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KOPEK UTERUSUNDA OSTRUS SiKLUSU SIRASINDA HUCRE ADEZYON
MOLEKULLERININ LOKALIZASYONU

OZET: Bu calisma, ostrus siklusunda kopek uterusunda hiicre adezyon molekiillerinin
varligin1 ve lokalizasyonunu belirlemek amaciyla planlanmistir. Arastirmada 15 adet saglikl
disi képek uterus ve ovaryumlari kullanldi. Immunohistokimyasal boyamalar igin strept-ABC
boyama metodu uygulandi. Kopek endometriyumunda kaderin proteinler ostrus siklusunun
tim donemlerinde endometriyum yiizey, kript ve bez epitel hiicrelerinin sitoplazma ve
membranlarinda, myometriyumun diiz kaslar1 sitoplazmasi ile perimetriyumda yogun olarak
goriildii. Lamininin bazal membranlardaki lokalizasyonu ge¢ luteal donemde yogun, erken
anostral donemde ise zayif bir reaksiyonla belirlendi. Follikiiler donemde bazal membranlarda
laminin reaksiyonu goriilemedi. Fibronektin, yiizey, kript ve bez epitel hiicreleri ile kas
hiicrenin sitoplazmasi, bagdoku hiicreleri ve ipliklerinde lokalize olmustu. Luteal donemde
siddetli olarak goriilen reaksiyon follikiiler ve anostral donemde ylizey epitelinde yer yer
negatif ve pozitif olarak goriildi. Osteopontin siklusun tiim evrelerinde epitel ve kas
hiicrelerinin sitoplazmalari ile bezlerin salgisinda yogun olarak belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Kopek uterus, Ostrus siklusu, kaderin, laminin, fibronektin, osteopontin



THE LOCALIZATION OF THE CELL ADHESION MOLECULES DURING
OESTROUS CYCLE IN CANINE UTERUS
ABSTRCT: This study was planned to determine the localization and presence of cell
adhesion molecules in canine uterus during oestrus cycle. In our study was used fifteen healty
bitches uterus and ovaries. For the immunohistochmical stainings, a strept-ABC

immunohistochmical stainings procedure was applied. The cadherins in canine endometrium

was intensively seen in the cytoplasm and membranes of surface, crypt and gland epithelial
cells of endometrium, in the cytoplasm of myometrium smooth muscle and in the
perimetrium. The localization of laminin in basement membranes was determined as intensive
in the late luteal phase but as weak in the anoestrual phase. The laminin reaction in the
basement membranes during folliculer phase was not seen. The fibronectin localised in the
cytoplasm of surface, crypt and gland epithelial and smooth muscle cells and in the cells and
fibriles of connective tissue. Reaction strongly seen in luteal phase was seen here and there in
the surface epithel during follicular and anoestrual phase as negatively and positively.
Osteopontine was determined in the all oestrues phase, in the cytoplasm of epithelial and
muscle cells and in the secret of glands.

Key Words: Bitche uterus, oestrous cycle, cadherin, laminin, fibronectin, osteopontin



GIRIiS / AMAC VE KAPSAM

Memelilerde tireme, disi iireme organlarinda esey hiicrelerinin olusumu, doéllenme,
implantasyon ve gebelik ile karakterizedir. Esey hiicrelerinin olusumu sirasinda sekillenen
olaylar dizisi sekstiel siklus ya da Ostrus siklusu olarak adlandirilir. Bu siklusun amaci basarili
bir implantasyon ve sonugta gebeliktir. Dollenmeyi takiben gelisen implantasyon, genetik
olarak farkli olan embriyonik ve maternal dokular arasindaki bir kaynasma oldugundan
ozellikle uterusun implantasyon ve gebelik periyoduna hazirlanmasi gereklidir. Bu hazirlik
uterusun proliferasyon ve sekresyon evreleri olarak adlandirilan proliferasyon,
diferensiyasyon ve hiicre 6liimiinii i¢ine alan bir dizi olaylar ge¢irmesi sonucu tamamlanir.
Implantasyonun endometrial hiicre adezyon molekiilleri yardimiyla basladigi belirlenmistir.
Endometriyumun kompleks yapisi, hiicre dagilimina, hiicre trafigine ve hiicreler arasi
iletisime katkida bulunan farkli hiicrelerin diizenlenisini saglayan fibronektin, laminin vb.
molekiilleri gerektirir. Siklik endometriyal yenilenme, implantasyon, gebelik ve dogum,
spesifik hiicre-hiicre veya hiicre-ekstraselliiler matriks arasi etkilesime gerek duyabilir.
Biyolojik yapilarda hiicre birlikteligini saglayan molekiiler yapistiricilar olan hiicre adezyon
molekiilleri, hiicre yilizeyinde yapisal olarak varolan, bazi uyarilarla hiicre yiizeyinde beliren,
hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesiminde rol alan membran bagimli proteinlerdir. Adezyon
molekiilleri, prenatal ve postnatal donemlerde hiicrede meydana gelen gelisim asamalart;
hiicresel proliferasyon, gog, farklilasma ve olgunlasmada gorev alirlar. Hiicre hareketlerinin
organizasyonu, immun ve inflamatuvar yanitin ortaya c¢ikmasi, yara iyilesmesi, kanser
metastasisi gibi olgularin diizenlenmesinde de fonksiyonlar1 vardir. Hiicre adezyon
molekiillerinin tiremedeki rolleri cogunlukla insan basta olmak iizere fare, rat, tavsan, sigir,
koyun, domuz ve maymunlarda c¢alisilmig ancak bu ¢alismalar implantasyon ve gebelik ile
siirlt kalmistir. Konu ile ilgili yapilan literatiir taramalarinda uterus endometriyumunda

implantasyona hazirlik asamas1 olan seksiiel siklus sirasinda hiicre adezyon molekiillerinin



tipleri ve lokalizasyonu ile ilgili olarak insanlarda yapilmig ¢alismalar diginda az sayida
aragtirmanin bulundugu saptanmistir. Hayvan tiirleri arasinda da kopeklerde konu ile higbir
aragtirmaya rastlanilamamistir. Kopekler monodstrik hayvanlardir, yilda bir veya iki 0strus
siklusu gosterirler, olduk¢a uzun bir 6strus siklusuna sahip olan kopeklerde 6strusda, kandaki
progesteron diizeyi hizla artarken, strojen diizeyi diiser ve Ostrus belirtileri progesteron etkisi
altinda gelisir. Bu nedenlerle kopekler seksiiel siklus agisindan diger hayvan tiirlerine gore
oldukga ilginglerdir. insanla iliskisini eski ¢aglardan beri sik1 bir sekilde devam ettiren ve
giiniimiizde gerek pet hayvani, gerekse alan ve siirii koruma, giivenlik, sivil savunma ve
emniyet teskilatinda kullanilan kaliteli cins kdpeklerin yetistiricigi her gegen giin dnem
kazanmaktadir. Disi kopeklerde dstrus siklusunun follikiiler, luteal ve andstral donemlerinde
uterusda adezyon molekiillerinin tipleri ile bu molekiillerin siklusa bagli degisimlerinin
belirlenmesi amaciyla planlanan bu projenin sonuglari, iireme biyolojisinde ¢ok kapsamli
rolleri olan adezyon molekiillerinin, kopeklerde ovulasyon, implantasyon ve embriyonal
gelisim ile ilgili olasi problemlerin nedenleri ve infertiliteye neden olan hastaliklarin

patolojilerinde adezyon molekiillerinin olas1 rolleri i¢in kaynak olusturacaktir.



GENEL BILGILER

Disi kopeklerde tireme sistemi ovaryumlar, ovidukt, uterus, serviks, vagina, vulva ve meme
bezlerinden olusur. Kopeklerde oldukg¢a uzun bir siireyi kapsayan, hayvanin cinsi, yasi,
genetik Ozellikleri, bakim, beslenme ve iklim gibi ¢evresel kosullara gore de siiresi
degisebilen Ostrus siklusu ile ilgili ¢ok farkli goriisler bildirilmistir. Disi kopeklerde dstrus
siklusu, pro-ostrus, dstrus, metdstrus donemlerinden olusur. Her Ostrus siklusundan sonra
stiresi degisebilen yaklasik olarak 3 aylik bir uzunluga sahip olan andstrus dénemi vardir. Bir

Ostrus siklusunun siiresi 4 - 12 ay arasinda degisebilir yaklasik olarak da 7 aylik bir zaman

dilimidir (Concannon ve ark.1989). Ostrus siklusunu takip eden andstrus mevsimsel degildir

2- 10 ay arasinda degisebilen olduk¢a degisken bir siiredir (Bouchard ve ark.1991;

Concannon 1993). Kdpegin genetik faktorleri ile bireysel farkliliklarinin da oldukga etken
oldugu siklus siiresinin yaklasik olarak Iskog¢ coban képeginde 36 hafta, Alman coban
kopeginde 20-22 hafta arasinda oldugu ifade edilmistir (Okkens ve Kooistra, 2006; Christie
ve Bell, 1972; Christiansen 1984). Schaefers-Okkens kopek davraniglarina yonelik bir
siniflandirma ile Ostrus siklusunu pro-ostrus, Ostrus, metostrus (didstrus) ve andstrus olarak
tanimlamislardir. Pro-0strus vaginal kanli akint1 vulvada siskinlik, ¢iftlesmeyi kabul etme gibi
bulgularla en belirgin donemdir 2-17 giin arasinda degisebilen prodstrus ortalama olarak 9
giin siirer. Prodstrusu takip eden Ostrus 3-21 giin arasinda degisir ortalama olarakda 9 giin
devam eder bu siirede disi kopek ciftlesmeyi kabul eder. Ostrus boyunca vulva biiziilmeye ve
gevsemeye baslar. Metostrus, aktif korpus luteumun mevcudiyetinden dolay1 erkek kdpegi
kabul etmeye istekli olmadigir yaklasik olarak 70 giin civarinda uzunca bir donemdir.
Anostrus, metdstrusun sonu ile gelecek prodstrusun baslangici arasindaki donemdir. Disi
kopeklerde davranis orjinli olarak yapilan bu simiflandirmaya ovaryum fonksiyonlarini da
ilave etmek miimkiindiir. Buna gore, ovaryum follikiillerinin gelisimi ve ovulasyonu igeren

follikiiler donem, luteal donem ve andstrusdur. Pro-Ostrus ve oOstrusun ilk 1/3’lilk donemi



follikiiler faz, Ostrusun kalan 2/3’liik donemi ve metdstrus luteal faz olarak adlandirilmistir
(Schaefers-Okkens 1996, Butinar ve ark. 2004, Schaefers-Okkens 2005). Ovulasyon ve
fertilizasyon follikiiler fazda gerceklesir (Hiemstra ve ark. 2001). Ovulasyondan sonra luteal
faz baglar. Korpus luteumdan orjin alan progesteon seviyesi plazmada Ostrusun follikiiler
fazdan kalan boliimii ve metdstrusun baslangicinda artar. Ostrus davranislar yiikselen
progesteronun etkisi altinda gergeklesir. Luteal fazin baslangicinda ovulasyondan yaklagik
olarak 4-8 giin sonra siklus, Ostrusdan metdstrusa dogru degismeye baslar. Endometriyumdan
salgilanan prostoglandin F,, inek, koyun ve kisraklarda korpus luteumu geriletici faktor
olarak belirlendigi halde kopeklerde korpus luteumun gerilemesini baslatmaktan sorumlu
faktorler tam olarak agiklanamamustir. Bu tilirlerde uterus c¢ikarildiginda, korpus luteumun
yasam siiresinin uzadigi ve luteal aktivitenin devam ettigi bildirilmistir (McCracken 1972;
Beijerink 2001, Cruchten ve ark. 2002). Kopeklerde ise histerektomi luteal fazin uzunlugunu
etkilemektedir (Okkens ve ark.1985; Hoffmann ve ark. 1992; Beijerink 2001). Kopeklerde
ostrus siklusu davranislar, kliniksel, fizyolojik, sitolojik ve endokrinolojik bulgular bir arada
degerlendirilerek prodstrus, dstrus, didstrus ve andstrus olarak belirlenmistir (Shirley ve ark.
2001). Sundeep ve ark. kdpeklerdeki siklus evrelerini pro-Ostrus, dstrus, erken ve ge¢ didstrus,
erken ve ge¢ andstrus olarak tanimlamiglardir. Prodstrusda uterus endometriyumu belirgin
sekilde ddematdzdiir. Derin ve ylizlek endometriyal bezlerde proliferasyon vardir. Andstrus
donemi ile karsilastirildiginda miyometriyumun daha kalin oldugu gézlenmistir. Ostrusda,
stromal kollajenin artmasindan dolayr stroma kalinlasmistir. Uterus bezleri ve
miyometriyumun  yapist  prodstrusa  benzerdir.  Arastiricilar  didstrus  doneminde
endometriyumun ve hipertrofik diiz kas hiicrelerinden meydana gelen miyometriyumun
oldukca kalin goriildiigiinii ifade etmislerdir. Donemin baglangicinda yiizlek epiteliyal
hiicrelerin prizmatik ve eozinofilik yapida oldugu, dénemin sonuna dogru ise bu hiicrelerin

ince vakuollil bir goriintli sergiledigi bildirilmistir. Andstrus doneminde, kiigiik ¢apraz sekilli
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bir lumene sahip olan atrofik uterus, bazofilik endometriyal stroma ve kompakt miyometrium
ile karakterize olarak tanimlanmistir (Sundeep ve ark. 2008). Siklusdaki disi kopeklerde
endometrium biiyiime ve farklilasma olarak iki safha gegirir. Ik biiyiime safhas1 andstrusun

son donemlerinde baslar (Barrau ve ark. 1975). Endometrium 6nemli derecede kalinlagsmus,
kan damarlar1 genislemis, epitel oOrtiide mitotik aktivite artmigtir (Andersen ve Simpson,

1973). Bu donemde endometrium tekkath kiiboidal epitel ile ortiiliidiir ve glandulalardan
sekresyon artar. Ikinci biiyiime periyodu 6strusun ortasi civarinda baslar, follikiillerin bilyiime
ve gelisme donemidir, dstrusun sonuna dogru zayiflar ve metdstrusun ilk haftasinda hizla
geriler. Kopek uterus endometriyumu, Ostrojen seviyesindeki artis ve takiben ovulatory
folikiiller tarafindan iiretilen progesteron seviyesindeki yiikselisin etkisi altinda ovulasyondan
once kismi olarak luteinize olur. Yiizey epiteli tek kath kiibikden tek katli mukus salgilayan
prizmatik epitele doniiserek endometriyumun kriptlerini sekillendirir. Ge¢ metostrus ve erken
andstrus endometriumun involusyonu ile karakterizedir. Progesteron seviyesindeki azalma ile
mukozal tabakanin yiiksekligi ve kriptlerin derinligi azalir ve mukoza epitelinde iri kopitiksii

hiicreler goriiliir (Barrau ve ark.1975). Metoestrus doneminde ovaryumda korpus luteum

daima mevcuttur. Erken ve orta metdstrusda miyometriyum ve endometriyum hiperplastic,
O0damatoz siskin, stroma, hiperemik kan damarlar1 ve lumenleri kabarmis kivrimli bezler
goriilmiistiir. Erken ve orta metdstrusda endometriumun yiizlek tabakasi kriptleri
sekillendirmistir. Kriptler lumene ¢ikint1 yapan farkli biiytikliikteki stromal tepelerdir. Tepeler
mukus salgilayan yiiksek prizmatik epitelle ortiilmiistiir. Epiteliyal hiicreler bazal membrana
baglanmistir, oval 6kromatik ¢ekirdek igerirler. Uterus bezleri bu tepelerin arasinda oluklara
acilir buralar kript olarak kabul edilir. Ge¢ metostrusda, erken metdstrusda mevcut olan
endometriyal kriptler daha da belirginlesmis ve endometriyumun biiylik boliimiini isgal
etmistir. Kriptlerin epitel hiicreleri genislemis ve sitoplazmalar1t ¢ok miktarda vakuol

icermistir. Stromal tepeler incelmis ve stroma neredeyse gozden kaybolmustur. Andstrus’un
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erken donemlerinde endometriumda kriptler sadece epiteliyal hiicreler tarafindan
sekillendirilmistir. Kriptler arasindaki stromal alan oldukca azalmistir. Prizmatik epiteliyal
hiicreler hypertrofik bir gorlintii sergilemektedir. Kopiiksii epiteliyal hiicreler dokiilme
stirecindedir ancak bu hiicrelerin bazal membrana bagli oldugu laminin boyanmasi ile
gosterilmistir. Orta andstrus’da endometriyum tekkath kiiboidal epitelle ortiiliidiir. Koptiksii
hiicreler erken anostrus doneminde yiizey epitelinde goriilmesine ragmen ge¢ andstrusda
goriilememislerdir. Geg¢ andstrusda ylizey epitelinin rejenerasyonunu takiben dokiilme ve
involiisyon belirlenmistir (Galabova ve ark. 2003).

Organizmada hiicreler aras1 uyum, yasamin devamliliginin temel kuralini olusturur. Bu uyum,
cesitli hiicre i¢i ve hiicre dis1 faktorler yardimiyla saglanmaktadir. Organizmay1 olusturan
hiicrelerin ¢evresinde ¢dziilebilir molekiillerden olusan kompleks bir karisim, diger hiicreler
ve ¢oziinebilir olmayan doku matriksi yer alir. Hiicrenin bulundugu bu ¢evreyi olusturan
ekstraselliiler stvinin bilesimi, diger hiicrelerin davranislar, sekilleri, kimyasal yapilari stirekli
degisir. Doku ve hiicrelerin biitlinliigiiniin ve fonksiyonunun korunabilmesi i¢in hiicrenin
cevresindeki degisimleri algilamasi ve uygun cevaplar vermesi gerekir. Hiicre bunu,
yiizeyinde eksprese edilen adezyon molekiilleri araciligi ile gergeklestirir. Hiicre adezyon
molekiilleri (CAM) hiicre yilizeyinde bulunan, hiicrelerin birbirine ve ekstraselliiler matrikse
baglanmasin1 saglayan protein molekiilleridir (Freemont 1998; Atabekoglu ve ark. 2002).
Adezyon molekiilleri hiicre ylizeyinde yapisal olarak var olan, bazi uyarilarla hiicre ylizeyinde
beliren, hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesmesinde rol alan membran bagimli proteinlerdir
(Barlow ve ark. 2000). Hiicre adezyon molekiillerinin en dnemli fonksiyonlari; hiicre-hiicre
baglantis1 (embriyonal gelisim ve morfogenez), hiicre hareketi (16kosit gog¢ii ve immun cevap)
ve hiicreler arasi haberlesme (sinaptik baglanti kurulmasi) seklinde siralanabilir. Bu
fonksiyonlarin yani sira; alerjik inflamasyon, astim, tromboz, anjiogenez, yara iyilesmesi,

iskemi, reperflizyon hasari, sok, arteroskleroz, kollajen doku hastaliklari, karaciger ve bobrek
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hastaliklari, timor biiylimesi, metastaz, transplantasyon, diyabetes mellitus ve rejeksiyon gibi
bircok olayda da rol oynarlar (Rahman ve Meilsp, 1997; Frenette ve ark. 1996; Sensoy ve
Oznurlu, 2009). Ayrica hiicrelerin ¢ogalmasi ve gogii gibi 6nemli hareketlerin baslatilmasi,
akcigerlerde doku biitlinliigiiniin saglanmasi, endotel ve epitel hiicrelerinin segici bir bariyer
olusturmasi da adezyon molekiilleri aracilifiyla gergeklestirilir (Mackay ve Imhof, 1993).
Adezyon molekiilleri transmembranal glikoproteinlerdir. Hiicre i¢ini dig ortama baglarlar. En
biiyilk olan ekstraselliiler kisim ve hiicre i¢ine dogru ilerleyen sitoplazmik fonksiyonel
kisimdan olusurlar. Disaridan gelen bir uyarmin (bu bir hiicre veya matrikse bagli bir molekiil
olabilir) ekstraselliiler kisimda konformasyonel degisime yol agmasi ile aktive olurlar. Hiicre
adezyon molekiiliine baglanan molekiil adezyon molekiiliiniin ligand1 olarak isimlendirilir,
ozgiil olmas1 sarttir. Hiicre i¢inde bulunduklart diger molekiiller sayesinde hiicre
fonksiyonunu etkileyebilirler. Bazilar1 hiicre iskeleti ile bazilar1 da hiicresel enzimlerle
baglantilidir. Reseptor ligand birlesmesi hiicrede morfolojik veya kimyasal bir degisime yol
acar.Yapisal benzerliklerine dayanilarak hiicre adezyon molekiilleri farkli aileler halinde
gruplandirilir; 1. Selektinler, 2. Integrinler, 3. Immiinglobulin- Siiper Ailesi, 4. Kaderinler
Adezyon molekiillerinin ¢ogu hiicre-hiicre adezyonunda, integrinler ise ayni zamanda hiicre
matriks etkilesiminde yer alir. Ligand hiicre adezyon molekiilii ile ayn1 gruptan ise homofilik
ligand (kaderinlerin ligandi gene kaderinler) farkli adezyon molekiili grubundan ise
heterofilik ligand olarak isimlendirilir; selektinler immunglobiilin siiperailesi ile baglanti
kurarlar dolayis1 ile birbirlerinin heterofilik ligandidirlar. Bazen hiicre adezyon molekiilii
olmayan bir molekiil ligand olabilir; integrinlerin bir kism1 matriksteki kisa peptid zincirlerine
baglanirlar (Freemont 1998; Kasper ve Rasmussen, 2000; Atabekoglu ve ark. 2002).
Selektinler, endotel hiicresi ve lokositlerin yiizeyinde bulunan transmembran yapisinda yiizey
glikoproteinleridir. Ligandlar1 genellikle glikoprotein yapisindadir. Diger adezyon

molekiillerinde protein-protein baglanmasi gibi bir gereklilik olmasina karsin, selektinler
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karbonhidratlara baglanabilirler. Selektinler, I0kosit ve endotel hiicreleri tizerindeki
karbonhidrat ligandlarina baglanarak 10kosit trafiginin diizenlenmesine katilirlar. Selektinler
lokositlerin erken donemde inflamasyon alanina lokalizasyonunda, l6kositlerin damar
endoteline yapisma ve gec¢is Oncesinde yavaslayip yuvarlanma hareketi yapmalarinda gorevli
molekiillerdir. Yuvarlanmadan sonra ortamda sitokin ve lipid molekiillerinin artmast sonucu,
aktive olan inflamatuar hiicrenin lizerindeki L-selektinler, bu aktivasyonu takiben dokiiliir ve
bunlarin yerine daha kuvvetli baglanmay1 saglayan integrin grubu adezyon molekiilleri ortaya
cikar. Selektinler bulunduklar hiicre ¢esidine gore, 16kosit, L-selektin, endoteliyal, E-selektin,
trombosit, P-selektin olarak isimlendirilirler. L-selektin (CD62L), bu ailenin ilk tanimlanmis
iiyesidir. Lokositlerde yapisal bulunur ve endotel hiicresindeki ligand: ile etkilesirler. En
kiiciik selektin molekdiliidiir. Notrofillerin inflamasyon bdlgesine toplanmasi icin gerekli
yuvarlanma sathasindan sorumludur. Hiicre aktive olduktan sonra diger selektinlerden daha
hizli bir sekilde hiicre membraninda yer alirlar. E-selektinler (CD62E) endotel hiicre
yiizeyinde endotoksin ya da interldkin-1 uyarisi sonucu eksprese edilirler. Lokositlerin gevsek
olarak endotele tutunmasini saglarlar. E-selektin sadece endotel hiicrelerinden salinip monosit
ve graniilositlerin adezyonunu kolaylastirir. P-selektinler (CD62P), en biiyiikk selektin
molekiiliidiir. Trombositler ve endotel hiicreleri lizerinde bulunurlar ve E-selektinlerle birlikte
l6kositlerin endotel iizerine gevsek olarak tutunmalarini saglarlar. Selektinler CD (Cluster of
Differentiation) simiflandirmasina goére de CD62-L, CD62-E, CD62-P isimlerini alirlar.
Selektin ailesinde ayrica fonksiyonel olarak CAM olarak belirlenen bir tip adezyon molekiilii
de CD44’tiir. Integral membran glikoproteini olan CD44 hiyaluronik asit reseptdrii olarak
fonksiyon goriir, diger ligandlar1 ekstraselliiler matriks (ECM) komponentlerinden kollajen,
fibronektin, laminin ve kondroidin siilfattir. Selektinlerin en temel fonksiyonu lokositlerin,
ozellikle de notrofillerin inflamasyon bdolgesine hareketini saglamaktir. Selektinlerin

bagisiklik sistemindeki bu Onemli rolleri bilim adamlarmin siirekli dikkatini ¢ekmis ve
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bunlardan anti-enflamatuar ajan olarak yararlanabilme caligmalar1 yapilmistir (Berg ve ark.
1989; Mackay ve Imhof, 1993; Kasper C. Rasmussen, 2000; Freemont 1998; Juliano 2002;
Ergiiler ve ark. 2002; Ross ve Pawlina. 2006; Sensoy ve Oznurlu 2009). Integrinler hiicre

matriksine distan baglanan transmembran hiicre yiizey proteinleridir (Sims ve Dustin 2002).

Integrinler ekstraselluler matriks bilesenlerinin diger hiicrelerle etkilesimini diizenleyen bir
hiicre yiizey reseptdr ailesidir. integrin reseptérler, ekstraselliiler adezyon proteinlerinin hiicre
iskeletine sikica tutunmasini saglayan integral membran glikoproteinleridir. integrinler hiicre
matriksine distan baglanan heterofilik transmembran yiizey glikoproteinleridir ve
ekstraselliiler matriks ile intraselliiler matriks arasinda entegrasyonu saglar. Ayrica hiicrelerin
ekstraselliiler matrikse tutunmasini ve ekstraselliiler matriksden hiicreye bilgi akisinda da

gorev alirlar. Integrinlerin birbirine kovalent olmayan baglarla bagli a ve P alt {initeleri vardir
(Shimizu ve ark.1999). integrin ailesi en az 14 o alt birim, 8 veya daha fazla B alt birimden

olusur. B -1 ve B -3 altbirimleri, fibronektin, kollajen ve laminini kapsayan ekstraselliiler
matriks komponentleri ile gerceklesen adhezyondan sorumlu bulunurken, B-2 alt grubu
cogunlukla hiicre-hiicre adhezyonu ile iliskili bulunmustur. Integrinlerin yapilar1 ve
fonksiyonlar1 iki degerli katyonlara bagimhidir (Ca**, Mg>"). Integrinler arginin-glisin-
asparagin(RDG) aminoasit dizilerine sahip molekiillere baglanma &zelligi gosterir. Integrinler
dolasimdaki 16kositlerin damar endoteline tutunup yapistiktan sonra inflamatuar reaksiyonun

bulundugu alana go¢ etmelerinde rol alirlar (Malik ve Lo0.1996; Demir 2006). Hiicre dis1
sinyaller aracilig1 ile haberlesmeyi saglarlar (Etzioni 1996). Integrinler embriyolojik gelisim,
hemostazis, trombosis, yara iyilesmesi, immun ve immun olmayan savunma mekanizmalari
gibi birgok fizyolojik olayda hiicre-hiicre ve hiicre matriks adezyonuna katilirlar (Luscinskas

ve Lawyer. 1994; Ross ve Pawlina 2006; Demir 2006). Immunglobulin siiper ailesi yapisal
olarak immunglobulinlere benzedigi i¢in bu isim verilmistir, transmembran kisim ile
sitoplazmik kuyruktan meydana gelir. Molekiil cesitliligi bakimindan oldukca zengindir.
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Kaderin ve selektinlerin tersine Ig siliper ailesinin iiyeleri kalsiyumdan bagimsiz hiicre
yapisma molekiilleri olup tek bir gen tarafindan kodlanirlar. Ig siiper ailesinin tiim iiyelerinde
bulunan ortak 6zellik ise immiinglobiiliinler icin tipik olan bir veya daha ¢ok kez katlanmis

hiicre dis1 segmentinin varhgdir. Immunglobulin siiper ailesinin {iyeleri; morfojenez,

inflamasyon, hemostaz ve immunite sirasinda hiicrelerin taninmasi olaylarinda 6nemli rol
oynarlar. Ig iiyeleri paraziter veya viral proteinler i¢in bir reseptor olarak da hizmet eder (Ross
ve Pawlina, 2006; Demir 2006). Kaderinler organizmanin tiim kati dokularinda Ca®" bagh
hiicre adezyon molekiillerin biiyiik bir ailesidir (hem adezyon hem de Ca®" baglayict bolge
icerirler. Kaderin yapist N ve C terminali i¢eren iki bolgeden olusur. Ancak C terminalinin
bulundugu bolgesi diger adezyon molekiillerinden farkli olarak kateninlerle iliskisini
saglayacak sekilde 6zellesmistir. Sitoplazmik kisim ii¢ sitoplazmik protein; a, B, y katenin ile
iliskilidir. E-kaderin sitoplazmik wuzantilarina direk olarak baglanirken o katenin bu
molekiillerle hiicre iskeletindeki aktin mikroflamentleri arasindaki baglantiy1 saglar.
Kaderinler homofiliktir hem reseptor hem de ligand gorevini yaparlar. Hiicrelerin birbirlerine
baglandiklar1 noktalarda yogun sekilde bulunan kaderinler gorevlerini yerine getirebilmek igin
sitoplazmik proteinlerle iligki halinde olmalidir. Bir hiicre tipi birden fazla kaderini
sentezleyebilir. Kaderinler tizerinde bulunduklar1 dokulara gore isimlendirilirler. E-kaderinler
(epiteliyal) epitel biitiinliigiinii saglayan interselliiler bir yapistirici olarak islev yapar.
Uvomorilin de denilen E-kaderin; embriyonun preimplantasyon doneminde morula ve
blastosist, hiicre-hiicre baglanma bolgelerinde yogun olarak izlenir. Epitel biitiinliglini
saglayan interselliiler bir yapistiric1 olarak islev goriir. Zonula adherenslerde yogun olarak
bulunur ve kateninlerin baglandig1 sitoplazmik bdlgeleriyle aktin filamentlerine yapismayi
saglarlar. E-kaderin eksikliginde tiimor hiicrelerinin invazif olarak yayilma egiliminde
olduklart ileri stiriildiiglinden E-kaderinin metastaz1 baskilayici bir goérev yaptigi

diistiniilmektedir. P-kaderinler (plasental) embriyogenezde gorev alirlar. Embriyonik
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dokulardan, plasenta ve epitelden, belirli donemlerde trofoblast, kalp, akciger ve sindirim
kanal1 hiicrelerinden salinmaktadir. N-kaderinler (Noral), néral dokulardan, akcigerden, kas
hiicrelerinden, merkezi sinir sistemi, lens, iskelet ve kalp kasindan eksprese olurlar. R-kaderin
(Retinal), retinal noronlarda ve gliya hiicrelerinde bulunur. M-kaderin (Kas), miyoblast ve
iskelet kasi hiicrelerinde bulunur. H-kaderin, E-kaderine benzerlik gosterir ve meme
kanserinin gelisiminde rolii olduguna inanilmaktadir. Kaderinler yan yana hiicreler arasindaki
molekiiler baglantiy1 saglarlar. Yapisma kavsaklarinda fermuara benzer yapilar olustururlar.
Kaderinler birbiri ile genelde homofilik karakterde iliskiye girerler. Karsilikli hiicrelerde
bulunan ayni kaderinler birbirine baglanarak hiicre-hiicre adezyonunu saglarlar. Kaderinler,
embriyoda morfogenezden, erigskin organizmada se¢ici hiicre taninmasindan ve yasam boyu
normal doku mimarisinden sorumlu hiicre yilizey glikoproteinleridir. Kaderinler bir hiicrenin
digeri ile baglant1 kurdugu, hiicre-hiicre baglant1 bolgelerinde yogunlagsmislardir. Kaderinlerin
ekstraselliiler domain’leri kendilerine 6zeldir. Kaderinler ekstraselliiler domain’lerin hem
hiicre yiizeyine hem de sitoplazmik unsurlara baglanmasini gergeklestirir. Belirlenmis 3
sitoplazmik proteinden en iyi bilineni katenindir. Kaderin/katenin kompleksi, kaderinin hiicre-
hiicre baglantis1 ile doku ve hiicrelerin yapisal ve fonksiyonel organizasyonunu sekillendirir.
Kateninler, kaderinlerin aktin filamanlarina ve submembrandz aglara baglanmasina aracilik
eder. Molekiil agirliklar yaklasik 102-105kDa (a- katein), 92-97kDa (B-katein) ve 82-86kDa
(v-katein) olmak iizere 3 tiir katenin belirlenmistir (Filiz ve ark. 2002; Grosskinsky ve
ark.1995; Kimber 1993; Lyall 1998; Nose ve Takeichi 1986; Tabibzadeh 1992; Edelman ve
Crossin 1991; Takeichi M.1990; Takeichi 1991; Ivanov ve ark. 2001; Wijnhoven ve ark.
2000). Embriyoda 0zgiin adhezyon molekiillerinin ekspresyonu hiicre gocii ve doku
diferensiyasyonu icin gereklidir. Hiicre adhezyon molekiilleri ilk embriyonal hiicrelerde ve

onlara koken veren iic germ yapraginda eksprese edilmistir. En iyi belirlenebilen hiicre

adezyon molekiili N-CAM (neural) ve L-CAM (LiverCAM)dir (Vesweber and Kemler
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1985). insanlarda menstrual siklus ve gebelik déneminde endometriyal integrinlerin

implantasyon ve desidualizasyonda onemli rolleri oldugu agiklanmistir (Lessey ve ark.1994;

Lyall 1998) Integrinler, endometriyal, desidual ve ekstravilloz sitotrophoblast (EVCT)
hiicrelerinde bulunan adhezyon molekiilleridir. Bunlar, hiicre-hiicre dis1 matriks (bazal
lamina) bilesenleri arasindaki adezyonda oldugu kadar, hiicre-hiicre aras1 adezyonda da yer
alirlar (Merviel ve ark. 2001). Hiicre-hiicre baglantilarinda yerlesen Afadin, vinculin baglayan
protein olup, tight junction proteini olan ZO-1 ve GTPRas gibi bir¢ok sitoplazmik proteinleri
baglar. Afadin, zonula aderens ve tight junction gibi baglantilarda biiyiik bir rol oynar (Ikeda
1999). Swiss-Webster siganlarda gebeligin 6. ve 8. giinlerinde uteroplasental kisimlarda 10.,
12., 14., 16. ve 18. giinlerinde ise plasenta da integrinlerden o4, av, Bi, B3 ve VCAM-1
eksprese edildigi, integrinler ve vaskuler hiicre adhezyon molekiil-1 (VCAM)’in normal
plasental gelisim i¢in gerekli oldugu bildirilmistir (Jeffery 1999). Farelerde spesifik
integrinlerin, ovaryum hiicre fenotipleri ile ilgili oldugu, integrin fonksiyonlar1 arasinda
follikiiler gelisim, luteinizasyon ve granulasa hiicre gelisiminin yer aldigi ifade edilmistir
(Kathleen 2002). Insan ve fare embriyolar1 arasinda integrin molekiilleri expression’undaki
farkliliklar ve insan embriyolarinda implantasyonda a6, integrin dimerleri ve Bv Bs’in rolii
belirlenmistir (Bloor ve ark. 2002). Sigir uterusunda implantasyon déneminde trofoblast ve
endometriumda o, a3, o integrin alt birimleri ile collagen IV ve laminin gibi ekstraselliiler
matriks unsurlari tespit edilmistir. Uterus epitelinde as, o, luminal epitelde ise a; ‘in eksprese
edildigi, gebelikte bazal lamina ve subepitelyal stromada collagen IV ve lamininin nisbeten
arttigr agiklanmistir (Doris ve ark. 2002). Osteopontin, hiicre adezyonu, migrasyon,
diferensiyasyon, anjiyogenesis ve doku sekillenmesi gibi bir¢ok biyolojik olayda oénemli rol
oynayan glikolize olmus bir fosfoproteindir. Bir ekstraselliiler matriks proteini olarak
salgilanan ve integrin baglayan bir ligand olan osteopontin ¢esitli epitel hiicrelerinde ve

biyolojik sivilarda bulunur. Insan ve koyunlarda uterusun glandular epitelinin bir salg {iriinii
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olarak osteopontin, uterus luminal epiteli ve trophoektoderme baglanir ve periimplantasyon
periyodu boyunca gebeligin korunmasini saglar. Tiim memeli uterus endometriyal bezleri
histotroph salgilar. Histotroph, enzimler, biiyiime faktorleri, sitokinler, lenfokinler, hormonlar,
transport proteinleri ve diger maddelerin kompleks bir karigimidir. Histotrop, beslenme,
baglanti, implantasyon, plasenta sekillenmesi ve immun korumada rol oynar. Koyun
osteopontinin uterus glandular epitelinden salgilanan histotroph’un bir unsuru oldugu ifade
edilmistir (Johnson ve ark. 2003). Koyunlarda osteopontinin integrin baglayan ekstraselliiler
matriks proteini oldugu implantasyon ve embriyo gelisimine katkida bulundugu agiklanmistir.
Osteopontin mRNA hem gebe hem de gebe olmayan kornularin glanduler epitelinde,

immunoreaktif osteopontin proteini ise her iki kornuda luminal epitelde belirlenmistir
(Burghardt ve ark. 2005). Koyun uterusunda gebeligin 25. ve 120. giinleri arasinda

osteopontin mRNA ve proteini ekspresse edilmistir. Gebeligin 120. giliniindeki koyunlarda
osteopontin 45-kDa formu luminal epitelin apikal yiiziinde embriyonun trofoektoderminde
hem plasentomda bolgeler hem de plasentomlar arasinda uterus—plasenta i¢ yiiziinde tespit
edilmistir (Johnson ve ark. 2003a). Gebe farelerde plasenta, desidua, uterus ve Ozellikle de
graniilli endometriyal bez epitel hiicrelerinde osteopontin mRNA ekspresse edilmistir

(Waterhouseve ark. 1992). Domuz ovaryumlarinda, gelismis ya da atretik follikiillerde klasik

kaderinler ve B katenin immunohistokimyasal olarak belirlenmistir. Saglikli follikiilerde
granulosa hiicrelerinde kaderin-8 ve B katenin ile giiglii, bazal membran ve granulosa hiicre
tabakasinin i¢ yiiziinde ise orta derecede boyanma goriilmiistiir. Glgcli VE- kaderin
ekspresyonu saglikli follikiillerin teka interna tabakasinda bazal membrana bagli tek kath
hiicre sirasinda belirlenmistir. Ayn1 ¢alismanin sonuglarina gore kaderin 8, N kaderin ve VE-
kaderinin follikiiler biiyiime ve dejenerasyonda rol oynadigi bu kaderinlerin eksprasyonundaki
azalmanin domuz ovaryum follikiillerindeki follikiiler atrezi ile ilgili oldugu ifade edilmistir

(Nishihara ve ark. 2000). Fare embriyolarinda P- kaderin’in plasenta ve uterus desiduasinda
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bol miktarda eksprese edildigi ve kaderinlerin fare embriyolarinda morfogenesis ve
implantasyonda rol oynadigi bildirilmistir (Nose ve Takeichi 1986). Fare embriyolar ile
yapilan bir c¢alismada, implantasyonun embriyo trophoblast hiicreleri ile bol miktarda
lamininin depo edildigi ekstraselliiler matriksten olusan uterus duvarinin birbirine tesirine
bagli oldugundan s6z edilmektedir. Farelerde 32/67kDa laminin baglayan protein
antikorunun, yiiksek oranda laminin iceren ekstraseliiler matriks benzeri uterus desidual bazal
membrana dogru olan embriyo trophoblast hiicre invazyon ve gocilinii Onleyerek fare
embriyosunun implantasyonuna engel oldugu tespit edilmistir (Zhang ve ark. 2000). Sigan
uterusunda desidual reaksiyonun ilk olarak gebeligin 4. giiniinde goriildiigii laminin ve
fibronektin ile bu proteinlerin reseptdr alt birimleri B4 ve as integrinlerin desidual doku
yapilanmasina ve implantasyon olaylarina aktif olarak katildiklari, 6zellikle fibronektinin
desidual reaksiyon ve implantasyon olaylarinin baslatilmasinda 6énemli anahtar molekiillerden
biri olabilecegi kanisina varilmistir (Kayisli ve ark. 2000). Insan oositlerinde erken embriyo
ve blastokist donemlerinde indirekt immunofloresans kullanilarak bazi antikorlarla ilk
trimesterde villoz plasentada hiicre adezyon molekiilleri belirlenmistir. Bu c¢alismanin
sonuglarina gore, preimplantasyon gelisim stiresinde 6 integrin alt grubu (a 3, o v, 1, B3, P4, Bs),
cok az sayidaki oositte ise oy, o4, 0p, B2 ve By integrin alt gruplar tespit edilmistir. E-kaderin,
ICAM-1, NCAM ve VCAM-1’in oositlerde ve embriyonun ilk donemlerinde mevcut oldugu,
L- selektinin oositlerde goriiliirken 8 hiicreli embriyolarda goriilemedigi agiklanmigtir

(Campbell ve ark. 1995).
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GEREC VE YONTEM

Bu c¢aligmanin materyalini, 6zel veteriner kliniklerine ovario-hysterectomie operasyonlari i¢in
gelen kopeklerden Ostrus siklusunun folikiiler, luteal ve andstral fazlardaki her donem igin 5
olmak {izere 15 adet kopegin uterus ve ovaryumlari olusturmustur. Hayvanlar xylazine
(2mg/kg) - ketamin hydrochloride (15 mg/kg) ile anestezi edilerek operasyona alinmiglardir.
Immunositokimyasal incelemeler igin alinan uterus &rnekleri %10’ luk formaldehit
sollisyonunda tespit edildi, dereceli alkoller, metil benzoat ve benzollerden geg¢irilerek
paraplastta bloklandi. Parafin bloklardan poly-lysinli lamlara aliman 5 mikron kalinliginda
kesitler alindi. Kesitler, deparafinizasyon ve rehidrasyon islemlerinden sonra PBS’de
calkalandi, PBS’de hazirlanmis %3’liikk H,O, ile muamele edildi ve tekrar PBS’de yikandi.
Sitrat buffer kullanilarak doku antijeninin yeniden kazanimi saglandi. Tekrar PBS ile dort kez
yikamay1 takiben nonspesifik baglanmalar1 6nlemek icin kesitler 5 dakika bloking soliisyonu
ile bir nem odas1 (humidity chamber) i¢inde inkube edildi. Immunohistokimyasal boyamalar
icin strept-ABC metodu uygulandi. Kesitler lizerine rabbit poliklonal Cadherin Pan Ab- 4 RB-
1524 (1/200 oraninda, Thermo- Labvision), rabbit poliklonal Osteopontin RB-9097 (1/50
oraninda, Thermo- Labvision), rabbit poliklonal Laminin AB-11575P (1/200 oraninda,
Abcam) ve mouse monoclonal anti-human Integrin-1, Fibronectin receptor (1/10,000
oraninda, Takara) primer antikorlar1 uygulandi ve nem odasinda oda 1sisinda 1 saat inkube
edildi. Negatif kontroller olarak alinan doku 6rnekleri ise primer antikorsuz PBS ile muamele
edildi. inkubasyonu takiben PBS’te 3 kez yikanan kesitler, biotinlenmis sekonder antikor
(Thermo-Shandon) ile 30 dakika oda 1sisinda inkube edildi ve 3 kez PBS ile yikandiktan
sonra da enzim konjugath strepavidinde 30 dakika muamele edildi. Tekrar 3 kez PBS ile
yikandiktan sonra 10-20 dakika DAB kromojen solusyonunda (Thermo-Shandon) bekletildi.
Gill’in Hematoksileninde 3 dakika boyandiktan sonra ¢esme suyunda mavilesinceye kadar

yikandi alkol ve ksilol serisinden gegcirilip lizerine yapistirici damlatilip lamelle kapatildi. Isik
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mikroskobunda incelenen preparatlar fotograflandi. Ayrica kopeklere ait ovaryum ornekleri
de %10 formaldehit soliisyonunda tespit edildikten sonra rutin histolojik islemleri takiben
bloklandi ve 5-6 mikron kalinliginda kesitler alinarak ii¢lii boyama metodu ile boyandi.
Ovaryumlar ve uterusdaki histolojik yap1 birlikte degerlendirilerek kopeklerin siklusun hangi
periyodunda oldugu belirlendi. immunohistokimyasal incelemelerin bir bdliimii i¢in frozen
kesitlerde kullanmak amaciyla alinan uterus ornekleri sivi azotta donduruldu ve materyal
alimi tamamlanincaya kadar -80 derecede saklandi. Ancak fakiiltemizde jenerator
bulunmadigindan sik sik gerceklesen elektrik kesintileri nedeniyle tiim dokularin
kullanilamayacak sekilde bozuldugu tespit edildi. Bu nedenle frozen kesitlerde kullanilmak
amactyla alinan Afadin, Catenin y, Catenin B, E- cadherin ve P- selektin antikorlar1 bu
arastirmada kullanilamamamuistir. Antikorlar Anabilim dalimiza ait Histoloji laboratuarindaki
buzdolabinda -18 C° de muhafaza edilmektedir. Bu antikorlarin uyumlu oldugu baska dokular
arastirilmakta ve an kisa siirede kullanilabilmesi i¢in ¢alismalar yapilmaktadir.

BULGULAR

Alman doku drneklerinden ovaryum ve uterus histolojisindeki degisikliklere gore kopeklerin
siklus evreleri follikiiler, luteal ve andstral donem olarak belirlenmistir (Schaefers - Okkens
1996, Schaefers-Okkens 2005).

Histolojik Bulgular:

Kopeklerde uterusun morfolojisi Ostrus siklusu evrelerine gore degismektedir. Uterus,
endometriyum, myometriyum ve perimetriyum olmak iizere ii¢ katmandir. Endometriyum,
yiizey epiteli ve kriptler, orta bolge ve bazal bolgeden olugmustur. Kriptler girintili tek katli
kisa epitel ile ortiilidiir, orta bolge bagdokudan olusmustur, bazal bolge ise siklusa bagl
olarak bezlerle doludur. Myometriyum, icte kalin sirkiiler dista, ince longitudinal diiz
kaslardan olusmustur. Iki kas katmam arasinda vaskiiler tabaka yer alir. Dis katman

perimetriyum ya da tunika serozadir.
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Follikiiler donemde, endometriyum epiteli, stromaya dogru c¢okiintli yaparak kriptleri
sekillendirmeye baslamistir. Baslangicta derinligi az olan kriptler uterusdaki gelisime bagl
olarak gittikge derinlesmektedirler. Endometriyum epiteli kript alanlar1 disinda tek kath
kiibik, ¢ekirdek oval ve ortada, kriptlere yaklastikca tek katl algak prizmatik sekillidir. Kript
epitel hiicreleri yiiksek prizmatik sekilli bazale itilmis uzun, oval g¢ekirdekli, bez epitel
hiicreleri ise prizmatik sekilli olarak gozlenmistir. Follikiiler doénemin baslangicinda
endometriyumun biiyiikk kismini stromanin olusturdugu, az sayidaki kiiciik ve dar lumenli
bezlerin sayisi ve genisliginin uterus gelisimine bagli olarak arttigi belirlenmistir.
Preparatlarda endometriyum ve myometriyum hemen hemen ayni kalinlikta goriiliirken, igte
longitudinal digta sirkiiler kaslardan olusan myometriyum uterusun bazi alanlarinda ok
incelmis ve yerini damar katmanina birakmistur.

Luteal Doénemde, endometriyum ve myometriyum en yiliksek kalinlik ve hiicresel
yogunluktadir. Follikiiler doneme gore derinligi artmis olan kriptlerin ve uterus bezlerinin
sayisinin artigt ve bezlerinin bazalde toplandigi gozlenmistir. Algak prizmatik sekilli
endometriyum epiteli, uzun oval ve hiicrenin biiyiik kismini iggal etmis ¢ekirdeklere sahiptir.
Erken luteal donemde yiiksek prizmatik sekilli kript epitel hiicrelerinin yuvarlak, oval
cekirdekleri bazalde yerlesmistir. Prizmatik sekilli uterus bez epitel hiicreleri, yuvarlak ve
bazale yerlesmis ¢ekirdekli olarak gozlenmistir. Erken luteal donemde genis ve agik lumenli
bezlerin luteal donemin sonuna dogru kiiciildiigli, dar olan lumenlerinde salgi bulundugu
gozlenmistir.

Andstral donemde, uterus diger donemlere gore oldukca gerilemisdir, endometriyum ve
myometriyum olduk¢a incelmis ve genelde stromadan zengin olan endometriyumdaki
bezlerin sayisindaki azalma dikkati ¢ekmistir. Andstrusun erken donemlerinde yiizey epitelini
olusturan yer yer algak prizmatik ve kiibik hiicrelerin uzun, oval ve hiicrenin hemen hemen

tamamini doldurmus ¢ekirdeklere sahip oldugu goriilmiistiir. Luminal kriptler algak prizmatik
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hiicrelerden olugmuslardir, iri oval c¢ekirdeklerinin ise hiicrenin bazaline kaymis olarak
yerlestigi belirlenmistir. Andstrusun ge¢ donemlerinde endometriyuma bag doku unsurlart
hakimdir, tek katl kiibik epitelle ortiilii olan endometriyumun, derinligi olmayan az sayida
kript bazalde ise kiibik epitelde ortiilii lumenleri dar salg1 periyodunda olmayan az sayida bez
icerdigi gézlenmistir. Andstrus doneminde Once ylizey epitelinde daha sonra bez epitelinde de
belirgin olmak iizere hipertrofik hiicreler goriilmiistiir.

Immunohistokimyasal Bulgular

Pan-kaderin lokalizasyonu,; Follikiiler donemde kaderin, endometrium yiizey epitelinde
kriptlerde ve bezlerde giiclii reaksiyon gosterdi. Reaksiyon ylizey ve kript epitelinin
apikalinde ve bez epitelinde oldukea siddetliydi. Yiizey epitelinin hemen altindaki bagdokuda,
endometriyumun bazal bdlgesinde ve bezlerin etrafinda negatif reaksiyonlu belirgin tabaka
olusturmus stroma alanlar1 goriildi (SekillA, B, C). Reaksiyonun siddeti, myometriyumda
orta derecede, perimetriyumda Ozellikle de mezotel hiicrelerinde olduk¢a giicliiydii (Sekil
1D). Stratum vaskulare katmanindaki damarlarin endoteli ve tunika adventisyasi orta derecede
bir reaksiyon gosterirken, damar diiz kaslar1 negatif reaksiyon verdi. Endometriyal damarlarin
endotel katmani orta derece bir reaksiyon gosterdi (Sekil 1C). Eozinofilik graniillii stromal
hiicreler siddetli pozitif reaksiyon verdiler (SekillA, B, C). Kaderin reaksiyonu epitel
hiicrelerinde membran ve sitoplazmada, kaslarda sitoplazmik, mezotel ve stromal hiicrelerde

sitoplazmada goriildii.
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SekillA. Follikiiler donemde, endometriyumda pan-kaderin reaksiyonu, Lumen (L), Yiizey
epiteli (E), Kript (K), negatif reaksiyon gosteren stroma alanlar1 (Siyah oklar), Eozinofilik
graniillii hiicreler (Kirmiz1 oklar), bar 50 pm, immunperoksidaz, DAB.

Sekil 1B. Follikiiler donemde endometriyumda pan- kaderin reaksiyonu, Yiizey epiteli (E),
Kript (K), negatif reaksiyon gosteren stroma alanlar1 (siyah oklar), eozinofilik graniillii
stromal hiicreler (kirmiz1 oklar), bar 25um, immunperoksidaz, DAB.
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Sekil 1C. Follikiiler donemde, uterus bezlerinde pan- kaderin reaksiyonu, Bez (B),
Endometriyal damarlar (yesil oklar), pozitif reaksiyon gosteren bagdoku hiicreleri (mavi
oklar), eozinofilik graniillii stromal hiicreler (kirmizi oklar) bar 25um, immunperoksidaz,
DAB.

Sekil 1D. Follikiiler donemde myometriyum (M) ve perimetriyumda (P) pan- kaderin
reaksiyonu, mezotel hiicreleri (siyah oklar) bar 25pum, immunperoksidaz, DAB.
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Luteal donemde kaderin reaksiyonu, yiizey, kript (Sekil 2A, D) ve bez epitelinde (Sekil 2B,
E) yogun olarak go6zlendi. Follikiiler donemde goriilen yiizey epitelinin hemen altindaki
bagdokuda, endometriyumun bazal bdlgesinde ve bezlerin etrafinda negatif reaksiyonlu
belirgin tabaka olusturmus stroma alanlar1 erken luteal donemde follikiiler donemdeki gibi,
gec luteal donemde ise tek tiik hiicreli olarak goriildii (Sekil 2A, B, D, E). Uterus kript ve bez
epiteli en yiiksek salgi kapasitesine luteal donemin ortalarinda ulagmigti. Yiiksek prizmatik
sekilli kript epitel hiicreleri, yass1 ve bazale yerlesmis ¢ekirdeklere sahipti. Genelde bazalde
toplanmis olan uterus bezleri kriptlere gore daha algak prizmatik hiicrelerden olusmustu ve
cekirdekleri de daha iri ve yuvarlakti. Geg luteal donemde bezler iyice daralmisdr (Sekil 2E).
Stratum vaskulare katmanindaki damarlarin endoteli ve tunika adventisyasi follikiiler
donemde oldugu gibi orta derecede bir reaksiyon, damar diiz kaslar1 negatif sayilabilecek
soluklukta bir reaksiyon gosterdi (Sekil 2C). Geg¢ luteal donemde sitoplazmik kaderin

yogunlugunun erken luteal doneme gore arttig1 belirlendi (Sekil 2D, E).
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Sekil 2A. Erken luteal donemde, endometriyumda pan-kaderin reaksiyonu, yiizey epiteli (E),
Kript (K), negatif reaksiyon gosteren bagdoku hiicreleri (siyah oklar) bar 25um,
immunperoksidaz, DAB.
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Sekil 2B. Erken luteal donemde uterus bezlerinde (B) pan- kaderin reaksiyonu, pozitif
reaksiyon gosteren bagdoku hiicreleri (mavi oklar), endometriyal damarlar (yesil oklar), bar
25um, immunperoksidaz, DAB.
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Sekil 2C. Erken luteal donemde stratum vaskulare tabakasinda damarlarda pan- kaderin
reaksiyonu, damar endoteli (siyah oklar), mediya (M), adventisya(A), Myometriyum (kirmizi
ok) bar 25um, immunperoksidaz, DAB.
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Sekil 2D. Geg luteal donemde endometriyumda pan- kaderin reaksiyonu, yiizey epiteli (E) ve
kript (K), pozitif reaksiyon gosteren bagdoku hiicreleri (mavi oklar), bar 25um,
immunperoksidaz, DAB.

Sekil 2E. Geg luteal donemde pan- kaderin reaksiyonu, Bezler (B), endometriyal damarlar
(yesil oklar), pozitif reaksiyon gosteren bagdoku hiicreleri (mavi oklar) bar 25um,
immunperoksidaz, DAB.
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Anostral donemde, yiizey epitelinde kriptlere oranla reaksiyon daha siddetliydi ve kriptlerin
etrafin1 negatif reaksiyonlu hiicreler sarmisti (Sekil 3A). Andstrusun ge¢ donemlerinde yiizey

ve bez epiteli bozulmus, hipertrofik hiicrelerin sayist artmistir.

Sekil 3A. Erken andstrus doneminde endometriyumda pan- kaderin reaksiyonu, yiizey epiteli
(E), kript (K) endometriyal damarlar (yesil oklar), pozitif reaksiyon gosteren bagdoku
hiicreleri (mavi oklar), bar 25pum, immunperoksidaz, DAB.
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Sekil 3B. Erken andstrus doneminde, endometriyum ve myometriyumda (M) pan - kaderin
reaksiyonu. Bezler(B), endometriyal damarlar (yesil oklar), pozitif reaksiyon gosteren
bagdoku hiicreleri (mavi oklar) bar 25um, immunperoksidaz, DAB.

Sekil 3C. Ge¢ Anostral donemde uterus bezlerinde (B) pan- kaderin reaksiyonu, endometriyal
damarlar (yesil ok) bar 25um, immunperoksidaz, DAB.
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Uterusda pan- kaderin Luteal Dénem Anostral Donem
reaksiyonun gorildigi Follikiiler Dénem
alanlar Erken D. Ge¢ D. | Erken D. Geg D.
Yiizey Epiteli et 4+ A+ |+
Kript Epiteli -+ |+ ++
Bez Epiteli +++ N T = = e
Myometriyum ++ o o ++ ++
Perimetriyum +++ ++H+ |
Endotel -+ e I
Damarlar | Mediya — + + + +
Adventisya || o+ IR

Tablol. Ostrus siklusunun farkli dénemlerinde kdpek uterusunda P-kaderinin lokalizasyonu.
Immunoreaksiyonun derecelendirilmesi: negatif; (-), soluk boyanma; (+), orta derecede

boyanma; (++), gli¢lii boyanma; (+++) olarak gosterildi.

Laminin lokalizasyonu, Follikiiler donemde, laminin reaksiyonu yiizey, kript ve bez epitelinde
goriilemedi (Sekil 4A, B). Myometriyumun diiz kaslar1 ve perimetriyumda soluk bir reaksiyon
goriiliirken mezotel hiicrelerde reaksiyon siddetliydi (Sekil 4C). Endometriyal damarlar
lamininle negatif reaksiyon verirken, vaskiiler katmandaki damarlarin endotel ve subendoteli
orta derecede pozitif damar diiz kaslar1 soluk reaksiyon gdsterdi. Bag doku hiicrelerinin biiyiik
cogunda negatif reaksiyon, cok az sayida hiicre ve bagdoku ipligi ile eozinofilik graniillii

hiicrelerde hafif derecede immun reaksiyon goriildii.
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Sekil 4A. Follikiiler donemde yiizey epitelinde (E) ve kriptlerde (K) laminin negatif reaksiyon
bar 25um, immunperoksidaz, DAB.
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Sekil 4B. Follikiiler donemde bez epitelinde (B) laminin negatif reaksiyon, endometriyal
damarlar (yesil ok) bar 25 pm, immunperoksidaz, DAB.
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Sekil 4C. Follikiiler donemde Myometriyum (M), perimetriyum (P) ve mezotelde laminin
reaksiyonu (siyah oklar) bar 25um, immunperoksidaz, DAB.

Erken luteal donemde ylizey ve kript epitel hiicrelerinde laminin reaksiyonu goriilemedi.
Pozitif reaksiyon epitelin hemen altindaki lamina propiya bdlgesinde orta derecede
yogunlukta ve siklikla, kriptler ve bazal bezler civarinda ise seyrek olarak belirlendi (Sekil
5A, B). Geg luteal donemde yiizey ve kript epitel hiicrelerinin bazal membran1 yogun, apikal
membran1 orta derecede pozitif reaksiyon gosterirken (Sekil 5C), bezlerin bazal ve apikal
membranlarinda reaksiyon siddetliydi (Sekil 5D). Myometriyumdaki reaksiyon luteal
donemin baslangicinda orta derecede son doneminde ise Ozellikle perimetriyuma bitisik

alanlarda siddetliydi. Vaskiiler katmanin subendotelinde siddetli reaksiyon goriildii (Sekil SE).
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Sekil 5A. Erken luteal donemde endometriyumdaki laminin reaksiyonu, yiizey epiteli (E),
kript (K) bag dokudakl pozitif hiicreler (siyah oklar) bar 25 um, immunperoksidaz, DAB.
Sp——_
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Sekil 5B. Erken luteal donemde laminin reaksiyonu, bazal bezler (B), bag dokudaki pozitif
reaksiyonlu hiicreler (siyah oklar), bar 25um, immunperoksidaz, DAB.
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Sekil 5C. Geg luteal déonemde laminin reaksiyonu, ylizey epiteli (E), kript (K), bezler (B),
bazal membranda pozitif reaksiyon (siyah oklar), bar 25 pm, immunperoksidaz, DAB.
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Sekil 5D. Geg luteal donemde bezlerde (B) laminin reaksiyonu, bar 25 pm, immunperoksidaz,
DAB.
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Sekil 5E. Geg luteal donemde vaskiiler katmandaki damarlarda laminin reaksiyonu, endotel
(e), subendotel (Se), mediya (m), adventisya (a), bar 25pum, immunperoksidaz, DAB.

Erken andstrus donemi lamininin yiizey ve kript epitelinde lokalizasyonu agisindan follikiiler
ve erken luteal donem ile uyumlu olarak degerlendirildi (Sekil SA, 6A). Erken luteal doneme
gore lamina propriya katmaninda pozitif reaksiyon gosteren alan andstral donemde daha
incelmistir (Sekil 6A). Andstrusun erken donemlerinde bezlerin bazal membraninda zayif bir
reaksiyon goriiliirken reaksiyonun siddeti ge¢ donemlerde yer yer negatif bile sayilacak
derecede olduk¢a zayiflamistir (Sekil 6B, D). Andstrus donemi boyunca myometriyumda

laminin reaksiyonu oldukg¢a gii¢lii olarak goriilmiistiir (Sekil 6B).
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Sekil 6A. Erken andstral donemde endometriyumda laminin reaksiyonu, yiizey epiteli (E),
Kript (K) bar 25pum, immunperoksidaz, DAB.
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Sekil 6B. Erken andstral donemde, bezler (B) etrafinda laminin reaksiyonu (siyah oklar),
myometriyum (M) endometriyal damarlar (yesil oklar), bar 25um, immunperoksidaz, DAB.
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Sekil 6C. Geg anostral donemde, yiizey epiteli (E), Kript (K), endometriyal damarlarda (yesil
oklar) laminin negatif reaksiyon, bar 25pum, immunperoksidaz, DAB.

Sekil 6D. Ge¢ andstral donemde bezler (B) etrafinda laminin reaksiyonu (siyah oklar) bar
25um, immunperoksidaz, DAB.
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Uterusda Laminin Follikiiler Donem Luteal Donem Anostrus
reaksiyonun goriildiigii
alanlar Erken D. Ge¢ D. | Erken D. Geg¢ D.
Bazal Membran - - +++ - _
Yiizey Epiteli - - - - -
Apikal Membran - - ++ - -
Bazal Membran - - -+ R _
Kript Epiteli - - - - -
Apikal Membran - - ++ - -
Bazal Membran + 4+ + +
Bez Epiteli + - 4+ ; ;
Apikal Membran ) - ot . +
Myometriyum + + -+ ++
Perimetriyum + + + + +
Mezotel +++ =+ +++ +++
Endotel ++ ++ +++ ++ ++
Damarlar | Subendotel ++ ++ -+ 4+ ++
Mediya + + ++ + ++
Adventisya + + ++ + +

Tablo 2. Ostrus siklusunun farkli dénemlerinde kdpek uterusunda laminin lokalizasyonu.
Immunoreaksiyonun derecelendirilmesi: negatif; (-), soluk boyanma; (+), orta derecede

boyanma; (++), gli¢lii boyanma; (+++) olarak gosterildi.

Fibronektin lokalizasyonu; Fibronektinin epitel, bagdoku ve myometriyum hiicrelerinin
sitoplazmasi ile bagdoku ipliklerini boyadigi belirlendi. Follikiiler donemde yiizey epiteli
hiicrelerinin sitoplazmasi yer yer negatif ve pozitif reaksiyon gosterdi. Kript epitelinin apikal
sitoplazmasinda reaksiyonun siddeti yogundu (Sekil 7A, B). Follikiiler donemde pozitif
reaksiyonlu sitoplazma g¢ekirdekleri drtemedigi (Sekil7C) halde luteal donemde cekirdekleri
tamamen Ortmiis ancak seyrek olarak da negatif reaksiyonlu ¢ekirdekler goriilmiistiir (Sekil
8A, B). Bez epitel hiicreleri, bag doku hiicreleri ile ipliklerinde orta derecede (Sekil 7C)
myometriyum, perimetriyum ve damarlarda yogun reaksiyon goriilmiistiir (Sekil 7D, E).
Luteal donemde yiizey ve kript epiteli, bag doku iplikleri ve hiicreleri yogun pozitif reaksiyon
gostermektedir. Erken luteal donemde epitel hiicrelerinin bazal ve apikal sitoplazmasinda

reaksiyonun oldukea siddetli oldugu belirlenmistir (Sekil 8A, B).
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Sekil 7A. Follikiiler donemde endometriyumda fibronektin reaksiyonu, uterus lumeni (L),
yiizey epiteli (E), kript (K), bezler (B), myometriyum (M), bar 50pm, immunperoksidaz,
DAB.
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Sekil 7B. Follikiiler donemde bezler (B) ve myometriyumda (M ) fibronektin reaksiyonu, bar
50 pm, immunperoksidaz, DAB.
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Sekil 7C. Follikiiler doénemde endometriyumda fibronektin reaksiyonu, bezler (B),
endometriyal damarlar (yesil oklar), eozinofilik graniillii hiicreler (kirmiz1 oklar), bar 25um,
immunperoksidaz, DAB.

Sekil 7D. Follikiiler Donemde myometriyum (M), perimetriyum (P) ve mezotel hiicrelerinde
(siyah oklar) fibronektin reaksiyonu, bar 25um, immunperoksidaz, DAB.
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Sekil 7E. Follikiiler donemde vaskiiler katman damarlarinda fibronektin reaksiyonu bar
25um, immunperoksidaz, DAB.

Sekil 8A. Erken luteal donemde endometriyumda fibronektin reaksiyonu, yilizey epiteli (E),
kript (K), pozitif reaksiyon gdsteren bag doku hiicre ve iplikleri (siyah oklar), endometriyal
damarlar (yesil oklar), bar 25pum, immunperoksidaz, DAB.
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Sekil 8B. Geg luteal donemde fibronektin reaksiyonu, bezler (B), pozitif reaksiyon gosteren
bagdoku hiicreleri (mavi oklar), pozitif reaksiyon gosteren bag doku iplikleri (siyah oklar) bar
25um, immunperoksidaz, DAB.

Sekil 8C. Geg luteal donemde myometriyum (M), perimetriyum (P) ve mezotelyumda (siyah
oklar) fibronektin reaksiyonu, bar 25um, immunperoksidaz, DAB.
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Andstrusun erken donemlerinde yiizey epitelindeki reaksiyon follikiiler doneme benzerlik
gostermekteydi. Reaksiyonun siddeti, follikiiler ve luteal donemlere oranla daha zayif olarak
belirlendi. Yiizey epitelinde yer yer, kriptlerin boyun kisimlarinda ise boyanmamis ¢ekirdekli
hiicreler goriildii. Kriptlerin taban kismindaki hiicrelerde orta derecede bir reaksiyon
belirlendi (Sekil 9A). Kript epitelinin apikal sitoplazmasi orta derecede pozitif reaksiyon
gostermisti. AnOstrusda stromaya hakim olan bagdokuda, pozitif reaksiyonlu hiicreler ve
ipliklerin ¢ogunlukta oldugu goriildii. Erken andstrusda bazal bezlerin bir kisminda ve
kaslarin ¢ekirdeklerinde negatif reaksiyon belirlendi. (Sekil 9B). Ge¢ andstrus doneminde
epitelde goriilen hipertrofik hiicrelerde fibronektin reaksiyonu goriilemedi. Kript epitelinde
apikal sitoplazmada ¢ok dar bir alanda orta derecede reaksiyon (Sekil 9C) stromada ¢ok

sayida negatif reaksiyonlu hiicre belirlendi (Sekil 9D).

e L

Sekil 9A. Erken Anéstrus doneminde endometriyumda fibronektin reaksiyonu, yiizey epiteli
(E), kript (K), pozitif reaksiyonlu hiicreler (siyah oklar) bar 25pum, immunperoksidaz, DAB.
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Sekil 9B. Erken andstrus doneminde endometriyum ve myometriyumda fibronektin

reaksiyonu, bezler (B), myometriyum (M), endometriyal damarlar (siyah oklar), bar 25um,
immunperoksidaz, DAB.

Sekil 9C. Geg andstrus doneminde endometriyumda fibronektin reaksiyonu, yiizey epiteli (E),
kript (K), pozitif reaksiyonlu hiicreler (siyah oklar) bar 25um, immunperoksidaz, DAB.
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Sekil 9D. Geg¢ andstrus doneminde endometriyumda fibronektin reaksiyonu, bezler (B),
endometriyal damarlar (siyah oklar) bar 25um, immunperoksidaz, DAB.

Uterusda Fibronektin Follikiiler Dénem Luteal Dénem Andstral Donem
reaksiyonun gorildiigii
alanlar Erken D. Ge¢ D. | Erken D. Geg¢ D
Yiizey Epiteli - [+t +++ A+t -/ ++ -/++
Kript Epiteli ++ +H+ ++ ++
Bez Epiteli ++ bbb bt -+ ++
Bagdoku hiicreleri ++ -+ A+ 4t Tt
Stroma
Bagdoku iplikleri ++ -+ ++ ++
Myometriyum +++ 4+ 4+ ++ T+
Perimetriyum +++ 4+ At
Endotel ++ P bt ot bt
Damarlar | subendotel ++ ++ o+t ++ ++
Mediya - +++ -+ 4+ +++
Adventisya ++ ++ T+ F++

Tablo 3. Ostrus siklusunun farkli dénemlerinde kdpek uterusunda fibronektin lokalizasyonu.
Immunoreaksiyonun derecelendirilmesi: negatif; -, soluk boyanma; +, orta derecede

boyanma; ++, gii¢lii boyanma; +++ olarak gosterildi.
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Osteopontin lokalizasyonu, Follikiiler donemde endometriyum yiizey epitelinde hiicrelerin
apikal sitoplazmasinda orta derecede, ¢ekirdeklerde ise negatif reaksiyon goriildii (Sekil 10A,
B). Yiizey epitelinin hemen altindaki ve myometriyumun iizerindeki stroma alaninda negatif
reaksiyonlu bagdoku hiicrelerinden olugmus bir tabaka gozlendi (Sekill0OA, B, D).
Endometriyumdaki eozinofilik graniillii stromal hiicrelerde reaksiyon siddetli olarak belirlendi
(Sekill0A, B, C, D). Uterus bez epitelinde reaksiyon kript ve yiizey epiteline gore daha
siddetliydi (Sekill0 C, D). Kriptler ve bezler etraflar1 negatif reaksiyonlu stromal hiicrelerle
sartlmis olarak gorildi (Sekill0A, B, C). Uterus bezlerinden bir kisminda lumenindeki az
miktarda salgida osteopontin pozitif reaksiyon goriildii. Follikiiler ve erken luteal donemde
epitel hiicrelerinin ¢ekirdekleri boyanmadigi halde (Sekill0A, B, C, Sekilll1A, B) geg luteal
donemde c¢ekirdeklerin boyandigi dikkati ¢ekti (Sekil 11E, F). Geg luteal donemde bezlerin

salgist da yogun olarak boyanmist1 (Sekil 11F).
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Sekil 10A. Follikiiler donemde endometriyumda osteopontin reaksiyonu, uterus lumeni (L),
ylizey epiteli (E), kript (K), eozinofilik graniillii hiicreler (siyah oklar) bar 25um,
immunperoksidaz, DAB.
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Sekil 10B. Follikiiler Dénemde endometriyumda osteopontin reaksiyonu, ylizey epiteli (E),
kript (K), eozinofilik graniillii hiicreler (siyah oklar), bar 25um, immunperoksidaz, DAB.
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Sekil 10C. Follikiiller donemde endometriyumda osteopontin reaksiyonu, bezler (B),
eozinofilik graniillii hiicreler (siyah oklar) bar 25um, immunperoksidaz, DAB.
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Sekil 10D. Follikiiler donemde endometriyum ve myometriyumda osteopontin reaksiyonu,
bezler (B), myometriyum (M), negatif reaksiyonlu alan (kirmizi oklar), eozinofilik graniilli
hiicreler (siyah oklar) bar 25um, immunperoksidaz, DAB.

Sekil 11A. Erken Luteal donemde osteopontin reaksiyonu, yiizey epiteli (E), kript (K) bar
25um, immunperoksidaz, DAB.
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Sekill 1B.Erken luteal donemde osteopontin reaksiyonu, bezler (B), endometriyal damarlar
(yesil oklar), eozinofilik graniillii stromal hiicreler (siyah oklar) bar 25um, immunperoksidaz,
DAB.
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Sekil 11C. Erken luteal donemde damarlarda osteopontin reaksiyonu, endotel (e), subendotel
(se), mediya (m), adventisya (a) bar 25um, immunperoksidaz, DAB.
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Sekill1D. Erken Iuteal donemde, myometriyum (M), perimetriyum (P) ve mezotel
hiicrelerinde (siyah oklar), osteopontin reaksiyonu, bar 25um, immunperoksidaz, DAB.

Sekil 11E. Geg luteal donemde endometriyumda osteopontin reaksiyonu, ylizey epiteli (E),
kript (K) bar 25um, immunperoksidaz, DAB.
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Sekil 11F. Geg luteal donemde osteopontin reaksiyonu, bezler (B), bezlerin salgisi (siyah
oklar), endometriyal damarlar (yesil oklar) bar 25um, immunperoksidaz, DAB.
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Sekil 11G. Geg luteal donemde damarlardaki osteopontin reaksiyonu, endotel (e), subendotel
(Se), mediya (m), adventisya (a) bar 25um, immunperoksidaz, DAB.

53



Erken Anostrus doneminde ylizey epitelinde solgun, kript epitelinde siddetli reaksiyon
goriildii. Osteopontin pozitif sitoplazma kriptlerde cekirdekleri de ortmiistii (Sekill2A).
Endometriyal bezler, damarlar ve bag doku hiicrelerinde yogun osteopontin reaksiyonu
gozlendi (Sekil 12B, C). Myometriyumdaki diiz kas hiicrelerinin ¢ogu osteopontin pozitif, az
sayidaki hiicre ise negatif reaksiyon gosterdi (Sekil12C). Geg¢ andstrus doneminde osteopontin
reaksiyonu yiizey epitelinde siddetli, kriptlerde solgun olarak goriildii. Kriplerdeki solgun

reaksiyon epitelin apikalinde ince bir tabaka halinde siddetli olarak belirlendi (Sekil 12D). Bu

donemde bez epiteli orta derecede bir reaksiyon gosterdi (Sekil 12E).

Sekil 12A. Erken Andstrus doneminde yiizey epitelinde solgun reaksiyon (E), kriptlerde
siddetli reaksiyon (K), osteopontin pozitif hiicreler (siyah oklar) bar 25pum, immunperoksidaz,
DAB.
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Sekil 12B. Erken Andstrus doneminde endometriyumda osteopontin reaksiyonu, bezler (B),
endometriyal damarlar (yesil oklar), pozitif reaksiyonlu hiicreler (siyah oklar) bar 25um,
immunperoksidaz, DAB.

Sekill2C. Erken anéstrus doneminde bezler (B) ve myometriyumda (M) osteopontin
reaksiyonu bar 25um, immunperoksidaz, DAB.
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Sekil 12 D. Ge¢ Andstrus doneminde endometriyunda osteopontin reaksiyonu, yiizey epiteli
(E), Kript (K), pozitif reaksiyonlu hiicreler (siyah oklar) bar 25um, immunperoksidaz, DAB.

w

-

Sekil 12E. Ge¢ Andstrus doneminde endometriyumda osteopontin reaksiyonu, bezler (B),
endometriyal damarlar (yesil oklar), pozitif reaksiyonlu hiicreler (siyah oklar) bar 25um,
immunperoksidaz, DAB.
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Uterusda Osteopontin Follikiiler Donem Luteal Donem Anostral Donem
reaksiyonun goriildiigii
alanlar Erken D. Ge¢ D. | Erken D. Geg D.
Yiizey Epiteli ++ +H++ ++ 4+
Kript Epiteli ++ -+ +++ ++
Bez Epiteli +++ +++  +++ ++ ++
Bagdoku hiicreleri + ++ ++ Tt T+
Stroma
Bagdoku iplikleri + + + 4+ ++
Myometriyum +++ +++ -+ +++ +++
Perimetriyum ++ ++  ++ T+ At
Mezotel +++ -+ R
Endotel +++ 4+ A+
Damarlar | subendotel ++ = 4+ ++ ++
Mediya +++ At Tt
Adventisya + + + ++ it

TARTISMA VE SONUC

Hiicre adezyon molekiillerinin iiremedeki rolleri ile ilgili yapilan calismalar, insan basta
olmak tizere fare, tavsan, sigir, koyun, domuz ve maymunlarda implantasyon ve gebelik ile
sinirlt kalmustir. Ostrus sikluslarmin diger hayvanlara gore ilging oldugu ifade edilen
kopeklerde konu ile higbir arastirmaya rastlanilamamistir. Bu aragtirma ile 6strus siklusunun
follikiiler, luteal ve andstrus donemlerinde kopek uterusunda hiicre adezyon molekiillerinden
kaderin, laminin, fibronektin ve osteopontin proteinlerinin lokalizasyonlar1 ilk kez
belirlenmistir. Arastirmada materyal olarak kullanilan k&peklerin siklus evreleri Schaefers-
Okkens,1996; Schaefers-Okkens, 2005°de agiklandig1 gibi follikiiler, luteal ve andstral donem
olarak belirlenmistir. Siklus evreleri ile ilgili histolojik bulgularimiz, kopeklerde Ostrus
siklusunu davranislar, kliniksel, fizyolojik, sitolojik ve endokrinolojik bulgular bir arada

degerlendirilerek prodstrus, dstrus, didstrus ve andstrus olarak belirleyen, McCracken 1972,

Okkens ve ark. 1985; Hoffmann ve ark. 1992; Beijerink 2001, Shirley ve ark. 2001, Butinar J
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ve ark. 2004 goriisleri ile uyumludur. Follikiiler donemde, endometriyum epitelinin uterus
gelisimine bagli olarak derinligi gittikge artan kriptleri sekillendirmeye basladigi, yiizey
epitelinin kript alanlar1 disinda tek kath kiibik, kriptlere yaklastik¢a tek katli algak prizmatik
sekilli oldugu belirlenmistir. Follikiiler donemin baglangici ile andstral donemde
endometriyumun biiyiik kismini stromanin olusturdugu gozlenmistir. Follikiiler donemin
sonuna dogru gelismeye baslayan uterus bezlerinin luteal donemde en yiiksek seviyeye
ulastig1, luteal donemin sonundan itibaren lumenlerinin daralmaya basladigi belirlenmistir.
Barrau ve ark. 1975, bulgularimizla uyumlu olarak yiizey epitelinin tek katli kiibikden tek
kathh mukus salgilayan prizmatik epitelli kriptleri sekillendirdigini, ge¢ metdstrus ve erken
anostrus donemlerinin endometriumun involusyonu ile karakterize oldugunu agiklamislardir.
Barrau ve ark. 1975, Galabova ve ark. 2003 tarafindan belirlenen andstrus doneminde yilizey
epitelindeki hipertrofik hiicreler bizim arastirmamizda da hem yiizey epitelinde hem de bez
epitelinde gozlenmistir.

Kopek uterusunda follikiiler, luteal ve andstral donemlerde kaderin, laminin, fibronektin ve
osteopontin  proteinlerinin  lokalizasyonlar1 tablol, 2, 3 ve 4’de Ozetlenmistir.

Immunoreaksiyonun  derecelendirilmesi www.ganfyd.org Quick score gore, 151k

mikroskopunda yiiksek biiyiitme ile boyanmis hiicre goriillememesi negatif; (-), reaksiyonun
sadece yiiksek biiyiitme ile goriilmesi soluk ; (+), diislik biiyiitme ile goriilen orta derecedeki
reaksiyon ; (++), diisiik biiyiitme ile goriilebilen giiclii reaksiyon; (+++) olarak gosterilmistir.

Insanlarda, menstrual siklus déneminde uterus endometriyumda E ve P-kaderin luminal ve
glandular epiteliyal hiicrelerden eksprese edilmis ancak stromada bulunamamigtir
(Tabibzadeh S. ve ark. 1995a, Van der Linden PJ. ve ark. 1995). E ve P-kaderin menstrual
siklusun tiim fazlarinda eksprese edilmis (Van der Linden PJ. ve ark. 1995) ancak, E-kaderin
lokalizasyonu siklusun gelisimine bagli olarak degigmistir. Menstruasyondan 6nce E-kaderin,

a- ve B- katenin glanduler epitelin bazal bolgeleri ve intercellular membranlarda lokalize
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oldugu bildirilmistir. Hiicre adezyon alanlarindaki bu spesifik ekpresyon menstruasyonda
kayba ugramistir (Tabibzadeh S ve ark.1995b.). Insan uterusunda K-kaderinin follikiiler
donemde hem glanduler epitel hem de stromadan yiiksek seviyede eksprese edildigi
aciklanmistir. Ovulasyondan sonra, K- kaderin ekspressiyonunda azalma goriilmiistiir
(Getsios S ve ark. 1998). Sunulan ¢alismada kdpek uterusunda kaderinler ostrus siklusunun
tim donemlerinde endometriyum yiizey, kript ve bez epitel hiicrelerinin sitoplazma ve
membranlarinda, myometriyumun diiz kaslar1 sitoplazmasi ile perimetriyumda yogun olarak
goriilmislerdir. Kopek endometriyumunda kaderinleri belirlemek igin tercih edilen pan-
kaderin AB- 4 antikoru, E, P, N, R, VE ve K-kaderin gibi ¢ok sayida kaderin tiiriinii
belirlemistir. Farelerde P-kaderinin trophoblast - endometriyum etkilesimi ile iligkili olduguna
inanilmaktadir (Kadokawa Y ve ark. 1998). Shimoyama Y.ve ark.1989, insan
trophoblastlarinda P-kaderinin mevcut olmadigini bildirmislerdir. Benio T ve ark. 2006, Insan
uterusunda menstrual siklus boyunca E-kaderin immunreaktivitesini yogun olarak ancak N-
kaderin immunreaktivitesini proliferatif ve salgi fazlari arasinda tamamen farkli olarak
gozlemislerdir. Arastiricilara gore proliferatif fazda endometriyal bezlerin epiteli,
endometriyal yiizey epiteli haric N- kaderin ile gii¢lii reaksiyon vermistir. N-kaderin
immunreaktivitesi erken ve gec sekretor fazda endometriyal epitelde goriilememistir. Ayni
arastiricilar, menstruasyon sonrast donemde endometriyumda E-kaderin reaksiyonunu
pozitif, N-kaderin reaksiyonunu negatif olarak belirlemislerdir. Steroid hormonlar doku yapisi
ve hiicre-hiicre baglantilarinda 6nemli morfolojik degisiklikler yaparlar. Hormon duyarl
hiicre adezyon molekiilii olan kaderinler lireme sistemine ait olan dokularda bu morfolojik
degisikliklerin koordinasyonu ve kontroliinde ©6nemli gorevler {stlenirler. Embriyonik
implantasyon ve plasenta gelisiminde 6nemli rolleri olan kaderinlerin aracilik ettigi hiicre
adezyonunun bozulmasi ile ilgili yapilan ¢alismalar, ilagla yapilacak olan dogum kontroliinde

yeni gelismeler saglayacaktir (Tracey M ve ark. 2000). Menstrual siklus doneminde insan
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uterus glandular epitelinde E-kaderin belirlenmis ancak E-kaderin stromal ya da endotheliyal
hiicrelerde belirlenememistir (Beliard A ve ark. 1997). Filiz S ve ark. 2002, ergin ratlarda
adenohipofiz, cornea, oesophagus, mide, barsaklar, akciger, bdbrek, pankreas, penis,
karaciger ve corpus ciliaris dokularinda pan-kaderin reaktivitesini belirlemislerdir.
Aragtiricilar kaderinlerin hiicre polaritesinin olusumu ve normal doku yapisinin onariminda
rolleri oldugunu ifade etmislerdir (Filiz S ve ark. 2002). Laminin ve fibronektin bazal
membrana epiteliyal hiicre baglantis1 ve interstitial matrikse stromal hiicre adezyonunun
saglanmasinda bir anahtar rolii oynayan iki 6nemli adezyon glikoproteinidir (Yamada KM.
1989). Epiteliyal hiicreler laminin, fibronektin ve kollojen tipIV’den olusan bir bazal
membrana baglanirlar (Benton G ve George JG. 2005). Epiteliyal polarizasyon ve farklilagsma
bazal membran kompanentleri kullanilarak olusturulmaktadir (Stadler K ve ark. 2009).
Laminin ve fibronektin endometriyosisli kadin uterusunda menstrual siklusun tim
sathalarinda endometriyal bezler ve damarlarin epiteliyal bazal membranlarinda lokalize
olmustur. Arastiricilar, stromal hiicrelerin etrafindaki pericellular matriksin sadece salgi
fazinda laminin igerdigini gézlemislerdir. Proliferatif fazda stromada laminin lokalizasyonu
goriilememis ancak erken ve gec secretory fazda laminin lokalizasyonu belirlenmistir (Beliard
A ve ark. 1997). Kopek uterusunda follikiiler donemde laminin reaksiyonunu belirleyemedik
ancak ge¢ luteal donemde ylizey, kript ve bez epitel hiicrelerinin bazal ve apikal
membranlarinda laminin lokalizasyonunu oldukc¢a belirgin olarak andstral donemde ise ¢ok
soluk olarak goézledik. Normal insan uteruslarda, laminin endoteliyal hiicreler ve glanduler
epitel hiicrelerin bazal membraninda goriilmiistiir. Proliferatif fazin stromal hiicreleri laminin
reaksiyonu gosterememislerdir. Sekretor fazda stromal hiicrelerin etrafinda laminin artan bir
sekilde birikmistir (Beliard A, 1997). Arastirmamizda stromal hiicrelerde follikiiler ve
andstral donemde az sayidaki hiicrede soluk reaksiyon luteal donemde ise daha fazla sayidaki

hiicrede orta derecede bir laminin reaksiyonu goriilmiistiir. Beliard A, 1997, tarafindan insan
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uterusunda sekretor fazda stromal hiicreler etrafinda artan bir sekilde gozlenen laminin
reaksiyonu, kopek uterus stromal hiicrelerinde follikiiler ve andstral donemde az sayidaki
hiicrede soluk, luteal donemde ise daha fazla sayida hiicrede orta derecede bir reaksiyonla
belirledik. Laminin gebeligin 4.- 5. giiniindeki rat uterusunda, uterus epiteli ve endometriyal
bezlerin bazal membrant ile kan damarlarinin ¢ok sayidaki diiz kas hiicrelerinde
belirlenmistir. Arasticilar laminin lokalizasyonunu myometriyal diiz kas hiicrelerinde gii¢lii
olarak gozlemisglerdir. Follikiiler donemde zayif olmak iizere kopeklerde Ostrus siklusunun
tiim donemlerinde myometriyal diiz kaslarda laminin reaksiyonu gii¢lii olarak belirlenmistir.
Ostrus siklusunun primer endometriyal desidual hiicrelerinde soluk bir laminin reaksiyonu
belirlenmistir. Endometriyal bezlerin epitel hiicreleri ile uterus epitel hiicrelerinin laminin ile
boyanamadig1 agiklanmistir. Gebeligin 6. giiniindeki ratlarda laminin uterus epiteli ile uterus
damar endotel hiicrelerinde belirlenemedigi halde gebeligin 7. gilinlindeki ratlarda laminin,
primer ve sekunder decidual bolgede giiclii bir sekilde eksprese edilmistir. Gebeligin 8.
giiniindeki ratlarda lamininin primer ve sekunder decidual bolgenin olgun decidual hiicreleri
ve myometriyumun diiz kas hiicrelerinde giiclii bir reaksiyon gosterdigi ifade edilmistir.
Uterus yiizey ve glanduler epitelinin bazal membranlar1 orta derecede laminin reaksiyonu
gosterirken, ayirt edilemeyen stromal hiicreler bolgesinde lamininin soluk olarak boyandigi
bildirilmistir. Gebe rat uterusunda implantasyon siiresince laminin ekspresyonundaki artis
hiicresel farklilasma ile birlikte goriilmiistiir (Korgun ET ve ark. 2007). Insan uterusunda tiim
siklus donemlerinde stromada fibronektin reaktivitesi gdzlenmistir. Glanduler epitel hiicreler
ve vaskuler endoteliyal hiicrelerin bazal membraninda fibronektin lokalizasyonu
goriilememistir (Beliard A ve ark. 1997). Kayish ve ark. 2000, gebelik siirecine giren
endometriyumda ekstraselliiler matriks proteinleri ile adezyon reseptorlerinin gebeligin
habercisi olan desidualizasyonun belirleyicisi olabildigi ve desidualizasyon siirecinde rol

aldigin bildirilmislerdir. Arastiricilar gebe sigan uterusunda lumen epiteli bazal membraninin,
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desidual reaksiyondan ve implantasyondan etkilenen yapilar oldugunu ve gebeligin 5.
giiniinden itibaren bu yapmin giderek bozulmaya basladigini azalan laminin
immunreaktivitesinden acikca anlasildigini ifade etmislerdir. Implantasyonun baslangicinda
lumen epiteli bazal laminasinda ve desidual alanda goriilen gebelik yasina bagli olarak
laminin immunreaktivitesindeki bu azalmanin proteolitik enzimlerin etkisine ve laminin
yapisindaki ~ konformasyonel  degisikliklere  baglanabilecegi  yoOniindeki  goriisleri
kuvvetlendirmektedir (Kayish U ve ark. 2000). Nishida ve ark. 1991, fibronektin ile
reseptoriinlin  etkilesmesinin, uterinal siklusu takiben epitelyal hiicre tamirinde ve
migrasyonunda rol aldigini1 bildirmislerdir. Ayrica endometriyal stroma ve Dblastosist
yiizeyindeki integrinlerin adezyon reseptorleri olarak fertilizasyon, implantasyon ve
embriyogenezde Onemli rollerinin oldugunu Ozellikle de B1 integrinin desidual hiicre
farklilagsmasinda rol aldigini ifade etmislerdir (Nishida T ve ark.1991). Sigan uterusunda
desidual reaksiyonun ilk olarak gebeligin 4. gilinlinde goriildiigii ekstraselliiler matriks
molekiillerinden laminin ve fibronektin ile bu proteinlerin reseptdr alt birimleri B4 ve a5
integrinlerin desidual doku yapilanmasina ve implantasyon olaylarina aktif olarak katildiklari,
ozellikle fibronektinin desidual reaksiyon ve implantasyon olaylarinin baslatilmasinda énemli
anahtar molekiillerden biri olabilecegi agiklanmistir (Kayish U ve ark. 2000). Ostrus siklus
donemlerinde rat uterusunda fibronektin reseptorlerinin ekspresyonunun yapildigi bir
caligmada, fibronektin reseptorleri endometriyumun epitel hiicreleri ve vascular endothelial
hiicrelerde goézlenmistir. Epiteliyal hiicrelerin aktif gogiiniin oldugu prodstrusda bazal ve
lateral epiteliyal hiicre yiizeylerinde belirlenen fibronektin reseptdrler Ostrus doneminde
gozden kaybolmaya basladigi cok az fibronektin reseptdriin metdstrus ya da didstrus
doneminde belirlenebildigini Nishida ve ark. 1991°de agiklanmistir. Aplin J.D ve ark.1989,
insan endometriyumunda bazal lamina proteinlerinden laminin ve kollajen tip IV calistiklar

bir arastirmada bu proteinlerin menstrual siklus boyunca epitelin ya da kan damarlarinin bazal
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laminasinda degismedigini ifade etmislerdir. Ayni1 arastirmada stromal hiicre matriksinde
laminin ve kollajen tip IV sadece gec sekretor fazda desidual dokuda yogun boyama ile
gosterilmistir. Insan endometriyumunda ekstraselliiler matriks proteinlerinin belirlendigi bu
aragtirmada fibronektinin menstual siklus boyunca matriksde mevcut oldugu ancak orta
sekretor fazda immunreaktivitesinin azaldigi ifade edilmistir. Nishida ve ark. 1991,
fibronektin-fibronektin reseptér koordinasyonunun Ostrus siklusu boyunca fizyolojik
yenilenmede rolil oldugunu, Bissel MJ ve ark. 2002, ekstraselliiler matriksin doku fenotipi ve
normal hemostasisin saglanmasinda diizenleyici bir anahtar gorevi yaptigim1 bildirmislerdir.
Ogawa ve ark. 2001, ekstraselliiler matriks proteinlerinden olan laminin ve kollojen tipIV’iin
involiisyon donemindeki domuz uterusunda lokalizasyonu belirlemislerdir. Laktasyondaki
domuz uterusunda laminin ve kollojen tip IV epitel hiicrelerin bazal laminasinda sarmal
yapida lokalize olmustur. Laktasyondan sonra luminal epiteliyal hiicreler iyi gelismis ve
ekstraselliiler matriks proteinleri bazal membranda goriilmiistiir. Bazal membran unsurlarinin
diizeni uterusun invollisyonu silirecinde Iluminal epiteliyal hiicrelerin biiylime ve
proliferasyonunu etkiledigi bildirilmistir (Ogawa H ve ark. 2001). Mansour GD ve ark. 2003
at uterusunda laminin lokalizasyonunu hem endometriyal bezlerin hem de kapillar damarlarin
bazal membranlarinda gozlemislerdir. Fibronektin endometriyumun kan damarlarinda ve
bagdokuda belirlenmistir. Arastiricilar Ostrus siklusu periyodunda laminin, fibronektin ve
kollajen tipIV reaksiyonunun farkli olmadigini ifade etmislerdir. Tavsan uteruslarinda yapilan
bir calismada osteopontin’nin ekstraselliiler matriks unsuru olan bir glikoprotein oldugu
implantasyon sirasinda memeli uterusunun glandular epitelinden salgilandigi belirtilmistir
(Apparaove ark. 2003). Kopek uterusunda ge¢ luteal donemde bezlerin salgisinda giiclii
osteopontinin reaksiyonu goriilmiistiir. Apparaove ark. 2003, immunofloresans kullanilarak
osteopontin proteinin gebeligin 6.75. giiniinde glanduler epitelde goriildiigiinii, blastosistte ise

bulunmadigin1 agiklamislardir. Uterus osteopontinlerinin plasental faktorler ile uterus
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anormallikleri ile ilgili basarisiz gebeliklerin 6nlenmesinde tedavi amaciyla kullanilabilecegi
bildirilmistir (Johnson ve ark. 2003b). Maymunlarda menstrual siklus ve erken gebelik
doneminde endometriumda, damarlar ve glandular epiteli 6rten bazal membranda kollagen ve
laminin, mezensimal bolgelerde fibronektin yada vitronektin tespit edilmis ve endometrium
integrinleri ve ECM agisindan maymunlarin insanlara benzer oldugu goriisiine varilmistir
(Fazleabas ve ark.1997). Turhan F ve ark. 2008, menstual siklusda rat uterusundaki
degisiklikleri elektron mikroskopik olarak incelemisler ve sigan menstriiel evrelerinin, insan
menstriiel, proliferasyon, follikiiler ve erken - gec sekresyon evreleri ile Ortiistiigiini,
menstriiel evrede uterus degisimlerinin incelenecegi aragtirmalarda siganlarin deneysel model
olarak kullanilabilecegini ifade etmislerdir. Disi kopeklerde 6strus siklusunun follikiiler, luteal
ve anostral donemlerinde wuterusda kaderin, laminin, fibronektin ve osteopontinin
lokalizasyonlar1 ve siklusa bagli degisimlerinin ilk kez belirlendigi bu aragtirmanin sonuglart,
kopeklerde ovulasyon, implantasyon ve embriyonal gelisim ile ilgili olasi problemlerin
nedenleri ve infertiliteye neden olan hastaliklarin patolojilerinde adezyon molekiillerinin olas1
rolleri i¢in 6nemli bir kaynak olacaktir.
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