon
molekiilleri gorev almaktadir. Bu molekiiller zamanlama olarak 6zgiin ekspresyonlari
olmalarindan dolay1 endometriyal reseptivitenin belirtecleridir. En ¢ok bilinen
endometriyal reseptivite belirtegleri, aVB3 Integrin, Mucl (miisinl), L-selektin, LIF
(I6semi inhibitdr faktor), trophinin, HB-EGF (heparin baglayic1 epidermal biiylime
faktorii) gibi adezyon molekiilleri ve biiyiime faktorlerinin yani sira, HoxA10, KIf5
(Kruppel benzeri faktor), HoxA 7(Msx1) gibi transkripsiyon faktorleri de yer almaktadir
(Tu ve ark. 2014). Literatiirde FoxO transkripsiyon faktorlerinin implantasyonda ve
endometriyal reseptivitede gorev alan bazi molekiilller ile iliskili caligmalar1 yer
almaktadir. Ornegin endometriyal reseptivite icin gerekli oldugu bilinen (Du ve ark. 2010)

HoxA-10’un baboon endometriyumunda desidualizasyonda FoxOl1 ile birlikte ¢aligarak
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yine endometriyal reseptivite belirteclerinden biri olan (Daftary ve Taylor 2001) IGFBP-

1’in promotor aktivitesini diizenledigi gosterilmistir (Kim ve ark. 2003).

Bu nedenle FoxO1’in 5. giindeki uterusun reseptif oldugu implantasyon zamani liimen
epiteli ve bezlerdeki bu 6zgiin ekspresyonu uterusun reseptif form kazandiginin bir
gostergesi ve implantasyon i¢in dnemli bir molekiil olabilir. Clinkii FoxO1’in liimen
epiteli ve bezlerdeki ekspresyonu hem yalanci gebeligin 5. giinlinde hem de yapay
desidualizasyonun 5. giiniinde bulunmasi nedeniyle blastosist varligindan bagimsiz ancak
progesteron bagimli gériinmektedir. Diger yandan FoxO1’in 5. giin ve diger giinlerdeki
farkl1 lokalizasyonlari farkli gérevler iistlenebilecegini de diisiindiirmektedir. Ornegin fare
gebeliginde 5. giinden sonra gerileyen liimen epitelinin apoptoza ugradig: bilinmektedir
(Zhang ve ark. 2013). FoxO1’in apoptozu baslatmadaki bilinen gdrevlerini goz oniinde
bulundurdugumuzda gerileyen liimen epitelindeki devam eden ekspresyonlari
apoptozdaki rolleri ile iligkili olabilir. Bunlarin yani sira, FoxO1’in anjiyogenezdeki
rolleri literetlirde bircok ¢alismada gdsterilmistir (Dharaneeswaran ve ark. 2014, Slopack
ve ark. 2014, Kim ve ark. 2016, Wilhelm ve ark. 2016). FoxO1’in liimen epiteli ve
bezlerdeki ekspresyonunun yani sira ilk olarak 4. giinde ortaya ¢ikan endoteldeki niikleer
ekspresyonu peri-implantasyon silirecinde de anjiyogenezin baglatilmasinda bir rol

istlenebilecegini diisiindiirmektedir.

Calismamizda FoxO3 ve FoxO4 ekspresyonlar1 biiyiik 6l¢lide stromada lokalizasyon
gostermistir. Normal gebelik siirecinde hem FoxO3 hem de FoxO4 ekspresyonu ilging
olarak 5. giin implantasyon alaninda yok denecek kadar az bulunmaktadir. Gebeligin 6.
giiniinde sekonder desidualizasyon alaninda FoxO3’iin, primer desidualizasyon alaninda
ise FoxO4’ilin yogun sitoplazmik ekspresyonu goézlemlenmistir. Gebeligin 8. giiniinde
desidual stromada yine ilging olarak FoxO3’iin yogun niikleer ekspresyonu
bulunmaktayken, FoxO4’lin ise yogun sitoplazmik ekspresyonunu gozlemledik. Bu
ekspresyonlarin hem niikleus/sitoplazma yerlesimi agisindan hem de desidual
lokalizasyonlar acisindan siras1 ile yer degistirerek dikkat g¢ekici bir ekspresyon
sergilemesi, FoxO3 ve FoxO4’iin esasen desidualizasyonda ve belki de birlikte rollerinin

olabilecegini diistindirmiistiir.
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Yalanci gebelik ve yapay desidualizasyon modellerinde FoxO3 ve FoxO4’iin
ekspresyonlarini degerlendirdigimizde FoxO3 hem yapay desidualizasyon modelinde
hem de yalanci gebelik modelinde stromada yogun ekspresyonlar gosterirken FoxO4’iin
bu modellerdeki ekspresyonlar1 normal gebelik siirecindeki kadar yogun degildir.
Ozellikle FoxO3’iin embriyo varligindan bagimsiz bir sekilde stromadaki ekspresyonlari
her iki modeldeki gebelik gilinleri boyunca devam ederken, FoxO4’iin embriyonun
olmadig1 iki modelde ekspresyonlarindaki azalis1 dikkat ¢cekmistir. Bu sonuglarimizdan
yola ¢ikarak, FoxO3’lin embriyodan bagimsiz, FoxO4’lin ise embriyo bagimli olarak
ekspresyon artig1 ile stromal desidualizasyonda gorev aldigini 6ne siirebiliriz. Ayni
zamanda, FoxO4’lin embriyoya bagli olarak bu modellerdeki ekspresyonlarinin anlaml
azalisi, literatiirdeki in vitro endometriyal desidualizasyon c¢aligmalarinda FoxO4
ekspresyonu olmamasinin nedeni olarak ortamda embriyo yokluguna dayandirilabilir
(Kajihara ve ark. 2006, Labied ve ark. 2006, Kajihara ve ark. 2013). Bunlarin yan1 sira
FoxO1, FoxO3 ve FoxO4’lin gebeligin 8. giiniinde gelismekte olan embriyonun farkl
tabakalarindaki spesifik ekspresyonlari nedeniyle peri-implantasyonda oldugu kadar post-
implantasyon siirecinde de, embriyo ve embriyonik yapilarin gelisiminde rolleri

olabilecegini diislindiirmiistiir.

Hiicre kaderinin 6nemli diizenleyicileri olan FoxO’larin fare peri-implantif embriyo
gelisim siirecinde embriyonun uterusa implantasyonu ve desidualizasyonda farkli
ekspresyonlar1 vardir. Sonuglarimiza bagli olarak ve FoxO transkripsiyon faktorlerinin
hiicresel siireclerdeki Onemli diizenleyici rolleri gbéz Oniinde tutuldugunda, bu
molekiillerin peri-implantasyon déneminde uterus reseptivitesi ve implantasyonda 6nemli
rollerinin olabilecegini diisiinmekteyiz. Bugilin tlip bebek tedavilerinde embriyo
implantasyon orani %25-30 araliginda (de los Santos ve ark. 2003) olup, uygunsuz uterin
reseptivite implantasyon basarisizliginin yaklasik 2/3’iinden sorumlu tutulmaktadir. Bu
basarisizlikta embriyonun pay: ise 1/3 ile smirlidir (Ledee-Bataille ve ark. 2002). Son
yillarda literatiirde endometriyal reseptivitenin tayininde, Endometriyal Reseptivite Array
(ERA) bugiine dek gosterilen bir test olarak 6n plana ¢cikmaktadir. ERA’da tek bir dizide,

endometriyal siklusun farkli déonemlerinde regiile edilen 238 gen analiz edilmektedir.
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Bunlardan 134 tanesi reseptif faza ait spesifik trankriptomik yapilardir ve yapilan
caligmalarla birlikte bu panele her giin yenisi eklenmektedir (Diaz-Gimeno ve ark. 2013).
FoxO1’in endometriyal reseptivite belirteci aday1 olarak gostermek ve bu anlamda
yardimei tireme tekniklerine katki saglamak i¢in daha kapsamli ¢alismalara ihtiyag vardir.
Bunlarin yani sira FoxO1, FoxO3 ve FoxO4’lin implantasyonda ve desidual siirecte
rollerinin ortaya konulmasina ihtiya¢ vardir. Boylece klinikteki tekrarlayan gebelik
kayiplart ve implantasyon bozukluklarinin mekanizmalarin1 aydinlatabilecek yeni
molekiiler diizenlemelerin ortaya konmasi saglanabilecek ve tiip bebek tedavi siireclerine

katk1 saglayabilecektir.
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6. SONUC ve ONERILER

Yapilan bu ¢alismada; 6strus fazi, peri-implantif donem gebelik, yalanci gebelik ve yapay
desidualizasyon olusturulmus fare modellerine ait uterus endometriyumunda FoxOl,
FoxO3 ve FoxO4 transkripsiyon faktorlerinin var olup olmadigmi ve varsa
lokalizasyonlarinin nerede oldugu immiinohistokimya yontemi ile arastirilmig ve Hscore
analizleri ile istatiksel olarak degerlendirilmistir. Calismadan elde edilen bulgulara gore

sonuclar maddeler halinde 6zetlenmistir:

1. Fare 0strus fazi, peri-implantif donem, yalanci gebelik ve yapay desidualizasyon
olusturulmus modellere ait uterus endometriyumunda; FoxO1, FoxO3 ve FoxO4
transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonu ve lokalizasyonu in vivo olarak

literatiirde ilk kez gosterilmistir.

2. FoxOl, FoxO3 ve FoxO4 transkripsiyon faktorlerinin erken gebelik siirecinde
giinlere gore hem sitoplazmik/niikleer hem de bolgesel olarak lokalizasyon
farklilig1 gosteren ekspresyonlarinin yalanci gebelik ve yapay desidualizasyon
modelleri olusturularak hormon bagimli ya da embriyo bagimli olup olmadig:

ortaya konmustur.

3. Bulgularimiz FoxO’larin progesteron bagimli olduklarini ortaya koyan in vivo
caligmalar ile paralellik gostermekle birlikte in vivo sartlardaki ve gebelik
siirecindeki degisen ekspresyonlarin gosterilmesi ile literatiirdeki bilgilere destek

ve tamamlayicilik saglamaktadir.

4. PI3K/Akt sinyal yolagmin peri-implantasyon siirecinde varligini gosteren
caligmalar ile birlikte progesteron bagimli oldugu bilinen FoxO transkripsiyon
faktorlerinin peri-implantasyon siirecindeki varligi ve progesteron varligi ile

iligkili sonuglarimiz baslangigtaki hipotezimizi dogrulamaktadir.
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5. Caligmamizin bulgulari, erken gebelik siirecinde FoxO transkripsiyon

faktorlerinin embriyo implantasyonu, desidualizasyon ve uterus reseptivitesi ile
iliskili olabilecegini diislindiirmiis ve buna yonelik yeni fonksiyonel ¢aligmalar

i¢in temel olusturmustur.

Bu caligma, literatiirde FoxO, endometriyum ve erken gebelige iliskin ¢ok sinirlt
sayidaki aragtirmalarin bulgularina 6nemli bir katki saglamistir. Ayrica FoxO’larin
hem implantasyon hem de endometriyum reseptivitesine iliskin molekiiler
mekanizmasinin arastirilmasimin énemini isaret etmistir. Boylece, buradan yola
cikilarak yapilacak yeni ¢aligmalara bir veri tabani olusturarak, implantasyon ve
erken gebelikteki rolllerinin daha kapsamli arastirilmasi icin yeni projeler

iretilmesine olanak saglamaistir.

Klinikte tekrarlayan gebelik kayiplari ve implantasyon bozukluklar
mekanizmalarina atifta bulunabilecek yeni projelerin tiretilmesi ve implantasyon
bozukluklar1 ile iliskili olas1 terapotik hedef molekiil gelistirilmesi i¢in temel

olusturmustur.
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