T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
HiSTOLOJi VE EMBRiYOLOJi ANABILIM DALI

PARAKUAT ILE OKSIDATIF STRES OLUSTURULAN
FARELERDE EMBRiYO IMPLANTASYONUNDA
SIRTUIN 1’IN ROLUNUN ARASTIRILMASI

Kiibra AKSU

YUKSEK LiSANS TEZI

2019-ANTALYA



T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
HiSTOLOJi VE EMBRiYOLOJi ANABILIM DALI

PARAKUAT iLE OKSIDATIF STRES OLUSTURULAN
FARELERDE EMBRiYO IMPLANTASYONUNDA
SIRTUIN 1’IN ROLUNUN ARASTIRILMASI

Kiibra AKSU

YUKSEK LiSANS TEZi

DANISMAN
Dog¢. Dr. Nuray ACAR AYDEMIR

Bu tez Akdeniz Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
tarafindan TYL-2017-2427 proje numarasi ile desteklenmistir

“Kaynakga gosterilerek tezimden yararlanilabilir”

2019-ANTALYA



Saghk Bilimleri Enstitiisii Midiirliigiine;

Bu galiyma jiirimiz tarafindan Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Histoloji ve
Embriyoloji Programinda Yiiksek Lisans tezi olarak kabul edilmistir. 24/06/2019

imza

Tez Damigmani  : Dog. Dr. Nuray ACAR AYDEMIR

Akdeniz Universitesi

Uye : Prof. Dr. Emin Tiirkay KORGUN
Akdeniz Universitesi
Uye : Dr. Ogretim Uyesi Dilek ULUSOY KARATOPUK

Siileyman Demirel Universitesi

Bu tez, Enstitii Yonetim Kurulunca belirlenen yukandaki jiri iiyeleri tarafindan uygun
goriilmily ve Enstitii Yonetim Kurulu'nun ...... davanias asciviiis tarih ve ......... ¢ SERE

sayili karariyla kabul edilmistir.

Prof. Dr. Narin DERIN

Enstitii Miidiiri



ETIiK BEYAN

Bu tez ¢aligmasimin kendi ¢alismam olc!ugunu, tezin pIanIanmasm&in yazimma kadar
biitiin safthalarda etik disi davranigimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri akademik
ve etik kurallar iginde elde ettigimi, bu tez ¢aliymasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve
yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar da kaynaklar listesine aldigimi beyan

ederim.

Ogrenci
Kiibra AKSU

Imza

Tez Damgmani
Imza

Dog.Dr. Nuray ACAR AYDEMIR



TESEKKUR

Saymn  damisman hocam Dog¢. Dr. Nuray ACAR AYDEMIR’e tezimin
gergeklestirilebilmesi i¢in her konuda gostermis oldugu maddi, manevi ve bilimsel
katkilarinin yani sira adeta bir anne gibi sevgisini ve emegini benden hi¢ esirgemedigi
i¢in,

Katkilar1 ve yardimlarindan dolay1 Prof. Dr. Mutay AYDIN ASLAN’a,

Ozellikle Prof. Dr Ismail Ustiinel’e babacan tavirlari ile birlikte maddi ve manevi bu
yolculugumda bana olan desteklerinden dolayi,

Yiksek lisans egitim siirecimde, bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim tiim Akdeniz
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nin degerli 6gretim
tiyeleri basta olmak {izere tiim arkadaglarima,

Ekip arkadaglarim Ezgi GOLAL ve Cemre Nur BALCI'ya,
Caligma siirecimde bana her konuda yardimci olan ve yol gosteren Hakan SOYLU’ya,

Her daim giler yiizli ve yardima hazir olan sorularima yardimci olan Akdeniz
Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii’niin tiim degerli calisanlarina,

Egitim hayatimin tiim asamasinda beni destekleyen, bana inanan ve giivenen, her daim
yanimda olan ¢ok kiymetli annem Ganimet AKSU’ya, abim Omer Ahmet AKSU’ya ve
ozellikle rahmetli babam Mehmet Hasim AKSU’ya ve ailemin tiim fertlerine sonsuz
tesekkiirlerimi sunarim.



OZET

Amac: Implantasyon embriyonun maternal uterusa yerlesme siirecidir. Zigotun
blastosiste gelismesi ve uterusun reseptif hale gelmesinin senkronize olmasi kritik
Ooneme sahiptir. Sirtuinler, yiiksek derecede korunmus histon/protein deasetilazlardir.
Sirtuin 1 oksidatif strese direng, apoptoz, yaslanma, inflamasyon gibi siireglerde rol alir.
Sirtuin 1 bu fonksiyonlart FoxO gibi transkripsiyon faktorlerini deasetile ederek
gerceklestirir. Parakuat, oksidatif stres olusturan bir ajandir. Calismamizda parakuat ve
Sirtuin 1 aktivatoric SRT1720 uygulanan gebe farelerde Sirtuin 1, FoxO1 ve FoxO1’in
ekspresyonunu diizenledigi antioksidan olan MnSOD miktarini belirlemeyi amagladik.
Yontem: Gebeligin 5. gilinlindeki Balb/C ki farelerle kontrol, vehicle, parakuat,
SRT1720 ve SRT1720 + parakuat gruplari soyle olusturuldu: hicbir enjeksiyonun
yapilmadigr kontrol grubu, gebeligin 1-4. giinlerinde SRT1720 ve parakuatin
cozicilerinin enjekte edildigi vehicle grubu, gebeligin 4. giinii 30 mg/kg parakuatin
enjekte edildigi parakuat grubu, gebeligin 1-4. giinlerinde 50 mg/kg SRT1720’nin
enjekte edildigi SRT1720 grubu, gebeligin 1-4. giinlerinde 50 mg/kg SRT1720 ile
gebeligin 4. giiniinde 30 mg/kg parakuatin enjekte edildigi SRT1720 + parakuat grubu.
Tiim gruplardaki fareler gebeligin 5. giinii sabah1 Chicago mavisi enjeksiyonundan sonra
sakrifiye edilerek implantasyon ve inter-implantasyon bdlgeleri ile uterus dokulari
alind1. Bu dokularda immiinohistokimya ve Western blot ile FoxO1, Sirtuin 1; Western
blot ile asetile lizin; ELISA ile ROT/RNT ve MNSOD miktarlar1 belirlendi.

Bulgular: Sirtuin 1 niikleer, FoxOl hem niikleer hem sitoplazmik ekspresyon
gostermistir. Parakuat uygulanan farelerde implantasyon gerceklesmemistir. SRT1720
uygulanan gruplarda Sirtuin 1 ve FoxO1 ekspresyonlart artmistir. SRT1720 uygulanan
gruplarda Sirtuin 1 aktivasyonuna bagli FoxO1 deasetilasyonu sonucunda MnSOD
miktar1 artarak ROT/RNT miktarini azaltmistir.

Sonug: Parakuat ve SRT1720’nin birlikte uygulandig: farelerin bazilarinda MnSOD
artistnin ROT/RNT’yi ortadan kaldirmasiyla embriyo implantasyonu gerceklesmistir.
Ancak implantasyon gerceklesen fare sayisinin ve implantasyon bolge sayilarinin
kontrolden az olmas1 SRT1720 konsantrasyonunun yetersiz oldugunu diisiindirmiistiir.

Anahtar Kelimeler: implantasyon, Oksidatif stres, Sirtuin 1, FoxO1, MnSOD



ABSTRACT

Objective: Implantation is process of embryo placement in maternal uterus.
Synchronization of development of zygote to blastocyst and uterus becomes receptive
are critical. Sirtuins are highly conserved histone/protein deacetylases. Sirtuinl is
involved in processes such as resistance to oxidative stress, apoptosis, aging and
inflammation. Sirtuinl performs these functions by deacetylating transcription factors
such as FoxO. Paraquat is an oxidative stress generating agent. We aimed to determine
amount of Sirtuinl, FoxO1 and antioxidant MnSOD regulated by FoxO1 in pregnant
mice treated with paraquat and Sirtuinl activator SRT1720.

Method: On 5" day of pregnancy, control, vehicle, paraquat, SRT1720 and
SRT1720+paraquat groups formed by Balb/C mice were as follows: control group with
no injection; vehicle group SRT1720 and paraquat solvents injected on days 1-4 of
pregnancy; paraquat group injected with 30 mg/kg of paraquat 4™ day of pregnancy,
SRT1720 group injected with 50 mg/kg SRT1720 on days 1-4 of pregnancy;
SRT1720+paraquat group injected with 50 mg/kg SRT1720 on days 1-4 of pregnancy
and 30 mg/kg paraquat on 4™ day of pregnancy. Mice in all groups were sacrificed after
Chicago blue injection on day 5 morning of pregnancy, implantation and inter-
implantation sites, uteri were taken. FoxOl and Sirtuinl were detected with
immunohistochemistry and Western blot; acetylated lysine were detected with Western
blot; ROS/RNS and MnSOD were detected with ELISA.

Results: Sirtuinl showed nuclear, FoxOl1 showed both nuclear and cytoplasmic
expression. There was no implantation in paraquat group. Sirtuinl and FoxO1
expressions were increased in SRT1720 treated groups. As a result of FoxOl
deacetylation due to Sirtuinl activation in SRT1720 treated groups, increased MnSOD
caused ROT/RNT decrease.

Conclusion: In some of mice treated with paraquat and SRT1720, embryos implanted
with increase of MnSOD by eliminating ROT/RNT. However, number of implanted
mice and number of implantation sites were significantly lower than control, suggesting
that SRT1720 concentration was insufficient.

Key words: Implantation, Oxidative stress, Sirtuin 1, FoxO1, MnSOD
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1. GIRIS

1.1. Hipotezin Temeli ve Amacg

Kisaca implantasyon, embriyonun uterusa yerlesme siirecidir. Memelilerde, embriyonun
blastosist asamasina ve uterusun reseptif evreye senkronize ulagmasi kritik Gneme
sahiptir (Y. Li ve ark., 2015). Implantasyon, embriyo ve uterus etkilesimlerini igeren,
hala tam olarak anlasilmayan karmasik bir olgudur (Kolibianakis ve Venetis, 2019).
Insanlarda embriyo ile uterus etkilesimlerini molekiiler diizeyde incelemede yasanan
zorluklar ve etik kisitlamalar embriyo-uterus etkilesimlerinin direk analizini
onlemektedir. Bu nedenle bu alandaki bilgilerin cogu kemirgenlerde 6zellikle de fare ve

sicanlarda yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilmektedir.

Organizmada serbest radikallerin olusmasi ile bunlarin ortadan kaldirilmasimin denge
icerisinde oldugu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Bu dengenin bozulmasi
oksidatif stres (OS) olarak adlandirilan durumun ortaya ¢ikmasina neden olur. Oksidatif
stres doku hasarina yol agmaktadir (Kohen ve Nyska, 2002). Ayrica OS’nin fertilite
tizerinde etkili oldugu ve infertilitenin etiyopatogenezinde rol oynadigi bilinmektedir (A.
Agarwal ve ark, 2005). Parakuat  hiicreye  girdiginde  elektron
rediiksiyonu/oksidasyonuna ugrayarak siiperoksit anyonlari, hidroksil ve peroksil
radikalleri gibi ROT’lerin olusumuna neden olur (Gawarammana ve Buckley, 2011;
Blanco-Ayala ve ark., 2014). Bu nedenle birgok organizmada oksidatif stres yaratmak

amaciyla kullanilmaktadir.

Sirtuinler, bakterilerden memelilere kadar neredeyse tiim tilirlerde bulunan yiiksek
derecede korunmus protein ailesidir. Sirtuinler, nikotinamid adenin diniikleotit NAD"
bagimli histon/protein deasetilazlardir. Sirtuin 1’in strese direng, apoptoz, senesens,
yaslanma ve inflamasyon siireglerinde farkli roller oynadiklar1 bilinmektedir (Chung ve
ark., 2010; Rahman ve ark., 2012; Yao ve ark., 2012; Yao ve Rahman, 2012). Sirtuin 1
strese yanit veren faktorleri deasetile ederek memelilerde oksidatif stresi regiile eder (Y.
Li ve ark., 2008; Yao ve ark., 2013). Sirtuin 1, FoxO, p53, p21, p16 ile DNA hasar1 ve
tamirinde rol alan molekdilleri diizenleyerek OS durumunda koruma saglar (Furukawa ve

ark., 2007; Yao ve Rahman, 2012; Xia ve ark., 2015).



Sirtuin 1’in hedef genlerinden biri olan FoxO’lar, yiliksek oranda korunmus ve gesitli
biyolojik fonksiyonlari kontrol eden bir gen ailesi iiyesidir. FoxO transkripsiyon
faktorleri apoptoz, hiicre siklusu, DNA hasar tamiri, oksidatif stres, hiicre farklilagsmasi,
glukoz metabolizmasi ve diger hiicresel fonksiyonlarda rol alan genlerin ekspresyonunu
diizenlerler (Detlef Weigel, Jirgens, ve ark., 1989; Lehmann ve ark., 2003; Obsil ve
Obsilova, 2008; Lam ve ark., 2013). FoxO'larin post translasyonel modifikasyonlarla
diizenlenmesi antioksidan aktivitesini etkileyerek ROT/RNT (reaktif oksijen
tiirleri/reaktif nitrojen tiirleri) seviyesini degistirmektedir. Sitoplazmada inaktif halde
bulunan FoxO’lar oksidatif strese yanit olarak aktiflesince niikleusa transloke olur ve
antioksidan enzim miktarinin artirtlmasin1 saglarlar (Glauser ve Schlegel, 2007;

Eijkelenboom ve Burgering, 2013; Zhao ve ark., 2017).

Literatiirde Sirtuinlerin embriyo implantasyonundaki muhtemel rollerini arastiran in vivo
bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alisma ile oksidatif strese kars1 Sirtuin 1’in embriyo
implantasyonundaki roliiniin klinikte karsilasilan implantasyon basarisizligi  ve
tekrarlayan  gebelik  kayiplarinin  mekanizmalarinin  aydinlatilmasinda ~ 6nemli

olabilecegini diisiinmekteyiz.

Bu calismada, parakuat uygulamasiyla oksidatif stres olusumuna yol agilmis ve embriyo
implantasyonu engellenmistir. SRT1720 uygulamasiyla Sirtuin 1 aktive edilmis ve hedef
geni olan FoxO1’in asetilasyonu/deasetilasyonu arastirilmigtir. Olusan ROT/RNT ile
FoxO1’in hedef geni olan MnSOD (mangan siiperoksit dismutaz) miktarlari
aragtirtlmistir. Parakuat ve SRT1720 birlikte uygulanarak oksidatif stres varliginda
SRT1720 ile aktive olan Sirtuin 1’in embriyo implantasyonundaki rolii molekiiler

diizeyde aydinlatilmaya ¢aligilmistir.

Bu ¢alismanin amaci, parakuat ile oksidatif stres olusturulan gebe farelerde Sirtuin 1
aktivatorii olan SRT1720 uygulamasimin embriyo implantasyonu iizerindeki etkisinin

arastirilmasidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Uterus Embriyolojisi

Embriyonun genetik ve kromozomal cinsiyeti fertilizasyon esnasinda belirlenmekle
birlikte genital sistem gelisiminin erken asamalar1 her iki cins i¢in de ortaktir. Bu
nedenle genital sistem gelisiminin baslangi¢ asamasi seksiiel gelisimin farklanmamis
asamasi olarak degerlendirilir. Mezoderm kokenli genital sistem bu esnada disi ve erkek
embriyolarda iki cift genital kanala sahiptir: mezonefrik ve paramezonefrik. Disi
embriyolarda testosteron hormonunun yoklugu mezonefrik kanallarin gerilemesini ve
paramezonefrik kanallarin gelismesini saglar. Disi genital sistemini olusturan yapilarin
bliyiik bir kismi paramezonefrik kanallar tarafindan olusturulur. Tuba uterinalar,
paramezonefrik kanallarin birlesmemis kranial boliimlerinden gelisir. Paramezonefrik
kanallarin kaudal birlesmis kisimlarindan ise uterovajinal primordium farklanir. Bu yapi,
uterus ve vajinay1 olusturur. Endometriyal stroma ve miyometriyum ise komsu splanik

mezensimden gelisir (Langman, 1993).

Paramezonefrik kanallar ile mezonefrik kanallar birbirine paralel olarak gelisim gosterir.
Bununla birlikte paramezonefrik kanallar lirogenital sinusun dorsal duvarina yaklasirken
birlesir ve kaynagirlar (Witschi, 1959). Kaynasmanin fiizyon derecesine veya fiizyonun
olmamasina bagli olarak unikornat uterus (insan) veya bikornat uterus (sican, fare)
gelismektedir (Glasser ve ark., 2004). Memelilerde cinsiyet farklilasmasi uterovajinal
kanal tamamlanmadan ©nce gergeklesir. Erkeklerde uterovajinal rudiment geriler.
Disilerde mezonefrik kanallar yaklasik tiglincii ayda neredeyse ortadan kaybolur.
Uterovaginal rudiment yavas yavas iirogenital siniisiin dorsal duvar1 boyunca asagi
dogru kayar (Sekil 2.1) (Witschi, 1959). Olusan uterovajinal taslaktan uterusun fundus,
korpus, istmus ile endometriyum epiteli ve bezleri gelisir. Uterusun ana yapist 1.
trimesterin sonunda olusur, gebeligin ortalarinda bezlerin ve kas tabakasmin gelisimi
baslar ve diger yapilarin gelismesi de 3. trimesterde gergeklesir (Langman, 1993; Moore
ve ark., 2011). Uterus uzunlugu boyunca yanlarda, kalin ligamentler arasinda, mezensim
cogalir, farklilasarak gevsek bag dokusu ve diiz kastan olusan perimetriyumu yapar

(Langman, 1993; Moore ve ark., 2011).



Birlesen paramezonefrik kanallar laterallerinden pelvis duvarina kadar uzanan bir
katlant1 yapar ve ligamentum latum uteri olarak adlandirilan bu katlant1 ile sublumbal

bolgeye asili kalir.

Sekil 2. 1. Uterusun embriyolojik gelisiminin sematize gosterimi (Endo).

2.2. Insanda Uterus Anatomisi ve Histolojisi

Insan uterusu, pelviste mesane ile rektum arasinda bulunan armut seklinde bir organdr.
Ust tarafta 5 cm genisliginde, 7,5 cm uzunlugunda ve 2,5 cm kalinligindadir. Liimeni
yassidir ve anatomik olarak govde ve serviks olmak iizere 2 bolgeye ayrilir. Govde
uterusun biiyiik iist kismidir ve govdenin tuba uterina baglantis1 {istiinde genisleyen
parcast fundus olarak adlandirilir. Serviks, uterusun alt kismidir ve iki ucu dar
acikliklara sahip servikal kanala sahiptir. Servikal kanalinin uterus bosluguna agilan
kismi internal os, vajinaya agilan kismi ise eksternal os olarak adlandirilir (Sekil 2)

(Ross ve Pawlina, 2006).
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Sekil 2. 2. Uterusa ait kisimlari ve tabakalarini gosteren sekil (Gray, 1878).



Uterus, histolojik olarak distan liimene dogru perimetriyum, miyometriyum ve

endometriyum olmak tizere 3 tabakadan olusur (Sekil 2.2).

Perimetriyum
Perimetriyum, uterusu kaplayan visseral periton tabakasidir. Mezotelyum ve ince bir
gevsek bag dokudan olusmaktadir. Mezotelyumun altinda elastik doku tabakasi
belirgindir. Perimetriyum posteriyor kismin tamamini kaplarken anteriyor yilizeyin bir
kismini kaplar. Anteriyor kismin kalan bolgeleri ise adventisya ile kaplidir (Ross ve
Pawlina, 2006)

Miyometriyum

Miyometriyum uterusun en kalin tabakasidir. Birbirinden ayirt edilemeyen {i¢ diiz kas
tabakasindan olusur. I¢ ve dis tabakalarindaki diiz kas demetleri uterusun uzun eksenine
paralel diizenlenir. Orta kas tabakasi (stratum vaskiilare) ¢ok sayida biiyiik kan damarlar
ve lenfatikler icgerir. Gebelik boyunca, biiyilk Ol¢iide mevcut diis kas hiicrelerinin
hipertrofisi ile mevcut kas hiicrelerinin boliinerek yeni lif olusturmasi sonucunda uterus
biiyiik 6lgiide genisler. Gebelik ilerledikge de uterus duvari fetiisiin biiyiimesi nedeniyle
gerileyerek gittikge incelir. Dogumdan sonra ise uterus yaklasik olarak eski boyutuna
geri doner. Kas fibrillerinin bir¢ogu eski boyutlarina geri donmesine ragmen bazi kas
fibrilleri dejenere olur. Gebelik sirasinda miyometriyumu saglamlagtirmak i¢in iiretilen
kollajen daha sonra kollajeni sentezleyen hiicreler tarafindan enzimatik yikima ugratilir.
Gebelik 6ncesine gore uterus boslugu biiyiik kalir ve miiskiiler tabaka kalin kalir (R0SS

ve Pawlina, 2006).

Endometriyum

Endometriyumun bag dokusu fibroblastlardan zengindir ve bol miktarda temel madde
icerir. Bag dokusu lifleri cogunlukla tip III kollajenden meydana gelmistir.
Endometriyum salgi hiicrelerini ve silli hiicreleri igeren tek katli prizmatik epitel ile
doselidir. Yiizey epiteli uterus bezlerini olusturmak icin endometriyal stromanin igine
dogru yayilir. Bdylece basit tiibliler bezler az sayida silli hiicre igerir ve
endometriyumun derinlerine dogru dallanirlar.

Endometriyum yapisal ve fonksiyonel olarak iki tabakadan olusur. Miyometriyuma
komsu olan bazal tabaka lamina propriya ve uterus bezlerinin baslangi¢c kismini igerir.
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Bununla birlikte menstruasyon boyunca korunur ve fonksiyonalisin rejenerasyonu igin
kaynaklik eder. Stratum fonksiyonalis lamina propriya ve bezlerin geri kalanini ve yiizey
epitelini igerir. Ayrica endometriyumun kalin pargasidir ve mensturasyon sirasinda
dokiliir. Miyometriyum ile anastomoz yapan radyal arterler endometriyumu besler ve
ana kolu endometriyumda limene yaklastikga sarmal haline gelerek spiral arter olarak

adlandirilir (Ross ve Pawlina, 2006).

2.3. Endometriyumun Menstruasyon Siklusuna Bagh Degisiklikleri

Kadinlarda puberteden menopoza kadar cinsiyet hormonlarinin etkisiyle her ay kendini
embriyo implantasyonuna ve sonrasinda gelen embriyonik ve fetal gelisim olaylarina
hazirlayan siklik degisikler gergeklesir. Siklus sirasinda endometriyumun salgi
aktivitesindeki degisiklikler ovaryum folikiillerinin olgunlasmasiyla korelasyon gdsterir.
Menstruasyon dongiisii ovaryumun morfolojik degisimi ile folikiiler evre, ovulatuvar
evre ve luteal evre olmak tizere iice ayrilir (Sekil 2.3) (Watanabe ve ark., 1991). Bir
siklus yaklagik 28 giin siirer. Hipofizin 6n lobundan salgilanan gonadotropik hormonlar
ovaryumda yeni folikiillerin gelismesini saglar. Ostrojen etkisiyle olgunlasan
folikiillerden biri siklusun 14. giiniinde ovule olur. Ovulasyondan sonra folikiiliin salgi
hiicreleri korpus luteuma doniiserek progesteron ve Ostrojen salgilarlar. Basarili bir
gebelik gerceklesmezse yaklasik 2 hafta sonra korpus luteum geriler ve menstruasyon
baslar (Hall, 2015).

Insan endometriyal hiicrelerinin déngiisel degisimi, hipotalamus, hipofiz bezi ve
ovaryum arasindaki etkilesimle kontrol edilir, bdylece endometriyum ¢ogalir, farklilasr,
dokiiliir ve daha sonra tekrar ¢cogalir. Endometriyal dongii proliferatif evre, sekretuvar

evre ve menstrual evre olmak tizere lige ayrilir (Sekil 2.3) (Watanabe ve ark., 1991).
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Sekil 2. 3. Gonadotropinler ve ovaryan hormonlar aracihigi ile ovaryum ve uterus senkronizasyonu
(Lim ve Wang, 2010).

2.4. Disi Farelerde Genital Sistem Anatomisi

Fareler, arastirmalarda en sik kullanilan tiirlerden birisidir. Bu nedenle insan ve farelerde
benzerliklerin ve farkliliklarin karsilastirilmas1 dnemlidir. Insanlarda disi {ireme kanali 9.
ve 12. haftalarda gelisirken farede uterus olusumu embriyonik 17. giinde goriiliir.
Paramezonefrik kanal olusum siireci tiirler arasinda korunmus olsa da uterus morfolojisi
paramezonefrik kanalin anteriyor ucunun fiizyonuna bagl olarak tiirler arasinda farklilik
gosterebilmektedir. Insanlar unikornat uterusa sahipken fareler bikornat uterusa sahiptir.
Insanlarda implantasyon 5-9. giinler arasinda gerceklesirken farelerde 5. giinde
gerceklesir. Implantasyon esnasinda blastosist insanda i¢ hiicre kitlesinin oldugu
bolgeden tutunurken farelerde tam tersidir. Desidualizasyon, insanda blastosist
varligindan bagimsiz olarak (predesidualizasyon) gerceklesirken farelerde blastosistin
tetiklemesi ile gerceklesir. Her iki tiirde de plasenta diskoid yapida ve hemokoryal
tiptedir. Gestasyon siiresi insanda 37-42 hafta siirerken farede yaklasik 19-21 giindiir
(Sekil 2.4) (Lim ve Wang, 2010; Treuting ve ark., 2011).
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Sekil 2. 4. Insan ve fare uterus karsilastirmasi (Lim ve Wang, 2010).

Farelerde disi lireme sistemi gamet iretiminin gergeklestigi iki gonad (ovaryum) ve
gamet tasinmasi i¢in gerekli olan ovidakt, uterus, serviks ve vajina yapilarina sahiptir

(Sekil 2.5).
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Sekil 2. 5. Disi farede genital sistem anatomisini gosteren ¢izim (Glasser ve ark., 2004).

Ovaryum

Ovaryumlar, dorsal viicut duvarindan mezovaryum ligamentleri tarafindan bobrekler

yakininda bulunan kii¢iik oval organlardir (Sekil 2.6). Her bir ovaryum bursa ya da

kapsiil ile karin boslugundan kusatilir. Ovaryan kan akimi, aorttan dallanan ovaryan

arterlerden kaynaklanir.



Ovaryum, medulla ve korteks olmak tizere iki kistmdan olusur. Kan ve lenf damarlari ile
sinirlerin ovaryuma girig ve ¢ikislari hilus bolgesinden gerceklesir. Ovaryum, germinal

epitel olarak bilinen tek katli kiibik epitel tabakasi ile kaplidir (Fox ve ark., 2006).

1)

Sekil 2. 6. Disi farede ovaryum anatomisini gosteren ¢izim (“Female reproductive anatomy,” 2010).

Ovidakt

Ovidakt, ovaryum ile uterusun bursasi arasindaki periovaryan boslugu mezotubaryum
ligament ile baglayan ve 1,8 cm uzunlugunda olan dar kivrimli bir tiiptiir. Ovidakt, silli
mukoza ve sirkiiler olarak diizenlenmis kas tabakasi ile cevrelenmistir. Isthmus,
ampulla, infundibulum ile fimbriya kisimlarindan olusur. Isthmus ovidaktin dar kismini
olusturur ve ampullaya kadar uzanir. Ampulla, infundibulum ile isthmusu birbirine
baglayan kisimdir. Infundibulumdan itibaren ovidakt fimbriya ad1 verilen sagak benzeri
yapilarla periovaryan bosluga agilir (Sekil 2.7) (Fox ve ark., 2006; Mara H. Rendi,
2012).

v

Sekil 2. 7. Disi farede ovidakt anatomisini gosteren ¢izim ("Female reproductive anatomy," 2010).



Uterus

Fare uterusu iki lateral boynuzdan olusan bikornat yapidadir ve korpus adi verilen
govdeye baglanarak ‘Y’ seklinde bir goriiniim olusturur. Uterus korpusu mezometriyal
ligamentlerle dorsal viicut duvarindan asilan mesane yakinina yerlesmistir. Uterusa ait
miyometriyum en dista longitidunal igte sirkiiler diizenlenmis kas tabakasina sahiptir.
Endometriyum tabakasi ise lamina propriya, uterus bezleri, bir¢ok kan damar1 ve epitel
tabakasindan olusur. Uterus boynuzlari, dorsal viicut duvarindan kan, lenf damarlar1 ve
sinirlerin bulundugu genis ligamentler ya da mezometriyum ile ayrilir. Kan akimi,
ovaryan arterin uterus dali ve internal iliak arterden kaynaklanan uterin arter tarafindan
saglanir. Ovidakt gibi uterus da ovaryumdan salgilanan hormonlara cevap vererek Ostrus
siklusunda degisiklik gosterir (Sekil 2.8).
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Sekil 2. 8. Disi farede uterus anatomisini gdsteren ¢izim ("Female reproductive anatomy,"” 2010).

Serviks
Serviks uterusun korpusu ile devam eder. Serviks biiylik oranda bag dokudan olusur ve

dogum zamaninda yeniden yapilanarak yavrularin gegmesine izin verecek kadar genisler

(Sekil 2.9).
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Sekil 2. 9. Disi farede serviks anatomisini gosteren ¢izim ("Female reproductive anatomy," 2010).

Vajina ve Klitoris

Farelerde vajina kisa, kasli bir organdir ve servikten vajinal acikliga kadar uzanir. Vajina
dorsalde rektum, ventralde ise iiretraya gevsek sekilde baglanmistir. Vajina ¢ok katl
yasst epitel hiicreleri ile ¢evrilidir ve strojen tarafindan uyarilmaya bagli olarak dstrus
dongiisii esnasinda belirgin degisiklikler gecirir. Boylece Ostrus dongiisiinlin evresi

belirlenebilir (Sekil 2.10).

Sekil 2. 10. Disi farede vajina anatomisini gdsteren ¢izim ("Female reproductive anatomy,"” 2010).

Vajinal agikligin anteriyor duvarinda, ventrale uzanan kiiciik yiikselti klitoristir. Vajinal
acikligin anteriyor ve lateral yiizeyleri, deri ve kil ile kaplidir. Klitorisin ucunda bulunan
fazla derin olmayan ¢okiintii seklindeki klitoral fossa iiretraya acgilir. Kiiclik armut sekilli
Klitoral bezler, anterolateral olarak subkutan bag doku igerisine gomiilmiistiir, her

birinden ¢ikan kanallar klitoral fossanin lateral duvarindaki agikliga uzanir.
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2.5. Disi Farelerde Ureme Fizyolojisi

Boyutlarmin kii¢lik olmast ve kolay calisilabilmesi, dogurganliginin yiiksek olmasi gibi
nedenlerden dolay1 iireme arastirmalarinda fareler model olarak kullanilmaktadir. Fare
Ostrus siklusu, maksimum dogurganligi saglamak i¢in koordine edilen anatomi,
endokrinoloji, fizyoloji ve davranis degisikliklerinde kendini gosteren yinelemeli bir
olaydir(Croy ve ark., 2013) (Croy ve ark., 2013).

Disi farelerde, Ostrus siklusu, hormonlarin etkisiyle genital organlarda morfolojik ve
fizyolojik degisiklikler ile karakterize edilebilen yaklasik 4 giinliik bir siirectir. Siklusun
uzunlugu, soylar i¢inde ve arasinda oldukga degiskendir ve genetik, stres, diyet, feromon
gibi ¢esitli faktorlerden kolaylikla etkilenir (Fox ve ark., 2006; Pritchett ve Taft, 2007).

Hipotalamus-hipofiz-gonadal aksin senkronizasyonu, siklusun ritmi ve iiremede basari
i¢in ¢ok onemlidir. Ostrus siklusu siireklilik gosteren 4 fazdan olusur: prodstrus, dstrus,

metOstrus ve didstrus (Sekil 2.11).

Spesifik hormonlar, siklusun her faz1 sirasinda meydana gelen degisiklikleri yonlendirir
ve farenin anatomisinde degisiklikler, vajinal goriiniimiin ve dokiilen hicrelerin
incelenmesi ile bireysel fazin belirlenmesini miimkiin kilar (Pritchett ve Taft, 2007).

Vajinal yaymalarda bulunan hiicreler temel olarak 16kositler, kornifiye epitel hiicreleri
ve cekirdekli epitel hiicrelerdir. Vajina epitelindeki degisiklikler, epitel tabaka sayisi,
kornifikasyon miktari, yiizey mukusunun varligi ve polimorfoniikleer 16kositlerin varlig

veya yoklugu fazlarin tespit edilebilmesini saglar (Allen, 1922).

Prodstrus Ostrus Metdstrus | Didstrus

FSH A FSH Progesteron Progesteron
LH |
Prolakting

17 -
Ostradiol

rolaktin

-

Sekil 2. 11. Disi farede 6strus siklusunun hormonal dagilimi ve sitolojisi (Croy ve ark., 2013).
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Proostrus Faz

Prodstrus fazinda artan Ostrojen konsantrasyonu, uterus ve vajinadaki hiicre boliinmesi
ile ovidakt ve uterusta sivi birikimini uyarir. Disi farede vajina agikligr sismis ve
nemlidir. Vajina mukozasi Ostrus fazina oranla daha koyu renklidir (Sekil 2.12A).
Vajina mukozasi 10-13 hiicre kalinhigindadir (Sekil 2.12B). Prodstrus sitolojisi,
cekirdekli epitel hiicrelerinin baskinligi ile karakterizedir. Birkag¢ kornifiye epitel hiicre
bulunabilir (Sekil 2.12C). Ostrojen seviyeleri prodstrus sirasinda artarak ovulasyonu
baslatacak bir LH pikini tetikler (Sekil 2.11) (Murr ve ark., 1973). Proostrus ve Ostrus
sirasinda uterus kalin ve 6demlidir (Sekil 2.12D). Artan strojen stromal proliferasyonu

da arttirir (Sekil 2.12E) (Fox ve ark., 2006; Treuting ve ark., 2011; Croy ve ark., 2013).
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Sekil 2. 12. Prodstrus fazinda olan disi fareye ait fizyolojik goriintiiler (Croy ve ark., 2013).

Ostrus Fazi

Ostrus fazinda disi fare erkek fare ile ¢iftlesmek icin reseptiftir. Disi farede vajina
aciklig1 sismis ve dorsal bolge belirgin c¢ikintilara sahiptir. Vulva daha kirmizimsi
renktedir. Mukoza ylizeyinde beyazims1 yumusak dokiintii varsa Ostrus fazi bitmistir ve
disi artik iireme i¢in uygun degildir (Sekil 2.13A). Vajina mukozasi yaklasik 12 hiicre
kalinligindadir. Vajina epiteli maksimum kalinliktadir (Sekil 2.13B). Ovulasyon, 6strus
sirasinda LH'nin yiikselmesinden yaklasik 12 saat sonra ortaya ¢ikar (Sekil 2.11) (Bingel
ve Schwartz, 1969). Ostrus sitolojisi, kornifiye epitel hiicrelerinin baskinhg ile
karakterizedir. Mitoz azalir ve 18kosit yoktur (Sekil 2.13C). Ostrus fazinda uterus
bezlerinin hiperfonksiyonundan kaynakli sigkin goriiniim gorilir (Sekil 2.13D).
Endometriyum boyunca hiicre dis1 siv1 artar (Sekil 2.13E). Geg Ostrusta 6dem azalmaya

baglar (Fox ve ark., 2006; Treuting ve ark., 2011; Croy ve ark., 2013).
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Sekil 2. 13. Ostrus fazinda olan disi fareye ait fizyolojik goriintiiler (Croy ve ark., 2013).

Metostrus Fazi
Metostrus  fazindaki disi farede vajina agikligi kapanarak kiigiilir ve wvulvalarin
labiumlar1 sis degildir (Sekil 2.14A). Vajinada kornifiye tabakalar ayrilir ve epitel
altinda 1kositler goriinmeye baslar (Sekil 2.14B). Ostrus dongiisiiniin en kisa asamasi
olan metdstrus fazinda sitoloji, birka¢ epitel hiicresinin varligt ve artan sayida
polimorfoniikleer 16kosit ile karakterizedir (Sekil 2.14C). MetOstrus fazinda Gstrojen
konsantrasyonlar1 azaldik¢a, uterusun uclarinda biiyiime ve epitel dejenerasyon
belirtileri gosterir. Stromal apoptoz en yiiksek seviyededir ve ddem belirgin sekilde
azalmistir  (Sekil 2.14D). Uterus bezleri minimum aktivite gosterir (Sekil
2.14E)(Pritchett ve Taft, 2007; Treuting ve ark., 2011; Croy ve ark., 2013).
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Sekil 2. 14. Metostrus fazinda olan disi fareye ait fizyolojik goriintiler (Croy ve ark., 2013).

Diostrus Faz1

Didstrus fazi siklusun sessiz asamasidir. Digi farede vajina agikligr kiicliktiir ve vulva
labiyas1 sis degildir (Sekil 2.15A). Vajina mukozast 4—7 hiicre kalinligindadir. Liimen
icinde mukus, 16kosit ve dokiilen hiicreler bulunur (Sekil 2.15B). Diostrus sitolojisi daha
kiiclik polimorfoniikleer l6kositler ve birkag biiyiik epitel hiicresi ile karakterizedir
(Sekil 2.15C). Diostrus fazinda uterus ince ve uzundur (Sekil 2.15D). Uterus steroid
destegi olmadigi i¢in anemik goriiniir ve 6dem kaybi nedeniyle duvarlar ¢okmiistiir

(Sekil 2.15E).
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Sekil 2. 15. Diostrus fazinda olan disi fareye ait fizyolojik goriintiiler (Croy ve ark., 2013).

2.6. Farelerde Uterus Histolojisi

Disi farelerde uterus boynuzlari histolojik olarak 3 tabakaya ayrilir: Perimetriyum,
miyometriyum ve endometriyum. En dista bulunan perimetriyum tabakasinda seroza
katmani mezometriyum ile devamlilik gosterir. Miyometriyum kas tabakasidir ve dista
longitidunal igte sirkiiler diizenlenim gosterir. Longitidunal ve sirkiiler kas tabakasinin
arasinda vaskiiler yapida olan gevsek bag dokusu stratum vaskulozum olarak
adlandirilir. Endometriyum kan damarlari ve sinirleri i¢erir. Endometriyum epiteli basit
prizmatik epitel ile doselidir ve endometriyal stromaya girinti yapan dalli tiibiiler bezlere
uzanir. Endometriyum stromasinda bir¢ok kiiglik polihedral yapida hiicre ve lenfosit

igceren retikiiler bag doku yer alir .

Uterus boynuzlar1 orta hatta bir araya geldikce mediyal duvarlar1 serozayi, stratum
vaskulozum ve bazi kas liflerini kaybederler. Uterus gdvdesinin anterior kisimlari
boynuzlardakine benzer sekilde basit prizmatik epitel ile doselidir ancak diger
bolgelerde ve oOzellikle medyal duvarlarda ¢ok katli yassi epitel gozlenir. Uterus
govdesinin servikse yakin kisimlari, serviks ve vajina ¢ok katl yassi epitel ile ortiiliidiir.
Uterus govdesinin lamina propriyasi boynuzlara gore daha az hiicre icerirken daha fazla
lifsel eleman icermektedir. Serviksin kraniyal ticte ikisinin duvari sirkiiler yerlesimli diiz
kas tabakasi igerirken kaudal iigte birinin duvari ise kollajen lif demetleri igermektedir

(Croy ve ark., 2013).

2.7. Preimplantif Donem Embriyo Gelisimi

Insanlarda preimplantif dénem embriyo gelisimine ait ilk gézlemler 1956 yilinda Arthur
Hertig ve John Rock tarafindan yapilmasina ragmen siirecin anlasilmasi IVVF ¢alismalari
ile birlikte miimkiin olmustur (Arthur Tremain Hertig ve ark., 1954; Arthur T Hertig ve
ark., 1956). Insanda oositin embriyoya doniisiimii rdlatif transkripsiyon sessizligi ile

baslar. Sirasiyla oosit-sperm flizyonu, germ hiicre proniikleusunun gocii ve fiizyonu,
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genetik ve epigenetik yeniden programlama ile devam eder. Daha sonra 4 ve 8 hiicre
asamalar1 arasinda biiyilk bir embriyonik genom aktivasyonu (EGA) dalgast ile
sonuglanan yariklanma boliinmesi gegirir ve embriyo, radyal simetriyi bozan ilk
morfolojik belirti olan morulayr olusturmak i¢in kompaksiyona ugrar (Braude ve ark.,
1988). Ilerleyen hiicre boliinmeleri, trofektoderm hiicreleriyle cevrelenmis, s1vi dolu bir
blastosist boslugu ve bir i¢ hiicre kiitlesini igeren bir blastosistin olusmasini saglar.
Blastosistin uterus duvarina tutunmasindan hemen Once i¢ hiicre kitlesi, daha erken
epiblast ve ilkel endoderm hiicrelerine ayrilir. insanda gelisimin yaklasik 7. giiniinde
gerceklesen implantasyon, embriyonik gelisimin devam edebilmesi i¢in gereklidir (Sekil

2.16) (Niakan ve ark., 2012).
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Sekil 2. 16. insan ve farede preimplantif donem embriyo gelisimini gosteren cizim (Niakan ve ark.,
2012). ZGA: Zigot genom aktivasyonu, EGA: Embriyonik genom aktivasyonu, IHK: I¢ hiicre
kitlesi, Epi: Epiblast, PE: Primitif endoderm, TE: Trofektoderm, TD: Trofoblast dev hiicresi,
EksEk: Ektra-embriyonik ektoderm, EksEn: Ektra-embriyonik endoderm, Syn: Sinsityum,
VCT: Villozsitotrofoblast

Preimplantif donem embriyo gelisimi hem insanda hem de farede benzer sekilde i¢
hiicre kitlesi ve trofektodermin ayirt edilebildigi blastosist olusumuyla sonuglanan hiicre
boliinmeleri gegirir. Farelerde EGA 2 hiicreli asamada baslar (Flach ve ark., 1982).
Insanda EGA 2. giinde az miktarda olmasina ragmen asil olarak 3. giinde 4-8 hiicreli
asamada baglar (Taylor ve ark., 1997; Vassena ve ark., 2011). Kompaksiyon ve
blastosist olusumunun zamanlamasi da, insan embriyolarinda fare embriyolarina oranla
daha ge¢ gelisme gostermesiyle onemli 6lciide farklilik gosterir; fare blastosistleri 3 ve 4

giin arasinda olusurken, insan blastosistleri 5-6. giinler arasinda olusur. Hem insan hem
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de farede preimplantasyon blastosistleri, plasentada trofoblast soyunu olusturacak
trofoektoderm hiicreleri ile dis tabaka ve epiblast ve primitif endoderm tabakalarina
ayrilacak bir i¢ hiicre kiitlesini igerir. Fetiisii olusturacak tim dokular epiblast
hiicrelerinden gelisir. Ekstraembriyonik endoderm primitif endodermden gelisir. Farede
trofektoderm, ekstraembriyonik ektodermin proliferatif kok hiicre havuzunda artis saglar
ve farklilasan poliploid trofoblast dev hiicreler gelismeye baslar. Buna karsilik insanda
trofektoderm sitotrofoblast, sinsityotrofoblast ve ektravilloz trofoblast hiicrelerinin

olugsmasini saglar (Sekil 2.16) (Niakan ve ark., 2012).

2.8. Disi Farelerde implantasyon Penceresi

Embriyonun uterusa yerlesme siirecinde blastosist ve uterus liimen epitel arasindaki
karsilikli  konusma memeli {iremesi ic¢in esastir. Embriyo gelisimi ile uterus
farklilasmasinin senkronizasyonu basarili bir gebelik i¢in gereklidir (Matsumoto, 2017).
Memelilerde preimplantif donem embriyo gelisimi Once ovidaktta baslar ve uterusa
ulaginca hatching gecirerek blastosist asamasindaki embriyolar endometriyum ile ilk

fiziksel ve fizyolojik etkilesimi baglatir (H. Wang ve Dey, 2006).

Uterus epitel hiicreleri preovulatuvar dstrojen etkisi altinda gebeligin 1. giiniinde yogun
proliferasyona ugrarlar ve bu epitel proliferasyonu 2. giinde de devam eder. Yeni olusan
korpus luteumdan salgilanan progesteron gebeligin 3. giliniinde stromal hiicre
proliferasyonunu baglatir (Huet-Hudson ve ark., 1989). Stromal hiicre proliferasyonu, 4.
giin sabahinda salgilanan preimplantasyon &strojeni ile daha da uyarilir. Ostrojen ve
progesteronunn koordine etkileri, uterus epitel hiicre proliferasyonunu durdurur ve
farklilasmay1 baslatir. Implantasyon 4. giin gecesi baslandiktan sonra, implante
blastosistin etrafin1 saran stromal hiicreler yaygin olarak ¢cogalmaya baglar ve desidual

hiicrelere doniisiir (Sekil 2.17) (Y. M. Huet ve ark., 1989).
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Sekil 2. 17. Farelerde gebelik giinlerine gore uterus reseptivitesini gosteren ¢izim (H. Wang ve Dey,
2006).

Farelerde gebelik sirasinda, uterusta aktif bir blastosistin varligi implantasyon ig¢in
uyaricidir. Gebe farelerde, 1-3. giinlerde uterus prereseptif; 4. giinde (implantasyon
giinil) reseptif; 5'inci glinden sonra ise uterus nonreseptif hale gelir. Uterus prereseptif ve
nonreseptif haldeyken blastosist implantasyonuna izin vermez (Paria ve ark., 1993). Cok
kisa stireli Ostrojen konsantrasyonunun reseptivite siiresini belirledigi kabul
edilmektedir. Uterus ancak progesteron mevcudiyetinden 24-48 saat sonra az miktarda
Ostrojene maruz kaldiginda blastosist implantasyonuna hazir hale gelir (Y. Huet ve Dey,
1987).

2.9. Farelerde Reseptif Uterusta Vaskiiler Gecirgenlik Degisiklikleri
Farelerde blastosistin endometriyuma yaklagsmasi proinflamatuvar bir reaksiyon olarak
kabul edilir ve bu bolgede artan vaskiiler permeabilite makromolekiiler mavi boyanin

intravendz enjeksiyonu ile goriilebilir (Sekil 2.18) (Matsumoto, 2017).
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Sekil 2. 18. Chicago mavisi enjeksiyonundan sonra uterusta mavi bantlar seklinde goriilen implantasyon
bolgeleri. Ok baglar1 ovaryumlari, siyah oklar implantasyon bdlgelerini, kirmizi oklar inter-
implantasyon bolgelerini gostermekte (Song ve ark., 2002).

18



Bu boya serum proteinlerine baglanir ve boya-protein konjugati, blastosistin yaklastig
alanlarda vaskiiler gecirgenligin arttigt bolgelere sizar (A. Psychoyos, 1961). Bu
makromolekiiler mavi boya ¢ozeltisinin intraven6z enjeksiyonundan sonra implantasyon
bolgeleri uterus boyunca ayri mavi bantlar olarak gozlemlenebilir (Sekil 2.18). Bu
artmig vaskiiler gegirgenlik, blastosist ve uterus liimen epiteli arasindaki tutunma

reaksiyonu ile ¢akismaktadir (Matsumoto, 2017).

2.10. implantasyon

En basit tanim1 ile implantasyon embriyonun maternal uterusa yerlesme siirecidir ve
embriyonun gelismesine devam edebilmesi i¢in kritik 6neme sahiptir. Embriyo ve uterus
arasindaki karsiliklt etkilesim hala merak uyandiran ve sirlart tam olarak
aydinlatilamamis bir konudur. Insanlarda embriyo ile uterus arasindaki etkilesimleri
molekiiler diizeyde incelemenin zor olmasi, insan implantasyonunun incelenmesindeki
etik kisitlamalar ve deneyim zorluklari embriyo-uterus etkilesimlerinin dogrudan
analizini Onlemektedir. Bu nedenle bu alandaki bilgilerimizin ¢ogu kemirgenlerde

ozellikle de fare ve siganlarda yapilan ¢alismalar sonucunda elde edilmistir (Dey, 1996).

2.10.1. Farelerde Embriyo implantasyonu
Implantasyon siirecinde, embriyo ve uterus hiicreleri arasinda kompleks etkilesimler

gerceklesir. Implantasyon siirecinin temel olaylar1 su sekilde siralanabilir:

-
1

Preimplantasyon evresindeki embriyonun blastosist asamasina ve uterusun reseptif

evreye senkronize olarak gelmesi, (A Psychoyos, 1973)

2- Semiallogenik embriyonun maternal immiinolojik yanitlarindan kagmasi, (Beer ve
Billingham, 1978)

3- Blastosistin uterusa yakinlastig1 alanda artan vaskiiler permeabilitesi, (A Psychoyos,
1973)

4- Blastosistin uterus liimen epiteline ilk tutundugu alandaki endometriyal stromanin
lokal desidualizasyonu (DeFeo, 1967; A Psychoyos, 1973)

5- Embriyonik trofoblastlarin uterusa kontrollii invazyonu (D. R. S. Kirby ve Cowell,

1968)
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Bu asamalarda, hem embriyo hem de uterustaki hiicre tiplerinde proliferasyon,
farklilagsma, go¢ ve yeniden sekillenme olaylar1 goriliir. Bu kritik olaylar progesteron
(P4) ve ostrojen (E;) tarafindan aracilik edilen gegici ve hiicre tipine spesifik

etkilesimlere baglhdir.

2.10.2. Farelerde implantasyon Asamalar

Farelerde implantasyon, liimen epiteli invaginasyonu ile olusan bir kript (nidus) iginde
blastosist ~yuvarlanmasi ile gerceklesir. Implantasyon blastosist ile uterus
endometriyumu arasindaki yakin fiziksel ve fizyolojik temas ile baslar. Enders ve
Schlafke yaptiklar1 gozlemler sonucunda implantasyonu apoziyon, adezyon ve invazyon
olmak tizere {i¢ asamaya ayirmislardir (Enders ve Schlafke, 1969). Bu asamalar birbirini
takip eden siirekli bir siirectir. Apozisyon embriyoya ait trofektoderm hiicreleri ile liimen
epitelinin birbirine yaklastigi ve karsilikli etkilesime basladigi asamadir. Adezyon
asamasinda bu etkilesim uterus liimeninin yikanmasiyla blastosistin uzaklagamayacagi
kadar ilerlemistir. Invazyon asamasi ise liimen epitelinin trofektoderm tarafindan isgal

edilerek embriyonun endometriyuma penetre oldugu asamadir (Sekil 2.19).

Kemirgenlerde, apozisyon dncesi olusan stromal 6dem uterus liimeni daralmasina neden
olur. Liimen epiteli daralmasi ise trofektoderm mikrovillusu ile liimen epitelinin
birbirine yakinlagmasini saglar. Liimen kapanmasi blastosist varligindan bagimsiz olarak
gerceklesirken progesteron mevcudiyeti gereklidir. Adezyon asamasinda c¢ok sayida
glikoprotein ve karbohidrat ligand ve ligandlara ait reseptorler liimen epiteli ve
trofektoderm hiicreleri tarafindan eksprese edilir. Integrinler, selektinler, galektinler,
heparan siilfat proteoglikanlar (HSPG'ler), musin-1, kaderinler ve trofinin-tastin-bystin
kompleksi bunlara 6rnektir. Adezyon asamasinda blastosistin oldugu bolgede vaskiiler
permeabilite arttig1 icin makromolekiiler boyalarin intravendz uygulamalar1 ile
implantasyon alanlari mavi bant halinde gézlemlenebilir (Sekil 2.18) (H. Wang ve Dey,
2006).

Liimenin daralmaya basladig1 bolgelerde blastosistler liimen ekseni boyunca liimenin
antimezometriyal bolgesine yerlesirler. Liimen daralmasindan kisa bir siire sonra zona
ile kaplt blastosistler i¢ hiicre kitleleri rastgele olacak sekilde kriptlerde bulunurlar.
Ayrica blastosistler adezyon asamasinda farelerde i¢ hiicre kitleleri mezometriyal kutba
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bakacak sekilde konumlanirken insanda i¢ hiicre kitleleri limen epiteline bakacak
sekilde konumlanir. Bu gozlemler sonucunda tiim blastosist yiizeyindeki
trofoektodermin liimen epiteline tutunma potansiyeli oldugu ve tutunmanin zona
pellusida kaybindan hemen sonra gelisiglizel bir sekilde gerceklestigi yorumu

yapilmaktadir. Birgok kanit blastosistin dogru yonlenmesinin i¢ hiicre kitlesinin serbest

hareketiyle gergeklestigini onermektedir (D.R.S. Kirby, 1971; Finn ve Porter, 1975).

Embriyo implantasyonu |

faa

Tasmmm Oryantasyon Hatching Apozisyon Adezyon invazyon

Sekil 2. 19. Embriyo implantasyonunun asamalarini gésteren sema (Weimar ve ark., 2013).

Farelerde apozisyon asamasi hatch olmus blastosistte gebeligin (vajinal plak=1. giin ) 4.
giinii gece saatlerinde (20.00-24.00) baslar. Adezyon asamas1 5. giin gerceklesir. Uterus
limen epitelinde iki popiilasyon olusur: implantasyon bolgeleri ve inter-implantasyon
bolgeleri. Adezyon asamasindan birka¢ saat sonra implantasyon bolgesindeki epitel
hiicreleri trofektoderm ile etkilesim kurarlar ve hiicre oliimii veya entoz ile ortadan

kaldirilarak invazyona olanak saglarlar (Cha ve ark., 2012).

2.10.3. Memelilerde Implantasyon Tipleri

Blastosist ile maternal doku arasinda giiglii adezyon implantasyon igin gereklidir.
Blastosist implantasyonu i¢in maternal dokunun asindirildigi invazyon agsamasi memeli
tiirleri arasinda farkliliklar gdsterir. Bonnet ve arkadagslart memelilerde blastosist-uterus
etkilesimlerine gore implantasyonu ii¢ kategoriye ayirmislardir: Merkezi, eksentrik ve
intersisyal ( Sekil 2.20) (Bonnet, 1884).
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Merkezi Eksentrik intersisyal
Sekil 2. 20. Memelilerde implantasyon tiplerini gosteren sema (Bowen, 2000).

Merkezi implantasyonda blastosist genisleyerek uterusun merkezinde kalir. Etoburlar,
gevis getirenler, atlar ve domuzlar merkezi implantasyon goriilen memelilere Grnektir.
Eksentrik implantasyonda blastosist kiigiiktiir ve genellikle uterusa antimezometriyal
kismindan tutunur. Sigan ve fareler eksentrik implantasyon gosteren memelilere
ornektir. Interstisyel implantasyonda blastosist kiiciiktiir ve endometriyal epitelden
subepitelyel bag dokusuna geger. Bu tiir implantasyon genellikle nidasyon olarak
adlandirilir. Insan ve gine domuzu interstisyel implantasyon goriilen memelilere

Ornektir.

2.11. Reaktif Oksijen Tiirleri

Reaktif oksijen tiirleri (ROT), oksijen metabolizmas1 sonucu lretilen yiiksek oranda
reaktif molekiillerdir. Serbest radikaller olarak da bilinirler. Serbest radikaller, dis
yoriingelerinde en az bir eslenmemis elektron igeren oldukga reaktif molekiillerdir (Silva
ve Lima, 2015). Hidroksil radikali (OH") ve siiperoksit anyonu (O;) en bilinen serbest
radikal 6rneklerindendir (Sekil 2.21). Indirgeyici kosullar altinda molekiiler oksijenden
tiirer ve yiiksek konsantrasyonlart normal hiicresel fonksiyonlarinda zararli etkilere

neden olabilir (Silva ve Lima, 2015).

22



Radikaller

Siiperoksit 0,”
Hidroksil OH
Peroksil ROO
Alkoksil RO
Hidroperoksil HO,
Lipid peroksil LOO

Sekil 2. 21. Reaktif oksijen tiirlerine ait 6rnekler (Karabulut ve Giilay, 2016).

ROT, normal hiicre metabolizmas1 sirasinda olusur. Bagisiklik sisteminin aktivasyonu
dahil olmak iizere bircok fizyolojik olayda rol alirlar. Ornegin, bagisiklik sisteminin bir
parcasi olarak aktive olan fagositler, patojenleri 6ldiirmek i¢in hidrojen peroksit agiga
cikarirlar. Siiperoksit anyonunun da enfeksiyonlara karsi miicadelede rolii oldugu
bilinmektedir (Frey ve ark., 2009; Silva ve Lima, 2015). Ayrica fibroblast, endotel
hiicreleri ve kardiyak miyositler dahil olmak {izere fagositik olmayan hiicreler tarafindan
salinan ROT, farkli hiicre i¢i sinyal yollarinin diizenlenmesinde rol oynar. Ayrica
spermin kapasitasyonu, hiperaktivasyonu, akrozom reaksiyonu ve sperm-oosit
flizyonunda fizyolojik ROT gereklidir (Ashok Agarwal, Hamada, ve ark., 2012).

2.11.1. Oksidatif Stres

Oksidatif stres (OS), ROT ile antioksidanlar arasinda denge olmamasi ile karakterize bir
durumdur. ROT ler fizyolojik olarak oksidatif fosforilasyon ve trikarboksilik asit siklusu
boyunca elektron sizmasi ile mitokondride olusan dogal toksik yan iiriinlerdir (Devine
ve ark., 2012; Bause ve Haigis, 2013). Normal kosullarda saglikli bir kiside ROT iiretimi
ile antioksidanlar dengededir ve bu durum kararli redoks hali olarak tanimlanir. Ancak
redoks dengesindeki bozukluk OS’ye neden olarak hiicresel hasara yol acar (Devine ve
ark., 2012; Bause ve Haigis, 2013). OS’nin hem disi hem de erkek iireme sisteminde
normal fizyolojik ve patolojik olaylarda rol aldigi bilinmektedir (A. Agarwal ve ark.,
2003; A. Agarwal, Aponte-Mellado, ve ark., 2012; Lavranos ve ark., 2012). ROT’ nin

uygun miktarlarinin tireme sisteminde onemli rolleri vardir ve serbest radikallerin asir
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liretimi ya da antioksidan savunma mekanizmasinin bozulmasi hiicre hasarina yol agar

(A. Agarwal ve ark., 2005).
Baz1 Serbest Radikallerin Ozellikleri

Siiperoksit (O, )
Stiperoksit iyonu molekiiler oksijene (O) tek bir elektron aktarimi sonucunda olusur
(Sekil 2.22). Eslenmemis ¢ok reaktif elektrona sahip siiperoksit iyon radikali ROT’nin

hiicre iginde ve disinda olusumunda ve yayilmasinda ilk adimdir (Michelson ve ark.,
1977).

Hidroksil (OH-)

Hidroksil radikali (OH-), hidroksit iyonunun nétr halidir ve oldukga reaktif bir serbest
radikaldir [26]. DNA, proteinler, lipidler ve karbonhidratlar gibi organik ve/veya
inorganik molekiiller ile giiclii bir sekilde reaksiyona girebilir. Hiicrelerde diger

ROT'lerden daha fazla ciddi hasara neden olabilir (Barry Halliwell, 1987).

Hidrojen Peroksit (H,O;)

Hidrojen peroksit (H,O;), siiperoksit dismutaz enzimi (SOD) ile katalizlenen doniisiim
sonucu olusur (Sekil 2.22). Serbest radikal degildir ancak gecis metali iyonlarinin
varliginda hidroksil radikali (OH -) olusumu ile DNA'ya zarar verebilir (B. Halliwell ve
ark., 2000). Katalaz, glutatyon peroksidaz ve peroksiredoksin gibi antioksidan enzimler
H,0O,’yi ortadan kaldirabilir (Chae ve ark., 1999; Mates ve ark., 1999).

H;0, H,O

X\ 7Y
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e ——

HOCI | —— | 'O, | +CI
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] e :é"' Fe-" H R
( 0 o (
, Vga SOD \\ t.‘/‘ I/ ... ")
Oy ——tee 0. H,0, *OH | —X—s H,0
Shperoksit 0, Hidrojen OH Hidroksil
anyon radikull peroksit radikall

Sekil 2. 22. ROT olusum basamaklarinin sematize goriintisii.
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ROT olusumuna neden olan ekzojen kaynaklar arasinda ilaglar, metal iyonlari, ¢evresel
kirleticiler ve radyasyon bulunur. Cevresel kirleticilerden biri olan parakuat oldukca
giiclii sistemik bir zehirdir ve deri, gastrointestinal ve/veya solunum yollar1 ile emilebilir
(MERCAN, 2004). Parakuat tarim ve bahgecilik endiistrilerinde yaygin olarak kullanilan
hizl1 ve etkili bir herbisittir (S. Li ve ark., 2018).

Parakuat ([C12H1N2]*") yapisal olarak iki piridin halkasina sahip bipiridil (CsHaN)
yapidadir. Bipiridiller, elektronlarini O;’ye aktararak serbest radikal ve siiperoksit
radikali olustururlar (Sekil 2.23). Olusan radikaller lipit peroksidasyonuna neden olarak
tahrip edici etkisini meydana getirir (MERCAN, 2004).

Y e U =\ .
3N - - .. - e 3
x >
\\-_’_‘--'I./
7 N\
Katyon » A Serbest radikal

Sekil 2. 23. Parakuatin kimyasal yapisin1 ve ROT olusumunu gosteren ¢izim (Bus ve Gibson, 1984).

2.11.2. ROT Uretiminin Antioksidan Kontrolii

Canli hiicrelerde bulunan lipid, protein, niikleik asit ve karbohidratlar gibi hedef
molekiillerdeki oksidatif hasari, serbest radikalleri nétralize ederek engelleyen veya
geciktiren maddelere antioksidan ve bu olaya da antioksidan savunma adi verilir.
Organizmada serbest radikallerin olusum hizi ile bunlarin ortadan kaldirilma hizi bir
denge icerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Oksidatif dengenin
bozulmasi ile olusan OS, doku hasari ile sonuglanmaktadir. Enzimatik ve enzimatik
olmayan hiicresel antioksidan savunma mekanizmalart ROT iiretimini kontrol altinda

tutmaktadir (Nordberg ve Arner, 2001; Pham-Huy ve ark., 2008).

2.11.3. Enzimatik Antioksidan Sistem

Antioksidan enzimler serbest radikalleri indirgeyerek olusacak hasar1 onlemede rol
oynar. ROT ve RNT'nin indirgenmesinde dogrudan rol oynayan baslica antioksidan
enzimler siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPX) ve
glutatyon rediiktaz (GRX)’dir (Pham-Huy ve ark., 2008).
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SOD'lar, O,™nin ortadan kaldirilmasinda rol oynayan ilk enzimdir ve O, 'nin H,O, ve
O,'ye dontlisiimiinii katalizler (McCord ve ark., 1971). Bakir-¢inko i¢ceren SOD (Cu, Zn-
SOD veya SODI1) sitozolde dimerik, Mangan igeren SOD (Mn-SOD veya SOD?2)
mitokondride homotetramerik bulunan proteindir (Tabakoglu ve Durgut, 2013).
Ekstraseliiler SOD (EC-SOD veya SOD3) ise bakir ve c¢inko iceren tetramerik
glikoproteindir (Marklund, 1982; Marklund ve ark., 1982). SOD reaksiyonu asagidaki
gibidir:
20, + 2H"— H,0, + O,

H20; iiretiminin kontrolii, ROT yayilimina kars1 hayati bir rol oynayan ikinci enzimatik
adimdir. Hem glutatyon peroksidaz (GPX) hem de katalaz H,O,nin H;O'ya
doniistimiinii katalize eder. GPX'ler, selenyum-bagimsiz ve selenyum-bagimli olmak
tizere iki gruba ayrilan bir enzim ailesidir. Enzimin %60-75’i okaryot hiicrelerin
sitoplazmasinda bulunur. %25-40’1 ise mitokondridedir. Enzim aktivitesi eritrositler ve
karacigerde fazladir. GPX, hiicrenin sitozolik kompartmaninda lipid peroksidasyonuna
kars1 koruma ile hiicrenin yapisini ve fonksiyonunu korur (Mills, 1957).
GPX reaksiyonu asagidaki gibidir:

H,0; +2 GSH — 2 H,0 + GSSG

*GSH : Indirgenmis glutatyon
*GSSH : Oksitlenmis glutatyon
Katalaz ise peroksizomlar i¢inde bulunur ve yapisinda 4 adet “hem” grubu bulunduran
bir hemoproteindir (Chance ve ark., 1979). Karaciger, bobrek, miyokard, ¢izgili kas ve
eritrositlerde aktivitesi yiiksektir. Katalaz reaksiyonu asagidaki gibidir:

H,0, + H,0; — O, + 2 H,0

2.11.4. Enzimatik Olmayan Antioksidan Sistem

ROT nin ortadan kaldirilmasinda antioksidan vitaminler, eser elementler ve polifenoller
rol almaktadir. Antioksidan vitaminler dogrudan ROT’nin ortadan kaldirilmasini saglar.
Antioksidan o6zellikteki E vitamini, serbest radikallere yapisinda bulunan kromanol
halkasindaki fenolik gruptan hidrojen vererek nétralize edebilmektedir (Peh ve ark.,
2016). Provitamin A’nin 6nciilii olan karotenoid elektronik olarak uyarilmis molekiilleri

inaktive edebilir ve serbest radikal reaksiyonlarina katilabilir (Bendich ve Olson, 1989).
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C vitamini (askorbik asit) de ROT'yi temizleyebilir ve DNA hasarina karsi koruma
saglayabilir. Askorbik asit tokoperoksil radikalini indirgeyerek tokoferoliin yeniden
olusumunu saglayabilir. Ayrica, C ve E vitaminleri, lipid peroksidasyon firiinlerinin
tiretimini kontrol etmek i¢in GSH ile iliskili enzimlerle etkilesime girebilir (Machlin ve
Bendich, 1987).

Glutatyonun serbest radikaller ile reaksiyona girmesi hiicrenin oksidatif strese karsi
korunmasini saglamaktadir. Ayrica glutatyonun diger protein ve ksenobiyotiklerle olan
etkilesimi de oksidatif strese karsi koruma saglamaktadir (Barry Halliwell ve Gutteridge,
2015).

2.11.5. ROT’nin Disi Ureme Sistemindeki Fizyolojik Rolii

OS’nin hem disi hem de erkek tlireme sisteminde normal fizyolojik ve patolojik
olaylarda rol aldigi bilinmektedir (A. Agarwal ve ark., 2003; A. Agarwal, Aponte-
Mellado, ve ark., 2012; Lavranos ve ark., 2012). ROT’nin uygun miktarlarinin iireme
sisteminde onemli rolleri vardir ve serbest radikallerin asir1 iiretimi ya da antioksidan
savunma mekanizmasinin bozulmasi hiicre hasarina yol agacaktir (A. Agarwal ve ark.,
2005). ROT iki yiizii keskin bigak gibidir; fizyolojik siireclerde anahtar sinyal
molekiilleri olarak rol alirken ayni zamanda disi {ireme sistemini de iceren patolojik
stireclerde rol alirlar (Ishikawa, 1993; Paszkowski ve ark., 1995; Garcia-Pardo ve ark.,
1999; Jozwik ve ark., 1999). ROT'nin fizyolojik seviyeleri folikiillogenez, oosit
matilirasyonu, korpus luteum ve uterus fonksiyonu, embriyogenez, implantasyon ve feto-
plasental gelisimde ¢esitli sinyal iletim transdiiksiyonlar1 yoluyla 6nemli bir diizenleyici

rol oynar (A. Agarwal ve ark., 2008).

OS'nin disi iireme sistemi, preeklampsi (Takagi ve ark., 2004), hidatidiform mol (Harma
ve ark., 2003; Harma ve ark., 2004), serbest radikallerin neden oldugu dogum kusurlari
(Loeken, 2004) ve abortus gibi (Lagod ve ark., 2001) patofizyolojik olaylarda rol

oynadig ile ilgili literatiir artmaktadir.
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2.12. Fox Ailesi

“Fork head box (Fox)” ilk olarak Drosophila'da potansiyel bir transkripsiyon
diizenleyicisi olarak tanimlanmistir (Detlef Weigel, Jiirgens, ve ark., 1989). Fox ailesi,
mayalardan insana kadar tiim 6karyotlarda tanimlanmistir (Lehmann ve ark., 2003). Fox
transkripsiyon faktorleri, yaklasik 110 amino asitten olusan, 3 tane iyi korunmus a-helix,
3 tane PB-sheet ve 2 "loop" bolgesinden olusan kelebek benzeri bir goriiniime sahiptir
(Sekil 2.24) (Clark ve ark., 1993). Transkripsiyon faktorlerinde bulunan Fox alani,
heliks-doniis-heliks motifi ile DNA'y1 baglar, bu nedenle bu aile ‘wing heliks’ olarak da
adlandirlmigtir (Kaestner ve ark., 2000).

Sekil 2. 24. Fox ailesinin genel yapisin1 3 boyutlu olarak sematize eden ¢izim (Obsil ve Obsilova, 2008)
H:heliks, S:strand, W:wing like loop.

Fox ailesinin 1ilk {yesi, Drosophila melanogaster'de gerceklestirilen mutagenez
caligmalar1 sonucunda tanimlanmistir (D. Weigel, Jurgens, ve ark., 1989). Fox
transkripyon faktorleri hem gelisim sirasinda hem de yetiskin yagaminda genis dlgiide
eksprese edilir ve proliferasyon, farklilagsma, stres direnci, apoptoz ve metabolizmanin
kontrolii gibi ¢ok ¢esitli biyolojik fonksiyonlar1 kontrol eder (Obsil ve Obsilova, 2008).
Fox transkripsiyon faktorleri FoxA'dan FoxS’ye kadar degisen alt siniflara ayrilmaktadir
(Kaestner ve ark., 2000; Jackson ve ark., 2010; J. Wang ve ark., 2017).
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2.12.1. Fork Head Box O (FoxO) Alt Uyesi
FoxO alt sinift metabolizmanin diizenlenmesi, oksidatif stres direnci ve hiicre dongiisii
duraklatilmasinda rol oynar. FoxO'lar genellikle transkripsiyon aktivatorleri olarak islev

goriirler, ancak bazi durumlarda inaktivasyonda rol aldig1 da gézlenmistir (Lam ve ark.,
2013).

FoxO aktivitesi, stabilitesi ve lokalizasyonu, insiilin/IGF (The insulin/insulin-like
growth factor) sinyal yolagi ve ROT aracilign ile diizenlenebilir. Insiilin/IGF,
transmembran reseptorlerini aktive eder ve insiilin reseptdr substrati (IRS) proteinlerini
aktive eder. IRS proteinleri PI3K (phosphoinositol-3-kinase) aktivasyonu ile AKT'nin
(Protein Kinase B) fosforilasyonunu ve aktivasyonunu saglar. Aktif AKT, FoxO
proteinlerini li¢ bolgede fosforilleyerek inaktive eder ve niikleus disina ¢ikmasini
tetikler. AKT ile fosforillenen FoxO sitoplazmada 14-3-3 proteinlerine baglanir ve
degradasyona ugrar. Fosfataz ve tensin homologu (PTEN), FoxO fosforilasyonunu ve
PI3K aktivasyonunu inhibe ederek FoxO’nun niikleusta kalmasini destekler. Insiilin/IGF
sinyalinin inhibe edici etkisinin tersine, ROT c-Jun N-terminal kinazim1 (JNK) aktive
ederek FoxO'nun niikleusta kalmasini ve aktivasyonunu destekler. JNK, FoxO'lari
dogrudan fosforile ederek aktiflestirir. Aktif FoxO’lar hiicre homeostazin1 destekleyen

cesitli hiicresel siirecleri diizenler (Sekil 2.25) .
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Sekil 2. 25. FoxO aktivitesi, stabilitesi ve lokalizasyonunun sematize hali (Brown ve Webb, 2018).
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FoxO transkripsiyon faktorleri TGTTTAC sekansini taniyan yaklasik 110 aminoasitlik
forkhead DNA baglanma bolgesi ile karakterizedir. FoxO’lar DNA baglanma bolgesine
ek olarak niikleer lokalizasyon sekansi (NLS), niikleer eksport sekansi (NES) ve C-
terminalinde heliks motifi olan LXXLL (L: 16sin, X: herhangi bir aminoasit)
transaktivasyon domeyni (TAD) igeren motife sahiptir (Sekil 2.26). FoxO ailesi iiyeleri
bu alanlarda yiiksek oranda korunmus gen dizilerine sahiptir (Brown ve Webb, 2018).
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Sekil 2. 26. FoxO'larin protein domeynlerini ve post translasyonel modifikasyon bélgelerini gésteren
sema (Ma ve ark., 2018).

Memelilerde, FoxO1 (FKHR), FoxO3 (FKHRL1), FoxO4 (AFX) ve FoxO6 olmak {izere
4 FoxO ailesi liyesi tanimlanmustir (Sekil 2.26) (Kaestner ve ark., 2000; Hannenhalli ve
Kaestner, 2009). FoxO6 sadece eriskin beyninde eksprese edilmesine ragmen FoxOl,

FoxO3 ve FoxO4 dokuya ve gelisim asamasina gore degiskenlik gostermektedir.

2.12.2. FoxO Transkripsiyon Faktorlerinin Post-Translasyonel Modifikasyonlarla
Diizenlenmesi

Post-translasyonel modifikasyonlar (PTM) FoxO transkripsiyon faktorlerinin niikleusa
giris/¢ikisini ve DNA motifine baglanma afinitesini etkiler (Tsuchiya ve Ogawa, 2017).
FoxO proteinlerinde fosforilasyon, metilasyon, ubikutinasyon, asetilasyon/deasetilasyon,
glikozilasyon ve nitrozilasyon dahil olmak tizere 400’lin iizerinde PTM belirlenmistir
(Sekil 2.27) (Z. Wang ve ark., 2016). Bu PTM’ler FoxO’larin lokalizasyon, stabilite
veya protein-protein etkilesimlerini etkileyerek FoxO aktivitesini indiikler veya inhibe
eder (Brown ve Webb, 2018).
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Sekil 2. 27. FoxO transkripsiyon faktorlerini diizenleyen temel mekanizmalar (Glauser ve Schlegel, 2007)
Ub:ubikuitin, P: fosfat grubu, Ac: asetil grubu.

ROT seviyelerindeki degisikliklere cevap veren ve FoxO antioksidan aktivitesini
diizenleyen FoxO PTM'leri arasinda fosforilasyon, asetilasyon ve ubikutinasyon yer alir
(Sekil 2.27). FoxO normalde sitoplazmada inaktif halde bulunmaktadir. A¢lik ve
oksidatif strese yanit olarak aktive olunca transkripsiyonel aktiviteyi baslatmak igin
niikleusa transloke olur (Eijkelenboom ve Burgering, 2013). FoxO aktivasyonu, hedef
genleri etkileyerek antioksidan enzimler SOD ve katalaz ekspresyonu ile oksidatif strese

kars1 direncin arttirilmasini saglar (Sekil 2.28) (Zhao ve ark., 2017).

ROT ( O; ,HO*, H:0;)

C".- “9 -

! > Stres direnci

Sekil 2. 28. ROT kaynakl oksidatif stres ile FoxO regiilasyonu modeli (Ponugoti ve ark., 2012).
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FoxO’larm Fosforilasyon ve Ubikutinasyonu

FoxO'lar ¢esitli protein kinaz tiirleri ile farkli bolgelerinden fosforile edilir ve hiicre ici
lokalizasyonu, DNA’ya baglanma afinitesi ve transkripsiyon aktivitesi degisir. FoxO’lar
AKT fosforilasyonu ile inaktive olurlar (Sekil 2.29). AKT’nin yanisira SGK (Serum and
glucocorticoid-induced kinase), CK1 (Casein kinase-1), CDK2 (Cyclin-dependent
kinase 2), DYRK1a (Dual-specificity tyrosine phosphorylation and regulated kinase 1a),
ERK (Extracellular signal-regulated kinase) ve IKK (IkB kinase) gibi diger kinazlar da
FoxO’lar1 fosforilleyerek inaktive ederler. FoxO’nun fosforilasyonu FoxO’nun niikleus
disina ¢ikmasina dolayisiyla da apoptozda rol alan hedef genlerinin inhibisyonuna neden

olur (Zhu ve ark., 2008; X. Wang ve ark., 2012).

FoxO degradasyonu ubikuitin-proteozom sistemi tarafindan diizenlenir. FoxO’nun AKT,
IkB kinaz (inhibitor of kappa B) ve ERK ile fosforillenmesi poli-ubikutinasyon ve
proteozom bagimli degradasyona neden olarak FoxO protein miktarinin diismesine

neden olur (Sekil 2.29) (Matsuzaki ve ark., 2003; Hu ve ark., 2004; J. Y. Yang ve ark.,

2008).
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Sekil 2. 29. FoxO fosforillenmesini ve ubikutinasyonunu gosteren sema (Tsuchiya ve Ogawa, 2017).
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FoxO’larin Asetilasyon ve Deasetilasyonu

FoxO’lari lizin rezidiilerindeki protein asetilasyonu histon asetiltransferazlar (HAT) ve
histon deasetilazlar (HDAC) tarafindan diizenlenir (Haigis ve Sinclair, 2010; Choudhary
ve ark., 2014). FoxO'lar asetillendiginde transkripsiyonel aktivitesi artabilir veya
azalabilir ve boylece biyolojik islevleri degisir (Tsuchiya ve Ogawa, 2017). FoxO'nun
DNA’ya baglanma aktivitesi asetilasyon ile azaltilabilir ve deasetilasyon ile artirilabilir

(Tia ve ark., 2018).

FoxO1 asetilasyonu ii¢ lizin rezidiisiinde (Lys242, Lys245 ve Lys262) kalsiyum yanit
eleman1 baglama (CREB) baglayict protein (CBP) ve p300 gibi HAT'lar ile
gergeklestirilir (Sekil 2.28) (Matsuzaki ve ark., 2005; van der Heide ve Smidt, 2005).

FoxO'larin asetilasyonu, DNA baglama yetene8ini azaltarak transaktivasyon
aktivitelerini azaltabilmektedir (van der Heide ve Smidt, 2005). Sirtuin 1 FoxO'lar
deasetile edebilir ancak FoxO ve Sirtuin 1'in iliskisi karmagiktir ve Sirtuin 1'in FoxO
fonksiyonu iizerindeki etkisi hedef genlere bagli olarak degismektedir (Giannakou ve
Partridge, 2004). Sirtuin 1, FoxO’yu deasetile ederek bir ¢ok hiicresel fonksiyonu
diizenlemesine ragmen Sirtuin 1 tarafindan FoxO deasetilasyonunun FoxO’nun
transkripsiyonel aktivitesi iizerine etkileri ile ilgili ¢eligkili bulgular bulunmaktadir.
Ornegin baz1 arastirmalarda Sirtuin 1 tarafindan FoxO deasetilasyonunun FoxO
transkripsiyonel aktivitesini artirdigi bulunmustur (Daitoku ve ark., 2004; van der Horst
ve ark., 2004). Buna karsin diger bazi aragtirmalar ise Sirtuin 1’in FoxO’nun
transkripsiyonel aktivitesini downregiile ettigini gostermistir (Motta ve ark., 2004; Y.
Yang ve ark., 2005). Bu celiskiler FoxO protein fonksiyonunun asetilasyon/
deasetilasyon aracilifiyla diizenlenmesine ek olarak diger bazi mekanizmalarin da

olabilecegini diisiindiirmektedir.

OS ve Sirtuin 1 aktivatorlerinin FoxO1’in deasetilasyonunu ve dolayisiyla niikleusta
kalmasin1 tetikleyerek hiicre siklusunun duraklamasi, oksidatif stres direnci ve
apoptozun baskilanmasi ile ilgili genlerin aktivasyonunu sagladigi diistiniilmektedir
(Sekil 2.30) (Brunet ve ark., 2004). Sirtuinler, FoxO-bagimli yanitlar1 apoptoz yoniinden
hiicre siklusu duraklamasi ve stres direnci yoniine degistirebilir (Furukawa-Hibi ve ark.,
2002; Tran ve ark.,, 2002). Sirtuin 1’in FoxOl ve FoxO4 aktivasyonu ile p27
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ekspresyonunu indiikleyerek hiicre siklusu duraklamasini sagladigt ve MnSOD ve
GADDA45 (growth arrest and DNA damage-inducible protein 45) diizeylerini artirarak
oksidatif stres direncini indiikledigi bildirilmistir (Furukawa-Hibi ve ark., 2002; Brunet
ve ark., 2004).

Sitoplazma | Niikleus

_R® | eLe @ﬁ\

FOXO )P .—(>“ ( FOXO ) — (Foxo)

e @ v

Proliferasyon ) Duraklama Duraklama

\

Hayatta Kalma { Hiicre dliimi Hayatta kalma
Stres suvunmase

Uzun dmibrlalik

Sekil 2. 30. FoxO ve Sirtuin arasindaki iligkiyi gosteren sema (Lam ve ark., 2006).

FoxO ailesi iiyelerinin rollerinin anlagilmasi i¢in FoxO1, FoxO3 ve FoxO4 genleri
farelerde silinmistir. Heterozigot FoxO1"" fareler yasamini siirdiirebilirken, homozigot
FoxO1” fareler embriyonik olarak letaldir. Bu durum embriyonik gelisim icin FoxO
fonksiyonunun énemini vurgulamaktadir. FoxO1™” fare embriyolar1 daha kiigiiktiir ve
embriyonik 10.5’inci giinde oOliirler. FoxO1” farelerin letalitesinin nedeni primer
vaskiilarizasyon defektidir (Sekil 2.31) (Hosaka ve ark., 2004). Ayrica FoxO faktorleri
dogumdan sonra da vaskiilarizasyona katkida bulunmaya devam ederler (Potente ve ark.,

2005).

Foxo1 +/-

Sekil 2. 31. Embriyonik 9.5 giinliik Foxol™", Foxol™ ve Foxol™ farelere ait yolk keselerinin goriintiisii
(Hosaka ve ark., 2004).

34



Foxo3” disi fareler daha farkli bir fenotipe sahiptir, baslangicta fertil iken, 15. haftadan
itibaren infertil hale gelmektedirler. Bu ikincil infertilitenin oosit 6liimiine ve folikiil
popiilasyonunun tiikenmesine neden olan ovaryan folikiil aktivasyonuna (prematiir
ovaryan yetmezlik) bagh oldugu goriilmektedir (Castrillon ve ark., 2003). FoxO4™"
farelerde belirgin bir fenotip gozlenmemistir. Ancak FoxO4” farelerde inflamatuar
uyaranlara yanit olarak kolon inflamasyonunun arttigi gézlenlenmistir (L. Lin ve ark.,

2004).

2.13. Histon Deasetilazlar

Protein asetilasyonu, DNA tanima, protein-protein etkilesimi, katalitik aktivite ve
protein stabilitesi gibi hiicresel fonksiyonlar1 diizenleyen post-translasyonal bir
modifikasyondur (Kouzarides, 2000). Asetilasyon, histon asetiltransferazlar (HAT’ler)
ve histon deasetilazlar (HDAC'ler) tarafindan antagonistik bir mekanizma ile kontrol

edilir (Sekil 2.32) (J. Zhang ve Zhong, 2014).

e 0 0 O

@\®
S

Sekil 2. 32. Histon asetiletransferaz (HAT) ve histon deasetilaz (HDAC)’lar tarafindan kromatin
konformasyonu (Schneider ve ark., 2013).

HDAC ! ler asetil gruplarin histonlar tizerindeki lizin rezidiilerinden uzaklastirilmasini
katalize ederler ve pozitif yikii geri yiiklerler, bu da histon-histon ve histon-DNA
etkilesimlerinin stabilizasyonu ile sonuglanir. Sonug¢ olarak, kromatin yogunlagmasi
meydana gelir ve DNA'daki spesifik baglanma bdlgelerine transkripsiyon faktorlerinin
erisimi kisitlanir yani histonlarin deasetilasyonu genelde transkripsiyonel baskilama ile

iliskilendirilir (Yoon ve Eom, 2016).
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HAT'ler histon kuyruklarinin N terminallerinin hiperasetilasyonunu indiikler. HAT ler
ile histonlarin asetilasyonu DNA'nin agilmasina neden olarak sonrasinda transkripsiyon
faktorleri ve RNA polimeraz II'nin gen transkripsiyonunu baglatmasima izin verir
(Takata ve Ishikawa, 2003; Barnes ve ark., 2005). Bu iki antagonistik eylem arasindaki
denge, ¢ok sayida gelisimsel siireci yonetmektedir ve dengenin bozulmasi da bir¢ok

hastaliga neden olabilmektedir (J. Zhang ve Zhong, 2014).

Insanlarda, HDAC'ler geleneksel olarak dizi benzerliklerine gore smiflar olarak
kategorilere ayrilmistir (Sekil 2.33). Bunlar simif I proteinleri (HDAC1, HDAC2,
HDAC3 ve HDACS), smuf II proteinleri (HDAC4, HDACS, HDAC6, HDAC7, HDAC9
ve HDACI10), siif III proteinleri (SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRTS, SIRT6 ve
SIRT7) ve smif 1V proteinidir (HDACI11) (Seto ve Yoshida, 2014).

Smif I, II ve IV HDAC'ler enzim aktiviteleri i¢in kofaktor olarak ¢inko kullanir. Smif 111
HDAC'ler, kofaktorii olarak nikotinamid adenin diniikleotite (NAD) gereksinim duyar
ve smif I, Il ve IV HDAC inhibitérlerine karst duyarsizdirlar (S. Imai ve ark., 2000b)

Klasik HDAC ler (Histon deasctilaz ailesi)

Simf' | Sirtuinler (Sir2 diizenleyici ailesi)
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woac2 (I T u i SIHTY | — :;‘ :m“vl:“m

woacs [ SIFNT2 P — ’v:‘.‘..u.-.,. Soeparma
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: [7] Enzimatik domeyn
Simf V1

HDACTY j _
Sekil 2. 33. insan HDAC'lerinin domain organizasyonunun sematize hali (Seto ve Yoshida, 2014).
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2.13.1. Sirtuinler

Sirtuinler, NAD" bagimli sinif 111 histon deasetilaz ailesidir. Sirtuin gen ailesinin kurucu
tiyesi olan SIR2 (silent information regulator 2) asil olarak mayada hiicrenin Omiir
uzunlugu ile ilgili bir gen olarak bulunmustur (lvy ve ark., 1986; S. Kim ve ark., 1999).
Yiiksek oranda korunmus olan SIR2 geni homologu olan sirtuin ailesi genleri daha sonra
bakteriler, solucanlar, sinekler, bitkiler ve memelilerde de gozlenmistir (Michan ve
Sinclair, 2007). 1999 yilinda Roy Frye insanda SIR2 homologlarini sirtuin adiyla
tanimlamistir  ve SIRT2’nin  ADP-ribosil transferaz olarak davranabilecegini
gozlemlemistir (Roy A Frye, 1999). 2000 yilinda SIRT2’nin histon deasetilaz aktivitesi
oldugu; besin ve strese cevap olarak seviyesinin degisebildigi ve redoks reaksiyonlari
icin kofaktdr olarak NAD"a gereksinim duydugu bildirilmistir (S.-1. Imai ve ark.,
2000a; Landry ve ark., 2000).

Tiim sirtuinler, hiicresel proteinlerden asetil gruplarini ayirmaktadir ve bu translasyon
sonrasi kimyasal modifikasyon, protein lokalizasyonunu ve fonksiyonunu énemli 6l¢iide
etkilemektedir. Sirtuinler, deasetilasyon icin hedef olarak asetile substrattan asetil
grubunu NAD'nin ADP-riboz kismina aktarir ve sonug¢ olarak 2’-O-asetil-ADP-riboz,
nikotinamid (NAM) ve deasetillenmis substrat olusur (Verdin, 2014) (Sekil 2.34).
NAD'/NADH oranindaki degisim sirtuinlerin aktivitesini kontrol ettiginden, bu ailenin
tiim {yeleri hiicrenin enerji durumunu algilamada ¢ok dnemli bir role sahiptir (H. Yang

ve ark., 2007; Houtkooper ve ark., 2010).

37



s " @'CONHZ
‘a ADP- _O._ OH N-
HOH OH + ¢
OH Q .

o)
a4 Deasetilaz
H

SIRTUIN AKTIVITELERI
O\ .CONHz

J
ADP a Mono-ADP-Ribozil Transferaz
H

OH OH CONH, ADP
(]

RN +
. OH OH

Sekil 2. 34. Sirtuinlerin enzimatik aktivitesinin sematize hali (Michan ve Sinclair, 2007).

Memelilerde hiicre ici lokalizasyon, doku dagilimi ve protein substratlar1 farklilik
gosteren 7 adet Sirtuin (SIRT1-7) bulunur (Sekil 2.34) (Tablo 2.1) (Michishita ve ark.,
2005). Bu yedi izoform, 275 amino asitten olusan ayni evrensel katalitik ¢ekirdek
bolgesini paylasir ve farkli hiicre igi lokalizasyon gosterir (Wakino ve ark., 2015).
Sirtuinlerin lokalizasyonu hiicrede sitoplazma, niikleus ve/veya mitokondride olabilir
(Kucinska ve ark., 2010). SIRT1, SIRT2, SIRT6 ve SIRT7 niikleusta, SIRT3, SIRT4 ve
SIRTS mitokondride lokalizeyken SIRT1 ve SIRT2 hem niikleus hem de sitoplazmada
lokalizedir (Tablo 2.1) (Blander ve Guarente, 2004).

Memeli sirtuin ailesinde en giiclii deasetilaz aktivitesini SIRT1, en zayif deasetilaz
aktivitesini ise SIRTS gosterir (North ve ark., 2003). SIRT4 ve SIRT6, mono-ADP-
ribozil tranferazlardir (Liszt ve ark., 2005; Haigis ve ark., 2006). SIRT2 ve SIRT3 i¢in
hem deasetilaz hem de mono-ADP-ribozil tranferaz aktiviteleri tespit edilmistir (Roy A
Frye, 1999; North ve ark., 2003).
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Tablo 2. 1. Sirtuinlerin hiicrede yerlesimi, bulundugu dokular ve enzimatik aktiviteleri (Favero ve ark.,
2015; Poulose ve Raju, 2015).

Hiicresel Doku ekspresyonu Enzim aktivitesi
yerlesim
SIRT1 | Niikleus ve Yag dokusu, kalp, bobrek,retina, Deasetilaz
sitoplazma karaciger, iskelet kaslari, damarlar
SIRT2 |Sitoplazma Yag dokusu, beyin, kalp, karaciger, | Deasetilaz
(niikleus) iskelet kaslari, damarlar
SIRT3 |Niikleus ve Yag dokusu, beyin, kalp, bobrek, Deasetilaz
mitokondrial | karaciger oosit,iskelet
matriks kaslari,damarlar
SIRT4 | Mitokondri Beyin, kalp, bobrek, karaciger, ADP-ribozil transferaz,
damarlar
SIRTS5 | Mitokondri Kalp, karaciger, damarlar, timus, Deasetilaz, demalonilaz,
ve sitoplazma | beyin, bobrek destiksinilaz, deasilaz,
SIRT6 |Niikleus ve Beyin, kalp, karaciger, retina, Deasetilaz, ADP-ribozil
endoplazmik | iskelet kaslari, timus, damarlar, transferaz
retikulum bobrek, testis
SIRT7 |Niikleus ve Kalp, damarlar, karaciger, beyin, Deasetilaz
niikleolus iskelet kasi

Sirtuinler amino asit sekanslarina gore sinif I (SIRT1-3), smif II (SIRT4), sinif III
(SIRTS) ve simif IV (SIRT6 ve 7) olarak siniflandirilirlar (R. A. Frye, 2000).

Sirtuinler, apoptoz, lipit metabolizmasi, stres cevabi ve inflamasyon gibi ¢esitli hiicresel
stireclerde 6nemli rol oynarlar (Brunet ve ark., 2004; Motta ve ark., 2004; Purushotham
ve ark., 2009; T. F. Liu ve McCall, 2013).

2.13.2. Sirtuin 1

Sirtuin 1, histon ve histon olmayan hedeflerini deasetile edebilen siif III histon
deasetilazdir (HDAC). Sirtuin 1; apoptoz, gen regiilasyonu, genomun strdiiriilmesi,
DNA onarimi, yaslanma, kanser ve gelisim gibi siireglerde rol alir (Rifai ve ark., 2018).
Sirtuin 1’in subseliller lokalizasyonu, hiicre tipine, stres durumuna ve molekiiler
etkilesimlere baglidir. Sirtuin 1 hem niikleus hem de sitoplazmada gézlenmistir (Cohen
ve ark., 2004; Michishita ve ark., 2005; Tanno ve ark., 2007). Histonlardaki ve hedef

proteinlerdeki asetil grubunun Sirtuin 1 ile uzaklastirilmasi hedef gen ekspresyonu ve
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protein aktivitelerini diizenler (Cheng ve ark., 2003; McBurney ve ark., 2003; Sequeira
ve ark., 2008; Jinping Zhang ve ark., 2009).

2.13.3. Sirtuin 1 Aktivatorleri

Kalori kisitlamasinin  memelilerin yasam siiresini uzatmak i¢in etkili oldugu
bilinmektedir. Kalori kisitlamasinin sirtuin genleri silinince yasam siiresini uzatmadigi
gozlemlenmistir. Sirtuinlerin uzun Smiirliiliik {izerindeki etkilerine dayanarak, SIRT1’i
aktive eden ilaglarin kesfi onem kazanmustir (S. J. Lin ve ark., 2000; Rogina ve Helfand,
2004). Tanmimlanan ilk SIRT1 aktivatorleri resveratrol, biitein, kuersetin, piceatannol gibi
bitki tiirevli polifenollerdir (Sekil 2.35).

0 0 G g

RESVERATROL QUERCETIN PICEATANNOL

Sekil 2. 35. Sirtuin 1’i aktive eden bitki tiirevli polifenoller (Stunkel ve Campbell, 2011).

Resveratrol, inflamasyon, oksidatif stres, apoptoz, mitokondriyal disfonksiyon ve
anjiyogenez gibi ¢esitli yolaklara karsi1 etkili bir role sahiptir (Sekil 2.36). Sarapta diistik
dozlarda bulunan resveratroliin Sirtuin 1 aktivasyonuyla maya Omriinii uzattig
gosterilmistir. (Pieszka ve ark., 2016). Milne ve arkadaslar1 Sirtuin 1 aktivatorii olan ve
yapisal olarak resveratrole benzemeyen SRT1720’yi tamimlamiglardir (Sekil 2.36).
SRT1720’nin resveratrol ile ayn1 bolgeye baglandig1 ve Sirtuin 1’1 aktive ettigi tespit
edilmistir. SRT1720, resveratrole kiyasla daha yiiksek etkinlik gostermektedir.
SRT1720’nin Sirtuin 1’1 resveratrolden 1000 kat daha fazla aktive ettigi rapor edilmistir
(Milne ve ark., 2007). SRT1720 uygulamasmin yiiksek yagla beslenen ve yash
farelerdeki metabolik defektleri iyilestirdigi gosterilmistir (Feige ve ark., 2008; Minor ve
ark., 2011).
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Sekil 2. 36. Sirtuin 1’in aktivatorlerinden resveratrol ve SRT1720’nin yapilar: (Baur, 2010).

2.13.4. Sirtuinlerin Disi Ureme Sistemindeki Rolleri ile iliskili Baz1 Cahsmalar

Sirza™" fareler, dogumdan sonra normalden daha kiiciiktiir ve ¢ogu postnatal donemde
Slmiistiir. Hem disi hem de erkek Sir2a™ farelerin steril oldugu gozlemlenmistir. Sirza™
disi farelerde ovaryumlar kiiclik, endometriyum incedir, bu farelerde tiim folikiiller
olmasina ragmen korpus luteumun olmadigi, ovulasyonun olmadig: ve didstrus fazinin

kalict oldugu gézlemlenmistir (McBurney ve ark., 2003).

Coussens ve arkadaglar1 (2008) Sirt1” germ hiicrelerini degerlendirmislerdir. In vitro
fertilizasyon i¢in Sirtl™ ve Sirt1*" farelerin gametlerini kullanarak embriyolar iiretmis
ve canli yavru sayisimi karsilastirmiglardir. IVF Sirtl” sperm velveya oosit ile
yapildiginda 2 hiicreli zigot ve canli yavru sayisinin azaldigi gozlemlenmistir (Coussens

ve ark., 2008).

Sirtuinlerin ekspresyonu, memeli ovaryumlarinda, graniiloza hiicrelerinde, oositlerde ve
embriyolarda gozlenmistir (Tatone ve ark., 2015). Kwak ve arkadaglar1 (2012) domuz
embriyolar: ile yaptiklar1 ¢aligmalarinda sirtuinin embriyonik gelisiminde rol aldigini
gostermislerdir (Kwak ve ark., 2012). Sirtl, 2 ve 3 mRNA’larinin metafaz oositten
blastosiste kadar azalan bir ekspresyon paterni gosterdigini ve sirtuin inhibitdrleri olan
NAM (nikotinamid) ve sirtinol uyguladiklarinda blastosist gelisiminin azaldigini

bulmuslardir.

Liu ve arkadaslar1 (2013) farelerde yaslanmaya bagli dogurganligin azalmasina karsi

resveratroliin koruyucu etkisini gostermislerdir (M. Liu ve ark., 2013). Resveratrol
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muamelesi, saglikli folikiil sayisini, telomer uzunlugu ve aktivitesini, oosit miktart ve

kalitesini artirmistir ve ovaryum yaslanmasini dnlemistir.

Pacella-Ince ve arkadaslari (2014) diisik ovaryum rezervine sahip ve ileri yas
kadinlardan aldiklar1 graniiloza ve kumulus hiicrelerinde Sirtuin 3 ve Sirtuin 5
miktarlarinin saglikli kadinlara oranla azaldigini gostermislerdir (Pacella-Ince, Zander-
Fox, & Lan, 2014; Pacella-Ince, Zander-Fox, & Lane, 2014).

Fu ve arkadaslar1 (2014) H,0; ile oksidatif stres olusturduklari insan graniiloza hiicre
kiiltiirlerinde Sirtuin 3 mRNA diizeylerinin upregiile oldugunu géstermislerdir (Fu ve
ark., 2014). insan graniiloza hiicrelerinde Sirtuin 3’ii siRNA ile knockdown ettiklerinde
ROT olusumunun arttigini ve progesteron saliniminin azaldigini gostermislerdir.
Arastirmacilar Sirtuin 3, graniiloza hiicrelerinde ROT olusumunu diizenleyerek

folikiilogenez ve luteinizasyonda pozitif bir rol oynuyor olabilir yorumunu yapmislardir.

Zhou ve arkadaslar1 (2014) yaptiklar1 ¢alismada yiliksek yag diyetiyle indiiklenen
obezitenin folikiil gelisimini hizlandirarak folikiil kaybina neden oldugunu ancak bu
farelere Sirtuin 1 aktivatorii olan SRT1720 uyguladiklarinda folikiil havuzu rezervinin

korundugunu géstermislerdir (Zhou ve ark., 2014).

Poidatz ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada (2015) hem IUGR hem PE goriilen
plasentalardaki Sirtuin 1 mRNA ekspresyon diizeyinin kontrole oranla daha diisiik
oldugunu gostermislerdir (Poidatz ve ark., 2015).

Lappas ve arkadaslart (2011) Sirtuin 1 ve Sirtuin 6 ekpsresyonlarinin dogumdan sonra
dogum Oncesine gore plasenta, amniyon ve koryonda oOnemli Olgiide azaldigini
gostermislerdir (Lappas ve ark., 2011). Sirtuin 1 ve 6’nin downregiile olmasinin insanda

dogum olayinin baglamasi ile iliskili olabilecegi yorumunda bulunmuslardir.

Sirtuin 1’in insan endometriyumdaki ekspresyonu Asaka ve arkadaslart (2015)
tarafindan gosterilmistir (Asaka ve ark., 2015). immiinohistokimya yéntemini kullanarak
Sirtuin 1’in sitoplazmik olarak bez epiteli hiicrelerinde lokalize oldugunu; proliferatif ve
postmenapozal fazlara kiyasla sekretuvar fazda Sirtuin 1 ekspresyonunun daha fazla

oldugunu gozlemlemislerdir.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu tez galismasi Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu tarafindan
15/02/2017 tarihli B.30.2.AKD.0.05.07.00/23 sayili etik kurul onay1 alindiktan sonra
gergeklestirildi.

Bu arastirmada Akdeniz Universitesi “Deney Hayvanlari Unitesi” tarafindan temin
edilen daha once hi¢ deneye girmemis, ¢iftlesmemis ve standart laboratuvar kosullarinda
beslenen Balb/C 1rki yetiskin 49 adet disi fare (6-8 haftalik); 20 adet BALB/C 1rki
yetiskin erkek fare (12-16 haftalik) kullanildi.

3.1. Deney Gruplarimin Olusturulmasi Sirasinda Kullanilan Soliisyonlarin

Hazirlanmasi

Chicago mavisi hazirlanmasi
Chicago blue boyas1 (#C8679 - Sigma) %1°lik hazirlandi. Bunun i¢in 1 gr Chicago blue
100 ml %0.9 NaCl i¢inde ¢ozildii .

Parakuat hazirlanmasi

Parakuat diklorit (#36541-Sigma) %0.9 NaCl i¢inde ¢ozildi. 90 mg NaCl, 10 ml steril
su igerisinde ¢oziilerek %0.9’luk NaCl hazirlandi. Sonra 6 mg parakuat 1 ml % 0.9 NaCl
icinde ¢oziildii ve alikuatlanarak -20°C’ye kaldirildi. Enjekte edileceginde oda 1sisinda

erimesi i¢in bekletildikten sonra kullanildi.

SRT1720 hazirlanmasi

10 mg SRT1720 (A10862- Generon) lizerine 50 ul DMSO eklendi. SRT1720’nin
¢oziinmesi i¢in iyice vortekslendi ve 45°C’lik su banyosunda 45 dakika bekletildi (Sekil
3.1a). SRT1720 ¢oziindiikten sonra iizerine 300 ul PEG400 (Polietilen Glikol 400)
(#8074850050, Merck) ve 20 ul Tween-80 (#P4780, Sigma) eklendi ve vortekslendi.
630 pl steril su ilave edilerek toplam hacim 1 ml’ye tamamlandi (Sekil 3.1b) ve
alikuatlanarak -20°C’ye kaldirildi (Sekil 3.1c). Enjekte edilecegi zaman -20°C’den
alimarak 36°C su banyosunda 5 dakika bekletilip vortekslendikten sonra enjeksiyon i¢in

kullanildi.
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Sekil 3. 1. Sirtuin 1 aktivatorii SRT1720°nin hazirlanma asamalarina ait fotograflar goriillmektedir.

3.2. Deney Gruplarimin Olusturulmasi
Deney gruplari agsagidaki gibiydi:

1- Kontrol grubu (n=10)

2- Vehicle grubu (n=10)

3- Parakuat grubu (n=10)

4- SRT1720 grubu (n=10)

5- SRT1720 + parakuat grubu (n=9)

Kontrol Grubunun Olusturulmasi
Kontrol grubunu olusturmak i¢in (n=10) fare kullanildi. Bunun i¢in, kendine ait kafeste

yasayan erkek farenin yanina aksam tizeri 2 ya da 3 adet disi fare konuldu, ertesi sabah
disi farelere vajinal plak kontrolii yapildi. Vajinal plak goriilen disiler gebeligin 1.
giinlinde kabul edildi ve ayr1 kafeslere alind1 (Sekil 3.2).

Sekil 3. 2. Disi fareye ait vajinal plak ok ile gosterilmektedir.
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Blastosistin uterusa yaklastigi bolgede endometriyal vaskiiler gegirgenlikteki artis
nedeniyle Chicago mavisi gibi makromolekiiler boyalarin hayvanin sakrifiye
edilmesinden 3-5 dakika Once intravenéz olarak enjekte edilmesiyle implantasyon
bolgeleri rahatlikla goriilmektedir. Gebeligin 5. giinii sabahi (9%°) farelere kuyruk
veninden Chicago mavisi enjeksiyonu yapildiktan 3 dakika sonra fareler sakrifiye
edilerek implantasyon bdlgeleri ve implantasyon bdlgeleri arasinda kalan inter-

implantasyon bolgeleri alindi.

Implantasyon ve inter-implantasyon bdlgelerinin bir kismi1 %10’luk formalin igerisine
alinip rutin takibi yapildiktan sonra parafine gomiildii, bir kismi -80°C’ye kaldirildi ve

kalan kismi s1vi azot tankina yerlestirildi.

Vehicle Grubunun Olusturulmasi

Vehicle grubunu olusturmak i¢in (n=10) fare kullanildi. Vajinal plagin gorildigi
gebeligin 1. glininde SRT1720’nin igerisinde ¢ozildigi %5 DMSO, %30 PEG400 ve
%2 Tween-80 karisimi farelere intraperitonal olarak enjekte edildi. Bu igleme gebeligin
2, 3 ve 4. giinlerinde de devam edildi. Gebeligin 4. gilinlinde %0.9°1uk NaCl (parakuatin
icinde ¢oziildiigii) enjeksiyonu yapildi. Bu gruptaki farelere gebeligin 5. giinii sabahi
(9%) kuyruk veninden Chicago mavisi enjeksiyonu yapildiktan 3 dakika sonra fareler
sakrifiye edilerek implantasyon bdlgeleri ve implantasyon bolgeleri arasinda kalan inter-

implantasyon bdolgeleri alindi.

Implantasyon ve inter-implantasyon bdlgelerinin bir kism1 %10’luk formalin igerisine
aliip rutin takibi yapildiktan sonra parafine gomiildii, bir kism1 -80°C’ye kaldirild1 ve

kalan kismi s1v1 azot tankina yerlestirildi.

Parakuat Grubunun Olusturulmasi

Parakuat grubunu olusturmak i¢in (n=10) fare kullanildi. Vajinal plagin goriildiigii
gebeligin 1. giinlinden gebeligin 4. giiniine kadar farelere herhangi bir miidahalede
bulunulmadi. Gebeligin 4. giinii sabah1 30 mg/kg parakuat tek doz intraperitonal olarak
enjekte edildi. Ertesi sabah yani gebeligin 5. giinii sabahi (9°°) farelere kuyruk veninden
Chicago mavisi enjeksiyonundan 3 dakika sonra fareler sakrifiye edildi. Farede

dollenme olmamast nedeniyle implantasyonun gerceklesmemesi olasiligini ortadan
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kaldirmak i¢in uterus boynuzlarindan biri fosfat tamponlu tuz soliisyonu (PBS) ile
yikandi. Blastosist gozlenen fareler deneye dahil edilerek PBS ile yikanmayan boynuzun

tamami alindi.

Boynuzun bir kismi %10’luk formalin icerisine alinip rutin takibi yapildiktan sonra
parafine gomiildi, bir kism1 -80°C’ye kaldirildi ve kalan kism1 s1v1 azot tankina konuldu.

Blastosist gdzlenmeyen fareler deneye dahil edilmedi.

SRT1720 Grubunun Olusturulmasi

SRT1720 grubu i¢in (n=10) fare kullanildi. Vajinal plagin goriildigii gebeligin 1.
giinlinden itibaren farelere 50 mg/kg SRT1720 intraperitonal olarak enjekte edildi. Bu
isleme gebeligin 2, 3 ve 4. glinlerinde de devam edildi. SRT1720 grubundaki farelere
gebeligin 5. giinii sabahi (9%) kuyruk veninden Chicago mavisi enjeksiyonu yapildiktan
3 dakika sonra fareler sakrifiye edilerek implantasyon bolgeleri ve implantasyon

bolgeleri arasinda kalan inter-implantasyon bolgeleri alindi.

Implantasyon ve inter-implantasyon bolgelerinin bir kismi1 %10’luk formalin icerisine
alinip rutin doku takibi yapildiktan sonra parafine gomiildii, bir kismi1 -80°C’ye kaldirildi

ve kalan kismi s1v1 azot tankina yerlestirildi.

SRT1720 + Parakuat Grubunun Olusturulmasi

SRT1720 + parakuat grubu igin (n=9) fare kullanildi. Vajinal plagin gortildiigii gebeligin
1. gliniinden itibaren farelere 50 mg/kg SRT1720 intraperitonal olarak enjekte edildi. Bu
isleme gebeligin 2, 3 ve 4. giinlerinde de devam edildi. Gebeligin 4. giinii sabahi
SRT1720’nin enjeksiyonundan 30 dakika sonra farelere 30 mg/kg parakuat tek doz
intraperitonal olarak enjekte edildi. Farelere gebeligin 5. giinii sabahi (9°°) kuyruk

veninden Chicago mavisi enjeksiyonu yapildiktan 3 dakika sonra fareler sakrifiye edildi.

Implantasyon gergeklesmeyen disilerde déllenme olmamasi nedeniyle implantasyonun
gerceklesmemesi olasiligini ortadan kaldirmak igin uterus boynuzlarindan biri fosfat
tamponlu tuz soliisyonu (PBS) ile yikanarak blastosist varligi gozlenmistir. Blastosist

goriilmeyen disi fareler deneye dahil edilmemistir.
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Implantasyon ve inter-implantasyon bdlgelerinin bir kismi1 %10’luk formalin igerisine
alinip rutin doku takibi yapildiktan sonra parafine gdmiildii, bir kismi ise -80°C’ye

kaldirildi ve kalan kism1 s1vi azot tankina yerlestirildi.

3.3. Doku Takibi ve Parafine Gomme

Doku takibi i¢in her gruptaki farelerden elde edilen ve %10’luk formaline alinan
implantasyon ve inter-implantasyon bolgeleri ile uteruslar 24 saat boyunca fikse edildi.
Ardindan fiksatifi uzaklastirmak icin 3 saat boyunca ¢esme suyunda yikandi. Daha sonra
dokudan suyu uzaklagtirmak icin sirastyla %70, 80 ve 90’lik etanol serilerinde 24 saat
boyunca tutuldu. %100°1iik etanolde 3 saat tutuldu. Ksilol icerisinde yaklasik 5 dakika
bekletilip dokudaki alkol wuzaklastirilarak seffaflagtirma islemi gerceklestirildi.

Seffaflastirma sonras1 dokular parafine gomiildii ve bloklar hazirlandi.
3.4. Immiinohistokimya
Kullanilan Soliisyonlar/Kimyasallar

% 1X PBS (Phosphate Buffer Saline-Fosfat Tamponlu Tuz Soliisyonu)
2 litre distile su igerisinde asagidaki kimyasallar ¢oziildii.

v’ 2,85 gr Disodyum hidrojen fosfat (Na;HPO,4)(#567547; Merck)

v 0,8 gr Potasyum hidrojen fosfat (KH,PO4)(# M1048771000; Merck)

v 16 gr Sodyum kloriir (NaCl)(#1.06400.1000; Merck)

pH=7,2-7,4 olacak sekilde ayarlandi.

¢ Sitrik Asit Tamponu
900 ml distile su igerisinde 2,1 gr sitrik asit (CgHgO7.H,O) (#1.0044.1000; Merck)
¢oziildii ve 2M NaOH ile pH=6,0 olacak sekilde ayarlandi.

* %3’liik H,O, Soliisyonu
Sale igerisinde 63 ml metanol (CH3OH) (#1.06009.2500; Merck) ve 7 ml %30’luk H,0,
(#18312; Sigma Aldrich) karistirilarak hazirlandz.

¢ Bloklama Soliisyonu

Ultra V Block (#TA-125-UB; Thermo Scientific/LabVision)
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< Primer Antikor
Sirtuin 1 (tavsan poliklonal) (#15404, Santa Cruz Biotechnology, 1:50)
FoxO1 (tavsan monoklonal) (#2880, Cell Signaling, 1:250)

« Sekonder Antikor

Biyotin isaretli anti-tavsan IgG (kegide tiretilmis) (#BA-1000; Vector Laboratories)

% 1zotip Kontrol

Tavsan serumu (#S-5000; Vector)

¢+ Streptavidin Peroksidaz Kompleksi
Streptavidin Peroxidase (# TS-125-HR; Thermo Scientific /Lab Vision)

% Kromojen
3,3’-Diaminobenzidine (#D4168; Sigma Aldrich)

s Mayer Hematoksilen
#1.09249.0500; Merck

« Entellan
#1.07961.0100; Merck

Tiim gruplara ait parafin bloklardan mikrotom ile 5 mikrometre kalinliginda kesitler
alimarak su banyosunda diizlesmeleri saglandiktan sonra siiperfrost lamlar {izerine
aktarildi. Kesitler oda 1sisinda kurutuldu. immiinohistokimya uygulamadan bir gece
once kesitler 56°C’lik etiivde bekletildi. Ertesi giin kesitler deparafinizasyon i¢in 10’ar
dakika iki farkli ksilol serisinden gecirildi. Dehidratasyon i¢in 5’er dakika %100, %90,
%80, %70 seklinde azalan alkol serilerinden gegirildi ve sonra 5 dakika distile suda
bekletildi. Kesitlerdeki antijenik maskelenmenin giderilmesi amaciyla 0.01 M sitrat
tamponuna (pH: 6,0) konularak mikrodalga firinda 3 kez 5 dakika 750W’ta kaynatildi ve
20 dakika oda 1sisinda sogumaya birakildi. Soguyan kesitler yikama soliisyonunda
(PBS) 3 kere 5 dakika yikandi. Dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesini yok etmek
icin %3’liik hidrojen peroksit soliisyonunda 15 dakika bekletildi. PBS ile 3 kez 5’er
dakika yikandi. Yikama asamasindayken dokularin etrafi hidrofobik kalemle (#IM 3580;
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Beckman Coulter) cizildi. Spesifik olmayan immiinoglobulin (Ig) baglanmalarini
onlemek amaciyla dokular oda 1sisinda ve nemli ortamda bloklama serumu ile 7 dakika
muamele edildi. Serumun fazlas1 uzaklagtirilarak dokulara Sirtuin 1 (1:50) ve FoxO1
(1:250) primer antikorlar1 uygulandi ve gece boyu +4°C’de nemli ortamda inkiibe edildi.
Izotip kontrol kesitlerine primer antikor yerine IgG konsantrasyonu primer antikor ile
ayni olacak sekilde hazirlanan tavsan serumu uygulandi. Ertesi giin kesitlerden primer
antikor uzaklastirildi ve PBS ile 3 kez 5’er dakika yikandi. Sonra biyotinlenmis anti-
tavsan sekonder antikor uygulanarak oda 1sisinda nemli ortamda 45 dakika bekletildi.
PBS ile 3 kez 5’er dakika yikandi ve oda 1sisinda nemli ortamda HRP-konjuge
streptavidin kompleksi ile 20 dakika inkiibe edildi. PBS ile 3 kez 5’er dakika yikandi.
Sinyalleri gelistirmek i¢in kesitler 3,3’-Di Amino Benzidin (DAB) kromojeni ile inkiibe
edilerek reaksiyon bolgelerinin kahverengi olmasi beklendi ve kesitler distile suya
aliarak reaksiyon durduruldu. Kesitlere Mayer’s hematoksilen ile zit boyama yapildi.
Rehidratasyon igin artan alkol serilerinden gegirilerek %100 alkolde 3 dakika bekletildi

ve 10’ar dakika 2 kez ksilol serilerinden gegirilerek entellan ile kapatildi.
Isik Mikroskopik Gozlemler

Histolojik Skorlama (H-Score)

Sirtuin 1 ve FoxOl immiinohistokimyast yapilan kesitler Nikon Eclipse E200 151k
mikroskobunda incelendi ve H-Score analizi ile degerlendirildi. Bunun igin iki kisi
tarafindan implantasyon bdlgesi, inter-implantasyon bolgesi ve uteruslarin liimen epiteli,
bez epiteli ve stroma hiicrelerindeki immiinoreaktiviteler 151k mikroskobu altinda 200X
biiylitmede incelendi. Boyanma yogunluklar1 0 (boyanma yok), 1+ (zayif, fakat tespit
edilebilir boyanma), 2+ (orta siddetli boyanma) veya 3+ (yogun boyanma) seklinde
degerlendirildi. Daha sonra bu degerler asagidaki formiilde kullanilarak hesaplamalar

gerceklestirilmistir (Hirsch ve ark., 2003; Ishibashi, 2003; John ve ark., 2009).

H-Score=3Xyogun boyanan hiicre yiizdesi + 2Xorta siddette boyanan hiicre yiizdesi +
1 Xzay1f siddette boyanan hiicre yilizdesi + 0Xboyanmayan hiicre ylizdesi
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3.5. Western Blot
Doku Homojenatlarinin Elde Edilmesi I¢cin Kullanilan Soliisyonlar

% 100X Na-Ortovanadat
0,184 gr Na-ortovanadat 10 ml Tris (pH: 10) i¢inde ¢oziiliir

e Liziz Tamponu
v' 10 ml 0,1 M Tris (pH: 7,4) (#161-0719, Bio-Rad)

0,6 gr Tris 40 ml dH,0O’da ¢oziiliir, HCI yardimiyla pH:7,4’e ayarlanir ve son hacim 50
ml’ye tamamlanir.

v" 90 ml dH,0

v 1 ml 100X Na-Ortovanadat

v' 19grSDS

e Protein Inhibitor Kokteyli
1 adet (#11697498001;cOmplete) proteaz inhibitdr kokteyl (PIK) tableti 2 ml steril suda
coziilerek 25X’lik PIK hazirlands. Steril su ile 1X’e diliiye edilip kullanilds.

3.5.1. Doku Homojenatlarinin Elde Edilmesi

Sivi nitrojende tutulan doku Ornekleri cam levha {izerine kondu. Bisturi yardimi ile
dokular mekanik olarak iyice parcalandi. Orneklerin iizerine 0.2 gr doku i¢in 600 pl liziz
tamponu ve 10 ul proteaz inhibitdr kokteyli (PIK) olacak sekilde soliisyonlar eklendi.
Bir saat boyunca +4°C’de inkiibe edildildikten sonra sonikator yardimi ile homojenize
edildi. Tim ornekler +4°C’de 15000 g’de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatant
kisimlar1 yeni ependorflara alindi. Bu homojenatlar i¢erdikleri protein konsantrasyonunu

belirlemek iizere -80°C’ye kaldirildi.
Doku Homojenatlarindaki Protein Konsantrasyonunun Ol¢iilmesi

Kullanilan Soliisyonlar, Kimyasallar ve Cihazlar
% Bovine Serum Albiimin (BSA) (#A-420-100, GoldBio)
¢+ Bicinchoninic Acid Kit (BCA):
e Bicinchoninic asit soliisyonu (#B9643, Sigma Aldrich)

50



e Bakar (II) stilfat soliisyonu (#C2284, Sigma Aldrich)
% Inkiibatér: Niive EN 500

% Spektrofotometre: pQuant BioTek Spectrophotometer

BCA yo6ntemi icin standart protein olarak BSA kullanildi. Oncelikle 1 mg/ml BSA (SO)
hazirlandi, daha sonra bu BSA’nin diliiye edilmesiyle S1 (500 pg/ml protein), S2 (250
pug/ml), S3 (125 pg/ml), S4 (62,5 pg/ml), S5 (31,3 pg/ml), S6 (15,6 ug/ml), S7 (7,8
ug/ml) standart protein araligi hazirlandi (Sekil 3.3).

500ul 500ul 500ul 500ul 500ul 500ul 500ul

SO S1 52 S3 54 S5 S6 S7
1mg/ml 500ul 500ul 500ul 500ul 500ul 500ul 500ul
dH.0 dH.0 dH,0 dH,0 dH,0 dH,0 dH,0

Sekil 3. 3. BCA yontemi i¢in standartlarin hazirlanmasini gosteren ¢izim.

Lizatlar, 1:50 oraninda liziz tamponu (600 ul) ve PIK (10 pl) karisimi ile diliiye edildi ve
vortekslendi. Blank olarak liziz tamponu-PiK karisimi kullanildi. BCA kit igerigindeki
Bicinchoninic asit sollisyonundan 1 ml ve bakir (II) siilfat soliisyonundan 20 ul
karigtirilarak calisma sollisyonu hazirlandi. Ependorflara 25 pl olacak sekilde standart,
blank ve 6rnekler eklendi. Uzerlerine 400 ul olacak sekilde ¢alisma soliisyonu eklendi.
96 kuyucuklu plate kuyucuklarina mevcut karigimdan 200 pl eklendi ve iizeri 15181
gecirmemesi i¢in aliiminyum folyo ile kaplandi. 60°C’lik inkiibatérde 15 dakika inkiibe
edildikten sonra spektrofotometrede 562 nm dalga boyunda okuma yapildi. Standartlar
ile karsilastirilarak her bir 6rnegin protein konsantrasyonu tespit edildi. Ornekler protein
konsantrasyonlari esit olacak sekilde lemli tamponu (#S-3401, Sigma Aldrich) ve steril
su kullanilarak hazirlandi. Ornekler 5 dakika kaynatildiktan sonra kullanima hazir hale

geldi.
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3.5.2. SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi)
Protokolii

Kullanilan Soliisyonlar

% %30 Akrilamid-Bisakrilamid
15,4 gr 37,5:1 oranindaki akrilamid-bisakrilamid (#161-01-25, Biorad) 40 ml distile

suda ¢ozildii.

% 4X Tris-HCI/SDS pH: 6,8
3,025 gr Tris (#1.08387.2500, Merck) 20 ml distile su icerisinde ¢oziildiikten sonra pH
HCl ile 6,8’¢ ayarland1. Distile su ile toplam hacim 50 ml’ye tamamlandi. Uzerine 0,2 gr

SDS (#161-0301, Biorad) eklendi.

% 4X Tris-HCI/SDS pH: 8,8
18,15 gr Tris (#1.08387.2500, Merck) 40 ml distile su igerisinde ¢ozildi. pH HCI ile

8,8’e ayarlandi. Distile su ile son hacim 100 ml’ye tamamland: ve 0,4 gr SDS eklendi.

%+ %10’luk Amonyum Persiilfat (APS)
0,1 gr APS (#7727-54; Amresco) 1 ml distile su igerisinde ¢6ziildii.

s N,N,N*’,N*’-Tetramethylethylenediamidine (TEMED)
#T-7024; Sigma Aldrich

s 5X Elektroforez Soliisyonu
e 9gr Tris (#161-0719, Bio-Rad)
e 43.2 gr Glisin (#161-0718, Bio-Rad)
e 3grSDS (#L4390, Sigma Aldrich)
e 600 ml distile Su

Distile su ile 1X olacak sekilde diliiye edilerek kullanildi.
¢ Transfer Soliisyonu
e 14.3gr Glisin (#161-0718, Bio-Rad)
e 3grTris (#161-0719, Bio-Rad)
e 700 ml distile su igerisinde ¢oziildii.
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Bu soliisyona 200 ml metanol (#1.06.008.2500, Merck) eklendi ve toplam hacim distile

su ile 1000 m1’ye tamamlandi.

+ Bloklama Soliisyonu
e 5gr BSA (#A-420-100, GoldBio) 100 ml TBS-T igerisinde ¢oziildii.
e 5 grsiit tozu (#170-6404, Bio-Rad) 100 ml TBS-T igerisinde ¢oziildii.
« 10X TBS Tamponu
e 60.55gr Tris (#161-0719, Bio-Rad)
e 87.66 gr NaCl (#368257, Carlo Erba)

800 ml distile suda ¢oziildii. pH HCI ile 7.4’e ayarlandiktan sonra toplam hacim distile

su ile 1000 ml’ye tamamlandi.

s TBS-T Soliisyonu
1 litre 1X TBS igerisine 1000 pl Tween-20 (#TA-125-TW, Lab Vision) eklendi.
% llford Multigrade Paper Developer 5L (#1757855,ILFORD)
< Ilford Rapid Film&Paper Fixer 5L (#1984565,ILFORD)
% Strip soliisyonu
e 67,5ml distile H,0,
e 20 ml %10 SDS,
e 12,5ml4X Tris-HCI/SDS pH: 6,8

Hazirlanan soliisyon 30 saniye boyunca mikrodalga firinda 1sitildi. Sicaklik 55°C olunca
704 ul B-merkaptoetanol eklendi. Membran kapali kap i¢inde 30 dakika boyunca strip
soliisyonu ile 55°C’lik etiivde her 5 dakikada ¢alkalanarak inkiibe edildi.

Sirtuin 1 (120 kDa), FoxO1l1 (78 kDa) ve Asetile lizin tespiti i¢in %10’luk ayirici

poliakrilamid jel hazirlamada kullanilan soliisyonlar ve oranlar1 asagidaki gibiydi:

Soliisyon Miktar
%30 Akrilamid-bisakrilamid 5000 pl
4X Tris-HCI/SDS pH: 8,8 3750 ul
H.O 6250 pul
%10 Amonyum persiilfat 50 pul
TEMED 10 pl
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Hazirlanan jel 1 mm aralikli iki cam plaka arasina dokiildii, yarim saat boyuna jelin
donmas1 beklendi ve toplayict poliakrilamid jel hazirlandi. Bunun i¢in kullanilan

soliisyonlar ve oranlar1 asagidaki gibiydi:

Soliisyon Miktar
%30 Akrilamid-bisakrilamid 650 pul
4X Tris-HCI/SDS pH: 6,8 1250 pl
H,0 3050 pl
%]10Amonyum persiilfat 25 ul
TEMED 5ul

Hazirlanan toplayici jel ayirici jel lizerine konan taraklar tizerine dokiildii. Jelin donmasi
icin yarim saat beklendikten sonra taraklar ¢ikarilarak jeller cam plakalarla birlikte tanka
yerlestirildi ve {izeri 1X elektroforez tamponu ile dolduruldu. 3 ul markir (#RPN8OOE,
Amersham) ve 50 pg/ul protein igeren drnekler (10 pl) jellere yiiklendi. 80 volt giiciinde
140 dakika boyunca elektroforeze tabi tutuldu. PVDF (#1620177, Biorad) membran 5
dakika metanolle inkiibe edildi. Elektroforez asamasindan sonra jeller siinger, filtre
kagidi (#RPN6101M, GE Healthcare) ve PVDF membran arasina alinarak transfer
sandvici hazirland1 ve transfer soliisyonuna alindi. Otuz iki voltta +4'C’de gece boyu
proteinlerin membrana transfer olmasi saglandi. Transfer sonrasinda membranlar TBS-T
ile yikandi. Poncoue boyasi ile 1 dakika boyanarak membranlara protein transferinin
gerceklestigi gozlemlendikten sonra membranlar TBS-T ile iyice yikandi. Ardindan
%35’lik BSA igerisinde oda 1sisinda 1 saat bloklandi. Bloklamadan sonra %5’°lik BSA
igerisinde 1:500 diliisyonda hazirlanan tavsan poliklonal anti-Sirtuin 1 (#15404, Santa
Cruz Biotechnology) antikoru, 1:2000 diliisyonda hazirlanan tavsan monoklonal anti-
FoxO1 (#2880, Cell Signaling) antikoru veya 1:500 diliisyonda hazirlanan tavsan
monoklonal anti-Asetile lizin (#9441, Cell Signaling) antikoru ile gece boyu +4°C’de
soguk odada calkalayict tizerinde inkiibe edildi. Ertesi sabah membranlar TBS-T ile 3
kez 10 dakika yikandi ve sonrasinda %35’°lik BSA igerisinde 1:2000 oraninda hazirlanan
peroksidaz konjuge kegi anti-tavsan sekonder antikoru (#PI 1000, Vector Laboratories,)
ile oda 1s1sinda 2 saat inkiibe edildi. Membranlar TBS-T ile 3 kez 10 dakika yikandiktan
sonra kemiluminisans (#34080, Thermo Fisher Scientific) ile 5 dakika inkiibe edildi ve

karanlik odada membranlardaki sinyaller hiperfilme (#34089, Thermo Scientific)
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aktarildi. Film, gelistirici (developer) (#1757855, Ilford) ve tespit ediciden (fiksatif)
(#1984565, llford) gegirildi ve distile su ile yikanip kurutuldu. Membranlar, TBS-T
icerisinde yikandiktan sonra proteinlerin esit yiiklenip yiiklenmedigini belirlemek
amactyla aktin antikoru uygulandi. Bloklama 30 dakika boyunca %5°lik siit tozu (#170-
6404, Bio-Rad) ile yapildi ve %5’lik siit tozu igerisinde 1:5000 oraninda hazirlanan aktin
(tavsan monoklonal anti-aktin (#4970, Cell Signaling,) ile +4°C’de soguk odada
calkalayici lizerinde gece boyu inkiibe edildi. Ertesi sabah TBS-T ile yikanan
membranlar %5°’lik siit tozu icerisinde 1:2000 oraninda hazirlanan peroksidaz konjuge
keci anti-tavsan sekonder antikoru (#P1 1000, Vector Laboratories) ile oda 1sisinda 2 saat
inkiibe edildi. Daha sonra membranlar TBS-T ile 3 kez 10 dakika yikandiktan sonra
kemiluminisans ile uygun siirelerde inkiibe edildi ve karanlik odada membranlardaki
sinyaller hiperfilme aktarildi. Film, gelistirici ve tespit ediciden gecirildi ve distile su ile
yikanip kurutuldu. Filmler tarayicida tarandiktan sonra Image J analiz programi (NIH)
ile bantlardaki protein miktar1 analiz edildi ve elde edilen degerler aktin bantlarindan

elde edilen degerlere oranlanarak rakamsal sonuglar elde edildi.

Artan oksidatif stresin implantasyon, inter-implantasyon bdlgeleri ve uterustaki
FoxOl’in asetilasyon durumunu etkileyip etkilemedigini belirlemek amaciyla
immiinopresipitasyon yapmay1 hedeflemistik. Bu amagcla 6rneklerdeki FoxO1 proteini
immiinopresipitasyon yoOntemiyle c¢oktiirlilecek daha sonra ¢oktiiriilen FoxOl
orneklerindeki asetile lizin miktart Western blot yontemi ile dl¢iilecek ve orneklerdeki
asetile FoxO1 miktarlar karsilastirilarak deasetile FoxO1 miktar1 belirlenecekti. Bunu
yapacak olmamizin sebebi piyasada asetile FoxO1’1i tespit edecek antikorun
bulunmamasiydi. FoxO1’i ¢oktiirmek amaciyla immiinopresipitasyon kiti kullandik
(#ab206996; Abcam). Elde ettigimiz c¢okeltide hem FoxO1 hem asetile lizin Western
blotu yaptik. Ancak beklenilen kilodaltonda (FoxO1~78 kDa) bant elde edemedik.
Deneyin optimizasyonu i¢in bir ¢ok farklt yontem denememize ragmen istenilen
kilodaltonda bant elde edemedik. Amacimiz FoxO1’in deasetilasyon miktarini
belirlemek oldugu i¢in su sekilde bir yontem uyguladik: 6rneklerdeki FoxO1’1 Western
blot teknigi ile belirledik. Daha sonra ayni membrana strip soliisyonu uyguladiktan sonra
asetile lizin antikoru ile inkiibe edip 78 kilodaltonda (FoxO1’in molekiiler agirligi)

asetile lizin bant1 elde ettik. Daha sonra ayn1 membrani aktin antikoru ile inkiibe ettik.
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Elde edilen filmleri tarayicida tarayip FoxOl1, asetile lizin ve aktin bantlarini Image J
analiz programi (NIH) ile degerlendirerek matematiksel veriler elde ettik. FoxO1
degerleri aktin degerlerine boliindii; asetile lizin degerleri aktin degerlerine boliindi ve
elde edilen FoxOl miktarindan asetile lizin miktarmi c¢ikararak deasetile FoxOl

miktarini elde etmis olduk.

3.6. Mangan Siiperoksit Dismutaz (MnSOD) ve Reaktif Oksijen ve Nitrojen
Tiirlerinin (ROT/RNT) Tayini

3.6.1. Doku Homojenatlarinin Elde Edilmesi

-80°C’de saklanan implantasyon, inter-implantasyon bolgeleri ile uteruslarin agirliklari
Olciildii ve dokular buz tlizerindeyken 1 gr dokuya 10 ml PBS olacak sekilde PBS
eklendi. Bigakli homojenizatér kullanilarak doku homojenatlar1 elde edildi. Tiim
ornekler +4°C’de 10000 g’de 15 dakika santrifiij edildi ve siipernatantlar yeni
ependorflara alindi. Orneklerin protein konstantrasyonu Bradford ydntemi ile

belirlendikten sonra drnekler -80°C’ye kaldirildi.

Protein Miktarinin Belirlenmesi

Bradford yontemi i¢in standart olarak protein konsantrasyonu 2 mg/ml olan BSA
kullanildi. BSA, SO (0 pg/ml), S1 (2 pg/ml protein), S2 (4 pg/ml), S3 (8 pg/ml), S4 (12
pg/ml), S5 (16 pg/ml), S6 (20 pg/ml) olacak sekilde diliiye edilerek standart protein
aralig1 hazirlandi. Doku ornekleri, 1:100 oraninda 1,5 pl 6rnek 150 pl PBS ile diliiye
edilerek hazirland1 ve blank olarak PBS kullanildi. 96 kuyucuklu plate kuyucuklarina
hazirlanan standart, blank ve 6rneklerden 150 pl eklendi. Her kuyucuga en son 150 pl
Comassie blue ilave edildi ve hemen 595 nm dalga boyunda spektrofotometrik 6l¢tim

yapildi. Standartlar ile karsilagtirilarak her bir 6rnegin protein miktari tespit edildi.

3.6.2. Reaktif Oksijen ve Nitrojen Tiirlerinin Tayini

Reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerini yani oksidatif stresi belirlemek i¢in OxiSelect™ In
Vitro ROS/RNS Test Kiti (#STA-347, Cell Biolabs) kullanildi. Kit, DCFH probunun
oksidatif reaksiyonu hizlandiran kataliz6r ile oksidasyonu sonucunda renk
degistirmesiyle ROT/RNT (reaktif oksijen tiirleri/ reaktif nitrojen tiirleri) miktarinin
belirlenmesini saglamaktadir (Sekil 3.4).
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Sekil 3. 4.  ROT/RNT Kkitinin ¢alisma mekanizmasi gosterilmektedir.

Kit igerisinde bulunan reaktifler asagida anlatildigi gibi hazirland.

e 1X Stabilization Solution (10X) (234702)
10X stabilizasyon soliisyonu, 1,5 ml soliisyona 13.5 deiyonize su ile 1:10 oraninda

seyreltildi. Soliisyon vortekslendi ve kullanilincaya kadar 4°C’de bekletildi.

e 1X Catalyst (250X) (234703)
250X Katalizor, 1: 250 oraninda PBS ile seyreltildi ve vortekslenerek hemen kullanildi.

e DCFH Solution
DCFH soliisyonu, aliiminyum folyo kapl tiipte DCF-DiOxyQ (234704) stok ¢ozeltisi ile
Priming reaktifinin (234701) 1:5 oraninda seyreltilmesiyle taze olarak hazirlandi ve
vortekslendi. Cozelti oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildikten sonra, reaksiyon 1:40
oraninda 1X Stabilizasyon soliisyonu ile seyreltildi ve homojenizasyon i¢in vortekslendi.
Bu asamada soliisyonun 1siktan korunmasi 6nemliydi bu nedenle islemler karanlikta

yapildi.

e DCF Standartlar (234202)
10 ul DCF 990 ul PBS i¢inde ¢oziildii ve 1:10 seyreltme serisi ile seyreltilerek 4 tiip
daha hazirlandi ve son tiipe 1000 pul PBS koyularak toplam 6 tiip DCF standarti

hazirlandi.
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Deney Protokolii

Implantasyon, inter-implantasyon ve uterus &rnekleri 96’lik plate’in kuyucuklarma
50’ser ul eklendi. Sonra kuyucuklara 50 pl katalizor eklenerek karistirildi ve 5 dakika
oda 1s1sinda inkiibe edildi. Daha sonra kuyucuklara 100 pL. DCFH soliisyonu eklendi ve
oda 1sisinda 30 dakika inkiibe edildi. Bu islem 1siktan korumak i¢in karanlikta yapildi.
DCEF standartlar1 kuyucuklara 200 pl eklendi. Floresan 6l¢iim, 480 nm ekzitasyon ve 530

nm emisyonda yapildi.

3.6.3. MnSOD Tayini

MnSOD miktarinin tayin edilmesi i¢in Siiperoksit Dismutaz Analiz Kiti (#706002,
Cayman) kullanildi. Siiperoksit iyonlari, tetrazolyum tuzlari ve SOD tarafindan
kullanmaktadir. Kit, hipoksantin ve ksantin oksidaz ile olusan siiperoksit iyonlarinin

tetrazolyum tuzlar1 kullanarak SOD miktarinin belirlenmesini saglamaktadir (Sekil 3.5)

Xanthine 2005 _, Formazandye
+ 0, '\\ / S -
Xanthine oxidase ) <
H,0, ,/
Uric acld e \‘—-’ 20, S~ Tetrazolium salt
SOD
0, + H,0,

Sekil 3. 5. Siiperoksit dismutaz analiz kitinin ¢aligma prensibi gosterilmektedir.

Kit icerisinde bulunan reaktifler agagida yazildig: gibi hazirlandi.

e Assay Buffer 10X (706001)
10X assay buffer, 1:10 oraninda 9 ml steril su ile diliiye edildi. 1X assay buffer (50mM
Tris/HCI pH: 8.0, 0.1 dietilentriaminopentaasetikasit (DTPA), 0.1 mM hipoksantin)
radikal detektor i¢in kullanildi.

e Sample Buffer 10X (706003)
10X sample buffer, 1:10 oraninda 9 ml steril su ile diliiye edildi. 1X sample buffer
(50mM Tris-HCI, pH: 8,0) SOD standartlar1 ve ksantin oksidaz 6rneklerini diliiye etmek
i¢in kullanildi.
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¢ Radikal Detector (706004)
50 pl tetrazolyum tuz ¢6zeltisi 19,95 ml 1X assay buffer ile diliiye edildi.

e SOD Standart (706005)
20 pl SOD standard1 19,98 pl sample buffer ile dilitye edilerek SOD stok soliisyonu
hazirlandi. 7 adet (A-G) SOD standart tiipii, SOD stok soliisyonundan sirasiyla 0, 20, 40,
80, 120, 160 ve 200 ul alinarak ve sample buffer ile son hacim 1000 ul’ye tamamlanarak

hazirlandi.

e Ksantin Oksidaz (706006)
50 pl ksantin oksidaz 19,95 pl 1X sample buffer ile diliiye edildi ve taze olarak
kullanildi.

e 96 well Solid Plate (400014)
e 96 well Cover Sheet (400012)

Deney Protokolii

Implantasyon, inter-implantasyon ve uterus ornekleri PBS ile 1:10 oraninda diliiye
edildi. Hazirlanan SOD standartlar1 ile implantasyon, inter-implantasyon ve uterus
ornekleri 10 pl ve Radikal Detector 200 ul olacak sekilde kuyucuklara eklendi. Hizli bir
sekilde 20 pl diliiye ksantin oksidaz eklenerek reaksiyon baslatildi. Birkag¢ saniye plate
dikkatlice sallandi ve 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Spektrofotometrik
Olclim, 440-460 nm dalga boyunda absorbans 6lctilerek yapildi.

Her bir standarttan elde edilen degerlerle LR denklemi elde edildi. implantasyon, inter-
implantasyon ve uterus Orneklerinin SOD (mU/ml) degerleri protein miktarlarina

oranlanarak SOD (mU/mg) degerleri hesaplandi.

Istatiksel Analizler

Sonuglarin istatiksel analizi one way ANOVA (tek yonlii varyans analizi) ve post-hoc
analizler kullanilarak yapildi ve p<0.05 altinda bulunan degerler anlamli olarak kabul
edildi. Tim degerler ortalama + standart hata (SEM) olarak ifade edildi. Sonuglarin

istatiksel analizinde SigmaStat 3.5- Systat Software programi kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Implantasyon Bolge Sayilarimin Karsilastirlmasi

Calismamizda kontrol, vehicle, parakuat, SRT1720 ve SRT1720 + parakuat gruplarina
ait gebeligin 5. giiniindeki disi farelerin sag ve sol uterus boynuzlarindaki implantasyon
bolge sayilart hesaplanmis ve istatistiksel olarak karsilastirilmistir. Deney gruplarina ait

implantasyon bdlge sayilar1 Sekil 4.1°de gosterilmektedir.
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Sekil 4. 1. Gebeligin 5. giiniindeki deney gruplarina ait implantasyon bolge sayilarini gosteren grafik.

Kontrol (7.9+0.3) (Sekil 4.2) ve vehicle (8.4+0.5) (Sekil 4.3) gruplar arasinda
implantasyon bolge sayilart bakimmdan anlamli bir farklilik gézlenmemistir (Sekil 4.1).
Bu durum vehicle grubuna enjekte edilen SRT1720 ve parakuatin i¢inde ¢oziildiigi

¢oziiciilerin implantasyonu engelleyici bir etkisinin olmadigini géstermektedir.
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Sekil 4. 2. Kontrol grubunda gebeligin 5. giiniindeki implantasyon bélgeleri kirmizi oklar ile
gosterilmektedir.

Sekil 4. 3. Vehicle grubunda gebeligin 5. giiniindeki implantasyon bolgeleri kirmizi oklar ile
gosterilmektedir.

Parakuat (30 mg/kg) uygulanan disi farelerde implantasyon bolgesi gézlenmemistir
(Sekil 4.4). Parakuatin implantasyonu engelledigini gostermek yani farede doéllenme
olmamasi nedeniyle implantasyonun gergeklesmedigi olasiligini ortadan kaldirmak igin
uterus boynuzlarindan biri fosfat tamponlu tuz soliisyonu (PBS) ile yikanarak blastosist
olup olmadig1 gozlenmistir. Blastosist gdzlenmeyen fareler deneye dahil edilmemistir.
Deneye dahil edilen gruptaki farelerin diizgiin morfolojiye sahip blastosistleri uygulanan
parakuat dozunun embriyo gelisimini etkilemedigini gostermistir (Sekil 4.5). Parakuat
(0+0) grubunda implantasyonun gerceklesmemesi nedeniyle implantasyon bolge sayilari
diger gruplara kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde azalmistir (*p<0,05)

(Sekil 4.1).
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Sekil 4. 4. Parakuat grubunda gebeligin 5. gilinlinde implantasyonun ger¢eklesmedigi uterus
gorilmektedir.

Sekil 4. 5. Parakuat grubunda gebeligin 5. giiniinde bir uterus boynuzunun yikanmasi ile elde edilen
blastosistler goriilmektedir.

SRT1720 (7+0,8) (Sekil 4.6) ve kontrol (7.9+0.3) gruplar1 arasinda implantasyon bdlge
sayilart bakimindan anlamli bir farklilik g6zlenmemistir (Sekil 4.1). Bu durum
implantasyonun saglikli bir sekilde gergeklestigi kontrol grubu farelere enjekte edilen

SRT1720’nin implantasyon iizerinde bir etkisinin olmadigini gostermektedir.

Sekil4.6. SRT1720 grubunda gebeligin 5. giliniindeki implantasyon bdlgeleri kirmizi oklar ile
gosterilmektedir.
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SRT1720 ve parakuatin beraber uygulandig: farelerin bir kisminda implantasyon bolgesi
gdzlenirken bir kisminda gdzlenmemistir. Implantasyon bolgesi gézlenmeyen farelerin
uterus  boynuzunu  yikadigimizda  blastosist =~ gdrmememiz dollenmenin
gerceklesmedigini; blastosist gormemiz ise dollenme gerceklesmesine ragmen
implantasyonun gergeklesmedigini gostermistir. Implantasyonun gerceklesmedigi fareler

(4/9) deneye dahil edilmemistir.

SRT1720 ve parakuatin beraber uygulandigi 9 fareden 5’inde implantasyon bolgesi
gozlenmistir (Sekil 4.7). SRT1720 + parakuat (4,4+0,8) grubunda implantasyon bolge
sayilarinin parakuat grubuna (0+0) kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde
arttigi  gozlenmistir (#p<0,05) (Sekil 4.1). Ancak SRT1720 + parakuat (4,4+0,8)
grubunda gozlenen implantasyon bdlge sayilarinin kontrol grubu implantasyon bdlge
sayilarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde daha az oldugu gozlenmistir

(&p<0,05) (Sekil 4.1).

SRT1720 + parakuat grubunda implantasyonun farelerin bir kisminda gergeklesip (5/9)
bir kisminda gerceklesmemesi (4/9), parakuatin engel oldugu embriyo
implantasyonunun SRT1720 uygulamasi sonucu gergeklesebilecegini gostermistir. Bazi
farelerde implantasyonun gerg¢eklesmemesi (4/9) ve implantasyonun gerceklestigi (5/9)
farelerde implantasyon bolge sayilarinin az olmasi uyguladigimiz SRT1720 dozunun

yetersiz oldugunu diistindiirmiistir.

SEkil 4.7. SRTI1720 + parakuat rubunda ebeligin 5. gu"nl'inde implantasyon bolgelerl kirmiz1 oklar ile
g g
gésterilmektedir.
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4.1. Immiinohistokimyasal Bulgular

Caligmamizda gebeligin 5. gilintindeki kontrol, vehicle, parakuat, SRT1720 ve SRT1720
+ parakuat gruplarindaki farelere ait implantasyon bolgeleri veya uteruslar ile inter-
implantasyon bolgelerindeki Sirtuin 1 ve FoxOl proteinlerinin varhigi ve
lokalizasyonlar1 immiinohistokimya yontemi ile belirlenmis ve H-Score analizi ile

degerlendirilmistir.

4.1.1. Sirtuin 1 immiinohistokimyasi

Caligmamizda gebeligin 5. gilinlindeki kontrol, vehicle, parakuat, SRT1720 ve SRT1720
+ parakuat gruplarindan elde edilen implantasyon bolgeleri veya uteruslar ile inter-
implantasyon bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu immiinohistokimyasal olarak
degerlendirilmistir. Sirtuin 1 protein yogunlugunun gruplar arasinda farklilik gosterdigi

ve niikleer lokalizasyonda oldugu gézlenmistir.

Biitiin gruplarda endometriyumun liimen epiteli, bez epiteli ve stroma alanlarindaki
Sirtuin 1 ekspresyonu H-Score analizi ile degerlendirilmis ve istatistiksel olarak

karsilastirilmistir.

4.1.1.1. Liimen Epitelinde Sirtuin 1 immiinohistokimyasi

Liimen epitelinde yapilan Sirtuin 1 immiinohistokimya sonuglart Sekil 4.8’de ve H-
Score analizi sonuclar1 Sekil 4.9°da gosterilmektedir. Sirtuin 1; kontrol, vehicle,
parakuat, SRT1720 ve SRT1720 + parakuat gruplarimin implantasyon bolgeleri veya
uteruslar1 ile inter-implantasyon bdlgelerinin liimen epitelinde niikleer lokalizasyon

gostermistir.

Liimen epitelinde yapilan H-Score analizi sonuclarina gére kontrol, vehicle ve SRT1720
gruplarina ait implantasyon bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu ile kendi gruplarina ait
inter-implantasyon bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu karsilastirildiginda anlamli bir
farklilik gézlenmemistir. SRT1720 + parakuat grubuna ait implantasyon bolgelerindeki
Sirtuin 1 ekspresyonunun kendi grubuna ait inter-implantasyon bolgelerindeki Sirtuin 1
ekspresyonuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde arttigi gézlenmistir

(p<0,05) (Sekil 4.8, Sekil 4.9).
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Sekil 4. 8. Gebeligin 5. giiniindeki deney gruplarina ait implantasyon ve inter-implantasyon bolgeleri ile
uteruslarin liimen epitellerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu. e: Embriyo, le: Liimen epiteli, be:
Bez epiteli, s: Stroma, myo: Miyometriyum, AM: Anti-mezometriyum.
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Sekil 4. 9. Gebeligin 5. giiniindeki deney gruplarma ait liimen epitellerinde Sirtuin 1 ekspresyon
diizeylerinin H-Score analizi, a: S+P inter’e gore anlamli.
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Liimen epitelinde yapilan H-Score analizi sonuglarina gore kontrol (155,8+1,9) ve
vehicle (158,840,9) gruplarinin implantasyon bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gozlenmemistir. Kontrol (151,3+2,1) ve vehicle
(150,1+3,2) gruplarinin inter-implantasyon bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu
karsilastirildiginda da anlamli bir farklilik gozlenmemistir (Sekil 4.8, Sekil 4.9).

Liimen epitelinde yapilan H-Score analizi sonuglarina gore parakuat (158,3+1,3) grubu
uteruslarindaki Sirtuin 1 ekspresyonu ile kontrol grubu implantasyon (155,8+1,9) ve
inter-implantasyon (151,342,1) bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu karsilagtirildiginda
anlamli bir farklilik gézlenmemistir (Sekil 4.8, Sekil 4.9).

Liimen epitelinde yapilan H-Score analizi sonuglarina gére SRT1720 (159,9+£3,4) grubu
implantasyon bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonunun kontrol (155,8+1,9) grubu
implantasyon bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonuna kiyasla daha fazla oldugu ancak
bunun istatistiksel olarak anlamli olmadigi gézlenmistir. SRT1720 (153,1£1,3) grubu
inter-implantasyon bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu ile kontrol (151,34£2,1) grubu
inter-implantasyon bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu karsilastirildiginda anlamli bir
farklilik gozlenmemistir. SRT1720 grubu implantasyon (159,9+£3,4) ve inter-
implantasyon (153,1+1,3) bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu ile parakuat (158,8+1,3)
grubu uteruslarindaki Sirtuin 1 ekspresyonu karsilastirildiginda anlamli bir farklilik

gbzlenmemistir (Sekil 4.8, Sekil 4.9).

Liimen epitelinde yapilan H-Score analizi sonuglarina gére SRT1720 + parakuat
(168,5+£3,5) grubu implantasyon bdlgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonunun kontrol
(155,8+1,9) grubu implantasyon bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonuna kiyasla arttigi
ancak bunun istatistiksel olarak anlamli olmadigi gozlenmistir. SRT1720 + parakuat
(168,5+3,5) grubu implantasyon bdlgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu ile SRT1720
(159,9£3,4) grubu  implantasyon  bolgelerindeki  Sirtuin 1  ekspresyonu
karsilastirildiginda anlamhi  bir farkliik gozlenmemistir. SRT1720 + parakuat
(153,1+0,8) grubu inter-implantasyon bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu ile kontrol
(151,3£2,1) ve SRT1720 (153,1+1,3) gruplarinin inter-implantasyon bolgelerindeki
Sirtuin 1 ekspresyonu karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gézlenmemistir. SRT1720

+ parakuat (168,5+3,5) grubu implantasyon bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonunun
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parakuat (158,3+1,3) grubu uteruslarindaki Sirtuin 1 ekspresyonuna kiyasla arttig1 ancak
bu farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi goézlenmistir. SRT1720 + parakuat
(153,1+0,8) grubu inter-implantasyon bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu ile parakuat
(158,3+1,3) grubu uteruslarindaki Sirtuin 1 ekspresyonu karsilastirildiginda anlamli bir
farklilik gézlenmemistir (Sekil 4.8, Sekil 4.9).

4.1.1.2.  Bez Epitelinde Sirtuin 1 immiinohistokimyasi

Bez epitelinde yapilan Sirtuin 1 immiinohistokimya sonuglar1 Sekil 4.10°da ve H-Score
analizi sonuglar1 Sekil 4.11°de gosterilmektedir. Sirtuin 1; kontrol, vehicle, parakuat,
SRT1720 ve SRT1720 + parakuat gruplarinin implantasyon bolgeleri veya uteruslari ile

inter-implantasyon bolgelerinin bez epitelinde niikleer lokalizasyon gostermistir.

Bez epitelinde yapilan H-Score analizi sonuglarina gore kontrol, vehicle ve SRT1720
gruplarina ait implantasyon bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu ile kendi gruplarina ait
inter-implantasyon bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu karsilastirildiginda anlamli bir
farklilik gozlenmemistir. SRT1720 + parakuat grubunun implantasyon bdlgelerindeki
Sirtuin 1 ekspresyonunun kendi grubuna ait inter-implantasyon bdlgelerindeki Sirtuin 1
ekspresyonuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde arttigi gdzlenmistir

(p<0,05) (Sekil 4.10, Sekil 4.11).
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Sekil 4. 10. Gebeligin 5. giintindeki deney gruplarina ait implantasyon ve inter-implantasyon bolgeleri ile
uteruslarin bez epitellerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu. e: Embriyo, le: Liimen epiteli, be: Bez
epiteli, s: Stroma, myo: Miyometriyum, AM: Anti-mezometriyum
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Sekil 4. 11. Gebeligin 5. giiniindeki deney gruplarina ait bez epitellerinde Sirtuin 1 ekspresyon
diizeylerinin H-Score analizi, a: K imp’ye gore, b: K inter’e gore, c: P’ye gore, d: S imp’ye
gore ve e: S+P inter’e gore anlamli.
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Bez epitelinde yapilan H-Score analizi sonuglaria gore kontrol (158,3+1,5) ve vehicle
(158,1+1,4) gruplarinin  implantasyon bdlgelerindeki ~ Sirtuin 1  ekspresyonu
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gozlenmemistir. Kontrol (150,4+1,7) ve vehicle
(150,6£1,9) gruplarinin inter-implantasyon bdlgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu
karsilagtirildiginda da anlamli bir farklilik gézlenmemistir (Sekil 4.10, Sekil 4.11).

Bez epitelinde yapilan H-Score analizi sonuglarina gore parakuat (154,1+1,3) grubu
uteruslarindaki Sirtuin 1 ekspresyonu ile kontrol grubu implantasyon (158,3£1,5) ve
inter-implantasyon (150,4+1,7) bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu karsilagtirildiginda
anlamli bir farklilik gézlenmemistir (Sekil 4.10, Sekil 4.11).

Bez epitelinde yapilan H-Score analizi sonuglarina gore SRT1720 (156,8+3,4) grubu
implantasyon bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu ile kontrol (158,3£1,5) grubu
implantasyon bdlgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu karsilastirildiginda anlamli bir
farklilik gozlenmemistir. SRT1720 (154,9+1,0) grubu inter-implantasyon bdlgelerindeki
Sirtuin 1 ekspresyonu ile kontrol (150,4+1,7) grubu inter-implantasyon bolgelerindeki
Sirtuin 1 ekspresyonu karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gézlenmemistir. SRT1720
grubu implantasyon (156,8+3,4) ve inter-implantasyon (154,9+1,0) bdlgelerindeki
Sirtuin 1 ekspresyonu ile parakuat (154,1+1,3) grubu uteruslarindaki Sirtuin 1
ekspresyonu karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gozlenmemistir (Sekil 4.10, Sekil
4.11).

Bez epitelinde yapilan H-Score analizi sonuglarina gore SRT1720 + parakuat
(168,9+1,9) grubu implantasyon bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonunun kontrol
(158,3+1,5) (p<0.001) ve SRT1720 (156,8+3,4) (p<0.05) gruplarinin implantasyon
bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde
arttigi  gozlenmistir. SRT1720 + parakuat (159,0+1,9) grubu inter-implantasyon
bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonunun kontrol (150,4+1,7) grubu inter-implantasyon
bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde
arttig1 gézlenmistir (p<0.05). SRT1720 + parakuat (159,0+1,9) grubu inter-implantasyon
bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu ile SRT1720 (154,1+1,0) grubu inter-implantasyon
bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu karsilastirildiginda anlamli  bir  farklilik
gbzlenmemistir. SRT1720 + parakuat (168,9+1,9) grubu implantasyon bolgelerindeki
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Sirtuin 1 ekspresyonunun parakuat (154,1+1,3) grubu uteruslarindaki Sirtuin 1
ekspresyonuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde arttigi gozlenmistir
(p<0.001). SRT1720 + parakuat (159,0+1,9) grubu inter-implantasyon bolgelerindeki
Sirtuin 1 ekspresyonu ile parakuat (154,1+1,3) grubu uteruslarindaki Sirtuin 1
ekspresyonu karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gozlenmemistir (Sekil 4.10, Sekil
4.11).

4.1.1.3.  Stromada Sirtuin 1 immiinohistokimyasi

Stromada yapilan Sirtuin 1 immiinohistokimya sonuglari Sekil 4.12°de ve H-Score
analizi sonuglar1 Sekil 4.13’te gosterilmektedir. Sirtuin 1; kontrol, vehicle, parakuat,
SRT1720 ve SRT1720 + parakuat gruplarinin implantasyon bolgeleri veya uteruslari ile

inter-implantasyon bolgelerinin stromasinda niikleer lokalizasyon gostermistir.

Stromada yapilan H-Score analizi sonuglarma gore kontrol, vehicle, SRT1720 ve
SRT1720 + parakuat gruplarina ait implantasyon bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu
ile kendi gruplarma ait inter-implantasyon bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gozlenmemistir (Sekil 4.12, Sekil 4.13).
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Sekil 4. 12. Gebeligin 5. giiniindeki deney gruplarina ait implantasyon ve inter-implantasyon bolgeleri ile
uteruslarin stromalarindaki Sirtuin 1 ekspresyonu. e: Embriyo, le: Liimen epiteli, be: Bez
epiteli, s: Stroma, myo: Miyometriyum, AM: Anti-mezometriyum
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Sekil 4. 13. Gebeligin 5. giiniindeki deney gruplarna ait stromalarda Sirtuin 1 ekspresyon diizeylerinin H-
Score analizi.
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Stromada yapilan H-Score analizi sonuglarina gore kontrol (138,8+2,1) ve vehicle
(141,5£1,6) gruplarinin  implantasyon bolgelerindeki ~ Sirtuin 1  ekspresyonu
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gozlenmemistir. Kontrol (134,0+2,9) ve vehicle
(136,4+2,2) gruplarinin inter-implantasyon bdlgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu
karsilastirildiginda da anlamli bir farklilik gézlenmemistir (Sekil 4.12, Sekil 4.13).

Stromada yapilan H-Score analizi sonuglarina gore parakuat (141,1+2,2) grubu
uteruslarindaki Sirtuin 1 ekspresyonu ile kontrol grubu implantasyon (138,8+2,1) ve
inter-implantasyon (134,0+2,9) bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu karsilagtirildiginda
anlamli bir farklilik gézlenmemistir (Sekil 4.12, Sekil 4.13).

Stromada yapilan H-Score analizi sonuglarma goére SRT1720 (143,3£1,3) grubu
implantasyon bdlgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu ile kontrol (138,8+2,1) grubu
implantasyon bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu Kkarsilastirildiginda anlamli bir
farklilik gézlenmemistir. SRT1720 (141,142,5) grubu inter-implantasyon bolgelerindeki
Sirtuin 1 ekspresyonu ile kontrol (134,0+2,9) grubu inter-implantasyon bolgelerindeki
Sirtuin 1 ekspresyonu karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gézlenmemistir. SRT1720
grubu implantasyon (143,3+1,3) ve inter-implantasyon (141,1+2,5) bdlgelerindeki
Sirtuin 1 ekspresyonu ile parakuat (141,1+£2,2) grubu uteruslarindaki Sirtuin 1
ekspresyonu karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gézlenmemistir (Sekil 4.12, Sekil
4.13).

Stromada yapilan H-Score analizi sonuglarina gére SRT1720 + parakuat (142,6+1,8)
grubu implantasyon boélgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu ile kontrol (138,84+2,1) ve
SRT1720 (143,3+1,3) gruplarinin implantasyon bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu
karsilagtirildiginda anlamli  bir farklilik goézlenmemistir. SRT1720 + parakuat
(138,1+0,8) grubu inter-implantasyon bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu ile kontrol
(134,0£2,9) ve SRT1720 (141,142,5) gruplarinin inter-implantasyon bolgelerindeki
Sirtuin 1 ekspresyonu karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gézlenmemistir. SRT1720
+ parakuat grubu implantasyon (142,6+1,8) ve inter-implantasyon (138,1+0,8)
bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu ile parakuat (141,1+2,2) grubu uteruslarindaki
Sirtuin 1 ekspresyonu karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gozlenmemistir (Sekil
4.12, Sekil 4.13).
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4.1.2. FoxO1 immiinohistokimyasi

Caligmamizda gebeligin 5. gilintindeki kontrol, vehicle, parakuat, SRT1720 ve SRT1720
+ parakuat gruplarindan elde edilen implantasyon bolgeleri veya uteruslar ile inter-
implantasyon bdlgelerindeki FoxO1l ekspresyonu immiinohistokimyasal olarak
degerlendirilmistir. FoxO1 proteininin yogunluk olarak gruplar arasinda farklilik

gosterdigi ve hem niikleer hem de sitoplazmik lokalizasyonda oldugu gozlenmistir.

Biitiin gruplarda endometriyumun liimen epiteli, bez epiteli ve stroma alanlarindaki
FoxOl ekspresyonu H-Score analizi ile degerlendirilmis ve istatistiksel olarak

karsilastirilmistir.

4.1.2.1. Liimen Epitelinde FoxO1 Immiinohistokimyasi

Liimen epitelinde yapilan FoxO1 immiinohistokimya sonuglar1 Sekil 4.14’te ve H-Score
analizi sonuglar Sekil 4.15°te gosterilmektedir. FoxO1 liimen epitelinde hem niikleer
hem sitoplazmik lokalizasyon gdstermektedir. Kontrol, vehicle, SRT1720 ve SRT1720 +
parakuat gruplarinda implantasyon bélgelerinin liimen epitelinde FoxO1l c¢ogunlukla
niikleer ve daha az sitoplazmik lokalizasyon gosterirken inter-implantasyon bdlgelerinin
limen epitelinde FoxOl ¢ogunlukla sitoplazmik ve daha az niikleer lokalizasyon
gostermistir. Kontrol, vehicle, SRT1720 ve SRTI1720 + parakuat gruplarinda
embriyonun tutundugu antimezometriyal bolgenin liimen epitelinde FoxO1 daha cok
sitoplazmik lokalizasyon, antimezometriyal bolgenin embriyonun tutunmadigi
kismindaki liimen epiteli ve mezometriyal bolgenin liimen epitelinde daha ¢ok niikleer
lokalizasyon gdstermistir. Parakuat grubu uteruslarinin liimen epitelinde ise FoxO1’in
antimezometriyal bolgede c¢ogunlukla niikleer olarak lokalize oldugu; mezometriyal
bolgelerde gogunlukla sitoplazmik olarak lokalize oldugu ve ekspresyon siddetinin anti-

mezometriyal bolgeye kiyasla daha az oldugu gézlenmistir.

Liimen epitelinde yapilan H-Score analizi sonuglarina gore kontrol, vehicle, SRT1720
ve SRT1720 + parakuat gruplarmna ait inter-implantasyon bolgelerindeki FoxO1
ekspresyonunun kendi gruplarina ait implantasyon bolgelerindeki FoxO1 ekspresyonuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde azaldigi gozlenmistir (p<0.001) (Sekil
4.14, Sekil 4.15).
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Sekil 4. 14. Gebeligin 5. giintindeki deney gruplarina ait implantasyon ve inter-implantasyon bolgeleri ile
uteruslarin limen epitellerindeki FoxO1 ekspresyonu. e: Embriyo, le: Liimen epiteli, be: Bez
epiteli, s: Stroma, myo: Miyometriyum, M: Mezometriyum, AM: Anti- mezometriyum.
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Sekil 4. 15.  Gebeligin 5. giliniindeki deney gruplarina ait liimen epitellerinde FoxO1 ekspresyon
diizeylerinin H-Score analizi, a: K imp’ye gore, b: K inter’e gore, c: V imp’ye gore, d: P’ye
gore, e: S imp’ye gore, f: S+P imp’ye gore anlamli.
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Liimen epitelinde yapilan H-Score analizi sonuglarina gore kontrol (163,0+6,2) ve
vehicle (170,1+4,0) gruplarinin implantasyon bdlgelerindeki FoxO1 ekspresyonu
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gozlenmemistir. Kontrol (118,4+2,8) ve vehicle
(134,4+5,0) gruplarmin inter-implantasyon bolgelerindeki FoxO1 ekspresyonu
karsilastirildiginda da anlamli bir farklilik gézlenmemistir (Sekil 4.14, Sekil 4.15).

Liimen epitelinde yapilan H-Score analizi sonuglarina gore parakuat (242,3+4,1) grubu
uteruslarindaki FoxO1 ekspresyonunun kontrol grubu implantasyon (163,0+6,2) ve
inter-implantasyon (118,4+2,8) bolgelerindeki FoxO1 ekspresyonuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli olacak sekilde arttigi gézlenmistir (p<0.001) (Sekil 4.14, Sekil 4.15).

Liimen epitelinde yapilan H-Score analizi sonuglarina gére SRT1720 (221,3+3,4) grubu
implantasyon bolgelerindeki FoxO1 ekspresyonunun kontrol (163,0+6,2) grubu
implantasyon bolgelerindeki FoxO1 ekspresyonuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
olacak sekilde arttigi gozlenmistir (p<0.001). SRT1720 (138,6+2,3) grubu inter-
implantasyon boélgelerindeki FoxO1 ekspresyonu ile kontrol (118,442,8) grubu inter-
implantasyon bolgelerindeki FoxO1 ekspresyonu karsilastirildiginda anlaml bir farklilik
gozlenmemistir. SRT1720 grubu implantasyon (221,3+3,4) (p<0.05) ve inter-
implantasyon (138,642,3) (p<0.001) bolgelerindeki FoxO1 ekspresyonunun parakuat
(242,3+4,1) grubu uteruslarindaki FoxO1 ekspresyonuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli olacak sekilde azaldig1 gézlenmistir (Sekil 4.14, Sekil 4.15).

Liimen epitelinde yapilan H-Score analizi sonuglarina gére SRT1720 + parakuat
(279,6+1,9) grubu implantasyon bolgelerindeki FoxO1 ekspresyonunun kontrol
(163,0+£6,2) ve SRT1720 (221,343,4) gruplarinin implantasyon bolgelerindeki FoxO1
ekspresyonuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde arttigi gozlenmistir
(p<0.001). SRT1720 + parakuat (111,3£3,4) grubu inter-implantasyon bdolgelerindeki
FoxO1 ekspresyonu ile kontrol (118,4+2,8) ve SRT1720 (138,642,3) gruplarmin inter-
implantasyon bolgelerindeki FoxO1 ekspresyonu karsilastirildiginda anlamli bir farklilik
gozlenmemistir. SRT1720 + parakuat (279,6+1,9) grubu implantasyon bdlgelerindeki
FoxO1 ekspresyonunun parakuat (242,3+4,1) grubu uteruslarindaki FoxOl
ekspresyonuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde arttigi gozlenmistir
(p<0.001). SRT1720 + parakuat (111,3+3,4) grubu inter-implantasyon bolgelerindeki

75



FoxOl1 ekspresyonunun parakuat (242,3+4,1) grubu uteruslarindaki FoxOl
ekspresyonuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde azaldigi gozlenmistir
(p<0.001) (Sekil 4.14, Sekil 4.15).

4.1.2.2. Bez Epitelinde FoxO1 immiinohistokimyasi

Bez epitelinde yapilan FoxO1 immiinohistokimya sonuglar1 Sekil 4.16’da ve H-Score
analizi sonuclar1 Sekil 4.17°de gosterilmektedir. FoxO1; kontrol, vehicle, SRT1720 ve
SRT1720 + parakuat gruplarinin implantasyon bdlgelerinin bez epitelinde ¢ogunlukla
niikleer ve daha az sitoplazmik olarak lokalizasyon gosterirken ayni gruplarin inter-
implantasyon bolgelerinin bez epitelinde daha ¢ok sitoplazmik ve daha az niikleer
lokalizasyon gostermistir. Parakuat grubu uteruslarinin bez epitelinde ise FoxO1’in daha

cok sitoplazmik ve daha az niikleer lokalizasyonu g6zlenmistir.

Bez epitelinde yapilan H-Score analizi sonuglarina gore kontrol, vehicle ve SRT1720
gruplaria ait implantasyon bolgelerindeki FoxO1 ekspresyonu ile kendi gruplarina ait
inter-implantasyon bolgelerindeki FoxO1 ekspresyonu karsilastirildiginda anlamli bir
farklilik  gozlenmemistir. SRT1720 + parakuat gruplarma ait implantasyon
bolgelerindeki FoxOl1 ekspresyonunun kendi grubuna ait inter-implantasyon
bolgelerindeki FOXO1 ekspresyonuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde
arttig1 gézlenmistir (p<0,05) (Sekil 4.16, Sekil 4.17).
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Sekil 4. 16. Gebeligin 5. giiniindeki deney gruplarina ait implantasyon ve inter-implantasyon bolgeleri ile
uteruslarin bez epitellerindeki FoxO1 ekspresyonu. e: Embriyo, le: Liimen epiteli, be: Bez
epiteli, s: Stroma, myo: Miyometriyum, AM: Anti-mezometriyum.
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Sekil 4. 17. Gebeligin 5. giiniindeki deney gruplarina ait bez epitellerinde yapilan FoxO1 ekspresyon
diizeylerinin H-Score analizi, a: S+P inter’e gére anlamli.
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Bez epitelinde yapilan H-Score analizi sonuglarina gore kontrol (152,2+4,4) ve vehicle
(147,8£6,4)  gruplarmin  implantasyon  bolgelerindeki  FoxOl  ekspresyonu
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gozlenmemistir. Kontrol (140,3+4,9) ve vehicle
(141,8+£5,3) gruplarmin inter-implantasyon bolgelerindeki FoxO1 ekspresyonu
karsilastirildiginda da anlamli bir farklilik gézlenmemistir (Sekil 4.16, Sekil 4.17).

Bez epitelinde yapilan H-Score analizi sonuglarina gore parakuat (150,8+7,6) grubu
uteruslarindaki FoxO1 ekspresyonu ile kontrol grubu implantasyon (152,2+4,4) ve inter-
implantasyon (140,3+4,9) bolgelerindeki FoxO1 ekspresyonu karsilagtirildiginda
anlamli bir farklilik gézlenmemistir (Sekil 4.16, Sekil 4.17).

Bez epitelinde yapilan H-Score analizi sonuglarina gére SRT1720 (158,8+1,8) grubu
implantasyon bolgelerindeki FoxO1 ekspresyonu ile kontrol (152,2+4,4) grubu
implantasyon bolgelerindeki FoxO1 ekspresyonu karsilastirildiginda anlamli bir farklilik
gozlenmemistir. SRT1720 (154,4+4,5) grubu inter-implantasyon bdlgelerindeki FoxO1
ekspresyonu ile kontrol (140,3+4,9) grubu inter-implantasyon bélgelerindeki FoxOl
ekspresyonu karsilagtirildiginda anlamli bir farklilik gézlenmemistir. SRT1720 grubu
implantasyon (158,8+1,8) ve inter-implantasyon (154,4+4,5) boélgelerindeki FoxOl
ekspresyonu ile parakuat (150,84+7,6) grubu uteruslarindaki FoxO1l ekspresyonu
karsilagtirildiginda anlamli bir farklilik gézlenmemistir (Sekil 4.16, Sekil 4.17).

Bez epitelinde yapilan H-Score analizi sonuglarina gore SRT1720 + parakuat
(168,1£2,7) grubu implantasyon bolgelerindeki FoxO1 ekspresyonu ile kontrol
(152,2+4,4) ve SRT1720 (158,8+1,8) gruplarina ait implantasyon bolgelerindeki FoxOl1
ekspresyonu karsilastirildiginda anlamli bir farkliik gézlenmemistir. SRT1720 +
parakuat (146,3+2,8) grubu inter-implantasyon bolgelerindeki FoxO1 ekspresyonu ile
kontrol (140,3+4,9) ve SRT1720 (154,4+4,5) gruplarinin inter-implantasyon
bolgelerindeki FoxOl ekspresyonu karsilastirildiginda  anlamli  bir  farklilik
gozlenmemistir. SRT1720 + parakuat grubu implantasyon (168,1+£2,7) ve inter-
implantasyon (146,3+2,8) bolgelerindeki FoxO1 ekspresyonu ile parakuat (150,8+7,6)
grubu uteruslarindaki FoxO1 ekspresyonu karsilastirildiginda anlamli bir farklilik
gozlenmemistir (Sekil 4.16, Sekil 4.17).
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4.1.2.3. Stromada FoxO1 immiinohistokimyasi

Stromada yapilan FoxO1 immiinohistokimya sonuglar1 Sekil 4.18”de ve H-Score analizi
sonuglar1 Sekil 4.19°da gosterilmektedir. Tiim deney gruplarina ait stromalarda ¢ok az
hiicrenin FoxO1 eksprese ettigi ve bu hiicrelerde FoxO1’in niikleer lokalize oldugu
gbzlenmistir. Stromada yer alan kan damarlarina ait endotel hiicrelerinin FoxO1’1

niikleer olarak ekspre ettigi gozlenmistir.

Stromada yapilan H-Score analizi sonuglarina gore kontrol, vehicle, SRT1720 ve
SRT1720 + parakuat gruplarmna ait implantasyon bolgelerindeki FoxO1 ekspresyonu ile
kendi gruplarmma ait inter-implantasyon bdlgelerindeki FoxOl1l ekspresyonu
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gézlenmemistir (Sekil 4.18, Sekil 4.19)
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Sekil 4. 18. Gebeligin 5. giiniindeki deney gruplarina ait implantasyon ve inter-implantasyon bolgeleri ile
uteruslarin stromalarindaki FoxO1 ekspresyonu. e: Embriyo, le: Limen epiteli, be: Bez
epiteli, s: Stroma, myo: Miyometriyum, AM: Anti-mezometriyum, en: Endotel.
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Sekil 4. 19. Gebeligin 5. giiniindeki deney gruplarma ait stromalarda yapilan FoxO1l ekspresyon
diizeylerinin H-Score analizi.

Stromada yapilan H-Score analizi sonuclarina gore kontrol (34,6+2,3) ve vehicle
(32,4£1,6)  gruplarinin  implantasyon  boélgelerindeki ~ FoxOl  ekspresyonu
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gézlenmemistir. Kontrol (29,5+2,8) ve vehicle
(28,9£0,9) gruplarinin  inter-implantasyon  bdlgelerindeki  FoxO1l  ekspresyonu
karsilastirildiginda da anlamli bir farklilik gozlenmemistir (Sekil 4.18, Sekil 4.19).

Stromada yapilan H-Score analizi sonuglarina gore parakuat (31,0£2,5) grubu
uteruslarindaki FoxO1 ekspresyonu ile kontrol grubu implantasyon (34,6+2,3) ve inter-
implantasyon (29,542,8) bolgelerindeki FoxO1 ekspresyonu karsilastirildiginda anlamli
bir farklilik g6zlenmemistir (Sekil 4.18, Sekil 4.19).

Stromada yapilan H-Score analizi sonuglarmma gore SRT1720 (35,1+1,5) grubu
implantasyon bolgelerindeki FoxOl ekspresyonu ile kontrol (34,6+2,3) grubu
implantasyon bolgelerindeki FoxO1 ekspresyonu karsilastirildiginda anlamli bir farklilik
gozlenmemistir. SRT1720 (31,5+3,1) grubu inter-implantasyon bdolgelerindeki FoxO1
ekspresyonu ile kontrol (29,5+2,8) grubu inter-implantasyon bolgelerindeki FoxO1
ekspresyonu karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gézlenmemistir. SRT1720 grubu
implantasyon (35,1+1,5) ve inter-implantasyon (31,543,1) bolgelerindeki FoxO1
ekspresyonu ile parakuat (31,0+£2,5) grubu uteruslarindaki FoxO1 ekspresyonu
karsilagtirildiginda anlamli bir farklilik gézlenmemistir (Sekil 4.18, Sekil 4.19).
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Stromada yapilan H-Score analizi sonuglarina gére SRT1720 + parakuat (38,1+3,2)
grubu implantasyon bolgelerindeki FoxO1 ekspresyonu ile kontrol (34,6+2,3) ve
SRT1720 (35,1+1,5) grubu implantasyon bdlgelerindeki FoxOl ekspresyonu
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gozlenmemistir. SRT1720 + parakuat (32,5+3,7)
grubu inter-implantasyon bdlgelerindeki FoxO1 ekspresyonu ile kontrol (29,5+2,8) ve
SRT1720 (31,5+3,1) gruplarinin inter-implantasyon bolgelerindeki FoxO1 ekspresyonu
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gézlenmemistir. SRT1720 + parakuat grubu
implantasyon (38,1+3,2) ve inter-implantasyon (32,5+3,7) bolgelerindeki FoxO1
ekspresyonu ile parakuat (31,04£2,5) grubu uteruslarindaki FoxO1 ekspresyonu
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gézlenmemistir (Sekil 4.18, Sekil 4.19).

4.2. Western Blot Bulgular

Calismamizda gebeligin 5. giiniindeki kontrol, vehicle, parakuat, SRT1720 ve SRT1720
+ parakuat gruplarindaki farelere ait implantasyon bolgeleri veya uteruslar ile inter-
implantasyon bdlgelerindeki Sirtuin 1, FoxO1l ve asetile lizin proteinlerinin miktari

Western blot yontemi ile belirlendi ve kantitatif olarak degerlendirildi.

4.2.1. Sirtuin 1 Western Blotu

Calismamizda gebeligin 5. giiniindeki kontrol, vehicle, parakuat, SRT1720 ve SRT1720
+ parakuat gruplarindan elde edilen implantasyon bolgeleri veya uteruslar ile inter-
implantasyon bolgelerindeki  Sirtuin 1 ekspresyonu Western blot yontemi ile
belirlenmistir. Biitiin gruplardaki Sirtuin 1 ekspresyonu ImageJ programi ile 6lgiilerek

kantitatif olarak degerlendirilmis ve istatistiksel olarak karsilastirilmistir.

Kontrol Vehicle Parakuat SRT1720 SRT1720 + Parakuat

imp inter inlp inter Uterus imp inter imp inter

Sirtl
120 kDa

AKtin
45 kDa

Sekil 4. 20. Gebeligin 5. giiniindeki deney gruplarina ait implantasyon ve inter-implantasyon bolgeleri ile
uteruslarda yapilan Sirtuin 1 ve Aktin Western blot sonuglar1 (imp: implantasyon bdolgesi,
inter: inter-implantasyon bolgesi).
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Sirtuin 1 Western blot sonuglar1 Sekil 4.20°de ve analiz sonuglar1 Sekil 4.21°de
gosterilmektedir. Kontrol, vehicle, SRT1720 ve SRT1720 + parakuat gruplarina ait
implantasyon bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu ile kendi gruplarina ait inter-
implantasyon bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu karsilagtirildiginda anlamli bir

farklilik gézlenmemistir (Sekil 4.20, Sekil 4.21).

1.5+
@m Kontrol implantasyon

Kontrol inter implantasyon
aC b,C mm Vehiclk implantasyon
@R Vehicle inter implantasyon
@R Parakuat uterus
@R SRT1720 implantasyon
@A SRT1720 inter implantasyon
@R SRT1720 + Parakuat implantasyon
#m SRT1720 + Parakuat inter implantasyon

Sirtuin 1/ Aktin
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t“*\e R O -\e‘qé‘q\e
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Sekil 4. 21. Gebeligin 5. giiniindeki deney gruplarina ait implantasyon ve inter-implantasyon bolgeleri ile
uteruslarda yapilan Sirtuin 1 ve Aktin Western blot analizi sonuglar1 (imp: implantasyon
bolgesi, inter: inter-implantasyon bolgesi), a: K imp’ye gore, b: K inter’e gore ve c: P’ye gore
anlamli.

Kontrol (0,656+0,001) ve vehicle (0,653+0,001) gruplarmin implantasyon
bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu karsilagtirildiginda anlamli  bir  farklilik
gozlenmemistir. Kontrol (0,624+0,004) ve vehicle (0,594+0,003) gruplarinin inter-
implantasyon bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu karsilastirildiginda da anlamli bir
farklilik gozlenmemistir (Sekil 4.20, Sekil 4.21).

Parakuat (0,679+0,001) grubu uteruslarindaki Sirtuin 1 ekspresyonu ile kontrol grubu
implantasyon (0,656+0,001) bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu karsilagtirildiginda
anlamhi bir farklilik gozlenmemistir. Parakuat (0,679+0,001) grubu uteruslarindaki
Sirtuin 1  ekspresyonunun kontrol (0,624+0,004) grubu inter-implantasyon
bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde

arttig1 gézlenmistir (p<0.05) (Sekil 4.20, Sekil 4.21).
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SRT1720 (0,871+0,009) grubu implantasyon bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonunun
kontrol (0,656+0,001) grubu implantasyon bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde arttigi gozlenmistir (p<0.05).
SRT1720 (0,851+0,006) grubu inter-implantasyon bdlgelerindeki  Sirtuin 1
ekspresyonunun kontrol (0,624+0,004) grubu inter-implantasyon bolgelerindeki Sirtuin
1 ekspresyonuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde arttigi gézlenmistir
(p<0.05). SRT1720 grubu implantasyon (0,871+0,009) ve inter-implantasyon
(0,851+0,006) bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu ile parakuat (0,679+0,001) grubu
uteruslarindaki Sirtuin 1 ekspresyonu karsilastirildiginda anlamli  bir farklilik

gozlenmemistir (Sekil 4.20, Sekil 4.21).

SRT1720 + parakuat (1,017+0,001) grubu implantasyon bolgelerindeki Sirtuin 1
ekspresyonunun kontrol (0,656+0,001) grubu implantasyon bolgelerindeki Sirtuin 1
ekspresyonuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde arttigi gozlenmistir
(p<0.05). SRT1720 + parakuat (1,017+0,001) grubu implantasyon bolgelerindeki Sirtuin
1 ekspresyonu ile SRT1720 (0,871+0,009) grubu implantasyon boélgelerindeki Sirtuin 1
ekspresyonu karsilastirildiginda anlamli bir farklilik goézlenmemistir. SRT1720 +
parakuat  (0,990+0,003) grubu inter-implantasyon bdlgelerindeki ~ Sirtuin 1
ekspresyonunun kontrol (0,624+0,004) grubu inter-implantasyon boélgelerindeki Sirtuin
1 ekspresyonuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde arttigi gézlenmistir
(p<0.05). SRT1720 + parakuat (0,990+0,003) grubu inter-implantasyon bolgelerindeki
Sirtuin 1 ekspresyonu ile SRT1720 (0,851+0,006) grubu inter-implantasyon
bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu karsilagtirildiginda anlamli  bir farklilik
gozlenmemistir. SRT1720 + parakuat grubu implantasyon (1,017+0,001) ve inter-
implantasyon (0,990+0,003) bdlgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonunun parakuat
(0,679+0,001) grubu uteruslarindaki Sirtuin 1 ekspresyonuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli olacak sekilde arttig1 gozlenmistir (p<<0.05) (Sekil 4.20, Sekil 4.21).

Parakuat grubu uteruslarindaki Sirtuin 1 ekspresyonu kontrol grubu implantasyon ve
inter-implantasyon bolgelerindeki Sirtuin 1 ekSpresyonuna kiyasla artmistir. Parakuat
grubu uteruslarinda gerceklesen Sirtuin 1 ekspresyon artisi parakuatin olusturdugu

oksidatif stresin ortadan kaldirilabilmesi i¢in adaptif bir yanit olarak gerceklesmis
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olabilir. Sirtuin 1 aktivatorii olan SRT1720 uygulamast SRT1720 ve SRT1720 +
parakuat gruplarinin hem implantasyon hem inter-implantasyon bolgelerinde Sirtuin 1
ekspresyonunu arttirmistir. Bu durum Sirtuin 1 aktivatorii olan SRT1720’nin Sirtuin 1
aktivitesini artirmanin yanisira ekspresyonu tizerinde de transkripsiyonel diizeyde etkili

oldugunu diistindiirmiistiir.

4.2.2. FoxO1 Western Blotu

Caligmamizda gebeligin 5. gilinlindeki kontrol, vehicle, parakuat, SRT1720 ve SRT1720
+ parakuat gruplarindan elde edilen implantasyon bolgeleri veya uteruslar ile inter-
implantasyon bolgelerindeki FoxO1 ekspresyonu Western blot yontemi ile
belirlenmistir. Biitiin gruplardaki FoxO1 ekspresyonu Imagel] programi ile olgiilerek
kantitatif olarak degerlendirilmis ve istatistiksel olarak karsilastirilmistir.

l\ontrol \thiclc Parakuat SRT1720 SRT1720 + Parakuat

inter inter Uterus imp inter imp inter

Foxol

78 kDa

45 kDa
Sekil 4. 22. Gebeligin 5. giiniindeki deney gruplarina ait implantasyon ve inter-implantasyon bolgeleri ile

uteruslarda yapilan FoxO1 ve Aktin Western blot sonuglar1 (imp: implantasyon bolgesi, inter:
inter-implantasyon bolgesi).

FoxOl Western blot sonuglart Sekil 4.22°de ve analiz sonuglart Sekil 4.23’te
gosterilmektedir. Kontrol, vehicle, SRT1720 ve SRT1720 + parakuat gruplarma ait
inter-implantasyon bolgelerindeki FoxO1 ekspresyonunun kendi gruplarina ait
implantasyon boélgelerindeki FoxO1 ekspresyonuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
olacak sekilde azaldig1 gozlenmistir (p<0,001) (Sekil 4.22, Sekil 4.23).
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Sekil 4. 23. Gebeligin 5. giiniindeki deney gruplarina ait implantasyon ve inter-implantasyon bolgeleri ile
uteruslarda yapilan FoxOl ve Aktin Western blot analizi sonuglar1 (imp: implantasyon
bolgesi, inter: inter-implantasyon bolgesi), a: K imp’ye gore, b: K inter’e gore, ¢: V imp’ye
gore, d: P’ye gore, e: S imp’ye gore, f: S+P imp’ye gore anlaml.

Kontrol  (0,540+0,004) ve wvehicle (0,540+0,006) gruplarinin implantasyon
bolgelerindeki FoxOl ekspresyonu karsilastirildiginda  anlamli  bir  farklilik
gbzlenmemistir. Kontrol (0,486+0,005) ve vehicle (0,4834+0,010) gruplarinin inter-
implantasyon bdlgelerindeki FoxO1 ekspresyonu karsilagtirildiginda da anlamli bir

farklilik gozlenmemistir (Sekil 4.22, Sekil 4.23).

Parakuat (0,527+0,003) grubu uteruslarindaki FoxO1l ekspresyonu ile kontrol
(0,540+0,004)  grubu  implantasyon  bolgelerindeki  FoxOl ekspresyonu
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gézlenmemistir. Parakuat (0,527+0,003) grubu
uteruslarindaki FoxO1 ekspresyonunun kontrol (0,486+0,005) grubu inter-implantasyon
bolgelerindeki FoxO1 ekspresyonuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde

arttig1 gozlenmistir (p<0.05) (Sekil 4.22, Sekil 4.23).

SRT1720 (0,586+0,004) grubu implantasyon bdlgelerindeki FoxO1 ekspresyonunun
kontrol (0,540+0,004) grubu implantasyon bdlgelerindeki FoxO1 ekspresyonuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde arttigi gdzlenmistir (p<0.05). SRT1720
(0,517£0,008) grubu inter-implantasyon bolgelerindeki FoxO1 ekspresyonunun kontrol
(0,486+0,005) grubu inter-implantasyon bolgelerindeki FoxO1 ekspresyonuna kiyasla
arttigi ancak bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadigi gozlenmistir. SRT1720

(0,586+0,004) grubu implantasyon bdlgelerindeki FoxO1 ekspresyonunun parakuat
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(0,527+0,003) grubu uteruslarindaki FoxO1 ekspresyonuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli olacak sekilde arttifi gozlenmistir (p<0.001). SRT1720 (0,517+0,008) grubu
inter-implantasyon bolgelerindeki FoxO1 ekspresyonu ile parakuat (0,527+0,003) grubu
uteruslarindaki FoxO1 ekspresyonuna karsilastirildiginda anlamhi  bir farklilik

gozlenmemistir (Sekil 4.22, Sekil 4.23).

SRT1720 + parakuat (0,6354+0,012) grubu implantasyon bolgelerindeki FoxOl
ekspresyonunun kontrol (0,540+0,004) ve SRT1720 (0,586+0,004) gruplarinin
implantasyon bolgelerindeki FoxO1 ekspresyonuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
olacak sekilde arttig1 gézlenmistir (p<0.001). SRT1720 + parakuat (0,519+0,006) grubu
inter-implantasyon bolgelerindeki FoxO1 ekspresyonunun kontrol (0,486+0,005) grubu
inter-implantasyon bolgelerindeki FoxO1 ekspresyonuna kiyasla arttigi ancak bu artigin
istatistiksel olarak anlamli olmadigi gézlenmistir. SRT1720 + parakuat (0,519+0,006)
grubu inter-implantasyon  bolgelerindeki  FoxOl  ekspresyonu ile SRT1720
(0,517+0,008) grubu inter-implantasyon bolgelerindeki FoxO1  ekspresyonu
karsilagtirildiginda anlamli  bir farklilik goézlenmemigtir.  SRT1720 + parakuat
(0,635+0,012) grubu implantasyon boélgelerindeki FoxO1l ekspresyonunun parakuat
(0,527+0,003) grubu uteruslarindaki FoxO1 ekspresyonuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli olacak sekilde arttigi gozlenmistir (p<0.001). SRT1720 + parakuat
(0,519+0,006) grubu inter-implantasyon bolgelerindeki FoxO1 ekspresyonu ile parakuat
(0,527+0,003) grubu uteruslarindaki FoxO1 ekspresyonu karsilastirildiginda anlamli bir
farklilik g6zlenmemistir (Sekil 4.22, Sekil 4.23).

Kontrol, vehicle, SRT1720 ve SRT1720 + parakuat gruplarinin inter-implantasyon
bolgelerindeki FoxO1 ekspresyonu implantasyon bolgelerindeki FoxO1 ekspresyonuna
kiyasla azalmistir. Parakuat grubu uteruslarindaki FoxO1 ekspresyonu kontrol grubu
implantasyon ve inter-implantasyon bolgelerindeki FoxO1 ekspresyonuna kiyasla
artmistir. Parakuat grubu uteruslarinda FoxO1 ekspresyonunun artmasi parakuatin
olusturdugu oksidatif stresin ortadan kaldirilabilmesi ic¢in gerceklesmis olabilir.
SRT1720 uygulanan gruplarda FoxO1l ekspresyonunun artmasi Sirtuin 1’in FoxOl
ekspresyonu iizerinde etkili oldugunu ve Sirtuin 1 aktivasyonunun oksidatif stresle

miicadele etmek i¢cin FoxO1 ekspresyonunu arttirmis olabilecegini diistindiirmiistiir.
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4.2.3. Asetile Lizin Western Blotu

Caligmamizda gebeligin 5. giinlindeki kontrol, vehicle, parakuat, SRT1720 ve SRT1720
+ parakuat gruplarindan elde edilen implantasyon bolgeleri veya uteruslar ile inter-
implantasyon bolgelerindeki FoxO1 ekspresyonu Western blot yontemi ile
belirlendikten sonra membranlar strip edilerek asetile lizin antikoru ile muamele edilmis
ve FoxOl ile aymi kilodaltondaki asetile lizin ekspresyonu belirlenmistir. Biitiin
gruplarda FoxO1 hizasindaki asetile lizin ekspresyonu Imagel] programi ile Olgiilerek

kantitatif olarak degerlendirilmis ve istatistiksel olarak karsilastirilmistir.

Kontrol \chicle Parakuat QRTI 720 SRT1720 + Parakuat
imp inter Inter Uterus Inter imp inter
Lizin .

AKtin

45 kDa W

Sekil 4. 24. Gebeligin 5. giiniindeki deney gruplarina ait implantasyon ve inter-implantasyon bolgeleri ile
uteruslarda yapilan Asetile lizin ve Aktin Western blot sonuglart (imp: implantasyon bolgesi,
inter: inter-implantasyon bolgesi).

Asetile lizin Western blot sonuglar1 Sekil 4.24’te ve analiz sonuglar1 Sekil 4.25’te
gosterilmektedir. Kontrol (p<0,001), vehicle (p<0,001) ve SRT1720 (p<0,05) gruplarina
ait inter-implantasyon boélgelerindeki asetile lizin ekspresyonunun kendi gruplarina ait
implantasyon bolgelerindeki asetile lizin ekspresyonuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli olacak sekilde arttigi gozlenmistir. SRT1720 + parakuat grubu inter-
implantasyon bolgelerindeki asetile lizin ekspresyonunun kendi grubuna ait
implantasyon bolgelerindeki asetile lizin ekspresyonuna kiyasla artis gosterdigi ancak

bunun istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gézlenmistir (Sekil 4.24, Sekil 4.25).
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Sekil 4. 25. Gebeligin 5. giiniindeki deney gruplarina ait implantasyon ve inter-implantasyon bolgeleri ile
uteruslarda yapilan Asetile lizin ve Aktin Western blot analizi sonuglar1 (imp: implantasyon
bolgesi, inter: inter-implantasyon bolgesi), a: K imp’ye gore, b: K inter’e gore, c: V imp’ye
gore, d: P’ye gore, e: S imp’ye gore, f: S inter’e gére anlamli.

Kontrol  (0,180+0,001) ve wvehicle (0,180+£0,003) gruplarinin implantasyon
bolgelerindeki asetile lizin ekspresyonu karsilastirildiginda anlamli bir farklilik
gozlenmemistir. Kontrol (0,204+0,001) ve vehicle (0,200+0,003) gruplarinin inter-
implantasyon bolgelerindeki asetile lizin ekspresyonu karsilastirildiginda da anlamli bir

farklilik gézlenmemistir (Sekil 4.24, Sekil 4.25).

Parakuat (0,252+0,002) grubu uteruslarindaki asetile lizin ekspresyonunun kontrol grubu
implantasyon (0,180+0,001) ve inter-implantasyon (0,20440,001) bolgelerindeki asetile
lizin ekspresyonuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde arttig1 gozlenmistir

(p<0,001) (Sekil 4.24, Sekil 4.25).

SRT1720 (0,18340,002) grubu implantasyon bdlgelerindeki asetile lizin ekspresyonunun
kontrol (0,180+0,001) grubu implantasyon bolgelerindeki asetile lizin ekspresyonuna
oranla arttig1 ancak bunun istatistiksel olarak anlamli olmadig1 g6zlenmistir. SRT1720
(0,195+0,001) grubu inter-implantasyon bdlgelerindeki asetile lizin ekspresyonu ile
kontrol (0,20440,001) grubu inter-implantasyon bolgelerindeki asetile lizin ekspresyonu
karsilastirlldiginda anlamhi  bir farkliik  gézlenmemistir. SRT1720 grubunun
implantasyon (0,183+0,002) ve inter-implantasyon (0,195+0,001) bolgelerindeki asetile

lizin ekspresyonunun parakuat (0,252+0,002) grubu uteruslarindaki asetile lizin
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ekspresyonuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde azaldig1 gozlenmistir

(p<0,001) (Sekil 4.24, Sekil 4.25).

SRT1720 + parakuat (0,159+0,002) grubu implantasyon bolgelerindeki asetile lizin
ekspresyonunun kontrol (0,180+0,001) ve SRT1720 (0,183+0,002) gruplarinin
implantasyon bolgelerindeki asetile lizin ekspresyonuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli olacak sekilde azaldigi gozlenmistir (p<0,001). SRT1720 + parakuat
(0,169+0,003) grubu inter-implantasyon bolgelerindeki asetile lizin ekspresyonunun
kontrol (0,204+0,001) ve SRT1720 (0,195+0,001) gruplarinin inter-implantasyon
bolgelerindeki asetile lizin ekspresyonuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak
sekilde azaldigr gozlenmistir (p<0,001). SRT1720 + parakuat grubu implantasyon
(0,159+0,002) ve inter-implantasyon (0,169+0,003) bolgelerindeki asetile lizin
ekspresyonunun parakuat (0,2524+0,002) grubu uteruslarindaki asetile lizin
ekspresyonuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde azaldig1 gozlenmistir

(p<0,001) (Sekil 4.24, Sekil 4.25).

Parakuat grubu uteruslarindaki asetile lizin (asetile FoxO1) miktarindaki artis parakuatin
olusturdugu oksidatif stresin FoxO1 asetilasyonunu artirdigini gdstermistir. SRT1720
grubundaki asetile FoxO1 miktar1 kontrol grubundakine benzerdir. Ancak bu grupta
FoxOl ekspresyonu artmistir bu da total FoxOl asetilasyonunun azaldigini
gostermektedir. SRT1720 ve parakuatin birlikte uygulandigi grupta asetile FoxOl
miktarinin kontrol ve SRT1720 gruplarina gore daha da azaldig gézlenmistir. SRT1720
uygulanan gruplarda FoxO1 asetilasyonunun azalmasi SRT1720 ile aktive olan Sirtuin

I’in FoxO1 deasetilasyonu iizerinde etkili oldugunu diistindiirmiistiir.

4.2.4. Deasetile FoxO1’in Belirlenmesi

Caligmamizda gebeligin 5. gilinlindeki kontrol, vehicle, parakuat, SRT1720 ve SRT1720
+ parakuat gruplarindan elde edilen implantasyon bolgeleri veya uteruslar ile inter-
implantasyon bolgelerindeki FoxO1 ve aym kilodaltondaki asetile lizin ekspresyonlari
Western blot yontemiyle belirlenmistir. Biitiin gruplardaki FoxO1 ve asetile lizin
ekspresyonlari ImageJ programi ile oOlgiilerek kantitatif olarak belirlenmistir. FoxO1
degerlerinden asetile lizin degerleri ¢ikarilarak deasetile FoxO1 miktar1 elde edilmistir
ve sonugclar istatistiksel olarak karsilagtirilmistir.
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Deasetile FoxO1 miktarinin sonuglar1 Sekil 4.26’da gosterilmektedir. Kontrol, vehicle,
SRT1720 ve SRT1720 + parakuat gruplarina ait inter-implantasyon bolgelerindeki
deasetile FoxO1 miktarmin kendi gruplarinin implantasyon bolgelerindeki deasetile
FoxO1 miktarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde azaldig1 gézlenmistir

(p<0,001) (Sekil 4.26).
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Sekil 4. 26. Gebeligin 5. giiniindeki deney gruplarina ait implantasyon ve inter-implantasyon bolgeleri ile
uteruslarda deasetile FoxO1 miktarlarimi gosteren grafik (imp: implantasyon bdolgesi, inter:
inter-implantasyon bolgesi), a: K imp’ye gore, b: K inter’e gore, c: V imp’ye gore, d: P’ye
gore, e: S imp’ye gore, f: S inter’e gore ve g: S+P imp’ye gore anlaml.

Kontrol  (0,360+0,001) ve vehicle (0,359+0,003) gruplarinin  implantasyon
bolgelerindeki deasetile FoxOl miktar1 karsilastirildiginda anlamli  bir farklilik
gozlenmemistir. Kontrol (0,282+001) ve vehicle (0,283+0,003) gruplarinin inter-
implantasyon bolgelerindeki deasetile FoxO1 miktar1 karsilastirildiginda da anlamli bir

farklilik gézlenmemistir (Sekil 4.26).

Parakuat (0,275+0,002) grubu uteruslarindaki deasetile FoxO1 miktarinin kontrol grubu
implantasyon (0,360+0,001) bdolgelerindeki deasetile FoxOl miktarina kiyasla
istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde azaldig1 gozlenmistir (p<<0,001). Parakuat
(0,275+0,002) grubu uteruslarindaki deasetile FoxO1 miktar1 ile kontrol (0,282+001)
grubu inter-implantasyon bolgelerindeki deasetile FoxO1 miktar1 karsilastirildiginda

anlaml bir farklilik gézlenmemistir (Sekil 4.26).
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SRT1720 (0,4024+0,002) grubunun implantasyon bolgelerindeki deasetile FoxO1l
miktarinin kontrol (0,360+£0,001) grubu implantasyon bolgelerindeki deasetile FoxO1
miktarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde arttigi goézlenmistir
(p<0,001). SRT1720 (0,322+0,001) grubu inter-implantasyon bolgelerindeki deasetile
FoxOl miktarinin kontrol (0,282+001) grubu inter-implantasyon bdlgelerindeki
deasetile FoxO1 miktarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde arttigi
gozlenmistir (p<0,001). SRT1720 grubu implantasyon (0,402+0,002) ve inter-
implantasyon (0,322+0,001) bdlgelerindeki deasetile FoxO1 miktarinin parakuat
(0,275+£0,002) grubu uteruslarindaki deasetile FoxOl miktarina kiyasla istatistiksel
olarak anlamli olacak sekilde arttig1 gézlenmistir (p<0,001) (Sekil 4.26).

SRT1720 + parakuat (0,476+0,002) grubu implantasyon bolgelerindeki deasetile FoxO1
miktarmin kontrol (0,360+0,001) ve SRT1720 (0,402+0,002) gruplarinin implantasyon
bolgelerindeki deasetile FoxOl miktarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak
sekilde arttig1 gozlenmistir (p<0,001). SRT1720 + parakuat (0,350+0,003) grubu inter-
implantasyon bolgelerindeki deasetile FoxOl miktarinin Kontrol (0,282+001) ve
SRT1720 (0,322+0,001) gruplarinin inter-implantasyon bolgelerindeki deasetile FoxO1
miktarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde arttigi gdzlenmistir
(p<0,001). SRT1720 + parakuat grubu implantasyon (0,476+0,002) ve inter-
implantasyon (0,350+0,003) bolgelerindeki deasetile FoxOl miktariin parakuat
(0,275+0,002) grubu uteruslarindaki deasetile FoxOl miktarina kiyasla istatistiksel
olarak anlamli olacak sekilde arttig1 gézlenmistir (p<0,001) (Sekil 4.26).

Parakuat grubu uteruslarindaki deasetile FoxO1 miktar1 kontrol, vehicle, SRT1720 ve
SRT1720 + parakuat gruplarmin implantasyon bolgelerindeki deasetile FoxOl
miktarlarma kiyasla daha diisiiktiir. Bu durum parakuat grubu uteruslarinda oksidatif
strese bagli FoxO1 asetilasyonundaki artis nedeniyledir. SRT1720 uygulanan gruplarda
deasetile FoxOl miktarinin artmast SRT1720 ile aktive olan Sirtuin 1’in FoxOl1
deasetilasyonuna sebep oldugunu gostermistir. Bununla birlikte SRT1720 + parakuat
grubunda deasetile FoxOl1l miktarinin daha fazla oldugu gozlenmistir. Bu durum
oksidatif stres olusturulup SRT1720 uygulandiginda FoxO1 deasetilasyonunun daha

fazla indiiklenmis olabilecegini diisiindiirmiistiir.
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4.3. ROT/RNT Bulgulan

Calismamizda gebeligin 5. glintindeki kontrol, vehicle, parakuat, SRT1720 ve SRT1720
+ parakuat gruplarindaki farelere ait implantasyon bolgeleri veya uteruslar ile inter-
implantasyon bolgelerindeki ROT/RNT miktart ELISA Kiti kullanilarak kantitatif olarak

belirlenmis ve bu degerler istatistiksel olarak karsilastirilmistir.

ROT/RNT ELISA sonuglar1 Sekil 4.27°de gosterilmektedir. Kontrol, vehicle, SRT1720
ve SRT1720 + parakuat gruplarina ait implantasyon bolgelerindeki ROT/RNT miktarlar:
ile kendi gruplarina ait inter-implantasyon bolgelerindeki ROT/RNT miktarlar:
karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gozlenmemistir (Sekil 4.27).
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Sekil 4. 27. Gebeligin 5. giiniindeki deney gruplarina ait implantasyon ve inter-implantasyon bolgeleri ile
uteruslarda yapilan ROT/RNT ELISA sonuglarini gosteren grafik. a: K imp’ye gore, b: K
inter’e gore, c: P’ye gore, d: S imp’ye gore, e: S inter’e gore anlamli.

Kontrol (94,0+6,1) ve vehicle (87,4£8,0) gruplarinin implantasyon bolgelerindeki
ROT/RNT miktarlart karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gézlenmemistir. Kontrol
(95,6+£7,6) ve vehicle (99,3£3,4) gruplarmin inter-implantasyon bolgelerindeki
ROT/RNT miktarlar: karsilastirildiginda da anlamli bir farklilik gézlenmemistir (Sekil
4.27).

Parakuat (247,0+£19,2) grubu uteruslarindaki ROT/RNT miktarlarinin kontrol grubu
implantasyon (94,0+6,1) ve inter-implantasyon (95,6+7,6) bolgelerindeki ROT/RNT
miktarlarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde arttifi gozlenmistir

(p<0,001) (Sekil 4.27).
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SRT1720 (39,6+13,1) grubu implantasyon bolgelerindeki ROT/RNT miktarlarinin
kontrol (94,0+6,1) grubu implantasyon bolgelerindeki ROT/RNT miktarlarina kiyasla
istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde azaldigi gozlenmistir (p<0,001). SRT1720
(40,8+2,9) grubu inter-implantasyon bolgelerindeki ROT/RNT miktarlarinin Kkontrol
(95,6+7,6) grubu inter-implantasyon bolgelerindeki ROT/RNT miktarlarina kiyasla
istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde azaldigi gozlenmistir (p<0,001). SRT1720
grubu implantasyon (39,6+13,1) ve inter-implantasyon (40,8+2,9) bdélgelerindeki
ROT/RNT miktarlarinin parakuat (247,0£19,2) grubu uteruslarindaki ROT/RNT
miktarlaria kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde azaldigi gozlenmistir

(p<0,001) (Sekil 4.27).

SRT1720 + parakuat (142,4+10,5) grubu implantasyon bolgelerindeki ROT/RNT
miktarlarinin kontrol (94,0+6,1) ve SRT1720 (39,6+13,1) gruplarinin implantasyon
bolgelerindeki ROT/RNT miktarlarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde
arttigi  gozlenmistir (p<0,001). SRT1720 + parakuat (132,9+10,1) grubu inter-
implantasyon bolgelerindeki ROT/RNT miktarlarinin kontrol (95,6+7,6) ve SRT1720
(40,8+2,9) gruplarmin inter-implantasyon bolgelerindeki ROT/RNT miktarlarina kiyasla
istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde arttigi gozlenmistir (p<0,001). SRT1720 +
parakuat grubu implantasyon (142,4+10,5) ve inter-implantasyon (132,9+10,1)
bolgelerindeki ROT/RNT miktarlarinin parakuat (247,0+£19,2) grubu uteruslarindaki
ROT/RNT miktarlarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde azaldigi
gozlenmistir (p<0,001) (Sekil 4.27).

Parakuat, oksidatif stres olusturan bir kimyasal oldugu i¢in uygulandigi grubun
uteruslarinda reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri beklenildigi gibi artmigtir. SRT1720 +
parakuat grubunda da reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri artmis ancak Sirtuin 1 aktivatori
SRT1720 uygulamas: nedeniyle bu artis parakuat grubundaki kadar fazla olmamustir.
SRT1720 uygulanan gruptaki reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin kontrol grubundakine
oranla daha da az oldugu goézlenmistir. Bu sonuglar SRT1720 uygulanan gruplarda
aktive olan Sirtuin 1’in reaktif oksijen ve nitrojen tiirlerinin ortadan kaldirilmasinda rol

oynadigin ortaya koymustur.
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4.4. Mangan Siiperoksit Dismutaz (MnSOD) Bulgular:

Calismamizda gebeligin 5. giiniindeki kontrol, vehicle, parakuat, SRT1720 ve SRT1720
+ parakuat gruplarindaki farelere ait implantasyon bdlgeleri veya uteruslar ile inter-
implantasyon bolgelerindeki MnSOD miktar1t ELISA Kiti kullanilarak kantitatif olarak

belirlenmistir ve bu degerler istatistiksel olarak karsilagtirilmistir.

MnSOD ELISA sonuglar1 Sekil 4.28’de gosterilmektedir. Kontrol, vehicle, SRT1720 ve
SRT1720 + parakuat gruplarina ait implantasyon bélgelerindeki MnSOD miktarlar ile
kendi  gruplarinin  inter-implantasyon  bolgelerindeki ~ MnSOD  miktarlari

karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gézlenmemistir (Sekil 4.28).
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Sekil 4. 28. Gebeligin 5. giiniindeki deney gruplarina ait implantasyon ve inter-implantasyon bolgeleri ile
uteruslarda yapilan MnSOD ELISA sonuglarimi gosteren grafik. a: K imp’ye gore, b: K
inter’e gore, c: P’ye gore, d: S imp’ye gore, e: S inter’e gore anlamli.

Kontrol (23,942,4) ve vehicle (25,4+2,0) gruplarmmin implantasyon bolgelerindeki
MnSOD miktarlar1 karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gézlenmemistir. Kontrol
(18,9+2,1) ve vehicle (21,5+1,6) gruplariin inter-implantasyon boélgelerindeki MnSOD
miktarlar1 karsilastirildiginda da anlamli bir farklilik gézlenmemistir (Sekil 4.28).

Parakuat (42,4+1,1) grubu uteruslarindaki MnSOD miktarlarinin kontrol grubu
implantasyon (23,9+£2,4) ve inter-implantasyon (18,9+2,1) bolgelerindeki MnSOD
miktarlarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde artifi goézlenmistir

(p<0,001) (Sekil 4.28).
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SRT1720 (36,94£2,5) grubu implantasyon bolgelerindeki MnSOD miktarlarinin kontrol
(23,9£2.,4) grubu implantasyon bolgelerindeki MnSOD miktarlarina kiyasla istatistiksel
olarak anlamli olacak sekilde artigi gozlenmistir (p<0,05). SRT1720 (37,8+1,4) grubu
inter-implantasyon boélgelerindeki MnSOD miktarlarinin kontrol (18,942,1) grubu inter-
implantasyon bolgelerindeki MnSOD miktarlarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli
olacak sekilde artig1 gozlenmistir (p<0,001). SRT1720 grubu implantasyon (36,9+2,5)
ve inter-implantasyon (37,8+1,4) bolgelerindeki MnSOD miktarlar1 ile parakuat
(42,4+1,1) grubu uteruslarindaki MnSOD miktarlar1 karsilastirildiginda anlamli bir
farklilik gézlenmemistir (Sekil 4.28).

SRT1720 + parakuat (81,8+5,8) grubu implantasyon bolgelerindeki MnSOD
miktarlarinin  kontrol (23,9£2,4) ve SRT1720 (36,9+£2,5) gruplarmin implantasyon
bolgelerindeki MnSOD miktarlarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde
artig1 gozlenmistir (p<0,001). SRT1720 + parakuat (81,943,9) grubu inter-implantasyon
bolgelerindeki MnSOD miktarlarinin  kontrol (18,9+£2,1) ve SRT1720 (37,8+1,4)
gruplariin inter-implantasyon bolgelerindeki MnSOD miktarlarina kiyasla istatistiksel
olarak anlamli olacak sekilde artig1 gézlenmistir (p<0,001). SRT1720 + parakuat grubu
implantasyon (81,8+5,8) ve inter-implantasyon (81,9+3,9) bolgelerindeki MnSOD
miktarlarin parakuat (42,4+1,1) grubu uteruslarindaki MnSOD miktarlarina kiyasla
istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde artigi gézlenmistir (p<0,001) (Sekil 4.28).

Parakuat grubunda artan oksidatif strese yanit olarak MnSOD miktar1 artmistir.
SRT1720 grubunda da MnSOD miktar1 artis gostermistir. SRT1720 grubundaki MnSOD
artistnin SRT1720 uygulamasi ile Sirtuin 1’in aktive olmasi sonucunda gercgeklestigini
diistinmekteyiz. SRT1720 ve parakuatin birlikte uygulandigr gruptaki MnSOD miktari
sadece parakuat ya da sadece SRT1720 uygulanan gruplara oranla daha fazla artmistir.
Bu artisin hem oksidatif strese yanit olarak hem de SRT1720 uygulamasi sonucu Sirtuin

I’in aktive olmasi nedeniyle gerceklestigini diisiinmekteyiz.

Parakuat grubunda MnSOD miktariin artmasi ancak bu artisa ragmen embriyo
implantasyonunun gerceklesmemesi iiretilen MnSOD’nin ROT/RNT miktarini ortadan
kaldirmada yetersiz kaldigint ve bu nedenle embriyo implantasyonunun
gergeklesmedigini  dislindiirmiistir. SRT1720 wuygulanan gruplarda Sirtuin 1
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aktivasyonu sonucu FoxO1’in deasetilasyonunun ve MnSOD ekspresyonunun arttigini
ve buna bagli olarak ROT/RNT miktarinin anlamli olarak azaldigini diistinmekteyiz.
Benzer sekilde SRT1720 + parakuat grubunda hem oksidatif strese yanit olarak hem de
Sirtuin 1 aktivasyonuyla FoxO1’in deasetillenmesi sonucu MnSOD ekspresyonunun
artmast ile ROT/RNT miktarimin azaldigini ve bunun sonucunda embriyo

implantasyonunun gergeklestigini diisiinmekteyiz.
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5. TARTISMA

Memelilerde implantasyon, embriyonun maternal uterusa yerlesmesi siirecidir.
Implantasyon boyunca embriyo ve uterus arasindaki karsilikli konusmanin sirlar1 heniiz
tam olarak aydinlatilamamis ve hala merak edilen bir konudur. insanlarda embriyo ile
uterus etkilesimlerini molekiiler diizeyde incelemede yasanan zorluklar ve etik
kisitlamalar embriyo-uterus etkilesimlerinin direk analizini 6nlemektedir. Bu nedenle bu
alandaki bilgilerin ¢ogu kemirgenlerde 6zellikle de fare ve siganlarda yapilan ¢alismalar

sonucunda elde edilmektedir (H. Wang ve Dey, 2006; S. Zhang ve ark., 2013).

Basarili bir implantasyon i¢in embriyonun blastosist asamasina ve uterusun reseptif
asamaya senkronize bir sekilde gelmesi kritik bir éneme sahiptir. Implantasyon igin
uterus reseptivitesi sinirlt bir zamanda gerceklesir ve ovaryum steroid hormonlari
tarafindan dilizenlenen bu zaman implantasyon penceresi olarak adlandirilir.
Implantasyonda rol alan sinyal molekiillerinin birlikte diizenlenmesi bu siirecin oldukga

karmasik hale gelmesine neden olmaktadir (Matsumoto, 2017).

Insanlarda 6zellikle ilk trimesterde bircok gebelik kayiplari yasanmaktadir (Liang ve
ark., 2017; Vasquez ve ark., 2018). Yardimci iireme teknikleriyle bazi bireylerin
infertilite problemleri ¢oziilmesine ragmen implantasyon basarisizligi hala gebelik
kayiplarini etkileyen 6nemli bir sorundur. Bu durum, embriyo implantasyonunda rol
alan mekanizmalarin arastirilmasini daha da 6nemli hale getirmektedir (Aplin ve Ruane,
2017; Liang ve ark., 2017; Paul ve ark., 2019).

Organizmada serbest radikallerin olusmasi ile bunlarin ortadan kaldirilmasimin denge
igerisinde oldugu durum oksidatif denge olarak adlandirilir. Serbest radikallerin
olusumundaki artis ya da yok edilmesindeki diislis bu dengenin bozularak oksidatif stres
(OS) olarak adlandirilan durumun ortaya ¢ikmasina neden olur. Oksidatif stres serbest
radikaller ile antioksidanlar arasindaki dengesizligi gostermekte olup sonucta doku

hasarina yol agmaktadir (Kohen ve Nyska, 2002).

OS fertilite tizerinde etkilidir ve infertilitenin etiyopatogenezinde rol oynar (A. Agarwal

ve ark., 2005). Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) yiiksek diizeyleri hem dogal hem
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yardimla iiremede fertilite potansiyeline zararlidir (Y. Wang ve ark., 1997). Polak ve
arkadaslar1 (1999) idiyopatik infertilite teshisi almig kadinlarin periton sivilarinda lipit
peroksidasyon iirlinii olan malondialdehitin kontrol grubu kadinlara kiyasla arttigini ve
antioksidan konsantrasyonlarinin kontrol grubu kadinlara kiyasla azaldigini rapor
etmiglerdir (Polak ve ark., 1999).

Liu ve arkadaslar1 (2014) gebeligin 1. giiniindeki farelerde hareketsizlik stresi meydana
getirdikleri calismalarinda gebeligin 5. gilinlinde implantasyon bolge sayilarinin
azaldigini, maternal plazma kortikosteron diizeylerinin arttigini, uterusta malondialdehit
diizeylerinin artip glutatyon peroksidaz ve siiperoksit dismutaz (SOD) miktarlarinin
azaldigin1 gozlemlemislerdir. Arastirmacilar hareketsizlik stresinin farede implantasyon

basarisinin diismesine neden oldugu yorumunu yapmislardir (G. Liu ve ark., 2014).

Parakuat (1,1'-dimetil-4,4'-bipiridinyum diklorid) yaygin olarak kullanilan bir herbisittir.
Parakuat hiicreye girdiginde elektron rediiksiyonu/oksidasyonuna ugrayarak siiperoksit
anyonlari, hidroksil ve peroksil radikalleri gibi ROT’lerin olusumuna neden olur
(Gawarammana ve Buckley, 2011; Blanco-Ayala ve ark., 2014). Bu nedenle bir¢ok

organizmada oksidatif stres yaratmak amaciyla kullanilmaktadir.

Parakuatin oksidatif stres olusturarak embriyo gelisimini ve implantasyonunu olumsuz
etkiledigi yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Hausburg ve ark., 2005; Hirota ve ark.,
2010; Ait-Bali ve ark., 2016; Almeida ve ark., 2017). Hirota ve arkadaslarinin (2012)
yaptiklar1 ¢aligmada kontrol grubu farelere 30 mg/kg intraperitonal olarak uygulanan
parakuatin embriyo gelisimine zarar vermeden implantasyonu engelledigi gosterilmistir
(Hirota ve ark., 2010). Parakuat uygulanan farelerde diizgiin morfolojili blastosistler
embriyolarin saglikli oldugunu ve uygulanan parakuat dozunun embriyo gelisimini

etkilemedigini gostermistir.

Sirtuinler, bakterilerden memelilere kadar neredeyse tiim tilirlerde bulunan yiiksek
derecede korunmus protein ailesidir. Sirtuinler, nikotinamid adenin diniikleotit (NAD)+
bagimli histon/protein deasetilazlardir. Sirtuin 1’in strese direng, apoptoz, senesens,
yaslanma ve inflamasyon siireglerinde farkli roller oynadiklar1 bilinmektedir (Chung ve
ark., 2010; Rahman ve ark., 2012; Yao ve ark., 2012; Yao ve Rahman, 2012). Sirtuin 1
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bu fonksiyonlari ¢ogunlukla histon, p53, fork head boxO (FoxO), niiklear faktor-«B
(NF-xB), peroksizom proliferator-aktive reseptor y koaktivatorlo (PGC-1a) ve Ku70
gibi transkripsiyon faktorleri veya ko-aktivatorleri deasetile ederek gerceklestirir (Sauve
ve ark., 2006; Chung ve ark., 2010; Rahman ve ark., 2012; Yao ve ark., 2012; Yao ve
Rahman, 2012). Sirtuin 1 strese yanit veren faktorleri deasetile ederek memelilerde
oksidatif stresi regiile eder (Y. Li ve ark., 2008; Yao ve ark., 2013). OS durumunda
Sirtuin 1, FoxO, p53, p21, pl6 ile DNA hasari ve tamirinde rol alan molekiilleri
diizenleyerek koruma saglar (Furukawa ve ark., 2007; Yao ve Rahman, 2012; Xia ve
ark., 2015).

Sirtuinlerin embriyo implantasyonunda rolii olup olmadigiyla ilgili literatiirdeki tek
yaym Shirane ve arkadaglarinin (2012) in vitroda yaptiklari ¢aligmadir. Literatiirde
sirtuinlerin embriyo implantasyonundaki muhtemel rollerini arastiran in vivo bir ¢alisma

bulunmamaktadir.

Shirane ve arkadaglar1 (2012) Ishikawa ve RL95-2 endometriyal karsinoma hiicrelerini
kullanarak yaptiklar1 ¢alismalarinda Sirtuin 1’in E-kaderin ekspresyonunu diizenleyerek
implantasyonun ilk basamaklarinda énemli bir rolii oldugunu belirtmislerdir (Shirane ve

ark., 2012).

FoxO’lar forkhead box protein ailesine ait olup olduk¢a korunmus DNA baglanma
domeynleri ile karakterizedirler. FoxO transkripsiyon faktorleri apoptoz, hiicre siklusu,
DNA hasar tamiri, oksidatif stres, hiicre farklilagmasi, glukoz metabolizmas1 ve diger
hiicresel fonksiyonlarda rol alan genlerin ekspresyonunu diizenlerler. FoxO’nun
hedefleri arasinda hiicre siklusunun duraklatilmasi (p21, p27), ROT detoksifikasyonu
(MnSOD), programli hiicre 6liimii (Fas, Bim) ve glukoz metabolizmasinda (G6PC) rol
alan genler yer almaktadir (Oellerich ve Potente, 2012). FoxO’larin transkripsiyon
riinleri  ¢esitli  post-translasyonel modifikasyonlarla (PTM) diizenlenir. Bunun
sonucunda FoxO’larin transkripsiyonel aktivitesi, DNA’ya baglanmasi, hiicre igi
yerlesimi ve protein stabilitesi diizenlenir. FoxO proteinlerinin Sirtuin 1 bagiml
deasetilasyonu hiicre siklusu inhibisyonu ve strese direnci indiiklerken pro-apoptotik

genlerin aktivasyonunu engeller. FoxO proteinleri doku tipine ve gelisim basamagi ya da
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farklilasma sathasina bagh olarak eksprese edilir (Kajihara ve ark., 2009; Maiese ve
ark., 2009).

Yapilan c¢alismalarda in vivo ve in vitro desidualize olan insan endometriyum stroma
hiicrelerinde (ESH) FoxO1’in indiiklendigi buna karsin FoxO3’iin baskilandigi
gosterilmistir (Christian ve ark., 2002; J. J. Kim ve ark., 2003; Labied ve ark., 2006). OS
varliginda FoxO3’iin aktivasyonu apoptoza yol acarken FoxOl farklilasma ve strese
diren¢ genlerini aktive etmektedir. Arastirmacilar ESH farklilagsmasi {lizerine FoxO1’in
MnSOD ekspresyonunu indiikleyerek desidua hiicrelerinin OS ile miicadele yetenegini
artirdigini; FoxO3’lin baskilanmast ile apoptozun ger¢eklesmedigi yorumunu

yapmuslardir (Kajihara ve ark., 2006).

Tiim bu literatiir bilgileri 1518inda ve Sirtuin 1’in farelerde embriyo implantasyonunda
rol alip almadig: ile ilgili literatiirde in vivo bir ¢aligma bulunmamasi nedeniyle
hipotezimizi “Sirtuin 1 parakuat ile indiiklenen oksidatif strese karst embriyo
implantasyonunu FoxOl1 araciligiyla korur” seklinde kurmustuk. Bu hipotezden yola
cikarak caligmamizin amaci “parakuat ile oksidatif stres olusturulacak ve Sirtuin 1
aktivatorii SRT1720 uygulanacak gebe farelerde Sirtuin 1, Sirtuin 1 tarafindan deasetile
edilen ve oksidatif stresi modiile ettigi bilinen FoxOl1 transkripsiyon faktorii
ekspresyonlar1 ile FoxO1’in ekspresyonunu diizenledigi bir antioksidan olan mangan

stiperoksit dismutaz (MnSOD) miktarini belirlemektir” seklindeydi.

Hipotezimizi test etmek amaciyla deney gruplarimizi su sekilde olusturduk: higbir
enjeksiyon yapmadigimiz ve gebeligin 5. giinli sakrifiye ettigimiz kontrol grubu,
gebeligin 1, 2, 3 ve 4. giinleri boyunca Sirtuin 1 aktivatorii olan SRT1720’nin igerisinde
¢oziildigii %5 DMSO, %30 PEG400, %2 Tween-80 karisimi ve gebeligin 4. giinii
parakuatin igerisinde ¢oziildiigii %0.9 NaCl'nin enjekte edildigi vehicle grubu,
gebeligin 4. giinii sabah1 30 mg/kg parakuatin enjekte edildigi parakuat grubu,
gebeligin 1, 2, 3 ve 4. gilinleri boyunca 50 mg/kg SRT1720’nin enjekte edildigi
SRT1720 grubu ve gebeligin 1, 2, 3 ve 4. giinleri boyunca 50 mg/kg SRT1720 ile
gebeligin 4. giinii sabah1 SRT1720 enjeksiyonundan yarim saat sonra 30 mg/kg
parakuatin enjekte edildigi SRT1720 + parakuat grubu. Tim deney gruplarindaki
fareler gebeligin 5. giinii Chicago mavisi enjeksiyonunu takiben sakrifiye edilip
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implantasyon bdlge sayilari not edilmis ve implantasyon bolgeleri veya uteruslar ile

inter-implantasyon bolgeleri alinmistir.

Deney gruplarinin implantasyon bolge sayilarini karsilastirdigimizda parakuat enjekte
ettigimiz farelerde literatiir ile uyumlu olarak hi¢ implantasyon bolgesi gozlemedik
(Hirota ve ark., 2010). Uterus boynuzunu yikadigimizda elde ettigimiz blastosistler
diizgiin morfolojili ve saglikliydi. Bu da enjekte ettigimiz parakuat dozunun embriyo
gelisimine zarar vermeden implantasyonu engelledigini dogruladi. Hem SRT1720 hem
parakuat enjekte ettigimiz farelerin bazilarinda implantasyon gergeklesmezken
bazilarinda implantasyon gerg¢eklesmisti. Bu sonuglar uyguladigimiz Sirtuin 1 aktivatorii
SRT1720’nin  parakuat ile oksidatif stres olusturulan farelerin bazilarinda
implantasyonun gerceklesmesini sagladigini gosterdi. Ancak farelerin bir kisminda
implantasyon gerceklesmezken implantasyon gergeklesenlerde de implantasyon bolge
sayilarinin kontrole oranla daha az olmasi literatiir taramasi yaparak belirledigimiz

SRT1720 dozunun (50 mg/kg) yeterli gelmedigini diisiindiirmiistiir.

Sirtuin 1’in aktivasyonunu resveratrol gibi dogal polifenolik bilesenlerin yanisira
sentetik olarak tretilen farmakolojik aktivatorler de saglamaktadir. Bunlardan birisi
SRT1720’dir. SRT1720’nin Sirtuin 1’1 resveratrolden 1000 kat daha fazla aktive ettigi
rapor edilmistir (Milne ve ark., 2007). Bu nedenle biz ¢calismamizda Sirtuin 1 aktivatorii
olarak SRT1720 kullandik. SRT1720 uygulamasinin yiiksek yagla beslenen ve yash
farelerdeki metabolik defektleri iyilestirdigi (Feige ve ark., 2008; Minor ve ark., 2011),
obez disi farelerde folikiil rezervini iyilestirdigini (Zhou ve ark., 2014) gosteren

caligmalarin yanisira bu aktivatoriin kullanildigi pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir.

Sirtuin 1 immiinohistokimya sonuglarimiza gore deney gruplarina ait implantasyon
bolgeleri veya uteruslar ile inter-implantasyon bolgelerinde Sirtuin 1’in  farkh
yogunlukta olmakla birlikte ¢ogunlukla liimen, bez epiteli ve stroma hiicrelerinde
niikleer olarak eksprese edildigi gozlenmistir. Liimen ve bez epitellerinde yapilan H-
Score SRT1720 + parakuat grubunda Sirtuin 1 ekspresyonunun arttigini; stromada
yapilan H-Score ise Sirtuin 1 ekspresyonu agisindan gruplar arasinda bir farklilik

olmadigin1 géstermistir.
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Sirtuin 1 Western blot sonuglarimiza gére SRT1720 ve SRT1720 + parakuat gruplarina

ait implantasyon bolgelerindeki Sirtuin 1 ekspresyonu artis géstermistir.

Sirtuin 1 i¢in yaptigimiz immiinohistokimya ve Western blot sonuglarina gére SRT1720
uygulamast SRT1720 ve SRT1720 + parakuat gruplarinda Sirtuin 1 ekspresyonunun
artmasina neden olmustur. Bu durum SRT1720’nin Sirtuin 1 aktivitesini artirmasinin
yant sira ekspresyonu iizerinde de transkripsiyonel diizeyde etkili olabilecegini
gostermistir.

Sirtuin  1’in  ¢esitli molekiilleri deasetile ederek oksidatif strese yanitin
diizenlenmesinden sorumlu oldugu bilinmektedir (Y. Li ve ark., 2008; Yao ve ark.,
2013). Oksidatif stres ise Sirtuin 1’in aktivitesini gen ekspresyonu, post-translasyonel
modifikasyon ve niikleositoplazmik taginimini diizenleyerek etkiler (Hwang ve ark.,
2013). Yapilan bazi ¢alismalarda H,0, ile indiiklenen OS’ye yanit olarak Sirtuin 1’in
sitoplazmik lokalize oldugu gosterilmistir (Jin ve ark., 2007; Caito ve ark., 2010). He ve
arkadaslarinin niikleus pulposus hiicrelerinde yaptiklari ¢alismada ise H,O, uygulamasi
sonrasinda Sirtuin 1’in niikleer lokalize oldugu ve sitoplazmaya translokasyonun
olmadigi gosterilmistir (He ve ark., 2019). Biz de ¢aligmamizda parakuat uygulamasi ile
olusturdugumuz OS sonucunda Sirtuin 1’in niikleer lokalizasyonuna devam ettigini
gosterdik. Bu durum Sirtuin 1’in niikleositoplazmik tasinmasinin doku ve hiicre spesifik

oldugunu dogrulamaktadir.

Li ve arkadaglari yaptiklar1 ¢alismada (2016) parakuat uyguladiklart farelerin
akcigerlerindeki Sirtuin 1 ekspresyonunun kontrol grubu farelere kiyasla arttigini,
parakuatin yani sira Sirtuin 1 aktivatdrii resveratrol uyguladiklari grupta Sirtuin 1
ekspresyonunun daha da arttigint gostermislerdir (S. Li ve ark., 2016). Aym grup
yaptiklar1 diger bir ¢alismada fare tip 2 alveolar epitel hiicrelerine farkli dozlarda
parakuat uygulamistir. Belli bir seviyeye kadar parakuat dozu arttikca Sirtuin 1
ekspresyonunun arttigimi ancak belli bir seviyeden sonra doz artirilsa bile Sirtuin 1
ekspresyonunun azaldigin1 gostermislerdir (Ding ve ark., 2016). Calismamizda parakuat
uyguladigimiz gruba ait uteruslarda Sirtuin 1 ekspresyonunda bir artis gozlemememiz

kullandigimiz parakuat dozu ile ilgili olabilir.
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Sirtuin  1’in  hedeflerinden biri olan FoxO’lar oksidatif strese kars1 direncin
saglanmasinda rol almaktadirlar (Zhao ve ark., 2017). FoxO1l immiinohistokimya
sonuglarimiza gore deney gruplaria ait implantasyon bolgeleri veya uteruslar ile inter-
implantasyon bolgelerinde FoxO1’in farkli yogunlukta olmakla birlikte ¢ogunlukla
liimen ve bez epitelinde ekspre edildigi, stroma hiicrelerinde ekspresyonunun ¢ok az
oldugu, stromada yer alan kan damarlarindaki endotel hiicrelerinde ekspresyonunun
oldugu gozlendi. H-Score analizine gore kontrol, vehicle, SRT1720 ve SRT1720 +
parakuat gruplarinin inter-implantasyon bdlgelerinin liimen epitelindeki FoxOl1
ekspresyonu implantasyon bolgelerine kiyasla anlamli olarak azalmisti. ilging olarak
FoxO1 kontrol, vehicle, SRT1720 ve SRT1720 + parakuat gruplarinda embriyonun
tutundugu antimezometriyal bolge liimen epitelinde daha ¢ok sitoplazmik olarak
lokalizeyken embriyonun tutunmadigi antimezometriyal bdlge liimen epiteli ile

mezometriyal bolge liimen epitelinde daha ¢ok niikleer olarak lokalizeydi.

Li ve arkadaslart (2015) implantasyon sirasinda liimen epiteli hiicreleri ile direkt
iletisimde bulunan trofoblast hiicrelerinin kaspaz-3 aktivasyonu olmadan yani apoptoz
gerceklesmeden liimen epiteli hiicrelerini yuttugunu yani entoz gergeklestirdigini daha
sonra liimen epiteli hiicrelerinde apoptoz gerceklestigini gostermislerdir (Y. Li ve ark.,
2015). Adigiizel ve arkadaslari (2019) gebeligin 5. giiniinde embriyonun tutundugu
bolgelerde FoxO1’in sitoplazmik lokalizasyonunun entoz icin gerekli oldugunu ve
boylece limen epiteli hiicrelerinin apoptozdan kagtigi yorumunu yapmuglardir (Adiguzel

ve ark., 2019).

Parakuat grubu uteruslarindaki FoxO1 ekspresyonu antimezometriyal kutupta niikleer ve

daha yogunken mezometriyal kutuptaki sitoplazmik ve yogunlugu daha azdu.

Qiang ve arkadaslar1 (2010) HEK-293 hiicre hatt1 ile yaptiklari ¢alismada FoxO1’in
asetilasyonunun azalmasiyla niikleer olarak alikondugunu ve asetilasyon artisiyla ise
sitoplazmaya transloke oldugunu gostermislerdir (Qiang ve ark., 2010). Parakuat grubu
uteruslarinin mezometriyal kutbundaki sitoplazmik yerlesim asetilasyon artis1 nedeniyle
olabilir. FoxO1’in anti-mezometriyal kutup liimen epitelinde niikleer lokalize olmasi
buradaki hiicrelerin implante olabilecek bir embriyo ihtimaline kars1 oksidatif stres ile
miicadele i¢in adaptif bir yanit olarak gerceklestirdiklerini diistindiirmiistiir.
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FoxOl i¢in yaptigimiz Western blot sonuglarina gore kontrol, vehicle, SRT1720 ve
SRT1720 + parakuat gruplarinin inter-implantasyon bdlgelerindeki ekspresyon
implantasyon bdlgelerine oranla azalmistir ve bu bulgumuz Adigiizel ve arkadaslarinin
(2019) calismasiyla uyumludur (Adiguzel ve ark., 2019). SRT1720 ve SRT1720 +
parakuat gruplarinda implantasyon bolgelerindeki FoxO1 ekspresyonu artis gostermistir.
Benzer sekilde He ve arkadaslart (2019) sadece H,O, ya da H,O, + resveratrol
uyguladiklar1 ntikleus pulposus hiicrelerinde FoxO1 ekspresyonunun arttigini
gostermiglerdir (He ve ark., 2019). Bu bize Sirtuin 1’in SRT1720 tarafindan aktive
olmasmi takiben oksidatif stresle miicadele i¢in FoxOl ekspresyonunun arttigini

distindlirmiistiir.

Memelilerde Sirtuin 1’in  FoxO1’i deasetilleyerek transkripsiyonel aktivitesini
diizenledigi ve boylece oksidatif strese direng saglandigi bilinmektedir (Daitoku ve ark.,
2004; Qiao ve Shao, 2006; Banks ve ark., 2008). FoxO proteinleri deasetile olduktan
sonra MnSOD gibi genlerin promotoriine baglanip transkripsiyonlarini diizenleyerek

oksidatif stresin detoksifikasyonunda 6nemli bir rol oynarlar (Huang ve Tindall, 2007).

Calismamizda deasetile FoxO1 miktar1 Western blot ile belirlenmistir. Parakuat grubu
uteruslarinda FoxO1 asetilasyonu artmis yani deasetile FoxOl miktar1 azalmistir.
Parakuat grubunda deasetile FoxO1 miktarinin azalmas: parakuat indiiklii oksidatif
stresin FoxO1 asetilasyonunu artirdigini literatiir ile uyumlu bir sekilde gostermistir.
SRT1720 uygulanan grupta deasetile FoxO1 miktarinin arttigi, SRT1720 ve parakuatin
birlikte uygulandigr gruplarda ise deasetile FoxOl miktarinin daha da arttig
gbzlenmistir. Bu durum hem oksidatif stres olusturulup hem SRT1720 uygulandiginda

FoxO1 deasetilasyonunun daha fazla indiiklenmis olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Deney gruplarimizdaki ROT ve RNT miktarlarint ELISA Kiti ile belirledik. Parakuat
uyguladigimiz farelerin uteruslarindaki ROT/RNT miktar1 diger deney gruplarinin
implantasyon ve inter-implantasyon bolgelerine gore artmisti. Bu sonuglar parakuat
enjeksiyonunun literatiirde belirtildigi gibi oksidatif strese yol agtigini dogrulamistir.
SRT1720 ve parakuatin birlikte uygulandigi gruplarda ROT/RNT miktarinin parakuat
grubuna kiyasla azaldigin1 ancak kontrol grubuna kiyasla yiiksek oldugunu gozlemledik.

Ayrica SRT1720 uygulanan gruptaki ROT/RNT miktarinin kontrol grubundan bile daha
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az oldugunu gozlemledik. Bu sonuglar enjekte edilen Sirtuin 1 aktivatorii SRT1720’nin
ROT/RNT miktarinin ortadan kaldirilmasindaki roliinii ortaya koymus oldu.

Deney gruplarimizda ELISA ile belirledigimiz MnSOD miktarlarinin kontrol grubuna
kiyasla parakuat, SRT1720 ve SRT1720 + parakuat gruplarinda arttigini belirledik.
SRT1720 ve SRT1720 + parakuat gruplarindaki MnSOD artisinin bu gruplarda deasetile
FoxOl miktarlarinin artmasina bagli oldugunu disiinmekteyiz. Deasetillenerek
aktivasyonu artan FoxO1 MnSOD transkripsiyonunu arttirmis olabilir. Parakuat grubu
uteruslarindaki deasetile FoxO1 miktarinin diisiik olmas1 bu gruptaki MnSOD artisinin

baska bir mekanizma ile gergeklesiyor olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Ho ve arkadaglar1 (1998) SOD™ disi farelerin fertilitelerindeki azalisin embriyo
implantasyonundaki basarisizlik nedeniyle olabilecegini soylemislerdir (Ho ve ark.,
1998). Sugino ve arkadaslar1 (1996) menstruyal siklusun farkli evrelerinde bez epiteli ve
stroma hiicrelerinde SOD ekspresyonunun yiikksek olmasinin  endometriyum
fonksiyonunun diizenlenmesinde onemli rol oynayabilecegi yorumunu yapmislardir
(Sugino ve ark., 1996). Zhang ve arkadaslar1 (2018) geng farelere oranla yash farelerde
uterus ve ovaryum dahil olmak iizere tireme organlarinda SOD aktivitesi ve total
antioksidan kapasitesinin azaldigin1 gostererek yaslanmayla {ireme organlarinda asiri
ROT birikiminin {iremenin azalmasinda etkili faktorlerden biri oldugu yorumunu

yapmiglardir (L. Zhang ve ark., 2018).

Daha once yapilan ¢alismalarda Sirtuin 1 ile oksidatif stres arasindaki iligki farkli
calismalarla gosterilmistir. Ornegin, Alcendor ve arkadaslar1 (2007) Sirtuin 1’in kalpte
overeksprese edildigi transgenik farelerde parakuat ile olusturulan oksidatif strese
cevaben Sirtuin 1 araciligiyla FoxO3 deasetilasyonunun katalaz ekspresyonunu artirarak

farelerin kalbini strese kars1 korudugunu gostermislerdir (Alcendor ve ark., 2007).

Hasegawa ve arkadaglar1 (2008) oksidatif stres indiikleyici ajan olan hidrojen peroksitin
(H2O,) Sirtuin 1 ve katalaz ekspresyonunu upregiile ederek renal tiibiil hiicrelerinin

H.0,-indiiklii apoptoza karsi korundugunu gostermislerdir (Hasegawa ve ark., 2008).
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Li ve arkadaslar1 (2015) parakuata maruz biraktiklar1 farelerin akcigerlerindeki Sirtuin 1
ve antioksidan Nrf2 ekspresyonunun kontrol grubu farelere kiyasla arttigini, hem
parakuat hem Sirtuin 1 aktivatorii resveratrol uyguladiklar1 grupta Sirtuin 1 ve Nrf2
ekspresyonlarinin daha da arttigin1 ve bu grupta SOD ve katalaz aktivitelerinin artarak
oksidatif stresin neden oldugu akciger hasarimin azaldigini gostermislerdir(S. Li ve ark.,
2016). Aynmi grup fare tip 2 alveolar epitel hiicrelerinde yaptiklari diger ¢alismalarinda
(Ding ve ark., 2016) Sirtuin 1’in Nrf2’yi deasetile ederek transkripsiyonel aktivitesini
artirdigini; Nrf2’nin alt yolaginda bulunan SOD ve hemeoksijenaz-1 anti-oksidanlarinin
ekspresyonuyla ROT diizeylerini azaltarak OS’ye kars1 direncin saglandigi yorumunu

yapmuglardir.

Benzer bir diger calismada Yao ve arkadaglari (2014) rat akcigerlerinde sigara
dumanmin indiikledigi oksidatif stresin Sirtuin 1 over-ekspresyonu ve SRT1720
uygulamasi ile ortadan kaldirildigini; bunu da aktive olan Sirtuin 1’in FoxO3 araciligiyla

MnSOD ekspresyonunu artirarak gerceklestirdigini soylemislerdir (Yao ve ark., 2014).

Asir1 oksidatif stres ve artmis hiicre 6limiiniin tekrarlayan birinci trimester gebelik
kaybindan preeklampsi ve fetal biiyiime geriligine kadar bircok gebelik bozuklugunda
rol aldig1 bilinmektedir (Sugino ve ark., 2000; Burton ve Jauniaux, 2004; Myatt ve Cui,
2004; Redman ve Sargent, 2005). Klinikte gebelik boyunca bozulan plasental perfiizyon
ile iliskili bozukluklarin 6nlenmesinde antioksidanlarin kullanilmasi s6z konusudur. Bu
yaklasim, hamilelikte C ve E vitamini takviyesi alan risk altindaki kadinlarda
preeklampsi insidansinda belirgin bir azalma oldugunu gosteren randomize kontrollii bir

klinik ¢alismanin bulgular ile desteklenmektedir (Chappell ve ark., 1999).

Bulgularimiz Sirtuin 1’in aktive olmasiyla FoxO1 deasetilasyonunun arttigini; bunun
sonucunda MnSOD miktarindaki artisa bagli olarak ROT/RNT miktarinin azaldigini ve
bdylece oksidatif stresin engel oldugu embriyo implantasyonunun gerceklesebilecegini
gostermektedir. Ancak SRT1720 + parakuat grubundaki farelerin bazilarinda
implantasyonun gerceklesmesi ve kontrol grubuna kiyasla implantasyon bdolge
sayillarinin daha az olmasi kullandigimiz SRT1720 dozunun yetersiz oldugunu

disiindiirmiistiir. Calismamiz parakuat ile oksidatif stres olusturulan gebe farelerde
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Sirtuin 1’in embriyo implantasyonundaki roliinii in vivo olarak ortaya koyan ilk

arastirmadir.

Infertilite, sosyal ve ekonomik bir sorundur. Insanda déllenmelerin %30’undan fazlas
diisiikle sonuclanir. Bazi1 bireylerde infertilite problemi yardimci iireme teknikleri ile
coziilebilmektedir ancak uterus reseptif degilse embriyo transferi implantasyon
basarisizligi ile sonuglanmaktadir. Sirtuin 1’in oksidatif strese karst embriyo
implantasyonunu FoxO1-MnSOD araciligiyla koruyor olabilecegi bulgumuzun klinikte
karsilagilan  implantasyon basarisizligi  ve tekrarlayan gebelik  kayiplarinin

mekanizmalarinin aydinlatilabilmesi i¢in 6nemli oldugunu diisiinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Yapilan bu c¢aligmada kontrol, vehicle, parakuat, SRT1720 ve SRT1720 + parakuat

deney gruplar1 olusturulmus ve gebeligin 5. giiniinde sakrifiye edilen bu farelere ait

implantasyon bolgeleri veya uteruslar ile inter-implantasyon bélgelerinde;

v

v

v

Immiinohistokimya yontemi ile Sirtuin 1 ve Sirtuin 1’in deasetilledigi bilinen
FoxO1 ekspresyonlar1 belirlenmis ve H-Score ile degerlendirilmis,

Western blot yontemi ile Sirtuin 1, FoxO1l ve asetile lizin ekSpresyonlar: ile
deasetile FoxO1 miktar1 belirlenmis ve degerlendirilmis;

ELISA ile ROT/RNT ve FoxO1’in ekspresyonunu diizenledigi antioksidan MnSOD

miktarlar belirlenmis ve degerlendirilmistir.

Calismadan elde edilen sonuglar maddeler halinde asagida 6zetlenmistir.

1-

Parakuat ile oksidatif stres olusturulan farelerde engellenen embriyo
implantasyonunun Sirtuin 1 aktivatérii SRT1720 enjeksiyonu ile bazi farelerde
gerceklestigi gosterilmistir.

FoxO1’in antimezometriyal bolge liimen epitelindeki sitoplazmik lokalizasyonu bu
proteinin sitoplazmik lokalizasyonunun entoz igin gerekli oldugunu sdyleyen
literatiir bilgisi ile uyumludur.

Parakuat grubunda ROT/RNT miktar1 artmistir. SRT1720 + parakuat grubundaki
ROT/RNT miktar1 parakuat grubuna kiyasla daha azdir.

Parakuat uygulanan grupta FoxO1 asetilasyonu artmig yani FoxO1 deasetilasyonu
azaltmistir. SRT1720 ve SRT1720 + parakuat gruplarinda FoxO1 deasetilasyonu
artmigtir.

SRT1720 ve SRT1720 + parakuat gruplarinda deasetile FoxO1 miktarinin artmasina
bagli olarak MnSOD miktar1 artig gdstermistir.

Parakuat grubundaki MnSOD miktarinin artis1 oksidatif stres ile miicadele etmek
icin FoxO1’den bagimsiz bir yolakla gergeklesiyor olabilir.

SRT1720 + parakuat grubundaki farelerin bazilarinda implantasyonun
gerceklesmesi ve kontrol grubuna kiyasla implantasyon bolge sayilarinin daha az

olmasi kullandigimiz SRT1720 dozunun yetersiz oldugunu diigiindiirmiistiir.
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8- Calismamiz parakuat ile oksidatif stres olusturulan gebe farelerde Sirtuin 1’in
embriyo implantasyonundaki roliinii in vivo olarak ortaya koyan ilk arastirmadir.

9- Bulgularimiz klinikte karsilasilan implantasyon basarisizli§i ve tekrarlayan gebelik
kayiplarinin = mekanizmalarinin  aydinlatilmasin1 ~ saglayacak  yeni  projeler

tiretilmesini saglayacaktir.

Sonug¢ olarak bu calismada Sirtuin 1’in aktive olmasiyla FoxO1 deasetilasyonunun
artt1ig1; bunun sonucunda MnSOD miktarindaki artisa bagli olarak ROT/RNT miktarinin
azaldigt ve bdylece oksidatif stresin engel oldugu embriyo implantasyonunun

gerceklesebilecegi gosterilmistir.
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