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ONSOz

Gebeligin olusumu ve devamliigi hormonlar, immun sistem hucreleri,
parakrin ve otokrin faktorlerin dengeli iligkisi, maternal ve fétal boélimlerin
uyumu ile ilgili bir gelisim surecidir. Fétus genomunun yarisi anneden, diger
yarisi babadan olustugu icin annenin immun sistemi tarafindan bir reaksiyon
gelisebilmesi mumkuandur. Fétal yapinin anne tarafindan kabull, en azindan
gebeligin baglangicinda immun yanittaki azalma sonucunda gelistigi veya
fétusun immun yaniti baskiladigi daha da énemlisi uterusun immun sistem
bakimindan ayricalikli  bir bdlge olusturabilecegi gibi konular halen

tartisiimakta ve arastiriimaktadir.

Kdpeklerde endoteliokorial tip plasentanin gelisim surecinde buylk
dlglide yikim ve yapilanma asamalari gergeklesir. implantasyon siirecinde
fotal trofoblast invazyonuna bagdli olarak, maternal endometriyumda
yikimlanmalar meydana gelirken, diger taraftan da fétal ve maternal kdkenli

stromal, epitel ve vaskuler hiicreler gelisim gdsterirler.

Matriks  metalloproteinazlar (MMP) ¢inkoya bagh proteolitik
enzimlerdir, matriksin yikimlanmasinda, yapilanmasinda ve hlcre gogu
surecinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu enzimlerin plasentasyon slrecinde
onemli fonksiyonlar oldugu dusunudlmekte ve képeklerde MMP-2 ve MMP-
9'un jelatinolitik aktivitesinin doku yikiminda énemli bir indikatér oldugu

dusunulmektedir.

Doku uyusum antijenleri (MHC), immun yanitta énemli oldugu gibi,
cesitli otoimmun bozukluklarla ilgili bir gen grubudur. Memelilere fotus ile
anne arasindaki iligkide yavruya karsi gosterilen immun yanit, MHC-I ve
MHC-II molekullerinde olusan degisimle ilgilidir ve T lenfositlerine bagli

olusan immun yanitta kritik Gneme sahiptir.



vi

Koépeklerde MHC-I, MHC-Il, MMP-2 ve MMP-9 molekilleri Gzerinde
yapilan ¢alismalar sinirlidir ve gebeligin devami Uzerindeki etkileri tam olarak

belirlenememisgtir.

Bu galismanin amaci, kopekte bu molekullerin gebelik surecindeki
degisimini izleyerek pre implantasyon, implantasyon ve plasentasyon
donemlerindeki duzeylerini arastirmak ve gebe olmayan kdpeklerle

karsilagtirilarak elde edilen de@erler arasindaki farkliliklari ortaya koymaktir.

Doktora galismam slresince her konuda yardim ve ilgisini gérdigim
danisman hocam Prof. Dr. Selim ASLAN’a, Viyana'daki tez c¢alismam
surecinde bilimsel yonde bana yardimlarini esirgemeyen Viyana Veteriner
Universitesi'ne bagli hocalarim Prof. Dr. Sabine SCHAFER-SOMI’ye Prof. Dr.
Ingrid  WALTER’e tesekkurlerimi sunarim. Calismalarim  suresince
katkilarindan dolayr Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Dogum ve
Jinekoloji Anabilim Dali 6gretim Uyeleri, arastirma gorevlileri ve elemanlari ile
Viyana Veteriner Universitesi Histoloji ve Embriyoloji Enstitlisi
calisanlarindan Sayin Magdalena Helmreich, Waltraud Tschulenk ve Doris
Rosenfellnera tesekkurlerimi sunarim. Ayrica bu sureg igerisinde beni
destekleyen degerli aileme ve beni bu gunlere getiren rahmetli babaanneme

tesekkuru borg bilirim.
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1. GIRIS

1.1. Kopeklerde Gebeligin Olugsum ve Gelisim Siireci

Korpus luteum formasyonu kdpekte ovulasyondan énce baslar. Preovulatorik
follikll gelisiminde ve luteinizasyon sirecinde U¢ dénem bulunmaktadir.
Luteal dbnemde yani ovulasyondan 2-3 gtin 6nce follikuller ince, hafif kivrimli
bir sekilde ve bir bolumu luteinize olan granuloza hucreleri bulundururlar.
Oosit kompakt bir kumulus oophorus ile ¢evrelenmis olup, follikll duvarina
yapisiktir. ikinci dénem olan intermedier dénemde, luteinize olmus graniiloza
hicrelerinin daha fazla kivrimlarinin oldugu segilir. Oosit bu dénemde follikul
antrumunda serbest halde bulunur. Bu yapidaki follikiller yapida ovulasyona
1-2 gunlik sire kalmistir (Phemister ve ark., 1973; Olson ve ark., 1989).
Ovulasyona hazir folliktl graaf folliktlt olarak tanimlanir. Ovaryum ylizeyinde
dogrudan tunika albugineanin altinda bulunur. Ovaryum yuzeyinin Uzerinde
bulunan follikiller ovulasyondan 24 saat 6nce 1 mm, 12 saat 6nce ise 2 mm
bayukligundedirler (Tsutsui, 1989).

Son gelisim déneminde ovule follikilin bazi bdlgelerinde incelmeler
olusur. Granuloza hicrelerinin belirgin dlgide luteinize olmus ve serbest
kivrimlar meydana getirdigi ve kumulus ooforus hicrelerinin oositin
cevresinde dagildigi durumda ovulasyon zamaninin oldukg¢a yakin oldugu
saptanmigtir (Phemister ve ark., 1973; Olson ve ark., 1989). Follikil duvari
stigmada daha ince ve daha seffaf bir goériinime kavusur. Birgok folliktl ovule
olur ve bu ovule olan follikillerin sayisi 2 ile 8 arasinda degismektedir
(Andersen ve Simpson, 1973; England ve Allen, 1989, Preidkalns ve Leiser,
1998). Disi kopek oositlerinin kumulus ooforusu ovulasyondan sonra
ekspande olmaz ve birka¢ gin kompakt bir sekilde kalir (Andersen ve
Simpson, 1973).



Gebelik genel olarak konsepsiyon ve dogum arasindaki silre olarak
ele alinmaktadir. Konsepsiyon zamani klinik tani bakimindan guglukler
olusturdugundan, ciftlesme guni veya ovulasyon gunu gebeligin baslangici
olarak kabul edilmektedir (Glnzel-Apel ve ark., 2001). Kopegin fizyolojik
durumundan dolayi, ¢iftlesme zamani gebelik gunu baslangici olarak kabul
edildiginde, gebelik surecinde bluyuk oranda farkliliklar olusmaktadir. Clnku
ovulasyondan yedi gin Once olusan c¢ifttesme de gebelige neden
olabilmektedir (Concannon ve ark., 1983, 1989). Preovulatorik luteinlestirici
hormon (LH) piki ve dogum arasindaki sire 64-66 gun iken (Concannon ve
ark., 1989) ovulasyon ve dogum arasindaki sure ise 62-64 gun
olabilmektedir (Wildt ve ark., 1979).

Metafaz-| oositi olarak ovule olan oositler ilerleyen 2-3 gun iginde ikinci
mayotik agsamayi gecirirler ve yaklasik u¢ gun fertil kalma yeteneklerini
korurlar (Holst ve Phemister, 1971; Concannon ve ark., 1989; Tsutsui, 1989).

Oositlerin fertilizasyonu kdpekte salpinkste meydana gelmektedir. Post
koitus (p.c.) 3. gune kadar henliz boélinmemis ve zona pellusidalarinda
spermler bulunan iki hicreli doneme 4. gunde, sekiz hicreli doneme 6.
ginde, morula dénemine (16-32 hdcreli) p.c. 7. glnde ulagiimaktadir.
Yaklasik p.c. 8. gunde blastosel formasyonu olugsmaktadir, blastosist
doénemine ulasiimaktadir. Embriyolar kdpekte degisik gelisim dénemi icinde
olabilmektedirler, ovulasyondan sonra kdpek embriyolarinin hangi gelisme

déneminde saptanabildikleri Cizelge 1.1’ de gosterilmistir.



Cizelge 1.1. Kbépek embriyolarin gelisme dénemleri

Post ovulasyon Embriyolarin gelisme
(gin) doénemi Kaynak
4 Bir-iki hucreli
5-6 Ug hiicreden, sekiz

hicreye kadar Tsutsi, 1989

Morula (16 hticre)

Noden ve De Lahunta,

Iki, dort, sekiz hucreli 1985

5-8 Bir hiicreden, sekiz
hicreli doneme kadar

10 Morula Renton ve ark., 1991

12 Erken blastosist

Blastosist salpinksin istmusu Uzerinden uterusun apeksine tasinir.
Ciftlesmenin bitiminden sonraki 10. ginde kornu uterilerde 6demli, kabarik
alanlar (ampulalar) gelismeye baslar. Bu alanlar implantasyon odaciklarinin
yapilanma déneminin baslangicinda dnemlidirler. Bu donemde uterus kriptleri
kisa, uterus bezleri ise uzamis bir durumdadir. Ampulla icerisindeki blastosist
limon formundadir. Embriyolar salpinkste 32-64 hicreli blastosist olarak
gelisir ve ovulasyondan 6-8 glin sonra uterotubal birlesmenin oldugu yerden
uterusa ulasirlar (Concannon ve ark., 1989; Michel, 1995). Yaklasik ¢ gun
boyunca kornunun ipsilateral bélimunde hareket ederler, diger U¢ ginde de
uterus kornusundan digerine go¢ gercgeklestirirler (Concannon ve ark., 1989)

ve her iki kornuya genellikle esit sekilde dagilirlar (Michel, 1995).

Onikinci gunde ylUzeysel bezsel yapilarlarda (kript) artislar meydana
gelir. Bu yapilar derine dogru geniglerler ve oval yapida gukurluklar (lakuna)
olustururlar. Endometriyum epitellerinde fazla sayida mitotik figur gozlenir
(Michel, 1995).

implantasyon ile baslayan erken gebelik klinik yéntemlerle

belirlenemez. Trofoblastlarin uterus epiteline invazyonu yani implantasyon




Holst ve Phemister ‘e goére (1971) metadstrusun 11. ve 12. glninde
gerceklesmektedir. Bu da ovulasyondan sonraki 17. ve 18. gune karsilik
gelmektedir (Thatcher ve ark., 1994). Concannon ve ark. (1989), képekte
implantasyonun LH pikinden sonraki 18. gunde oldugunu belirtmiglerdir.
Thatcher ve ark., (1994) ise endometriumdaki histolojik degisikliklere bakarak
elde ettikleri sonuglar dogrultusunda, implantasyonun LH pikinden sonraki
20. gunde gerceklestigini (ovulasyondan sonraki 18. glin) ortaya

koymuslardir.

Gebelik zamani ve LH piki arasinda kopekte onemli derecede iliski
bulunmaktadir (Bysted ve ark., 2001; Concannon ve ark., 2001). LH piki

artis1 ve embriyo gelisimi arasindaki iliski Cizelge 1.2’ de gosterilmistir.



Cizelge 1.2. Kdpekte gebelik ve LH piki arasindaki iliski (Concannon ve ark., 2001).

Gebelik N . C
guNG/LH piki LH degerleri ve embryonun geligimi
0 LH serum degerlerinde artig, LH yikselmesi: 0-1. guinler
Progesteron artisi 0,3-0,8 ng/ml ‘den 0,9-3,0 ng/ml, giftlesme donemi
+2 Ovulasyon: LH artigindan sonra 38-58. saatler
+3 Oviduktta primer oosit: sperma penetrasyonu
+4 Oositlerde polar cisim yok, disi pronelikleus yok
+5 Oositlerin distal oviduktta gelismesi, fertilizasyon (giftlesme olmusgsa)
+6 Ciftlesme yok: gelismis oosit halen fertil
+7 Ciftlesme yok: oositin fertil olma yetenegi ¢cok azalmis veya yok
+8 Fertil giflesme mumkun olabilir: Daha az yavru veya yavru alinamaz
+7, +8 Embriyolar oviduktta 2-4 hiicreli asamada
+9 Embriyolar oviduktta 4-8 hiicreli asamada
+10 Embriyolar oviduktta 8-10 hicreli asamada
+12 Morula (16-32 hucreli asama) zona pellusidanin iginde, kornu uteride
+13 Blastosistlerin uterus kornulari arasinda migrasyonu
+16 Embriyonun uzamasi, zona pellusida incelir
+18 Blastosist zona pellusidanin iginde, uterus vezikillerinde (21mm)
+20 Embriyoda biyume (=2 mm’den 3-6 mm’ye) uterus vezikullerinde,
zona pellusida yok
+22 Uterusta 6dem, implantasyon, invazyon baslangici
+23 Plasental trofoektodermin endometriyuma invazyonu biter
Embriyolarin ultrasonografi ile saptanmasi miumkuin (serum relaksin,
+24
ELISA)
+26 Embriyoda kalp atimi USG ile saptanabilir (serum relaksin artisi RIA

ile saptanabilir)

Ciftlesmenin bitiminden sonraki 13. glinde blastosistlerin

Zona

pellusidadan disari ¢ikmalarindan sonra, trofoblastlarin uterus epiteline

invazyonu baglar. Trofoblast hicrelerindeki lipoid damlalar (yogun cisimcik ve

heterofagozom) bu hucrelerin fagositoz aktivitesini desteklerler. Kdpekte

implantasyon zamani olan 17. ve 18. gunler embriyoda norolojik sistemin

gelismeye basladigi asamadir. implantasyondan plasentasyona gecis

kopekte dizenli agsamalar kapsayan bir olgudur (Michel, 1995). Gebeligin



ortasina kadar plasentadan, plasenta endoteliokorialis gelisene kadar cesitli

yikimlanmalar gergeklesir (Schnorr, 1996).

Ultrasonografi ile gebeligin ilk defa saptandigi dénem olan
implantasyon baslangici ve plasentasyonun bitisinde yuvarlak, sivi dolu,
anekojen yaplilar, vesica urinerianin dorsalinde segilirler (Schafer ve Poulsen
Nautrup, 2001; Salmanoglu ve ark., 2006). Erken gebelik yaklasik olarak
gebelik doneminin ilk yarisi olarak kabul edilmektedir (Noden, 1986). Organ
bdélimlerinin olugsmaya basladi§i embriyonal dénem ise 5. gebelik haftasinin
ortalarina karsilik gelmektedir (Schnorr, 1996). Hemen ardindan gelen fétal
doénem suresince organlar baskalasir ve hizli bir blyime gerceklesir
(Sinowatz, 1991; Schnorr, 1996). Disi kdpegin oval olan yavru bélimleri
embriyonal gelisimin bitiminden sonra uzunlamasina gelisim gosterirler
(Schafer ve Poulsen Nautrup, 2001). Kemiklerdeki mineralizasyon
ciftlesmeden sonraki 42 ve 45. gunlerde bagslar (Schafer ve Poulsen Nautrup,
2001) ve LH pikinden sonraki 46. ginde fétal kemikler rontgen muayenesi ile

saptanabilir (Concannon ve ark., 1989).

1.2. Kopek Uterus ve Plasentasinda Gebelik Doénemlerindeki

Histomorfolojik Degisiklikler

implantasyon ve nidasyon konseptus ile anne arasinda iligkinin basladig

doénem olarak kabul edilir (Russe, 1991).

Koépek plasenta tipi; plasenta vera olarak tanimlanmaktadir
(Zietzschman ve Krolling, 1955). Bu plasenta tipinde korion ve endometrium
arasinda bir baglanti vardir. Dogum sonrasinda endometriumun degisiklige
ugrayan boluimleri olan desidua atiimaktadir (Risse, 1991; Michel, 1995;
Schnorr, 1996). Plasentasyon doéneminde trofoblast, endometriumda

maternal endotele kadar uterus damarlarini yikimlar ve histolojik yonden



kopek plasentasi, plasenta endotelio korialis olarak tanimlanir (Zietzschmann
ve Krolling 1955; Russe, 1991; Michel, 1995; Schnorr, 1996).

Korionun kusak tarzinda olusmus bolumu yavruyu sarar ve képegdin bu
durumda plasentasi plasenta villosa zonaria olarak tanimlanir. Zonar
plasenta kopek ve kedide yavruyu tam anlamiyla kusatmaktadir. Amniyon
tam anlamiyla allantois tarafindan sariimigtir ve fotls iki yavru kesesinin

icinde bulunmaktadir (Russe, 1991).

Zonar plasentanin oldugu bélimde, plasenta labirentleri gelismektedir.
Foto-maternal sinir endotelio-korialdir ve kapillarlara kadar tium maternal
plasentanin katmanlari yikimlanmamistir. implantasyondan sonra trofoblast
u¢ degisik alanda farklilasir:

1. Tek kath epitel doku olan sitotrofoblastlarda,

2. Sitotrofoblastlara dayanmis olan sinsitiyal trofoblastlarda,

3. Trofoblast bdliminin fagositik yetenedini surdiren kenar
hematom bolumuinde.

Sitotrofoblastlardan olusan sinsitiotrofoblastlar uterusun ytizeyel epitel
hicrelerinin arasina girerler, epitelin altinda bulunan bazal membrani
yikimlarlar ve maternal kapillarlara ulagirlar ve bdylelikle orada bulunan tim
bag doku hucrelerini yikimlarlar (nekroz alani). Maternal kapillarlar bu
duruma endotelin ve bazal membranin kalinlagmasi ile yanit veririler. Bazal
bezsel bdolim ise varligini surdirerek, sekretorik gorevine devam eder
(Russe, 1991).

ic korionik kese bu durumda igeriye dogru uzamistir (Zietzschmann ve
Kroélling, 1955). Zonar plasenta bolimunde gergeklesen implantasyon ve
plasentasyon uzun bir sUreci kapsamaktadir. Korionik kusak ve plasental
labirent, ylUzeysel ve bezsel epitel hipertrofisi, uterus bezlerinin artan
proliferasyon ve sekresyonu ile olugsurlar. Daha sonra uterus epitelinin
¢ozulmesi gerceklesir ve uterus bezleri ylzeysel ve derin bez katmaninda

farkhlasarak, uterus bezlerini 6rten dokuyu olustururlar. Lamel tarzindaki



plasenta labirentlerinin kendi iginde dallanarak yapilanmasi ile plasentanin
embriyonal, fétal ve maternal bélumleri arasinda kaynasma meydana gelir.
Bdylelikle besinlerin ve metabolizma icin gerekli metabolitlerin alinabilmesi

amaciyla, bu kaynasma bolgesindeki ylzey alani genigler (Michel, 1995).

implantasyon alanlari 16. giinde interplasental bélimlere gére daha
belirgin dlglde segilirler. Bu alanlarin 18. giinde oldukga blayudugu goézlenir.
Trofoblast bezsel bdélimde buyumesini surdurtr. Sekonder korion villilerinin
olusumu sirasinda mukozal yikimlanma baslar. Gebeligin 20. gintnde villiler
vaskularize olurlar. Trofoblast 25-26. gunlerde endometriumun igine tam
anlamiyla girmistir. Kriptler uzun, dallanmig ve sarmal bir sekilde birbirlerine
¢cok yakin durmaktadirlar. Lakunalar geniglemistir. Plasental bolumde
sinsitiyum olusmus ve maternal damarlari gevrelemigtir. Nekrotik alan,
uterusun periferine dogru yodnlenmis, labirent ve lakunalar arasinda yer
almaktadir (Russe, 1991).

Kopekte villilerden sadece 17. ve 24. gUnler arasinda s6z edilebilir.
Daha sonra yaprak tarzinda korion tomurcuklanmalari gelisir ve ana

yapraklardan yan yapraklarin gelistigi gézlenir (Russe, 1991).

Gebeligin 3. haftasindan baglayarak yavru kesesinin plasenta olmayan
kutup bolgesi ile plasenta kusagdinin (zonar plasentanin) kenarlari arasinda
maternal endotelin yersel yikimlanmasi sonucunda hematom benzeri
kanama alanlari meydana gelir (Barrau ve ark., 1975; Michel, 1995; Dantzer,
1999). Daha sonra anne dokusunda asiri erozyonlar olusur. Bu erozyonlar
maternal damar endotellerine kadar ulasirlar. Trofoblastin buradaki goérevi
yalnizca fagositozistir. Képek plasentasi bu dénemde primatlara ait plasenta
tipi olan plasenta hemokorialis ile benzerlik godsterir (Michel, 1995). Bu
kanama alanlarinin pargalanma ve yikimlanmasi hemoglobin kristallerinin ve
amorf yapilarinin olusmasini saglar. Bu yapilar yesil olan hemoklorin igerirler.
Hemoklorin  hemoglobinin parcalanmasi sonucu olugsmaktadirlar. Kenar

hematomlarinin koyu yesil renk almalarini saglarlar ve bu ytzden de “yesil



kenar” olarak tanimlanmaktadirlar (Zietzschmann ve Krélling, 1955; Michel,
1995). Korion bolumlerinin epitelleri kenar hematomunda cogalirlar ve
parcalanan eritrositler fagosite edilirler. Boylelikle kenar hematomunun kani
dogrudan trofoblast tarafindan yikimlanir. Zonar plasentanin orta bélimuinde
yersel kanamalar meydana gelir ve labirent kanamalari olustururlar (Russe,
1991). Detritus yapilar dokilen maternal epitel, bag doku ve kandan

meydana gelirler (Zietzschmann ve Krolling, 1955).

Gebeligin orta doneminde plasenta tam anlamiyla geligsmistir ve bu
formunu doguma kadar korur. Képek plasentasinin labirent boluma kediye
gore daha dallanmig, i¢c ice girmigtir. Kedi plasenta labirent bolumu ile
histolojik olarak kargilasgtiriidiginda dev hucreler icermemektedir. Bazal

membranda maternal damarlarin oldugu yerde daha kalindir (Risse, 1991).

Gebeligin orta doneminde plasenta labirentlerinin asil yapisini korion
olusturmaktadir. Korionun stromasinin bag dokusu daha gevsek bir
yapidadir. ince cidarli fétal damarlar ve cok fazla eritrosit iceren damar
laminalari  icermektedirler  (Grether ve Friess, 1993). Yuzeysel
endometriyumun yikimlanmasina bagll olarak, labirent béliminde bagd
dokunun maternal kismindan herhangi bir yapiya rastlanmaz ve plasenta
labirenti sadece fotal bolum ve maternal kapillarlardan olusmaktadir. Bunlar
spiral tarzda birbirlerinin igine girmiglerdir (Zietzschmann ve Krdlling, 1955).
Maternal kapillarlarin endoteli yaprak tarzinda fétal korionda acilarak ortak

lamellere baglanir (Michel, 1995).

Plasenta labirent béliminde maternal endotelde hipertrofi vardir. Fotal
labirent damarlarinin  endotellerinden daha buyuk sitoplazma volumu
meydana gelir (Anderson, 1969; Stoffel ve ark., 1998). Karnivorlarin
plasentasinda maternal endotelin hipertrofisi tlire 6zgudur. Buna karsin fotal
endotel hlcreleri ¢ok ince ve poligonaldir (Stoffel ve ark., 1998).
Sitotrofoblast hucreleri koriovillilerin stromasinin Uzerinde bulunurlar. Bu

hlcreler buylk, yuvarlaktan ovale kadar dedisen ve kromatini homojen
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dagilimis ve ¢ok belirgin olan nukleoli bulundururlar (Anderson, 1969). Bazi

sitotrofoblast hicreleri mitotik aktivite gostermektedirler (Russe, 1991).

Sitotrofoblast hucrelerinin bazilari 1sik mikroskobuyla incelendiginde,
sinsitiotrofoblast hilcrelerinden daha acgik renkte olduklari  goéralur.
Sinsitiotrofoblast hucreleri mitotik aktivite gdstermez (Anderson, 1969).
Kenarda bulunan hematom kodpek plasentasinda gebeligin orta déneminde
plasenta labirentlerini kusatarak, serbest endotelle kaplanmamis olan ve
korionla uterus ylzeyi arasinda kalan bir bogluk olusturur (Zeitzschmann ve
Krolling, 1955). Korionik villilerin ucunu kaplayan trofoblast hucreleri,
plasenta labirentlerinde bulunan trofoblast hiicrelerinden farklidirlar ve bir kat
tarzinda iki degisik epitel hucre tipi bulundururlar. Bazal kat nispeten daha az
sitoplazma igeren kibik yapidaki hucreler ve buyuk, oval, kromatinden zengin
hicre gekirdegi icerir. Apikalde bulunan bezsel alanlarin trofoblast hicreleri

poligonaldirler ve soluk renktedirler (Grether ve ark., 1998).

Bu epitellerde gebeligin 30. gununde apikal c¢ikintilar goridlmemekle
birlikte gebeligin 44. guninde yuksek cikintilarin (protrizyon) olustugu
saptanmigtir (Grether ve ark., 1998). Trofoblast higbir alanda uterus
bezlerinin yuzey epiteliyle bir iligski icerisinde degildir. Bezsel odaciklarin
epitel kivrimlarinin temelini siki bag dokulari olusturmaktadir. Bu bag dokulari
arasindan maternal damarlar ge¢gmektedir. Bu damarlar miyometriyumun
stratum vaskulare bdliminden c¢ikarak, bezsel odaciklardan plasenta
labirentlerine gecerler (Grether ve Friess, 1993). Bezsel odaciklarin epitel
kiviimlari tek katli ve dizenli kibik epitellerden olusmaktadir. Bu epitelin
yuvarlaktan ovale kadar dedisen c¢ekirdedi hucrenin merkezinde
bulunmaktadir ve sitoplazmasinda bircok klclk vezikll bulunmaktadir
(Grether ve ark., 1998).

Kbépeklerde tim gebelik surecinde sitotrofoblast farklilasmayan
dénemde kalir. Hucreler ¢cok fazla ribozom ve az graniler endoplazmik

retikulum icerirler. Sinsityum buna karsilik ¢ok fazla gelismemis endoplazmik
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retikulum icerir. Maternal desidual hucrelerde gelismelerini surdUrdrler.
Maternal endotel asiri dizeyde hipertrofiye olur ve birgok membranla
sinirlanmig organeller icerir. Doguma yakin 50. ve 60. gunlerde de endotelde

incelmeler gozlenir (Grether ve ark., 1998).

1.3. Kopeklerde Gebelik Doneminde Hormonal Etki

Memeli hayvanlarda gebeligin sekillenmesi ve devami surecinde hem
maternal hem de fotal faktorler etki gosterirler. Bu faktorler ve biyolojik
reaksiyonlarin aydinlatilmasi, duasuk fertilite durumlarinda, enfeksiy6z ve
enfeksiy6z olmayan embriyo kayiplarinda ve ayrica istenmeyen gebeliklerin
sonlandirilmasi amaciyla c¢esitli tedavi yontemlerinin gelistiriimesine olanak

tanirlar.

Embriyo ve 06zellikle fétal membranlar luteal donemin devamliligini
endometrial PGF2a sentezini inhibe ederek ve luteolizisi engelleyerek
saglamaktadirlar (Sharp ve McDowell, 1985).

Gebeligin anne tarafindan taninmasi Uzerinde pek ¢ok arastirma
yapilmis ve hipotezler geligtiriimigtir. Kdpekte gebelik déneminde
progesteronun immun sistemi baskilayici etkisi oldugu bilinmektedir (Harvey
ve ark., 1993). Gebeligin devami bakimindan korpus luteumlar gerekli
olmakla birlikte (Sokolowsky, 1974; Feldman ve Nelson, 1987) gebe kdpegin
plasentasinin da (de novo) az miktarda progesteron sentezledigi ortaya

konmustur (Kiso ve Yamauchi, 1984).

Kdpekte follikll, kan serum progesteron degerleri 5-8 ng/ml dlizeyine
ciktiginda ovule olur, daha sonra postovulasyon 10-30. gine kadar
progesteron degeri genellikle 25 ng/mlP'nin (15-25 ng/ml) Uzerine gikar.
Gebeligin son Ugcte birlik doneminde progesteron degerleri, korpus luteumun

gerilemesine bagli olarak, 4-16 ng/ml'ye diser ve bu dizeyde bir veya iki
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hafta kalir (Smith ve McDonald, 1974; Concannon, 1984, 1986). Gebe ve
gebe olmayan kdpeklerde LH pikinden sonra progesteron degerleri birbirine
¢ok yakindir. Gebe olanlarda dogumdan kisa bir slire 6nce degerler 2
ng/ml'nin altina diserken, gebe olmayanlarda diusls metadstrus ve andstrus
suresinin bitimine goére 90. ve 150. gunler arasinda baslamaktadir (Jeffcoate
ve Lindsay, 1989; Concannon, 1986).

Kbépekte 2 ng/mPnin altindaki serum progesteron duzeylerinin
gebeligin devami igin yeterli olmadigi ortaya konulmus ve bu dizeylerin
dodum zamanindan énce 2 ng/ml’nin altina dismesinin embriyonal ve fotal
olim veya resorpsiyonlara neden olacadi saptanmistir (Concannon ve
Hansel, 1977). Fonksiyon yetenegi olan korpora lutea 55. gline kadar

gebeligin devami bakimindan gereklidir (Sokolowsky, 1974).

Korpora lutea fonksiyonel yasam siresi hormonal yénden hem
prolaktin hem de LH tafarindan desteklenmektedir (Concannon, 1980;
Concannon ve ark., 1987; Okkens ve ark., 1985)

Yalanci  gebelik  didstrisun  sonunda  serum  progesteron
konsantrasyonunun aniden distigld durumda goérGimektedir. Serum
progesteron dizeyinde sitolojik didstrusun baslangicindan 13-16 gun sonra
dusus gozlenir, daha sonra didstrusun ikinci yarisinda bir yikselme meydana
gelir ve didstrusun son yedi gunu iginde hizli bir disme gergeklesir (Johnston
ve ark., 2001).

Yalanci gebe kopeklerde prolaktin salinim yuksekligi klinik yonden
belirtileri disaridan gdzlenebilen (overt) veya disaridan gdézlenemeyen
(covert) duruma goére degisebilmektedir. Klinik yénden belirtileri disardan
go6zlenebilen koépeklerin %90’nin da siklusun 81. ve 130. glnleri arasinda,
digsaridan klinik belirti gozlenmeyenlere gore daha yuksek prolaktin dizeyleri
elde edilmigstir (Olschewski, 1987; Grinau, 1994).
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Hipofizden kdken alan prolaktin, gebe kdpeklerde yaklasik olarak 30.
glinden baslayarak 40-50 ng/ml plazma degerine ulasir (Onclin ve
Verstegen, 1997). Buna karsilik gebe olmayan kdpeklerin luteal déneminde
plazma degerleri 5 ng/ml diizeyindedir (Onclin ve Verstegen, 1997; Kooistra
ve Okkens, 2001).

LH ve prolaktin (PRL) eksikligi gebe ve gebe olmayan kopeklerde
luteal regresyon igin tek basina sorumlu degildir. CUnkU her iki hormon da
geg luteal dénemde yuksek dizeyde bulunur (Hoffmann ve Schneider, 1993)
ve luteal LH- ve PRL-reseptérlerinde bu ddénemde bir azalma
g6zlenmemektedir (Fernandes ve ark., 1987). Luteal dénemin en geg ikinci
yarisindan baslayarak LH ve 6zellikle prolaktin luteotrop faktér olarak etkili
olmaktadir. Onclin ve Verstegen (1997), prolaktini kopekte en 6nemli
luteotrop faktdr olarak tanimlamislardir. Prolaktin salinimini  durdurucu
dopamin agonistleri progesteron saliniminda diususlere neden olmaktadirlar
(Okkens ve ark., 1990).

Gevis getiren hayvanlar ve kedinin aksine kopekte plasental dstrojen
saliniminin gebelikte 6nemi yoktur. Diger turler icin dstrojen salinimina bagh
olarak uterus ve plasentadaki gelisim, miyometriyumda prostaglandin ve
oksitosin  reseptorleri olusumunun saglanmasi, mammogenez ve
laktogenezin desteklenmesi ve genital kanalin dogum igin hazirlanmasi gibi
gecerli olan fonksiyonlarin kdpek icin gecerli olmadigi ortaya konmustur
(Docke, 1994). Prodstrus ve 6strusun bir doneminde ylksek olan 6stradiol
178 ve 6stron sulfat degerleri yaklasik 5-10 gun sonra 10 pg/ml degerinin
altina diser (Olson ve ark., 1982; Concannon, 1986). Gebe ve gebe olmayan
kopekler arasinda perifer dstradiol dizeyleri bakimindan bir farklilik olmadigi
gOzlenmigtir (Nett ve ark., 1975; Reimers ve ark., 1978; Docke, 1994,
Anadol, 2006).

Relaksinin erken invazyon dénemindeki 6nemi tam anlamiyla acikliga

kavusmamistir. Bu hormon kopekte fotal plasenta tarafindan yapilmakta
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(Klonisch ve ark., 1999) ve koépekte gebeligin 26-30. gunlerinden bagslayarak
serumda saptanabilmektedir (Steinetz ve ark., 1990, 1996; Alagam ve ark.,
2005). Relaksinin matriksi yumusatici etkisi oldugu sanilmaktaysa da bu
etkinin nasil olustugu tam anlamiyla bilinmemektedir. Relaksin endometrial
stroma hucrelerinin desidualizasyonunda rol oynamakta ve doku gelisimini
gerceklestirerek implantasyon igin uygun ortami olusturmaktadir (Chen ve
ark., 1988; Zhu ve ark., 1990). Relaksin nidasyon igin gerekli doku hazirligini
saglayarak anjiyogenezisi gelistirir (Einspanier ve ark., 2002) ve doku
gelisimini saglayan enzimleri aktive eder (Hwang ve ark., 1996). Relaksinin
bu fonksiyonu ovaryumda da bulunur. Korpus luteum olusurken surekli
gelisim, yapim ve anjiogenezis asamalari acgisindan 6nem tasimaktadir
(Dickson ve ark., 2001). Einspanier ve ark. (2002), beagle irki kdpeklerde,
gebeligin 20-25. glnlerinde relaksin dizeylerini 8,6 ve 33,7 ng/ml arasinda

saptamisglardir.

implantasyon éncesi képegin vitellus kesesi sivisinda oksitosin (OT)
ve arjinin vazopresinin (AVP) varligi, bu peptitlerin endometriyal oksitosin
reseptorlerinin downregulasyonunda ve foétal gelisimde katkilari oldugunu
disindiirmektedir. insan ve tek tirnakli tirlerde embriyonal yavru
keselerindeki OT ve AVP peptitlerinin embriyo tarafindan Uretilip Gretilmedigi
ortaya konamamistir. Fakat embriyo oksitosinaz ureterek OT ve AVP

peptitlerinin agir dretimini dengelemektedir (Waelchi ve ark., 2000).

Fotal sitotrofoblastlardan ve uterus endometriyum hicrelerinden
salinan relaksin benzeri faktér de ayni etkiye sahiptir (Klonisch ve ark.,
1999). Harvey (1991) blastosist hatching asamasinda ve trofoblastin
maternal dokuya girisi sirasinda yangi reaksiyonlarinin olustugunu ortaya
koymustur. Bu yangi reaksiyonuna badli olarak akut-faz proteinlerinin
serumda, gebeligin 28. glinden baslayarak arttigi gézlenmistir (Evans ve
Anderton, 1992). Yangi reaksiyonlarindaki bu artigsin serumdaki &lgulebilir
interleukin-6 (IL-6) ve tumoér nekrozis faktor (TNF) artisindan 6nce

gerceklestigi saptanmistir (Yamashita ve ark., 1994).
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1.4. Kopeklerde Gebelik Doneminde Rol Oynayan Faktorler

Memeli canh turlerinin gogunda gebeligin olugsmasi ve devaminda hem
embriyonik hem de maternal faktérler etki gOsteririler. Kopeklerde
trofoblastlar tarafindan Uretilen proteinler ve mekanizmalari tam anlamiyla
ortaya konamamistir. Ayrica diger pekgok memelide oldugu gibi fertilizasyon
sonrasli erken gebelik faktori de belirlenememistir (Koch ve Ellendorff, 1986;
Knotek, 1990; Bose, 1997; Cavanagh, 1997; Lash ve Legge, 1997).

Ovulasyondan sonra ruptur olugsmus follikil bolgesinde kalan
granuloza ve teka hicrelerinde LH ve insllin benzeri buyime faktori-1
(ILGF-1) gibi asll luteinizasyon stimulatorleri araciligi ile bu luteal hicrelerde
degisim gercgeklesir (Reynolds ve Redmer, 1992). Anjiogenezis vaskuler
endotelial buyume faktérd (VEGF), LH ve IGF-1 tarafindan uyarilarak,
ovulasyondan sonraki luteinizasyon ve erken gebelik surecinde Iluteal

dokunun damarlagsmasinda dnemli rol Ustlenir (Goede ve ark., 1998).

Cok sayida memeli tirinde gebeligin anne tarafindan taninmasi ve
devamliliginin birgok faktére bagh oldugu bir gergektir. Bu slreg, anne ve
fotls arasinda sitokinlerce dizenlenmekte ve mekanizmalarin ¢ogu pre
implantasyon ddnemindeki embriyo tarafindan baglatiimaktadir (Schafer-
Somi ve ark., 2006).

Koépeklerde pre implantasyon déneme ait uterusta IFN-y ve CD-8+
yuzey molekulleri tespit edilmigtir. Progesteron reseptorl, siklo-oksijenaz 1
(COX-1), transforme edici bluylime faktori-B (TGF-B3), hepatosit baylime
faktord (HGF) ve insulin benzeri buyume faktori-1 (IGF-1), leukemi inhibitor
faktor (LIF), MHC-I ve -Il ayrica MMP-2 ve -9 tim uterus dokularinda tespit
edilmigtir. Uterusta gebeligin erken déneminde interleukin-6 ve -8 (IL-6, IL-8)

belirlenememis buna karsin didstrus doneme ait uterus dokusunda IL-6, pre
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implantal embriyoda ise IL-6, IL-8, MMP-2, MMP-9, HGF ve LIF belirlenmigtir.
On gunlik embriyolarda sadece COX-2, IGF-2 ve IL-8 saptanabilmistir
(Schafer-Somi ve ark., 2006).

implantasyon ©ncesi gebelik déneminde uterus ve embriyolarda
belirlenmis 6nemli faktorler Cizelge 1.3."de sunulmustur (Schafer-Somi ve
ark., 2007).

Cizelge 1.3. implantasyon éncesi dénemde gebeligin olusmasinda rol oynayan faktorler
(Schéafer-Somi ve ark., 2007).

Faktorler Reseptorler Preimplantal Preimplantal Erken
dénem dénem embriyo diostrus
uterus 10. giin dénem
10. glin uterus

10. giin
Reseptorler P4-reseptor + - +
PG sentez COX-1 + - +
molekdlleri
COX-2 - + -
Blyilme faktorleri | TGF-R + + +
TNF-a - + +
GM-CSF - - -
IGF-1 + + +
IGF-2 - + -
HGF + + +
interleukinler IL-6 - + +
IL-8 - + -
LIF + + +
IFN-y + - N
immun hiicre CD-4 - + +
reseptorleri
CD-8 + - -
MHC MHC-I, -l + +
MMP MMP-2, -9 + + +

(COX: Siklo-oksijenaz, TGF: Transforming blylime faktori, TNF: Tamor nekrozis faktor,
GM-CSF: Graniilosit makrofaj koloni stimiile edici faktér, IGF: insiilin benzeri biylime
faktérii, HGF: Hepatosit biiyiime faktéri, IL: interleukin, LIF: Leukemi inhibitér faktér, IFN:
interferon, MHC: Doku uyusum antijeni, MMP: Matriks-metalloproteinaz)

Makrofaj olarak embriyonun korunmasinda rol oynayan IOokositler
erken gebelik doneminde uterusta bulunan bir hicre tipidir (Watts ve ark.,
1998). ilging bir bulgu da sitoplazmik ve antiniikleer antikorlarin hem gebe
hem de gebe olmayan her kopekte post kopulasyon 25. ve 35. gilnlerde

ortaya konmasi olmustur (Pollak ve ark., 2001).
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Képek embriyosunun dort asamali bélinmeden baslayarak, bir baska
deyisle salpinks pasaji sirasinda protein sentezi yetenegi oldugu ortaya
konmustur. insanlarda gebeligin ilk trimester asamasinda yiikselen
fetoprotein ve 2-a glikoproteinlerin gebe kdpeklerde de arttigi saptanmistir
(Yamada ve ark., 1993; Von Schoultz ve ark., 1976). Antijen ve mitojen
olarak lenfosit reaksiyonlari araciligi ile aktive edilen progesteron, fetoprotein
ve 2-a glikoproteinlerin in-vitro yapilan deneyler sonucunda immunosupresif
etkili oldugu gdézlenmistir (Murgita ve Tomasi, 1975). Maternal ve fétal kdkenli
T-baskilayici hucreler humoral ve selller bagisikligr aktive etme ve hucreler
arasi iletim fonksiyonlarini dizenlemede etkilidirler. Képekte T-baskilayici
hicrelerden salinan faktorler, gebelik déneminde immuniteyi baskilamakta
sorumludurlar (Lloyd, 1983). Buhi ve ark. (1992, 1993, 1995) tarafindan
kopeklerde bu konular (zerine yapilan c¢alismalar sonucunda, kopek
endometriyumu ve fétal membranlar Gzerinde gesitli proteinlerin (cP5, cP6,
RBP, CUPD) immunolokalizasyonlari arastiriimis, gebe ve gebe olmayan

kopekler arasinda herhangi bir farkhlik olmadigi ortaya konmustur.

Pek c¢ok canh tdrinde, trofoblastik kokenli interferonlarin (IFN)
preimplantasyon dénem igin énemi ortaya konmustur. interferonlarin gesitli
fonksiyonlarindan olan; antiluteolizis veya antimikrobiyel, antiviral,

immunmodulator etkileri halen tartisilan konulardandir (Schafer-Somi, 2003).

Pre implantasyon donem uterusta IFN-y varhigr kanitlanmistir. Bu
faktorin domuzlarda (Tayade ve ark., 2006) ve farelerde (Ashkar ve ark.,
2000) gebelik suUrecindeki anjiogenezisi duzenledigi kanitlanmigtir. IFN-y
olusumu farelerde oldugu gibi embriyonun kendisi tarafindan veya intrauterin
dogal dlduritcu hacreler (NK) tarafindan ya da diger mekanizmalar tarafindan
baslatimaktadir. Erken gebe kopeklerde I[FN-y olusumu T-lenfositleri
tarafindan artinlabilmektedir (Raziuddin ve ark., 1995).
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interferonlar, embriyonun sitokin iretimi, gebeligin anne tarafindan
taninmasi ve gebeligin devami hakkindaki bilgiler kdpeklerde oldukga azdir.
Harvey ve arkadaslari (1993), U¢ ve dort hicre asamasindaki kopek
embriyosunun protein Uretiminde bir azalma oldugunu ortaya koymuslar ve
bu durumun embriyonun protein Uretimindeki bir artistan 6nce olabilecegini
savunmuglardir.  Dolayisiyla maternal protein Uretiminden  kontrollu
embriyonik protein Uretimine dénisiimun bu doért hicreli embriyonik dbnemde
gergeklestigi sonucuna varmislardir. Kdépek embriyosu tarafindan Uretilen
peptitler ve proteinlerle ilgili bilgiler olduk¢a sinirh kalmistir (Schafer-Somi,
2003).

T-yardimci-1 ve T-yardimci-2 (Th1, Th2) sitokinleri uterus dokusunda
bulunmaktadir ancak dagilimlari gebe ve gebe olmayan kdpekler arasinda
farkhlik goéstermektedir. Bu farklilik progesteron reseptorlerinin (PR) olugsum
farklihgi ile aciklanabilir, embriyonik faktorler maternal uterus dokusunda PR

olusumunun dizenlenmesini saglamaktadirlar (Tabibzadeh ve ark., 1999).

Siklooksijenazlar (COX) veya Prostoglandin-Ednoperoksidaz H-sentez
Mediyatorleri (PGHS) prostoglandinlerin arasidonik asitten sentezlerinde
onemli rol oynayan enzimlerdir. COX-1 neredeyse tim doku ve hicrelerde
saptanabilirken, COX-2 ise birgok dokuda bulunmamakla birlikte blyuk bir
hizla gelisme faktorleri, tUmoér promotorlari, hormonlar, bakteriyel
endotoksinler veya sitokinler tarafindan uyarilirlar (Smith ve ark., 1996).
Siklooksijenazlar yangi olusumunda, atesli durumlarda, agri durumunda veya
timor olusumu sirasinda rol oynarlar. COX-2 6zel olarak reprodiksiyon
sureci ile ilgilidir ve fonksiyonlari basit olarak ovulasyon, fertilizasyon,
implantasyon ve desidualizasyondur (Dinchuk ve ark., 1995; Lim ve ark.,
1997; Davis ve ark., 1999). COX-2, prostaglandin sentez aktivasyonunun
yaninda embriyonik ve endometriyal sitokinlerin dizenlenmesinde de énemli

role sahiptir.



19

Hoffmann ve ark. (1996) siklooksijenaz salinimini durdurucu

indometazin uyguladiktan sonra, gebelik suresinin uzadigini saptamiglardir.

implantasyon ~ siirecinde COX-2 trofoblast hiicrelerinde  ve
endometriyumda blastosistin temas alanlarinda saptanmistir (Das ve ark.,
1999; Kim ve ark., 1999). COX-2 knockout farelerde anovulasyon,

implantasyon ve desidualizasyon bozuklugu gézlenmistir (Lim ve ark., 1997).

Koépeklerde ve pek ¢ok memeli tirinde progesteron (P.), gebeligin
olusmasi ve devaminda gereklidir (Siiteri ve Stites, 1982; Concannon ve ark.,
1989). Progesteron I6semi inhibitor faktorin endometriyal sentezini uyarir
(Ace ve Okulicz, 1995). Tavsan uterusunda implantasyondan hemen énce
maksimum duzeyde leukemi inhibe edici faktor (LIF) ve reseptorleri, tavsan
blastosistinde ise LIF mRNA varhdi saptanmistir. Bu nedenle kdpeklerde
LIF’nin fotomaternal iliskide ve implantasyonda rol aldigi distunulmektedir
(Lei ve ark., 2004).

Gerber ve ark. (1979), ge¢ gebelik donemindeki kopeklerin uterus
venalarindan aldiklari kanda, PGE; ve PGl nin yiksek dizeylerini élgmugler

buna karsilik PGF2a’nin diizeyinin diistk oldugunu saptamislardir.

IL-6, 26kD agirliginda degisik fonksiyonlari olan bir sitokindir.
Makrofajlar ve aktif T-hlcreleri disinda fibroblast, mast hicreleri, endotel
hicreleri ve epitel hicrelerden salinir (Akira ve ark., 1990; Kishimoto, 2005).
IL-6 baslangicta B-lenfositleri plazma hucrelerine donustiricit faktér olarak
taninmis (Hirano ve ark., 1986) ve devam eden galismalar sonucunda IL-
6’nin T-hucrelerini aktive eden ve hepatositlerin hicre ylzeylerinden akut-faz
proteinlerininin salinimini saglayan fonksiyonlari oldugu ortaya konmustur.
Ayrica hematopoetik 6ncll hicrelerin hiicresel gelisimini stimlle etmektedir.
IL-10/B, TNF-a ve lipopolisakkaritler (LPS), IL-6 saliniminin aktif
indUkleyicileridir (Van Snick, 1990).
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Pre implantasyon dénemde uterusta timoér nekrozis faktor-o (TNF-a.)
olmamasinin erken gebelik doneminde yarar sagladigi dusuntlmektedir
(Agarwal ve ark.,, 2000). insanlarda menstural siklusun sekretorik
asamasinda endometriyal epitel hicrelerindeki TNF-a’nin yeniden yapilmasi
endometriyal kanama ve doku dokilmesi mekanizmasinda o6nemli bir
faktordur (Tabibzadeh ve ark., 1994, 1995, 1999).

Pre implantasyon doneminde insan embriyolarinda belirlenmis genler,
ayni donemde kopek embriyosunda da belirlenmigtir. Maternal dokulardaki
jelatinolitik aktivite artigi, TNF-a, IL-6, TGF-3 ve LIF’lerin jelatinolizisi azaltici
etki gostermesi sonucu bazal membranlarda olusan denge embriyonik
invazyon duzenine katkida bulunur. Koyun, domuz ve ineklerden elde edilmig
pre implantasyon donem embriyolarda IL-6 varligi belirlenmigtir. IL-6'nin
embriyo gelisimine destek oldugu ve plasentasyonda rol aldidi
dugunulmektedir. TGF-R'nin lenfosit proliferasyonunu inhibe ettigi ve LIF’nin
endometriyal olusumunu dizenledigi bilinmektedir (Meisser ve ark., 1999).
TNF-a ¢cok yonlU etkiye sahiptir; gebelik zamanina, hicre katmani durumuna,
hormonal cesitli 6zel faktorlerin olusumuna bagh olarak etkisini gdsterir.
Dusuk miktarlarinin  endotelial hucrelerin  gelisimine destek olduklari

dusundlmektedir (Fajardo ve ark., 1992).

Luteinizasyon, daha ovulasyon doéneminde neovaskularizasyonun
organizasyonuyla basladigindan ve bu dénemde IL-6 saptandigindan dolayi
IL-6'nin erken luteal donemde anjiogenezisi destekledigi ortaya konmustur
(Motro ve ark., 1990; Vinatier ve ark., 1992).

1.5. Kopek Embriyolarinin Toplanmasi

Kopek embriyolarinin toplanmasi ya ovariohisterektomi ya da laparatomi

sonrasi kornularinin yikanmasi yontemiyle yapilabilmektedir. Endoskopik

yontem ile kornularin yilkanmasi ve embriyo elde edilmesi, giftlesme sonrasi
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yedinci ve on birinci glinlerde basarisiz olmaktadir. Clnku eksternal servikal
bolimin asagi yonde olmasi nedeniyle kateter kanala gecirilememektedir
(Tsutsui ve ark., 2001).

Archbald ve ark. (1980), ciftesmeden sekiz ve on iki gin sonra
midventral laparotomi uygulayarak yaptiklari yilkama ile embriyo elde etmigler
ve bu amagla vaginal kanala balon mangetli Foley katateri yerlestirerek
kateterin ucunu eksternal servikal bolume yonlendirmislerdir. Kornu uterinin
uterotubal boliminden 3 cm uzagina 18G’luk igne yerlestiriimis, vaginada
bulunan manset sisirilerek ipsilateral kornu uteriye ait olan uterotubal bolim
kapatiimistir, sonra uterotubal bolime fosfath tampon solisyonu (PBS)
enjekte edilmis ve yikama sivisi petri kabinda toplanmistir. Bu yontemle her
bir kornudaki embriyolar birbirinden ayri ve guvenli bir sekilde
toplanabilmigtir. Ciftlesme sonrasi 5-15. gunler arasinda olan on bes kdpegin
altisinda (%40) 4-28 adet embriyo elde edilmigtir. Kdpeklerde ¢iftlesme gini
ile fertilizasyon gund uyusmadidi igin toplanan embriyolarin 2-3 gun daha

genc olduklari saptanmistir.

Diger bir calismada (Tsutsui ve ark., 2001) kdpek embriyolarinin
toplanmasinda histerektomi sonrasi yontem ve laparoskopik yontemin
etkinligi arastinlmigtir. Bu c¢alismada disi kdpeklerin kan progesteron
dizeylerine bakilarak ovulasyondan 2-5 gln sonra kopekler giftlestirilmistir.
Histerektomi yontemiyle ovulasyon sonrasi 8-11. glnlerde kornular alinmig
hem ovidukt hem de kornular yikanmigtir. Embriyo toplama basarisi 16
kopekte toplam olarak %97.1; 13 kdpekte ise %100 olarak bulunmustur.
Laparoskopik cerrahi yontemde ise 3 adet kdpekte ciftlesmeden sonra 8-11.
glnlerde laparatomi yapilmig ve 21G’luk igne uterus kornusunun apeks
bélumune yerlestirilerek kaudale dogru yikama yapilmistir. Bu yodntemle

embriyo toplama basarisi %42.5 olarak bulunmustur.

Embriyo toplama basarisindaki bu farkhligin histerektomi grubuna ait

kornularin tam olarak yikanabilmesi ve toplanabilmesi oldugu sonucuna
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varilmigtir. iki calisma grubu da farkli yikama soliisyonlari (PBS, Ringer
solisyonu ve kdpek serumu) kullanmalarina ragmen sonuglar Uzerinde bir

etkisi olmadigi gérulmagtir.

Tsutsui ve ark. (2001), ciftlesme sonrasi toplanan embriyolarin yasina
gore gelisim asamalarini; cifttesme sonrasi 8. giinde 8-16 hicreli embriyolar
ve az miktarda morula asamasinda embriyolar, ¢ifttesme sonrasi 11. ginde
ise genellikle kompakt embriyolar olarak gruplandiriimistir. Embriyolarin %5,9

oraninda dejenere olduklarini saptamiglardir.

1.6. Doku Uyusum Antijenleri’nin (MHC) Yapisi, Etki Mekanizmasi,
Yapimini Etkileyen Faktorler

Doku uyusum antijenleri (major histokompatibilite kompleks, MHC) membran
spesifik glikoproteinleri tanimlayan ardigik bir gen grubudur. MHC
molekdllerinin iki 6zelligi bulunmaktadir: bir taraftan her gen icin birgok allel
gen icerdiklerinden ylksek dizeyde polimorfizm gdsterirler, diger taraftan ise
poligendirler. Bir bagka deyisle degisik yapilarda ayni gorevi Ustlenen birgok
izotipleri bulunmaktadir. MHC-I ve MHC-II molekullerinin birbirinden ayrimi
yapisal ve iglevsel Ozelliklerinden kaynaklanmaktadir (Gromme ve Neefjes,
2002). MHC-I molekult heterodimerdir (Dimer: iki alt yapidan olugan molekill,
heterodimer: iki alt yapinin birbirinden farkli olmasi). Bu molekiller
membrana baglh glokolize molekuler agirligi 45kDa olan agir polipeptid
zincirden (agir zincir) ayrica 12 kDa buyukliginde olan B-mikroglobulin-
protein (hafif zincir) yapidan olusur. MHC-II molekuli de heterodimer
yapidadir. Bu molekil a (34kDa) ve B (29kDa) transmembran glikoprotein
zincirden olugsmaktadir. Bu zincirler kendilerine ait iki domain (proteinin
kendine ait pargasi) tarafindan baglanirlar. Peptid olusturan polimorf bolim
bu molekilde a; ve B4 domainlerinden olusurken, a, ve B, domainleri
polimorf olmayan boélimia olusturmaktadirlar. Bir transmembran alan ve bir

stoplazma alani MHC-Il molekulinin Uglincli ve doérdincld bolimand
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olusturmaktadirlar. MHC-II molekulleri profesyonel antijen olusturan hucreler
olan dendritik hlcreler, monositler, makrofajlar ve B-lenfositler tarafindan

salinirlar (Chicz ve ark., 1992; Janeway, 2001).

MHC-I molekiilleri sitozolik proteinlerden kaynaklanan peptidleri
olustururlar. Bu peptidlerin kokeni seluler proteinlerin yaninda, viral ve
bakteriyel  proteinlerde  olabilmektedir ~ (Howard, 1995). MHC-II
molekillerinden ise ¢ogdunlukla ekzojen kdkenli peptid ve proteinler
olugsmaktadir (Nagata ve ark., 2001).

Doku uyusum antijenleri (MHC) enfeksiyonlara karsi immun yanitta
onemli olan ve gesitli otoimmun bozukluklarla ilgili bir gen kimesidir. MHC
genleri peptidler ve T-hucreleri reseptorleri ile etkilesim kurarak bu antijenleri
T- hcrelerine sunarlar. Genel olarak CD-4 molekulleri MHC-II reseptdrine,
CD-8 ise MHC-I molekiline baglanir. T- hlcrelerinin aktivasyonu igin, T-
hicresi yuzeyindeki 6n uyarici bir sinyalin antijen sunan hucrelerde yeterli
miktarda baglantisinin olmasi gerekmektedir (Wagner, 2003). MHC
genlerinin bazi bélumleri hicre igi islemlerde ve peptidlerin transferinde veya
Tdmor Nekrozis Faktor (TNF) gibi sitokinlerin kodlanmasinda gereklidir.
Képekte MHC’nin bir segmentinde TNF igin iki gen uyusmaktadir (Wagner ve
ark., 2005).

Koépeklerde MHC, kopek I|6kosit antijen (DLA) bdlgesi olarak
adlandiriimaktadir (Vriesendorp ve ark., 1971). Bunun nedeni MHC
genlerinin alojenik doku reaksiyonlari ve tiumér olusumunda dénemli rol
oynamasidir (Barth ve ark., 1956). Képek MHC bdlgesi kromozom 12
uzerinde bulunur ve bu bdlge Uzerinde bazi dizilimler insan kromozomu
dizilimine oldukca benzemektedir. Bu genlerin bazilari protein Uretimi ile de
yakindan ilgilidirler (Wagner ve ark., 2002). Son c¢alismalar 1siginda
kopeklerde MHC sinif Il genlerinin 6nemi ortaya konmus ve bu bdlge
Uzerinde 23 adet mikro satelit markers saptanmistir (Debenham ve ark.,

2005). Fakat kopeklerde sinif | ve Il gen fonksiyonlari Uzerine yapilan
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calismalar sinirli sayidadir. Ayrica maternal ve fétal MHC genlerinin gebeligin
devami Uzerindeki etkileri tam olarak ortaya konamamigtir. Sinif | MHC
genlerinin  sitotoksik T-lenfositleri icin reseptdr gibi gdrev yaptiklar
dusundlmektedir (Felsburg ve ark., 1998). MHC-II molekilleri APC (antigen
presenting cells: antijen sunan hicreler), B-lenfositleri ve bazi turlerde aktif T-
lenfositleri ve endotelinler tarafindan salinirlar. Tim képek lenfositleri (stimule
olmamiglar dahil) ve APC’ler MHC-II olusturmaktadir (Cobbold ve Metcalfe,
1994).

1.7. Doku Uyusum Antjenlerinin Reprodiiktif Sistem Uzerindeki Etkisi

inekte yapilan bir galismada MHC-II molekiiliiniin ekspresyonu (genlerin ait
olduklari proteine donusumu) luteolizis déneminde luteal hicrelerde artis
gOsterirken, gebelik ddneminde azalma goéruldugu ortaya konmugtur. MHC-II
molekdlinin ekpresyonu yoninden gebelik korpus luteumu, 18. glindeki
siklik korpus luteumla karsilastirildiginda tim hucre tiplerinde istatistiksel
yonden gebelik korpus luteumunda daha disik oldugu (p<0,05) ortaya
konmustur (Fairchild ve Pate, 1991). Buna karsilik MHC-II antijeni domuzda
yapilan bir caligmada siklusta uterusta belirlenemezken, gebeligin 15.
guninde uterusta ve Ozellikle endotel hicrelerde ylksek duzeyde

saptanabilmistir (Cencic ve ark., 2003).

Koyunlarda MHC-I molekdllerinin gebelikte endometriyal stroma ve
glanduler epitelyumda ekprese edildigi buna karsilik implantasyon
doéneminde trofoektodermde belirlenmedigi ortaya konmustur. Calismada
implantasyon sirasinda endometriyal luminal epitel, slperfisial glanduler
epitel ve trofoektodermde MHC-I molekillerinin bulunmayiginin konseptusun
immun yetersizlikten korunmasi icin gerektigi sonucuna variimigtir (Choi ve
ark., 2003).
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Kisraklarda MHC Uzerine genis c¢aph c¢alismalar yapilmistir. Bu
calismalar 1s1ginda 6nemli bir bulgu olarak equin trofoblastin endometrial
kuplara invazyonu déneminde maternal ve paternal MHC varligi ortaya
konmustur. MHC-| sadece korionik kivrimlarda saptanmistir (Crump ve ark.,
1987; Donaldson ve ark., 1990). Bunun yaninda endometrial kuplarda hangi
mekanizma tarafindan MHC-| sisteminin basladigi, dizenlendigi ve down
regule edildigi henlz acgiklanamamigtir. Klein (1986) tarafindan erken
embriyonik gelisim surecinde MHC baglanma bdlgesinin varlidinin gerekliligi
savunulmustur. in-vitro yapilan calismalar sonucunda equin MHC sinif |
antijenlerinin lenfosit sitotoksititesini kontrol ettigi ve baskiladigi ortaya
konmustur. Bu mekanizmanin diger memeli tirlerinde de (O Brien ve Yuhki,
1999) embriyonik yagsamin devami igin gerekligi ortaya konmustur. Bununla
beraber equide tirlerinde asiri MHC polimorfizmi sayesinde enfeksiyonlarin
onlenmesi ve saf kan yetigtiricilik icin bireysel direng geligimi
saglanabilmektedir (Antczak, 1992).

Normal olarak “immun olmayan hicreler” MHC antijenini aciga
ctkarmazlar. IFN-y, tim aktive olmus T-hlcreleri ve makrofajlar (Alm, 1987)
TNF-a aktive makrofajlar veya korpus luteumun bag dokulari (Terranova ve
ark., 1995) ve epitel hacreleri MHC-II antijeninin ortaya ¢ikmasini saglarlar ve
immun hastaliklarin patogenezisi ve olusumunda rol alirlar (Roitt ve Cooke.,
1987). Granuloza hucreleri ovaryum fonksiyon yetersizligi olan durumlarda

asiri 6lcide MHC-II antijeni salarlar (Hill ve ark., 1990).

MHC-II ile siklik korpus luteumun doénidsimiu sirasinda immun
hicrelerinin azalmasi arasinda 6nemli bir iligki oldugu ortaya konmustur
(Pate, 1995). Luteal doénemin sonuna dogru MHC-II pozitif hicrelerde artig
meydana gelmektedir (Hehnke ve ark., 1994; Bukovsky ve ark., 1995).

MHC-II pozitif hicrelerin immunohistolojik olarak boyanmalarindan
sonra yapilan sayimda, domuzda tohumlamanin yapilmig oldugu kornu

uteride, diger kornuya gére onemli derecede fazla MHC-II pozitif hicre
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bulundugu ortaya konmustur. Tohumlamadan sonra tohumlamanin yapildigi
taraftaki uterotubal baglantida diger tarafa gére sayi bakimindan énemli bir
farklilk oldugu ortaya konmustur. Yuzey epitelinde tohumlamanin olmadigi
uterotubal baglanti boliminde MHC-II pozitif hicre ortalamasi 2,5 olarak
bulunurken, tohumlamanin yapildigi kornu tarafinda ortalamanin 4,0 oldugu
(p<0,05) belirlenmistir. Domuzlarda tohumlamadan 2-4 giin sonra uterus
bezlerinin c¢evresinde MHC-II pozitif hlcrelerde 6nemli bir artis oldugu

saptanmigtir (Bischof ve ark., 1994).

1.8. Matriks Metalloproteinazlarin (MMP) Yapisi, Etki Mekanizmasi ve
Yapimini Etkileyen Faktorler

Matriks metalloproteinazlar (MMPler) c¢inkoya bagli proteolitik enzim
grubudur, matriksin yikimlanmasinda, yapilanmasinda ve hicre gogu
asamalarinda o6nemli rol oynadiklari bilinmektedir (Woessner, 1991).
Dolayisiyla bu enzimlerin plasentasyon slrecinde 6nemli fonksiyonlari

oldugu dasundlmektedir.

MMP ailesinden MMP-2 (Jelatinaz A, 72kD) ve MMP-9 (Jelatinaz B,
92kD) bazal membran yapilarinin (kollojen 1V, laminin, fibronektin) ve diger
hicre disi matriks proteinlerinin yikimlanmasindan sorumludurlar (Woessner,
1991; Marbaix ve ark., 1992; Zhang ve ark., 2000). Képeklerde MMP-2 ve
MMP-9Q’un jelatinolitik aktivitesinin doku yikimlanmasinda bir indikatér oldugu
dusundlmektedir. Bu enzimler hicrelerde latent formda salinirlar ve hicre
digi1 ortamda diger MMP’ler veya diger enzimler ile aktive edilirler. MMP-2 ve
MMP-Q’un latent formlari cesitli dokularda bulunurlar ve 6zellikle MMP-2

dokularin her yerinde saptanabilmektedir (Coughlan ve ark. 1998).

immunohistokimyasal yoéntem ile MMP’lerin doku bélimlerindeki
dagihmi ortaya konabilmektedir. Ancak, mevcut antikorlar ile MMP’lerin latent

ve aktif formlarini birbirinden ayirt etmek mumkin olmamaktadir. Jelatin
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Zimografi teknigi araciigi  ile yarn kantitatif MMP  miktarlarinin
degerlendiriimesi olanakhdir. Fakat bu teknik MMP’nin hicre ig¢i kaynaginin
belirlenmesinde kullanilamamaktadir ve bu nedenlerden dolayr her iki

teknigin bir arada kullaniimasi énerilmektedir (Walter ve Boss, 2001).

MMP’ler dokularin yeniden yapilanmasi, morfogenezis, yara iyilesmesi
ve normal doku gelisimi gibi fizyolojik durumlarda dnemli rol oynarlar. Ayrica
timor hdcresi invazyonu, anjiyogenezis ve metastaz gibi patolojik sureclerde

de yer alirlar (Walter ve Boss, 2001).

MMP’leri inhibe eden bazi faktorler bulunmaktadir ve en oAnemli
faktorlerinden biri olan metalloproteinazlarin spesifik doku inhibitorleri
(TIMP’ler) invivo kosullarda bu enzimlerin aktivitesinin dizenlenmesinde
onemli rol oynarlar. MMP’ler ve TIMP’ler arasindaki oran c¢esitli fizyolojik ve
patolojik sureclere goére degismekte ve bunlar arasindaki oran degisik
patolojik durumlarin patogenezisinde o6nemli bir rol oynayabilmektedir
(Clausen, 2005).

Ekstraselliler matriks (ECM), proteinleri ve proteoglikanlari iceren,
organizmalara yapisal destek saglayan ve ayni zamanda hucre
proliferasyonu, farklilagmasi, gogu ile kaynagsma ve doku morfogenezisi gibi
pek cok biyolojik aktivitede etkisi olan bir yapidir. ECM; sentez, pargalanma
ve yeniden yapilanma sureglerindeki htcre aktivitesi ve yenilenmesini

metalloproteinazlar araciligi ile ortaya koyar (Clausen, 2005).

MMP, ekstraselliler matriksi parcalayan, nétral pH’si olan aktif bir
endopeptidaz ailesidir. MMP’lerin timU proenzim olarak fibroblastlar,
osteoblastlar, kondrositler, endotel hicreleri, makrofajlar, notrofiller gibi gesitli
bag doku hucrelerinden salgilanirlar. MMP’ler yara iyilesmesi, kemigin
yeniden yapilanmasi, uterus ve meme dokusunun fizyolojik fonksiyonlari,
ovulasyon, embriyogenezis, embriyo implantasyonu, laktasyon gibi fizyolojik

sureclerde yer aldiklari gibi ayni zamanda artrit, tUimor hicresinin invazyonu
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ve metastaz gibi patolojik sureglerde de rol oynarlar. Kanserde ECM timor
dokusunun buyumesini ve tumor hlcresinin yayilimini énlemek igin primer bir
bariyer olarak goérev yapar. Malign tumoérler bu bariyeri asmak igin
metalloproteinazlari kullanirlar (Ennis ve Matrisian, 1994; Sethi ve ark.,
2000).

MMP’ler implantasyon ve desidua olusumunun asil mediatorleridir
(Alexander ve ark., 1996). implantasyonun olugabilmesi uterus stromasinin
ekstra selliler matriks tarafindan degrede edilmesine (degrado: ayrisma,
yikimlanma) baghdir (Librach ve ark., 1994). Matriks metalloproteinazlar
cinkoya badgli noétral endopeptidaz ailesi olarak bilinirler ve ekstraseluler
matriksin tim elemanlarini yikimlama 0&zelligine sahiptirler (Hidalgo ve
Eckhardt, 2001).

MMP’ler yapilari ve kimyasal Ozelliklerine gbére bes kategoriye
ayrilmaktadirlar (Evans ve ark., 1997).
1-Kollajenazlar: MMP-1, MMP-8, MMP-13
2-Jelatinazlar: MMP-2, MMP-9
3-Stromelisinler: MMP-3, MMP-10, MMP-11
4-Membran tip metalloproteinaziar

5-Gruplandirilmayan MMP’ler ve MMP’lerin endojen inhibitorleri (TIMP’ler).

Son zamanlarda membran tip metalloproteinazlara metalloproteinaz-1
ve 5 (MT-MMP) ve MMP ailesinin proteolitik Uyesi olan interstisyel
kollajenazlar eklenmistir. No6trofil kollajenaz (MMP-8), kollajenaz-3 (MMP-13),
jelatinaz A (MMP-2), jelatinaz B (MMP-9), stromelisin 1 (MMP-3, Transin),
stromelisin-2 (MMP-10), stromelisin-3 (MMP-11), matrilizin (MMP-7),
metalloelastaz (MMP-12) gibi metalloproteinazlar kollagenaz, jelatinaz ve
stromelisinlere  bagh 6nemli Uyeler olarak tanimlanirlar  Matriks
metalloproteinaz ailesinin 6nceden tanimlanmis 7 Uyesine birgok yeni
metalloproteinaz eklenmesi ile bugin 25den fazla enzim oldugu
bildiriimektedir (Evans ve ark., 1997; Sethi ve ark., 2000).
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invivo kosullarda, MMP aktivasyonunun diizenlenmesinde TIMP’ler
onemli rol oynar. TIMP’lerin aktivitesi igin butunligu bozulmamis yapi
gereklidir, yapisinin bozulmasi ile aktivitesi ortadan kalkar (Nagase ve ark.,
1996; Brew ve ark., 2000).

TIMP, MMP aktivitesini hem proenzim aktivasyonu asamasinda hem
de substrat pargalanmasi sirasinda duzenler. Diger proteinaz inhibitérlerinde
oldugu gibi bu aktivasyonu sadece spesifik lokalizasyonlarda ortaya ¢ikar.
Ozellikle makrofajlar olmak Uzere pekgok hiicrede (Uretilir ve salgilanir
trombositlerde rezidlel olarak bulunur ve cesitli dokular ile amnion sivisi,
sinoviyal sivi gibi vicut sivilarinda yer alr. TIMP-1 spesifik olarak
metalloproteinazlara kargi aktivite gosterir (Thorgeirsson ve ark., 1994;
Tanaka ve ark., 2000).

TIMP-1’in eritrosit Uretimini artirici etkisi vardir. Ayrica hicre ylzey
reseptorlerine baglanmasi ile ortaya cikan sellller etkisi ile cesitli hicre
tiplerinde replikasyonu uyarir (Evans ve ark., 1997; Sethi ve ark., 2000).
TIMP-3 ise ekstrasellller matriksten transforme olmus hiicrelerin ayrilmasini

kolaylastirir ve morfolojik degisiklikleri baglatir (Thorgeirsson ve ark., 1994).

TIMP'lerin  kemiklerin yeniden yapilanmasi, meme bezlerinin
kigulmesi, korpus Iluteum yikiminin o6nlenerek hamileligin devaminin
saglanmasi gibi fizyolojik sureglerin dizenlenmesinde 6nemli rol oynadigi
bilinmektedir. TIMP’ler, doku hasari ve anjiogenezisi iceren g¢esitli malign

olmayan hastaliklarda da yer alirlar (Apakkan-Aksun ve ark., 2001).

Matriks metalloproteinazlarin transkripsiyon (RNA’dan DNA’ya sentez)
ve ekspresyonu (genler tarafindan proteine dénusimin aktive edilmesi)
gelisme hormonlari, sitokinler ve steroid hormonlar tarafindan
dizenlenmektedir (Salamonsen, 1999). MMP’lerin genlerinin yapisi tam

olarak aydinlatimamis olmakla birlikte mRNA larinin blylime faktord,



30

sitokinler, timor promoterleri, onkojen urlnleri gibi cesitli ajanlarla aktive
edildigi  bilinmektedir (Matrisian, 1990). Diger indikatorler arasinda
Transforming growth faktér (TGF) a, tumoér nekrozis faktdor (TNF) aq,
epidermal buyime faktérG (EGF), interleukin-1 (IL-1) ve d&stradiol
bulunmaktadir. Retinoidler, TGFB, IFN-y ve progesteron ise ekspresyonu
durdurmaktadirlar (Benaud ve ark., 1998; Kim ve ark., 2002).

MMP’nin mRNA’s1 kodlandiktan sonra translasyon (canh hicredeki
mRNA'’dan protein olusumu) gergeklesir ve enzim proenzim formunda salinir.
MMP aktivatérleri molekllde c¢inko ile etkilesimi bozarak ve proteolitik
reaksiyona eslik edecek olan c¢inkoyu serbestlestirerek, MMP latent

molekillinde yapisal degisiklige yol agarlar (Matrisian, 1990).

1.9. Matriks Metalloproteinaz’larin Reprodiiktif Sistem Uzerindeki Etkisi

TGF-b insan trofoblast hiicre kulttirine eklendiginde TIMP-1 mRNA artisi ile
birlikte trofoblastlarin yayilma 6zelliklerinde azalma olur. TIMP’ler ve MMP’ler
deki artig, yavru geligsimi ayrica yavru ve anne arasindaki butinligin devami
icin sarttir. Maternal TIMP-1’in fotal trofoblastlarin yayilmasina set ¢ekmesi,
onun metastaz sirasindaki organ gelisimine de engel olabilecegini

dusundurmektedir (Khokha ve Waterhouse, 1994; Murray ve Lessey, 1999).

MMP-2’ler gebe farelerin uterusunda, subepitel stromada,
blastosistlerin implantasyonundan hemen 6nce ve sonra salinmaktadirlar
(Alexander ve ark., 1996; Das ve ark., 1999). MMP-2 ekspresyonu insan
embriyolarinda ender olarak trofoblastlarda (Huppertz ve ark., 1998)
primatlarda ise trofoblast hlcrelerinin timinde saptanmistir (Fernandez ve
ark., 1992). Koyun ve domuzlarda, implantasyon derinlere alt tabakalara
kadar ulasmadigindan (invaziv olmadigindan) MMP’ler bu tarlerde
immunohistokimyasal yéntemle tam anlamiyla saptanamamaktadir (Menino
ve ark., 1997).
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Fizyolojik olarak pre menapozal dénemlerde bulunan kadinlarda MMP-
2 aktivitesi sekresyon doneminde, proliferasyon ve menapoz déneminden
daha yulksektir (Laird ve ark., 1999). Kendini matriks metalloproteinazlarin
yetersiz ekspresyonu ile gosteren birgok patolojik reprodiktif slreg
konseptusun yetersiz implantasyonu ile sonuglanmaktadir. Gebeligin 13.
gununde dlen rat embriyolarinda belirgin 6l¢ide daha az dizeyde MMP-2
aktivitesi saptanmigtir (Dai ve ark., 2003). Yetersiz intrauterin gelisim
gOsteren gebeliklerde villi korialislerde de dusuk MMP-2 dlzeyi elde edilmigtir
(Choi ve ark., 2003).

Normal endometriyuma gore, matriks metalloproteinaz degerlerinin
endometriozis olgularinda ¢ok yukseldigi ortaya konmustur (Osteen ve ark.,
1996).

MMP’ler biyolojik sureglerin  yaninda embriyogenezis, desidua
olusumu, plasentasyon gibi reproduktif gelisim asamalarinda katiimaktadirlar
(Nelson ve ark., 2000). Normal dokularda c¢ok az go6rilen MMP
ekspresyonunun birgok malign timoérde yiiksek oldugu saptanmistir. Ozellikle
MMP-2 ve MMP-9, timor yayilimi, metastaz olugsma potansiyeline iliskin

bulgu vermektedir (Rao ve ark., 1999; Curran ve Murray, 2000).

Uremede vyer alan; ovulasyon, implantasyon, gebelik, dogum,
laktasyon ve involusyonu igeren pekcok sure¢ TIMP ve MMP aktivitesine
gereksinim gosterir. Fonksiyonel MMP-9 ve TIMP-1 mRNA fertilize olmamis
oositlerde bulunmaktadir. Dollenmeden sonra, her ikisi de blastosit
implantasyonu sirasinda artmaktadir. Blastositin uterus epiteli ve stromayi
invaze edebilme yetenegdi MMP’ler ile iligkilidir. Bu durum embriyo ve desidua
tarafindan Uretilen TIMP’ler ile olusan lokal degisikliklerle ortadan
kaldirilabilir. Fare embriyosu gelisimi sirasinda kollajenaz, jelatinaz ve
stromelisin duzeyleri embriyonun implante oldugu zamanla uyumlu olarak
artar (Clausen, 2005).
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Eksojen olarak ortama TIMP-1 eklendiginde blastosistin asiri
buyumesi ile ilgili olarak olusan matriks yapisindaki pargalanma inhibe edilir.
Ekstra plasental bdlgede desidua bazalisi 7,5 gunde invaze eden, hizla
bélinen trofoblastlar yer almaktadir. TIMP-1 mRNA miktarinda 6-8. glinlerde
g6zlenen pik, embriyo gelisiminde en fazla invazyonun gézlendigi bu

dénemle uyumludur (Clausen, 2005).

Yeni yapilan bir calismada (Schafer-Somi ve ark., 2006) MMP-2 ve
MMP-9 serum aktivitesinin kdpekte gebeligin pre implantasyon ve
implantasyon doneminde, gebe olmayanlara oranla istatistiksel yonden
onemli 6lclide yluksek oldugu (p<0,01) ortaya konulmus ve bu yéntemle s6z
konusu donemlerde uygulanan analizler ile kopeklerde gebeligin

taninabilece@i sonucuna variimigtir.

Yukarida belirtilen bilgiler 1s1ginda bu calismanin amaci, degisik
gebelik donemlerinde bulunan ve gebe olmayan kdpeklerde, MMP-2, MMP-9,
MHC-I ve MHC-II molekdillerinin uterusun katmanlarinda saptanabildikleri

bdlgeleri, duzeylerini ve duzeylerindeki degisiklikleri aragtirmaktir.
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2. GEREG ve YONTEM

2.1. GEREC
2. 1. 1. Hayvan Materyali

Calismanin hayvan materyalini, 2003-2004 vyillari arasinda, Ankara
Universitesi Veteriner Fakiltesi Dogum ve Jinekoloji Anabilim Dali Klinigi'ne
istenmeyen ciftlesme anamnezi ile, ovariohisterektomi istemiyle getirilen ve
gebeligin gesitli donemlerinde bulunan, saglikli toplam otuz alti adet disi

koépek olusturdu.

Calisma materyalini olusturan degisik irklardaki (Alman g¢oban kdpedi,
Sibirya kurdu, terrier, melez irk) koépeklerin yas ortalamalan 1 ile 4
arasindaydi (2,28 £ 0,73).

2. 1. 2. Hayvan Materyalinin Gruplandiriimasi

Otuz alti adet disi kbpek alinan anamneze gdre en son ciftlesme tarihleri
esas alinarak gebelik donemlerine gore dort gruba ayrildi. Sadece MMP-2 ve
MMP-9 plasental labirent analizleri i¢in ek bir grup (Grup 5; n=3) olusturuldu.
Kopeklerin preimplantasyon déneminde, implantasyon veya plasentasyon
déneminde olduklari giftlesme zamani esas alinarak ve post operatif
makroskobik degisikliklere bakilarak ortaya konuldu. Hem uterusta hem de
yavruda olusan dedgisikliklerin gebeligin cesitli donemlerinde makroskobik

degerlendiriimesinde Riusse (1991)’nin bulgulari g6z éniande bulunduruldu.
Gruplar asagidaki sekilde dizenlenmigtir:
Grup 1 (n=11): Bu gruptaki kdpeklere son ciftlesme tarihinden 5-12

glin sonra ovariohisterektomi yapildi. Operasyon sonrasi uterus lumeni 25°C

isidaki fosfath tampon sollisyonu ile yikandi ve toplanan sivi stereo
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mikroskop altinda degisik donemdeki kdpek embriyolarinin varligi tespit

edilen hayvanlar gebe olarak kabul edildi.

Grup 2 (n=9): Bu gruptaki kdpekler son ciftlesme tarihinden sonraki
15-19. glnler arasinda ovariohisterektomiye alinan kopeklerden olusturuldu.
Operasyon ile alinan uterus dokusu Uzerinde implantasyon bdolgeleri
makroskopik olarak tespit edilerek kdpeklerin gebelikleri son ¢iftlesme

tarihleri g6z 6ninde bulundurularak dogrulandi.

Grup 3 (n=9): Bu grubu gebeliklerinin 20-30. gunleri arasinda oldugu
alinan son ciftlesme tarihi anamnezi ve ultrasonografi ile tespit edildikten

sonra, ovariohisterektomiye alinan kdpekler olugturdu.

Grup 4 (n=4): Kontrol grubunu gebe olmayan, prodstrus kanama tarihi
temel alinan kdpekler olusturdu. Prodstrus kanama tarihinin Gzerinden 25-35

glin gecmis ve giftlesmemis kdpekler bu gruba dahil edildi.

Jelatin zimografi yontemi ile gebe ve gebe olmayan képeklerde MMP-
2 ve MMP-9 miktarlarinin tim MMP degerlerine oranlanarak yapilan
analizlerde, yukarida anilan gruplara ek olarak 30-45. gunlerde gelisen
plasental labirent dokulari da degerlendirilerek yeni bir grup (Grup 5, n=3)

eklendi.

2.1.3. Kullanilan Alet ve Malzemeler

2.1.3.1. Ultrasonografi Cihazi

Gebelik muayenesi ve gebelik giinlerinin tespiti amaciyla PieMedikal® marka

(6 - 8 Mhz linear prob, Hollanda) ultrasonografi kullanildi.
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2.1.3.2. Doku Ornekleri Saklama Malzemeleri

Ovariohisterektomi sonrasi skalpel ile dokularin en az 1x1x1 cm
blayukliginde olacak sekilde kesitleri alindi. Her doku materyali igin cift
Ornekleme yapildi. Kesitlerin bir érnegi %4’lik formalin solisyonu ile tespit
edilerek  immunohistokimyasal analizleri yapilana kadar +4°C’de

buzdolabinda saklandi.

Diger doku kesitleri ise Tissue Tek® (Sanova Pharma GmbH, Viyana,
Avusturya) kriyoprotektan medyum ile kaplandi ve hemen sonrasinda
aliminyum folyo ile sarilarak zimografi deneyleri yapilana kadar -86°C’de

derin dondurucuda saklandi.
2.1.3.3. immunohistokimya Deney Malzemeleri

Formalin ile tespit edilen doku o6rnekleri Histo-Comp (Vogel®, Giessen,
Almanya) kasetleri icinde otomatik parafin doku bloklama hazirlik cihazinda
(Tissue Tek® V.I.P. 2000, Miles Scientific, Mishawaka; IN) bloklanmak igin
hazirlandi. Ayni cihazda bulunan parafin distiler boluma kullanilarak parafin
bloklar elde edildi.

Hazirlanmig olan parafin bloklarin mikrotom ile 4um kalinliginda
kesitleri alinarak poli-L-lizin kaplanmis (Sigma®, Viyana, Avusturya) lamlar
Uzerine yerlestirildi. Bu lamlar Gzerinde parafin kesitlerin tespit edilebilmesi

amaciyla etuv kullanildi.

immunohistokimyasal boyama iglemleri icin absolut etanol, etanol,
metanol, ksilol, distile su, hidrojen peroksit (H20;), sitrat solisyonu, fosfatli
tampon solusyonu, tris solusyonu, keg¢i serumu, birinci ve ikinci antikorlar,
diaminobenzidin (DAB), hemalumn boya, kaplama medyumu DPX (Fluka®,
Buchs, isvigre), lamel ve boyama kivetleri kullanildi (yéntem béliminde

ayrintilar verilecektir).
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immunohistokimyasal deneyler sirasinda coverplates adi verilen
plastik parcalar lamlar ile kargi kargiya getirilerek doku kesitini icine alacagi
bir odacik olusturuldu. Bu iglem sayesinde; doku kesitleri mekanik etkilerden
korundu, kurumasini onlendi ve solUsyonlarin az miktarda kullaniimasi
saglanarak sarfiyat 6nlendi. Daha sonra coverplate ile birlestirilmis lamlar
immun boyama merkez diizenegine (Sequenza®, Shandon, Pittsburgh, ABD)

yerlestirildi.

Degerlendirmelerin yapilabilmesi ve goruntilerin alinabilmesi amaciyla
dijital kamera ve mikroskop duzenegi (DN100; Nikon®, Viyana, Avusturya)
kullanildi.

2.1.3.3. Jelatin Zimografi Deney Malzemeleri

Elektroforezis yapilacak jellerin hazirlanmasi igin, toz jelatin (Sigma®), akril
bisakrilamid, akrilamid, distile su, hidroklorik asit, tris tamponu, sodyum
dodesil stilfat (SDS, Gerbu®, Gaiberg), amonyum persiilfat, etanol, propanol,
temed (tetrametiletilendiamin, Serva®, Heidelberg) gibi kimyasallar ve plak
jellerin hazirlanmasi igin sandvi¢ dik model jel kamera duzenegdi kullanildi
(SE245 Hoefer®, San Francisco, ABD).

Donmus dokularin ekstraksiyonu igin fenil metil stlfonflorid (PMSF) ve
homojenizatér, jellere ekstrakte edilmis doku ekstraksiyonlarinin
orneklenmesi icin merkapto etanol (Sigma®) ve pipetleme malzemeleri
kullanildi.

Elektroforezis aleti (SE250-10A-75 Hoefer®, San Francisco, ABD) ve
elektroforezis sirasinda kullanilan solusyonlarin sogutulmasi amaciyla (+4°C)

sogutucu bir diizenek (Fryka®, Esslingen, Almanya) kullanild.



37

2. 2. Yontem
2.2.1. Caligmanin Yirutiilme Diizeni

Asagida anlatilacak yontemler arasinda olan iglemlerden kan orneklerinin
toplanmasi, ovariohisterektomi uygulamalari, pre implantasyon ddnem
kopeklerde uterusun ylkanmasi ve embriyolarin elde edilmesi, doku
orneklerinin  immunohistolojik ve zimogrofik yontemlerle bakilmasi igin
hazirlanmasi gibi islemler Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi, Dogum ve
Jinekoloji Kliniginde yapilmistir. Hazirlanan dokular kuru buz ile beraber (-
20°, -25°C) Viyana Veteriner Universitesi Dogum, Jinekoloji, Reprodiiksiyon
Hastaliklari ve Androloji Klinigine gonderildikten sonra diger islemler Viyana
Veteriner Universitesi  Histoloji Bélimiinde yapilan ortak calisma

dogrultusunda tamamlandi.

2. 2. 2. Kan Orneklerinin Toplanmasi

Kopekler operasyona alinmadan hemen Once kan serum progesteron
Olgimleri amaciyla vena cephalica antebrachii’den alinan 5 ml kan 6rnegi
santrifije edilerek (1000 x g, 15 dakika) serumu cgikarildi ve serum ornekleri
progesteron Slclimleri yapilana kadar derin dondurucuda -18°C’de (Beko®,

Tarkiye) saklandi.

2. 2. 3. Ovariohisterektominin Uygulanisi

Disi kopeklere preanestezik olarak ksilazin hidroklorlr (Rompun®, Bayer,
2.33 mg/kg, i.m.) verildikten sonra ketamin hidrokloriir (Alfamine®, Ege Vet,
10 mg/kg, i.m.) uygulanarak genel anestezi saglandi. Abdomen bdlgesi tras
edildikten sonra gerekli asepsi-antisepsi kurallarina uyularak operasyon linea

alba’dan yapildi. Boylelikle ovaryumlar ve uterus operasyonla disari alindi.
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Operasyon sirasinda her kdpekte 15 ml/kg olacak sekilde serum fizyolojik

(i.v.) infizyonu yapildi.
2. 2. 4. Preimplantasyon Donemdeki Kopeklerde Uterus Yikama Teknigi

Son ciftlesme tarihi baz alinarak, gebeligin 5-12. glnleri arasinda pre
implantasyon dénemde olan koépeklerde fertilizasyonun dogrulanmasi
amacliyla uterus kornulari yikanarak embriyolarin varhdi arastirildi.
Operasyon sonrasi ¢ikarilan doku materyali Gzerindeki kan, fosfatl tampon
soliisyonu (PBS, Sigma® P4244) ile temizlendikten sonra uterus kornularinin
apeks boéliminden 21 G igne ile her bir kornu igin 20’ser mililitre oda 1sisinda
olan PBS enjekte edildi (Tsutsui ve ark., 2001) ve korpus bdlgesinden steril
bir kap icine toplandi. Elde edilen sivi 15 ml’lik konik tabanh steril tiplerde
hareketsiz olacak sekilde 10 dakika bekletilerek stUpernatant uzaklastiridi.
Dipte kalan c¢okelti ve PBS karisimi 60x15 mm seffaf petrilere (CC430589)
aktarilarak stereomikroskop (Nikon® SMZ 10, Japonya) altinda (10x20;
10x30 buyuklikte) embriyolar arastirildi. Embriyo varhidi belirlenen uterus

dokulari Grup 1 doku materyalini olusturdu.
2. 2. 5. Doku Orneklerinin Hazirlanmasi

Ovariohisterektomi sonrasi dokular hemen laboratuvara alinarak ovidukt,
uterusun apeks, uterus kornularinin orta bélumu, maternal ve fotal bolumleri
de birlikte iceren plasental bolgeler (plasentasyonun sekillendigi Grup Il ve
Grup Ill) ve korpus boélgesi en az 1x1x1 cm buyUkliginde olacak sekilde
kesilerek cift drnek olacak sekilde hazirlandi (Sekil 2.1. ve 2.2.). Kesitlerin bir
ornedi %4’luk formalin solusyonu ile tespit edilerek immunohistokimyasal

analizleri yapilana kadar +4°C’de buzdolabinda (Beko®, Tiirkiye) saklandi.

ikinci doku drnekleri ise Tissue Tek® (Sanova Pharma GmbH, Viyana,

Avusturya) kriyoprotektan ile kaplanarak zimografi deneyleri yapilana kadar
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MDF-U5186S, Tokyo, Japonya)

saklandi.
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Sekil 2.2. Grup 2 ve 3 igin alinan doku drnekleri

2.2.6. immunohistokimya Deneyleri igin Parafin Bloklarin Hazirlanmasi

Dokularin parafin bloklama icin hazirlanmasinda otomatik parafin bloklama
hazirlik cihazi (Tissue Tek® V.I.P. 2000, Miles Scientific, Mishawaka: IN)

kullanildi ve bu amagla dokular asagidaki asamalardan gegirildi:

-Doku pargalari formolden ¢ikarilip kiglik parcalara ayrilarak plastik

doku kasetlerine yerlestirildi ve sirasiyla asagidaki islemler uygulandi:

- Su banyosu, 24 saat
- %70’lik alkol, 1 saat
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- %80’lik alkol, 1 saat

- %96’lik alkol, 1 saat

- Absolut alkol, 1 saat (3 kez)
- Ksilol, 12 saat (3 kez)

Yine ayni cihazin parafin distiller bolimiu kullanilarak bloklama igin
hazir hale getirilmis doku kesitleri ¢elik bloklama kaplari iginde yaklagik 60°C
sicakhgdinda eritilmis likit haldeki parafine gémuldu ve sodutuldu.

2.2.7. immunohistokimya Deneylerinin Uygulanisi

Elde edilen parafin bloklardan 4 pm kalinliginda mikrotom ile kesitler alind.
Poli-L-lizin kaplanmis lamlara (Sigma®, Viyana, Avusturya) yerlestirildi. Bu
lamlar Uzerinde parafin kesitlerin tespit edilebilmesi igin 90 dakika sureyle
65°C’lik etiivde (Memmert® Schwabach, Aimanya) bekletildi.

immunohistokimya deneyi icin hazirlanmig olan bu slaytlar asagidaki
sekilde boyandi:

-Klvette bulunan ksilen icinde 5 dakika sureyle kesitlerdeki fazla
parafin uzaklastirildi (deparafinizasyon).

-Sirasiyla %100, %100, %96, %70 etanol icinde klvette ikiser dakika
tutularak rehidrasyon saglandi.

-Endojen  peroksidaz  aktivitesini  baskilamak igin  %0,6’lik
metanol/perhidrol (40 ml metanol + 1ml %30’luk H>O2 ve 9 ml distile
su) icinde 15 dakika bekletildi.

- Akar su altinda bir kivet icinde 10 kez yikandi.

- Antikor baglanma bdlgelerinin ortaya ¢ikariimasi i¢in (6n islem) 0,1 M
EDTA icinde (pH 8.0) mikrodalga firinda 5 dakika sure ile 3 kez
kaynatildi.
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- Lamlar, coverplate adi verilen plastiklere gegcirilerek, immunolojik
boyama diizenegine yerlestirildi (Sequenza® Shandon, Pittsburgh,
ABD)

- Fosfatli tampon sollisyonu ile 5 dakika stireyle yikandi.

- Kesitler fosfath tampon sollsyonu ile sulandiriimis %1,5’luk kegi
serumu (75 pl kegi serumu+ 5 ml PBS) kullanilarak 30 dakika sureyle
oda isisinda yikandi. Boylelikle spesifik olmayan baglanma bdlgeleri
ortadan kaldirildi.

- Lamlara aranan molekule gore asagidaki birinci antikorlardan slayt
basina 100 yl olacak sekilde ilave edildi (Cizelge 2.1).

anti-MMP-2 (Klon A-gel VC2, Neomarkers®, Freemont, CA, ABD)
anti-MMP-9 (Ab9, Lab Vision®, Kanada)

anti-MHC | (Klon H58A, VMRD, Inc.; Pullman, WA, ABD)
anti-MHC Il (dog 26-1, Rat monoclonal, GSF, Almanya)

Gizelge 2.1. immonohistokimya deneylerinde kullanilan antikorlar ve sulandirma yiizdeleri

Birinci antikor S“""‘(ﬂ/f)'rma Antikor tipi ikinci antikor Substrat
Fare Power Vision®
anti-MMP-2 1:100 Poli-HRP anti DAB
monoklonal
mouse IgG
Tavsan Power Vision®
anti-MMP-9 1:200 oliklsonal Poli-HRP anti DAB
P rabbit IgG
Fare Power Vision®
anti-MHC | 1:100 monoklonal Poli-HRP anti Histogreen
mouse IgG
Rat Anti rat
anti-MHC I 1:100 monoklonal biyotinlenmis Histogreen
ABC

-Birinci antikorlarin ilavesinden sonra +4°C’de gece boyunca lamlar
bekletildi.

- Ertesi sabah 5 dakika sureyle PBS ile yikandi.

- Slayt basina 100 pl olacak sekilde ikinci antikorlar ilave edildi.

- PBS ile 5 dakika sureyle bir kez daha yikandi.
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- Slaytlar DAB (diaminobenzidin, Sigma®, Viyana, Avusturya) substrat
ile 10 dakika muamele edilerek, aranan molekilin mikroskop altindaki
gorunarltga ortaya kondu.

- Reaksiyonu durdurmak amaciyla distile su icinde 5 dakika bekletildi

- Hucre cekirdeklerinin boyanmasi amaciyla 2-3 dakika sureyle
Mayer's hemalumn (VWR, International) boya kullanildi.

- Fazla boyanin uzaklastiriimasi igin musluk suyu altinda akar suda 10
dakika sureyle hazirlanan lamlar yikandi.

- Kesitlerin uzun sureli saklanabilmesi igin dehidrasyon amaciyla 2
dakika sureyle %96’lik etanolde tutuldu.

- Absolut alkolde en az iki farkli kivette olmak Uzere ikiser dakika
sureyle bekletildi.

- Ksilen ile ikiser dakika iki farkl kiivette yikandi.

- Kesitler Uzerine kapatici (Depex®, No: 1354, Houten, Hollanda)
damlatilarak lamel ile kapatildi ve de@erlendiriimeleri yapilmak Gzere

kurumaya birakildi.

Yapilan pilot g¢alismalar sonucunda MHC-I ve MHC-II icin DAB
substrat yerine histogreen kitin (HISTOPRIME®, No: E109, Linaris-Biyolojik
Uriinler, Wertheim-Bettingen, Almanya) kullaniimasiyla daha belirgin ve
gérindr  reaksiyonlar ortaya konuldugundan, MHC-I ve MHC-II

immunohistokimya deneylerinde substrat olarak bu kit kullanildi.
2.2.7.1. Histogreen Substrat Kiti’nin Uygulanisi

- Histogreen kromojen solusyonundan iki damla, 1 ml histogreen-
tampon ve Uzerine 2 damla hidrojen peroksit (H202) karistirildi.

- Doku preparatlari PBS iginde yikandiktan sonra kesitler Gzerine
hazirlanmis karisim damlatilarak 5 dakika sureyle bekletildi.

- Bes dakika slreyle PBS iginde ve ardindan hemen distile su iginde

yikandi.
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- Iki dakika sureyle Nuclear Fast Red (LINARIS®, No: EGH3403,
Wertheim-Bettingen, Almanya) boyama yapildi.

- Distile su ile fazla boya uzaklastirildi.

- Sonrasinda %100’lUk etil alkol bulunan Uger adet kiivete daldirilarak
1’er dakikalik sureyle dehidrasyon saglandi.

- Histogreen suda ¢ozunebildigi igin, sinyallerin kaybolmamasi
amaciyla preparatlarin lamelle kapatiimasinda Entellan kullanildi.

- Sonuglar dijital mikroskop altinda (10x10 ve 10x40 buydtmede)

goruntulendi ve degerlendirildi.

2.2.8. Jelatin Zimografi Deneylerinin Uygulanigi
2.2.8.1. Dondurulmus Dokularin Ekstraksiyonu

Uterus, salpinks ve plasental bdlgelere ait doku érnekleri saklanmis olduklari
-86°C derin dondurucudan cikarildi. Dokular henlz erimeden kaplanmis
olduklari aliminyum folyodan cikarildi ve skalpel yardimi ile daha kiguk
parcalara ayrildi. Doku batinlugund korumus olan drneklerin endometriyum
ve miyometriyum bolumleri birbirinden ayrilarak ekstraksiyon islemine
alindilar. Kiyilarak klUguk pargalara ayrilmis doku kesitleri yine skalpel
yardimi ile sogutulmus manuel homojenizatér tiiptiniin (Milian®, isvigre) icine
en fazla 0,25 cm?® olacak sekilde dolduruldu. Uzerine ayni miktarda 10 pl
PMSF/ml (fenil metil silfonflorid) igceren ektraksiyon tamponu eklenerek
piston yardimiyla doku parcaciklari homojenize edildi. Homojenizasyon
sirasinda surtunmeden olugsacak 1sinma ve proteinlerdeki denatlrasyonun
engellenmesi amaciyla, pistonun her 3-4 rotasyonundan sonra,
homeojenizatdr tlp buz akisinin iginde sogutularak homojenizasyon
islemine devam edildi. Doku parcalari ekstraksiyon tamponu iginde
homojenize olduktan sonra ependorf tlplerin igine doldurulup -18°C’de

dondurularak deneyler yapilana kadar saklandi.
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2.2.8.2. Zimografi Jellerinin Hazirlanmasi

Sandvi¢c dik model jel kamera diizenedi (SE245 Hoefer®, San Francisco,
ABD) ve jel kaliplari %70’lik alkol ile temizlenip kurulandiktan sonra, cam jel
kaliplari kamera diizenegine yerlestirilerek mandallar sikistirildi. iki cam
kalip levha arasinda olusan bosluga jellerin dokulmesi icin duz bir yluzeye
yerlestirildi.

Zimografi jelleri, ayrici jel (trengel) ve érnekleme jeli (sammelgel) adi
verilen iki bolimden olusmaktadir. Ayrici jel altta bulunan temel bolimu
olustururken, ornekleme jelinin Ust kisimda ayri bolimler olusturmus olan
yuvalara doku ekstraksiyonlari pipetle aktarildi. Boylelikle érneklerin birbirine

karismasi engellendi. Jeller asagida tarif edildigi sekilde hazirlandi:

Ayirict jel (Trengel) hazirlanmasi: Akrilamid (3700 pl), 2M Tris
solisyonu (pH: 8,8; 2900 ul), bidistile su (3113 ul), jelatin solisyonu (10
mg/ml distile suda isi uygulamasi ile ¢ézindirtulmus; 1087 pl), %10’luk
amonyumpersitlfat (APS; 80 ul) karisimi balon joje iginde karigtirilarak
lizerine 4 pl Temed (tetrametiletilendiamin, Serva®, Heidelberg) ilave edilerek
henliz sogumadan jel kalibina dékuldi. Uzerine 1 ml propanol ilave edilerek

kalip icinde sogumasi ve kalibin seklini almasi saglandi.

Ornekleme jeli (Sammelgel) hazirlanmasi: Akrilamid (740 ul), 0,5 M
Tris solusyonu (ph: 6,8; 1000 ul), bidistle su (2600 ul), %10’luk
amonyumpersitlfat (APS; 40 ul) karisimi balon joje iginde karigtirilarak
uzerine 4 pl Temed ilave edildi. Ayirict jelin bulundugu kalip UGzerindeki
propanol dokulerek, ayrici jelin Uzerine balon joje icindeki drnekleme jeli
kalibin Gst kismina dokuldu ve yapismalari saglandi. Henlz sivi halde

bulunan érnekleme jelinin Ust sinirina ayirici tarak bigcimindeki plastik parga
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yerlestirildi ve sogumaya birakildi. Bu tarak araciligiyla érnekleme jelinin en

ust kismi elektroforezis dncesi drneklerin yiklenmesi icin odaciklara ayrildi.

Bir saat bekleme sonucunda jeller elektroforezis i¢in hazir hale geldi.
Jeller cam kaliplariyla beraber, kurumalarinin 6nlenmesi amaciyla 1 ml
bidistile su ile beraber su gecirmez posetler igine yerlestirildi ve posetlerin
agz1 kapatildi. Posetler icindeki jeller elektroforezis islemi yapilana kadar

+4°C’de buzdolabinda muhafaza edildi.
2.2.8.3. Orneklerin Jele Aktarilmasi ve Elektroforezis

Yeni hazirlanmig veya dnceden hazirlanip buzdolabinda saklanmis olan jeller
cam kaliplariyla beraber elektroforezisin yapilacagi dizenege (SE250-10A-
75 Hoefer®, San Francisco, ABD) yerlestirildi. Dik yerlestirilen jellerin tizerini
yaklasik 1 cm kaplayacak kadar tris glisin sodyum dodesil siilfat (Novex®,
Hollanda) tamponu ile elektroforezis dizenegi dolduruldu. Kaliplarin Gzerinde

bulunan ayirici tarak uzaklastirilarak istenilen odaciklar elde edildi.

Ekstrakte edilmis doku orneklerinde bir ornekliligin saglanmasi igin
protein konsantrasyonlari 6l¢ildi (Kolorimetrik Biuret metodu, Prof.Dr. Franz
Schwarzenberger, Viyana Veteriner Universitesi Biyokimya Anabilim Dali
Baskani). Ornekler mililitresinde 480 ug protein olacak sekilde ekstraksiyon
tamponu kullanilarak sulandinidi. Bu karisimdan 15 pl alinarak 15
ornekleme tamponu (invitrogen®, Avusturya) ile 1:1 oraninda karistirildi.
Jellerin Ust bolimuindeki odaciklara, odacik basina 20 pl karisim olacak
sekilde ince pipet uglar ile érnekler dolduruldu. ilk odaciga pozitif kontrol
amach 10 pl jelatinaz A ve B ve 10 pl 6rnekleme tamponu karistirilarak
(Chemicon®, Kanada) dolduruldu ve elektroforezis akim diizeneginin kapagi
kapatilarak, sogutucu calistirildi. Ornekleme jeli (Sammelgel) icin Program 1
(30 mA), ayirici jel (Trengel) igin ise Program 2 (50 mA) jellerin Uzerinde

bantlarin gog¢u suresince calistinidi.
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Elektroforezis duzenegindeki elektrik akimi kesildikten sonra zimografi
jeli diizenekten cikarildi. Ornekleme jeli kesilerek uzaklastirildi, ayirici jel
(trengel) blyuk boy boyama kuveti icinde 30 dakika renaturing tamponuna
konuldu. Sonra yine 30 dakika sureyle gelistirme tamponunda bekletildi.
Gece boyunca 37°C’de inklUbatérde tutuldu. Ertesi gin 2 saat sireyle
coomassie blue (Sigma®, Avusturya) ile jel boyandi, jel iizerindeki fazla boya
1 saat slreyle, %40 metanol, %10 asetik asit ve %50 distile su karigimi 10-
15 dakika araliklar ile tazelenerek jel Gzerinden uzaklastirildi. Gliserin alkol
(%20 alkol ve 2 ml gliserin) icinde 1 saat tutuldu. Jeller gliserin alkolden

cikarilarak seffaf asetat ile kaplandi ve kurutulmaya birakildi.

Kurumus jellerin goriintisii tarayici (Sharp® JX-330) ve bagli oldugu
Sun SPARC station 4 bilgisayar ortaminda (Sun® Mikrosistemleri, Mountain
View, ABD) dijital ortama aktarildi. MMP-2 ve MMP-9 aktif ve latent bantlarin
yogunlugu Quantity One version 2.7 yazilim programi (PDI®, Huntington

Station, New York, ABD) ile rakamsal verilere donusturulda.
2.2.9. MMP-2, MMP-9 ve MHC-I, MHC-II’nin Degerlendiriime Yontemi

MMP-2 ve MMP-9'un latent ve aktif formlarinin hesaplanmasi elde edilen
jelatin zimografi bantlarinin yogunlugunun bilgisayar ortaminda rakamsal

verilere donustirulmesiyle olmustur.

MHC-Il pozitif hicrelerin  degerlendiriimesinde utreusun degisik
bélimlerden alinan her doku igin dijital mikroskop kamera ile (DN100; Nikon,
Vienna, Austria) her dokuda (salpinks, apeks, kornunun orta bolima, korpus,
implantasyon bdlgesi ve plasentanin kompartimanlari) rasgele bes adet kare
alan (1920,00 um, 240,00 px X 2560,00 ym, 320,00 px= 4915200 pm?)
secildi. Bu karelerdeki MHC-II pozitif hicreler sayildi ve her bir kesit igin
ortalama bir deger elde edildi. MHC-I'in ise sadece immunohistolojik
yontemle boyanan dokulardaki yogunluklari alinan kesitler Uzerinde

gosterildi.
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2.2.10. Kan Serumu Orneklerinde Progesteron Analizi

Soguk zincir altinda Viyana Veteriner Universitesi Dogum Klinigine
gonderilmis olan kan serumu oOrneklerinde, otomatik kemiluminesans
(chemiluminescence) sistem (ACS:180 Plus; Ciba Corning Diagnostics
Corp., Medfield, MA, ABD) ile progesteron dlgumleri gergeklestirildi. Bu teknik
para manyetik partiklllerin akridinyum esterlerinin okside olmasiyla elde

edilen 1s1gin veriye donustiriimesi esasiyla ¢alismaktadir.
2.3. Elde Edilen Bulgularin istatistik Degerlendirmesi

Elde edilen verilerin hesaplanmasinda SPSS® (SPSS, 11.0) programi
kullanilmigtir. ~ Verilerin  ortalama deger ve standart sapmalarinin

hesaplanmasinda “Descriptive Statistics” yontemi uygulanmistir.

Gebelik glnleri arasindaki veya degisik dokularda elde edilen sayisal
degerlerin karsilastirimasinda “Non Parametrik” testler uygulanmistir.
Bagslangigta gruplar arasindaki dagilimin homojenizasyonu igin “Kolmogorov-
Smirnovz” test uygulanmigs daha sonra bagimsiz gruplar arasindaki
farklilklarin  ortaya konabilmesi amaciyla “Kruskal-Wallis H” testi
kullanilmistir. “Kruskal-Wallis H” testindeki farkli degerlerin kendi aralarindaki
istatistiksel 6nemliligin ortaya konmasi i¢in “Mann-Whitney U” testi
uygulanmigtir. Hlcre sayilarinin uterusun degisik bdlumlerinde gebelik
gunlerine gore artisinin hesaplanmasinda ise Regresyon (r2) istatistiksel
analiz testine basvurulmustur. Bu amagla “Linear Regresyon” analizi
uygulanmigtir. Progesteron degerlerinin gebelik gunlerine gore degisimi ile
dokularda odlgulen degerlerin glnlere goére artislar arasindaki iligki “Bivariate
Correlation” ile ortaya konulmus ve bu durumda Correlation Coefficient

“Pearson”a gore hesaplanmistir.
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3. BULGULAR

Grup 1’de yapilan salpinks ve uterus kornularinin yikanmasi sonucunda 11
kopekten 51 adet degisik donemlerde embriyo elde edilmigtir (Sekil 3.1).
Calismada sadece erken gebelik donemi (Grup 1, 5-12. glnler; embriyo
pozitif) saptanmak istendiginden, embriyolarin hangi dénemde olduklari

degerlendiriimemigtir.

Sekil 3.1. Pre implantasyon déneme ait kdpek embriyolari (10x30).

Elde edilen doku 6rneklerinin hazirlanmasi, immunohistolojik boyama
asamalan sirasinda olusan kayiplar ayrica jelatin zimografi deneyleri igin
dokularin fazla homojenizasyonuna bagli olarak olusan denatlirasyonlar
nedeniyle, operasyona alinan hayvan sayisi ve elde edilen doku adeti
bakimindan 6ngorilen sayinin Uzerine ¢ikilmasina karsin, yapilan ¢alismalar
sonucunda yorumlanabilecek olan 6rnek sayisinda degisiklikler meydana
geldigi gdzlenmistir. Bu nedenle gruplarda sayisal yonden tek drneklilik elde
edilememistir. Grup sayilarinin bakilan parametreye ve bu parametrenin
yorumlanabilmesi icin dokularin hazirlanma yontemine gére

(immunohistolojik, zimografik) degisebilecegi ortaya konmustur.
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3.1. Alinan Dokularda MMP-2 ve MMP-9 immunohistokimyasal Boyama

Sonuglari

Gebe ve gebe olmayan kopeklerde uterusun tim boélimlerinde ve oviduktta

MMP-2 immunohistokimyasal olarak saptanmigtir.

Gebe olmayan uterusta kan damarlari endotelinin ve miyometriyuma
ait kan damarlarinin diz kas hdcrelerinde ayrica uterusun miyometriyum

béluminde MMP-2 aktivitesi gozlenmistir (Sekil 3.2a).

Gebe olmayan uterus dokularinda MMP-2 pozitif olan bu bdlgeler
gebe uterus interplasental alanlarinda da godzlenmistir. Ayrica oviduktta
yuzey epiteli ve miyometrum bolumlerinde post implantasyon doénemde

MMP-2’nin pozitif immun yanit verdigi saptanmistir (Sekil 3.2b).

Plasental gelisim sonrasinda fétal kan damarlarinda da MMP-2 pozitif
hicreler goértlmastir. Plasental labirent bdoliminde pozitif reaksiyonlar
genellikle fotal kapillar damarlarin endotel katmaninda gézlenmislerdir (Sekil
3.1c). Plasental birlesme bdliminde bulunan trofoblast hicrelerin MMP-2
pozitif boyandid1 saptanmistir. Marjinal hematom bélgesinde trofoblast hiicre
katmaninin tim hucrelerinin MMP-2 pozitif reaksiyon verdikleri bulunmustur
(Sekil 3.2d).

Hem gebe hem de gebe olmayan doku kesitlerinde kan damarlarinin,
duz kas hucrelerinin, maternal ylzey epitel hicrelerinin, uterus kivrm ve
bezlerinin MMP-9 immunohistokimyasal boyamalarda pozitif yanit verdigi
bulunmustur. Salpinks yuzey epiteli de gebe ve gebe olmayan dokularda
MMP-9 aktivitesi bakimindan pozitif bulunmustur (Sekil 3.2e). Plasenta doku
orneklerinde saptanan derin uterus bezlerinin ve bezsel odaciklarin
bulundugu epiteliyumun MMP-9 antikoru ile reaksiyona girerek immun yanit
verdigi belirlenmigtir (Sekil 3.2f). Plasental birlesme bolgesinin, bezsel

odaciklarin alt katmaninin az miktarda MMP-9 pozitif boyandidi belirlenmistir.
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Sekil 3.2. Gebe ve gebe olmayan degisik uterus katmanlarinda MMP-2 ve MMP-9 aktivitesi.
(a) Gebe olmayan uterus: kan damarlari (KD), kan damari endotel (KDE) hiicreleri, diiz kas
hicreleri ve uterusun miyometriyum (M) béliminde MMP-2 icin pozitif boyanmistir (Bar, 150
pm) (b) Oviduktta MMP-2’nin immunohistokimyasal lokalizasyonu (post implantasyon grup);
(Bar, 50 uym) (c) Plasenta: fotal damarlar (FD) ve maternal kapillarlar (ok basi) MMP-2 pozitif
bulunmustur (Bar, 75 pm) (d) Plasentanin marjinal hematom bdlgesindeki trofoblastik
hicreler MMP-2  pozitif bulunmustur (Bar, 75 pm) (e) Oviduktta MMP-9un
immunohistokimyasal lokalizasyonu (Bar, 250 pym) (f) Plasenta: derin uterus bezleri ve
bezsel odaciklarin (BO) epiteliyumu MMP-9 i¢in immunoreaktivite géstermistir (Bar, 150 pm)
E: endometriyum.
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3.2. Jelatin Zimografi Yontemiyle Gebe ve Gebe Olmayan Kopeklerde
Elde Edilen Aktif MMP-2 ve MMP-9 Miktarlarinin Tim MMP-2 ve MMP-9
Miktarina Oraninin Belirlenmesi ve Elde Edilen Progesteron (P4)

Verilerinin Degerlendirilmesi

Zimografi deneyleri sonucunda gebe ve gebe olmayan kopeklerden alinan

uterus ve ovidukt dokularinin yogun dizeyde MMP-2 ve MMP-9 igerdikleri

ortaya konmustur. Jelatin zimografi analizine gore aktif formdaki MMP-2 ve
MMP-9 bantlarinin latent MMP-2 ve MMP-9 bantlarina gére oldukg¢a dusuk
miktarlarda olduklari bulunmustur (Sekil 3.3).

1 2 3 4 5 6 7 8

latent MMP-9 »
active MMP-9 »
latent MMP-2 »
active MNMP-2 »

Sekil 3.3. Jelatin zimografi ile belilenmis MMP-2 ve MMP-9 aktivitesi.

Bant 1: insan MMP-2 ve MMP-9, pozitif kontrol; bant 2: salpinks; bant 3: apeks uteriye ait
endometriyum; bant 4: apeks uteriye ait miyometriyum; bant 5: uterus kornusu
(interplasental) orta bolim; bant 6: plasenta; bant 7: korpus uteriye ait endometriyum;
bant 8: korpus uteriye ait myometriyum.

Jelatin zimografi analizi sonucunda elde edilmis bantlarin yogunlugu
bilgisayar ortaminda rakamsal verilere donustlrialmustar. Gebe olan
kopeklerde gebeligin tim donemlerinde MMP-2 aktivitesinin endometriyum
ve miyometriyumda gebe olmayan kdpeklere gore istatistiksel ydonden ylksek
oldugu saptanmistir (Cizelge 3.1, p<0,05). Buna goére gebeligin 5-12.
glnlerinde olan embriyonun saptandidi pre implantasyon dénemde (Grup 1)
endometriyumdaki MMP-2 aktivitesi %19,7, miyometriyumdaki MMP-2
aktivitesi %19,1 ve post implantasyon dénemde (gebeligin 20-30. gunleri)
%21,9 ve %23,4 arasinda iken, MMP-2 aktivitesinin gebe olmayan kodpeklerin

uterusunun endometriyumunda %3,9 ve miyometriyumunda da %5,3 ile daha
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disuk oranlarda oldugu ortaya konmustur (p<0,05). Gebe gruplarin kendi
arasinda ise gebelik donemi bakimindan istatistiksel yonden herhangi bir
farklilk g6zlenmemistir (p>0,05).

MMP-9 aktivitesi bakimindan, uterusun endometriyum katinda pre
implantasyon gebelik doneminden (5-12. glinler, embriyo pozitif) sonra gelen
implantasyon dénemdeki (Grup 2) MMP-9 aktivitesi (%8,1) gebe olmayan
kopeklerle karsilastirildiginda (%11,8) bu aktivitenin oransal olarak daha
disuk oldugu saptanmistir (p<0,05). Post implantasyon dénemde de (Grup
3) MMP-9 aktivitesinin endometriyum katinda (%13,2), gebe olmayan
kdpeklere gore (%11,8) daha ylksek oldugu bulunmustur (p<0,05).

Gebelik dénemleri géz o6ninde bulunduruldugunda endometriyum
katinda, pre implantasyon doneminde (%23,2) ve gebeligin 30-45. gebelik
gunlerine denk dusen plasental labirent bdlgesinde (%33,3) MMP-9
aktivitesinin diger gebelik donemlerine gore daha ylksek oldudu ortaya
konulmustur (p<0,05). Miyometriyumda ise tim gebelik dénemlerinde (%13,7
ile %17,5 arasinda) MMP-9 aktivitesinin gebe olmayan kontrol grubuna gore

istatistiksel yonden énemli oldugu saptanmistir (p<0,05).

Pre implantasyon grubu (%23,2) ve plasental (%33,3) bolumlere ait
endometriyal MMP-9 degerleri ylksek bulunmustur; bu gruplarda
endometriyumdaki MMP aktivitesi implantasyon grubundan (%8,1, p<0,05),
post implantasyon grubundan (%13,2, p<0,05) ve kontrol grubundan farkli
dizeyde 6nemli bulunmustur (%11,8, p<0,05, Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1. Aktif MMP-2 ve MMP-9 miktarinin total MMP-2 ve MMP-9 miktarina orani (%).

Olgiilen Gebe olmayan |Pre implantasyon| implantasyon Post Plasental
parametreler (Kontrol) (Embriyo (15-19. glinler) | implantasyon Labirent
(zimografi) pozitif) (20-30. gunler) | (30-45. giinler)

(5-12. glnler)
% (n) % (n) % (n) % (n) % (n)

MMP-2

Endometriyum | 3,9+1,7® (4) | 19,7+15,0® (4) | 19,5¢8,0 ® (4) [21,9£10,0®) (5)| 20,1£3,9® (3)

Miyometriyum | 5,3+4,8® (4) | 19,1474 ® (4) |26,3+21,4" (4)|23,4+14,5® (5) -
MMP-9

Endometriyum | 11,8+4,4 (3) | 23,246,0%9 (4) | 8,1+4,1 ® (4) [ 13,246,3 ® (5)| 33,3+7,8® (3)

Miyometriyum | 9,2 + 1,09 (3) | 17,5¢5,5® (4) | 13,749,3 ® (4) |15,3£10,9® (5) -

Farkh harflerle gosterilen degerler (a, b, c) birbirinden istatistiksel olarak farklidir (p<0,05).

Pre implantasyon déneminde 58,96 nmol/l olan P4 degerinin, post
déneminde 23,91 (p<0,01)

saptanmistir. Ayrica pre implantasyon donemdeki (5-12. guinler) P4 degerleri

implantasyon nmol/l dizeyine distugu
ile gebe olmayan kontrol grubu degerleri arasinda istatistiksel yonden
(p<0,01) oOnemli bir

doneminde elde edilen P4 degerlerinin 58,96 nmol/l ile kontrol grubundan

farkhlik oldugu saptanmigtir. Pre implantasyon

(48,27 nmol/l) daha yuksek oldugu saptanmistir (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Calisma hayvanlarina ait gebelik donemlerine gére ortalama progesteron
degerleri.

Hayvan sayisi Progesteron (nmol/l)
Gebelik Dénemi (n)
Pre implantasyon 11 58,96 + 42,77 @
Implantasyon 9 38,32 +41,82@"
Post implantasyon 8 23,91 £29,94 ®
Plasental dénem 3 26,50 + 8,17 @
Kontrol 4 48,27 + 28,83

Farkh harflerle gOsterilen degerler (a, b) birbirinden istatistiksel olarak farklidir (p<0,01).
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3.3. Zimografik Yontemle Elde Edilmis Olan MMP-2 ve MMP-9 (Aktif ve
Latent) Degerlerinin Gebelik Donemleri Arasinda ve Kontrol Grubu ile

Karsilagtiriimasi

MMP-2 aktivitesi bakimindan jelatin zimografi yontemi ile elde edilmis
verilerin ortalama degerleri karsilastirilmig, (Cizelge 3.3) ne latent ne de aktif
formunda gebelik gunlerinin kendi arasinda veya gebelik gunleri ve kontrol
arasinda istatistiksel onemli bir farkhhk (p>0,05)

grubu yonden

g6zlenebilmistir.

Zimografik yontemle elde edilen aktif MMP-9 sonuclari Grup 1
(preimplantasyon) ve Grup 3 (plasentasyon) dénemleri arasinda istatistiksel
yonden énemli bir farklilik oldugunu géstermistir. Buna goére pre implantasyon
dénemde MMP-9 ortalama degeri 3,59 iken, plasentasyon déneminde bu
11,91’ (p<0,01). Aktif MMP-9

ekspresyonu bakimindan gebelik donemi arasinda bir farkhlik oldugu ortaya

degerlerin yukseldigi  gozlenmistir

konulmustur.

Latent MMP-9 ekspresyonu g6z o6nunde bulunduruldugunda pre
implantasyon grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel yoénden bir farklilik
oldugu saptanmistir. Latent MMP-9 duzeyi Grup 1'de 5,47 iken konrol
grubunda 9,67 olarak bulunmustur (p<0,02). Bu sonuglara iliskin degerler

Cizelge 3.3 ve Sekil 3.4’de gosterilmigtir.

Cizelge 3.3. Degisik gebelik donemlerinde jelatin zimografi ile elde edilmis aktif ve latent
MMP-2 ve MMP-9 degerleri.

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Kontrol o]
(n=4) (n=4) (n=8) (n=4)
Aktif | 6,38+4,37® | 4,81+2,32® | 16,90+13,48® | 7,91+8,38® | p>0,05
MMP-2
Latent |5,03+2,55® | 589+2,11® | 14,88+12,03® | 8,90+5,54® |P>0,05
Aktif [ 3,50+1,35@ | 8,17+4,31®” | 11,91+7,31® |7,53+3,87@" | p<0,01
MMP-9 - - -
Latent |5,47+2,04? | 584+354@" | 16,73+11,18®" | 9.67+1,27® |P<0,02

Farkli harflerle gosterilen deg@erler (a, b) birbirinden istatistiksel olarak farkhdir.
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aktif a:b = p<0,01
25 4 latent a:b = p<0,02
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(n=4) (n=4) (n=8) (n=4)

\ O Aktif MMP-9 B Latent MMP-9 \

Sekil 3.4. Gebelik donemleri ve kontrol grubunda aktif ve latent MMP-9 degisiklikleri

MMP-2 ve MMP-9 aktif ve latent ortalama degerleri Grup 1, Grup 2,
Grup 3 ve kontrol gruplarinda her grubun kendi arasinda karsilastirildiginda
MMP-2 ve MMP-9 aktivitesi bakimindan aktif ve latent degerlerin istatistiksel
yonden birbirinden farklh olmadigi (p>0,05) ortaya konmustur.

3.4. MMP-2 ve MMP-9 Jelatin Zimografi Degerleri ile Progesteron (P4)
Degerleri Arasindaki Korelasyon

Aktif ve latent MMP-2 ve MMP-9 aktivitelerinin gebeligin degisik
doénemlerindeki ortalama degerlerindeki farklilik, gebelik donemlerine karsilik
gelen progesteron (P4) degerlerinin degisimi ile karsilastirildiginda, aktif
MMP-9 ile serum P4 degerleri arasinda negatif bir korelasyon oldugu (-0,854)
yani MMP-9 degerleri artarken P4 degerlerinde bir azalma gozlendigi buna

karsin bu negatif iligkinin yeterli dizeyde o6nemli olmadigi (p<0,348)
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saptanmigtir. Ayni durumun aktif MMP-2 degerleri ve P4 arasinda da oldugu
(-0,988; p<0,09) ortaya konmustur.

Buna karsilik latent MMP-9 ve P4 (-1,000; p<0,05) ayrica latent MMP-
2 ve P4 (-0,999; p<0,03) degerleri arasinda yine MMP degerlerinin artisi
buna karsihk serum P4 degerlerinin azalmasina bagh olarak degerler
arasinda 6nemli duzeyde negatif korelasyonun varlgi saptanmigtir (Cizelge
3.4).

Cizelge 3.4. Aktif ve latent MMP-2 ve MMP-9’un erken gebelik déneminde progesteron
(P4) ile korelasyonlari (rz)

MMP-2 MMP-2 MMP-9 MMP-9 P4
Aktif Latent Aktif Latent
(i:;'z; 6,38:4,37 | 503:255 | 3,59+1,35 | 5474204 | 58,96:42,77
G(:Ilj:a)z 4,81+2,32 5,89+2,11 8,1714,31 5,84+3,54 38,32+41,82
G(:Ilj:%):; 16,90+13,48 | 14,88+12,03 11,91+7,3 | 16,73+11,18 | 23,91+29,94
Korelasyon -0,988 -0,999 -0,854 -1,000 -
istatistiksel _
i 0<0,09 0<0,03 p<0,348 0<0,05

3.5. MHC-ll Pozitif Hucre Sayilarinin Uterusun Degisik Bolumlerinden

Alnan Dokularda Degisik Gebelik Donemlerinde Karsilastiriimasi

MHC-I ve MHC-II arasinda immunohistokimyasal boyamalarda bulunan
farkhlik, MHC-II'nin

lenfositlerinde, dentritik hiicrelerde, endotel hucrelerinde ve bazi aktif T-

trofoblastlarda belirlenemedigi buna karsilik B-

lenfositlerinde belirlenebildigi, MHC-I'in ise trofoblastlarda ve dokularin butin

cekirdekli hiicrelerin membranlarinda saptanabildigi olmustur (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5. Degisik uterus katmanlarinda MHC-I ve MHC-II aktivitesi.

(a) Post implantasyon grup gebe uterus orta kornu bélimu: uterusun endometriyum (E) ve
miyometriyum (M) boélimlerindeki tim hucreler MHC-I igin pozitif boyanmistir (substrat,
diamino benzidin, Bar, 150 um) (b) Ayni kesit daha belirgin mavi renkte MHC-I pozitif
hiicreler (substrat, Histogreen, Bar, 150 um) (c) Gebe uterus kan damari (KD) MHC-II pozitif
endotel hiicreler (ok bast) (Bar, 50 um) (d) Ayni kesit daha belirgin mavi renkte MHC-II pozitif
endotel hiicreler (ok basi) (substrat, Histogreen, Bar, 50 um) (e) Post implantasyon grubuna
ait plasenta bolgesi bezsel odaciklarda (BO) MHC-II pozitif hicreler (ok basi) (substrat,
Histogreen, Bar, 75 um) (f) implantasyon grup gebe uterus orta bdlimi MHC-Il pozitif
hicreler (ok basi) (substrat, Histogreen, Bar, 150 ym).
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Uterusun degisik bolimlerinden alinan (salpinks, apeks, kornunun orta
bdlimU ve korpus) dokularda bakilan MHC-II pozitif hlcrelerde; ortalama
deger bakimindan bu dokularin alindigi hem gebeligin degisik donemleri
arasinda, hem de kontrol grubuyla karsilastirildiginda farkhliklar gézlendigi

saptanmigtir (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5. MHC-II pozitif hiicre sayilarinin gebeligin dénemlerine goére uterusun degisik
bolimlerindeki ve kontrol grubundaki ortalama degerleri arasindaki iliski

- . Grup 1 Grup 2 Grup 3 Kontrol
Uterus Bolumleri
(n) (n) (n) (n) P
. 1,62¢1,40@ | 236+2,48@ | 1,64+1,37® | 0,55+0,68 ©
Salpinks ’ * ’ ' ’ ' ’ ’ <0,05
P (5) (6) (10) @) P
1,54+1,21@ | 168+1,70@ | 3,8242.93® | 1,75¢1,61@
Apeks ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ <0,01
P (5) (5) 6) 4) P
Kornununorta | 3,63t3,06 @ | 3,26:2,75® | 4,50:3,77 @ | 3174220 |
balimi @) (5) (10) @) p=L
KOMDUS 162£1,90® | 477:470® | 504495 | 36:2,16® | o
P 6) (7) 6) 4) P=>.

Farkli harflerle gosterilen degerler (a, b) birbirinden istatistiksel olarak farklidir (p<0,01;
p<0,05).

Buna godre salpinksteki kesitlerde tim degdisik gebelik gunlerinde
hesaplanan MHC-II pozitif hicrelerin ortalama degerlerinin (Grup 1: 1,62,
Grup 2: 2,36, Grup 3: 1,64) kontrol grubundan (ge¢ metadstrus; 0,55)
istatistiksel yénden farkli oldugu (p<0,05) ortaya konmustur. Salpinkste MHC-
Il pozitif hiicre sayisi bakimindan kontrol grubunun gebe gruplara goére

belirgin dlgtide dusuk oldugu gézlenmistir (p<0,05).

Apeks bolgesinden dedisik gebelik donemlerinde alinan kesitlerde
gruplar arasindaki pozitif hicre sayisi Grup 3’te diger gruplardan farkh
bulunmustur (p<0,01). Grup 3’te (plasentasyon dénemi) MHC-II pozitif hiicre
ortalamasinin diger gruplara gére (Grup 1: 1,54; Grup 2: 1,68; Konrol: 0,55)
daha yUksek oldugunu (3,82) elde edilen veriler gostermistir (Cizelge 3.5).
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Kornunun orta bdliminden elde edilen dokularda sayilan MHC-II
pozitif hiicre sayilarinin ortalamasinin hem gebelik donemleri arasinda hem
de gebelik donemleri ve kontrol grubu arasinda istatistiksel yonden farkhliklar
gOstermedigi sonucuna varilmistir (p>0,05). Sayilan MHC-II pozitif hicre
sayisi bakimindan ortalama degerlerin ve bu ortalama degerlerin standart

sapmalarinin tum gruplar arasinda birbirine yakin oldugu gozlenmisgtir.

Korpus boélumianden alinan ve MHC-II pozitif hlicre sayilan dokularda
ise istatistiksel farklihgin (p<0,05) 1,62 ile en duslk hlcre sayisina sahip
embriyo grubundan (Grup 1) kaynaklandigi saptanmigtir. Gebe gruplar
arasinda ve Grup 1’in digindaki diger gebe gruplarla, kontrol grubu arasinda

da farkhlik olmadigi ortaya konmustur.

Regresyon analizinde apeks bdlgesinden alinan gebe dokulardaki
MHC-II pozitif hiicre sayisi artisi ve bu dokularin alindiklari ginler arasinda
onemli ve pozitif bir iligki oldugu ortaya konmustur (Grup 1: byx=5,94;
y=0,362+0,698Xx, r2=0,796, Grup 2: byx=10,83; y=0,362+0,698x, r2=0,796,
Grup 3: byx=14,32; y=0,362+0,698x, r2=0,796). Regresyon analizi ile yapilan
istatistiksel hesaplamalarda ayni onemli iligki korpus bdlgesinden alinan
dokulardaki hucre artisi ve bu dokularin alindigi gebelik gunleri arasinda da
bulunmustur (Grup 1: byx=3,98; y=0,198+0,473x, r’=0,809, Grup 2:
byx=7,29; y=0,198+0,473x, r’=0,809, Grup 3: byx=9,65; y=0,198+0,473x,
r?=0,809, Cizelge 3.6).

Cizelge 3.6. MHC-II pozitif hlicre sayilarinin uterusun degisik bolimlerinde gebelik glnlerine
gore artigi.

Uterus Grup 1 Grup 2 Grup 3
Bolumleri (n) (n) (n)
Apeks 1,54+1,21 1,68+1,70 3,82+2,93
5 5) (5) 6)
r~=0,796/byx
(y=0,362+0,698x) 5,94 10,83 14,32
Korpus 1,62+1,90 4,77+4,70 5,04+4,95
= (6) ) (6)
=0,809/byx 3,08 720 0.6

(y=0,198+0,473x)
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3.6. MHC-lI Pozitif Hiicre Sayilarinin Uterusun Degisik Bolimlerinden
Alinan Dokularin Degisik Gebelik Dénemleri Géz Oniinde

Bulundurularak Karsilastiriimasi

Gebelik dénemlerine goére karsilastiriimalari yapilan MHC-II pozitif hicre
sayisi ortalamalari, belirlendikleri gebelik donem gruplari géz 6onunde
bulundurularak doku bodliumleri arasinda da istatistiksel yonden
kargilasgtiriimistir (Cizelge 3.7). Bu karsilastirmada uterusta salpinksten
baglayarak korpus bdlimine kadar kesiti alinan dokularda karsilastirilan
MHC-II pozitif sayilan hucrelere iliskin elde edilen sonuglar su sekildedir:
Grup 1’de salpinks béliminde sayilan MHC-II pozitif hiicre ortalamasi 1,62

iken bu deger kornunun orta bélimuande 3,63 olarak bulunmustur (p<0.01).

Cizelge 3.7. MHC-II pozitif hiicre sayilarinin uterustan alinan dokular arasinda
karsilastiriimasi
Salpinks Apeks Kornunun orta Korpus implantasyon

Gruplar bolima boélgesi p
(n) (n) (n) (n) (n)

1,62+1,40 @ | 1,54+1,21® | 3,63:3,06 ® 1,62+1,90 @
Grup 1 - p<0,01
(5) (5) (7) (6)

2,36+2,48 @P[ 168+1,70 @ | 326+2,75@® | 477+4,70® 6,64+5,90
Grup 2 p<0,05
(6) (5) (5) (7) (6)

1,64+1,37 @ | 382+2,93™ | 459+377® | 5,0414,95®
Grup 3 - p<0,001
(10) (6) (10) (6)

0,55+0,68 @ | 1,75+1,61© | 3,17+2,29® | 3,60+2,16 ®
Kontrol - p<0,001
4) (4) 4) 4)

Satirlardaki farkli harfler istatistiksel yonden énemli bulunmustur (p<0,01;p<0,05)

istatistiksel inceleme sonucunda gebeligin 5-12. giinlerinde alinan
(Grup 1) kornu 6rneklerinin orta bélimUne ait ortalama deger (3,63) uterusun
diger doku bdlumlerine goére istatistiksel yonden 6nemlilik gdstermistir
(p<0,01). Grup 2'nin apeks ve korpus boélimlerinde sayilan hicrelerin
ortalama degerleri 1,68 ve 4,77 olarak saptanmis ve istatistiksel olarak
aralarinda fark belirlenmistir (p<0,05). Gebeligin 20-30. glnleri arasinda

alinan (Grup 3) salpinks kesitlerine ait ortalama deger (1,64) diger tim uterus
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doku boélimlerine gére (Apeks: 3,82; Kornunun orta bolimu: 4,59; Korpus:

5,04) istatistiksel ydonden farklihk goéstermistir (p<0,001).

Benzer sekilde kontrol grubuna ait salpinks ortalama degeri (0,55)
diger doku bolumlerine oranla istatistiksel yonden onemli olgude dusuk
bulunmustur (p<0,001). Kontrol grubunda kornunun apeks bdéliminde
sayllan MHC-II pozitif hlicreler hem salpinkste saptanan hicrelerin ortalama
degerinden, hem de uterusun diger bdlumlerinden alinan dokulardaki
hicrelerden istatistiksel yonden farkli bulunmustur (p<0,001). Apekste
ortalama degerin kontrol grubunda (1,75) diger uterus doku bdlimlerinden
yani kornunun orta bélimu (3,17) ve korpus (3,60) degerine gore istatistiksel

olarak 6nemli 6lgiide disuk oldugu bulunmustur (p<0,05).

Elde edilen sonug MHC-II pozitif hdcrelerin  uterusun degisik
boélumlerinden elde edilen dokular arasinda da ortalama degerler ele
alindiginda farkhhklar gosterdigini ortaya koymaktadir. Duguk hucre

sayilarinin 6zellikle salpinkste saptandidi ortaya konulmustur.

Elde edilen serum progesteron degerleri ile apeks, kornunun orta
boélimu ve korpus arasinda MHC-II pozitif hiicre sayilari bakimindan degisik
diizeyde negatif korelasyonlar saptanmistir (= -0,650 ve -0,947 arasinda).
Bu korelasyon kat sayilari yuksek olmakla birlikte, dnemli olmadigi (p>0,05)

istatistiksel hesaplamalar sonucu belirlenmistir (Cizelge 3.8).

Cizelge 3.8. Uterusun degisik bélumlerindeki MHC-II pozitif hiicre sayilarinin progesteron
degerleri ile korelasyonu

Bglti?rrrrleri Salpinks Apeks KorgglrE]L:]:uorta Korpus P4
Grup 1 162 1,54 3,63 1,62 58,98
Grup 2 2,36 1,68 3,26 4,77 38,32
Grup 3 1,64 3,82 4,59 5,04 23,91

K”ﬁ"'j‘;yon ; 10,829/0,377 | -0,605/0,586 | -0,947 /0,209 -
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3.7. MHC-ll Pozitif Hiicre Sayilarinin Plasental Boliimlere Ait Degisik

Uterus Katmanlarinda Karsilagtiriimasi

Uterusun plasental bolimlere ait kesitlerinde, MHC-II pozitif hiicre sayilarinin
ortalama degerleri kargilastirildiginda, katmanlardaki hicre sayisi
ortalamalarinin 1,90 ve 2,64 arasinda degistigi ve bu katmanlar (labirent,
bezsel odaciklar, konnektif doku, derin bezler, miyometriyum) arasindaki
MHC-II pozitif hlicre sayilari bakimindan hesaplanan farkhligin istatistiksel
yonden 6nemli olmadigini (p>0,05) ortaya konmustur. Elde edilen sonuglar
uterusun plasental bélimlere ait kesitlerinde MHC-II pozitif hlicre bakimindan

herhangi bir farklilik elde edilemedigini gostermistir (Cizelge 3.9).

Cizelge 3.9. Plasentanin degisik katmanlari arasinda MHC-I| pozitif hiicre sayilari

Labirent Bezsel Konnektif Derin Miyometriyum
Grup odaciklar doku bezler
(n=5) (n=13) (n=11) (n=10) (n=9)

Grup3 | 2,0¢1,52@ | 2,60+2,35@ | 2,64+2,48@ | 1,90+1,89® 2,40+2,34@

a: p>0,05
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4. TARTISMA

Gebeligin mekanizmasinin dizenlenmesinde hormonlar, immun hdcreler,
parakrin ve otokrin faktorlerin dengeli iliskisi maternal ve fotal bolimler
arasindaki uyumu saglarlar. MMP molekdllerinin insan embriyosunda pre
implantasyon donemde, maternal plasentada ve f6tal dokularin
gelismelerinde o6nemli rolinin oldugu ortaya konulmustur (Bischof ve
Campana, 2000).

Matriks metalloproteinaz-2 ve -9 rat uterusunda erken gebelik
doéneminde (Zhao ve ark., 2002), koyun ve kopek plasentasinda (Riley ve
ark., 2000), gebe ve gebe olmayan koépek serumunda (Schafer-Somi ve
ark., 2005) incelenmis, doku uyusum antijeni (major histocompatibility
complex, MHC) ise kisrak, koyun ve inek uterusunda (Antczak, 1992;
Fernandez ve ark., 1999; Choi ve ark., 2003) genis Ol¢ide calisiimistir.

Matriks metalloproteinazlarin (MMP) ve doku uyusum antijenlerinin
(MHC) embriyo ve maternal plasenta icin 6nemleri bilinmekle birlikte
(Fernandez ve ark., 1999; Huppertz ve ark., 1998) kdpekte erken ve geg

gebelik dénemlerindeki fonksiyonlari tam anlamiyla ortaya konulamamistir.

Bu calisma MMP-2, -9 ve MHC-|, -Il ile yapilan immunohistolojik ve
jelatin zimografik analizler sonucunda, bu molekullerin képek uterusunda
gebelik donemleri olan pre implantasyon, implantasyon ve plasentasyon
evrelerinde ne sekilde degisiklige ugradigi ve gebelidin taninmasinda

hangi 6nemlerinin oldugunun ortaya konulmasi amaciyla yapiimistir.

immunohistokimyasal boyama teknigi ile matriks
metalloproteinazlarin varliklari ortaya konulabilmektedir. Bu teknikte MMP-
2 ve MMP-9 miktarinin belirlenmesi mumkin olmamaktadir. Jelatin
zimografi teknigi ile aktif ve latent MMP degerlerinin 6lgimuanin

yapilabilece@i ortaya konulmustur (Riley ve ark., 2000; Goldman ve ark.,
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2003). immunohistokimyasal boyama yéntemiyle endotel hiicrelerinin
kullanilan antikorlara karsi MHC-II pozitif boya aldiklari da saptanmistir.
MHC’nin  immunohistokimyasal yodntemle yapilan boyamlar sonucu
aktivitesi ortaya konulabilmis, doku katmanlari arasinda boyamaya bagl
farkliliklar gdézlenmis ve genis doku kesitlerinin de boyandigi saptanmistir
(Ramsoondar ve ark., 1999; Déhring, 2004).

Bu doktora galismasinda immunohistokimyasal yontemle yapilan
boyamalar sonucu uterusun degisik bdlimlerinde ve oviduktun
katmanlarinda MMP-2 ve MMP-9 aktivitesi ortaya konabilmigstir. Aktif ve
latent MMP-2 ve MMP-9 miktarinin jelatin zimografi teknigi uygulanarak
elde edilen bant goéruntulerin bilgisayar ortamina aktarilmasiyla anlamli

matematiksel verilere donusturulebilecegi saptanmistir.

MHC-I ve MHC-II molekulleri de uterusun degisik katmanlarinda
immunohistokimyasal yontemle belirlenmis ve Dohring’ in (2004) belirttigi

sekilde 151k mikroskobu altinda (40x10) sayilmistir.

Bu ¢calismada gebe ve gebe olmayan kopeklerde MMP-2 ve MMP-9
aktivitelerine bakilmasi amaciyla alinan uterus dokularinda ve uterusun
diger bélumlerinde de MMP-2 ve MMP-9 aktivitesine rastlanmigtir. Hem
gebe hem de gebe olmayan kdpeklerden alinan doku kesitlerinde kan
damarlarinda, duz kas hdcrelerinde MMP-2 ve MMP-9 aktivitesinin varligi

yapilan immunohistolojik boyamalar sonucunda ortaya konulmustur.

Chu ve ark. (2002), MMP-2'nin latent ve aktif formlarini ve MMP-
2'nin latent formunu kdpeklerin endometriyumunda ortaya koymuslardir.
immunohistokimyasal boyama yéntemi ile korionik epitel ve marjinal
hematom bdlgesinde MMP-1, -2, -7, -10 ve -14’U ve plasental labirentin
sinsityotrofoblastlarinda MMP-2, -10 ve -23 aktivitelerinin varligini

saptanmis. MMP-2’nin uterusun subepitel stromasinda implantasyondan
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hemen 6nce salindigi ortaya konulmustur (Alexander ve ark., 1996; Das
ve ark., 1999).

Gebe uterusta MMP-2 pozitif boya alan interplasental alanlarin
saptanmasi, plasental labirent bolimde pozitif MMP-2 reaksiyonunun fétal
kapillar damarlarin endotel katmaninda goérilmesi s6z konusu yayinlari
desteklemektedir. Ayrica Riley ve ark. (2000)’in bulgularina paralel olarak
MMP-2 ve MMP-Qun plasenta ve interkotiledonar bdlgede saptandigi

ortaya konulmustur.

Yapilan calismada, immunohistokimyasal boyamalar, plasental
birlesme bolimunde bulunan hicrelerin ve marjinal hematom boélgesindeki
trofoblast hiicre katmanindaki tim hicrelerin MMP-2 pozitif reaksiyon
verdiklerini g&stermistir. insan embriyosunda MMP-2'nin inaktif ekstra
villdz trofoblastlarda bulunmasi buna karsilik primatlarda trofoblastlarin
tim hdcrelerinde saptanmasi elde edilen bulgulari desteklemektedir
(Fernandez ve ark., 1992; Huppertz ve ark., 1998).

Yapilan degisik calismalar sonucunda desidual hucrelerde
jelatinolitik aktivitede MMP-2’nin hem aktif hem de latent formu zimografik
yontemle ortaya konmus ayrica MMP-2'nin latent ve aktif ve formlari ve
MMP-Qun da Ilatent formu tim kopeklerin endometriyumunda
belirlenebilmistir (Goldman ve ark., 2003; Chu ve ark., 2002). S6z konusu
calismalara paralel olarak elde edilen sonucglar gebe ve gebe olmayan
kopeklerden alinan uterus ve ovidukt dokularinda yodun diuzeyde MMP-2

ve MMP-9 aktivitesi oldugunu gostermistir.

Jelatin zimografi analizlerinin kdpeklerden alinan uterus dokularinda
yapildigi bu ¢alismada aktif formdaki MMP-2 ve MMP-9 bantlarinin, latent
MMP-2 ve MMP-9 bantlarina gére olduk¢a disuk miktarda oldugu ortaya
konulmustur. Ayni dogrultuda kedilerin ileri gebelik déneminde (40-60.

gunler) MMP aktivitesi jelatin zimografi yontemiyle sadece plasental
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labirent bolgesinde arastirilmig ve disik dizeyde aktif MMP-2 ve MMP-9
varligi ortaya konulmustur (Walter ve Schonkypl, 2006). Aktif MMP
dizeyindeki artisin plasentomlarda matriks yikiminda bir artisin sonucu
oldugunun bulunmus olmasi (Chu ve ark., 2002) aktif MMP dlzeyindeki
azalmanin da matriks yapimindaki artigla ilgili bir stre¢ oldugunu
dusundurmektedir. Elde edilen bulgularin kopeklerin  30-40. gebelik
gunlerinde var olan plasental labirent bdlgesinde énemli miktarda yuksek
aktif MMP-2 (% 20,1) ve MMP-9 (% 33,9) varligini gostermesi, bu

donemde 6nemli bir matriks yikiminin varligina isaret etmektedir.

Gebelik doéneminde ylzeysel endometriyumun yikimlanmasina
bagli olarak, bag dokunun maternal bolumuyle ilgili herhangi bir yapiya
rastlanmamasi ve maternal dénemde endotelde hipertrofilerin olusmaya
baglamasi (Zietzschmann ve Krdlling, 1955, Stoffel ve ark., 1998)
kopeklerde MMP-2 ve MMP-9 jelatinolitik aktivitenin doku hasarinda bir
indikator oldugunu disundurmektedir (Coughlan ve ark., 1998). Gebeligin
5-12. gunlerinde ve post implantasyon donemde  uterus
endometriyumundaki ve miyometriyumundaki MMP-2 aktivitesinin, gebe
olmayan kopeklere gore daha yuksek bulunmasi, gebelik doneminde
olusan s6z konusu doku yikimlanmalari ve MMP-2 aktivitesinin artigi

arasindaki iliskiyi ortaya koymaktadir.

Ekstravilloz trofoblast ve endotel hicreler tarafindan gebeligin ilk
Ucte birlik doneminde yiksek dizeyde MMP-2 eksprese edilmesi
(Matrisian, 1990; Ennis ve Matrisian, 1994) ve MMP-2'nin trofoblastin
desidual endometriyuma invazyonu ayrica damar yenilenmesi ve
anjiyogenezis durumlarinda primer duzenleyici oldugunun belirlenmesi
(Welgus, 1991; Ray ve Stetler-Stevenson, 1994) kdpeklerdeki embriyo ve
post implantasyon doénemde degisik uterus katmanlarindaki MMP-2

artisinin gebe olmayanlara gore yuksek olmasini agiklamaktadir.



67

Zimografik yontemle elde edilen MMP-2 verilerinin ortalama
degerleri bakimindan ise ne ilerleyen gebelik donemleri arasinda ne de
gebelik dénemleri ve kontrol grubu arasinda bu galismada istatistiksel

yonden farklilik (p>0,05) gbzlenebilmistir.

Aktif MMP-9 sonugclari bakimindan ise pre implantasyon (3,59) ve
plasentasyon (11,91) donemleri arasinda dnemli dizeyde (p<0.01) farklilk
oldugu ortaya konmustur. Ayni sekilde aktif MMP-9 miktarinin tdm MMP-9
miktarina gore oranlarin belirlendigi durumda da, hem 30-45. gebelik
gunlerinde plasental labirent bdlgede diger gebelik gunlerine gére, hem de
miyometriyumda tim gebelik donemleri ile gebe olmayan gruba goére
MMP-9 aktivitesinin istatistiksel yonden onemli Olglide yuksek oldugu
saptanmigtir (p<0,05). Pre implantasyon ve implantasyon periyodunda
gebe kopeklerdeki serum MMP-2 ve MMP-9 aktivitesinin gebe olmayan
kopeklere gore onemli dlgude yuksek bulundugu bir galismada, testin
geligtiriimesiyle, s6z konusu dénemlerde MMP-2 ve MMP-9 degerlerine
bakarak gebelik teshisine gidilebilecedi sonucuna varilmistir (Schafer-
Somi ve ark., 2005). Rodentlerde de (Curry ve Osteen, 2003) MMP-2 ve
MMP-9 duzeyleri ve gebelik glnlerine gére farkliliklari MMP’lerin

implantasyon agisindan kritik Gneme sahip oldugunu ortaya koymustur.

Bu c¢alismada aktif ve latent MMP-9 duzeylerinin embriyo
déneminde (5-12. gun) dusuik oldugu ve ilerleyen gebelik strecinde énemli

Olgude artis gosterdigi gozlenmisgtir.

Latent MMP-9 dizeyinin ise pre implantasyon grubunda 5,47 ile
kontrol grubuna gore (9,67) daha dusuk (p<0,02) diizeyde oldugu ortaya
konulmustur. Grup 1 (5,47) ve Grup 3 (16,73) arasindaki artig istatistiksel
yonden 6nemli bulunmustur (p<0,02). Aktif MMP-9'da Grup 1’de ortalama
deger 3,59 iken Grup 3'te 11,91°e yukseldigi (p<0,01) saptanmistir.
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Maymunlarda (Macca mulatta) yapilan bir galismada (Wang ve ark.,
2001) gebeligin 12. guninde MMP-2 mRNA’si endometriyumun luminal
epitelyuma komsu desidual hulcrelerinde saptanirken, gebeligin 26.
guninde plasental villlerde MMP-2 mRNA’si icin herhangi bir sinyal
belirlenememistir. MMP-2’'nin ekspresyonu MMP-9’dan belirgin olarak
farklidir. MMP-2 mRNA’sI embriyonik ya da ekstra embriyonik dokularda
bulunamamistir ve pozitif reaksiyon desidualize olan bdlgenin disinda
uterus mukozasinin stromal hucrelerinde gézlenmistir. MMP-9 ise luminal
ve glanduler epitelyumda ve hicrelerin apikal ylzeylerine dogru ilerleyen
bicimde saptanmis ve uterus lumeninde salindigi ortaya konmustur
(Salamonsen, 1999). Benzer esansiyel proteaz inhibitérlerin tim tirlerde
implantasyonla iliskili olmasina karsin invazyonun yayginhgi farklilik
gOstermektedir. Bu yayinlara dayanarak elde edilen bulgular
dogrultusunda, tim MMP-2 miktarinin aktif MMP miktarina orani g6z
onlnde bulunduruldugunda gebeligin degisik ddénemlerinde ve gebe
olmayan kopekler arasinda dnemli farkhliklarin gézlenmesi, buna karsilk
dogrudan yapilan zimografik élcimlerde bu farkhliklarin olmamasinin s6z
konusu MMP-2 ve MMP-9 arasindaki ekspresyon farkliligina bagh oldugu

dusunulebilir.

MMP-9 aktivitesi bakimindan ise aktif MMP-9 ve total MMP-9
oranlarinin ve dogrudan elde edilen zimografik sonuglarin hem gebeligin
degisik donemleri hem de gebe ve gebe olmayanlar arasinda 6nemli
farkhliklari yansitabilmesi, invazyonun yayginligindaki degisiklige bagli
olarak gelisen MMP-2 ve MMP-9 arasindaki ekspresyon farklihgini ortaya
koymaktadir.

Gebelik donemleri gbéz 6nunde bulunduruldugunda, aktif ve latent
MMP-2, MMP-9 ve progesteron arasindaki iligski bakimindan aktif ve latent
form ile progesteron arasinda negatif bir korelasyon oldugu ve 6zellikle

latent formdaki MMP-2 ve MMP-9 aktivitesi ve progesteron arasindaki
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negatif korelasyonun (r?= -0,999; -1,000) énemli oldugu (p<0,05; p<0,03)

ortaya konulmustur.

Progesteron ve MMP-2, -9 arasindaki korelasyon bakimindan farkli
sonuglar elde edilmistir. insanlarda yapilan bir ¢alismada (Goldman ve
Shalev, 2006), ge¢ dénem trofoblastik hiicrelerin progesteron ile islemden
gecirilmesi sonucu ters bir etki mekanizmasinin varligi ortaya konmus,
yani progesteronun MMP ekspresyonu ve hucre invazyonu uzerinde
inhibe edici bir roli oldugu ortaya konurken, yine Hashizume ve ark.,
(2003)’nin insanlarda yaptiklari calisma hem yuksek 6strojen hem de
yuksek progesteron dizeylerinin MMP-2 dretimini stimlle ederken, dusuk
progesteronun MMP-2 (iretimini inhibe ettigini géstermistir. insanlarda
yapilan g¢alismalar (Arthur, 1994; Duncan, 2000), progesteron eksikliginde

MMP-2 Gretiminde artigin olacagi dogrultusundadir.

Képek serumlarinda MMP-2 ve MMP-9 degerlerinin gebeligin
degisik donemlerinde saptanmasindan sonra, ayni ddbnemde alinan serum
progesteron dederleriyle yapilan karsilagtirmalar MMP-2, MMP-9 serum
degerleriyle steroid hormonlar arasinda pozitif bir korelasyon (0,667:
p<0,05) oldugunu goéstermistir (Schafer-Somi ve ark., 2005). Sunulan
doktora calismasinda ise MMP-2 ve MMP-9 degerlerinin zimografik
yontemle uterus dokularindan elde edilmesi ve bu degerlerin serum
progesteron degerleriyle Kkarsilastirlmasi sonucu hesaplanan yuksek
negatif korelasyon sonuglari, Chu ve ark. (2002)nin kopek
endometriyumunda MMP-2 ve MMP-9un aktif ve latent formlarini
saptadiktan sonra, plazma progesteron duzeyindeki dugsus ile MMP
aktivitesinde artis arasindaki iligkiyi ortaya koydugu c¢alismayi
desteklemektedir. Serum progesteron ve dokulardaki MMP Uretimi
arasindaki bu negatif iligkinin mekanizmasi tam anlamiyla ortaya
konulmamistir (Arthur, 1994; Duncan, 2000).
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ineklerde erken gebelik déneminde (34-63. giinler) trofoblastlarda
yaygin MHC-| ekspresyonu belirlenmigtir (Hill ve ark., 2002). MHC-II
antijenlerinin ise insan trofoblast hicre populasyonunda saptanamayacagi
(Redman, 1983) ortaya konmustur. Farelerde yapilan bir galismada ise
(Mattsson ve ark., 1992) MHC-II ekspresyonunun ¢ok az oldugu, trofoblast
labirentlerinde ve dev trofoblast hicrelerinde MHC-I ve MHC-II
ekspresyonunun yetersiz oldugu bildirilmigtir. Bu doktora ¢alismasinda da
s6z konusu yayinlarda bildirildigi gibi MHC-II'nin trofoblastlarda

belirlenemedigi buna karsilik MHC-I'in belirlendigi saptanmigtir.

Domuzlardan elde edilen uterus kornusu kesitlerinde yuzey epitel,
glandiler epitel, subepitel katmanlarda MHC-II hicreleri saptanmistir
(Kaeoket ve ark., 2003). Ayrica MHC-II'nin dendritik hlcreler, makrofajlar,
lenfosit ve endotel hucrelerinde uretildigine iliskin de bilgi verilmigtir
(Dohring, 2004). Ayni sekilde bu calismada da MHC-II’'nin trofoblastlarda
saptanamadigi buna karsilik B-lenfositlerinde, dendritik hicrelerde,
endotel hicrelerinde ve bazi aktif T-lenfositlerinde belirlenebildigi ortaya

konmustur.

Genel olarak MHC-II aktivitesinin saptandigi hcreler, dendritik
hicreler, makrofajlar, lenfositler ve endotel hicreleri olarak tanimlanmigtir
(Lunney ve Pescovitz, 1987). Dendritik hlcreler ve makrofajlar arasinda
Istk mikroskobu altinda, immunohistokimyasal boyama sonrasi ayirim
yapilmak mumkuin olmadigindan tim bu hicreler MHC-II pozitif hicreler
olarak sayilmislardir. MHC-II pozitif hiicreler arasinda ayrima gidilmeden
(Kaeoket ve ark., 2003; Dohring, 2004) yapilan hesaplamalarin gebelik

doénemleri arasindaki farkhligi ortaya koyabilecegi belirtiimistir.

Salpinkste sayilan MHC-II pozitif hicreler grup 1, grup 2 ve grup
3’te sirasiyla 1,62, 2,36 ve 1,64 ile kontrol grubundan (0,55) énemli élgiude
(p<0,05) yuksek bulunmustur. Apeks ve korpus bolimlerinde ise MHC-II

pozitif hlcre ortalamalari bakimindan gebelik donemleri arasinda
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farkliliklar oldugu gézlenmigtir. Regresyon analizinde grup 1, grup 2, grup
3'te artan gebelik ginleri ile apeks (r’=0,796/byx) ve korpusta
(r’=0,809/byx) sayilan MHC-II pozitif hiicreler arasinda énemli ve pozitif bir
iliskinin olmasi da MHC-II pozitif hiicre ortalama degerlerinin ilerleyen

gebelik donemlerinde artig gosterdigini ortaya koymaktadir.

Domuzda yapilan tohumlamadan sonra, tohumlamanin yapildigi
uterusun utero-tubal bolimd ile tohumlamanin yapilmadigr bdlim
karsilastirildiginda, MHC-II pozitif hdcrelerinin tohumlamanin yapildigi
uterus boliminde 6nemli Olglide yuksek oldugu saptanmistir (Dohring,
2004). Kaeoket ve ark. (2003)'nin yaptigi bir calismada 6zellikle uterusun
subepitel katmaninda, ovulasyon sonrasi 70. saatte MHC-II pozitif hiicre
sayisi 4,910,1 olarak bulunurken, gebeligin 19. gununde pozitif hicre

sayisinin 7,3+1,3 degerine yukseldigi saptanmistir.

Erken gebelik doneminde MHC-II degerlerinin disuk olmasi, bu
dénemde embriyonun immun yanitin baskilanmasina neden olan faktoérler
icerdigi, buna Kkarsilik ilerleyen gebelik dénemlerinde MHC-II pozitif
hicrelerindeki artisin trofoblast hicrelerinin tutunabilmesi ve gebeligin
devami agisindan 6nemli oldugu belirtiimigtir (Croy ve ark., 1987; King,
1988). Bu doktora galismasinda, embriyo déneminde (grup 1) salpinkste
1,62, apeks 1,54 ve korpusta 1,62 MHC-II pozitif hicre ortalama
degerlerinin bulunmasi ilerleyen gebelik donemlerinde ise bu dederlerin
artis gostermesi, yazarlarin elde ettikleri sonuclari desteklemektedir.
Ayrica bu calismada gebeligin dedisik asamalari (pre implantasyon,
implantasyon ve plasentasyon) karsilastirildigindan, yapilan istatistiksel
hesaplamalar bu dokulardaki gebelik zamanina gére olusan MHC-II pozitif

hicre artisini agik bir sekilde géstermektedir.

Siklik korpus luteumun, korpus luteum graviditatise doénlsumi
sirasinda LH hormonunun ylkselmesiyle birlikte, immun sistemi

dizenleyen hicrelerin sayisindaki azalmayla birlikte MHC-II pozitif
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hicrelerinde de sayica bir duslstin meydana geldigi (Pate, 1995) ve bu
donisim tamamlandiktan sonra MHC-II pozitif hudcrelerinde artisin
goéruldigu saptanmistir (Henhke ve ark., 1994; Bukovsky ve ark., 1995).
Bu doktora calismasinda embriyonik dénemde MHC-II pozitif hicreleri
bakimindan elde edilen duguk ortalama degerler ve ilerleyen gebelik
gunlerinde ortalama degerlerde olusan istatistiksel yonden 6nemli artiglar,
bu yazarlarin embriyodaki faktorlere bagl olarak immunolojik defans
sonucu pre implantasyon donemde MHC-II pozitif hlicrelerinde digsme ve
ilerleyen gebelik donemlerinde ise olusan immunolojik dengeye bagl
olarak 6nemli ylUkselmelerin oldugunu ortaya koyan vyayinlarini

desteklemektedir.

En dusuk MHC-II pozitif hicre sayisi tim gruplarda salpinkste
saptanmigtir ve degerler 0,55 ile 2,36 arasinda bulunmustur. Kornunun
orta bolumu, korpus ve grup 2’de implantasyon bdlgesinde, yani salpinks
ve apeksten ilerideki uterus bdlimlerinde MHC-II pozitif hiicre sayisinda
onemli dlclde bir artis oldugu ortaya konulmustur. Plasental bélime ait
degisik uterus katmanlari arasinda MHC-II pozitif hiicre sayisi bakimindan

herhangi bir farkllik olmadigi bulunmustur.

Vagnoni ve ark. (1996), MHC ekspresyonlarinin uterusun degisik
bélumlerinde duzenlenebilecegdini ortaya koymuslardir. Ayrica yuzey epitel
ve subepitel tabakalarda MHC-II eksprese eden hicrelerin sayisindaki
artisin, bu bdlimlerde ovulasyondan 70 saat sonra tohumlamaya karsi
immun yanita bagh olustugunun saptanmasi sonucuna dayanarak
(Kaeoket ve ark., 2002), MHC-II pozitif hiicrelerinin kornunun orta bolimd,
korpus ve implantasyon bdlgesinde fazla olmasinin uterusun belirli
bdlgelerinde yavrunun gelisimine kargi daha ylksek yersel immun yanit
alindigi bu doktora ¢aligmasinda elde edilen sonuglara bakilarak

sdylenebilir.
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Aktive olmus T-lenfositlerinin IFNy ve TNF-a Ureterek Iluteal
hicrelerde MHC-I ve MHC-II ekspresyonunu arttirdiklari, buna karsilik
progesteron uretimini baskiladiklari bulunmustur (Fairchild ve Pate, 1989;
Benyo ve Pate, 1992). Elde edilen MHC-II pozitif hicre sayilari ile
progesteron arasinda negatif korelasyon bulgulari bu yazarlarin

sonugclarini desteklemektedir.

MMP-2 ve MMP-9 aktivitelerinin, MHC-I ve MHC-II pozitif hicre
sayllarinin kopekte embriyonik donem ve diger gebelik donemleri arasinda
onemli dizeyde farkhliklar géstermeleri ve farkhliklarin gebe ve gebe
olmayan koépekler arasinda da saptanmasi, bu faktorlerin pratik uygulama
amacilyla gelistirilecek yeni laboratuar teknikleri ile kdpekte erken gebeligin

taninmasinda dnemli rol oynayabilecekleri sonucunu dogurmaktadir.
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5. SONUG VE ONERILER

Calismada elde edilen veriler degerlendirildiginde, asagidaki sonuglar elde

edilmistir.

1. Aktif MMP-2 ve MMP-9un tim MMP-2 ve MMP-9 miktarina
oranlandigi durumda gebeligin embriyonik ve post implantasyon
doneminde hem endometriyum hem de miyometriyumda bu
molekullerin miktarinin, gebe olmayan kopeklere oranla dnemli
dizeyde (p<0,05) ylksek oldugu saptanmistir.

2. Zimografik yontemle elde edilen veriler, aktif MMP-9 aktivitesinin
gebeligin cesitli donemlerinde farkliliklar gésterdigini ortaya koymustur
(p<0,01). Ozellikle embriyonik dénem (Grup 1) ile kontrol grubu
arasinda o6nemli duzeyde farkhlik oldugu (p<0,01) sonucuna
variimigtir.

3. Elde edilen sonuglar latent MMP-2 ve MMP-9 aktivitesi ile serum
progesteron degerleri arasinda negatif korelasyonun varhgini (-1,000
ve -0,999) ve bu korelasyon degerinin 6énemli (p<0,05 ve p<0,03)
oldugunu gdstermisgtir.

4. Uterusun degisik bélimlerinden alinan (salpinks, apeks, kornunun orta
bélimu ve korpus) dokularda, MHC-II pozitif hiicre sayisi bakimindan,
bu dokularin alindigi hem gebeligin farkli donemleri arasinda hem de
kontrol grubuyla gebelik donemleri Kkarsilastirildiginda, onemli
farkhliklar oldugu saptanmistir.

5. MHC-II pozitif hlcrelerin uterusun salpinks, apeks, kornunun orta
bélimu, korpus gibi degisik boéliumlerinden elde edilen dokular
arasinda da ortalama degerler agisindan farkliliklar gosterdigi ortaya
konmustur.

6. Regresyon analizi gebe kopeklerin apeks ve korpus bdlgesinden

alinan dokulardaki MHC-II pozitif hiicre sayisi artisi ile bu dokularin
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alindiklari  giinler arasinda 6nemli  diizeyde (r°=0,796/byx;
r’=0,809/byx) pozitif bir iliski oldugunu gostermistir.

. Gebeligin degisik donemlerinde ve gebe olmayan kdpeklerde doku
dizeyinde aktivite ve sayisal deger olarak bu parametrelerin (MMP-2,
MMP-9, MHC-I, MHC-Il) incelenmesi sonucunda, elde edilen
verilerden yola cikilarak, degisik pratik uygulanabilecek testlerin
geligtirilebilecedi ve ileride kdpekte erken gebelik déneminin bir dizi
calisma sonucu bu testlere dayanarak belirlenebilecedi kanisina

varilmistir.
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OZET

Kopeklerin Erken Gebelik Doneminde Matriks Metalloproteinazlarin
ve Doku Uyusum Antijenlerinin Uterus ve Plasentada Belirlenmesi

Bu calismada MMP-2, MMP-9 ve MHC-I, Il molekullerinin uterus dokusunun degisik
bolimlerinde, gebeligin degisik donemlerindeki miktarlari ve aktiviteleri arastirildi.

Calisma materyalini toplam 36 disi kdpek olusturdu. Képeklerin gebelik donemlerine
gore, pre implantasyon dénem (Grup 1, n=11), implantasyon dénem (Grup 2, n=9),
plasentasyon dénemde (Grup 3, n=9) ovariohisterektomi operasyonlari yapilarak uterus
dokulari alindi. Metadstrustaki 4 kdpege ait uterus dokulari da kontrol grubunu (Grup 4)
olusturdu. MMP aktivitelerinin ortaya konuldugu analizlerde bu gruplara ek olarak plasental
labirent grubu (Grup 5, n=3) olusturuldu. MMP-2, MMP-9 ve MHC-I, MHC-II'nin dokularda
belirlenmesi amaciyla immunohistokimyasal boyamalar, MMP aktivitelerinin belirlenmesi i¢in
de jelatin zimografi teknigi kullanildi. Sayisal veriler zimografi jel gérintulerinin bilgisayara
aktariimasiyla elde edildi. MHC-II pozitif hiicreler 1sik mikroskobu altinda sayildi.

MMP-2 aktivitesinin endometriyum ve miyometriyumda gebe olmayan kopeklere
oranla istatistiksel yoénden ylksek oldugu saptandi. Pre implantasyon (%23,2) ve plasental
gruplara (%33,3) ait MMP-9 aktivitesi, implantasyon (%8,1) ve post implantasyon (%13,2)
gruptan ve kontrol grubundan (%11,8) énemli diizeyde farkli bulundu (p<0,05). MHC-II pozitif
hicrelerin ortalama degerlerinin, salpinksteki kesitlerde (grup1, 1,62; grup 2, 2,36; grup 3,
1,64) kontrol grubundan (0,55) istatistiksel yonden 6nemli él¢tide farkli oldugu ortaya kondu
(p<0,05). Regresyon analizi ile yapilan istatistiksel hesaplamalar, apeks ve korpus
bolgesinden alinan dokularda gebelik dénemleri ile (Grup 1, Grup 2, Grup 3) bu g[’mlere gore
MHC-II pozitif hiucre artigi arasinda 6énemli pozitif bir iliski oldugunu (r“=0,796/byx;
r2=0,809/byx) gOsterdi. MMP-2, MMP-9 ve progesteron degerleri arasinda yliksek dizeyde (-
0,988; -0,854) ve 6nemli derecede (p<0,03; p<0,05) negatif bir korelasyon oldugu bulundu.

Sonug olarak MMP-2, MMP-9 aktivitelerinin ve MHC-I, MHC-Il pozitif hicre
sayilarinin kdpekte embriyonik donem ve diger gebelik donemleri arasinda énemli diizeyde
farkli oldugu ve bu farkliigin gebe ve gebe olmayan képekler arasinda da bulundugu ortaya
konuldu.

Anahtar Sozciikler: Disi kopek, erken gebelik, immunohistokimya, MHC-I, 1l, MMP-2, 9
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SUMMARY

The Uterine and Placental Expression of Matrix Metalloproteinases and
Major Histocompatibility Complex During Early Canine Pregnhancy

In the present study, the amounts and activities of MMP-2, MMP-9 and MHC-I, Il molecules
were investigated in different uterus sites at different pregnancy stages.

The material of the study included 36 bitches. Uterine tissues were removed
according to pregnancy stages at preimplantation stage (Group 1, n=11), implantation stage
(Group 2, n=9), placentation stage (Group 3, n=9). Moreover, uterus of 4 bitches in
metoestrus stages constitute control group. Additionally placental labyrinth group (Group 5,
n=3) was formed for MMP activity analysis. Immunohistochemical staining was used to
determine MMP-2, MMP-9 and MHC-I, MHC-II in tissue samples, gelatine zymography
technic was used to determine MMP activities. Numeric data was obtained from transferring
zymography gel images to computer. MHC-II positive cells were counted under a stereo
microscope.

MMP-2 activity in endometrium and myometrium in comparison with nonpregnant
animals was found statistically important. MMP-9 activities of preimplantation (23.2%) and
placental groups (33.3%) were found different than implantation (8.1%), postimplantation
(13.2%) and control groups (11.8%) (p<0.05). Average numbers of MHC-II positive cells in
salpix sites (groupl, 1.62; group 2, 2.36; group 3, 1.64) were found different than control
group (0.55) (p<0.05). Regression analyses showed a positive relation between pregnancy
stages (Group 1, Group 2, Group 3) and enhancement of MHC-II positive cell number in
apex and corpus sites of uterus (r’=0.796/byx; r’=0.809/byx). High significant (p<0.03;
p<0.05) negative correlation (-0.988; -0.854) was found between MMP-2, MMP-9 and
progesterone levels.

In conclusion, MMP-2, MMP-9 activities and MHC-I, MHC-II positive cell numbers in

embryonic stages and other pregnancy stages were found different. Moreover these
differences were found between pregnant and nonpregnant bitches.

Key Words: Bitch, early pregnancy, immunohistochemistry, MHC-I, Il, MMP-2, 9
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