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ii. ONSOZ

Kisraklarda siklus ve erken gebelikte intrauterin mekanizmalar1 diizenleyen
ovaryum, uterus veya embriyo kaynakli molekiillerin (hormon, protein, vs.) bir kisminin,
salgilanma donemleri ve miktarlar1 arastirilmistir. Fakat; bu molekiilerin luteolizisin
olusumu, gebeligin sekillenmesi ve embriyonun yasaminin devam ettirilmesinde nasil
etkili oldugu ve hangi mekanizmalarin nasil uyarildig1 veya baskilandigi heniiz tam
anlami ile anlasilamamistir. Ayrica kisraklarda ozelikle gebeligin maternal kabuliinde
rol oynayan molekiil veya molekiiller glinlimiizde halen bilinmemektedir. Diger tiirlerde
bugiline kadar yapilan ¢aligmalar gebeligin sekillenmesi ve embriyonun uterusta varligini
devam ettirebilmesi i¢in gerekli mekanizmalarin maternal ve/veya embriyonal faktorler
tarafindan diizenlendigi ortaya konmustur. Kisraklarda erken gebelik doneminde
salgilanan molekiillerin ¢esitli sinyal iletim sistemlerini devreye koyarak gebeligin
sekillenmesini ve devamini sagladigi sanilmaktadir. Gebelikteki bu mekanizmalarin
devreye girmesi ile embriyonun beslenmesi, bliyiiyilip gelismesinin saglanmasi, immun
sisteminin ve luteolizisin baskilanmasi uyarilmaktadir. Bu mekanizmalar igerisinde bir
biiylime faktorii olarak gérev yapan Wnt (Wingless Type) gen ailesi ve buna bagli hiicre
ici sinyal iletim sisteminin basta insan, fare ve ruminant olmak lizere birgok degisik
tiirde reproduktif olaylarda etkili oldugu gosterilmistir. Fakat kisraklarda Wnt gen ailesi
heniiz tanimlanmamistir. Sunulan bu ¢alismada Wnt gen ailesinin siklik ve erken gebe
kisrak endometriumda mRNA diizeyinde belirlenmesi, bahsedilen donemlerde bu

genlerin ekspresyon diizeylerinin karakterize edilmesi amaglanmistir.
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destek gordiigiim S.U. Ziraat Fakiiltesi Zootekni Anabilim Dali Ogretim Uyesi Yard.

Dog. Dr. Seyit Ali KAYIS’a, Real-Time PZR sistemini kullandigimiz Afyon Kocatepe

v
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1. GIRIS

1.1. Kisraklarda Ostrus Siklusu

Kisraklar mevsime bagli polidstrik hayvanlar olup iilkemizin de iginde
bulundugu kuzey yarim kiirede Nisan-Eyliil aylar1 arasinda, gebe degillerse, diizenli
ostrus sikluslar1 gosterirler. Ostrus siklusunun dénemleri ovaryumlardan ve uterustan
salgilanan hormonlar tarafindan kontrol edilir. Ostrus siklusu, éstrojen hormonun etkisi
altinda oldugu follikiiler donem ve progesteron hormonun etkisi altinda oldugu luteal
donem seklinde ikiye ayrilabilir. Ovulasyon follikiiler donem igerisinde olugur. Genelde
Ostrus siklusunun follikiiler donemi mevsimin de etkisi ile 2—11 giin arasinda degisiklik
gostersede luteal donemin siiresi saglikli kisraklarda daha sabittir (14—15 giin). Bununla
beraber kisraklar arasinda bireysel fakliliklarin olabilecegi ve buna bagli olarak siklus
siirelerinin degiskenlik gosterebilecegi unutulmamalidir. Bu siire aymi kisrak igin
birbirini izleyen iki siklusta bile degisken olabilmektedir. Bu nedenle genelde
kisraklarda iki ovulasyon arasindaki stire bir siklus siiresi olarak kabul edilir ve bu siire
21-22 giindiir (Sekil 1.1., Deals ve Hugles 1993, Johnson ve Becker 1993, Blanchard ve
ark 1998).

Progesteron PGF2 alfa

Ostrus Dénemi Digstrus Danemi

Sekil 1.1 Kisraklarda bir 6strus siklusu boyunca dstrojen, progesteron ve PGF,, nin
salgilanma profili ( Alinmstir; Allen ve Antzank 2000)



1.2. Kisraklarda Endometriumun Hiicre Yapisi

Endometrium siklik kisraklarda luteolizisi baglatan PGF,, nin salgilandigi, gebe
kisraklarda ise embriyonun igerisinde biiyiiyiip gelistigi en onemli kisimdir (Sekil 1.2.).
Sezona, 0strusun donemlerine ve gebelige bagli olarak endometriumun hiicre yapisi ve

karakteri degisiklik gosterir (Doig ve Waelchli 1993).

Ostrus esnasinda luminal ve glandular epiteller kollumnar veya uzun kollumnar
bir yapidadirlar. Epitelin altindaki kapillerlerde c¢ok c¢ekirdekli 16kositler gozlenir.
Lamina propria bu dénemde olduk¢a 6demli olup uzamis epitel hiicrelerinden dolay1
glandular dallanmalar kesit ylizeyinde oldukga biiyiik goriiliir, ayrica glandulalar diizdiir
ve yumaklanmamistir. Didstrus doneminde ise glandular epitel hiicreler kollumnar ile
kiibik bir yap1 arasindadir. Glandulalarin kesit ylizeyine yansiyan dallanmalari ise
yumaklanmigtir. Bu goriinim dizilmis inci tanelerine benzetilmektedir (Doig ve

Waelchli 1993).

Luminal
<=5 f Entel

Laming
1 ropria
.+ Stratum

Spongiosum

Endometrium

: e o e
- 2 - o
Myametrium { R T

Han damar Derin bezler

Yuzeysel
Bezler

Sekil.1.2. Kisrak endometriumunun histolojik yapist (Alinmustir; Allen ve Antzack 2000)



Endometriumdaki luminal ve glandular hiicre topluluklarinin siklusun farkli
donemlerinde (Ostrus, didstrus vs.) ovaryumdan salgilanan steroid hormonlar ve lokal
etki goOsteren biiyiime hormonlarinin etkisi ile prolifere oldugu, morfolojik veya
histolojik yonden degisiklikler gosterdigi bilinmektedir (Pollard 1990, Hess ve ark
2006). Gerstenberg ve ark (1999a, 1999b) monoklonal Ki-67 antijeni kullanarak
endometrium hiicrelerindeki proliferatif degisikleri 0Ostrus siklusu ve gebelikte
arastirmiglardir. En belirgin luminal epitel prolifererasyonu oOstrusta Ostrojen etkisi
altinda gozlemislerdir. Ovulasyondan 5 gilin sonra luminal proliferasyonun bazal
seviyede oldugunu fakat didstrusun 3-7. giinleri arasinda ozellikle derin bezlerde
sekresyon yapan epitellerinde onemli oOl¢iide proliferasyon tespit etmislerdir. Bu
proliferasyonun embriyonun uterus ig¢ine girecegi 6. giinde yeterli histrof salgisi i¢in
gerekli oldugunu bildirilmektedirler. Didstrusun 7. giliniinden sonra ise progesteronun
yiiksek oldugu donemde endometriumda gozlenen proliferasyonun bazal seviyede
kaldigin1 gebelik doneminde ise luminal epitel, siiperfisiyal stroma ve glandular
epitellerde 14. giinden (14. didstrus ile benzer) sonra yavas yavas artan proliferasyonun
18. glinde daha da belirginlesmis oldugunu vurgulamaktadirlar. Bu donemde embriyonal
Ostrojen vardir ve muhtemelen erken gebelikteki bu proliferasyonun dstrojenin etkisi ile
olustugunu diisiinmiislerdir. Hatta bu durumun fare ve insanlarda endometriumu
implantasyona hazirlayan luteal donemde salgilanan Ostrojenin etkisine benzedigini
bildirmektedirler (Gerstenberg ve ark 1999b, Hess ve ark 2006). Ayrica andstrustaki
kisraklarda Ostradiol benzoat ile kombine progesteron uygulandiginda siiperfisial
stratumda hizl1 bir proliferasyon saglandig1 yine Gerstenberg ve ark (1999a) tarafindan

gosterilmistir.

1.3. Kisraklarda Luteolizis

Kisraklarda luteolizis siklusun 14. giiniinde endometriumdan ineklerde oldugu
gibi pulsatif olarak salgilanan PGF,,’ nin etkisi ile olusmaktadir (Kindahl ve ark 1976,
Douglas ve Ginther 1976). Siklusun 12 veya 14. giinlinden once yapilan total
histerektomi sonucu primer Korpus Luteum’un (CL) 6mriinii 70 giine kadar uzadigi

bildirilmistir (Ginther ve First 1971). Siklik kisraklarda luteolizisin bagladigi giin oldugu



diisiiniilen 14. giinde endometrial oksitosin reseptor (OTR) sayisindaki dnemli artis
oksitosinin bu mekanizmada etkin roliiniin oldugunu gostermektedir (Sharp ve ark
1997). Fakat bu mekanizmada etkin rol oynayan oksitosin ineklerdekinden farkli olarak
CL kaynakli olmayip hipofiz kaynaklidir (Behrendt-Adam ve ark 1999). Stout ve ark
(1999) tarafindan siklik kisraklara eksojen oksitosin uygulamasi ile luteolizisin
baskilandiginin gosterilmesine ragmen 10. gilinden itibaren uygulanmasinin ise
luteolizisi hizlandirildiginin goésterilmesi OTR’nin 10. giinden sonra duyarliliginin
olustugu seklinde yorumlanmistir. Ayrica ineklerdekinin aksine kisraklarda luteolitik
etkili PGF,, sistemik dolagima katilarak luteolizis olusturmaktadir (Ginther 1998). Basta
fonksiyonel ve daha sonra da yapisal olarak gdzlenen luteolizis esnasinda kandaki
progesteron miktar1 hizla diismekte ve luteal hiicrelerde programlanmis hiicre 6limii

(apoptosis) sekillenmektedir (McCracken ve ark 1999).

1.4.Gebe Kisraklarda Luteolisizin Engellenmesi

Gebeligin devam etmesi tiim hayvan tiirleri icin yukarida kisaca bahsedilen
luteolizis mekanizmasinin embriyo tarafindan engellenmesi ve progesteron miktarinin
kanda yiiksek diizeyde kalmasina baglhidir. inek ve koyunda bu mekanizmada interferon
tau (IFN-1) olarak tanimlanan ve embriyo tarafindan salgilanan (10-25. giinler) bir
molekiil etkili rol oynamaktadir (Spencer ve ark 1999, Spencer ve Bazer 2002).
Domuzlarda ise yine embriyo tarafindan salgilanan Gstrojenin endojen olarak salgilanan
PGF,, nin salgilanma yoniinii endokrinden ekzokrine ¢evirdigi bilinmektedir (Bazer ve
Thatcher 1977). In vitro sartlarda kisrak embriyosu ile endometrium inkube edildiginde
endometriumdan PGF,, saliniminin durdugu tespit edilmistir (Berglund ve ark 1982).
Bu nedenle anti-luteolitik etkinin embriyonal kaynakli oldugu kesinlik kazanmustir.
Ayrica in vitro sartlarda at embriyosu ile uterusunu inkube edildildigi sirada embriyoya
ait proteinlerini molekiiler agirliklarina gore segici gecirgen olarak salan dializ
posetlerine yerlestirilmis ve uterustan PGF,, salimmin1 engelleyen molekiil veya
molekiillerin agirligimin 1.000-3.500 Dalton (Da) arasinda oldugunu tespit edilmistir
(Sharp 2000). Fakat kisraklarda embriyonun salgiladig1 ve bu mekanizmay1 durdurdugu

diisiiniilen molekiil ve/veya molekiiller glinlimiizde heniiz karakterize edilememistir.



Stout ve ark (2004) 10 ile 18. giinler arasindaki kisrak embriyosunun ubiquitin (8.500
Da) ve beta-chain insulin (3.500 Da) olarak tanimlanan diigiik molekiil agirligina sahip
proteinleri salgiladiklarin1 gdstermislerdir. Insulinin 10-18. giinler arasinda tespit
edilebilir diizeyde salgilanmasina ragmen eksojen insulin uygulamasinin siklik
kisraklarda luteal donemi uzatmamasindan dolayr insulinin bu donemde gebeligin
taninmasindan daha c¢ok insulin benzeri etki gosteren biiylime faktor sistemine katilarak
fotal ve plasental gelisim tiizerine etkili oldugu sonucuna varmigslardir. Ubiquitin
molekiiliiniin ise erken gebelik esnasinda kapsiil veya uterus proteinlerinin hiicre igi

proteolizis mekanizmasinda rol oynadigini ifade etmektedirler.

Kisrakta yapilan ¢alismalar ineklerde oldugu gibi IFN-t benzeri bir molekiiliin
varligimmi ortaya koyamamustir (Baker ve ark 1991). Hatta IFN-t tarafindan uterusta
uyarilan Mx geninin mRNA diizeyindeki ekspresyonu ineklerde gebelige bagli olarak
siklik hayvanlar ile kiyaslandiginda 10 kat1 bir artis gosterirken kisrak uterusunda Mx
geni diisiik diizeylerde tespit edilmis ve gebelige bagli olarak artig gdstermemistir (Hicks
ve ark 2003).

Gebe kisraklarda anti-luteolizis, plazma progesteron seviyesindeki diisiis ile
degerlendirildiginde, 14—16. giinler arasinda ilk ve asil luteolizisin engellenmesi ve 16—
32. giinler arasinda goriilen kanda kismi progesteron hormonun diisiisii ile ifade edilen
ikinci luteolitik etkinin kismi bir diizeyde tutuldugu dénem olarak ikiye ayrilabilir (Stout
ve Allen 2002).

Ineklerde IFN-t’nun; luteolizisin baslamasi igin gerekli olan endometrial 6strojen
reseptorii (OR) ve OTR’yi kodlayan genlerin transkripsiyonunu baskiladig: bildirilmistir
(Guzeloglu ve ark 2004). Kisraklarda luteolizisin olustugu giinlerde gebe kisraklarin
endometriumdan alinan biyopsilerde ORo. mRNA ve protein konsantrasyonunda bir
azalma oldugu yoniinde bulgular elde edilmistir (Hartt ve ark 2005, McDowell ve ark
1999). Bu yoéniiyle luteolizis olaymnin ineklerdeki ile benzer bir mekanizma sonucunda

olustugu sdylenebilir.



Endometrial OTR miktar1 gebe ve gebe olmayan kisraklarda ovulasyondan
sonraki 12. giinde ayn1 olmakla birlikte oksitosin uyarimlarina karsi siklik hayvanlarda
PGF,, salinim cevabi alinirken gebe hayvanlarda cevap alinmamasi bu donemdeki anti-
luteolizisin OTR ekspresyonundaki azalmanin disindaki bir mekanizma ile olabilecegini
gostermistir (Sharp ve ark 1997). Fakat gebe olmayan kisraklarda OTR miktarinin
luteolizis sekillendigi donemde artmasi ise pulsatif PGF,, salgisinin OTR’ye bagh
oldugunu destekler niteliktedir (Goff ve ark 1993). Bu ¢alismalardan elde edilen ¢eliskili
sonuclardan dolayr OTR’niin luteolisiz olusum mekanizmadaki rolii hakkinda kesin bir

bilgiye ulasilmamaktadir.

Kisraklarda gebeligin anne tarafindan taninmasi ve primer CL yapisindan
progesteron salgisinin devam etmesi gebeligin devami i¢in zorunludur (Allen 2001).
Domuz ve ruminant embriyolarinin aksine, kisraklarda erken gebelik déneminin 6nemli
bir boliimiinde (6.5-22. giin) bulunan ve embriyoyu kusatan glikokaliks yapisindaki
kapsiil; gebeligin maternal olarak tanindigi donemde embriyonun tim uterusu
kapsayacak sekilde biiyiiylip uzamasina izin vermez (Oriol ve ark 1993, Ginther 1998).
Bu mekanizmada rol oynayan embriyo kaynakli molekiil glinlimiizde halen karakterize
edilememis olsa da embriyonun tam olarak luteolizisi engelleyebilmek icin uterusa
girdigi 6. glinden fikse oldugu 16. giine kadar uterus icerisinde (korpus ve kornu uteriler
icerisinde) dolagsmasi gerekmektedir (Ginther 1998). McDowell ve ark (1988) kornu ve
korpus uteriyi ligatiire ederek embriyonun hareketlerini kisitladiklar1 ¢aligmalarinda
gebeliklerin devam etmedigini gozlemislerdir. Ancak uterusa ligatiir uygulayarak
embriyonun hareketlerini kisitlama ile birlikte oral yoldan progesteron ile beslenen

kisraklarda gebeligin siirdiiglinii bildirmektedirler.

Embriyonun uterus igerisinde hareketliliginin saglanmasi hem maternal hemde
embriyonal orijinlidir (Stout ve Allen 2002). Watson ve Sedrich (1989) in vitro sartlarda
kisrak embriyolarinin prostaglandin salgiladigini gostermislerdir. Stout ve Allen (2002)
embriyonun PGF,, ve PGE, salgiladigin1 ve bu salgilarin lokal etkisi ile embriyonun
uterus igerisinde hareketliligini saglamak i¢cin myometriumda kontraksiyonlarin

sekillendigini bildirmektedirler. Bununla beraber endometriumda bu donemde PGF,,



salgisinin  yogun olmamast bu etkinin daha ¢ok embriyonal kaynakli oldugunu
gostermektedir. Aurich ve Budik (2004) embriyonal doku 6rneklerinde gebeligin 8, 10,
12 ve 14. giinlerinde siklooksijenaz—2 (COX-2) geninin sadece 12 ile 14. giinlerde
yiiksek diizeyde eksprese oldugunu gostermislerdir. Ozellikle 14. giinde COX-2
ekspresyonunun bilinmeyen bir sinyal ile embriyoda yiiksek oranda goriilmesinin
embriyonal kaynakli PG’lerin anti-luteolitik etkinin olusumdaki 6nemli roliinii destekler

niteliktedir.

Stout ve Allen (2002) siklik kisraklarin uterus liimeninde PGF;,
konsantrasyonunun 14 ve 16. giinlerde yiiksek, 18. gilinde ise ¢ok diisiik miktarlarda
oldugunu vurgulamaktadirlar. Bu durum siklik kisraklarda luteolizis doneminde (14—16.
giin) uterus venasindaki PGF,, ve sirkiilasyondaki prostaglandin F metabolitleri (PGFM)
artist ile korelasyon igerisindedir (Kindahl ve ark 1982). Ancak 16. giinden sonra siklik
kisraklarin uterus yikanti sivisinda PGF,, tespit edilemezken gebelerde yiiksek
miktarlarda belirlenmistir (Stout ve Allen 2002). Bu artis embriyonal kaynakl
olabilecegi gibi, bu donemde gebe kisraklarda oksitosin uygulamalarina cevap olarak
PGFM konsantrasyondaki artis ile birlikte degerlendirildiginde endometriumun kisa bir
baskilanma sonrasi tekrar PGF,, salgilama kapasitesi kazandigina isaret etmektedir. Bu
donemde uterus liimeninde yogun miktarda bulunan PGF,,’nin, siklik kisraklarda
luteolizis doneminde oldugu gibi, uterus venasina ve sirkiilasyona ge¢medigi tespit
edilmistir (Douglas ve Ginther 1976, Kindahl ve ark 1982). Bu durum 18. giinden sonra
artan bu PGF,, nin tam olarak bilinmeyen bir mekanizma ile uterus lumeninde tutuluyor
olabilecegini akla getirmektedir. Bunun onemi 16. giinden sonra da CL’un PGFy,
duyarhiligin1 kaybetmedigi ve gebeligin 32. giiniine kadar PGF,, nin luteolitik etkisine
olduk¢a duyarli oldugu (Kooistra ve Ginther 1976, Vernon ve ark 1981) g6z Oniine

alindiginda daha iyi anlagilacaktir.

Kisrak embriyosunun uterus igerisinde hareketlilik i¢in PGF,, salgiladigi
bilinmektedir (Stout ve Allen 2001a). Ancak 14-16. giinlerde yikant1 sivisinda hig¢ bir
sekilde PGF,, varligina rastlanmamasi endometriumdan ya hi¢ PGF,, salgilanmadigina

ya da uterus ici bir yikimlanma mekanizmasinin devreye girdigine isaret etmektedir



(Stout ve Allen 2002). Boerboom ve ark (2004) ovulasyon sonrast 15. giinde
inceledikleri endometrium biyopsi orneklerinde gebe kisraklarda COX-2 enziminin
mRNA ve protein konsantrasyonlarmin sikliklere gore daha az oldugunu
gostermislerdir. Ancak Vernon ve ark (1981) in vitro olarak gebe ve gebe olmayan
kisraklarda siklus boyunca histerektomi ile topladiklar1 endometrium orneklerinde
PGF,, iiretim kapasitesini arastirmislar ve siklik kisraklarin endometriumunda 16. giine
kadar artan bir kapasite belirlemisler ise de 16. giinden sonra bu kapasite hizla
kaybolmugtur. Gebe kisraklarin endometriumlarinda ise ayni sekilde artan bir iiretim
kapasitesi oldugunu ve hatta 14. giinden sonra pik yaptigini belirlemislerdir. Bu durum,
Boerboom ve ark (2004)’nin gebe kisraklarda endometrial COX-2 ekspresyonundaki

tespit ettikleri azalma bulgusu ile ters bir durum sergilemektedir.

1.5. Kisraklarda Erken Gebelikte Embriyonal Dénemle flgili Olaylar

Plasentasyon sekillenmeye baslayincaya kadar embriyo ortalama 6 giinliik
ovidukt donemi, ardindan 30-34 giinliik uterus dénemi gegirir. Bu donem igerisinde
embriyonun varligini devam ettirmesi icin luteolizis mekanizmasin1 engellemesi ve
bliyliylip gelisebilmesi icin ise endometriumdan salgilanan besin maddelerini almasi

gereklidir (Allen 2005).

1.5.1. Fertilizasyon ve Ovidukt icerisinde Tasinma

Ovidukt igerisindeki oosit, spermatozoa ile fertilize olup zigotu olusturur. Zigot
icerisinde ilk boliinme ilk 24 saatte goriliir ve daha sonraki boliinmeler 12-24 saat
araliklarla olur. Ilk boliinmeden sonra embriyonun yapisina katilan her bir hiicre
blastomer olarak isimlendirilir. B6liinme donemi bu blastomer yapisinin igerdigi hiicre
sayisina gore 1, 2, 4 ve 16 hiicreli donem olarak adlandirilir. Blastomer yapis1 >32
hiicreye ulastiginda embriyo kompakt morula agsamasi olarak isimlendirilir ve bu donem
ovidukt igerisinde embriyoda meydana gelen son gelismedir (Vanderwall 1996).
Ovidukt epitelinin kisrak embriyosunun gelisimi iizerine etkisi in vitro ¢aligmalar ile

tespit edilmis olsa da (Ball ve Miller 1992) embriyonun gebe olmayan koyun oviduktu



icerisinde de gelisebildigini gosteren ¢alismalar (Fehilly ve Willadsen 1986) bu siirecte
mutlaka kisrak ovidukt yapisina ihtiya¢ olmadigimi gdstermektedir. ineklerde ise ovidukt
epiteli tarafindan tretilen endotelinin dogrudan kontraktilite etkisi ve dolayl olarak kan

akisini degistirerek gamet transportunu etkiledigi bilinmektedir (Betteridge 2000).

Sadece fertilize olan oosit hiicresinin oviduktan uterusa tasinmasi evcil hayvanlar
icerisinde yalmiz Equide’lere 6zgii bir durum olup, ilk olarak Van Niekerk ve Gerneke
tarafindan (1966) tespit edilmistir. Eger oosit hiicresi fertilize olmadiysa ovidukt
icerisinde en fazla istmus-ampulla bolgesine kadar tasinmakta ve burada oldukga
belirgin bir sekilde katlagmis bir yapida olan ovidukt mukozasi igerisinde aylar ile ifade
edilen bir siirecte dejenere olmaktadir. Istmus- ampulla bolgesine ciftlesme veya suni
tohumlama sonrasinda ulasan spermatozoalar ile fertilize olan oosit ise utero-tubal
birlesme noktasini da gecip 144-152. saatte uterusa ulasmaktadir (Battut ve ark 1997).
Gebelikte bu segici tasima mekanizmanin nasil isledigi iizerine yapilan incelemeler
sonucunda; Weber ve ark (1991a) gebeligin 5. giinli olan kompakt morula sathasindaki
embriyonun yiiksek miktarlarda PGE, salgiladigin1 fakat fertilize olmayan oositte bu
durumun goézlenmedigini in vitro ¢alisma ile gozlemlemisler ve bu hormonun etkisi ile
secici transportun gergeklestigini bildirmektedirler. Ayrica Weber ve ark (1991b)
mezosalpinkslere eksojen olarak minipump yontemi ile uyguladiklart PGE;’ nin
embriyonun uterusa ulagsma siiresini kisalttigi gostermislerdir. Allen ve ark (2006)
idiopatik infertilite anamnezine sahip kisraklarin mezosalpinksine PGE;’nin jel tarzinda
uygulamalart ile %93 oraninda gebelik elde etmislerdir. PGE;’nin ovidukt
mukozasindaki diiz kaslar {izerine lokal gevsetici etkisi olmakta ve mukoza yiizeyini
orten silialarin hareketine imkan saglayarak embriyonun uterus igine tasinmasini
hizlandirmaktadir. At embriyosunun gebeligin 144-152. saatlerinde, gelisiminin geg
morula ve/veya erken blastosist doneminde uterusa ulasmasi 48. saate ulagan domuz
embriyosu (4. hiicreli), 72. saatte ulagan ruminant embriyosu (8. hiicreli) ile

kiyaslandiginda oldukga gectir (Allen 2005).



1.5.2. Uterustaki Olaylar

1.5.2.1. Kapsiil Yapisinin Olusumu ve Gorevi

Erken gelisim esnasinda embriyo birkag ¢esit ekstraseliiler kapsiil yapisi ile
kusatilmigtir. Ovulasyon esnasinda oositi saran ve zona pellusida olarak adlandirilan bir
zar yapisi, eger oosit fertilize olmussa ovidukt orijinli oldugu diisiiniilen ince diiz bir
katman ile cevrelenir (Betteridge ve Waelchli 2004). Diger memelilerde de blastosist
yapisinin implantasyondan once zona pellusida yapisinin hiicresel olmayan bir kapsiille
cevrelendigi bildirilmektedir (Denker 2000). Fakat kisraklardaki bu kapsiil yapis1 uzun
sire (6 ile 22. gilin arasinda) varhigim devam ettirmektedir. Uterusa giren kisrak
embriyosu (blastosist asamasi, 6-7. giin) zona pellusida yapisini kaybetmeye baslar ve
bu arada trofekdoderm ile zona pellusida yapisi arasinda hiicresel olmayan glikoprotein
yapida olan bir kapsiil yapist sekillenir. Bu yap1 gebeligin 22. giiniine kadar varligini
stirdiirmektedir. Kapsiil yapisinin nasil kaybolduguna dair kesin bir bilgi olmasa da bu
mekanizmada c¢esitli proteazlarin rol oynadigi diisiiniilmektedir (Oriol ve ark 1993,
Betteridge ve Waelchli 2004). Ayrica in vitro olarak iiretilen embriyolarda kapsiil
olusmamaktadir (Choi ve ark 2004). Bu kapsiil yapisinin gebelikteki kesin rolii tam
olarak bilinmese de, bu yap1 ile ilgili ¢esitli gorevler One siiriilmiistiir. 1-Maternal
taninma mekanizmasi siirecinde uterus icerisinde dolagmasi gereken embriyonun
yapisinin kiiresel kalmasini saglar, 2- Olduk¢a elastiki bir yapiya sahip olmasindan
dolay1 embriyonun uterus igerisinde myometrial kontraksiyonlara bagli olarak dolastigi
giinlerde embriyoya mukavemet saglar. 3- Yapisindaki salisilik asitten dolay1 embriyoya
anti-adeziv bir oOzellik katar ve bu donemde embriyoyu immun hiicrelerine ve
mikroorganizmalara karsi korur. 4-Ayrica kapsiil yapis1 maternal kabulde 6nemli rol
oynayan embriyo tarafindan iiretilen insulin benzeri biiyliime faktorii birlestirici protein—
3 (IGFBP-3) ile endometrium tarafindan iiretilen lipokalin yapidaki uterokalin (P19)
proteinin depolanmasini saglar (Oriol ve ark 1993, Betteridge ve Waelchli 2004, Quinn
ve ark 2006).
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1.5.2.2. Embriyonik Ostrojenin Erken Gebelikteki Rolii

Embriyodan gebeligin 10. giliniinden itibaren yogun bir sekilde 0Ostrojen
salgilandig1 ve bu salgiin yiliksek miktarlarda 40. giine kadar devam ettigi bilinmektedir
(Zavy ve ark 1979, Walters ve ark 2001, Wilsher ve ark 2006). Yapilan bazi
caligmalarda (Vanderwall ve ark 1994, Stout 1997 ) genel olarak siklik kisraklara
uygulanan eksojen Ostrojen kisraklarin % 60’1nda CL 6mriinii uzatmis, ancak %40’inda
ise basarisiz olmustur. Ostrojenin basarisiz olmasmin nedeni agiklanamamustir. Bu
literatiir bilgiler 15181inda eksojen strojen uygulamalarinin siklik kisraklarda luteotropik
(Berg ve Ginther 1978), luteolitik (Allen 1979) veya her iki etkinin birden oldugunu
(Vanderwall ve ark 1994, Stout 1997) gosteren birbiri ile ¢eliskili ¢alismalar, dstrojenin
luteolizisi Onlemeye yonelik bir gebelik sinyali oldugu konusunda siiphe

uyandirmaktadir.

Bilindigi tiizere domuzlarda embriyolardan Ostrojen salgilanmakta ve bu
endometriumdaki PGF,, salgisinin yoniinii endokrinden ekzokrine ¢evirmekte; boylece
PGF,, uterus icinde tutularak salinim baskilanmadan luteolizis engellenmektedir
(Spancer ve Bazer 2002). Kidder ve ark (1955) siklik domuzlara 10-16. giinler arasinda
yaptiklar1 6stradiol benzoate uygulamasi CL yapisinin dmriinii arttirmig ve yeni siklusun
baslamasini geciktirmistir. Bu nedenle domuzlarda embriyonik Ostrojen anti-luteolitik
sinyal olarak kabul edilmektedir. Kisraklarda ise, Goff ve ark (1993) yaptiklar1 bir seri
calismada Ostradiol’in uterusun oksitosine duyarliligini arttirdigini gostermislerdir.
Ayrica eksojen uzun etkili Ostrojenlerin intramuskiiler olarak uygulanmasi sonucu
progesteron seviyesini gebe kisraklarda gebeligi tehlikeye sokacak sekilde azaldigi
gosterilmistir. Buna bagli olarak embriyonik kaynakli dstradioliin luteolizisi dnlemeye
yonelik bir maternal kabiil sinyali olmadigi sonucuna varilmistir (Stout ve Allen 2001,

Wilsher ve ark 2006).

Anti-luteolitik  6zelliginden c¢ok Ostrojenin uterus i¢inde embriyonun
hareketliligi, uterus tonusunda artigi, uterusta kan akiskanliginin artmasini ve

embriyonun yasamasi i¢in endometrial salgilarini uyardigi sanilmaktadir (Stout ve Allen
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2001b). Ornegin endometrial sekresyon (histrof veya uterus siitii) igerisindeki total
protein ve uteroferrin yoniinden artigin Ostrojen tarafindan uyarildigi gosterilmistir
(McDowell ve ark 1987). Embriyonik 0Ostrojenin ayrica uterustan prostaglandin
salgilanmasini uyararak uterus kan akiskanligini ve uterus tonusunu artirdigi buna baglh
olarakta endometrial sekresyon, besin ve gaz degisimini artacagi bildirilmektedir
(Bollwein 1999). Ostrojen ayrica serum IGF-1 miktarmi kontrol grubu ile

kiyaslandiginda 6nemli 6lcilide arttirabilmektedir (Wilsher ve ark 2006).

Bununla beraber 0Ostrojenin metabolitlerinin anti-luteolizis mekanizmasinda

gorev alabilecegi yoniinde hipotezler de bulunmaktadir (Raeside ve ark 2004).

1.5.2.3. Uterus Icerisinde Embriyonun Gécii

Gebeligin 6. giiniinde uterusa ulasan ve gelisimine devam eden embriyo morula
evresinden blasturula evresine gecer. Blasturula evresi morula igerisinde sivi dolu bir
boslugun (blastosel) sekillenmesi ile karakterizedir. Blastosel sekillendigi evrenin erken
doneminde embriyo erken Dblastosist olarak adlandirilir. Blastosel tamamen
sekillendiginde blastosel embriyo ektodermden koken alan tek sira halinde dosenmis
hiicreler icerir. Bu yap1 ayrica trofoblast olarak tanimlanir. Trofoblast yapisinin biiyiik
bir kismu ileride plasenta yapisinin olusumuna katkida bulunur. Trofoblast yapiminin
yani sira bir kutupta toplanan hiicre toplulugu (Inner Cell Mass, ICM) f6tiisu olusturacak
hiicreleri olusturur. Bu blastokoele yapisinin tamamen sekillenmesi ile embriyonun ¢api
hizli bir sekilde artar ve embriyo bu donemde genislemis (ekspanded) blastosist adin1
alir. Gebeligin 6,5. glinlinde 189 puM, 210 hiicreli olan embriyo 7. glinde 450 uM ve
1100 hiicrelidir. Gebeligin 10. giiniine kadar embriyo blastosist olarak adlandirilir. Bu
donemde (9-12 giinler) arasinda ICM bir kat hiicreli trofoblast yapisinin i¢ yiizeyini
orter ve olusturulan bu bosluk sar1 kese olarak isimlendirilir. Bu dénemdeki embriyo
‘sar1 kese embriyo’ olarak da isimlendirilmektedir. Bu sar1 kese yapisi uterustan absorbe
ettigi tiim molekiilleri embriyonun beslenip gelismesi i¢in kullanilan ilkel bir barsak
ltimeni gibi vazife goriir. Bu sar1 kese yapisi kuslarda oldugu gibi bir besin deposu
olarak degil, ancak yapisinda gelisen kan damarlar1 sayesinde uterustan absorbe edilen

besinlerin saflastirilarak embriyoya sunuldugu efektif bir organdir. Bu sar1 kese yapist
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diger evcil hayvanlarin aksine at embriyosunda varligin1 plasentasyonun baglayacagi
doneme kadar (yaklasik 40. giin) siirdiiriir (Vanderwall 1996, Ginther 1998, Sharp 2000,
Betteridge 2000).

1.5.2.4. Fiksasyon ve Orientasyon

Fiksasyon olgusu atlarda uterusta tonus artisi, uterus ¢apinda azalma ve embriyo
capindaki artis sonucunda; embriyonun uterus igerisindeki hareketliliginin azalarak bir
kornu uterinin kaudal kismina yerlesmesi olarak tanimlanabilir. Bu durum gebeligin
yaklasik olarak 16. giinlinde goriiliir (Ginther 1998). Ayrica fiksasyonda embriyoyu
cevreleyen kapsiil yapisinda bir takim degisiklerinde 6nemli roliiniin olabilecegini akla
getirmektedir. Kapsiil yapisindaki galaktoz ve N-asetilogalaktoz ile kiyaslandiginda
salisilik asit diizeyinde onemli bir azalma s6z konusudur (Betteridge ve Waelchi 2004).
Kapsiil yapsisindaki bu tip degisimler 22. giinde dejenere olacak bu yapinin habercisi
olarak da gosterilebilir. Ayn1 zamanda kapsiil yapisindaki salisilik asit miktarindaki
azalmaya bagli olarak fiksasyonun sekillendigi de diisiiniilebilir (Betteridge 2000).
Ozellikle insanlarda endometriumdan L-selektin baglayicilarmin ekspresyonundaki artis
blastosist yapisinin uterusa tutundugu dénemde olmaktadir (Fazleabas ve Kim 2003).
Betteridge ve Waelchi (2004) fiksasyon oOncesi, esnasinda ve sonrasinda kapsiil
proteinlerinin ~ ekspresyonunu  inceledikleri  calismalarinda  kapsiil ~ protein
kompozisyonunun fiksasyon esnasinda hizli bir sekilde degistigini ifade etmektedirler.
Ayrica Quinn ve ark (2006) GM-2 aktivatoér proteinin torfoblastlardaki miktarinin
gebelik basarisin etkiledigini bildirmektedirler.

Orientasyon (donme) embriyonik diskin sar1 kese yapisinin ventralinde kalacak
sekilde uterus icerisinde donmesi olarak tanimlanir (Ginther 1998). Fiksasyondan
itibaren birkag¢ giin icerisinde at embriyosu orientasyon islemini tamamlamaktadir (Silva
ve Ginther 2006). Gebeligin 18. giinlinde orientasyonun tamamlandigi, orientasyonun
tamamlanmasinda myometriumdaki kontraksiyonlarin etkili olabilecegi bildirilmistir

(Ginther 1998).
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1.5.2.5. Embriyonun Uterus i¢erisinde Beslenmesi

Embriyonun uterus igerisinde canliligmi silirdiirmesi i¢in endometriumdan
salgilan besin maddeleri ile beslenebilmesi gerekir. Bu besin maddeleri 6zellikle
gebeligin ilk 22 giinlinde embriyo ile uterus arasinda bulunan kapsiil yapisindan gecerek
trofoblastlar tarafindan emilir. Bu salgininin olugmasinda asil etkili hormon gebeligin
devamindan da sorumlu olan progesterondur. Kisrak uterusundaki hormon, vitamin ve
minerallerden olusan salginin embriyoya taginmasini saglayan proteinler ise retinol
binding protein (RBP), uteroferrin ve lipocalin yapidaki uterokalin (P19) dir (Stewart ve
ark 1995, Kennedy 2004). Bu proteinlerden Uterokalinin uterus igerinde varligi kapsiil
yapisinin varhgim siirdiirdiigli siire kadar tespit edilebilir. Bu proteinin in-vitro olarak
bircok molekiille baglanabildigi ayrica yapisinda bir c¢ok esansiyel amino asidi

barindirdig bildirilmistir (Kennedy 2004).

1.6. Erken Gebelik Siirecinde Hormonal Degisimler

Gebelik siireci boyunca etkili olan ve gebeligin devamini saglayan hormon
progesterondur. Ovulasyonu takiben olusan ve gebeligin 32. gilinline kadar tek
progesteron kaynagi primer CL dur. Gebeligin 0-8. giinleri arasinda plazmada artan
progesteron miktar1 16. giine kadar sabit kalir. Kandaki progesteron hormon
konsantrasyonunda gebeligin 16. gilinlinden sonra kismi bir azalma goriilse de,
embriyonun trofoblast hiicrelerinden salgilanan LH etkili equine chorionic gonadotropin
(eCQ) etkisi ile 32. giinde tekrar artmaya baslamaktadir. Bu donemde aksesor veya
sekonder CL sekillenmesi (40. giin) ile plazma progesteron konsantrasyonu yiiksek

seviyeye ¢ikmaktadir (Allen 2001, Saint-Dizier ve ark 2003).

LH hormonunun ovulasyondan sonraki (2. giin) pikinden sonra baskilandig1
fakat follikiil uyarici hormonun (FSH) piklerine (10—12 giin ara ile) devam ettigi; bunun
da aksesor veya sekonder CL olusumu i¢in gerekli follikiillerin gelisimden sorumlu

oldugu bilinmektedir (Miller ve ark 1980).
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Endometrial kups yapisindan eCG salgilanmaya 32. giinde baslanir ve pik
seviyeye gebeligin 70. giiniinde ulagir. Gebeligin 120. giiniinden sonra dejenere olan bu
yapilardan eCG iretimi hizla diiser ve birka¢ hafta icerisinde plazmada tespit

edilmeyecek hale gelir (Allen 2001, Allen 2005).

Ostrojen seviyesi ise ovulasyonu takiben hizla diiser ve gebeligin 30. giiniine
kadar diostriis donemindeki gibi seyreder. Gebeligin 35. giiniinden sonra Ostrojen
miktarindaki artis progesterondaki artis ile paraleldir. Bu donemde plazmada tespit

edilen dstrojen ovaryum kaynaklidir (Allen 2001).

1.7. Genel Olarak Hiicre i¢i Sinyal letim Sistemi

Cok hiicreli organizmalarda karmasik viicut yapilarimin ve organlarin
sekillenmesi, metabolik faaliyetler, dokularin biiyiiyiip faklilagmas1 gibi fonksiyonlarin
ylriitiilmesi icin hiicreler arasinda mesajlar1 tasiyan sinyal molekiillerin bulunmasi
gereklidir. Bu sistemde meydana gelen aksamalar veya bozukluklar hastaliklara (kanser,
otoimmun hastaliklar gibi) sebep olur. Protein, peptit, steroid, aminoasit, lipit tiirevi vs.
yapisinda olabilen bu molekiillerden bazilar1 (hiicre disi sinyal molekiilleri) hiicre
icerisine giremediginden tasidig1 mesaj1 yerine ulastirabilmesi igin hiicre i¢i sinyal iletim
sistemlerini kullanmak zorundadir. Hedef hiicre sinyal molekiiliiniin tasidigi sinyali
hiicre membrani lizerindeki uygun reseptorler vasitasi ile alir. Bu molekiillerden bazilari
sitoplazmada yapisal degisikliklere neden olurken (plazma membraninda elektriksel
degisiklikler, metabolik faaliyetler vs.) bir kismi da sitoplazma {izerinden niikleusa
sinyal gondererek transkripsiyon faktorlerini uyarip bazi genlerin ekspresyonlarini
diizenler. Hiicre dis1 sinyal molekiillerinin kullanildig: sinyal iletim sistem yolu kisaca;
1) Sinyal olusturacak hiicre tarafindan sinyal molekiiliiniin sentezlenmesi ve
salgilanmasi, 2) Sinyal molekiiliiniin hedef hiicreye taginmasi, 3) Hedef hiicredeki
reseptorleri ile baglanma ve aktivasyon, 4) Aktive olan reseptorlere bagli olarak hiicre
icinde bir ya da birden fazla hiicre i¢i sinyal iletim yolunun aktivasyonu 5) Hiicrenin
gelisiminde, metabolizmasinda veya fonksiyonunda degisiklik, 6) Sinyal molekiiliiniin

bagli bulundugu reseptorden ayrilmasi seklinde oOzetlenebilir. Sinyal molekiilleri

15



salgilandig1 hiicrenin yakinindaki hiicreleri (parakrin), uzagindaki hiicreleri (endokrin)

veya direkt salgilandigi hiicreyi (otokrin) etkileyebilir (Berridge 2008).

Gen ekspresyonunun degismesi ile olusturulan cevap ilk olarak sinyal
molekiiliiniin iletim yolundaki uygun reseptorle baglanmasi sonucu olusur. Daha sonra
reseptor ilgili protein kinaz enzimi ile fosforile edilir. Reseptoriin fosforilasyonu,
sitoplazma igerisindeki ilgili sinyal iletim sistemi bilesenlerinin zincirleme bir sekilde
uyartlmasina ve dolayis1 ile bu bilesenlerden bazilarinin niikleusa gecip, gen
ekspresyonunda degismesi ile sonuglanan durumu tetikler. Doku ve hiicrelerde
genlerinin transkripsiyonunu diizenleyen sinyal molekiilleri hiicrelerin biiyiiylip
faklilasmasi1 ve organlarin sekillenmesi gibi olaylan tetikler (Berridge 2008). Ozellikle
cok hiicreli canlilardaki viicut yapilarinin ve/veya organlarin gelisip farklilasmasi igin
gelistirici sinyal iletim sistemlerinin birbirleri ile kombine olarak gorev yapmasi gerekir.
Bu tip sinyal iletim sistemlerini uyaran molekiiller (Wingless type, Hedgehog,
Transforming Biiyiime Faktor-beta ve Fibroblast Biiyiime Faktor gibi) genellikle
morfojen olarak isimlendirilirler. Bu salgilanan morfojen molekiiller komsu hiicrelerdeki
hiicre i¢ci mekanizmalar1 aktive ederek hiicre icin gerekli genlerin ekspresyonunu

diizenlerler (Lin 2006).

1.8. Wingless Type (Wnt) Genlerinin Sinyal fletim Sistemi

Hiicre i¢i sinyal iletim sistemi olan ve biiylime faktorii olarak gorev yapan Wnt
gen ailesi tiirler arasinda oldukca iyi korunmus olup omurgasiz ve omurgali canlilarin
gelisiminin  ¢esitli asamalarinda ve homeostazisin saglanmasinda Onemli roller
oynamaktadirlar. Embriyonik dénemde hiicreler arasi iletisimi saglayan Wnt genlerinde
veya sinyal iletim sisteminde meydana gelen mutasyonlar insanlarda kol ve bacaklarin
sekillenmemesi (tetra amelia) ile bazi tlirlerde beyinin bazi bolgelerinin sekillenmemesi
ve bobrek bozukluklar1 gibi onemli defektleri ortaya ¢ikarmaktadir (Reya ve Clevers
2005, Clevers 2006). Ayrica hepatoselliiler kanser, kolon kanseri, kemik dansititesinde
azalma ve goOzde retina bozukluklar1 gibi hastaliklarda Wnt genlerin veya iletim

sisteminde rol oynayan genlerin anormal bir sekilde aktivasyonu veya mutasyonu séz
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konusudur (Logan ve Nusse 2004, Nusse 2005 Clevers 2006). Bunlarla beraber son
yillarda Wnt sinyal iletim sisteminin kok hiicrelerin yenilenmesi ve farklilagsmasinda

etkili oldugu gosterilmistir (Nusse 2008b).

Wnt sinyalinin bir hiicreden digerine ulagmasinda sirasiyla; Wnt genlerinin
ekspresyonu, proteininin sentezlenmesi, hiicre i¢erisinde modifikasyonu ve salgilanmasi,
uygun hiicre ylizeyi reseptOriine baglanmasi, sitoplazma igerisinde ilgili proteinlerin
aktivitesini degistirmesi ve buna bagl olarak da hedef genlerin aktivitesini diizenlemesi
seklinde bir yol izlemektedir. Bu sinyal iletim sistemi yoluna adin1 veren gen basta Int—1
(Intergrated protein-1) olarak tanimlanmis daha sonra Rijsewijk ve ark (1987) tarafindan
Wnt-1 olarak yeniden isimlendirilmistir. Rijsewijk ve ark (1987) Wnt-1’nin fare meme
timorii  virusunun retroviral olarak enfekte edilmesi sonucunda aktive oldugunu
gozlemiglerdir. Bu genin asir1 miktarda aktivasyonu meme tiimdrlerini sekillendirmistir.
Wnt gen ailesi dirozofila sineklerinde segment polarizasyon geni olan Wingless ile
orthologdur (biyolojik veya biyokimyasal aktivitesi yoniinden benzerlik gosteren).
Wingless proteini dirozofila sineklerinin segmentasyonu icin gereklidir ve dirozofila
sineklerinde kutikula tabakasi tekrarlanan segmentler seklindedir. Normal dirozofila
sineklerinde anterior kisim dentin igerirken, posterior kisim kutikuladan yoksundur.
Larva donemindeki bu sineklerde Wingless genlerinin {iretiminin engellenmesi uniform
olarak dentin tabakasi ile donatilmis (segmentasyon sekillenmeyen) mutant sinekleri
olusturmustur. Ayrica dirozofila sineklerinin embriyonik doénemdeki kanat ve goz
olusumunda Wingless genlerinin etkili oldugu gozlenmistir. Wingless genleri hiicre
ylizeyinde Frizzled (FZD) reseptorii ve hiicre icerisinde Dishelved (DVL veya Dsh) ve
Rho proteinlerini kullanarak Planar Cell Polaritiy hiicre i¢i sinyal iletim sistemi ile
birlikte dirozofila sineklerindeki embriyonal baskalasimlar1 gergeklestirirler (Strutt,

2003).

Wnt proteinleri memelilerde baslica iki ¢esit hiicre ici sinyal iletim sistemini
kullanarak mesajlarin1 hiicreye tasirlar. Birincisi; B-catenin proteininin anahtar rol
oynadig1 Canonical sistem, digeri ise B-cateninden bagimsiz olan Non-canonical iletim

sistemidir (Wnt/Ca™, Wnt/JNK sistemleri). Canonical sinyal iletim sisteminin daha ¢ok
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farklilagma gibi hiicrenin kaderinin belirlenmesinde rol oynarken, non-canonical sinyalin
hiicre hareketleri, morfolojik degisiklikler ve doku organizasyonlarinda etkili oldugu
disiintilmektedir (Miller ve ark 1999) . Wnt sinyal iletim sistemleri iginde en detayl
arastirtlmis olan1 Canonical sistemdir. Bu sinyal iletim sisteminde; Wnt proteinlerinin
uyarimi  sonucunda sitoplazma igerisinde B-catenin proteininin yikimlanmasi
engellenmekte ve dolayisi ile sitoplazma igerisinde miktar1 artan B-catenin niikleusa
gecip cesitli gen ekspresyonlarini uyarmaktadir. Bu sistemde Wnt proteinlerinin
baglandig1 hiicre ylizeyi reseptorleri (FZD ve LRP), sitoplazma i¢inde hiicre yiizeyi
reseptorlerine bagh olarak uyarilan DVL proteini ve 8 —catenin’in yikimlanmasinda rol
oynayan proteinler (GSK-3 3, APC, Axin, CK-1a), B-catenin hiicre ¢ekirdegi igerisinde
baglandigt HMG-box transkripsiyon ailesine bagli T hiicresi faktér geni (TCF) rol
oynamaktadir (Logan ve Nusse 2004, Lin 2006). Wnt proteinlerinin kullandig1 canonical

sistem havyan tiirleri arasinda oldukca benzerdir ve iyi korunmustur (Lin 2006).

Diger Wnt sinyal iletim sistemi olan non-canonical sistemde, Wnt proteinleri
aktif bir sekilde hiicre i¢ci Ca™ salimim uyarir. Buna bagli olarak Ca™ duyarli kinazlar;
protein kinaz C (PKC) ve calcium/calmodulin-bagimli kinaz (CamKII) aktive olur
(Veeman et al 2003, Nusse 2005, Mikels ve Nusse 2006). Bu yol canonical sinyal kadar
iyl arastirilmamis olsa da non-canonical sinyalde FZD reseptorii ile alinan Wnt
uyariminin hiicre i¢inde kalsiyum saliniminin yani sira DVL proteini, Rho ailesine bagl
GTPazlar, heterotrimetric G proteinleri ile JNK, CamKIl ve PKC enzimlerinin
uyarilmasinda etkili oldugu sanilmaktadir (Sekil 1.3., Miller ve ark 1999).

Non-canonical ¥YWNT Sinyal lletim Sistemi
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Sekill.3. Non-canonical Wnt sinyal iletim sisteminin semasi
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1.8.1. Wnt Proteinleri

Glikoprotein yapisinda olan Wnt proteinlerinin bugiine kadar yapilan
caligmalarda insan ve farede 19, Dirozofilada 7 ve C. Elegansda ise 5 adet oldugu
gosterilmistir (Nusse 2008a). Gee¢mis yillarda Wnt proteinleri fonksiyonel
ozelliklerinden ziyade aminoasit dizilimlerine gore adlandirilmiglardir. Farkli Wnt
proteinleri genellikle benzer yapisal karakteristik oOzellik gosterirler. Karakteristik
ozellikleri benzerlik gosterse de her bir Wnt proteini hedef hiicrede farkli bir etki
olusturabilir. Wnt proteinlerinin ¢ogu ortalama 350 aminoasit biiyiikliigiinde ve 40kDa
molekiiler agirligina sahiptirler. Wnt proteinlerinin yapilarinda bir¢ok yiiklii reziidiiel
bolgeler vardir ve bunlar arasinda ortalama olarak 23 ila 25 arasinda Cys (sistein)
aminoasit bolgelerinin bazilar1 fakli tiirler arasinda bile olduk¢a korunmus kisimlardir.
Bu Cys aminoasitlerinin biiyiik bir kismu molekiiller i¢i ve arasinda disiilfid baglarinin
sekillenmesine katilirlar. Disulfid baglarinin olusumuna bagli olarak Wnt proteinlerin
katlasmas1 ve multimerizasyonu saglanir. Ayrica Wnt proteinlerinin N-terminalinde ¢ok
sayida potansiyel N-glikosilasyon olusturacak bdélgeler vardir (Sekil 1.4., Coudreuse ve

Korswagen 2007).

WNT

Glikostatin Bolgesi
COOH
NHZ

c7 v
B T T T I

J—,—,;almitate grup

Sekil.1.4. Olgun bir Wnt proteinin yapisinin semast
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1.8.2. Wnt Proteinlerinin Sentezlenmesi, Olgunlasmasi ve Tasinmasi

Wnt proteinlerinin sentezlendikleri hiicrelerde hiicreler arasinda taginabilmesi
icin ¢esitli modifikasyonlar ge¢irmesi gerekmektedir. Wnt proteinlerinin sentezlendikten
sonra olgunlastirilmasi ve taginmasi icin glikoz ve lipit parcaciklar ile bazi proteinlerin
yapilarina katilmasinin gerekli oldugu bilinmektedir (Hausmann ve ark 2007). Wnt
proteinlerinin primer aminoasit dizilimine bakilarak bu proteinlerin hidrofilik olduklari
diisiiniilmiis, fakat Wnt proteinlerinin olduk¢a hidrofobik olmalar1 ve aktif Wnt
proteinlerinin izolasyonlarindaki gii¢liikk yapilarima katilan lipit modifikasyonlarinin
belirlenmesi ile aciklanmistir (Willert ve ark 2003). Endoplazmik retikulumda (ER)
bulunan Porcupine proteinin inhibe edildigi durumlarda Wnt proteinlerinin hiicre disina
cikamamasi ve fonksiyonlarini tamamen yitirmesi bu proteinin Wnt proteinlerinin
olgunlagsmasinda ve tasinmasinda Onemli gorevlerinin oldugunu gostermistir.
Aciltransferaz enzim ailesinden olan Porcupine Wnt proteinlerinin {izerindeki Cys77
aminoasidine lipit parcaciklart (palmitate grup) baglar. Palmitate grubunun
(Palmitolasyon islemi) Wnt proteinlerinin tamamia katildigt  sanilmaktadir.
Palmitolasyon islemi ayrica Wnt proteinlerinin glikolizasyon islemi i¢in gereklidir (Sekil

1.5., Mikels ve Nusse 20006).

Glikolizasyon islemi; Wnt proteinleri sentezlendikten sonra ER’ye ulastiklarinda
oligosakkarid transferaz (OST) kompleksi peptit ¢atistnin uygun bolgelerine N-linked
oligosakkarid zincirleri ilave eder. Fakat bu glikoz molekiillerinin Wnt sentezlenmesi ve
fonksiyonlar1 tizerindeki rolii tam anlamu ile anlagilmamistir. Diger morfojen yapidaki
proteinlerde oldugu gibi (Hedgehog gibi), glikolizasyon isleminin Wnt proteinlerinin
hiicre disina ¢ikmak i¢in programlanmasi ve hiirceler aras1 boslukta Wnt proteinlerinin

ilerleyebilmesine yardime1 olabilecegi diisliniilmektedir (Coudreuse ve Korwagen 2007).

Son yillarda ise Wnt proteinlerini salgilayan hiicrelerin bu proteinleri hiicre
disina tasiyabilmeleri i¢in Wntless (Wls) isimli ¢ok gecisli bir transmembran proteinine
gereksinim oldugu gosterilmistir.  WIs proteininden yoksun hiicrelerde Wnt

proteinlerinin salgilandig1 hiicrenin disina ¢ikamadigi bildirilmistir. Wls proteinlerinin
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ER, Golgi aygiti ve daha sonrasindaki tasima yollar igerisinde bulundugu ve hiicre
membranina Wnt proteinlerini tagidiklari sanilmaktadir (Ching ve Nusse 2006). Wls
proteinleri sadece Wnt proteinlerinin tasinmasinda gorev alirlar ve bundan baska genel
bir protein tasima 6zellikleri bildirilmemistir. Ayrica Porcupine proteinden farkli olarak
WIs proteinlerinin herhangi bir enzimsel aktiviteye sahip olmadigi belirlenmistir

(Bartscherer ve ark 2006).

Bunlardan baska, Wnt proteinlerini salgilayan hiicrelerde retromer kompleks
proteinlerinin (Vps35) yoklugunda WIls proteininin yikimlandiginin gdosterilmesi bu
proteinlerinde Wnt salgilanmasinda rol oynadigini diisiindiirmektedir (Coudreuse ve ark

2006).

Aktif Wnt proteinlerinin hiicreler arasi boslukta izole edilebilmesindeki zorluklar
bu proteinlerin hiicreler arasinda nasil tasindiklar1 ve ne kadar uzak mesafelere
tanisabildikleri konusunun tam anlamiyla aydinlatilmasinda baslica problemdir.
Hiicreler aras1 boslukta Wnt proteinlerinin bazilar1 kisa mesafedeki, bazilarinin ise daha
uzak mesafedeki hedef hiicreleri etkiledigi sanilmaktadir (Logan ve Nusse 2004, Mikels
ve Nusse 2006, Coudreuse ve Korwagen 2007).

1.8.3. WNT inhibitorleri

Hiicre disina salgilanan Wnt proteinleri hedef hiicreye ulagmadan 6nce hiicreler
aras1 boslukta cesitli proteinlerle baglanarak veya hedef hiicre yilizey reseptorii bloke
edilerek hedef hiicrede etkisinin olugsmasinin engellenmesini saglayan Wnt proteinlerine
0zgli bazi antagonist proteinlerin oldugu belirlenmistir (Seki 1.5.). Bunlardan FZD
proteinine benzeyen (SFRP) protein, FZD proteini gibi yapisinda Wnt proteinlerinin
baglanabilecegi Cys aminoasitinden zengin bolge ihtiva ederler. Fakat bu proteinlerin
FZD gibi sinyal iletim sistemini etkileyecek hiicre i¢i kismi olmadigindan Wnt sinyal
iletimi bloke edilmis olur. Diger bir antagonist ise Wnt-inhibitér-faktor (WIF)
proteinidir. Bu proteinde SFRP’de oldugu gibi Wnt proteinleri lizerindeki WIF bolgesi
tizerinden Wnt proteinlerini baglayarak etkisiz hale getirir (Logan ve Nusse 2004). Fakat
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SFRP ve WIF proteinlerinin Wnt proteinlerine baglanarak bu proteinlerin
stabilizasyonunu ve hiicreler arasi boglukta taginmalar1 sagladigi da disiiniilmektedir
(Uren ve ark 2000). Ayrica canonical Wnt sinyal iletim sisteminin uyarimini saglayan ve
hiicre yiizeyinde FZD reseptorii ile beraber bulunan LRP reseptdr proteinini inhibe eden
Dickkopf (Dkk) proteinide indirekt olarak canonical yolu bloke eder (Mao ve ark 2002).
Dkk protein ailesine vertebralilar disindaki tiirlerde rastlanmamistir (Logan ve Nusse

2004).

Salgl
Hilcresi Retromer

Hiicreler
Arasi Boglu

Hedef Hiicre

Sekil.1.5. Wnt proteinlerinin salgilanmasi, hiicreler arasi bosluktaki ve hedef
hiicredeki etkilesimlerini gdsteren sema

1.8.4. WNT Sinyal Iletim Sisteminin Hiicre Yiizeyi Reseptorleri ve Cahsma

Sistemi

FZD reseptorii, G-proteini birlesik reseptor proteinleri ailesinden olup, Wnt
sinyal iletim sisteminde Wnt proteinleri i¢cin en 6nemli hiicre membrani reseptorii oldugu
bilinmektedir. FZD hiicre membrani iizerinde yerlesmis yedi-transmembran (Gegisli)

tipinde bir reseptordiir. Ayrica hiicre membraninin disinda Cys aminoasitinden zengin
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uzun bir N-terminal bolgesine sahiptir. Wnt proteinleri direkt olarak FZD reseptoriiniin
hiicre digindaki Cys aminoasitinden zengin kisimlarina baglanirlar. FZD reseptorii
canonical sinyal iletim sistemine ait bir Wnt proteini ile uyarildigi zaman sitoplazma
icerisinde DVL proteinlerini aktive ederler. Bazi FZD reseptorlerinin aktivasyonu
sonucunda sitoplazma igerisinde DVL proteinlerinin yani sira, GTPazlar ve
heterotrimetric G proteinleri de aktive olabilmektedir (Logan ve Nusse 2004). Insan ve
farede 10 farkli FZD reseptoriiniin oldugu tespit edilmistir (Nusse 2008a). Bir Wnt
proteini birden fazla FZD reseptoriine baglanabildigi gibi, bir FZD reseptdriine de birden
fazla Wnt baglanabilir. Ancak FZD reseptorlerinin tamami canonical iletim sisteminde

aktif gorev almazlar (Sekil 1.7., Chen ve ark 2008).

Wnt sinyal iletim sisteminde etkili olan diger bir hiicre yiizeyi reseptorii de Low
Density Lipoprotein Reseptor-related protein (LRP) ailesine ait LRP5 ve LRP6
reseptorleridir. Canonical sinyal iletim sisteminin aktive olmasi icin Wnt proteinlerinin
FZD reseptorleri yani sira LRP reseptorleri ile de bag olusturmasi gerekmektedir. Wnt
proteinleri direkt olarak LRP5/6 reseptorlerine baglanabilmekte ve bunun sonucu olarak
Wnt, FZD ve LRP iiclii kompleksi olusturulmaktadir (Sekil 1.7., Logan ve Nusse 2004).
LRP reseptorlerinin tek bir transmembran bolgesi vardir. Hiicre disindaki bdlgesine
oranla daha kiiclik bir hiicre i¢i kisim igerir. Hiicre igerisinde ucu Axin proteini ile
iliskilidir. Wnt uyarilarina bagl olarak LRP proteininin sitoplazmik ucunda yer alan
Pro-Pro-Pro-Ser-Pro (PPPSP) bolgesi membrana bagli Glikojen sentaz kinaz—38 (GSK-
3B8) ve kazein kinaz 1 (CKl1) enzimleri ile fosforile edilir. Boylelikle LRP’nin

sitoplazmik ucunda Axin proteini toplanir (Sakanaka ve Williams 1999).

Son yillarda yukarida bahsedilen bu reseptorler disinda hiicre yiizeyinde Wnt
proteinlerin baglanabilecegi iki reseptér daha bildirilmistir (Chen ve ark 2008).
Bunlardan biri tek gecisli tirozin kinaz reseptorii olan Ror2’dir. Wnt5a’nin Ror2
reseptoriine baglanarak B-catenin yolunun inhibisyonunu sagladigr gosterilmistir
(Schambony ve ark 2007). Digeri ise a-tipik tirozin kinaz reseptdrii olan RTK/Derailed

dir (Yosihkawa ve ark 2003). Bu reseptor sinir sisteminin gelisimi iizerine etkilidir. Bu
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reseptorlerin uyarilmasi ile hangi hiicre ici sistemlerin aktive oldugu konusundaki

bilgiler heniiz oldukg¢a sinirlidir (Sekil 1.5., van Amerongen ve ark 2008).

Ayrica hedef hiicre membraninda bulunan heperan sulfat proteoglikan (HSPGs)
proteininin Wnt proteini ile iliskili oldugu, bu iliskinin diger reseptorlerle Wnt iliskisini
artirdigi ve Wnt proteinlerinin hiicre dis1 boslukta parcalanmasini engelleyerek Wnt
sinyal iletim sistemini diizenledigi sanilmaktadir (Sekil 1.5., Coudreuse ve Korwagen

2007).

1.8.5. WNT Sinyal Tletim Sisteminin Sitoplazma Bilesenleri ve Calisma Sistemi

Wnt uyarimlart sonrasinda sitoplazma igerisinde ilk aktive olan protein, FZD
reseptorliniin sitoplazmik ucu ile iliskili olan DVL proteinidir ve memelilerde ii¢ tipi
bulunmaktadir (DVL-1, DVL-2, DVL-3). DVL proteininin bir¢ok sinyal iletim sistemi
icin modiilator rolii oldugu sanilmaktadir (Lin 2006). DVL proteinleri yapisinda tiim
tiirlerde korunmus olan {i¢ bolge vardir. Bu bolgeler amino terminalde DIX, merkezde
PZD, ve karboksil terminalde DEP dir . Bu farkli bolgelerin farkli sinyal iletim
sistemlerinde etkili oldugu diisiiniilmektedir (Hsu ve ark 1999). DVL proteinleri
sitoplazma icerisinde Axin, GBP/Fratl ve GSK3- B ile etkileserek B-catenin’in
yikilmamasii engelledigi sanilmaktadir (Lin 2006). Wnt proteinlerinin uyarimi
sonucunda DVL Par-I tarafindan hiperfosforile edilir. Aktif hale gecen DVL proteini
sitoplazma icerisindeki GSK-3B proteinini direkt veya indirekt olarak inhibe eder. B-
catenin’in fosforlanmasindan sorumlu mekanizmanin engellenmesini (canonical Wnt
sinyal iletim sisteminin aktivasyonu) Wnt uyarimina bagl olarak FZD tarafindan aktif
hale gegirilen DVL proteini ile birlikte LRP’nin u¢ kismina toplanan Axin proteininin
DIX bolgeleri lizerinden bag olusturarak diizenledikleri bildirilmistir (Sekil 1.7., Logan
ve Nusse 2004).

Axin, B-catenini fosforile ederek 26S protezomlar tarafindan parcalanmasini
saglayan yapi icerisinde gorev alir. Axin proteini iizerinde B-catenin, GSK3- B, CKI a,
APC, DVL ve LRP proteinleri i¢in uygun baglanma bdlgeleri vardir (Sakanaka ve

Williams 1999). Bu proteinin mutasyonu, Wnt uyarimi ile olusturulan Xenetopus
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embriyolarinda axis duplikasyonunu bloke etmistir (Itoh ve ark. 1998). Hiicre
icerisindeki miktar1, diger Wnt sinyal iletim yolu proteinleri ile karsilastirildiginda

oldukca smirhidir (Logan ve Nusse 2004).

APC proteini de Axin proteini gibi, sitoplazma igerisinde B-catenin’in
yikimlanmasini saglayan kompleks icerisinde yer alir. Sitoplazma igerisinde Axin ve B-
catenin ile direkt olarak iliski igindedir. Wnt sinyal iletim sistemini negatif yonde etkiler
(Lin 2006). Tiimdr baskilayici 6zelligi olan APC’nin mutasyonuna bagl olarak kalitsal
bir kanser olan ailesel adenomatos poliposiz (FAP) sekillendigi bildirilmistir (Pollakis
1997). Ayrica APC mutasyonuna bagli gelisen kolorektal kanserlerde, kanserli
hiicrelerde B-catenin birikmesine yol actigi bildirilmistir (Bienz ve Hamada 2004).
Molekiiler agirligt Wnt sinyal iletim sisteminde rol oynayan diger hiicre i¢i proteinleri
ile kiyaslandiginda olduk¢a biiyiiktiir (312 kDa). Wnt iletim sistemi disinda, APC
proteini hiicre gocilinli, adezyonunu, siklusunu ve kromozom stabilitesini diizenler.
Bunun disinda niikleus igerisine gecen B-catenini yakalayarak, niikleus digarisina

cikartilip, yikimlanmasini saglar (Lin 2006).

GSK-3B8-ve CKla ailesi, serine/threonine(Ser/Thr) protein kinaz enzimdir.
Proteinlerin tizerindeki Serine/threonine aminoasitlerini fosforile ederler. 3-catenin N-
terminali tizerinde GSK-3B’nin fosforilasyon gergeklestirebilecegi 4 potansiyel bolge
belirlenmistir. Bu bolgelerin mutasyonuna bagli olarak B-catenin hiicre i¢i stabilizasyonu
artmaktadir. Direkt olarak GSK3-8 ve CKla, B-cateninin fosforlanmasinda rol aldigini
gosterilmistir (Aberle ve ark 1997). CKI a tarafindan B-catenin S45 bolgesini fosforile
edilmesi, GSK3 B°’nin T41, S37 ve S33 bolgelerinin fosforlanmasini uyarmaktadir. CKla
ve GSK3-8 iizerinde B-catenin ve Axin proteinine baglanma bdlgeleri vardir (McKay ve
ark 2001, Liu ve ark 2002). B-catenin yikimlanma kompleksi i¢erisinde N-terminaldeki
Ser/Thr rezidiilerini fosforile ederek yikimlanmasinda rol oynayan bu enzimler Wnt
sinyal iletim sistemi i¢in negatif etkili iken, ayn1 enzimlerin Wnt sinyaline bagli olarak
LRP sitoplazmik ucundaki Axin proteininin toplanmasinda rol almasi (agonist etki) bu
sinyal iletim sistemindeki roliinii olduk¢a karmasiklastirmaktadir (Logan ve Nusse 2004,

Price 2006).
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1.8.5.1. B -catenin ve Sitoplazma Icindeki Parcalanma Yolu

Ilk olarak hiicrelerin birbirine baglanmasini saglayan e-caterinin hiicre ici
domain proteini olarak izole edilmistir. Daha sonralar1 dirozofila sineklerinde segment
Polarity geni olan armadillo proteini ile homologlugunun kesfedilmesi bu proteinin
transkripsiyonda da gorevleri oldugunu ortaya koymustur. B-catenin, Wnt canonical
sinyal iletim sistemine ait proteinlerin tasidigi mesaji niikleusa ileterek gen
ekspresyonunu diizenleyen 130 aminoasitlik énemli bir proteindir (Willert and Nusse
1998). Bu proteinin N- terminali hiicre i¢i stabililizasyonu i¢in 6nemli iken C-terminali
DNA baglanmasini saglayan bolgeleri ihtiva eder. N-terminali yapisinda bulunan dort
adet serine/threonine motifi B-catenin’in CKlo ve GSK3-f tarafindan fosforlanmasini
saglar. Bu kinaz enzimleri ile fosforile edilen B-catenin’in yapisina B-TrCP tarafindan
ubiquitin proteinleri eklenir (Ubiquitinasyon) ve daha sonrada 26S proteozomlar
tarafindan taninan B-catenin’in parcalanmasi saglanir (Sekill.6., Logan ve Nusse 2004,

Lin 2006).

(m Proteozom

Beta-TrCP| il "

ubiquitinasyon
J Gen E esyonu O O

Niikleus

Sekil.1.6. Wnt proteini olmadiginda B-catenin’in hiicre igindeki parcalanmasini gosteren
sema
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1.8.5.2. Beta-cateninin Hiicre I¢i Stabilizasyonu

Canonical sinyal iletim sistemini uyaran Wnt proteinlerinin hiicre igerisinde
istedigi etkiyi olusturabilmesi i¢in B-catenin’in hiicre i¢i yikimlanmasini engellemesi
gerekmektedir. B-catenin’in N-terminali hiicre i¢i stabilizasyonunda 6nemli rol oynar.
Hatta N-terminalinde mutasyon sekillenen B-catenin’in hiicre i¢inde oldukca stabil ve
aktif oldugu gozlemistir. C-terminali DNA’ya baglanma bdélgeleri ihtiva ettiginden bu
bolge Wnt sinyal iletim sistemi ig¢in gereklidir. B-catenin’in hiicre igerisinde
birikebilmesi i¢in B-catenin’in yikimlanmasinda gorev alan proteinlerin bir sekilde
etkilerinin ortadan kalkmasi gereklidir (Lin 2006). Hiicre i¢inde B-catenin’in stabilitesini
etkilen iki 6nemli protein; GSK3- ve APC proteinleridir (Aberle ve ark 1997). APC’nin
ozellikle kolorektal kanser olgularinda mutant 6zellikte olmasindan dolay1 B-catenin’e
baglanamaz ve bunun sonucu olarak bu hiicrelerde B-catenin diizeyi artmaktadir. Ayrica
GSK3-B tarafindan fosforlile edilen APC’nin B-catenin’e baglanma &zelligi artar. B-
catenin’in hiicre i¢i stabilizasyonun artmasini agiklayan en énemli teori, GSK3-8 kinaz
aktivitesinin azalmasidir (Logan ve Nusse 2004). Ayrica DVL proteini, kompleks
icerisindeki GSK3-8’y1 baglayan GBP/Frat proteini ile etkilesime gegerek GSK3-’nin
-catenin’in pargalanmasini saglayan komplesin icerisinden ayrilmasi saglanir (Yost ve
ark 1998) . Bununla birlikte Axin proteinin de LRP’nin sitoplazmik ucunda toplanmasi
B-catenin’in sitoplazma igerisinde yikimlanmasini olumsuz yonde etkiler (Sekill.7.

Logan ve Nusse 2004).

1.8.6. Beta-catenin’in Niikleus icine Girmesi ve TCF ile iliskisi

B-cateninin hiicre c¢ekirdegi igerisine dogrudan girebildigi sanilmaktadir.
Canonical Wnt sinyaline bagl olarak hiicre icerisinde stabilizasyonu ve miktar1 artan B-
catenin niikleus i¢erisinde TCF/Lef DNA baglanma protein ile etkilesir (Sekil 1.7.). Wnt
sinyalinin olmadig1 durumlarda, TCF/Lef, Groucho proteini ile bag olusturarak Wnt gen
ailesi i¢in hedef genleri baskilar. B-catenin oldugu durumlarda ise; TCF/Lef/Groucho
protein kompleksinden Groucho proteininin uzaklastirilmasi ve bolgeye ko-aktivator

olarak gelen CBP ile olusan yeni protein kompleksi, Wnt proteinlerinin hedef genlerinin
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sentezlenmesini uyarir. Bu kompleks aktivatoriiniin yani sira, Brg-1 (kromatin yapisini
¢ozen bir protein) proteininde Wnt hedef gen ekspresyonunu artmaktadir (Logan ve
Nusse 2004). Kromotain ile TCF/B-catenin kompleksinin aktivitesinin diizenlenmesinde
Leglesss ve Pygopos proteinlerinin rol oynadigi, bu genler yoniinden mutant olan
dirozofila sineklerinde ve memeli hiicre kiiltiirlinde Wnt sinyal iletim sistemi
bozukluguna benzer bulgularin ortaya c¢ikmasi bu genlerin Onemini gostermistir

(Belenkaya ve ark. 2002).

Bu bahsedilen niikleus proteinleri disindan B-catenin’in TCF ile etkilesime
gecmesini engelleyen proteinlerin varlig: tespit edilmistir. Bunlar ICAT (Inhibitor B-
catenin ve TCF-4) ve Chibby (Cby) proteinleridir. Bu proteinler B-catenine baglanarak,

3-catenin ile TCF’nin kompleks olusturmasina izin vermezler (Tago ve ark 2000).

WWNT/ Beta-Catenin Sinyal iletim Sistemi

B

Sekil.1.7. Wnt/B-catenin sinyal iletim sistemini gdsteren sema
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1.9.Wnt Genlerinin Reprodiiktif Olaylar Uzerine Etkileri

Wnt ailesi genlerini insan ve diger memelilerin disi genital sisteminde hem
neonatal siireci kapsayan puberta Oncesinde hem de eriskin donemde gorevleri
bulunmaktadir. Uterusun morfolojisi, mezensimal-epitel iliskinin diizenlemesi,
preimplantasyon periyodunda uterusun gebelik i¢in hazirlanmasi, implantasyon siireci,
insan ve ruminantlarda trofoblastlarin baskalasiminda rol oynadigi gosterilmistir
(Sassoon 1999, Carson 2005, Hayashi ve ark 2007). Ayrica Wnt sinyal iletim sistemi
antagonisti olan SFRP-2’nin uterus epitel hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettigi

bildirilmistir (Mohammed ve ark 2005)

Insan endometriumunda mensturel siklus boyunca devamli olarak Wnt2, Wnt3,
Wnt4, Wnt5a, Wnt7a ve Wnt7b sentezlenmektedir. Fakat endometrial karsinoma
olgularinda Wnt2, Wnt3, Wnt4 ve Wnt5a ekspresyonunun baskilandigi gdzlenmistir
(Bui ve ark 1997). Tulac ve ark (2003) mensturel siklus boyunca insan
endometirumunda Wnt7a’nin luminal epitelde sentezlendigini belirtmisler ve Wnt7a’nin
glandular fonksiyonlar i¢in 6nemli oldugunu vurgulamislardir. Ayrica, Wnt7a knock-out
farelerin uteruslarinda glandular gelisim olmamaktadir. Hayashi ve ark (2007) pre-
implantasyon doneminde Wnt genlerinin ekspresyonundaki gilinlere gore artma veya
azalmanin, koyunlarda uterus/embriyo arasindaki iliskinin diizenlenmesinde rol
oynadigin1 gostermislerdir. Yine Kim ve ark (2003) ruminantlarda maternal kabulii
saglayan IFN-t'nun endometrial epitelde Wnt7a ekspresyonunu arttirdigini

gozlemislerdir.

Bir biiytime faktorii sinyal iletim sistemi olan Wnt’nin implantasyon siirecinde
onemli rol oynadig1 diisiiniilmektedir. Farelerde, uterus kornulari ligasyon yontemi ile
birbirlerinden ayrildiginda sadece embriyonun bulundugu tarafta Wnt sinyal iletim
sistemine ait genlerin aktivite oldugu belirlenmistir. Buna karsin susam yag1 verilerek
yalanct gebelik durumu olusturulan farelerde Wnt sinyal iletim sistemi aktive
olmamistir. Bu nedenle, Wnt sinyal iletim sisteminin aktivasyonunun uterusta

embriyonun varligma bagl olarak olustugu kanisina varmiglardir. Farelerde embriyo
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transferini takiben Wnt sinyal iletim sistemi antagonisti SFRP2’nin uygulanmasi

implantasyon oranini 6nemli derecede diisiirmiistiir (Mohamed ve ark 2005).

Miller ve ark (1998) tarafindan oOstrus siklusu boyunca Ostrojen ve/veya
progesteron hormonu etkisi altindaki uterusta Wnt sinyal iletim sisteminde rol alan
genlerin ekspresyonunda artis ve azalmalar oldugunu belirlemislerdir. Ostrojen ve
progesteron etkisi ile Wnt sinyal iletim sistemi uterusta hiicrelerin proliferasyonu ve
farklilagmasimi  diizenlemektedir. Progesteron etkisi ile hiicrelerde GSK-3p’nin
miktarinin azalmast Wnt sinyal yolunun uyarilmas: i¢in progesteronun gerekliligini
gostermektedir. Ostrojenin ise Wnt sinyal iletim sisteminin tam aktivasyonu (hiicre
cekirdegindeki gen aktivasyonu) i¢in gerekli oldugu vurgulanmistir (Rider 2006). Oehler
ve ark (2002) normal endometrial epitel hiicrelerini progesteron ve Ostrojen ile inkube

etmisler ve bu hiicrelerde ilk olarak Wnt 7a’nin arttigin1 goézlemislerdir.

Sikluslar ve gebelik sirasinda cesitli fonksiyonlar: ile Ostrojen i¢in primer hedef
organ uterustur. Farelerde Ostrojen uterus epitelinin proliferasyonunu uyarir ve bu da
normal epitel morfogenezisinin devam ettirilmesi, hiicresel farklilasma ve salgi
faaliyetlerinin devam etmesi i¢in gereklidir. Genel kani; Ostrojenin bu etkinligini
dokudaki reseptorleri ile etkileserek olusturdugu seklindedir (Ma ve ark 2003, Paria ve
ark 2000). Fakat Ostrojenin reseptorlerinden bagimsiz olarak Wnt iletim sistemini
uyardiginin belirlenmesi, Ostrojenin hedef dokudaki etkisini farkli sinyal iletim
sistemleri tlizerinden de calisabildigini gostermektedir (Hou ve ark 2004). Hou ve ark
(2004) ostrojen reseptoriinden bagimsiz olarak oOstrojenin Wnt4, Wnt5 ve FZD2

ekspresyonunu hizli bir sekilde arttirdigini bildirmektedirler.

Sonug olarak insan, fare ve ruminantlarda siklus ve erken gebelik boyunca Wnt
sinyal iletim sisteminde 6dnemli roller oynayan genlerin ekspresyonunun ¢esitli faktorlere
bagli olarak (ovaryum sex steroidleri, IFN-t gibi) degistigi bilinmektedir. Hatta
reprodiiktif olarak implantasyon gibi ¢ok 6nemli siireclerin Wnt gen ailesi veya iletim
sisteminde rol oynayan genler ile diizenlendigi gosterilmistir (Hayashi ve ark 2007,

Hayashi ve ark 2009). Kisraklarda heniiz Wnt gen ailesi karakterize edilmemistir.
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Ayrica; Wnt genlerinin kisraklarda 6strus siklusu ve erken gebelige bagli olarak nasil bir
ekspresyon profili sergiledigi bilinmemektedir. Kisraklarda Ostrus siklusu ve erken
gebelik boyunca maternal veya embriyonal olarak salgilanan molekiillerin, uterustaki
Wnt genleri ve bunlarin sinyal iletim sisteminde rol oynayan genler {izerinde
olusturacaklar1 degisliklerin tespiti, kisraklarda strus siklusunun ve gebeligin molekiiler
yoniliniin daha iyi anlasilmasina katki saglayacaktir. Erken gebelik siiresinde at
embriyosundan salgilanan yogun miktardaki ostrojenin rolii tam olarak bilinmemektedir.
Daha onceden bahsedildigi iizere diger tiirlerde maternal hormonlardan olan Ostrojen
veya progesteron Wnt sinyal iletim sistemini iizerine etkilidir. Bu nedenle embriyo
kaynakli Ostrojenin ve embriyonun uterustaki Wnt sinyal iletim sistemi tizerindeki
etkilerinin  belirlenmesi gebeligin maternal kabulii mekanizmasinin daha 1yi
anlagilmasina yardimci1 olabilecegi ve gelecekteki caligmalara 151k tutabilecegi

diistiniilmektedir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Hayvan Materyali ve Se¢cimi

Calismada Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi At¢ilik Unitesinde yaslar1 5—
16 arasinda degisen, 450-550 kg viicut agirhigia sahip ve Henneke ve ark (1984)
belirledigi sisteme gore viicut kondiisyon skoru 5-6 olan 10 adet Arap kisrak ve 1 adet

aygir kullanildi.
Calismada kullanilmadan 6nce kisraklara asagida belirtilen muayeneler yapildi;

2.1.1. Inspeksiyon: Vulvar ve perineal bolgenin durumu (bdlgedeki lezyon,
yaralanmalar vs.) ve durusu (sarkma ve ¢Okme gibi) belirlenerek normal anatomik
durusa uygunluk kiyaslandi. Caslick index skorlamasi Pascoe (1979)nun bildirdigi
sisteme gore yapildi. Skoru 100 iizerinde olan kisraklara Caslik operasyonu uygulandi.
Spekiilim yardimi ile vagina duvarinda veya serviks Oniindeki kalici hymen ve

pnomovagina gibi patolojiler arastirildi.

2.1.2. Rektal Muayene: Muayene de sol ovaryumdan baslanarak, sol kornu uteri,
korpus uteri, serviks uteri, sag kornu ve sag ovaryumum asict bag rehberliginde normal

anatomik yerlerine ve duruslarinin uygunlugu belirlendi.

2.1.3. Ultrasonografik Muayene: Rektal muayene sonrasinda donemsel degisiklikler
gdz Onlinde bulundurularak ovaryum ve uterusun durumu, patolojiye yol agabilecek
ovaryum tiimorleri, kistleri, hematomlari, inaktif ovaryum, endometritisler, kistik

olusumlar vs. yoniinden incelendi.
2.1.4. Serviksin Durumunun Belirlenmesi: Vaginal yoldan elin bas ve isaret

parmaklar1 kullanilarak serviksin agiklig1 ve servikal yirtiklar gibi patolojik durumlari

degerlendirildi.
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2.1.5. Intrauterin Orneklemeler: Siiphelenilen durumlarda uterustan c¢ift kilifl
swaplarla (Kruuse, Danimarka) alinan siiriintii ve/veya sivi 0rnekleri lam tizerine alinip
kurutulduktan sonra Giemsa boyama teknigi ile uterus sitolojisi yapilarak Polimorf
Cekirdekli Lokositler ve Eritrosit varliklar incelendi. Ayrica gerek goriilen durumlarda

bakteriyolojik incelemelere de bagvuruldu.

2.1.6. Histopatolojik Incelemeler: Alinan biyopsi 6rnekleri %10”luk formaldehit
sollisyonu ile tespit edildikten sonra parafin i¢inde bloklanarak kesit alindi. Kesitler
Hematoksilen-Eozin (HE) boyama yontemi ile boyanip, Kenney ve Doig’in (1986)
bildirdigi siniflandirmaya gore degerlendirildi (Resim 2.1).

Resim 2.1. Siklusun luteolizis sonrasi dstrusta HE ile boyanmasi sonucunda elde edilen
endometrium goriintiisii (Biyopsi derecesi II-A)

2.1.7. Aygir Muayenesi: Penis ve prepisiyumun durumu ile aygirin libidosu gézlemsel
olarak degerlendirildi. Suni vajen ile aliman spermanin miktar1 spermatozoonlarin

motilitesi, canlilik orani, patojik durumlari belirlendi.

2.1.8. Diger Muayeneler: Fertiliteyi etkileyebilme olasiligi nedeni ile sistemik

muayeneler, agiz ve dis muayenesi, ayak ve tirnak bozukluklar1 ve paraziter hastaliklar
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yoniinden incelendi. Alinan kan numunelerinde normal kan parametrelerine (Kan

gazlari, Eritrosit, Lenfosit sayilar1) uygunluk arastirildi.

Sonugta yukarida sayilan tiim muayeneler sonrasinda saglikli ve parametreleri
fertilite sinirlar1 icerisinde kabul edilen aygir ve kisraklar ¢aligma i¢in kullanildi.

Caligsma siiresince gerek goriildiikge muayeneler tekrarlandi.

2.2. Bakim ve Besleme

Aygir ve kisraklarin her biri bagimsiz bokslarda barindirildi. Haftada 4 giin ve
glinde 2 saatten az olmamak iizere kisraklar agik padokta serbest birakildi. Tirnak
bakimlari, timarlar1 ve giinliik althik degisimi rutin olarak yaptirildi. Su ihtiyact hayvan
bokslarindaki otomatik suluklardan karsilandi. Yem ihtiyaci pelet yemden, kuru ot
ihtiyac1 kurutulmus yonca ile karsilandi. Aylik olarak B kompleks ve E vitamin

enjeksiyonu ile 6 ayda bir anti-paraziter oral pasta (Eqvalan, Novakim, Tiirkiye) yapildu.

2.3. Kisraklari Ostrus ve Ovulasyonlarinin Diizenlenmesi

Sezon baslangicinda yapilan ultrasonografi muayenesi ile ovaryumlarinda tipik
gecis donemi follikiilleri gozlenen, ovulasyona gitmeyen, herhangi bir donemde
ovaryum tizerinde (gelisen, olgun, gerileyen) CL’i olmayan kisraklar ge¢is doneminde
oldugu kabul edildi. Kisraklara Intravaginal Progesteron Salan Gere¢ (PRID, CEVA-
DIF, Tirkiye) yerlestirildi. Ayrica kisraklar giindiiz saatlerinde disarida 2—4 saat
birakilmasiyla giin 1s18indan daha fazla yararlanmalar1 saglandi. PRID c¢ikartildigi giin
10 mg dozda intramuskiiler (i.m.) PGF,, (Dinoprost, Pfizer, Tiirkiye) enjekte edildikten

sonra Ostrus belirtiler yoniinden 4-5 giin siire ile izlendi.

Sezon igerisinde biyopsi Ornekleri alinan kisraklara Ostruslarin uyarilmasi igin
tek doz 10 mg I.M. PGF,, enjekte edildi. Uygulama sonrasi 4-5 giin igerisinde strus
gostermeyen kisraklara inat¢1 CL oldugu kabul edilerek 12 saat ara ile ¢ift doz 5 mg .M.
PGF,, uygulandi.
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Ovulasyonlarin uyarilmasi amaci ile ovaryum iizerinde > 35mm follikiil bulunan

ostrustaki kisraklarm tiimiine 1500 IU I.V. hCG (Chorulon, Intervet, Tiirkiye) yapildi.

2.4. Kisragin Hazirlanmasi

Kisraklar tohumlama, biyopsi 6rnegi toplama veya muayeneler esnasinda travay
icerisine alindi. Gerek goriilen durumlarda kisraklara sedasyon amaciyla sedatif 0,5-1 ml
I.V. (Domosedan, Pfizer, Tiirkiye) uygulandi. Intravaginal islem gerektiren tiim
durumlarda 6nce kuyruk sargi bezi ile sarilip hayvanin boynuna baglanan ip vasitasi ile
bolgeden uzaklastirildi. Ilik temiz su, pamuk ve betadin sabun kombinasyonu (Isosol-
Scrub, Merkez Laboratuar, Tiirkiye) ile perineal alan ve vulva temizlendi. Daha sonra

kuru temiz bir kagit havlu ile bolge kurulandi.

2.5. Tohumlama

Ostrusta oldugu tespit edilen bir kisrak zapt-1 rapti saglanarak fantom olarak
kullamildi. Sicakligi 40-45 °C olan suni vajen (Colarado tipi) prosediire uygun bir
sekilde hazirlandiktan sonra aygir fantoma atlatilarak sperma suni vajenin toplama
kadehine alindi. Yaklasik 9 ml sperma (750 milyon) 1,5 ml penisilin (Dipenisol, Bayer,
Tiirkiye) ilavesinden sonra sulandirilma yapilmadan enjektdr igerisinde intra-uterin

katater ile Ostrustaki kisragin uterusu igerisine birakildi.

2.6. Ultrasonografik Muayeneler

Kisraklarda follikiiler gelisme, ovulasyonlar, CL gelisimi, uterustaki endometrial
o0demlesme ve gebelik tespiti gibi durumlar ultrasonografi ile 6-8 MHz’lik Linear prob
kullanilarak yapildi. Follikiiler gelismeler ovaryum iizerindeki follikiillerin caplari
Olgiilerek izlendi. Ovulasyon 12 saat ara ile yapilan muayenelerde izlenen >35mm
follikiiliin olmamasi ve yerinde gelisen CL yapisinin gbzlenmesi ile belirlendi. Siklusun

donemlerinin belirlenmesi ve Ostrus tespiti i¢in Atli ve ark (2005) bildirdigi sisteme gore
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uterustaki 6dem derecesi skorlandi. Ovulasyonu takiben (0. giin) 10. giinden baslayarak
uterus icerisindeki embriyoya ait non-ekoik kesenin goriilmesi ile 22.giinde ise

embriyoya ait kalp atimlarinin belirlenmesi ile gebelikler teshis edildi.

Bunlarin diginda biyopsi sonrast komplikasyonlarin  (endometritis  gibi)

izlenilmesinde ultrasonografiden yararlanildi.

2.7. Biyopsi Giinlerinin Belirlenmesi

Ovulasyon giinii 0. giin olarak kabul edildi. Tohumlanan ve embriyo tespit edilen
kisraklarda gebelik giinleri 0. giin kriter alinarak belirlendi. Siklik giinlerin
belirlenmesinde kisraklarda ovulasyon giiniiniin belirlenmesinin yan1 sira ultrasonografi
ile endometrial 6demlesme skoru (didstrus icin 6dem yok veya dstrus i¢cin ddemli olmasi
gibi) ve 12 saatte bir alinan kan orneklerinden plazma progesteron hormonunun
miktariin tespiti ile karar verildi. Calisma i¢in kisraklardan bir asim sezonu boyunca
her bir grubun her bir giinii i¢in dort adet, ayn1 giin i¢in birden fazla ayni kisragin
numunesi olmamak sart1 ile gebe gruplar1 kendi igersinde 15, 18 ve 22. giinler, siklik

gruplar 0.giin, gec didstrus ve luteolizis sonrasi dstrusta olacak sekilde ayrildi.

2.8. Biyopsi Alma

Biyopsi Oncesi rektal muayene ile digk: kitleleri rektumdan uzaklagtirilip uterus
konumu belirlendikten sonra perineal alan daha Once bahsedildigi (2.4) gibi
temizlendikten sonra sag kola rektal muayene eldiveni giyildi. Bunun {izerine steril
cerrahi eldiven gecirildi. Vulva dudaklar1 iki yana aralanarak steril jel ile
kayganlastirilmis  sag kol ile intravaginal olarak girildi. Serviksin durumu
degerlendirilip, duruma gore eger kapali ise sag elin isaret parmagi kullanilarak
gevsetildi. Otoklavda sterilize edilen biyopsi pensi sol ele alinarak sag el rehberliginde
vajina ve serviksi gecerek uterus igerisine yerlestirildi. Biyopsi pensi uterus igerisinde
iken sag el disariya cikartilip rektal olarak girilerek biyopsi pensine yon verildi. Siklik

kisrakta bir dnceki numune sag kornuya dogru alinmigsa sol kornuya dogru, gebe ise
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gebelik kesesine en yakin noktaya dogru yonlendirilen biyopsi pensinin agzi sol el
kullanilarak agildi. Rektum igerisindeki sag el kullanilarak bir parca endometriumun
pensin agzinin igerisine girmesi saglandi. Daha sonra agzi kapatilan pens en az 90
derece dondiiriilerek parcanin tamamen kopmasi saglandi. Alinan endometrium 6rnegi
1,5 ml’lik steril ependorf tiip icerisine alinarak sivi nitrojen igersinde hemen donduruldu

ve RNA izolasyonu yapilincaya kadar -70°C muhafaza edildi.

Biyopsi sonrasi olabilecek enfeksiyonlar1 dnlemek i¢in uterusa 2 tiip intrauterine
kopiik (Fatroximin, Italya) veya 15 ml %10’luk gentamisin (Gentavet, Tiirkiye) +
kristalize penisilin (4.000.000 IU, I.E.Ulagay, Tiirkiye) kombinasyonu verildi. Bu tedavi
oksitosin (20 IU 1.M., Vetas, Tiirkiye) veya Smg PGF,, ile desteklendi. Uterus lavaji
gerektiren durumlarda ucunda balon olan uterus yikama kateteri ile 37-45 °C arasinda
itilmis serum fizyolojik (Fizyol, Vetas, Tiirkiye) uterus icerisinde verilip, sifon yontemi

ile geri alind1.

2.9. Siklik Kisraklarda Progesteron Ol¢iimii

Siklik kisraklarda biyopsi giiniinden en az iki giin dncesinden baglanarak 9 ml
ETDA’l vakumlu tiiplere V. Jugularisten kan alindi. Alinan kan laboratuarda santrifiij
edilerek plazma kismi alindi. Toplanan plazmalar 6l¢iim yapilincaya kadar -20°C de
muhafaza edildi. Olgiimler ELISA yontemi (Progesterone II kiti, Almanya) ile beseri
laboratuarda yaptirildi. Olgiilen progesteron degerlerine gore kan progesteron seviyesi
biyopsi yapilan giline kadar yiiksek devam ediyorsa gec¢ didstriis, en az iki numunede

progesteron seviyesi 1 ng/ml altinda ise luteolizis sonras1 Ostrus olarak degerlendirildi.
2.10. Total RNA izolasyonu

Endometrial biyopsi ornegi (yaklasik 50 mg) 1,6 ml Trizol (Fenol/Kloroform,
Trigent, ABD) icerisinde homojenize edildi. Homojenizatérde dokunun tamamen

parcalanmasinin ardindan 1,6 ml’lik RNA soliisyonu iki ependorf tiipe esit olarak

boliindii. Ependorf tiipe alinan 800 ul siispansiyon tizerine 200 pl kloroform eklenerek
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vorteksle karistirildi. Oda 1sisinda 10 dakika bekletinen ornekler +4°C sogutmali
santrifiiriijde 12700 g hizda 15 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kisim bagka bir
ependorf tiipe alttaki fazlar bozulmadan alindi. Yaklasik 500 pl siipernatant iizerine 600
pl butanol ilave edildi. Karigim alt iist edilerek karistirildiktan sonra 10 dakika oda
1s1sinda bekletildi. Daha sonra sogutmali santrifiijde 12700 g hizda 10 dakika santrifiij
edilerek olusan RNA peletinin dipte ¢oktiiriilmesi saglandi. Pelet iizerindeki butanol
ilave edilen siipernatant kisim dokiildiikten sonra 3 defa (sirast ile %70, %70, %95)
soguk etanol ile yikama islemi, +4°C’de 7700g hizda 5’er dakika yapildi. RNA peleti
yeterince kurutulduktan sonra 100 pl steril DEPC- ddH,O igerisinde ¢ozdiiriildii.

2.11. RNA Kalitesi ve Miktarmin Belirlenmesi

Elde edilen total RNA kalitesi ve miktarinin belirlenmesi i¢in Nanodrop
kullanildi. Blank belirlenmesi i¢cin RNA’larin igerisinde ¢dziindiirtildiigiic DEPC’li su
(ddH,0) cihazin okuma yiizeyine damlatildi. Daha sonra cihaz RNA okunma modunda
iken 2ul RNA 6rnegi steril pipet ucu ile aletin okuma yilizeyine damlatilarak ol¢timler
yapildi. RNA miktar1 ng/pul seklinde belirlendi. Ayrica izolasyon sirasinda olusabilecek
fenol, protein ve genomik (g) DNA kontaminasyonlarini belirlemek igin Ajeo/Azgy ve
Az60/ Az oranlart degerlendirildi. Oranlart Ajeo/Asso icin 2 + 0,1 ve Azeo/Azsp icin 2 -2,4
arasinda olan RNA 6rnekleri cDNA yapiminda kullanildi.

RNA orneklerinin kalitesinin belirlenmesi amaciyla Tug/10ul
konsantrasyonundaki RNA {izerine 6X yiikleme boyasindan 2pl konularak 9%1°lik
agaroz jelde ylriitiildi. Etidium Bromiir (EtBr) ile boyanan RNA bantlart UV-
transliiminator iizerinde bant kalitesi gozle ve goriintiileme sisteminden alinan resim ile
degerlendirilerek yapildi. RNA jelinde 28S ve 18S RNA bantlar1 28S iizerindeki ytliksek
molekiiler agirliga sahip RNA’lar ve yiikleme kuyucuklarinda gDNA varligina bakildi.
RNA kalitesi yoniinden degerlendirmede RNA’nin smear gibi yayilip yayilmadigi ve
28S bant yogunlugunun 18S bant yogunlugundan 2 veya 2,5 kati olmasi kriterleri
kullanildi. (Resim 2.2)
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Resim 2.2.Total RNA’larin %1°lik agaroz jel elektroforezindeki goriintiisii

2.12. Total RNA’dan DNase I Enzimi ile genomik DNA’nin Uzaklastiriimasi

Nanodropta Olc¢limleri yapilan RNA’larin konsantrasyonlar1 2pg/20ul olacak
sekilde DEPC-ddH,O kullanilarak esitlendi. Daha sonra DNase I (Fermentas, ABD)
enzim reaksiyonu iiretici firmanin protokoliine gore uygulandi. Bu protokole gore
2ug/20ul total RNA iizerine 2 pl DNase I reaksiyon karisimi ve 2 pl DNase I enzimi
konularak su banyosunda +37°C 30 dakika bekletildi. Reaksiyon durdurulmasi i¢in 2 pl
ETDA ilavesi ile +65°C su banyosunda 10 dakika inkiibe edildi.

Islem sonrasinda gDNA kontaminasyon varliginin kontrol edilmesi i¢in DNase I
ile muamele edilmis RNA o6rnekleri GAPDH primer ¢ifti ile Polimeraz Zincir
Reaksiyonunun (PZR) Touchdown protokolii kullanilara yiikseltgendi. Bu islem
sonrasinda %2’lik agaroz jelde GAPDH sinyali vermeyen RNA oOrnekleri gDNA

yoniinde temizlenmis kabul edildi (Resim 2.3).
Pozitif
k(())ntrol

v

Resim 2.3.Total RNA DNase I enzimi ile muamele edildikten sonra GAPDH

primerleri ile PZR yiikseltgenmesinin ardindan %2’lik agaroz jel elektroforezi goriintiisii
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2.13. Reverze Transkriptaz (RT) Reaksiyonu

DNase I enzimi ile gDNA uzaklastirilmasinin ardindan 2pug/20ul total RNA’dan
tek zincir cDNA iiretilmesi RevertAid First Strand cDNA Sentez kiti (Fermentas, ABD)
kullanilarak gerceklestirdi. Buna gore 1ul Oligo dT ve 1ul Random hekzamer 2pug/20ul
total RNA iizerine ilave edildi. Su banyosunda +70°C 5 dakika bekletildikten sonra 8ul
5X cDNA reaksiyon karisimi, 2 pl RNAse inhibitorii, 4ul NTP ilave edilerek +25°C su
banyosunda 5 dakika bekletildi. Daha sonra 2ul Reverse Transkriptaz enzimi ilave
edilerek once +25°C 10 dakika sonra +37°C 60 dakika su banyosunda inkiibe edildi.
Reaksiyon +70°C su banyosunda 10 dakika bekletilerek durduruldu. Reaksiyon
gerceklesip gerceklesmedigi ve kalitesinin belirlenmesi amaciyla elde edilen cDNA
templeyt olarak kullanilarak GAPDH primerleri ile TouchDown protokolii ile PZR’da
yiikseltgendi. Elde edilen PZR {iriinii %2’lik agaroz jelde ytirtitiiliip, cDNA’lerin kalitesi
kontrol edildi (Resim 2.4).

500 bo >t
— — . — | el S— W—  W—— —)  C— -

250 bn > et

Resim 2.4. RT Reaksiyonu sonrasinda total RNA’dan elde edilen cDNA GAPDH
primerleri ile PZR yiikseltilmesinin ardindan elde edilen %2’lik agaroz jel resmi

2.14. Primer Dizayni

Calismada kullanilacak Wnt gen ailesi ve sinyal iletim sistemine ait genlerin
mRNA ve DNA dizi bilgileri Gen Bankasi (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) iizerinden
elde edildi. Alman  mRNA sekanslari internetteki Primer  Blast
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/) IDT primer dizayn
(http://eu.idtdna.com/home/home.aspx) ve Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu) primer
dizayn programlar1 kullanilarak hem RT-PZR hemde Realtime-PZR”da kullanilabilecek
primerler dizayn edildi. Real time-PZR igin o6zellikle primerlerin self ve/veya hetero

dimer olusturmamasina dikkat edildi. Bu ama¢ i¢cin Wang ve Seed (2007)’1n bildirdigi
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kriterler gz Oniine alindi. Dizayn edilen primerlerin ¢ogaltigi bolgenin baz dizilimi
Primer Search Version 1.0. (Kav 2007) programindan elde edildi. Primer dizayn
programindan elde edilen ileri (forward) ve geri (reverse) primerlerin dogrulugu ve
cogaltilacak bolge yine Gen Bankasindaki BLAST programi kullanilarak kontrol edildi.
Cogaltilacak olan bolge ile ileri ve geri PZR primerlerin en az {i¢ farkli tiirde (insan,
maymun, fare, ruminant vs.) ayni gen bolgesini gostermesi (korunmus bolgeler) ancak at
icin bilinen farkli bir gen olmamasina dikkat edildi. Dizayn edilen PZR primerleri

Metabion (Almanya) firmasina siparis edildi.

Wnt genlerinin 17’sine (Wntl, Wnt2, Wnt2b, Wnt3, Wnt4, Wnt5a, Wnt5b,
Wnt6, Wnt7a, Wnt7b, Wnt8a, Wnt8b, Wnt9b, Wntl0b, Wntll, Wntl4, Wntl6),
antagonsitlerin 6’simna (Dkkl1, Dkk2, SFPR1, SFRP2, SFRPS5, Wif-1), hiicre ylizey
reseptorii FZD6, LRP6, sitoplazma kompanenti DVL-2, GSK3-beta, Beta-catenin,
niikleer faktor Lef-1, Wnt genleri tarafindan uyarilan MSX2 ve MYC genlerine ve
housekeping gene olarakta GAPDH genine primerler dizayn edildi (Bkz. EK-A.)

2.14.1. Primer Sulandirilmasi

Liyofilize haldeki primerler 50 pMol/ul konsantrasyonunda 10 mM Tris-EDTA
icersinde ¢ozdiiriildii. Daha sonra her bir genin ileri ve geri primerleri esit miktarlarda
karistirilarak primer karisimi hazirlandi. Ana stokta kontaminasyon olmamasi igin ayr1

bir yerde muhafaza edildi (-20°C).

2.15. RT-PZR

RT reaksiyonu kullanilarak total RNA’dan elde edilen cDNA’lardan spesifik
primerleri kullanilarak arastirilacak genin PZR’da yiikseltgenmesi saglandi. PZR
reaksiyonu 15ul olacak sekilde 200ul’lik RNase ve DNase yoniinden temiz (free) steril
PZR tiipii igerisine 1x Mg++ free PZR soliisyonu, 0,125mM dNTP, 1,5 mM MgCl++,
0,35 Unite Taq polymeraz (Fermentas, ABD), 5’er pMol ileri ve geri primerler ve 2ul
cDNA katilarak reaksiyon miksi hazirlandi. Touchdown PZR kosullar1 basta 4 dakika

41



95°C’de denatiirasyon ardindan toplam 16 siklus; 30 saniye 94°C, 60°C”den 52°C”’ye her
bir siklusta 0,5°C diisecek sekilde 30 saniye baglanma 1s1s1, 30 saniye 72°C uzama 1s1s1
uygulandi. Ardindan PZR reaksiyonuna 94°C 30 saniye denatiirasyon, 52°C 30 saniye ve
72°C 30 saniye seklinde 25 siklus devam edildi. Daha sonra 72°C’de 10 dakika

tutulduktan sonra PZR iiriinii +4°C’ye sogutuldu.

2.16. Jel Elektroforezi

Elde edilen 15 pul’lik PZR iirlinii iizerine 6X yiikleme boyasindan 3pl ilave
edilerek santifiij edildi. Onceden %0.5’lik TBE ile doldurulmus tank icerisine hazirlanan
%?2’lik agaroz jel yerlestirdikten sonra jel kuyucuklarina PZR iirlinii yiiklendi. Jel
tankina 85 V elektrik enerjisi uygulanarak bantlar UV-transliiminator {izerinde
belirlenebilecek sekilde oluncaya kadar yiiriitiildii. EtBr ile goriiniirlestirilen bantlarin
resimleri UV-transliiminator {izerine yerlestirilen goriintiileme sistemi ile ¢ekilip

bilgisayara kayit edildi.

2.17. Elde edilen PZR iiriiniiniin Dogrulugunun Belirlenmesi

2.17.1. Restriksiyon Enzimleri (RE) ile Kesme: Ilk olarak yukarida bahsedildigi
sekilde PZR ile spesifik gen iiriinii elde edildi. Elde edilen PZR f{iriiniinden 10ul %2’lik
jelde standart ile yiriitiilerek T{riinii bant biiyiikliigli dogrulandi. Belirlenen PZR
iriiniiniin DNA dizi bilgileri Primer Search Version 1.0. (Kav 2007) programina ileri ve
geri primerleri ile birlikte girilerek ¢ikartildi. PZR {iriiniiniin niikleotid dizilimlerinin,
web tabaninli RestrictionMapper (www.restrictionmapper.org) programi kullanilarak,
RE haritas1 belirlendi. PZR {iriiniinii kesen enzimlerin protokollerine uyularak 10ul PZR
iriinii, Buffer, ddH20 ve enzim 200ul’lik tiipe konuldu. Kontrol reaksiyonu enzim
disinda diger bilesenler (10ul PZR diriinii, Buffer, ddH20) konularak hazirlandi.
Hazirlanan tiipler +37°C su banyosunda protokole uygun olarak PZR {iriiniin kesilmesi
icin (30 dakika veya 16 saat) bekletildi. Kesilen PZR iiriinleri %2’lik agaroz jele kontrol
grubu ve standart ile birlikte yiiklendi. EtBr ile goriiniirlesitirilen bantlarin jel

gorlintiileme sistemi ile fotograflari ¢ekildi (Resim 2.5.).
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Resim 2.5. Wntl1’in (297 bp) restriksiyon endoniikleaz (Hinfl) ile 204 bp’den

kesilmesi

2.17.2. Sekans Islemi: Her bir gen igin spesifik PZR iiriinii hazirlandi. Bu iiriinler ileri

ve geri primerleri ayr1 ayn tiiplerde olacak sekilde Iontek (Istanbul, Tiirkiye) firmasina

sekans yapilmasi i¢in gonderildi. Firma tarafindan PZR {iriinii saflastirildiktan sonra ileri

ve geri primerlerle dizi analizi islemi yapildi. Firmadan islem sonrasinda gonderilen

DNA dizilerinin Gen Bankasindaki BLAST programi kullanilarak dogrulugu kontrol

edildi (Sekil 2.1).

Sequence

>PCR32-32F.ABL

GGGGGARATTCCTTTTATAGACCTGTGCTNCCCATCCCGCCCGTCGGACTCTACGCGACT
CCAGTGGGGTACGGCATGTACCATCTATCCTAAGGACCAGCTCAATAGACTCCATGTTGG
ATGTTTGTTTAAACGCGTTCCCTCTCTCTCTCCAAGAAAGCGGTCCCAGGLCAGTGLTCC

TGTCCTGGAAACCTTG

Sekil.2.1. MSX2 genine ait DNA dizisi
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2.18. Real time PZR

Real time PZR ile genlerin farkhi siklik ve gebe donemlerindeki ekspresyon
farkliliklarinin belirlenmesi amaglandi. Boya olarak ¢ift iplik¢ili DNA’ya baglanabilen
SyberGreen kullanildi. Reaksiyon SyberGreen iceren 2X olan master miskten
(Fermentas, ABD) 1X olacak sekilde; 10ul miks, 5 pMol ileri, 5 pMol geri Real Time
PZR i¢in uygun primer, 1ul cDNA templeyt toplam voliimii 20ul olacak sekilde steril
ddH,O su ile tamamlandi. Reaksiyon steril 8’li PZR tiipleri i¢inde gergeklestirdi.
Reaksiyonun 1s1 profili +95°C 10 dakika, 40 siklus (95°C 30 saniye, 60°C 1 dakika, 72°C
30 saniye) olacak sekilde ayarlandi. Optik Olglimler her siklusun 60°C’deki baglanma
1sisinin hemen bitiminde cihaz tarafindan otomatik olarak yapildi. Daha sonra 95°C 1
dakika 1sitilip, 55 °C diisiiriilen 1s1 95°C’ye kadar tekrar kademeli olarak ve bu 1silar
icerisindeki her 1°C artigta optik dl¢limler yapilarak melting curve (erime egrisi) analizi
gerceklestirildi. Real-time PZR’da optik analiz sonucu elde edilen veriler (Ct) olarak
kayit edildi. Negatif kontrol olarak temleyt icermeyen (ddH,O) ayni miktardaki miks
kullanild1 (Sekil 2.2). Real-time PZR’da elde edilen iiriinler %2’lik agaroz jel de yiiriitiip
bant biiyiikliikleri gozlemlenerek dogru iirlin oldugu teyit edildi. Elde edilen Ct

degerlerinin normalizasyonunda housekeping GAPDH geninin Ct degeri kullanildi.

Ayrica caligmada ekspresyon saptanan genler i¢in dokudan total RNA izole
edilip Real-time PZR siirecine kadar gecen tiim asamalar tekrarlanarak teknik tekrar
yapildi. Bu duruma real-time PZR gozlenen ekspreyon fakliliklarinin teknik hatalardan

kaynaklanmamasi engellemek i¢in ihtiya¢ duyuldu.
2.18.1. Erime Egrisi Analizi

Yapilan erime egrisi analizinden elde edilen ayrisma egrisi grafik {izerinde
incelendi. Tiim pozitif tiiplerin ayn1 1s1 aralifinda pik yapmasina, negatif kontrolde ise

primer dimere bagl olusan piklerin pozitif 6rneklerle ayni1 noktalarda pik goriilmemesi

veya hi¢ pik yapmamasi kriterleri kullanildi (Sekil 2.3)
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Sekil 2.2. Lef-1 geninin Real-Time Ekspresyon grafigi

Fluorescence (R’ (T))

Sekil 2.3. Lef-1 geninnin Erime Egrisi Analizi

2.19. istatiksel Analizler

Calismanin  istatistik  analizleri GenStat (Release 8) programi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Siklik ve Gebelik giinleri kendi iglerinde (Siklik ve Gebelik)
asagidaki modele gore karsilastirilmistir;

Y = M+ Giin, +K; (Giin, )+ e

45



Y= i.gunde, i. ginin i¢indeki j. kisragin k. teknik tekrar normalize edilmis gen

expresyonu,
L= genel ortalama,

Giin;: i. glinlin etkisi,

Kisrak(Giin): i. giindeki j. Kisragin sansa bagh etkisi

e i.glinde, 7. giiniin igindeki j. kisragin k. teknik tekrar model ile agiklanamayan kismi

(hata)

Siklik hayvanlarin LD ve AL giinleri ile gebeligin 15 ve 18. giinleri asagidaki modele

gore karsilagtirilmistir;

Y = M+ stati; + K (Statz'jl. )+ €,k
Y= i-statlide, 1. statiideki j. kisragin . teknik tekrar normalize edilmis gen expresyonu,

4= genel ortalama,

statii;: i. statiinlin etkisi,

Kisraky(stati;): i. statiideki j. Kisragin sansa bagl etkisi

e;i: i.statlide, i. statil icindeki j. kisragin k. teknik tekrar model ile aciklanamayan kismi

(hata)
Istatistiksel 5Snem P<0,05 ve P<0,10’e gore degerlendirilmistir.

Grafikler iizerinde farkli harflerle gosterilen barlar istatistiksel olarak birbirlerinden

farkhidir.
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2.20. Kullanilan Cihazlar ve Aletler

Homojenizator

SilentCrusherM Heidolph, ALMANYA

Sogutmali1 Santrifiij

320 Hettich , ALMANYA

Su Banyolar1

Niive, Termal, TURKIYE
Memmert ALMANYA

PZR ThermoCycler MyCycler ™ ThermoCycler BIO-RAD,
ABD
Real time PZR Sistemi Stratagene, ABD

Nanodrop 100

Thermo Fisher Scientific Inc. ABD

Jel Gortintuleme Sistemi

VWR International, ALMANYA

-80 °C Derin Dondurucu

MDF-U 3286S SANYO, JAPONYA

Otomatik Pipet seti 0,2-2, 2-20, 20-200,
100-1000

Eppendorf, ABD

Falco 100 6-8 MHz Ultrasonografi Cihaz1

Pie Medical , HOLLANDA

Otoklav

HIYAMARA, JAPONYA

Mini Santrifiijler

VWR International, ALMANYA

UV-Transluminator

Ultra-Violet Products, ABD

Vorteks

VWR International, ALMANYA

Hassas tart1

AJ-CE/AJH-CE VIBRA, TURKIYE

pH metre 3510 JENWAY, INGILTERE
Biyopsi pensi Kruuse, DANIMARIKA

Azot tanki Air LIQUIDE DMC, FRANSA
-20 °C Dondurucu Beko, TURKIYE

Mikrodalga firn Beko, TURKIYE

Yatay Jel Elektroforez Seti

VWR International, ALMANYA

47




3. BULGULAR

3.1. Wnt Gen Ailesinin Kisrak Endometriumunda Karakterize Edilmesi

Wnt genlerinden Wnt2 (Resim 3.1A), Wnt2b (Resim 3.2A), Wnt4 (Resim 3.3A),
Wnt5a (Resim 3.4A), Wnt5b (Resim 3.5A), Wnt7a (Resim 3.6A), Wnt8a (Resim 3.7A),
Wnt9b (Resim 3.8A), WntlOb (Resim 3.9A), Wntll(Resim 3.10A), Wntl6 (Resim
3.11A) genleri, Wnt antagonistleri SFRP1 (Resim 3.12A), SFRP2 (Resim 3.13A),
SFRP5 (Resim 3.14A), Dkkl (Resim 3.15A), Dkk2 (Resim 3.16A), Wif-1 (Resim
3.17A), hiicre ylizeyi reseptorleri FZD6 (Resim 3.18A) ve LRP6 (Resim 3.19A),
sitoplazmik DVL-2 (Resim 3.20A), GSK3- B (Resim 3.21A), ve B-catenin (Resim
3.22A), niikleer Lef-1 (Resim 3.23A) ve Wnt sinyal iletim sisteminin hedef genlerinden
MSX2 (Resim 3.24A) ile Myc (Resim 3.25A) ekspresyonlart RT-PZR yontemi ile kisrak
endometeriumda ovulasyon giiniinde (0.giin), ge¢ didstruste (LD), luteolizis sonrasi
Ostrusta (AL) ile gebeligin 15. (P15), 18. (P18) ve 22. (P22) giinlerinde gozlenmistir.
Wnt gen ailesine ait Wntl, Wnt3, Wnt6, Wnt7b, Wnt8b ve Wntl4 genlerinin gerek
siklik gerekse gebe kisraklarin uterus endometriumunda arastirilan giinlerde ekspresyon

gostermedikleri tespit edilmistir.

3.2. Wnt Sistemine Ait Genlerinin Siklik Kisraklarin Endometriumunda

Ekspresyonlari

Wnt2 (Resim 3.1B) ve Wnt8a (Resim 3.7B) genleri Ostriis siklusunun arastirilan
giinlerinde farklilik gostermemistir. Wnt2b (Resim 3.2B), Wnt5a (Resim 3.4B), Wnt9b
(Resim 3.8B), Wnt10b (Resim 3.9B), Wntl1 (Resim 3.10B) ve Wntl6 (Resim 3.11B)
genlerinin ekspresyonlarinin ge¢ didstriis doneminde ovulasyon ve luteolizis sonrasi
ostrus ile kiyaslandiginda onemli dlgiide arttig1 gozlenmistir (P < 0,05). Wnt5b (Resim
3.5B) ise ovulasyon giiniinde diger iki giine oranla 6nemli miktarda yiiksek bulunmustur
(P<0,05). Wnt7a (Resim 3.6B) geninin ekspresyonu didstriis doneminde ovulasyon giinii
ve luteolizis sonrasina gore onemli miktarda baskilanmistir (P <0,05). Wnt4 (Resim

3.3B) ise luteolizis sonrasinda énemli oranda artig gostermistir.
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Wnt antagonistlerinden SFRP1 (Resim 3.12B) geninin ekspresyonu ge¢ di0striis
doneminde baskilanirken (P<0,05), SFRP2 (Resim 3.13B) ve SFRP5 (Resim 3.14B)’in
ekspresyonlarinda siklus boyunca degisiklik gézlenmemistir. Bununla birlikte Dkk1
(Resim 3.15B) ve Wif-1 (Resim 3.17B) genlerinin ekspreyonlar1 ge¢ didstriis
doneminde luteolizis sonrasi Ostrus ve ovulasyon giinii ile kiyaslandiginda onemli
olgiide artmistir (P<0,05). Dkk2’nin (Resim 3.16B) ekspresyonunda siklus boyunca

onemli degisiklik gbzlenmemistir.

Wnt proteinlerinin baglandig1 hiicre yiizey reseptorlerinden FZD6 (Resim 3.18B)
ve LRP6 (Resim 3.19B)’ proteinlerinin gen diizeyindeki ekspresyonu degisiklik
gostermemistir. Sitoplazmik proteinlerden DVL-2 (Resim 3.20B), GSK3-  (Resim
3.21B) ve Beta-Catenin (Resim 3.22B) genlerinin ekspresyonlar1 siklus boyunca
degismemistir. Niikleustaki Lef-1 (Resim 3.23B) genin ekspresyonu luteolisiz sonrasi
Ostrus doneminde Onemli derecede uyarilmistir (P<0.05). Wnt sinyalin hedef
genlerinden MSX2 (Resim 3.24B) ekspresyonu degisiklik gostermezken, Myc (Resim
3.25B) geninin ekspresyonu ge¢ didstrus doneminde artmistir (P<0,05).

3.3. Wnt Sistemine Ait Genlerinin Gebe Kisraklarin Endometriumunda

Ekspresyonlari

Wnt genlerinin ekspresyonu 0. giin ve gebeligin 15., 18., 22. giinleri ile
kiyaslanmistir. Buna goére Wnt5a (Resim 3.4C), Wnt 11 (Resim 3.10C) gebeligin 15 ve
18. giinlerinde artmistir (P<0,05). Wnt2b (Resim 3.2C) ise gebeligin 15. giiniinde
artmistir (P<0,05). Wnt16 (Resim 3.11C) ise gebelik boyunca hafif artig egilimindedir
(P<0,09). Wnt2 (Resim 3.1C), Wnt5b (Resim 3.5C) ile Wnt7a (Resim 3.6C) tiim erken
gebelik siiresince baskilanmigtir (P<0,05). Bununla birlikte Wnt4 (Resim 3.3C), Wnt8a
(Resim 3.7C), Wntl0b (Resim 3.9C), Wnt9b (Resim 3.8C) 0. giin ve erken gebelik
boyunca degisiklik gdstermemistir.

Wnt antagonistlerinin ovulasyon giinii ile erken gebelik giinleri kiyaslandiginda

SFRP2 (Resim 3.13C), SPRP5 (Resim 3.14C) ve Dkk2 (Resim 3.16C) genlerinin
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ekspresyonunda degisiklik gozlenmemistir. Dkk1 (Resim 3.15C) erken gebelik boyunca
ve Wif-1’in (Resim 3.17C) ise 15 ve 18. giinlerde ekpresyonu artarken, SFRP1 (Resim
3.12C) erken gebelik boyunca baskilanmistir (P<0,05).

Hiicre ylizeyi reseptorleri FZD6 (Resim 3.18C) ve LRP6 (Resim 3.19C),
sitoplazmik komponentlerden DVL-2 (Resim 3.20C), GSK3-8 (Resim 3.21C) ve B-
catenin (Resim 3.22C) ekspresyonlarinda erken gebelige baghi bir degisiklik
gozlenmemistir. Niiklear Lef-1 (Resim 3.23C) geni gebeligin 18. giinlinde baskilanmigtir
(P<0,05). Wnt genlerin aktive ettigi MSX2 (Resim 3.24C) ve Myc (Resim 3.25C)
genlerinde erken gebelik boyunca degisiklik olmamustir.

3.4. Gebelige Bagh Degisiklikler

Geg diostrus donemi ile gebeligin 15. giinii kiyaslandiginda Wnt genlerinden
sadece Wnt8a ekspresyonun o6nemli Olciide baskilandigir (P<0.05) Wnt4’iin ise arttig1
gozlendi (P<0.06). Wnt2, Wnt2b, Wnt5a, Wnt5b, Wnt7a, Wnt9b, Wnt10b, Wntll

Wntl6’nin ekspresyonlar1 ayni dénem igerisinde degismemistir (Cizelge 3.1.).

Wnt genlerini inhibe eden SFRP1, SFRP2, SFRPS5, Dkkl, Dkk2 ve Wif-1 ile
hiicre yiizeyi proteini olan FZD6 ve LRP6, sitoplazmik kompanentler DVL-2, GSK3-8,
B-catenin, niikleus faktorii Lef-1 ve Wnt genlerinin uyardigt MSX2 genlerinde ge¢
diostrus ve 15. giin gebelik kiyaslandiginda 6nemli bir degisiklik olmamistir. Sadece

Myc geni diostruse gore (P<0,08) baskilandigi gozlendi (Cizelge 3.1.).

Luteolizisten sonra Ostrus ile gebeligin 18. giinii kiyaslandiginda ise Wnt
genlerinden Wnt7a’nin gebelikte baskilanmis (P<0,05), Wnt5a (P<0.08) ekspresyonu ve
Wntl6 hafif artma gostermis (P<0,09) diger Wnt genlerinin (Wnt2, Wnt2b, Wnt4,
Wnt5b, Wnt8a, Wnt9b, Wntl1, Wnt10b) ekspresyonu degismemistir (Cizelge 3.2.).

Wnt antagonistlerinden Dkk1l ve Wif-1 gebelige bagli ekspresyonu artmus,
SFRPI’inki ise azalmistir (P<0,05). Diger antagonistlerde (Dkk2, SFRP2, SFRPS)
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degisiklik gbzlenmemistir. Wnt genlerinin hiicre yiizey reseptorleri (FZD6 ve LRP6) ile
sitoplazmik  proteinlerin (DVL-2, GSK3-8, B-catenin) miktarlar1 degisiklik
gostermemistir. Niikleer faktor Lef-1 ekspresyonu gebelige bagli azalmasina ragmen
Wnt genlerinin situmiile ettigi MSX2’in ekspresyonu gebelige bagli artmistir (P<0,05).
Myc ise degismemistir (Cizelge 3.2.).
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Cizelge 3.1. Geg luteolizis (LD) ile gebeligin 15. giinii (P15) karsilastirildiginda Wnt
genlerdeki ekspresyon seviyelerinin 6nem derecesini gdsteren ¢izelge

LD P15 P degeri
Wnt2 0,03948 0,02961 0,289
Wnt2b 0,05888 0,05096 0,549
Wnt4 0,00653 0,01303 0,059*
WntSa 0,2144 0,2256 0,750
Wnt5b 0,004057 0,005207 0,267
Wnt7a 0,0003388 0,0001560 0,200
Wnt8a 0,0006442 0,0003184 0,02%%*
Wnt9b 0,001851 0,002285 0,576
Wnt10b 0,00554 0,00332 0,117
Wntl1 0,04185 0,03505 0,245
Wntl6 0,002277 0,002420 0,886
SFRP-1 0,06696 0,0622 0,765
SFRP-2 0,00350 0,00629 0,301
SFRP-5 0,00385 0,00441 0,778
Dkk-1 0,2663 0,3411 0,420
Dkk-2 0,001508 0,001755 0,694
Wif-1 0,1112 0,2015 0,261
FZD6 0,0905 0,0748 0,636
LRP6 0,0964 0,1251 0,242
DVL-2 0,1450 0,2644 0,101
Gsk3-beta 0,2708 0,2145 0,420
Beta-catenin 1,424 3,297 0,108
Lef-1 0,1215 0,0967 0,341
Msx-2 0,2619 0,2957 0,664
Myc 0,03289 0,02455 0,078*
*P<0.10
**P<0.05
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Wnt genlerdeki ekspresyon degisikleringn 6nem derecesini gosteren ¢izelge

Cizelge 3.2. Luteolizis sonras1 dstrus (AL) ile gebeligin 18. giinii (P18) karsilastirildiginda

AL P18 P degeri
Wnt2 0.03553 0.02012 0.234
Wnt2b 0.01564 0.03362 0.282
Wnt4 0.01389 0.01418 0.95
Wnt5a 0.0865 0.1911 0.08%*
Wnt5b 0.003305 0.002344 0.283
Wnt7a 0.004888 0.000693 0.035**
Wnt8a 0.0008871 0.0006065 0.677
Wnt9b 0.000688 0.001784 0.424
Wnt10b 0.002308 0.00280 0.696
Wntll 0.02203 0.04322 0.170
Wntl6 0.001152 0.00246 0.089*
SFRP-1 0.2109 0.0593 0.021**
SFRP-2 0.0099 0.00371 0.302
SFRP-5 0.002398 0.00401 0.365
Dkk-1 0.00332 0.17852 0.002**
Dkk-2 0.001433 0.00174 0.728
Wift-1 0.00973 0.10830 0.001*
FZD6 0.0727 0.0873 0.684
LRP6 0.1040 0.0973 0.787
DVL-2 0.1158 0.1566 0.420
Gsk3-beta 0.205 0.241 0.702
Beta-catenin 2.137 1.749 0.619
Lef-1 0.2450 0.0647 0.001**
Msx-2 0.1490 0.3423 0.022%*
Myc 0.01965 0.0245 0.457
*P<0.10
**P<0.05
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Resim 3.1: Wnt2’in A) PZR iiriiniiniin %2’lik agarose jelde goriiniimii, B) siklik ve C)
gebe kisraklarda endometriumda Real-time PZR ile gdsterilmesi.
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Resim 3.2.: Wnt2b’in A) PZR iiriiniiniin %2’lik agarose jelde goriintimii, B) siklik ve C)
gebe kisraklarda endometriumda Real-time PZR ile gosterilmesi.
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Resim 3.3: Wnt4’iin A) PZR {iriiniiniin %2’lik agarose jelde goriiniimii, B) siklik ve C)
gebe kisraklarda endometriumda Real-time PZR ile gdsterilmesi.
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Resim 3.4: Wnt5a’nin A) PZR {iriiniiniin %2’lik agarose jelde goriiniimii, B) siklik ve C)
gebe kisraklarda endometriumda Real-time PZR ile gdsterilmesi.

57



L Ov LD AL P15 P18 P22

500 bp

250 bp

wnt-5b

0.02 q

0.015 A

0.01 A

RE

0.005 - T

Wnt-5b

0.02

0.015 A

0.01 +

RE
L T

b b

N

P15 P18 P22

0.005 +

Resim 3.5: Wnt5b’nin A) PZR iirliniiniin %2’lik agarose jelde goriiniimii, B) siklik ve C)
gebe kisraklarda endometriumda Real-time PZR ile gosterilmesi.
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Resim 3.6: Wnt7a’nin A) PZR iiriiniiniin %2’lik agarose jelde goriiniimii, B) siklik ve C)
gebe kisraklarda endometriumda Real-time PZR ile gosterilmesi.
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Resim 3.7: Wnt8a’nin A) PZR {iriiniiniin %2’lik agarose jelde goriiniimii, B) siklik ve C)
gebe kisraklarda endometriumda Real-time PZR ile gosterilmesi.
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Resim 3.8: Wnt9b’nin A) PZR {iriiniiniin %?2’lik agarose jelde goriiniimii, B) siklik ve C)
gebe kisraklarda endometriumda Real-time PZR ile gosterilmesi.
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Resim 3.9: Wntl10b’nin A) PZR {iriiniiniin %2’lik agarose jelde goriiniimii, B) siklik ve
C) gebe kisraklarda endometriumda Real-time PZR ile gosterilmesi.
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Resim 3.10: Wntl1’in A) PZR {iriiniiniin %?2’lik agarose jelde gdriiniimii, B) siklik ve C)
gebe kisraklarda endometriumda Real-time PZR ile gosterilmesi.
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Resim 3.11: Wnt16’in A) PZR iiriinliniin %2’lik agarose jelde goriiniimii, B) siklik ve C)
gebe kisraklarda endometriumda Real-time PZR ile gosterilmesi.
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Resim 3.12: SFRP-1’in A) PZR iiriiniiniin %2’lik agarose jelde goriiniimii, B) siklik ve
C) gebe kisraklarda endometriumda Real-time PZR ile gosterilmesi.
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Resim 3.13: SFRP2’in A) PZR firiiniiniin %2’lik agarose jelde goriiniimii, B) siklik ve
C) gebe kisraklarda endometriumda Real-time PZR ile gosterilmesi.
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Resim 3.14: SFRP5’in A) PZR iiriiniiniin %2’lik agarose jelde goriiniimii, B) siklik ve
C) gebe kisraklarda endometriumda Real-time PZR ile gdsterilmesi.
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Resim 3.15: Dkk1’in A) PZR iirliniiniin %2’lik agarose jelde goriiniimii, B) siklik ve C)
gebe kisraklarda endometriumda Real-time PZR ile gosterilmesi.
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Resim 3.16: Dkk2’in A) PZR iirliniiniin %2’lik agarose jelde goriiniimii, B) siklik ve C)
gebe kisraklarda endometriumda Real-time PZR ile gdsterilmesi.
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Resim 3.17: Wif-1’in A) PZR {iriiniiniin %2’lik agarose jelde goriiniimii, B) siklik ve C)
gebe kisraklarda endometriumda Real-time PZR ile gosterilmesi.
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Resim 3.18: FZD6’in A) PZR f{iriiniiniin %2’lik agarose jelde goriiniimii, B) siklik ve C)
gebe kisraklarda endometriumda Real-time PZR ile gosterilmesi.
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Resim 3.19: LRP6’in A) PZR {irlinliniin %2’lik agarose jelde goriiniimii, B) siklik ve C)
gebe kisraklarda endometriumda Real-time PZR ile gdsterilmesi.
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Resim 3.20: DVL-2’in A) PZR iiriiniiniin %2’lik agarose jelde goriiniimii, B) siklik ve
C) gebe kisraklarda endometriumda Real-time PZR ile gosterilmesi.
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Resim 3.21: GSK3-B’nin A) PZR {iriiniiniin %?2’lik agarose jelde goriiniimii, B) siklik ve
C) gebe kisraklarda endometriumda Real-time PZR ile gosterilmesi.
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Resim 3.22: B-catenin’in A) PZR {irlinlinlin %2°lik agarose jelde goriiniimii, B) siklik ve
C) gebe kisraklarda endometriumda Real-time PZR ile gdsterilmesi.
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Resim 3.23: Lef-1"nin A) PZR iirliniiniin %2’lik agarose jelde goriinliimii, B) siklik ve C)
gebe kisraklarda endometriumda Real-time PZR ile gosterilmesi.
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Resim 3.24: Myc’nin A) PZR iiriiniiniin %2’lik agarose jelde goriiniimii, B) siklik ve C)
gebe kisraklarda endometriumda Real-time PZR ile gosterilmesi.
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Resim 3.25: MSX2’nin A) PZR {irlinliniin %2’lik agarose jelde goriiniimii, B) siklik ve
C) gebe kisraklarda endometriumda Real-time PZR ile gosterilmesi.
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4. TARTISMA

Calismada 10 adet kisraktan gebelik ve siklusun farkli giinlerinde toplanan 24
adet biyopsi 6rnegi kullanilmistir. Siklus giinleri plazma progesteron konsantrasyonu ve
ultrasonografi ile endometrial 6dem derecesi belirlenerek, gebelik giinleri ise embriyo

tespit edilerek gerceklestirilmistir.

Gebe kisraklarda biyopsi islemi embriyonun uterustaki konumunun tespit
edilmesinin ardindan embriyoya en yakin yerden alinarak yapilmistir. Bunun nedeni
heniiz implante olmamis ve kapsiil yapisindan dolay1 uterus igerisine fazlaca yayilmamig
olan kisrak embriyolar1 i¢in endometriumda embriyonun varligina bagh olusabilecek
mRNA diizeyindeki ekspresyon farkliliklarinin gosterilmesinde daha dogru sonug
verecegi disiiniilmiistiir. Nitekim; Haneda ve ark (2009) 25. giinde gebe kisrak
uterusunda gebe kornu ile gebe olmayan kornu arasinda endometrial Interlokin-1 (IL-1)
ekspresyonununda 6nemli dlgiide farkliliklar belirlemislerdir. Siklik kisraklarda ise tim
endometrium ayni donemlerde salgilanan maternal hormonlarin (progesteron, Ostrojen
ve PGF,a) etkisinde oldugu i¢in spesifik bir biyopsi yeri belirlenmesi ihtiyaci

duyulmamustir.

Gebe ve siklik numunelerden total RNA’larin elde edilmesinde Fenol/Kloroform
esasina dayanan Trizol yontemi kullanilmistir. Athi ve ark (2009) bes farkli RNA
izolasyon yontemini karsilastirdiklar1 ¢calismada, Trizol y6temini ile oldukea iyi kalitede
ve miktarda total RNA elde edildigini bildirmektedirler. Sunulan c¢alismada; Trizol
yontemi ile olgun mRNA’larin yani sira heniiz yapim veya modifikasyon asamasindaki
mRNA’lar, ribozomal RNA’lar, yliksek molekiiler agirliktaki RNA’lar, tagiyict RNA’lar
ve daha kiigiik molekiiler agirliktaki RNA’lar total RNA olarak ve bir kisim gDNA ile
birlikte izole edilmistir. Niikleuslarin da pargalanmasi ile heniliz yapim asamasindaki
mRNA’larin da elde edilmesi sadece hiicre icerisinde dmiirleri kisa olan olgun mRNA
elde edilmesi ile tespit edilecek gen ekspresyonundan daha giivenilir sonu¢ vermektedir

(Farrell 2005).
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RT-PZR ve/veya Real Time RT-PZR islemlerinde, kontamine gDNA spesifik
primer ile iiriin olusturdugu zaman mRNA’larin yanisira gDNA’dan kaynaklanan miktar
da ol¢iileceginden dolay1 yanlis sonuclar ortaya cikarabilir (Farrell 2005). Calismadaki
baz1 genler i¢in kullanilan spesifik primerler gDNA’y1 templeyt olarak kullanmakta ve
PZR iiriinii olusturmaktadir. Bu durumun oOnlenebilmesi i¢in DNase I enzimi
kullanilarak total RNA’dan gDNA kontaminasyonu temizlenmistir. Daha sonra total
RNA kullanilarak, gDNA kullanildiginda ayni biiyiikliikte iiriin veren, GAPDH
primerleri ile PZR yapilmis ve gDNA kontaminasyonuna bagli GAPDH bantlarinin
olusmamasiyla total RNA eldesinin gDNA yoniinden temiz oldugu gosterilmistir.
Boylelikle calismada  belirlenen  ekspresyon  farkliklart  sadece RNA’dan
kaynaklanmaktadir. Bu yontemin RT islemi esnasinda gDNA varligima bagh
kontaminasyonun gosterilmesi i¢in kullanilan RT negatif reaksiyonu i¢in alternatif

oldugu soylenebilir.

Sunulan c¢alisgmada RT reaksiyonu hem oligo dT hem de random hekzamer
primerler kullanilarak gergeklestirilmistir. RT reaksiyonu, sadece mRNA i¢in spesifik
olan oligo dT primerlerinin yaninda random hekzamer primerler ilave edilmesi
sonucunda heniiz poli-adenil ilave edilmemis, modifikasyonun cesitli asamalarindaki
mRNA’larin miktarinin da Ol¢iime yansitilmasindan dolayr ekspresyon farkliliklarin

belirlenmesinde daha dogru sonug verecegi diisiiniilmektedir.

Hem PZR hemde Real-time PZR i¢in en uygun primerlerin belirlenmesi igin
birden fazla primer dizayn programi kullanilmistir. Bu islem sonrasinda dizayn edilen
primerlerin biiyiik bir boliimii hedef ¢cDNA ile PZR’da primer dimer olusturmamius,
olusturanlar ise erime egrisi analizinde bakilarak primer dimer iirliniiniin ¢ogaltilan
bolgenin erime 1s1s1 igerisine girmiyor olmasi saglanmistir. Ayrica primer belirlenirken
elde edilen primer ¢iftlerinin etkinliginin (efficiency) %100 olabilmesi hedeflenmistir ve
bu amagla miimkiin olan en kiigiik PZR iirliniinii verebilecek primer ¢ifti kullanilmstir.
Kisraklarda karakterize edilen Wnt gen ailesine ait sekanslar Gen Bankasi ilizerinde
tahmin edilen sekans bilgisi olarak verildiginden, primer dizayn programlarindan elde

edilen primerlerin ve gen bolgesinin BLAST programu ile kisrakta sadece ilgili bolgeyi
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cogaltiyor olmasi kosulu ile en az {i¢ farkli tiirde de biiyilik benzerlikle ayn1 gen bdlgesini
cogaltiyor olmasina onemle dikkat edilmistir. Cogaltilan RT-PZR firlinleri uygun
restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile hem de gen bdlgesinin DNA dizi analizi

yapilmasi ile amaglanan hedef gen oldugundan emin olunmustur.

Touchdown PZR esnek baglanma 1sist ile farkli Tm 6zelligine sahip PZR
primerlerinin ayn1 PZR protokollerinde ¢ogalmasina olanak saglamaktadir. Dolayisi ile
PZR analizlerinde farkli MgC1™" konsantrasyonlarinin ve farkli baglanma derecelerinin
optimizasyonu i¢in gradient PZR’ye olan gereksinim ortadan kalmaktadir (Don ve ark
1991). Sunulan c¢aligmada da genlerin tamaminda 60-52 °C baglanma 1s1 araligi
uygulanarak Touchdown PZR kosullarinda arastirilan gen bdlgelerinin ¢ogaldigi

gozlenmistir.

Real-time PZR igleminin normal PZR yo6ntemi ile kiyaslandiginda avantajlari;
her siklus sonunda ¢ogaltilan hedef genin miktarini 6l¢iilmesine firsat taniyan floresan
0zelliginin olmas1 ve PZR islemi sonrasinda agaroz jel elektroforezinde PZR iiriinlerini
yiiriitiiliip daha sonra ¢ekilen resimden piksel sayma 6zelligine dayanan metotlara gore
daha giivenilir olmasidir. Zaten PZR’de 40 siklus sonunda tiipiin igerisindeki iiriin plato
noktasinda ulastig1 icin, ornekler arasindaki ekspresyon farkliliklarinin belirlenmesine
dayanan piksel analizi yapilmasi ¢ok saglikli olmamaktadir. Ayrica her bir gen i¢in ayr1
ayr1 siklus saysini belirlemek olduk¢a zaman alicidir ve Real-time PZR normal PZR’ye
gore daha diisiik templeyt cDNA miktarina ihtiya¢ duymaktadir (Shipley 2007). Bu
nedenle sunulan c¢alismada farkli donemlerde gen ekspresyon farkliliklarinin

gosterilmesi i¢in Real-time PZR’den yararlanilmistir.

Sunulan bu ¢alisma; kisrak endometriumda Wnt genleri, antagonistleri ile hiicre
ici sinyal iletimini saglayan sistemdeki diger bilesenlerin mRNA diizeyinde
ekspresyonunu arastiran ilk ¢alismadir. Wnt sinyal iletim sistemi; 6zellikle embriyonik
donemde doku ve organlarin farklilagmasi ile embriyonik kok hiicre ¢alismalarinda ve
ayrica sinyal iletim sistemine bagli bozukluklar sonucu basta insanlarda olmak {izere

bir¢ok farkli tiirde ortaya ¢ikan cesitli kanser ve malformasyon olgularinda oldukga iyi
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arastirllmis  genlerdir (Clevers 2006, Nusse 2008b). Yine embriyonal donemde
reprodiiktif doku ve organlarin gelisimi iizerine etkili oldugu knock-out (herhangi bir
genin biyoteknolojik yontemler kullanilarak genomdan silindigi) fareler iizerinde
yapilan calismalar ile gosterilmistir (Sassoon 1999). Ozellikle yetiskin canlhlarda
endometriumda maternal ve/veya embriyonik kaynakli hormonlarin etkisi ile siklus
giinleri icerisinde veya gebelik boyunca Wnt genlerinden bazilarinin  6nemli
degisiklikler gostermesi, bliylime faktorleri ailesinden olan bu genlerin endometriumda
gebeligin sekillenmesi, implantasyon, embriyonun biiyiiyiip beslenmesi gibi durumlarda
diger faktorler ile koordineli olarak rol aldigmi gostermektedir (Sassoon 1999,
Mohamed ve ark 2005, Hayashi ve ark 2007). Farelerde hem embriyonal donemdeki
uterus bezlerinin gelisimde hem de Ostrus siklusu boyunca Wnt genlerinin var oldugu
gozlenmistir (Miller ve ark 1998). Ayrica gebelik boyunca uterusta ve blastosist
asamasindaki embriyoda varliklar1 gosterilmistir (Kemp ve ark 2005, Hayashi ve ark
2009). Koyunlarda bu genlerin neonatal donem igerisinde ve erken gebelik siiresince
uterus ile embriyonun cesitli bolgelerinde ekspresyonu saptanmistir (Hayashi ve Spencer
2006, Hayashi ve ark 2007). Insanlarda yine seksiiel siklus igerisinde ve endometriozis
olgularinda Wnt sinyal iletim sistemine ait genlerin mRNA diizeyinde eksprese oldugu

bilinmektedir (Tulac ve ark 2003, Tulac ve ark 2006, Gaetje ve ark 2007).

Mohammed ve ark (2005) Wnt sinyal iletim sisteminin farelerde implantasyonun
gergeklesmesi icin gerekli oldugunu gostermislerdir. Mericskay ve ark (2004) farelerde
embriyonal donemde uterus mezensim dokusu ile epitel doku iliskisi ve bezsel gelisimin
Wnt genlerinin etkisi ile oldugunu agiklamiglardir. Ayrica Hayashi ve ark (2009) yine
fare uterusunda bu genlerin gebeligin olusumunda ve devam etmesinde rollerinin
oldugunu gostermislerdir. Tulac ve ark (2003) ise Wnt genlerinden bazilarinin
insanlarda menstiirel siklusun proliferatif ve sekretorik fazinda ekspresyonlarinda
degismeler oldugunu bildirmektedirler. Hayashi ve Spencer (2006) neonatal kuzularda
Wnt sinyal iletim sisteminin endometrial bezlerin gelisiminde 6nemli roller oynadigini
aciklamislardir. Yine ayni1 grup farkli bir caligmalarinda (Kim ve ark 2003) koyunlarin
erken gebeligi siiresince embriyonal kaynakli IFN-t'nun Wnt gen ekspresyonunu

diizenledigini vurgulamaktadirlar. Sunulan ¢alismada; bazi Wnt genlerinin siklusa bagl
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ve bazilarinin da hem siklus hem de gebelige baglh olarak ekspresyon profillerinin
degistiginin gosterilmesi bu genlerinde yukarida anilan tiirlerde oldugu gibi kisraklarda

da reprodiiktif olaylarin olusum siirecinde rollerinin oldugunu gostermektedir.

Wnt genleri bir biiylime faktorii gen ailesi olup hem embriyonal hayatta hem de
yetiskin metabolizmasinin diizenlenmesinde ¢ok 6nemli gorevler tistlenirler (Logan ve
Nusse 2004). Wnt sinyal iletim sistemini aktive eden Wnt proteinlerinin hiicre
icerisindeki mekanizmalari ya B-catenin iizerinden veya Ca’"/INK iizerinden aktive
ettigi bilinmektedir (Veeman ve ark. 2003, Logan ve Nusse 2004). Bunlarin disinda,
trozin kinaz reseptorleri olan Ror2 ve RTK/Derailed ile Wnt proteinlerinin etkilestigi
gosterilmistir (van Amerongen ve ark 2008). Canonical sinyal iletim sisteminde Wnt
proteinleri hiicre membraninda FZD ve LRP proteinleri ile etkilesime gegerek
sitoplazma icerisindeki B-catenin’in yikimlanmasini engellemektedirler. Stabilize olan B-
catenin molekiilii ise niikleus icerisine gecip DNA iizerindeki TCF proteinleri ile
etkileserek cesitli genlerin aktivasyonu diizenler (Nusse, 2008a). Ozellikle canonical
yolun uyarilmasi yetigskin organizmalarda kanser olusumunu tetiklemesinin yani sira,
dokularin homeostazisi, hiicrelerin farklilasmasi1 ve proliferasyonunda rol oynadigi
sanilmaktadir (Logan ve Nusse 2004). Non-canonical sinyal iletim sistemi ise B-
catenin’den bagimsizdir. Non-canonical Wnt’lerin ise hiicrenin morfolojik 6zelliklerinin
degismesini ve hiicre hareketlerini uyardigr bilinmektedir (Miller ve ark 1999).
Insanlarda 6strus siklusunun farkli dénemlerinde Wnt2, Wnt3, Wnt4, Wnt5a, Wnt7a,
Wnt8b, koyunlarda neonatal donemde Wnt2, Wnt2b, Wnt4, Wnt5a, Wnt7a, Wntl1,
erken gebelik doneminde neonatal doneme ek olarak Wnt5b, farelerde implantasyon
doneminde Wnt4, Wnt5a, Wnt7a, Wnt7b, Wntl1l, Wntl6, domuzlarda ise Wnt7a ve
WntSa ekspresyonlarimi saptanmistir (Tulac ve ark 2003, Hayashi ve Spencer 2006,
Hayashi ve ark 2007, Kiewisz ve ark 2008, Hayashi ve ark 2009) Sunulan c¢aligmada;
canonical sinyal iletim yolunu aktive eden Wnt2, Wnt2b, Wnt7a, Wnt8a ile birlikte non-
canonical sinyal iletim sistemini aktive eden Wnt5a, Wnt5b, Wntll ve Wntl6
proteinleri ve heniiz tam anlamiyla klasifiye edilmeyen Wnt4, Wnt9b, Wntl10b’nin
mRNA diizeyinde ekspresyonlar1 kisrak endometriumunda 6strus siklusunun ve erken

gebeligin arastirilan giinleri boyunca belirlenmistir. Diger Wnt genlerinin ise (Wntl,
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Wnt3, Wnt6, Wnt7b, Wnt8b, Wntl4) arastiritlan donemlerde ekspresyonlarina

rastlanilmamustir.

Wnt genlerinin hedef dokulardaki etkilerini inhibe ettigi bilinen FZD reseptor
proteinlerine benzeyen, fakat hiicre igerisinde aktif domaini olmadigi icin Wnt sinyal
iletim sistemini inaktive eden SFRP ailesi, yine bu aileye mensup Wif-1 ve LRP
proteinini inhibe ederek canonical yolu engelleyen Dkk1 baslica spesifik antagonistlerdir
(Logan ve Nusse 2004). Insanlarda endometriumda frpHE ve Dkk1, koyunlarda erken
gebelik boyunca sadece Dkkl1, neonatal donemde SFRP1, SFRP2, SFRP4 ve DkklI’in
ekprese oldugu belirlenmistir (Tulac ve ark 2003, Hayashi ve Spencer 2006, Hayashi ve
ark 2007). Sunulan calismada ise kisrak endometriumda arastirilan SFRP1, SFRP2,
SFRPS5, Wif-1, Dkkl ve Dkk2’nin hem siklus giinleri hem de gebelik giinlerinde

eksprese oldugu gozlenmistir.

Insanlarda (Tulac ve ark 2003) siklus igerisinde FZD6, LRP6, B-catenin, DVL,
GSK38, koyunlarda erken gebelik ve neonatal donemde (Hayashi ve ark 2007) FZD6,
FZDS, LRPS5, LRP6, GSK3-8, B-catenin, e-catenin, Myc, MSX2, ve domuzlarda erken
gebelikte (Kiewisz ve ark 2008) B-catenin ve e-catenin’in eksprese oldugunu
bildirilmektedir. Sunulan ¢aligmada siklik ve gebelik giinlerinde arastirilan hiicre yiizey
reseptorii FZD6 ve LRP6, sitoplazma igerisinde DVL-2, B-catenin, GSK-38, niikleus i¢i
transkripsiyon faktorii Lef-1 ve Wnt uyarimlar1 sonucunda aktive oldugu bilinen MSX2

ve Myc genlerininde kisrak endometriumunda varligi gozlenmistir.

Kisraklar diger evcil hayvan tiirleri ile kiyaslandiginda olduk¢a uzun bir siire
(ortalama 7 giin) Ostrojenin etkisi altinda dstrus donemi gosterirler. Ovulasyon genelde
bu faz icerisinde gozlenir. Didstrus doneminde ise baslica hormon progesterondur
(Jonhson ve Becker 1993). Aslinda didstrus donemi embriyo i¢in igerisinde gelisip
bliyiiyecegi uterus ortamini hazirlar ve eger kisrak tohumlanmis ve bununla birlikte
uterus icerisinde saglikli bir embriyo varsa luteolizis olugsmadan didstrus donemi devam
eder (Blanchard ve ark 1998). Kisrak endometriumu, siklus ve gebeligin donemlerine

gore maternal olarak salgilanan hormonlar (0strojen, progesteron, lokal etkili hormonlar
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gibi) ve embriyonik faktorler etkisi ile fizyolojik ve morfolojik 6zellikleri bakimindan
oldukea degisiklik gdstermektedir (Gerstenberg ve ark 1999a, 1999b). Ozellikle siklus
siiresince ovaryumdan salgilanan Ostrojenin etkisi ile endometrium katmanlar1 bu
donemde oldukcga belirginlesir ve ddemlesir (Ath ve ark 2005). Bu donemde biiyiiyen
follikiilden salgilan ve artan Ostrojenin etkisi ile endometriumun siiperfisiyel katmani,
luminal epitel katmani, bezlerdeki ve stratum kompaktum katindaki epitel hiicreler
olduk¢a proliferedirler (Gerstenberg ve ark 1999a). Ostrus dénemindeki belirgin
endometrial katlasma ovulasyon zamani yaklastik¢a dstrojendeki diistis ile birlikte azalir
(Blanchard ve ark 1998). Ayrica ovulasyon giiniiniin belirlenmesinde kisraklarda
ovulasyon giiniinde Ostrusa oranla azalan endometrial 6dem derecesi kriter olarak
kullanilmaktadir (At ve ark 2005). Ovulasyon sekillenmesi ile birlikte kan plazma
progesteron hormon miktar1 da artmaya baslar (Daels ve Hugles 1993). Ostrojenik etki
altinda iken artan proliferasyon ovulasyonun ardindan hizli bir gsekilde diisiis gosterir
(Gerstenberg ve ark 1999a). Kisraklarda didstrus olarak tanimlanan dénem insan ve fare
icin sekretorik faz olarak anilmaktadir. Sekretorik donemde derin glandular dokulardaki
proliferasyon artar. Bu artis Ozellikle gebelik doneminde embriyonun beslenebilmesi
icin gerekli endometrial salgilarin artisina sebep olur (Gerstenberg ve ark 1999a). Diger
hayvan tiirlerinde de o6zellikle sekretorik artisin embriyonun biiylimesi ve yasamini
devam ettirmesi i¢in gerektigi bildirilmistir (Bartol ve ark 1999). Ayrica insanlarda da
gebeligin ilk trimesterinde embriyonun biiyiimesi ve beslenebilmesi i¢in uterus salgilarin
gerekliligi vurgulanmaktadir (Burton ve ark 2002). Kisraklarda gebelik doneminde ise
10. glinden itibaren embriyodan salgilanan Ostrojenin de etkisi ile endometriumun bazi
katmanlarinda 14. giinde artan proliferasyon 18. giinde belirginlesir. Bu proliferasyonun
embriyonun beslenip biiyliyebilmesi icin hiicrelerden salgilarina devam etmesinde
gereklidir (Gerstenberg ve ark 1999b). Endometrium icerisinde siklusun donemleri veya
gebelige bagli olarak goriilen hiicresel degisimler esnasinda bazi Wnt genlerinin
ekspresyonlarinin degistigi diger tlirlerde (Miller ve ark 1998, Tulac ve ark 2003,
Hayashi ve ark 2007, Hayashi ve ark 2009) bildirilmistir. Sunulan ¢alismada kisrak
endometriumda da bazi Wnt genlerinin ekspresyonlarinin diger tiirlerde oldugu (Miller

ve ark 1998, Tulac ve ark 2003, Hayashi ve ark 2007, Satterfield ve ark 2008, Hayashi
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ve ark 2009) gibi maternal progesteron ve dstrojen veya embriyoya bagl faktorler ile

siklus giinleri icerisinde veya erken gebelik boyunca diizenlendigi gdzlenmistir.

Sunulan ¢aligmada 6strus siklusu siiresince bakildiginda, 0. giin, ge¢ didstrus ve
luteolizisten sonraki Ostrus doneminde Wnt ailesine ait bazi genlerin ekspresyon
diizeyleri degisiklik gostermistir. Wnt genlerinden Wnt2, Wnt8a, antagonistler Dkk2,
SFRP2 ve SFRPS ile birlikte iletim sistemine ait hiicre yiizey reseptorleri FZD6 ve
LRP6, sitoplazma i¢i kompanentleri B-catenin, GSK3-B ve DVL-2 ile Wnt genlerinin
uyardigt MSX2 miktarlar1 degismemistir. Bu durum; bu genlerinin ekspresyonunun
siklus boyunca etkili olan ovaryum kaynakli &strojen ve progesteron hormonlarinin
etkisinden bagimsiz olduguna isaret etmektedir. Bununla beraber; niikleer aktivator olan
Lef-1 ve Wnt hedef geni olan Myc miktarlarinda siklus boyunca o6nemli dlgiide
degisiklikler belirlenmistir. Plazma progesteron seviyesinin yiiksek oldugu ge¢ didstrus
doneminde Wnt2b, Wnt5a, Wnt9b, WntlOb, Wntll ve Wntl6 ile birlikte Wnt
antagonistlerinden Dkk1, Wif-1 ve Wnt hedef genlerinden Myc mRNA miktarlarinda
onemli Olgiide artis olmustur. Didstrus donemi progesteron etkisi altinda sekretorik bir
donemdir ve bu donemde uterusta embriyonun beslenmesi igin gereken historof (Uterus
siitli) salgilar1 artmigtir (Bartol ve ark 1999, Burton ve ark 2002). Didstrus icerisinde
artan Wnt genlerinden Wnt5a, Wntl1 ve Wntl6 non-canonical sinyal iletim sistemine
ait genlerdir. Bu iletim sisteminde Wnt’ler hiicre yiizeyi reseptorlerinden sadece FZD’ye
baglanirlar. Sunulan c¢aligmada; non-canonical Wnt olan Wnt5a, Wntll ve Wntl6
ekspresyonlarinin  attigt donemde, LRP’yi baglayarak Wnt/B-catenin yolunun
aktivasyonu engelleyen Dkk1’inde 6nemli miktarda artmasi kisrak endometriumunun
didstrus doneminde non-canonical sistemin etkili olduguna isaret etmektedir. Elde edilen
sonuclar bu genlerdeki artis ve baskilanmanin sistemik progesteron ve Ostrojen

tarafindan diizenlendigini gostermektedir (Sekil 4.1.).

Siklusun 6strus donemi endometriumun yiizeysel katmanlarinda proliferasyonun
arttig1 bir donemdir (Gerstenberg ve ark 1999a). Sunulan ¢alismada Ostrus esnasinda
Wnt4, Wnt7a, SFRP1, ve Lef-1’in mRNA diizeyindeki ekspresyonu, progesteron etkisi

altindaki didstrus donemi ile kiyaslandiginda, onemli bir sekilde artis gostermistir.
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Wnt7a canonical iletim sistemini kullanan bir proteindir. Lef -1 ise canonical sistem
tarafindan uyarilan bir niikleer aktivatordir. Wnt4 ve SFRP1’in Ostrojenik etki ile
uyarildiklar1 bilinmektedir (Miller ve ark 1998, Fukuhara ve ark 2002). Wnt7a ve
SFRPI’nin hiicre proliferasyonundan ziyade prolifere olan hiicrelerin apoptozisini
engelledigi gosterilmistir (Carta ve Sassoon 2004, Fukuhara ve ark 2002). Wnt4’{in ise
proliferasyondan sorumlu oldugu bilinmektedir (Miller ve ark 1998). Bu genler
arastirildigl caligmalarin 15181nda, Ostrojenik etki altinda kisrak endometriumda artis
gosteren Wnt4’iin proliferasyondan sorumlu oldugu, Wnt7a ve SFRP1’in roliiniin ise
prolifere olan bu hiicrelerin apoptozise gitmesini engellenmesi oldugu sdylenebilir (Sekil

4.1).

Geg didstrus dénemi Luteolizis sonrasi dstrus dénemi

I 1
mVnth 4 / Whnt2b A\

4

Wntba Wntba
Whnt4
Wntab Wni7a Whntdb
Wnt7a
WntSb
Wnt10b Wntsb
Wnt10b Lef-1
Wint11 Lef-1 Vvnt11 SERP1
Wnt16 SFRP1 Wnt16
Wit-1 Wit-1
Dkk1
Dkk1
MYC v MYC 3

\ Endometrium / \ Endometrium /

Sekil 4.1. Ostrus siklusu i¢inde endometriumda artan veya azalan Wnt genlerini
gosteren sema
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Fare ve koyun endometriumda Wnt sinyal iletim sistemine ait genlerin
ekspresyonunda gebelik siiresince meydana gelen bazi degisimler bu genlerinin erken
gebelik esnasinda endometrial fonksiyonlar i¢in Onemli oldugunu gostermektedir
(Mohamed ve ark 2005, Hayashi ve ark 2007, Hayashi ve ark 2009). Hayashi ve ark
(2009) gebe fare endometriumunda Wnt4’iin ekspresyonunun implantasyonla birlikte
arttigin1 ve 7. giinde miktarinin 1. giiniin 15 katina kadar ulastig1 bildirilmistir. Ayrica
Wnt5a, Wnt7a, Wnt7b implantasyon esnasinda implantasyon bdlgesinde arttigini
vurgulamaktadirlar. Wntl11’in implantasyondan once 4. giinde luminal epitelde ve
ylizeysel bezlerde miktarmin arttigini, Wntl6’nin ise luminal epiteli ¢evreleyen
stromada lokalize oldugu bildirmektedirler (Hayashi ve ark 2009). Koyunlarda ise hem
endometriumda hem de embriyonun trofektoderm katmaninda Wnt genlerinin
ekpresyonuna bakilmigtir. Bu genlerden Wnt2 ekspresyonunun Oncelikli olarak
endometrial stromada oldugu, embriyonun trofektoderm katmaninda ise bunun diisiik
diizeyde oldugunu tespit etmislerdir. Wnt2b’nin embriyoda eksprese oldugu
saptanmistir. Wnt4 ekspresyon diizeyinin ise endometrial stromada minimal iken
gebeligin 16.-20. giinleri arasinda 6nemli miktarda arttigini gozlemislerdir. Wnt5a ve
WntSb miktarinin  endometriumun luminal epitelin altindaki stromanin = stratum
kompaktum katmaninda yogun bir sekilde oldugu ve diisiik diizeyde de olsa luminal
epitelde varligi gozlenmistir. WntS5a ve Wnt5b eskpresyonuna ise embriyoda
rastlanmamistir. Wnt7a luminal ve siiperfisiyel glandular epitelde gdzlenmis ve gebelik
giinlerine gore miktarmin degistigi belirlemigtir. Wntl1 yogun olarak endometrial
bezlerde, diisiik diizeyde luminal epitelde saptanmis ve miktarinin gebelik boyunca
degismedigi bildirilmistir (Hayashi ve ark 2007). Sunulan ¢alismada ovulasyon giinii (0.
giin) ile gebeligin 15, 18 ve 22. giinleri igerisinde Wnt genlerinin ekspresyon profilleri
degerlendirildiginde Wnt2, Wnt7a ve Wnt5b’nin 0. giinle kiyaslandiginda erken gebelik
boyunca baskilandig1 saptanmustir. Lef -1 gebeligin 18. giiniinde azalmistir. Non-
canonical Wnt5a ve Wntll gebeligin 15 ve 18. giinlerinde ovulasyon giinii ile
kiyaslandiginda onemli 6l¢iide artis gostermistir. Bununla birlikte canonical Wnt2b
gebeligin 15. giiniinde artarken, Wntl6 gebelik giinleri igerisinde 0. giine gore
kiyaslandiginda miktar1 hafif yiikselme egilimindedir (P<0,09). Wnt antagonistlerinden
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Dkkl1 gebelik boyunca, Wif-1 ise 15 ve 18. giinlerde 0. giine gore artis gostermistir.
Non-canonical Wnt5a, Wntll veWntl6, canonical Wnt2b ile birlikte Wnt
antagonistlerinden Dkkl ve Wif-1 ekspresyonlar1 gebeligin 15. giinii ve 0Ostrus
siklusunun progesteronun yiiksek oldugu gec¢ didstrus doneminde benzer bir profil
sergilemektedir. Bu durumdan bu genlerin gebelikten ziyade sistemik progesteron etkisi
ile diizenlendigi sonucu g¢ikmaktadir. Wntl1’nin diger tiirlerde endometrial bezlerde
proliferasyonu ve sekresyonu uyarma fonksiyonunun, kisraklarda mRNA diizeyinde
erken gebeligin 15. ve 18. giinlerinde 0. giin ile kiyaslandiginda 6nemli Olclide artigi

dikkate alinirsa, kisraklar i¢inde gecerli oldugu soylenelebilir (Sekil 4.2.).

Kiewisz ve ark (2008) domuzlarda uterus icerisinde embriyonik 6strojenin etkili
oldugu erken gebeligin 15. ve 16. giinlerinde Wnt5a’nin miktarinin arttigin1 gostermesi,
gebeligin 15. ve 18. giinlerinde kisraklarda artan Wnt5a ekspresyonu ile benzerdir. Elde
edilen verilere bakilarak non-canonical yolu uyaran Wnt5a, Wnt 11 ve Wntl6’in
didstrus doneminde oldugu gibi erken gebelik siiresincede de embriyonun beslenip
biliyiiyebilmesi i¢in endometrial fonksiyonlar1 parankim etki ile proliferasyon ve

sekresyonu yoniinde uyararak diizenledigi kanisina varilmaktadir (Sekil 4.2.).

Kisraklarda erken gebelik boyunca endometriumda meydana gelen olaylar bazi
yonleri ile diger hayvan tiirleri ile kiyaslandiginda farkliliklar gosterir. Ornegin; kisrak
embriyosu gebeligin ilk 16 giinli uterus icerisinde hareketlidir (Ginther 1998). Ayrica
embriyonun trofoblastik hiicrelerinin endometriumla iletisimini embriyonun etrafini
saran glikokaliks yapisindaki kapsiil engellemektedir (Oriol ve ark 1993). Fakat
gebeligin maternal kabulii esnasinda endometrial COX2 mekanizmas1 ve OR alfa
miktarinin azalmasi ruminantlar ile benzerlik gostermektedir (Boerboom ve ark 2004,
Hartt ve ark 2005, Guzeloglu ve ark 2009a, 2009b). Ayrica domuzlardaki gibi kisrak
embriyosu da Ostrojen salgilamaktadir (Zavy ve ark 1979). Ostrojenin luteolizis
iizerindeki etkisi tam anlamu ile tespit edilemediginden embriyonal kaynakli Gstrojenin
uterusta implante olmamis embriyonun beslenip gelismesi i¢in gerekli maddelerin
sentezlenmesi saglayacak bezsel gelisim ve proliferasyonu uyardigi sanilmaktadir

(McDowell ve ark 1987). Ayrica McDowell ve ark (1987) tarafindan embriyonik
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ostrojenin uterustaki histrof salgisinin miktar1 ve ozelillerini artirdigida bildirilmistir.
Ostrojen hem neonatal dénemde hem de yasam siiresi boyunca reprodiiktif organlarin
fonksiyonlarini1 diizenleyen ve c¢esitli genlerin ekspresyonlarmi etkileyen 6nemli bir
steroid hormondur (Ma ve ark 2003). Uterus ise Ostrojenin etkilerinin gozlendigi en
onemli organdir. Ostrojenin bu etkilerini ORo ve ORB olmak iizere iki niikleer reseptorii
araciligi ile yaptig1 bilinmektedir (Das ve ark 2000, Groothuis ve ark 2007). Fakat son
yillarda yapilan baz1 calismalar, Ostrojenik etkinin bazen kendi reseptdrlerinden
bagimsiz olarakta uyarilabilecegini gostermistir (Das ve ark 2000, Rider ve ark 2006).
OR knock-out farelerde veya OR antagonisti kullamlan bir ¢alismada 6strojenin uterusta
Wnt4, WnS5a ve FZD2 ekspresyonunun arttirdigi gosterilmistir (Hou ve ark 2004).
Endometriumda bilinen en 6nemli 6strojenik etkiler proliferasyonu uyarmasi, hiicresel
farklilasma, sekretorik etki, luteolizisin baglatilmasi ve implantasyonun diizenlenmesi
seklinde sayilabilir (Hess ve ark 2006). Ozellikle ovaryumlardan salgilanan strojenin
endometrial proliferasyonun ve implantasyonun uyarilmasinda Wnt sinyal iletim
sisteminide aktive ettigi ¢esitli ¢aligmalarla gosterilmigtir (Miller ve ark 1998,
Mohammed ve ark 2004). Bununla birlikte reprodiiktif organlarin gelisip baskalastig
donemlerde de Gstrojen Wnt gen ailesi lizerine etkili bulunmustur. Miller ve ark (1998)
prenatal donemde dietilstilbestrol uygulamasinin Wnt7a’y1 baskilayarak disi lireme
sisteminin anormal gelisimine neden oldugunu gozlemlemislerdir. Katayama ve ark
(2006) yetiskin olmayan disi ratlara dietilstilbestrol uygulamasi sonrasinda Wnt7a’nin
uterustaki ekspresyonun 6nemli Olclide azaldigini, Wnt4 ve Wnt5a’nin uygulamanin
baslarinda artis gdstermesine ragmen 24-48 saat igerisinde onlarinda ekspresyon
seviyelerinin azaldiginin bildirtmektedirler. Siklus gosteren yetiskin farelerde Ostrojen
Wnt4 ekspresyonunu artirirken, WntSa ekspresyonunu baskilamistir. Wnt7a’nin ise
Wnt5a’da oldugu gibi miktarinin didstrusta yiiksek oldugunu vurgulanmaktadir (Miller
ve ark 1998). Ostradiol ile kanserojen etkili zerenol gibi dstrojenlerinde endometrial
hiicrelerde Wnt7a’y1 baskiladigi, ostrojenin Wnt7a tizerindeki etkisinin Ishikawa kanser
hiicrelerinde OR’ye bagimli oldugu gdsterilmistir (Wagner ve Lehmann 2006). Ayrica
oncesinde Ostradiol uygulanan progesteron uygulamalari normal epitel hiicrelerinde
Wnt7a miktarint arttirmigtir (Oehler ve ark 2002). Kisraklarda endometrium siklusun

Ostrus doneminde sistemik Ostrojen, gebelikte ise 10. gilinden itibaren kisrak
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embriyosundan salgilanan lokal dstradiol etkisi altindadir (Zavy ve ark 1979, Janson ve
Backer 1993). Gesterberg ve ark (1999b) Ostrodioliin gebeligin 18. giiniinden itibaren
endometriumun ¢esitli katmanlarinda proliferasyon artigini etkiledigini bildirmektedirler.
Embriyonik 0Ostrojenin luteolizisi engellemeye yonelik bir sinyal oldugu da heniiz
siiphelidir (Raeside ve ark 2004). Daha cok endometriumda biiyiime faktorlerini
uyardig1 sanilmaktadir. Ayrica gebeligin OR’iin uterusta artisgin1 baskiladig: (Giizeloglu
ve ark 2009a) g6z Oniline alindiginda embriyonik Ostrojenin Wnt gibi biiyiime
faktorlerini OR’den bagimsiz olarak diizenliyor olabilecegi soylenebilir. Gebelikte
embriyonik Ostrojen varken Wnt2b 15. glinde, Wnt5a, Wntl1 ve Wif-1 15 ve 18. giinde,
Dkk1 gebelik boyunca, ovulasyon giinii ile kiyaslandiklarinda miktarlar1 artmistir.
Wntl6 ise aynmi donemde hafif yiikselme egilimindedir (P<0,09). Ayn1 donemde
embriyonik Ostrojen varken Wnt2, Wnt5b, Wnt7a, SFRP1 gebelik boyunca
baskilanmistir. Lef-1 ise 18. giinde azalma gdstermistir. Gebe olmayan kisraklardaki
Wnt genlerinin siklus profili dikkate alindiginda gebelik boyunca Wnt2 disindaki Wnt
gen ailesine ait genlerdeki degisimlerin kandaki yliksek progesteron seviyesi ile iligkili

oldugu sanilmaktadir (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. Erken gebelik giinleri i¢cinde 0. giine gére Wnt genlerinde goézlenen
degisiklikleri gosteren sema
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Ayrica ge¢ diostrus ile karsilagtinnldiginda gebeligin 15. giinlinde Wnt4
ekspresyonu endometriumda artis gosterirken Wnt8a ve Myc ise baskilanmaktadir. Her
iki donemde kanda progesteron hormonunun yiiksek oldugu zamanlardir. Sadece
siklusun didstrus donemi ile gebeligin 15.giinli kiyaslandiginda ostrojen etkisi ile
uyartlan Wnt4 ekspresyonundaki artigin aradaki tek fark olan embriyo kaynakli
Ostrojenden olacagi diisiiniilmektedir. Yine siklus icerisinde Wnt8a ekspresyonunun
degismedigi ve Myc ekspresyonun ise didstrusta arttig1 dikkate alindiginda embriyonik

faktorlerin Wnt8a ve Myc’yi baskiladigi sdylenebilir (Sekil 4.3.).

Embriyonik

faktorler

Wnt8a 1 Wnt4T MYC 1

Endometrium

Sekil 4.3. Geg¢ diostriis donemi (progesteron yiiksek, embriyo yok) ile
karsilastirildiginda gebeligin 15. gilinlinde (progesteron yiiksek) sadece embriyo
varliina bagli olarak degistigi diislinlilen Wnt gen ekpsresyonlarindaki
degisiklikleri gosteren sema
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Luteolizis sonrasi ostrus donemi ile karsilastirildiginda Wnt7a, SFRP1 ve Lef-1
gebeligin 18. giiniinde 6nemli Olgiide baskilanmistir. Ayni donemde Dkkl, Wif-1,
MSX2 genleri ise Oonemli Olclide artis gostermistir. Wnt5a ve Wntl6 ise ylikselme
egilimi gostermislerdir (P<0,09). Maternal hormon diizeylerine gore kiyaslandiginda
luteolizis sonras1 Ostrus Ostrojenik hormonun etkisi altindaki dénem, gebeligin 18. giinii
ise yliksek progesteron etkisi altinda didstrus benzeri bir donemdir. Bu genlerin siklus
icerisinde izledikleri profiller dikkate alindiginda Wnt7a ve Lef-1’in didstrusta
baskilanmasi bu genlerin gebelik esnasinda sirkiilasyondaki yiiksek progesteron etkisi ile
baskilandig1 sonucunu ¢ikarmaktadir. Artig gosteren genlerden Wnt5a, Wnt16, Dkk1 ve
Wif-1 ise diostrusta yiiksek miktarda olduklart dikkate alinirsa bu genlerinde
progesteron etkisi ile ekspresyonlariin arttifi soylenebilir. MSX2 ise siklus igerisinde
degisiklik gostermemesine ragmen gebeligin 18. giiniinde ekspresyonunun artmast bu

genin embriyonik faktorler ile uyarildigini diisiindiirmektedir (Sekil 4.4.).

Embriyonik
Progesteron faktorler

Wntba Whnt16 Wif-1 Dkk1 Msx2 T

vwntra SFRP1 Lef-1 l

Endometrium

Sekil 4.4. Luteolizis sonrast Ostrus donemi (progesteron yok, embriyo yok) ile
karsilastirildiginda gebeligin 18 giinlinde endometriumda Wnt gen ekpsresyonlarindaki
degisiklikler ve bunlar1 etkileyen olasi faktorleri gosteren sema

Erken gebelik siiresince 0. giin ve karsilastirmali siklus giinleri (LD, AL) ile
kiyaslandiginda Wnt9b, Wntl0Ob, hiicre yilizey reseptorleri FZD6, LRP6,
intrasitoplazmik proteinler DVL-2, GSK3-83 ve B-catenin ile antagonistler Dkk2, SFRP2
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ve SFRP5 mRNA diizeyindeki ekspresyonlarinda bir faklilik gdézlenmemistir. Elde
edilen bu sonuglara bakildiginda bu genlerin endometriumdaki ekspresyonlarinin erken
gebelik siiresince diizenlenmesinde maternal ya da embriyonik faktorlerin etkili

olmadig1 goriilmektedir.

Canonical etkili Wnt8a’nin Xenopus embriyolarinda ikinci bir axis
sekillenmesini indiikledigi halde bu durumun non-canonical etkili Wnt5a ile
durdurulmasi Wnt/Ca™ sinyal iletim sisteminin Wnt/B-catenin sinyal iletimi {izerine
antagonist etkisinin oldugunu gostermektedir (Torres ve ark 1996). Ayrica kanseri
indiikleyen canonical yolun aksine non-canonical Wnt5a’nin tiroid kanser hiicreleri ve
melenoma hiicrelerinde timor baskilayici etki gostermesi bu teoriyi destekler niteliktedir
(Katoh 2005). Sunulan ¢alismada; non-canonical Wnt’lerin (Wnt5a, Wntll ve Wntl6)
didstrus esnasinda yliksek oldugu dénemde en 6nemli canonical Wnt’lerden biri olan
Wnt7a’nin baskilanmasi, Wnt7a’nin ekspresyonun arttigi Ostrusta ise non-canonical
Wnt’lerin baskilaniyor olmasi bu teoriyi destekler niteliktedir. Ayrica yine canonical
yolu uyaran Wnt8a’nin ge¢ didstrus ile kiyaslandiginda 15. giin gebelikte, Wnt2 ise
gebelik boyunca baskilanirken, non-canonical Wnt’lerin artmasi yine bu teori ile
uyusmaktadir. Ancak canonical oldugu bilinen Wnt2b ve non-canonical Wnt5b bu teori
ile uyusmayan bir ekspresyon profili sergilemislerdir. Bu durum; ayn1 donemde artan ve
ozellikle canonical yolu antagonize eden Dkk1’in islevinin Wnt2b’nin etkisinin ortadan
kaldirmak oldugu sdylenebilir. Ayrica bazi Wnt’lerin farkli FZD reseptorlerini
kullanarak degisik sinyal iletim sistemlerini aktive ettigide gozden kacirilmamalidir
(Carmon ve Loose 2008; Nusse 2008a). Ornegin; Carmon ve Loose (2008) Wnt7a’nin
FZDS5 reseptoriine baglanarak Wnt/beta-yolununu uyarmasma ragmen, FZDI0 ile
baglanarak non-canonical yolu uyardigim1 gdstermislerdir. Kisrak endometriumunda
Wnt2b ve Wnt5b’nin lokalizasyonunu gosterilmesi bu durumun daha iyi anlagilmasina

yardimci olacagi diistiniilmektedir.
Sunulan ¢aligmada Real-time PZR ile 6strus siklusu ve erken gebelik boyunca

Wnt genlerinin bazilarinda siklus igerisinde donemsel ve/veya gebelige bagli ekspresyon

fakliliklar1 gosterilmistir. Ostrus siklus dénemlerine ve gebelige bagl veya gebelik ile
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siklus giinleri karsilagtirildiginda faklilik gdsteren genler asagida tek tek diger tiirlerdeki

bilinen fonksiyonlari ile birlikte degerlendirilmeye calisilacaktir.

Canonical yolu aktive eden Wnt2 proteininin fare uterusunda plasentasyonu
uyardigi gosterilmis, Wnt2 knock-out farelerin dogum agirliklarinin diisiik ve perinatal
oliim oranmin %50 oldugu saptanmistir (Monkey ve ark 1996). Wnt2 geninin ayrica
hiicreden hiicreye iletisimin diizenlemesinde roliiniin oldugu bilinmektedir (Levay-
Young ve Navre 1992). Wnt2 geninin ekspresyonunun baskilanmasinin mutant glioma
hiicrelerinin proliferasyonunu durdurdugu gosterilmistir (Pu ve ark 2009). Ayrica
Wnt2’nin insanlarda gastrointestinal kanserler i¢in bir marker oldugu, uyarilmasi ile
gastro-intestinal sistem kanserlerini tetikledigi bildirilmektedir (Katoh 2005). Hayashi ve
ark (2007) gebe koyun endometriumda erken gebelikte Wnt2’nin eksprese oldugunu
gostermislerdir. Ayrica insan meme dokusunda 6strojen etkisi ile Wnt2 geninin anormal
sekilde aktivasyonu proliferasyonu uyarmistir (Vendrell ve ark 2004). Sunulan
caligmada; Ostrus siklusu boyunca uterusta ekspresyonu degismeyen Wnt2, 0. giinle
kiyaslandiginda gebelik siiresince baskilanmistir. Maternal hormonlara bagli olarak
degisiklik gostermeyen Wnt2 ekspresyonunun gebelik boyunca baskilanmasi bu etkinin
embriyodan salinan faktorler ile olustugunu gostermektedir. Wnt2 nin plasentasyonda
rol oynadigi diisiiniiliirse, bu c¢alismada arastirilan gebelik giinlerinde heniiz
plasentasyon baglamamistir. Bu genin baskilanmasinin, embriyo heniiz kapsiil yapisinda
oldugu icin, endometriumda erken bir plasentasyon olusumunu engelledigi

diistiniilebilir.

Sunulan ¢aligsmada; siklus esnasinda progesteron miktarinin yiliksek oldugu
diostrus doneminde Wnt2b’nin ekspresyonu arttig1 ve luteolizis sonrasi dstrojen etkisi
altinda baskilandig1 gozlenmistir. Gebelikte ise Wnt2b ovulasyon gilinline gore
kiyaslandiginda gebeligin 15. gliniinde artmistir. Wnt2b proteininin de canonical sinyal
iletim sistemini kullandigi, koyun embriyosunun trofektoderm katmaninda (Hayashi ve
ark 2007) ve fare embriyosunda 6,5. giinden sonra (Kemp ve ark 2005) miktarinin arttig1
bildirilmigtir. Neonatal koyun uterusunda ise Wnt2b’nin stromada eksprese oldugu,
eksojen dstrojen uygulamasina bagl olarak miktarinin azaldig: bildirilmistir (Hayashi ve

Spencer 2006). Elde edilen verilere bakildiginda Wnt2b’nin progesteron etkisi altindaki
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uterusta artmasi nedeniyle bu genin hem didstrusta hem de gebelikte endometrial

fonksiyonlar1 diizenlenmesinde rol oynadigi sdylenebilir.

Wnt4 geninin hem canonical hem de non-canonical sinyal iletim sistemlerini
kullandigin1 ifade eden c¢alismalar Wnt4’{in sinyal iletim sistemi igerisindeki roliinii
anlasilmasimi zorlastirmaktadir (Miyakoshi ve ark 2008). insanlarda meme bezlerinin
gelisimi asamasinda Wnt4’iin rol oynadig1 bilinmektedir (Heikkila ve ark 2001). Ayrica
Wnt4’lin cinsiyete 0zgiin reprodiiktif organlarin gelisim iginde gerekli oldugu
gosterilmistir (Vainoi ve ark 1999). Wnt4’lin fare uterusunda implantasyon oncesi ve
sonrast gilinlerde ekspresyonunda meydana gelen degisikler bu genin farelerde
implantasyonda roliiniin olduguna isaret etmektedir (Hayashi ve ark 2009). Wnt4’{in
desidiializasyon agamasinda stromal hiicre proliferasyonunu uyardigi bildirilmistir (Dey
1996). Daikoku ve ark (2004) farelerde imlantasyon doneminde Wnt4’iin endometrial
prolifesyonda rol oynadigi bildirmektedirler. Yine Hayashi ve ark (2009) Wnt4’{in
Ostrojen uygulanan overektomize ratlarda ekspresyon seviyesinin  arttigini
bildirmektedirler. Ayrica siklus igerisinde ratlarda Wnt4 ekspresyonu didstrus
doneminde miktar olarak tespit edilemez 6l¢iide az iken, dstrus esnasinda Ostrojen etkisi
ile Wnt4 artmasi Ostrojenin Wnt4’#i diizenledigi seklinde yorumlanmistir (Miller ve
ark 1998). Sunulan ¢alismada da benzer bir sekilde Wnt4 geninin ekspresyonu dstrus
siklusu igerisinde sadece Ostrojenin etkili oldugu luteolizis sonrasi Ostrus doneminde
artmigtir. Bu donem Ostrojen etkisi ile proliferasyonun uyarildigi zaman olarak
degerlendirilirse Wnt4’iinde kisraklarda endometrial proliferasyonda rol oynadigina
isaret etmektedir. Wnt4 ayrica ge¢ didstrus donemi ile kiyaslandiginda erken gebelikte
de artig goOstermistir (p<0.06). Bu durum; embriyonun erken gebelikte Ostrojen
salgiladigt da dikkate alindiginda uterusta embriyoya bagli endometrial Wnt4
ekspresyonunun uyarilarak erken gebelik sliresince implantasyon sekillenene kadar
embriyonun ihtiyact olan besin maddelerinin saglanabilmesi i¢in endometrial

proliferasyonu diizenledigi sonucunu ¢ikarmaktadir.

Sunulan calismada; Wnt5a ekpsresyonu hem didstrus doneminde hem de

gebeligin 15 ve 18. giinlerinde 0. giin ile kiyaslandiginda énemli 6l¢lide artmistir. Ayrica
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luteolizis sonrast Ostrus donemi ile gebeligin 18. giinii kiyaslandiginda Wnt5a’nin
gebelerde yiiksek oldugu gozlenmistir. Non-canonical sinyal iletim sistemini kullanan
Wnt5a’nin insanlarda mezensim ve endometrial hiicreleri arasinda etkilesimin
diizenlenmesinde 6nemli rolleri vardir (Merisckay ve ark 2004). Genital tiiberkiiliin
sekillenmesinde de rol oynadigi bildirilmistir (Heikkila ve ark 2001). Tulac ve ark
(2003) insanlarda bu genin siklusun fazlarina bagli olarak degisiklik gostermedigini
vurgulamaktadilar. Farelerde ise WntSa’nin didstrus doneminde uterusun hem
stromasinda hem de epitel hiicrelerinde ekspresyonu tespit edilmis ve ozellikle dstrojen
seviyesinin yiiksek oldugu zaman ise Wnt5a’y1r uterus epitelinde baskiladigi
sanilmaktadir (Miller ve ark 1998). Fare embriyosunda implantasyon sonrast donemde
miktarinin 6nemli Olgiide artmis oldugu gozlenirken (Kemp ve ark 2005), pre-
implantasyon periyodu esnasinda koyun embriyolarinda Wnt5a’nin ekspresyonu tespit
edilememistir (Hayashi ve ark 2007). Ayrica koyunlarda trofektoderm go¢iiniin non-
canonical Wnt genleri tarafindan belirlendigi bildirilmistir. Wnt5a’nin embriyonik kdk
hiicrelerinde endotelial farklilagmay1 uyardigi bildirilmektedir (Yang ve ark 2009).
Catalano ve ark (2007) progesteron etkisi altinda bulunan kadinlara progesteron reseptor
inhibitorii mifepristone uygulayarak progesteronu etkisini engellemisler ve Wnt5a’in
endometriumda miktariin arttigini bildirmislerdir. Bu artist mestrual siklus icerisinde
mezensim epitel iliskisi ile endometrial epitelin yenilenmesine baglamislardir. Kiewizs
ve ark (2008) kisraklar gibi gebeligin erken doneminde Gstrojen salgilayan domuzlarda
Wnt5a ekspresyonunu 9.giin ile kiyaslandiginda 12. giinde 6nemli 6l¢iide azaldigini 15—
16. gilinde ise tekrardan arttiginin gdstermislerdir. Kisrak endometriumda progesteron
etkisi ile siklus siliresince ve gebelikte artan Wnt5a’nin embriyonun biiyiiylip
gelisebilmesi i¢in uterusta gerekli proliferatif ve sekretorik fonksiyonlar1 diizenledigi

diistiniilmektedir.

Wnt5b’nin koyun endometriumda gebeligin 10 ile 20. giinleri arasinda luminal
epitelin altindaki stratum kompaktum tabakasinda miktarinin fazla oldugu, fakat
endometrial epitelde minimal diizeyde de olsa varlig1 gosterilmistir (Hayashi ve ark
2007). Sunulan calismada; Wnt5b en yiiksek miktarda ovulasyon giinlinde saptanmus,

hem gebelik hem de siklusun diger giinleri boyunca baskilanmistir. 0. giinde 6strojen
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seviyesinin azaldig1 ve progesteron seviyesinin artmaya basladigi gézoniinde tutlmasi
gereken Onemli bir noktadir. Elde edilen veriler degerlendirildiginde Wnt5b’nin hem
yuksek progesteron hem de yiiksek Ostrojen etkisi altinda iken baskilandigi sonucunu

cikarmaktadir.

Wnt7a’nin reprodiiktif kanalin anterior-posterior aksis olusumunun yani sira
uterus diiz kaslar1 ve uterus fonksiyonlarinin devamligi igin gerekli oldugu
bildirilmesine ragmen yetigkin uterusundaki rolii tam olarak belli degildir (Sassoon
1999) Ayrica embiyonal hayatta Wnt7a mutasyonlarina baglh olarak miillerian kanalin
bagkalagsmasinda anomaliler sekillendigi bildirilmektedir (Miller ve ark 1998).
Wnt7a’nin Wnt/B-catenin yolunu aktive ettigi yapilan bircok calisma ile gosterilmistir
(Logan ve Nusse 2004). Son yillarda endometriozis olgularinda Wnt7a ekspresyonunun
arttiginin gosterilmesi insanlarda bu genin uterus patoloji ile de iliskilendirilmesine
neden olmustur (Gaetje ve ark 2007). Farelerde embriyonal hayatta uterus bezlerinin
gelisimi ve implantasyon doneminde ise implantasyon sekillenmesi i¢in gerekli oldugu
gosterilmistir (Miller ve ark 1998, Hayashi ve ark 2009). Wnt7a knock-out farelerde
uterus fonksiyonlar1 i¢in 6nemli olan HOXA10 ve HOXA11 genlerinde fonksiyon kaybi1
meydana gelmistir (Miller ve Sassoon 1998). Bircok tiirde luminal epitelden salgilandig1
ve stroma hiicrelerini parankim olarak etkiledigi bilinmektedir (Miller ve ark 1998,
Tulac ve ark 2003, Kim ve ark 2003, Hayashi ve ark 2007). Koyunlarda hem luminal
epitelde hem de siiperfisiyel glandular epitelde eksprese oldugu gosterilmistir (Hayashi
ve ark 2007). Miller ve ark (1998) siklik farelerde Wnt7a ekspresyonunun yiiksek
progesteron etkisi altindaki didstrus doneminde yiiksek oldugunu gostermislerdir.
Ayrica, Oehler ve ark (2002) normal endometrial hiicre kiiltiirlinde Gstrojen sonrasi
progesteron uygulamasinin Wnt7a’nin ekspresyonunu arttirdigin1  bildirmektedirler.
Insanlarda ise siklusun sekretorik fazinda Wnt7a ekspresyonu azalma egilimindedir
(Tulac ve ark 2003). Overiektomize ratlara uygulanan eksojen progesteronun Wnt7a
ekspresyonunu 6nemli Olgiide azaltmasi progesteronun Wnt7a iizerine sitimiile edici
etkisini gosteren yukaridaki calismalar ile celismektedir. Ayrica siklik koyunlarda
Wnt7a ekspresyonu 10. giinden sonra dnemli dl¢iide azalma gostermistir (Kim ve ark

2003). Sunulan ¢alismada; siklus igerisinde progesteronun etkili oldugu ge¢ didstrus
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doneminde Wnt7a ekpsresyonunun dnemli dlciide baskilandigr gézlenmistir. Bu durum
kisrak uterusunda sistemik progesteronun Wnt7a ekspresyonu baskiladigina isaret

etmektedir.

Gebe koyunlarda Wnt7a ekpresyonu gebeligin 10. giinde belirlenirken 12 ve 14.
giinde tespit edilemedigi ve 16 giinden sonra endometriumda Onemli Olgiide artis
gosterdigi  bildirilmistir. Siklik koyunlarda da IFN-t’nun intra-uterin uygulamasi
endometriumda Wnt7a gen ekspresyonunu artirmaktadir (Kim ve ark 2003). Ayrica
recombinant koyun IFN-t proteininin insan parental hiicre kiiltiiriinde Wnt7a
ekspresyonunu onemli Olgiide arttirdigi gozlenmistir. Gebeligin 10. giliniinde IFN-t
salgis1 olmadig1 bilinmektedir (Bazer 1989). Fakat gebeligin 16. giiniinden sonra IFN-t
salimimu ile paralel olarak Wnt7a ekpsresyonunun da artmaya baslamasi ve 20. giinde ise
maksimum seviye ulasmasi INF-tan’nun Wnt7a ekspresyonunu uyardigi seklinde
yorumlanabilir. Gebe kisrak uterusunda IFN-t’nun tespit edilememis olmasi ve de IFN-
T’nun tarafindan uyarilan Mx proteinin sentezinde bir degisiklik olmamasi IFN-t’nun
kisrak embriyosundan salgilanmadigina isaret etmektedir (Baker ve ark 1991, Hicks ve
ark 2005). Kisraklarda oldugu gibi domuz embriyolar1 da 6strojen salgilarlar (Kidder ve
ark 1955). Kiewisz ve ark. (2008) erken gebelikte domuz endometriumunda Wnt7a
ekspresyonunun 9. giin ile kiyaslandiginda 12. giinde baskilandigin1 gostermislerdir.
Sunulan ¢alismada da bu c¢alisamaya paralel olarak Wnt7a ekspresyonun erken gebelik
boyunca baskilandig1 gézlenmistir. Elde edilen sonuglara bakilirsa hem gebelikte hem de
siklusta Wnt7a’nin baskilanmasi bu etkinin sistemik progesteron ile olustugunu
gostermektedir. Ayrica kisraklarda implantasyon donemi diger hayvan tirleri ile
kiyaslandiginda olduk¢a ge¢ oldugundan, Wnt7a gen ekspresyonunun, koyunlarda ve
farelerde oldugu gibi, implantasyon doneminde arastirilmasi gerekmektedir. Eger
kisraklarda da benzer fonksiyonlar1 varsa Wnt7a ekspresyonunun gebeligin daha ileri

donemlerinde artabilecegi sdylenebilir.
Sunulan ¢aligsmada kisrak endometriumunda Wnt8a’nin mRNA diizeyinde varlig1

RT-PCR ile gozlenmistir. Koyun ve insanda ise endometriumda Wnt8a varligi

gosterilmemistir (Tulac ve ark 2003, Hayashi ve ark 2007). Wnt8a, sinyalini niikleusa B-
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catenin iizerinden ulastirmaktadir (Torres ve ark 1996). Wnt8a fare embriyosunda
implantasyon sonrasinda mRNA diizeyinde 6nemli Ol¢lide artis gostermistir (Kemp ve
ark 2005). Eksojen Wnt8a’nin kurbaga embriyolarinda yine B-catenin iizerinden yeni bir
aksis sekillenmesini uyardig da bilinmektedir (Sokol ve ark 1991). Meme kanser hiicre
kiiltiiriinde (MCF-7) 0stradiol ile uyarima sonucunda Wnt8b regiilasyonu artarken,
Wnt8a Ostradioldan etkilenmemistir (Saitoh ve ark 2002). Ekspresyon farkliliklari
yoniinden bakildiginda ise hem erken gebelik siiresince hem de siklus boyunca
ekspresyon miktar1 degismemistir. Sadece ge¢ didstrus donemi ile kiyaslandiginda
Wnt8a ekspresyonu 15. giindeki gebe kisraklarda baskilanmistir. ki doneminde yiiksek
progesteron etkisi altinda oldugu distliniilirse 15. giin gebelikte Wnt8a’daki
baskilanmanin embriyo kaynakli oldugu sdylenebilir. Bu baskilanmanin erken gebelikte

endometriumdaki roliiniin anlasilmasi yeni ¢alismalar yapilmasini gerektirmektedir.

Wnt9b’nin endometriumda ekspresyonu diger tiirlerde heniiz gosterilmemistir
(Hayashi ve ark 2007, Hayashi ve ark 2009). Fare embriyosunda ise eksprese oldugu
saptanmistir (Kemp ve ark 2005). Sunulan caligmada at endometriumunda eksprese
oldugu gozlenmistir. Siklusta progerteron etkisi altindaki ge¢ didstrus doneminde
Wnt9b’nin ekspresyonu artmistir. Gebelik giinleri ve karsilastirilmali siklus giinlerinde
ise ekspresyonunda farklilik gézlenmemistir. Bu nedenle uterustaki fonksiyonu tam

anlagilamamustir.

Wnt10b’nin ekspresyonu ile ilgili koyun ve fare endometriumunda herhangi bir
veri mevcut degildir (Hayashi ve ark 2007, Hayashi ve ark 2009). Bui ve ark (1997)
normal insan endometriumunda Wntl0b’yi tespit edemediklerini, sadece kanserli
endometrial hiicre kiiltiiriinde eksprese oldugu bildirmislerdir. Fare embriyolarinda ise
blastosist asamasinda ekspresyonun yliksek oldugu gézlenmistir (Kemp ve ark 2005).
Ayrica sa¢ follikiiliindeki epitelyum hiicrelerinin farklilagmasinda rolii oldugu
bildirilmektedir (Ouji ve ark 2008). Sunulan ¢alismada Wnt10b’de Wnt9b’de oldugu
gibi sadece dioOstrustaki kisraklarda Ostrus ile kiyaslandiginda yiiksek oldugu

gozlenmistir. Gebelik doneminde ise mRNA diizeyi bir farklilik gdstermemesinden
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dolayr bu genin de erken gebelik doneminde kisrak endometriumdaki ne gibi bir

fonksiyonu olabilecegi hakkinda bir fikir ileri stiriilememistir.

Wntl1 proteini, hiicre icerisinde Wnt5a’da oldugu gibi non-canonical sistemi
kullanmaktadir (Miller ve ark 1999). Barsak epitel hiicrelerinin proliferasyonunu
arttirdign ve hiicre i¢i yapilanmasini B-catenin’den bagimsiz olarak diizenledigi
bildirilmistir (Ouko ve ark 2004). Uterus gelisimi iizerindeki fonksiyonlar1 Wntl1
knock-out fareler yasatilamadigindan tam olarak bilinememektedir (Majumdar ve ark
2003). Dort giinliik fare embriyolarinda sistemik Ostrojenin etkisi ile miktar1 artmaktadir
(Mohamed ve ark 2004). Hayashi ve ark (2009) overiektomize ratlarda tek doz
progesteronun endometriumda Wntl1’in mRNA diizeyini arttirdigimi gostermislerdir.
Ayrica, Wntll miktar1 progesteron seviyesinin yiiksek oldugu gebeligin 4. giinlinde
artmaktadir. Koyun endometrial bezlerinde pre-implantasyon periyodu esnasinda
Wntl1’in ekspresyonunun tespit edilmesi Wntll fonksiyonunun endometriumda
parankim etki olusturarak embriyonun uzamasini uyardigr seklinde agiklanmistir
(Hayashi ve ark 2007). Sunulan ¢alismada da Wntl1, progesteron etkisindeki didstrus
doneminde ve gebeligin 15 ve 18. giinlerinde ovulasyon giiniine gore (0. glin) mRNA
diizeyinde yiiksek bulunmustur. Progesteron etkisi altinda miktarinin artmasi bu genin
endometriumun c¢esitli katmanlarinda proliferasyon ve sekresyonda gorev alabilecegini
diisiindiirmektedir. Immunohistokimya veya in-situ hibridizasyon gibi yontemler
kullanilarak lokalizasyonun belirlenmesi ile Wnt 11’in endometrial bezler {izerine etkisi

daha iyi agiklanabilecektir.

Sunulan calismada Wntl6 didstrusta, Ostrusa oranla yiiksek bulunmustur.
Gebelik giinleri arasinda ve luteolizis sonrasi Ostrus donemine gore gebeligin 18.
giiniinde Wnt16’nin mRNA diizeyindeki ekspresyonu artis egilimindedir. Wntl6’nin
implantasyon donemindeki fare uterusunda luminal epitelin hemen altindaki stroma
katinda miktarinin 4. glinde artig1 tespit edilmis, ayrica overiektomize farelerde
progesteron diger non-canonical Wnt’lerden Wntl1 ekspresyonunu arttirmasina ragmen
Wntl6’y1 baskilamistir (Hayashi ve ark 2009). Elde edilen bu sonuglar diger non-

canonical Wnt genleri gibi Wntl6’nin da endometriumda embriyonun yasamini
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siirdiirebilmesi  i¢in  gerekli  diizenlemelerin  yapilmasinda  gorev  aldigini

diisiindiirmektedir.

Wnt proteinlerinin hiicre yiizey reseptorii olan LRP5/6 proteinlerini baglayarak
canonical sinyal iletim sistemini engelleyen Dkk1’in, sistemik progesteron hormonu
etkisi ile aktive oldugu bilinmektedir (Mao ve ark 2002, Tulac ve ark 2007). Tulac ve
ark (2003) insan endometriumunda sekretorik fazda Dkk1’in miktarinin 6nemli 6lgiide
arttigin1 bildirmektedirler. Gebe koyun endometriumunda gebeligin 16 ile 20. giinleri
arasinda uterus stromasinda Dkkl miktarinin 6nemli Olglide arttigi tespit edilmistir.
Koyunlarda, erken gebelik siiresince Dkk1’in trofoblastik hiicrelerin uterus stromasina
migrasyonunu sinirladigi sanilmaktadir (Hayashi ve ark 2007). Sunulan ¢alismada insan
ve koyun calismalarina (Tulac ve ark 2003, Hayashi ve ark 2007) paralel olarak
progesteron etkisi altinda hem didstrusta hem de erken gebelik boyunca Dkk1l 6nemli
Olglide artig gostermistir. Aragtirilan gilinlerde kisrak embriyosu heniiz glikokaliks
yapisindaki bir kapsiil ile ¢evrili oldugundan bu giinlerde trofoblast migrasyonu ile Dkk1
arasinda bir iliski tespit edilememistir. Ancak progesterona bagl olarak ¢ok Onemli
oranda artis gosteren ve bu diizeyini erken gebelik boyunca devam ettiren Dkkl
ekspresyonunun kisrak endometriumunda yukarida bahsedilen fonksiyonu disinda ne tiir
bir gorevinin oldugunun belirlenmesi Wnt sinyal iletiminin daha iyi anlasilmasi i¢in

Onem arz etmektedir.

SFRP ailesi yapisal olarak hiicre yiizeyindeki FZD reseptoriine benzerlik
gosterir. Fakat, hiicre i¢i domaini olmadigindan dolayr hiicreler arasi bosluktaki Wnt
proteinleri bu SFRP reseptorleri ile baglandiginda hiicre i¢ine herhangi bir sinyal iletimi
gergeklestiremedikleri diisliniilmektedir (Logan ve Nusse 2004). Farelerde SFRP2
reseptOrii  vasitas1 ile Ozellikle implantasyonda rol oynayan Wnt/B-catenin
mekanizmasinin inhibe edildigi ve implantasyonun Onemli oranda engellendigi
gozlenmistir (Mohamed ve ark 2005). Menstiirel siklus igerisinde insanlarda dstrojenik
etkisindeki proliferatif fazda frpHE’in ekspresyonunun ©Onemli oOlgiide arttigi
bildirilmektedir (Tulac ve ark 2003). Koyunlarda ise neonatal doénem igerisinde

bezlerden yoksun olan karunkular bolgelerde SFRP2 ekspresyonu artarak Wnt sinyalini
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inhibe ettigi ve endometrial anjiogenezisi ve bezsel gelisimi sadece interkarunkular
bolgeye sinirlandirdigt gozlenmistir. Neonatal kuzulara Ostrojen uygulanmasi ise bu
genin ekspresyonunu bezlerden yoksun olan karunkular hem de intrerkarunkular
bolgelerde artirmistir (Hayashi ve Spencer 2006). Yiiksek Ostrojenik etki altindaki uterus
leomiyom olgularinda da SFRP1’in miktarimin arttigt  gézlenmistir. Bu artigin
SFRP1’nin bu kanser hiicrelerinin proliferasyonundan ¢ok apoptozislerini engelleyerek
yayilmasini sagladigi sanilmaktadir (Fukuhara ve ark 2002). Sunulan ¢alismada SFRP1
sistemik Ostrojenin etkili oldugu siklusun luteolizis sonrasi Ostrus fazinda onemli artis
gostermis ve progesteron etkisi altindaki tiim donemlerde baskilanmistir. Ancak erken
gebelik giinlerinde embriyonik dstradiol’iin varligina ragmen ekspresyon seviyesi artis
gostermemistir. Bu sonuglar dikkate alindiginda SFRP1’nin endometrial ekspresyon
profili diger tiirler ile benzer bulunmustur ve bu genin uterustaki ekspresyonunun

sistemik progesteron ve Ostrojen etkisi ile diizenlendigi sdylenebilir.

Wif-1 proteini SFRP ailesinde oldugu gibi Wnt proteinlerini hiicreler arasi
boslukta yakalayarak hiicre yiizeyi reseptorleri ile etkilesimi engellerler (Nusse ve
Logan 2004). Asir1 miktarda salgilanmasi kurbaga embriyolarinda somitlerin olusumunu
etkilerken, retinada rod tiretimini Wnt4 aktivitesini engelleyerek inhibe eder (Hsieh ve
ark 1999, Hunter ve ark 2004). Fare embriyolarinda embriyonik hayatin 4-8,5. giinleri
arasinda 6nemli 6l¢iide eksprese oldugu bildirilmektedir (Kemp ve ark 2005). Insan,
koyun, fare endometriumunda gebelik veya siklus igersindeki salgilanma profili ile ilgili
bir bilgi mevcut degildir (Tulac ve ark 2003, Hayashi ve ark 2007, Hayashi ve ark
2009). RT-PZR ile embriyonun beyin, goz, akciger gibi bir¢ok dokusunda tespit
edilebilecegi bildirilmistir. Beyindeki miktar1 beyinin degisik bolgelerinde farklilik
gostermektedir (Hunter ve ark 2004, Hu ve ark 2008). Sunulan ¢alismada Wif-1"nin
kisrak endometriumunda hem gebelikte hem de siklus siiresinde ekspresyonu tespit
edilmigtir. Wif-1, Dkk1’de oldugu gibi siklusun ge¢ didstrus doneminde onemli bir
sekilde artmistir. Gebelik giinlerinde ise 0. giine kiyaslandiginda 15 ve 18. giinlerde
ekspresyonu artis gostermistir. Yiiksek progesteron etkisi altinda olan gec didstrus
doneminde ve gebeligin 15. giliniinde miktarlarinin farklilik gostermemesi bu genin

ekspresyonunun embriyonik faktorlerden ziyade progesteron etkisi altinda arttigini
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ortaya koymaktadir. Ayrica, Wif-1 kisrak endometriumunda Dkk1 ile benzer bir profil

sergilemistir.

Lef-1 geni niikleus icerinde canonical yolun aktive ettigi B-catenin ile etkileserek
cesitli gen ekspresyonlarini uyarmaktadir (Logan ve Nusse 2004). Gebe koyun
endometrium epitelinde eksprese oldugu bilinmektedir (Hayashi ve ark 2007). Kisrak
endometriumunda Lef-1 ekspresyonu Ostrus esnasinda canonical yolu uyaran Wnt7a ile
birlikte artis gdstermistir. Bu durum, Lef-1 ekspresyonunun canonical sinyal yolu iletim
sisteminin aktivasyonu neticesinde arttifina isaret etmektedir. Gebeligin 18. giiniinde
luteolizis sonrasi Ostrus donemi ile kiyaslandiginda Wnt7a ile birlikte dnemli olgiide

azalma gdstermesi bu hipotez ile ortiismektedir.

Myc geninin Wnt’lerin aktive ettigi hedef genlerden oldugu gosterilmistir. Myc
geni bir trankripsiyon faktorii olup, DNA baglanarak gene ekspresyonlarint diizenler
(Nusse 2008a). Trofektoderm hiicrelerinde Wnt7a ile Myc’nin mRNA diizeyinde
ekspresyonun arttig1 gézlenmistir (Hayashi ve ark 2007). Sunulan ¢alismada ise Myc
kisrak endometriumda siklus icerisinde Wnt7a’nin baskilandigi ge¢ didstrusta
ekspresyonu artmistir. Gebeligin 15. giinii ile ge¢ didstrus kiyaslandiginda ise Myc geni
gebelikte baskilanmigtir. Bu sonuglar embriyonik faktorlerin Myc ekspresyonunun

gebeligin 15. giinlinde baskiladigina isaret etmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Sonug olarak; sunulan ¢aligmada Wnt gen ailesi, Wnt genlerinin antagonistleri ve
bu gen ailesine ait sinyal iletim sisteminde rol oynayan faktorlerin kisrak
endometriumda mRNA diizeyindeki ekspresyonlari ilk defa RT-PZR ile belirlenmistir.
Ayrica calismada aragtirilan donemlerde ekspresyon farkliliklar1 Real-time RT-PZR
kullanilarak gosterilmistir. Wnt genlerinden Wntl, Wnt3, Wnt6, Wnt7b, WntS8b,
Wntl14’iin ise kisrak uterusunda ekspresyonlar1 saptanamamigtir. Wnt genlerinin degisik
tiirlerde yetiskin uterusundaki fonksiyonlarin1 gosteren ¢alisma sayisi oldukga az oldugu
icin bazt Wnt genlerinin uterusta ne gibi fonksiyonlar iistlendigi konusunu tam
anlamiyla tartistlamamistir. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde bazi Wnt
genlerinin siklus ve erken gebelik igerisindeki profili diger tiirler ile benzerlik
gostermistir. Bazt Wnt genlerinin ise kimi tiirlerde ekspresyonlarinin gosterilmesine
ragmen kisrak endometriumda eksprese olmadigi, baz1 Wnt genlerinin ise kimi tiirlerde
ekspresyonu uterusta belirlenmemesine karsin kisrak endometriumunda eksprese oldugu
gbzlenmigtir. Siklus igerisinde bakildiginda canonical yolu aktive eden bazi genler ile
birlikte non-canonical Wnt genlerinin ekspresyonu progesteron hormonu etkisi altindaki
donemde diger giinler ile kiyaslandiginda yiiksek bulunmustur. Ayni dénem igerisinde
canonical yolu inhibe eden Dkkl geninin ekspresyonununda onemli 6l¢iide artis goz
ontine alindiginda didstrusta endometriumumda proliferasyon ve sekresyon faaliyetlerini
diizenlemekte Non-canonical Wnt genlerinin etkin oldugu sdylenebilir. Erken gebelik
stireci igerisinde bazt Wnt genlerinin ekspresyon profili yine progesteron hormonun
etkisinde olan ge¢ didstrus donemi ile benzerlik gostermistir. Bu durum bu genlerin
ekspresyonlarinin embriyonik faktorlerden ziyade maternal progesteron ile diizenlendigi
sonucunu ¢ikarmaktadir. Gebeligin 15 ve 18. giinleri ile karsilikli kiyaslama giinii
olarak kabul edilen geg¢ didstrus ve luteolizis sonrasi Ostrus ile kiyaslandiginda gebeligin
baz1 Wnt genlerinin ekspresyonunu arttirirken bazilarinin ise ekspresyonunu baskiladigi
goriilmiistiir. Ozellikle Wnt2, Wnt8a, Wnt4, Myc, MSX2’in endometriumdaki mRNA
diizeyindeki degisimlerinin embriyonal kaynakli faktorlerden oldugu sanilmaktadir.

Ayrica gebelik ve siklus giinlerinde Non-canonical Wnt’ler ile bazi canonical Wnt’lerin
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ekspresyon profilleri dikkate alindiginda birbirilerini antagonize ettikleri sdylenebilir.
Siklus esnasinda Ostrojen Wnt7a ekspresyonunu kisrak uterusunda onemli Olgilide
arttirirken, embriyonik Ostrojenin Wnt7a iizerine boyle bir etkisi arastirilan gebelik
giinlerinde go6zlenmemistir. Bu sonuclar incelendiginde basta embriyonun gelisip
yasamini devam ettirebilmesi i¢in gerekli endometriumda proliferasyon, farklilagma,
sekresyon gibi faaliyetlerinin yapilmasi ve endometriumun yapilandirilmasi i¢in, diger
hayvan tiirlerinde oldugu gibi, maternal ve/veya embriyonik faktorler ile Wnt genlerinin
hem siklus hem de erken gebelik icerisindeki ekspresyon profilinin diizenledigi
sOylenebilir. Wnt genlerinin endometrium iizerindeki fonksiyonlarinin daha iyi
anlagilabilmesi i¢in bu genlerin uterus katmanlarinda nerede eksprese oldugunu gosteren

daha ileri diizey ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Wnt genlerinin bir ¢ok tiirde reprodiiktif olaylarin diizenlenmesinde onemli rollerinin oldugu
bilinmektedir. Fakat Wnt genleri kisrak endometriumunda heniiz karakterize edilmemistir.

Bu c¢alismanm amaci siklik kisraklarda siklusun ovulasyon gilinii (0. giin) ge¢ didstrus ve
luteolizis sonrasi Ostrus ile birlikte gebeligin 15., 18. ve 22. giinlerinde Wnt sinyal iletim sistemine ait
genlerin ekspresyon seviyelerinin mRNA diizeyinde belirlenmesidir. Bu amag icin yukarida bahsedilen
her bir giin i¢cin 4’er adet olacak sekilde reprodiiktif yonden saglikli kisraklardan biyopsi ornekleri
toplanmustir. Siklusun giinleri kan progesteron diizeyi ve ultrasonografi ile tespit edilmistir. Ayrica
gebeliklerin teshisinde de utrasonografiden yararlanilmigtir. Toplanan biyopsi drneklerinden total RNA
izole edilerek RT reaksiyonu ile cDNA’ya cevrilmistir. Kisrak endometriumda PZR ile 17 Wnt geni
icinden Wnt2, Wnt2b, Wnt4, Wnt5a, Wnt5b Wnt7a, Wnt8a, Wnt9b, Wnt10b, Wntl11, Wntl16, Wnt sinyal
iletim sistemi antagonistlerinden SFRP1, SFRP2, SFRP5, Dkkl1, Dkk2, Wif-1, hiicre ylizey reseptorii
FZD6 ve LRP6, intrasitoplazmik kompanentlerden DVL-2, GSK3-beta, Beta-catenin, niikleer faktor Lef-1
ve Wnt genlerinin aktive ettigi Myc ile MSX2 genlerinin endometriumda siklik ve gebe giinlerin
tamaminda ekspresyon tespit edildi. Real-time PZR ile bu genlerin siklik ve gebe giinlerdeki ekspresyon
farkliliklar1 arastirilmistir. Normalize edilmis data mixed model ANOVA kullanilarak analiz edildi ve
gruplar arasi farklarin belirlenmesi i¢in least significant difference test kullanildi. Siklus giinleri icerisinde
Wnt2b, Wnt5a, Wnt9b, Wnt10b, Wntl1, Wntl6, Dkk1, Wif-1 ve Myc genlerinin ge¢ didstrus doneminde
miktarlar1 6nemli Slglide artmistir (P<0,05). Wnt7a ve SFRP1 ge¢ didstrus doneminde baskilanmigtir
(P<0,05). WntSb ekspresyonu gec¢ didstus ve luteolizis sonrasi Ostrusta ovulasyona gore azalmigtir
(P<0,05). Wnt4 ve Lef-1 ise sadece luteolizis sonrasi Ostrusta artmistir (P<0,05). Erken gebelikte
ovulasyon giinii ile kiyaslandigindan Wnt2, Wnt5b, Wnt7a ve SFRP1 gebelik giinleri igerisinde
baskilanmistir (P<0,05). Non-canonical Wnt5a, Wntl1 ile antagonist Wif-1’in ekspresyonu gebeligin 15.
ve 18. giinlerinde artmistir (P<0,05). Wnt2b ise sadece gebeligin 15. giinlinde artmistir (P<0,05). Dkk1’in
gebelik siiresince ekspresyonu artmistir (P<0,05). Wntl6 ise erken gebelik boyunca artig egilimindedir
(P<0,09). Siklusun ge¢ didstrus donemi ile gebeligin 15. giinii kiyaslandiginda, Wnt8a (P<0,05) ve Myc
(P<0,08 ) gebeligin 15. giinlinde baskilanmig, Wnt4’iin ekspresyonu artmistir (P<0,06). Luteolizis sonrasi
Ostrus ile 18. giin gebelik kiyaslandiginda Wnt7a, SFRP1, Lef -1 baskilanmis, Dkk1, Wif-1 ve MSX2
genleri ise ayn1 donemde ekspresyonlari artis gostermistir (P<0,05). Ayni karsilagtirma giinlerinde WntSa
ve Wntl6 gebeligin 18. giiniinde artis egilimindedir (P<0,09).

Sonug olarak; Wnt gen ailesi ve bunlara ait sinyal iletim sistemi kompanentleri ilk defa kisrak
endometriumunda karakterize edilmistir. Elde edilen verilere bakildiginda 6strus esnasinda bu genlerden
bazilarinin ekspresyonunun maternal hormonlarin etkisi ile degistigi sdylenebilir. Benzer bir sekilde erken
gebeligin bu genlerin ekspresyonunu diizenlediginin gosterilmesi, Wnt genlerinin daha heniiz uterus
icerisine implante olmayan embriyonun biiyiiyiip geligsmesi i¢in erken gebelik boyunca endometriumda
proliferasyon ve sekresyon fonksiyonlarinin diizenlenmesinde rol oynayabilecegini gostermektedir.

Anahtar Sozciikler: Wnt genleri; Endometrium; Kisrak
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Wnt genes have important roles in reproductive events of many species. To our knowledge, there
is no data concerning the Wnt family genes expression in equine endometrium.

The objective was to characterize Wnt genes in equine endometrium in different stages of estrous
cycle and early pregnancy. Expression of Wnt genes and their steady state mRNA levels were evaluated
from endometrial biopsy samples of reproductively sound mares on day of ovulation (d0, n=4), late
diestrus (LD, n=4) and after luteolysis in estrus phase (AL, n=4) of the estrous cycle. The stages of estrous
cycle were confirmed by plasma progesterone concentrations measured daily and ultrasound
examinations. Also, on days 15 (P15), 18 (P18) and 22 (P22) of early pregnancy, biopsy samples were
collected (n=4 for each day). Pregnancies were confirmed by ultrasonography. Total RNA was extracted
and converted to cDNA by using Reverse Transcriptase reaction. PCR amplifications showed that out of
17 Wnt genes, Wnt2, Wnt2b, Wnt4, Wnt5a, Wnt5b, Wnt7a, Wnt8a, Wnt9b, Wnt10b, Wntl1 and Wntl6
were present in the endometrium in all stages of estrous cycle and pregnancy. Also, Wnt antagonists
SFRP1, SFRP2, SFRPS, Dkkl1, Dkk2, Wif-1, cell membrane receptors FZD6 and LRP6, cytoplasmic
DVL-2, GSK3-beta, Beta-catenin, nuclear transcription factor Lef-1 and Wnt target genes Myc and MSX2
expressions were observed in both cyclic and early pregnant endometrium. Relative quantifications were
made by Real time-PCR. A mixed model of ANOVA was fitted on the normalized data and least
significant difference test was employed to determine significantly different groups. Wnt2b, Wnt5a,
Wnt9b, Wnt10b, Wntl1, Wntl16, Dkk1, Wif-1 and Myc were upregulated in LD compared to d0 and AL
(P<0.05). Wnt7a and SFRP1 expressions were downregulated in LD (P<0.05). Wnt5b expression was
attenuated in both LD and AL compared to d0 (P<0.05). Wnt4 and Lef-1 expressions were only
upregulated in AL compared to dO and LD (P<0.05). In early pregnancy, Wnt2, WntSb, Wnt7a ve SFRP1
expression were downregulated compared to d0 (P<0.05). Non-canonical Wnt5a, Wntl1 and antagonist
Wif-1 were upregulated on days P15 and P18 (P<0.05). Wnt2b only increased on day P15 (P<0.05).
Pregnancy increased the amount of Dkkl (P<0.05). During the early pregnancy, increase in Wntl6
expression was slightly significant (P<0,09). Compared to LD, Wnt8a (P<0.05) and Myc (P<0.08)
decreased on P15, while Wnt4 was upregulated (P<0.06). When AL and P18 were compared, Wnt7a,
SFRP1, Lef-1 expressions were downregulated while Dkk1, Wif-1 ve MSX2 were upregulated (P<0.05).
Also, in the same comparison days, Wnt5a and Wnt16 tended to be upregulated on day P18 (P<0.09).

In conclusion, Wnt genes, their antagonists and their associated signal transduction components
were, the first time, characterized in equine endometrium. Some of Wnt genes were regulated by the
maternal hormones during the estrous cycle. Similarly, these genes also seem to be regulated during early
pregnancy, therefore it can be suggested that regulation of some Wnt genes in endometrium may be
mediating the endometrial proliferative and secretory functions to support the growth and nourishment of
unattached embryo in uterus during early pregnancy.

Key Words: Wnt genes, Endometrium, Mare
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9. EKLER
EK-A: Wnt Sistemine Ait Genlerin Primer Ciftleri

Gen Primer 5°-3’ Gen bankasi Baz Endometriumda
Erisim kodu Cifti ekspresyonu
Forward aacgtagcctcttccacgaa
Wnt-1 | Reverse aacctcggttgacgatcttg XM_001504141 247 Yok
Forward gtgtgacaatgtgccaggtc
Wnt2 Reverse cgactacttcggagcaggac NM_001114150 198 Var
Forward cgagagtgtcaacaccagtt
Wnt2b | Reverse atccttaagcctcttctect XM_001494990. 324 Var
Forward ctcggctatgaacaagcaca
Wnt3 Reverse gtgcttctccaccaccatct XM_001487899 198 Yok
Forward catgaacctccacaacaacg
Wnt4 Reverse cgccatcaaacttetcctte XM_001501510 167 Var
Forward ccttcgeccaggttgtaata
Wnt5a | Reverse gaggtgttatccacggtgct XM_001499658 262 Var
Forward actgcagcactgtggacaac
Wnt5b | Reverse gcggtagcecatactccacat XM_001439931 233 Var
Forward ccagatgatgggccttctaa
Wnt6 Reverse aactggaactggcactctcg XM_001867424 218 Yok
Forward | ggggactatgaaccggaaag
Wnt7a | Reverse cattgcggaactgaaactga XM_001489623 245 Var
Forward | gcatacaagcagatgcagga
Wnt7b | Reverse ctggtactggcactegttga XM_001488532 177 Var
Forward tttgcttgggaacgetggaact
Wnt8a | Reverse | gtcacccatgctacagttcttggt | XM-001502601 1 24 Var
Forward ggggattttgacaactgtgg
Wnt8b | Reverse ttacacgtgcgtttcatggt XM_001500014. 224 Yok
Forward | gagaggtttcaaggagacag
Wnt9b | Reverse ggtgctgtacttgaggttg XM_001494855 181 Var
Forward gatacccacaaccgceaactc
Wntl0b | Reverse gggtctcgctcacagaagtc XM_001504138 110 Var
Forward | gcgcctctctggaaatgaagtgta
Wntll | Reverse tgttgcattgectgtectgtgt XM 001495163 | 297 Var
Forward ctcccagtgatcccgtgtat
Wntl4 | Reverse | aggaggacggagaaaaccat XM 001493167 245 Yok
Forward | aaatgcgcaggagagaaaaa
Wntl6 | Reverse tgcattctctgecttgtgte XM_001917229 135 Var
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Gen Primer 5°-3° Gen bankas1 Baz Endometriumda
Erisim kodu Cifti ekspresyonu
Forward | agtacgactacgtgagcttccagt
SFRP1 Reverse ttgggcagcaccatcttcttgt XM_001910853 142 Var
Forward gacctggacgaaaccatce
SFRP2 | Reverse tggtcttgctcttggtctee AV392376 346 Var
Forward | tagagaatggggaacggaag
SFRPS5 | Reverse ttettettgtcccageggta XM_00 119 17053. 226 Var
Forward ctgtgtcactccgggtttct
WIF-1 | Reverse tgagcagaggtctecttggt XM_001490597 250 Var
Forward | accttggatgggtactccagaaga
Dkk1 Reverse | atcttggaccagaagtgtctggca XM_001503294 137 Var
Forward gagatcgaaaccacggtcat
Dkk2 Reverse gagatcgaaaccacggtcat XM_001503589. 181 Var
Forward ttgttggcatctctgetgte
FZD6 | Reverse ccatggatttggaaatgacc XM_00 1149428 1. 222 Var
Forward ttgggctgattcagatctce
LRP6 Reverse ctggaactgggactctgage NM_002336 532 Var
Forward tttcactcttccccgaaatg
DVL-2 | Reverse ccatgtctgtgtggatggag XM_001504764 185 Var
Beta- Forward | ggtgggctgcagaaaatggtt
catenin | Reverse | gatggcaggctcagtgatgtcttc NM_001904 567 Var
GSK-3 | Forward agcgtgagactcgtgatect
Beta Reverse aaaagggggtagggaatcct XM_001502467 171 Var
Forward gagatacccgccttctaccc
Lef-1 Reverse tgaggcttcacgtgcattag XM—00115 03026. 281 Var
Forward tgcaagcagcatccatctac
MSX2 | Reverse ggtegettagggtggtataa XM_001502790 240 Var
Forward cataaatgtctgccggtgtg
Myc Reverse gagccgaagtagcattccag XM—00115 04412. 183 Var
Forward | atcaccatcttccaggagcgaga
GAPDH | Reverse gtcttcgggtggcagtgatgg NM_002046.3 341 Var
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