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OZET

Amag: Basarili bir gebelik i¢in implantasyon, desidualizasyon ve plasentasyonun
saglikli sekilde gerceklesmesi gerekir. Ayrica trofoblast invazyonu, doku ve vaskuler
yeniden yapilanma gibi siireclerde inflamatuvar yanitin dengesi énemlidir. Inflamasyon
iligkili programli hiicre 6liimii piroptozun gerg¢eklesmesinde NLRP3 inflamazom yolag:
gorev almaktadir. Calismamizda piroptozun farelerde peri-implantif donemde rol alip
almadigin1 belirlemek igin gebeligin farkli gilinlerindeki farelere ait uterus ve
implantasyon bolgelerinde NLRP3, Kaspaz-1, Gasdermin D, IL-1p ve IL-18’in

lokalizasyon ve ekspresyonlarini incelemeyi amagladik.

Yontem: Farelere ait Ostrus fazi uteruslar ile gebeligin 1., 4., 5., 6. ve 8. glnlerine ait
uterus ve implantasyon bélgeleri elde edildi. Piroptozda rol alan NLRP3 inflamazom
yolagi tiiyeleri NLRP3, Kaspaz-1, Gasdermin D, IL-1B ve IL-18 proteinlerinin

lokalizasyon ve ekspresyonlari immunohistokimya ve Western blot ile belirlendi.

Bulgular: Farelerde gebeligin 5.glinlinde blastosistin tutundugu liimen epitelinin hemen
altindaki subepitelyal stroma hiicrelerinde NLRP3, Kaspaz-1, Gasdermin D ve IL-18
ekspresyonlar1 gozlenmistir. Gebeligin erken evrelerinde uterus liimen ve bez epiteli
proliferasyonu sirasinda NLRP3’iin yogun sekilde ekspre edildigi gézlenmistir. Ayrica
sekonder desidual bolgeyi olusturacak stromal hiicrelerin proliferasyonu ve farklilasmasi
yani desidualizasyonu boyunca NLRP3 inflamazom yolag: iiyelerinin ekspre edildigi
gozlenmistir. IL-1B ve IL-18’in primer desidual bolgeye kiyasla sekonder desidual
bolgede daha yogun bir sekilde ekspre oldugu gozlenmistir. Gebeligin ilerleyip
plasentasyonun baslamasiyla birlikte sekonder desidual bdlgede NLRP3 ekspresyonunun

azaldig1 gézlenmistir.

Sonug: Calismamizdan elde ettigimiz bulgular, inflamasyon iliskili programli hiicre
6lum0 piroptoz ve NLRP3 inflamazom yolaginin embriyo implantasyonu ve

desidualizasyonda rol alabilecegini diistindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: implantasyon, desidualizasyon, piroptoz, inflamazom, NLRP3



ABSTRACT

Objective: A successful pregnancy requires healthy implantation, decidualization and
placentation. In addition, the balance of the inflammatory response is important for
trophoblast invasion, tissue and vascular remodeling. The NLRP3 inflammasome
pathway is involved in the inflammation related programmed cell death pyroptosis. In
our study, we aimed to examine the localization and expression of NLRP3, Caspase-1,
Gasdermin D, IL-1p and IL-18 in the uterus and implantation sites to determine the role

of pyroptosis in the peri-implantive period in mice.

Method: Uteri of estrous phase and uteri/implantation sites of 1st, 4th, 5th, 6th and 8th
days of pregnancy from mice were obtained. The localization and expression of NLRP3,
Caspase-1, Gasdermin D, IL-1p and IL-18 proteins, members of the NLRP3
inflammasome  pathway involved in  pyroptosis, were determined by

immunohistochemistry and Western blot.

Results: In mice, NLRP3, Caspase-1, Gasdermin D and IL-18 expressions were
observed in the subepithelial stroma cells below the luminal epithelium where the
blastocyst was attached on the 5th day of pregnancy. It was observed that NLRP3 was
intensively expressed during the proliferation of uterine lumen and gland epithelium in
the early stages of pregnancy. In addition, NLRP3 inflammasome pathway members
were observed to be expressed during the proliferation and differentiation,
decidualisation, of stromal cells that will form the secondary decidual zone. It was
observed that IL-1p and IL-18 were expressed more intensely in the secondary decidual
zone compared to the primary decidual zone. It was observed that NLRP3 expression
decreased in the secondary decidual zone with the progression of pregnancy and the

onset of placentation.

Conclusion: In our study, our results suggest that inflammation-associated progressive
cell death pyroptosis and the NLRP3 inflammasome pathway may play a role in embryo

implantation and decidualization.

Key words: implantation, decidualization, pyroptosis, inflammasome, NLRP3
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1. GIRIS

Saglikli bir gebelik i¢in fertilizasyon, embriyo gelisimi, implantasyon, desidualizasyon
ve plasentasyonun saglikli bir bi¢imde gergeklesmesi gerekir (Psychoyos, 1973). Bu
siireclerin herhangi birinde problem yasanmast durumunda infertilite meydana
gelmektedir. Gebelik sirasinda gergeklesen trofoblast invazyonu, doku ve vaskiler
yeniden yapilanma, embriyo biiyliimesi ve dogumun baslatilmast gibi siireclerde

inflamatuvar yanitin dengesi 6nemlidir (Guzeloglu-Kayisli ve ark., 2009).

Gebeligin erken doneminde embriyo implantasyonu ve  desidualizasyon
mekanizmalarinda apoptoz, entoz ve otofaji gibi farkli hiicre oliimleri rol aldigi
bilinmektedir. Proinflamatuvar programlanmis hiicre Oliimiinii tanimlamak i¢in
kullanilan piroptoz terimi, Yunanca ates anlamina gelen "pyro" ve diigsme/6liim anlamina
gelen "ptosis" koklerinden tiiretilmistir (Cookson ve ark., 2001). Piroptoz, DNA hasari,
niiklear yogunlasma ve kaspaz aktivasyonu gibi apoptozda goriillen 6zelliklere sahip
olmakla birlikte, kendine 6zgu morfolojik 6zellikler de gosterir (Bergsbaken ve ark.,
2007; Jorgensen ve ark., 2015; Xu ve ark., 2018). Piroptoz mekanizmasinda
inflamazomlar gorev almaktadir. Inflamazomlar patern tanima reseptdrleri igeren
multimolekiiler kompleksler olup, inflamatuvar yanitlar1 uyarmaktadir. NLRP3
inflamazomu esas olarak bir sitosolik sensér molekilli olan NLRP3, ASC proteini ve
efektdr molekil olarak bir sistein proteaz prokaspaz-1'den olusur. NLRP3 inflamazomu,
Kaspaz-1 aktivasyonuna aracilik ederek pro IL-1f (intelokin 1 beta) ve pro IL-18'in
(interlokin 18) olgunlasmasina ve salinmasina yol acar. Ayrica Kaspaz-1 Gadermin D’yi
spesifik olarak keserek N ve C terminallerine ayirir. Gasdermin D’nin N terminali
plazma membraninda por olusturmakta ve bu porlardan sitosolik proteinlerin salinimi

gerceklesir (Fernandes-Alnemri ve ark., 2007; Kayagaki ve ark., 2011).

Literatirde peri-implantif donemde inflamasyon iligkili programli hiicre oliimii
piroptozun ve piroptozda goérev alan NLRP3 inflamazom yolaginin rolleri hentz

aydinlatilmamistir. Bu ¢alismada erken gebelikte farelerin uterus/implantasyon



bolgelerinde inflamasyon iligkili programli hiicre 6limi piroptoz sirasinda rol alan
NLRP3 inflamazom yolag: liyeleri NLRP3, Kaspaz-1, Gasdermin D, IL-1p ve IL-18'in
lokalizasyon ve ekspresyonlarini immiinohistokimya ve Western blot yoéntemi ile
belirledik. Bulgularimiz ile piroptoz ve NLRP3 inflamazom yolaginin erken gebelikteki
olasi rollerini yorumlamadik. Calismamiza ait bulgularin inflamasyon iligkili programli
hicre 6limu piroptozun erken gebelikteki olasi rollerinin aydinlatilmasina ve klinikte
tekrarlayan implantasyon basarisizligi ve gebelik kayiplar1 gibi komplikasyonlarin

sebeplerinin aydinlatilmasina katki saglayabilecegini diisiiniiyoruz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Disi Genital Kanallarin Embriyonik Gelisimi

Embriyonik gelisimin yaklasik besinci ve altinct haftalarinda genital sistem
farklanmamis evrede iken her iki cinsiyette mezonefrik ve paramezonefrik kanal
bulunmaktadir. Gelisimin ilerleyen asamalarinda ise bu kanallar her iki cinsiyette disi ve
erkek genital sistemi olusturmak tizere farklanmaktadir. Erkek genital sistem
gelisiminde mezonefrik kanal (diger adiyla Wolffian kanali) gorev alirken, disi genital
sistem gelisiminde paramezonefrik kanal (diger adiyla Miiller kanali) rol oynamaktadir.
Disi embriyolarda, testosteron hormonunun eksikligi ile mezonefrik kanalin gerilerken,
anti-mdallerian hormonun eksikligi paramezonefrik kanal gelisiminin destekler;

boylelikle genital sistem disi yonde farklilasir (Sadler, 2010).

Paramezonefrik kanal gelisimi iirogenital kabarikligin yan ve On yiizeyinde baslamakta
olup, ilk olarak sdlom epitelin longitudinal girintiler yapmasiyla gergeklesir. Bu
girintiler birbiri ile kaynagsarak paramezonefrik kanallar1 olusturmaktadir. Bu kanallarin
kraniyel ug¢lar1 huni seklinde agilarak sdlom bosluguna dogru ilerler. Bu ilerleme pelvik
bolgeye ulasincaya kadar mezonefrik kanallarin paralelinde kaudal yonde seyrederken,
pelvik bolgede mezonefrik kanallar: ¢aprazlayarak kaudomedial yonde devam eder ve
orta hatta birlesir. Birlesen ve kaynasan paramezonefrik kanallar ‘Y’ gseklinde

uterovajinal primordiyumu olusturur (Moore ve ark., 2008).
2.1.1 Uterusun Embriyonik Gelisimi

Birlesen paramezonefrik kanallarin kaudali {irogenital siniisiin dorsal duvarma dogru
ilerleyerek kabart1 halinde siniis tlberkulini (paramezonefrik ya da Miller tiberk(li)
olusturmaktadir. Sinds tuberkiliintn her iki yanindan ise mezonefrik kanallar iirogenital

siniislere agilmaktadir (Sadler, 2010).

Gelisim sirasinda paramezonefrik kanallarin {i¢ ayr1 béliimiinden disi genital sisteme ait
farkli yapilar olusmaktadir; tuba uterinalar sélom bosluguna giren birlesmemis kraniyel

bolumler ve mezonefrik kanallar1 ¢aprazlayan horizantal boliimlerden gelisirken, uterus



ve vajina paramezonefrik kanallarin kaynasan ‘Y’ seklinde uterovajinal primordiyumu
olusturan kaudal boliimden gelismektedir. Paramezonefrik kanallarin orta hatta
birlesmesiyle birlikte genis transvers bir pelvik katlanti meydana gelir. Bu katlanti
paramezonefrik kanallarin lateralinden pelvik duvara dogru uzanir ve ligamentum latum

uteri (broad ligament) olarak isimlendirilir (Moore ve ark., 2008).

Uterovajinal primordiyumdan uterusun kisimlart olan fundus, korpus, istmus ve
endometriyal epiteli ile bezler koken almakta iken, endometriyal stroma ve
miyometriyum komsu splanik mezodermden koken almaktadir. Uterus taslagi gebeligin
ilk trimesteri sonunda, endometriyal bezler ve miyometriyum ikinci trimesterde, uterusa

ait diger olusumlar ise {igiincii trimesterde gelismektedir (Sadler, 2010).
2.2. Insanda Uterus Histolojisi

Uterus, mesane ve rektum komsulugunda, i¢i bos armut bi¢iminde bir organ olup
anatomik olarak iki kisimdan (korpus ve serviks) olusmaktadir. Uterus bir gdvde
(korpus), uterus kavitesinin daralmasiyla olusan bir i¢ agiz (internal os) ve buradan
asagiya dogru silindirik yap1 seklinde uzanan serviksten olugmaktadir. Korpusun
anteriyor duvari diiz, posteriyor duvar1 konveks yapida olup uterusun biiytik iist kismini
olusturmaktadir. Korpusun tuba uterinalar ile baglant1 yaptig1 tavan kisminda genisleyip

kubbe bicimini alan bélge fundus olarak isimlendirilmektedir (Sekil 2.1.).

Uterus distan ige dogru perimetriyum, miyometriyum ve endometriyum olarak (¢
katmandan olugmaktadir. Uterusu en distan saran perimetriyum tabakasi organ
komsuluguna gore seroza (mezotelyum) veya adventisya (bag dokusu) dokusundan
olusmaktadir. Perimetriyum abdominal periton ve pelvis ile devamlilik géstermektedir.
Kalin bir diiz kas tabakas1 olan miyometriyum vajina ve tuba uterinalarin kas tabakalari
ile devam eder. Uterusun en i¢ tabakasi endometriyum ise uterusun mukozasini

olusturmaktadir (Ross ve ark., 2013).

Miyometriyum tabakasinda smirlar1 ayirt edilemeyen ii¢ adet diiz kas katmani
bulunmaktadir. ilk ve iigiincii diiz kas tabakalar1 longitudinal olarak yerlesmis kas

liflerinden olusmaktadir. Sirkiler yerlesimli orta kas tabakasi ise en kalin kas katmani



olup arkuat arterler ve lenfatikleri igerdiginden stratum vaskulozum olarak isimlendirilir

(Ross ve ark., 2013).

Uterusun i¢ tabakasi olan endometriyuma ait limeni doseyen epitel tek katli silyali
prizmatik epitel karakterindedir. Endometriyumun lamina propriyasi ise ¢ok sayida basit
tilbiiler bez icermektedir. Bu bezler miyometriyum tabakasina yakin oldugunda
dallanmalar g6sterebilmektedir. Bol miktarda fibroblast ve temel madde igeren

endometriyumun bag dokusu tip III kollajence zengin liflerden olusmaktadir.

Endometriyum bazal (stratum bazale) ve fonksiyonel (stratum fonksiyonale) tabaka
olmak tizere iki kisimdan olusmaktadir. Bazal tabaka uterus bezlerinin baslangi¢
kismiin bulundugu bir lamina propriyadan olusan ve miyometriyuma yakin olan
tabakadir. Fonksiyonel tabaka ise bazal tabakanin ilizerine oturmus lamina propriya,
uterus bezlerinin devami ve liimeni ¢evreleyen ylizey epitelinden olugmaktadir.
Miyometriyumun stratum vaskulozum tabakasinda bulunan arkuat arterler dallanarak
endometriyum tabakasina girmektedir. Arkuat arterlerin dallarindan biri diiz arterler
olup bazal tabakaya kan tasirken, digeri olan spiral arterler fonksiyonel tabakaya kan
tasimaktadir. Her ay gergeklesen menstrual siklus boyunca fonksiyonel tabaka dokdlir,

bazal tabaka degismeden kalarak fonksiyonel tabakanin yenilenmesini saglar (Ross ve

ark., 2013).
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2.3. Endometriyumda Menstrual Siklus Sirasinda Gergeklesen Fizyolojik

Degisimler

Ureme c¢agindaki kadinlarda her ay gerceklesen menstrual siklusla embriyo
implantasyonu ve gebeligi desteklemek ic¢in endometriyum fizyolojik olarak
hazirlanmaktadir. Menstrual siklus boyunca endometriyumun fonksiyonel tabakasinda

bir dizi gelisimsel ve fizyolojik degisimler meydana gelmektedir (Sekil 2.2.).

Pubertede hipotalamus gonadotropin salgilatict hormonun (GnRH) 6n hipofiz bezini
uyarmasiyla beraber Folikiil uyarict hormon (FSH) ve Luteinize edici hormonun (LH)
salinmas1 baglamaktadir. FSH ve LH, 1. mayoz bdliinmenin diploten asamasinda kalan
primordiyal folikiilleri uyararak endometriyumda gergeklesen menstrual siklus ile
senkronize bir dongiliyli baslatmaktadir (Cha ve ark., 2012; Rendi ve ark., 2012;
Anthony, 2015).

Menstrual siklus ortalama 28 giin siiren, puberteden baslayarak menopoza kadar devam
eden bir dongtdur. Menstrual siklusun son faz1 olan menstrual faz ise ortalama dort- bes
gun siirmektedir. Menstruasyon sonrast tekrar siklusa giren endometriyumda

proliferasyon (cogalma) ve sekretuvar (luteal, salgilanma) fazlar1 gergeklesmektedir
(Rendi ve ark., 2012; Anthony, 2015).

Primer folikiildeki folikiil hiicreleri hizli bir sekilde cogalarak ¢ok tabakali bir hal alirlar
ve bu asamadan sonra folikiil hiicreleri graniiloza hiicreleri olarak adlandirilirlar.
Graniiloza hiicreleri prolifere olurken etrafindaki stroma hiicreleri teka tabakasini
olusturur. Daha sonra bu tabaka, teka interna ve eksterna olarak iki tabakaya farklanir.
LH reseptorii teka internada yer alan hiicrelerdeki reseptoriine baglanir ve bu
hiicrelerden androstenedion Uretilir. Teka internada Uretilen androstenedion graniloza
hiicrelerine taginir ve FSH’1n graniiloza hiicrelerindeki reseptoriine baglanmasina cevap
olarak androstenedion aromataz enzimi aracilifiyla Ostrojene (E;) donistiirtliir.
Plazmada artan ovaryan E;’nin etkisi ile birlikte endometriyum proliferatif faza girer.
LH’im ani artis1 ile gergeklesen ovulasyon sonucu korpus luteumun olusur ve

progesteron (P4) salgist baslar. P4’lin etkisi ile endometriyum sekretuvar faza gegis



yapmaktadir. E; ve P4 araciligr ile ger¢eklesen endometriyumdaki fizyolojik hazirlik

gebeligin olusmasi ve devamliligi igin 6nemlidir (Maybin ve ark., 2015).
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Sekil 2.2. insan endometriyumunda menstrual siklus ve hormonal diizenlenmesi (Moore ve ark., 2008)

2.3.1. Endometriyumun Proliferatif Faz1

Ostrojenin etkisiyle baslayan proliferatif faz sirasinda fonksiyonel tabakanin
yenilenmesi gerg¢eklesmektedir. Menstruasyon ile fonksiyonel tabakanin dokiilmesiyle
birlikte incelen endometriyum mukozasinda mitotik aktiviteler E; ile indiklenmektedir.
Boylelikle mukozada bulunan endometriyal bezler, kapillerler, stromal ve epitel
hiicrelerin proliferasyonu baslamaktadir. Bu evredeki endometriyal bezlerin Iiimeni
dardir ve diiz tiibiiller olusturur. Bezlere ait hicrelerde sekresyonu saglamak igin
grandlli endoplazmik retikulum (gER) ve Golgi kompleksinin sayilari ve boyutlarinda

artis olmaktadir. Baglangigta 1 mm olan fonksiyonel tabakanin kalinlig: proliferasyonun



etkisiyle 3-4 mm’ye ulasmaktadir. Endometriyumun proliferasyon fazi yaklasik 10-14
gun strmektedir (Rendi ve ark., 2012; Anthony, 2015).

2.3.2. Endometriyumun Sekretuvar Fazi

Ovulasyon sonrasi olusan korpus luteumdan salgilanan P4’iin etkisi ile endometriyal
bezlerden sekresyon indiklenmektedir. Endometriyal bezlerce Uretilen glikoprotein
yapisindaki salgi triinleri bezlerin dar limenlerini genisleterek kivrimli hal almasini
saglamaktadir. Uretilen salgilarin birikmesi ve stromada 6demin artmasiyla birlikte
fonksiyonel tabaka sekretuvar fazda yaklasik 5-6 mm kalinliga ulagsmaktadir (Rendi ve
ark., 2012; Anthony, 2015).

Embriyo implantasyonu gergeklesmedigi takdirde Korpus luteum gerilemeye baslar ve
kandaki E, ve P4 seviyelerinin ani disiistiyle birlikte fonksiyonel tabakanin spiral
arterleri kasilmaya baglar. Spiral arterlerin kasilmasi ile fonksiyonel tabakaya kan akimi
engellenir ve dokuda iskemiye sebep olur. Fonksiyonel tabakada gerceklesen iskemik
hasar hiicre olimiinii baglatir. Ayrica P4’tin disiisii ile miyometriyum tabakasinda da
kasilmalar meydana gelerek kan damarlarinin yirtilmasina sebep olur. Hiicre 6limi
gerceklesen hicreler fonksiyonel tabakanin ayrilir ve kan ile birlikte menstrual sivi
olarak atilir. Menstruasyon sonunda ince bir tabaka halinde kalan endometriyum,
hormonlarin etkisi ile tekrar prolifere olmaya baglayarak yeni bir dongiiye katilir (Rendi
ve ark., 2012; Anthony, 2015).

Embriyo implantasyonu gergeklesince trofoblast hicrelerinden insan koryonik
gonadotropin hormonu (hCG) salgilanir. hCG korpus luteumu uyararak P4 salinimini
devam ettirir. BOylelikle devam eden P, salinimi miyometriyumda gergeklesen kas
kasilmalarini inhibe eder ve endometriyum stroma hiicrelerinin farklilagmasini saglayan

desidualizasyon mekanizmasini indiikler.

2.4. Farelerde Disi Genital Sistem Anatomisi

Farelerin disi genital sistemi bir ¢ift ovaryum ve ovidakt, uterus, serviks, vajina ve
klitoristen olusmaktadir (Sekil 2.3.).



2.4.1. Ovaryum

Fare ovaryumlar1 bobreklerin posterolateral konumunda yerlesiktir. Ovaryumlar ince
elastik yapida bulunan kapsiil (bursa) ile ¢evrili olup mezovaryumlar ile abdominal
duvarin dorsaline tutunmaktadir. Kan damarlari, lenfatik damarlar ve sinirler ovaryumun
hilus bolgesinden giris yapmakta ve tekrar hilus bolgesinden g¢ikarak ovaryumu terk
etmektedir (Fox, 2006) .

2.4.2. Ovidakt

Ovidaktlar 1.8 cm uzunlugunda kivrimli bir tiip olup periovaryan boslugu uterusa
baglamaktadir. Ovidaktlar mezotubaryum ile dorsal abdominal duvardan ayrilmaktadir.
Ovidaktlar istmus, ampulla, infundibulum ve fimbriya olmak iizere dort kisimdan
olusmaktadir. istmus sikica paketlenmis ve dar bir yapiya sahip olup ampulla ile
infundibuluma baglanmaktadir. Infundibulum periovaryan bosluga acilmakta ve bu
aciklig1 sagak benzeri uzantilara sahip fimbriya ¢evrelemektedir (Fox, 2006; Rendi ve
ark., 2012).

2.4.3. Uterus

Farelerde uterus bikornuat (iki boynuzlu) olup iki adet lateral boynuz (kornua) ve bir
adet medyan govdeden (korpus) olusmaktadir. Fare uterusu ‘Y’ seklinde tiibiiler bir
yapidir. Kan damarlari, lenfatik damarlar ve sinirleri iceren mezometriyum ligamenti ile
dorsal abdominal duvardan ayrilan uterus boynuzlari mesanenin dorsalinde birleserek
korpusu olusturmaktadir. Korpus kraniyal ve kaudal olmak itizere iki kisimdan
olugsmaktadir. Korpusun kraniyal kism1 medyan septum ile boltnen iki bosluga sahiptir.
Uterusun kaudal kismi ise boliinmez, vajina bosluguna agilarak serviksi olusturmaktadir

(Fox, 2006; Rendi ve ark., 2012).

2.4.4. Vajina ve Klitoris

Vajina, uterus korpusu ve serviksten baslayip aniisiin anteriyorunda bulunan eksternal

acikliga kadar uzanmaktadir. Vajina kisa ve kalin miiskiiler yapida bir kanaldir.



Vajinanin dorsalinde rektum ventralinde tiretra olup bu yapilara gevsek bir sekilde

tutunmustur.

Klitoris vajinal agiklikta anteriyor duvarda ventrale dogru uzanmig Kuglk bir ylkselti
olup ylzeyi deri ile ortiiliidiir. Klitorisin subkutan bag dokusu icinde bulunan klitoral

bezler de lateralde Kklitoral fossadaki agikliga uzanir (Fox, 2006; Rendi ve ark., 2012).
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Sekil 2.3. Farelerde disi genital sistem anatomisi (Ruehl-Fehlert ve ark., 2003)

2.5. Farelerde Uterus Histolojisi

Fare uterusu igten disa dogru endometriyum, miyometriyum ve perimetriyum olmak
tizere ii¢ tabakadan olusmaktadir. Uterusun en dis tabakasi perimetriyum seroza katmani
olan mezometriyum ile devam etmektedir. Perimetriyumun Uzerindeki orta tabaka olan
miyometriyum ise kalin bir kas tabakasi olup igte sirkiiler dista longitudinal yerlesimli
kas tabakalarindan olusmakta olup, bu iki kas tabakasi arasinda vaskuler gevsek bag
dokusu olan stratum vaskulozum bulunmaktadir. I¢ tabaka olan endometriyum ise
uterusun mukozasini olusturmaktadir. Endometriyumun basit prizmatik epiteli stromaya
dogru girinti yaparak dalli tlbdler bez karakterindeki bezlere uzanir. Endometriyum

stromasi retikiiler bag doku ile desteklenmis olup polihedral hicreler, lenfositler, kan
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damarlar1 ve sinirleri igermektedir. Orta hatta uterus boynuzlarinin kaynasmasi ile
olusan uterus govdesi seroza ve stratum vaskulozum icermemektedir. Uterus govdesinin
anteriyor duvarmmi Orten epiteli basit prizmatik epitel karakterinde olup medyal
duvarinda bu epitel serviksin ve vajinanin epiteli olan ¢ok Kkatli yassi epitel
karakterindedir. Govdenin lamina propriyasi ise uterus boynuzlarina kiyasla daha yogun

lifsel eleman ve daha az hiicre icermektedir (Rendi ve ark., 2012).

2.6. Disi Farede Ureme Fizyolojisi

Memeli tirleri arasinda hormonal olarak benzerlik gbzlenmesine ragmen iireme
sikluslarinda farkliliklar mevcuttur. Insanlarda menstrual siklus sirasinda sekstiel
anlamda sinirlama yok iken, farelerde seksiiel aktivite yalnizca Ostrus siklusunun 6strus
fazinda gerceklemektedir. Diger bir farklilik ise insanlarda menstrual siklus sirasinda
gebelik gerceklesmezse endometriyumun fonksiyonel tabakasi menstruasyon ile
atilirken, Ostrus siklusuna sahip diger memelilerde gebelik gerceklesmediginde

endometriyum rezorbe edilir (Grasso P. ve ark., 1998).

Poliostrik olan fareler puberteden yasliliga kadar mevsime bagli olmadan seksiiel
aktivite gostermektedir. Farelerde 6strus siklusu dort fazdan olugmaktadir. Farelerde
oOstrus siklusu yaklasik 4-5 glin stirmektedir (Sekil 2.4.).

Prodstrus Fazi

Farelerde ovaryan folikiler faz sirasinda ovaryumda folikiiller biiylimeye baslarken E,
ve P, hormonlarinin etkisiyle proostus fazda uterus embriyo implantasyonu igin
hazirlanmaya baslamaktadir. Disi fareler prodstrus fazinda seksuel olarak aktif degildir.
Yaklagik bir giin siiren prodstrus fazinda disi farelerin vajinalart kirmizi-pembe renkli ve
nemlidir. Bu fazda alinan vajinal simir 6rneklerinde ¢ogunlukla ¢ekirdekli ve az sayida

kornifiye hiicrelerin yanisira bir miktar 16kosit gozlenir (Zenclussen ve ark., 2014).
Ostrus Faz

Ostrus fazinda disi fareler seksiiel olarak aktif oldugundan bu evre kizgmlik evresi
olarak bilinir. Ostrus evresinde ovulasyon gerceklesir ve E, hormonu en yiiksek

seviyededir. Ey’nin etkisi ile uterus limeninde sivi birikmekte ve uterusta vaskiiler
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gecirgenlik artmaktadir. Bu durumdan dolayr uterus boynuzlari 6demli bir hal
almaktadir. Fare vajinasi ostrus fazinda agik pembe renkli ve 6demlidir. Bu fazda alinan

vajinal simir drneklerinde sadece kornifiye hiicreler gézlenir (Zenclussen ve ark., 2014).
Metostrus Fazi

Farelerde ovaryan luteal faz sirasinda metostrus fazina gegis olmaktadir. Luteal fazda
diisen E, seviyesi ile birlikte uterusta boynuzlarinda siskinlik ve hiperemi (kan artis1)
azalmaktadir. Bu fazda disi farelerin vajinasi soluk renkte, 6demi azalmis ve kuru
goriinmektedir. Bu fazda alinan vajinal simir 6rneklerinde kornifiye epitel hiicreleri ve

I6kositler gozlenir (Zenclussen ve ark., 2014).
Diostrus Faz

Gebelik gerceklesmemis ise didstrus fazinda luteal fazda olusan korpus luteum
gerilemesi ve P4 seviyesinin diisiisii gergeklesir. Bundan dolayr endometriyum dokusu
bir sonraki siklus boyunca yeniden sekillenmek igin rezorbe olur. Luteal fazin bitmesi ile
birlikte ovaryum folikiilleri tekrar gelismeye baglamaktadir. Didstrus fazinda bulunan
disi farelerin vajinalari kapali olarak goriinmektedir. Bu fazda alinan vajinal simir
orneklerinde ¢ok az sayida gekirdekli epitel hiicrelerin eslik ettigi yogun 16kosit gozlenir

(Zenclussen ve ark., 2014).

Disi farelerin g¢iftlestirme yontemi poligami (bir erkek ile 2-4 disinin ¢iftlestirilmesi)
veya monogami (bir erkek ile bir disinin giftlestirilmesi) olmak {izere iki sekilde
uygulanabilir. Disi farelerin giftlesmesi ¢ogunlukla 6strus fazinda gergeklesen ovulasyon
ile gece gerceklesmektedir. Ciftlesme sonrasi erkek farelerin spermi ve yardimci
bezlerin salgilar1 vajinal siv1 ile birleserek koyulasir ve sertlesir. Salgilarin sertlesmesi
sonucu disi farelerin vajinasinda bir tipa meydana gelmektedir. Vajinal plak olarak da

isimlendirilen bu tipa giftlesme sonrasi 24-36 i¢inde kaybolur.
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Sekil 2.4. Disi farelerde 6strus siklusu fazlarinda goriilen hiicresel farkliliklar (Zenclussen ve ark., 2014)

2.7. Insan ve Farede Pre-implantif Dénem Embriyo Gelisimi

Pre-implantif donem sirasinda zigot yariklanmasi ile blastosist asamasinda embriyonik
hucrelerin i¢ hiicre kitlesini ve trofektodermi olusturmasi gibi iki Onemli olay
gerceklesmektedir (Stewart ve ark., 1997). Zamanlama agisindan insan ve fare pre-
implantif donem embriyo gelisimi farklilik gostermektedir. Fare embriyosu 3,5. glinde
erken blastosist asamasina gelirken insan embriyosu erken blastosist asamasina 5. giinde
gelmektedir. Fare embriyosu ge¢ blastosist asamasina 4,5. glinde gelirken insan
embriyosu ise ge¢ blastosist asamasina 6. giinde gelmektedir (Sekil 2.5.) (Cockburn ve
ark., 2010).

Disi farelerde ovulasyon sonrasi atilan oositler ovidakta girerek ovidaktin ampullasina
dogru ilerler ve bu kisimda fertilizasyon gergeklesir. Fertilizasyonu takiben olusan zigot
mitoz bolinmeler gecirerek blastosist asamasina gelmektedir. Hipofiz bezinden
salgilanan prolaktin hormonu farelerde korpus luteumun devamliligini saglamaktadir.
Boylelikle korpus luteum farelerde yeni siklusu engeller (Soares ve ark., 2006).
Gebeligin 3,5. gununde fare blastosistinde i¢ hiicre kitlesi ve trofektoderm olusmaktadir.
Gebeligin 4,5. giiniinde fare blastosistinde primitif endoderm, primitif ektoderm ve
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trofektoderm olusmustur (Gardner, 1982). Olusan trofoblast hiicreleri implantasyona
aracilik ederek fetiis ile anne arasinda besin ve gaz degisiminde gorev alan plasentayi

olusturmaktadir (Dickson, 1963).
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Sekil 2.5. insan ve fare pre-implantif ve implantasyon siireci embriyo gelisimi (Mole ve ark., 2020)

2.8. Insanda ve Farede Uterus Reseptivitesi

Endometriyal reseptivite veya uterus reseptivitesi endometriyumun embriyo
implantasyonuna izin verdigi bir siirectir. Uterus reseptivitesi, endometriyumun
fizyolojik ve morfolojik olarak farklanmasini saglayan E; ve P, hormonlarinin etkisi

altinda gergeklesmektedir (Tu ve ark., 2014).

Insan ve fare uterusunda uterus reseptivitesi, pre-reseptif, reseptif ve non-reseptif olmak
tizere 3 fazda gergeklesmektedir. Insanlarda pre-reseptif faz ovulasyondan sonraki ilk 7
gune denk gelmekte olup (menstrual siklusun 14.-21. gulnleri) uterus embriyo
implantasyonuna izin vermemektedir. Insan uterusu ovulasyondan sonra 7.-10. giinleri
arasinda (menstrual siklusun 21.-23. gunleri) reseptif fazda olup embriyo
implantasyonuna izin vermektedir. Reseptif faz sonrasi uterus non-reseptif faza gegerek

embriyo varliginda bile implantasyona izin vermemektedir (Sekil 2.6.).
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Sekil 2.6. insanlarda uterus reseptivitesi ve hormonal diizenlenmesi (Wang H. ve ark., 2006)

Disi farelerde ise uterus sadece gebeligin 4. ve 5. giinlerinde reseptif fazda olup embriyo

implantasyonuna izin vermektedir. Gebeligin 5. giliniinden sonra fare uterusu non-

reseptif faza gecerek blastosistin varligina yanit vermez ve embriyo implantasyonu

gerceklesmez (Sekil 2.7.) (Cha ve ark., 2012).

Fare
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Proostrus 1 2 3 4 5 6

Gebelik gunleri

Pre-reseptif Reseptif Refraktor —

Sekil 2.7. Farelerde uterus reseptivitesi ve hormonal diizenlenmesi (Wang H. ve ark., 2006)

2.9. Embriyo implantasyonu

Implantasyon reseptif bir uterusa embriyonun yerlesme stirecidir. Memelilerde gebeligin

ilerlemesi icin pre-implantif déonem embriyo gelisimi, embriyo implantasyonu ve
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desidualizasyon —mekanizmasinin  saglikli olarak gergeklesmesi gerekmektedir
(Psychoyos, 1973). Embriyo implantasyonu sirasinda uterusta vaskuler gegirgenlik ile
birlikte kan akisi artmakta ve endometriyal stroma hicrelerin desidua hicrelerine
farklanma sireci olan desidualizasyon baslamaktadir (Psychoyos, 1973; Beer ve ark.,
1978). E, ve P, hormonlarmin etkisi ile hicre proliferasyonu, hiicre farklanmas: ve
migrasyon gibi hiicresel olaylar ger¢eklesmektedir ancak molekiiler mekanizmalar net
degildir. Insanlarda embriyo ve endometriyum arasindaki molekiiler etkilesimler etik
kisitlamalardan dolay1 fare ve siganlar {lizerinde yapilan caligmalar ile aydinlatilmaya

calisilmaktadir (Zhang ve ark., 2013).
2.9.1. implantasyon Evreleri

Embriyo implantasyonu apozisyon (yakinlagsma), adezyon (tutunma) ve penetrasyon
olmak Uzere ii¢ evrede gergeklesmektedir (Enders ve ark., 1969) (Sekil 2.8.).
Implantasyonun ilk evresi olan apozisyon evresinde blastosistin trofektoderm hicreleri
endometriyumun limen epiteli ile karsi karsiya konumlanarak Ilmen epiteline
yakinlagsmaktadir. Adezyon evresinde ise trofektoderm hucreleri endometriyumun limen
epiteline tutunur ve bu baglanti yikama ile uzaklastirilamayacak kadar ilerlemis
durumdadir. Implantasyonun son evresi olan penetrasyon evresinde ise blastosistin

trofektoderm hicreleri Ilimen epiteline invazyonu gergeklesir (Fitzgerald ve ark., 2008).

implantasyon Penceresi

Blastosist

Trofoblast hucreleri

v Ighiicre Kitlesi

, Sitotrofoblast

Limen epiteli

Endometriyal
stroma

Apozisyon Adezyon invazyon/ Penetrasyon Desidualizasyon

Sekil 2.8. Embriyo implantasyonu evreleri (Ochoa-Bernal ve ark., 2020)
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2.9.2. implantasyon Tipleri

Memelilerde embriyo implantasyonu sirecinde benzerlikler olmasina ragmen blastosist
ve endometriyum etkilesimi sirasinda tiirler aras1 farkliliklar bulunmaktadir. Embriyo
implantasyonu sirasinda bu etkilesim merkezi, ekzentrik ve interstisyel implantasyon

olmak Uzere (¢ farkl: tipe ayrilmigtir (Bonnet, 1884) (Sekil 2.9.).

Bazi keseli memeli tiirlerinde, tavsan, dag gelincigi gibi tirlerde gorilen merkezi
implantasyon sirasinda blastosist olduk¢a genigslemekte olup, bu sekilde endometriyuma
temas etmesiyle ilk etkilesim meydana gelmektedir. Blastosist genislemesi yuzeysel bir
sekilde oldugundan bu implantasyon tipine yuzeysel implantasyon da denmektedir
(Bonnet, 1884).

Hamster, sican ve fare tiirlerinde ger¢eklesen implantasyon tipi ekzentrik implantasyon
olup, bu implantasyon siirecinde blastosist ylizeysel olarak az miktarda genisleme
gostermektedir. Uterusun liimeninden invajinasyon ile bir cep olusmasiyla blastosist ve

endometriyum arasinda ilk temas saglanir (Bonnet, 1884).

Interstisyel implantasyon ise insanlarda rastlanan implantasyon tipi olup, blastosist
direkt olarak uterusun liimen epitelini gegerek endometriyal stroma ile etkilesime
girmektedir. Kobay ve sempanze gibi memeli tlrlerinde de embriyo implantasyonu
interstisyel implantasyon ile ger¢ceklesmektedir (Bonnet, 1884).

Endometriyum Endometriyum Endometriyum

Liimen Blastosist Liimen Blastosist Blastosist

SENTRIK EKZENTRIK INTERSTISYEL

Sekil 2.9. Embriyo implantasyonu tipleri (Bellofiore ve ark., 2021)
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2.10. Peri-implantasyon Suirecinde Fare Endometriyumunda Gergeklesen Hiicresel
Olaylar

Implantasyonun aposizyon evresinden hemen 6nce farelerde endometriyal stromada
baslayan 6dem ile liimen daralmaktadir. Endometriyumda liimenin daralmasiyla birlikte
trofektoderm hiicrelerin mikrovilluslari ile limen epitelinin parmaksi ¢ikintilart birbirine
yaklasir (aposizyon fazi). Blastosistin liimen epiteline tutunmasi ile birlikte (adezyon
faz1), blastosistin tutundugu bolgede stromada vaskiiler gegirgenlik artar (Zhang ve ark.,
2013; Croy B.A. ve ark., 2014). Bu olaylar hormon bagimli olup stromadaki 6dem artis1
ve limenin kapanmasi P, aracili (Zhang ve ark., 2013; Croy B.A. ve ark., 2014),
stromadaki vaskiler gecirgenlik ise E; aracili ger¢eklesmektedir (Harper, 1989; Zhang
ve ark., 2013).

Farelerde ovulasyondan hemen once E, salimimi gebeligin birinci ve ikinci gunleri
endometriyum limen ve bez epitelinin proliferasyonunu saglar. Korpus luteumun
olugsmasiyla ekspre olan P4 pre-ovulatuvar E; ile birlesir ve gebeligin ¢tincl guniinde
proliferasyonun epitelden stromaya kaymasini saglar. Stromada hucre proliferasyonu
gebeligin 4. giiniinde E; salgisi ile etkili hale getirilir (Parr, 1987). Farelerde embriyo
implantasyonu kan damarlarindan zengin mezometriyum bdlgesinin zit kutbunda
bulunan anti-mezometriyal bolgede gerceklesmektedir (Zhang ve ark., 2013; Croy B.A.
ve ark., 2014). Farede blastosist, liimenin kapanmasinin baslamasiyla birlikte anti-
mezometriyal bolgeye yerlesir (Zhang ve ark.,, 2013). Blastosist yiizeyindeki
trofektoderm, limen epiteline tutunabilme potansiyeline sahiptir ve bu tutunma zona
pellusida kaybi sonrasi gergeklesmektedir (Finn ve ark., 1975). Farelerde gebeligin 4.
gund gecesinde (20.00-24.00) blastosistin ilk tutunma reaksiyonu gortlmektedir
(Psychoyos, 1973).

Blastosistin tutunma reaksiyonundan sonra insan ve fareye ait endometriyum limen
epiteli apoptoza ugrar, stroma hiicrelerinde desidualizasyon baslar ve blastosist
trofektoderm hiicrelerinin invazyonu ile anti-mezometriyal stromaya gomdalir (Zhang ve
ark., 2013).
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2.11. Desidualizasyon

Pre-implantasyon E; ve blastosistin oldugu bolgede kapiller gecirgenligin artmasi stroma
hlcrelerinin desidua hiicrelerine farklilasmasii saglar. Desidualizasyon mekanizmasi
sirasinda stroma hiicrelerinin desidua hiicrelerine farklilasmasi ile hicreler poliploid
(polinuklear) hale gelir ve glikojen ve lipitce zengin hucreler olarak karakterize edilir.
Desidua hiicreleri ayrica korpus luteumun devamliligint destekleyen desidual prolaktini,
implantasyon bolgesine immiin hiicrelerin go¢iinii saglayan prostaglandinleri, insiilin
benzeri bitylime faktorii (IGF) gibi birgok faktorii salgilamaktadir (Cha ve ark., 2012;
Rendi ve ark., 2012; Anthony, 2015).

Farelerde gergeklesen desidualizasyonda gebeligin 5. giiniinde baslangigta embriyoyu
cevreleyen subepitelyal stroma hicreleri avaskiler primer desidual bolgeyi (PDB)
olusturur. PDB disindaki stromal hiicreler prolifere olmaya devam eder ve gebeligin 6.
gliniinde farklilasarak vaskuler bir sekonder desidual bolgeyi (SDB) olusturmaya baglar
(Sekil 2.10.) (Huet-Hudson ve ark., 1989; Namiki ve ark., 2018). Farelerde
desidualizasyon sireci, transkripsiyon faktorleri, biyume faktorleri ve hiicre dongusini
diizenleyen faktorler gibi birgok faktor tarafindan diizenlenir (Namiki ve ark., 2018).

Luamen epiteli Embriyo

Bez ebiteli Primer desidual bolge

Sekonder desidual balge

Sekil 2.10. Gebeligin 1.-8. giinlerinde fare uterusundaki morfolojik degisiklikler (Namiki ve ark., 2018).

Insanlarda ovulasyonu takiben menstrual siklusun sekretuvar fazinda doku yeniden
sekillenmesi baslar ve endometriyum gebelik i¢in hazirlanir. Farelere benzer sekilde,
insanlarda endometriyal yeniden sekillenmenin ayirt edici 6zelligi, desidualizasyon
siirecidir. Insanlarda desidualizasyon ge¢ sekretuvar fazda uterusun spiral arterlerini
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cevreleyen endometriyum stroma hiicrelerinde baslamaktadir. Farklilasmanin bir sonucu
olarak, desidua hucreleri implantasyonu destekleyen benzersiz biyokimyasal ve hicresel
Ozellikler kazanir. Farelerin aksine, insanlarda desiduanin olusumu rutin olarak

gerceklesir ve embriyo yoklugunda endometriyumdan ayrilir (Ramathal ve ark., 2010).

2.12. Gebelik Sirasinda Gerceklesen immiin Yamitlar ve Mikrogevre

Saglikli bir gebeligin her {i¢ aylik déoneminde (trimester) farkli mikro ¢evre ve immin
yamtlar gerceklesir. Insanlarda 1. trimesterde implantasyon ve plasentasyona izin veren
proinflamatuvar bir ¢evre hakimdir. Gebeligin 2. trimesterinde, fetal gelisim ve biiyiime
anti-inflamatuvar bir ¢evrede gergeklesir. Gebeligin sonunda, anti-inflamatuvar ortam

dogumu desteklemek i¢in proinflamatuvar hale geri doner.

Seminal sivi, embriyo implantasyonundan hemen once immiin tolerans i¢in icerdigi
prostaglandinler, transforme edici biiytime faktorii B (TGF-B) ve insan 16kosit antijeni
(human leukocyte antigen/HLA) araciligiyla proinflamatuvar yaniti destekler (Robertson
ve ark., 2016; Saito ve ark., 2016). Embriyo implantasyonu ve desidualizasyonda
gergeklesen hiicresel olaylara paralel olarak sitokinler, buylme faktorleri, transkripsiyon
faktorleri, prostaglandinler ve adezyon molekiillerinde modiilasyonlar gergeklesir (Paria
ve ark., 2002; Wang H. ve ark., 2006). Endometriyal hiicreler tarafindan ekspre edilen
sitokinler, blastosisti implantasyon bdolgesine yodnlendirerek endometriyumun limen
epiteli ile ilk etkilesimini saglamaktadir. Bu asamadaki inflamatuvar ortam, adezyon
molekdllerinin ekspresyonu, blastosistin tutunmasini1 6nleyen miisin tabakasinin ortadan
kaldirilmasi gibi olaylar1 indiiklemektedir (Mor ve ark., 2017). Ayrica implantasyon
sonras1 trofoblast hiicreleri ile invaze olduklari maternal endometriyum isbirliginde
plasenta gelisir. Bu olay interl6kin 6 (IL-6), I6semi inhibe edici faktor (LIF), interlokin 8
(IL-8) ve timor nekroz faktoru alfa (TNF-a) gibi proinflamatuvar sitokinlerin dahil
oldugu proinflamatuvar yanit ile karakterize edilir (Dominguez ve ark., 2005; van
Mourik ve ark., 2009). Sitokinler araciligiyla desiduaya go¢ eden immiin hiicrelerin
%65-70'1 NK hcreleri (dogal oldiiriicii hiicreler/Natural Killer cells), %10-20'si
makrofajlar ve dendritik hicreler gibi antijen sunan hicrelerdir. (Kammerer, 2005;
Hanna ve ark., 2006). Makrofajlar ve dendritik hiicreler, gebelik boyunca desiduada

kalarak maternal-fetal arayiizde antijene 6zgii adaptif immiin yanitlara aracilik ederler.
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Dendritik hiicreler doku yeniden sekillenmesi ve anjiyogenezi diizenleyerek uterus
reseptivitesine katkida bulunur (Plaks ve ark., 2008). Ayrica makrofajlarin trofoblast
invazyonunu diizenledigi ve trofoblast apoptozundan kaynaklanan kalintilar1 fagosite
ederek gelismekte olan fetiise kars1 immiin yanit1 6nledigi disiiniilmektedir (Abrahams

ve ark., 2004; van Mourik ve ark., 2009).

Implantasyon ve plasentasyon gerceklestikten sonra, immiin hiicreler gebeligin 2.
trimesterinde fetal ve plasental biylmeyi desteklemek icin anti-inflamatuvar sitokinler
ekspre ederler (Faas ve ark., 2017). Mikro ¢evrede NK hiicreleri, makrofajlar ve Treg
hiicreleri ¢ogunluktadir. NK hiicreleri makrofajlarla etkilesime girerek Treg hiicrelerinin
olusumunu indiiklemektedir (Vacca ve ark., 2010). Gebelik sirasinda Treg hiicreleri,
paternal antijenlere karsi gelisen immiin yanitlar1 Onleyerek anti-inflamatuvar bir
ortamin korunmasinda merkezi bir role sahiptir (Erlebacher, 2013). Gebeligin 3.
trimesterinde ise, uterusta proinflamatuvar bir ortam hakimdir, immin hicreler
miyometriyuma go¢ ederek dogum sirasinda uterusun kasilmasma ve plasentanin

ayrilmasina aracilik eder (Mor ve ark., 2011)
2.13. inflamasyon iligkili Programh Hiicre Oliimii: Piroptoz

Hayatta kalma, proliferasyon, farklilasma ve hiicre 6liimii yasamin temel stire¢lerini
temsil eder. Hiicre 6liimii, embriyo gelisimde rol oynar, organizmanin homeostazini
saglar ve hasarli hiicreleri ortadan kaldirir. Programli hiicre 6lima, hucre ici sinyal
iletim yollan tarafindan yonlendirilir. Hicre hasarinin bir sonucu olarak gerceklesen

beklenmedik hiicre 6liimleri ise programli hiicre 6liimii sinifina girmez (Yan, 2020).

Piroptoz, dogustan gelen bagisiklik sisteminde hiicre dis1 veya hiicre i¢i yolaklar ile
dizenlenen ve belirli morfolojik 6zelliklere sahip programli hicre 6limudir (Jorgensen
ve ark., 2015). Proinflamatuvar programli hiicre 6liimiinii tanimlamak igin kullanilan
piroptoz terimi, Yunanca ates anlamina gelen "pyro" ve diisme/6lim anlamina gelen

"ptosis" koklerinden tiiretilmistir (Cookson ve ark., 2001).

Piroptoz ilk olarak 1992 yilinda apoptozdan morfolojik olarak farkli bir sekilde seyreden

ancak kaspaz bagimli programli hiicre 6liimii olarak tanimlanmistir (Zychlinsky ve ark.,
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1992). 2001 yilinda ise Cookson ve arkadaslari inflamasyon iligkili programli hiicre

6liimiinii tanimlamak i¢in ‘piroptoz’ terimini 6nermistir (Cookson ve ark., 2001).

Piroptoz immin yanitlar1 diizenleyerek bakteriyel ve viral kaynakli enfeksiyonlarin

engellenmesinde rol oynamaktadir (Jorgensen ve ark., 2015).

Hiicrelerde gergeklesen piroptotik 6liim, hiicre sismesi, plazma membraninin lizisi ve
proinflamatuvar sitokinler olan interlokin 1 beta (IL-1p) ve interlokin 18’in (IL-18)
hiicre disina salinmasi ile karakterizedir (Zaki ve ark., 2011; Wallach ve ark., 2014).
Piroptozun makrofajlar, monositler ve dendritik hiicreler gibi 6zellesmis immdin
hicrelerde gerceklesmesine ek olarak, bagirsak epitel hiicreleri (Lei-Leston ve ark.,
2017), trofoblast hiicreleri (Cheng S. B. ve ark., 2019) ve hepatosit hiicrelerinde (Li H.
ve ark., 2019) gergeklestigi rapor edilmistir.

2.14. Piroptozun Morfolojik Ozellikleri

Piroptoz, apoptoz ve nekrozdan sonra kesfedilen yeni bir programli ve inflamatuvar
olumdur (Li H. ve ark., 2019)

Apoptoz, hiicre bliziilmesi, niiklear yogunlagma, niiklear fragmantasyon ve membran
tomurcuklanmasi gibi morfolojik degisikliklerle karakterizedir. Nekroz (diger adiyla
onkoz) ise sitoplazmik sisme, organellerin genislemesi, kromatin yogunlagsmasinin
olmamasi ve hiicre i¢i igerigin diizensiz dagilmasi ile karakterizedir (Majno ve ark.,

1995).

Piroptoz, DNA hasari, kromatin yogunlagsmasi ve kaspaz aktivasyonu gibi apoptozda
gorilen ozelliklere sahipken, kendine 6zgi morfolojik 6zellikleriyle apoptozdan
ayrilmaktadir (Sekil 2.11). Piroptotik hiicrelerde kromatin yogunlasmas:t ve DNA
fragmantasyonu gozlenmesine ragmen, apoptotik hiicrelerden farkli olarak niikleuslari
bozulmadan kalir (Bergsbaken ve ark., 2007; Jorgensen ve ark., 2015; Xu ve ark., 2018).
Piroptotik hiicreler DNA hasar1 gosterir ve TUNEL pozitiftirler ancak bu kriterler

apoptotik hiicrelere kiyasla diisiik yogunlukta gozlenir (Jorgensen ve ark., 2015).

Ayrica piroptoz sirasinda meydana gelen por olusumu, hiicre i¢ine su girisine neden

olur, hiicrelerde sisme ve ozmotik lizize sebep olur (Fink ve ark., 2006; Jorgensen ve

22



ark., 2015). Piroptoz gorilen hicreler ile karsilastirildiginda, apoptoz gortlen hiicreler

membran biitiinliiglinii korumaktadir (Brennan ve ark., 2000).

Nekroz ve piroptoz, hiicrenin pargalanmasina ve sitoSolik igerigin salinmasina neden
olurken, apoptozda hiicre apoptotik cisimlere ayrilmaktadir. Apoptotik cisimler bir
membran ile ¢evrili olup apoptoza ugrayan hiicrelerin ¢ekirdek ve sitoplazma parcalarini
icermektedir. Apoptoz sirasinda sitosolik icerikler salinmaz, apoptotik cisimciklerin
fagosite edilmesiyle ortadan kaldirilir, ancak fagositoz gerceklesmezse apoptotik

cisimler sekonder nekroz adi verilen bir siireg ile pargalanirlar (Majno ve ark., 1995)

Apoptotik cisimlerin miktar1 makrofajlarin fagositoz kapasitesini agsmadik¢a dokuya
zarar vermeden ortadan kaldirilmakta, boylelikle inflamasyon gergeklesmemektedir.
Nekroz ve piroptoz sirasinda ise inflamasyon meydana gelmektedir (Majno ve ark.,
1995).

Apoptoz ve piroptoz kaspaz aktivasyonu ile gergeklesmektedir. Kaspaz-3, 6, 7, 8
aktivasyonu yalnizca apoptoz sirasinda meydana gelir. Piroptoz sirasinda inflamatuvar
kaspazlar olan kaspaz-1, kaspaz-4 ve kaspaz-5 (farelerde kaspaz-11) (Brennan ve ark.,
2000; Kayagaki ve ark., 2011; Kolb ve ark., 2014) aktivasyonu gerceklesir. Bununla
birlikte, apoptozun ayirt edici 6zelligi olarak kabul edilen kaspaz-3’iin de piroptozda da
rol aldig1 kesfedilmistir (Wang Y, 2017).

Piroptoz ve apoptozda goézlenen diger bir ortak Ozellik ise annexin V ile pozitif
boyanmalaridir. Annexin V, hilicre membraninin i¢ yapragindaki fosfatidil serine
baglanir. Apoptoz sirasinda, fosfatidil serin i¢ yapraktan dis yapraga yer degistirerek
annexin V ile pozitif hiicre boyanmasina neden olur (Koopman ve ark., 1994). Piroptoz
sirasinda ise plazma membraninda olusan porlar sayesinde annexin V hiicreye girerek
membranin i¢ yapragindaki fosfatidil serine baglanabilmektedir. Ayrica 7-
aminoaktinomisin  veya propidyum iyodur gibi membran gecirimsiz boyalar
gbzeneklerden girerek piroptotik hicreleri boyarken apoptotik hticreleri boyamaz
(Brennan ve ark., 2000; Edgeworth ve ark., 2002; Fink ve ark., 2006; Silveira ve ark.,
2010).
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Sekil 2.11. Apoptoz ve piroptoz arasindaki morfolojik farklar (Kovacs ve ark., 2017)

2.15. Piroptozun Molekiiler Mekanizmalari

Piroptozun molekiiler mekanizmasinda inflamazomlar gérev almaktadir. Inflamazomlar
PRR (pattern recognition receptor/patern tanima reseptorleri) iceren multimolekiler
kompleksler olup, inflamatuvar yanitlar1 uyararak piroptozu tetiklemektedir (Kolb ve
ark., 2014; Guo H. ve ark., 2015; Wang Y, 2017 ). PRR, PAMP (pathogen-associated
molecular patterns/patojenle iligkili molekiiler patternler) ve DAMP’lar1 (damage-
associated molecular patterns/hasarla iligkili molekiiler paternler) tanir (Lamkanfi ve
ark., 2014; Guo H. ve ark., 2015). PRR ailesi tipik olarak TLR (Toll-like receptors/ Toll
benzeri reseptorleri), NLR (nucleotide-binding domain and leucine-rich repeat receptor/
niikleotid baglanma alan1 ve 16sin agisindan zengin tekrar igeren reseptorleri) ve AIM
(absent in melanoma) benzeri reseptorleri igerir (Takeda ve ark., 2005; Kanneganti ve
ark., 2007; Thi HTH ve ark., 2017 ).

NLR’ler, ASC (Apoptosis-associated speck like protein containing a caspase recruitment
domain/C-terminal kaspaz alim alan1 igeren apoptoz ile iligkili benek benzeri protein) ile
birlikte DAMP'leri ve PAMP'leri tanidiktan sonra kaspaz-1’1 aktive ederek piroptozu
baglatir. Piroptoz, kanonik inflamazom yolaginda kaspaz-1 aktivasyonu ile kanonik

olmayan inflamazom yolaginda ise insanlarda kaspaz-4/5 aktivasyonu ve farelerde
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kaspaz-11 aktivasyonu ile gergeklesir (Sekil 2.12.) (Fernandes-Alnemri ve ark., 2007;
Kayagaki ve ark., 2011).

Piroptoz, GSDMA, GSDMB, GSDMC, GSDMD ve GSDME dahil olmak (zere
Gasdermin siper ailesinin Gyeleri ile indiklenmektedir (Kayagaki ve ark., 2015; Shi ve
ark., 2015; Ding ve ark., 2016). Gasdermin ailesi bir nekrotik gasdermin N alan1 ve N
alanmin aktivasyonunu baskilayan bir C alani icermektedir. Gasdermin N ve C alanlari
arasindaki proteolitik kesilme, inhibe edici Gasdermin C alanlarinin serbest kalmasiyla
nekrotik Gasdermin N alan1 plazma membranina taginir ve oligomerler olusturur (Ding
ve ark.,, 2016; Liu X. ve ark., 2016; Rogers ve ark.,, 2017). Bu oligomerler,
transmembran porlar1 olusturarak ozmotik potansiyeli bozar, hicre riptirine ve hiicre
sismesine neden olur, inflamatuvar sitokinlerin salinmasinda rol oynar (He ve ark.,
2015; Kayagaki ve ark., 2015; Rogers ve ark., 2017).

Pro IL-1B/1L-18

—

DAMP IL-1B/IL-18  Salinim.
J—M— ezt )—
 PAMP

Gasdermin D

L Q
Q9
O ‘—l @Q%: Piroptoz

N-terminal —

Por
Gasdermin E olusumu

N-terminal

Mitokondriyal
disfonksiyon

Sekil 2.12. inflamasyon iliskili programli hiicre 6liimii piroptozun molekiiler mekanizmalar1 (Wang Y. Y.
ve ark., 2019b)

2.15.1. Kanonikal Inflamazom Yolag

Kanonikal inflamazomlarin tiimii bir CARD (caspase activation and recruitment
domain/kaspaz aktivasyon ve toplama alani) ve bir PYD’ye (pyrin domain/ pirin alani)
sahiptir. PRR’lerin PAMP’lar ve DAMP’lar ile temas etmesinden sonra kaspaz-1 aktive
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olur (Aachoui ve ark., 2013). NLRP1 inflamazomu athrax o6ldiiriicii toksini ve MDP’yi
(muramil dipeptid) tanir (Franchi ve ark., 2009a). NLRC4 inflamazomu flagellin ve
MDP gibi PAMP’lar tarafindan uyarilir (Miao ve ark., 2010; Zhao ve ark., 2011). AIM2
inflamazomu endojen veya patojen kaynakli ¢ift sarmalli DNA (dsDNA) tarafindan
aktive edilir (Roberts ve ark., 2009). NLRP3 (NLR family pyrin domain containing
3/diger adiyla NALP3) inflamazomu, reaktif oksijen tiirleri (ROS), mitokondriyal
DAMP’lar, bakteriyel por olusturucu toksinler ve hiicre dist RNA’nin yami sira
monosodyum {lirat ve kolesterol gibi kristal yapilar tarafindan aktive edilir (Davis ve
ark., 2011; Latz ve ark., 2013; Rathinam ve ark., 2016). ASC, kaspaz-1’in
aktivasyonuna aracilik eder, prokaspaz-1’in yariklanarak aktive olmasini saglar.
(Schroder ve ark., 2010). Prokaspaz-1’in yariklanmasi ile p10 ve p20 tetramerleri olusur
(Schroder ve ark., 2010; Sun Q. ve ark., 2016) (Sekil 2.13.).

Kaspaz-1 aktivasyonu pro IL-18 ve pro IL-1B’y1 proteolitik olarak keserek inflamatuvar
reaksiyonlari tetikleyen IL-18 ve IL-1B’nin aktif formlarini olusturur (de Gassart ve ark.,
2015). Olgun inflamatuvar sitokinlerin tretilmesine ek olarak aktif kaspaz-1 Gasdermin
D’yi (GSDMD) keserek N-terminal (GSDMD-N) ve C-terminal fragmanlarina
(GSDMD-C) ayirir. GSDMD-N, plazma membraninda 10-15 nm i¢ ¢apa sahip porlari
olusturur. Plazma membran porlari, artmis ozmotik basinca, hiicreye su girerek
sismesine, ozmotik lizize ve inflamatuvar hiicre i¢i iceriklerin salinmasma neden olur

(Fink ve ark., 2006)

2.15.2. Kanonikal Olmayan inflamazom Yolag

Kanonikal olmayan inflamazom yolagi, farelerde kaspaz-11 ve insanlarda kaspaz-4/5
tarafindan tetiklenir (Sekil 2.13.). Gram-negatif bakteri veya konak¢i kaynakli
lipopolisakkarit (LPS) dogrudan kaspaz-4/5/11°e baglanir ve kaspaz aktivasyonunu
gerceklestirir  (Kayagaki ve ark., 2015; Silke ve ark., 2017). Aktif kaspaz-4/5/11

GSDMD’nin fragmanlarina boliinmesini ve piroptozu indiikler (Kayagaki ve ark., 2015).

Kanonikal ve kanonikal olmayan inflamazom yolaklarindan bagimsiz olarak yeni bir
yolak kesfedilmistir; apoptoz substrati olarak kabul edilen olgun kaspaz-3, GSDME'nin
C-terminal fragman1 (GSDME-C) ve N-terminal fragmani (GSDME-N) olarak
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yariklanmasint indiikler. GSDME-N por olusumuna katilarak piroptoza sebep olur.
Onceki ¢alismalar kaspaz-3’ii apoptoz igin dnemli bir belirte¢ olarak rapor etmistir.
Yakin zamanda, kaspaz-3’iin GSDME’yi keserek aktive edebildigi ve bunun da
piroptoza neden oldugu bulunmustur (Sekil 2.13.) (Wang Y, 2017 ).

Kanonikal infl Yolag _
Ekstraseliler sivi 7 A oA e Kanonikal olmayan
P Sulyonlan ; Toksn | [ Flagelin Inflamazom Yolag
Belirl / ki a_‘ Hucre digt RNA| Muramil dipeptid Anthrax oldiricii toksin :
uyarimlar yapilar Gram-negatif
bakteri

|2

Y RS i
R R ] i Z@%@

Por olugumu -
Prokaspaz D s
— DMD:\ .%r/okaspaz )
@kaspazﬂ

Pmkaspaz p: =
; Proaspaz 1145
GSDMD-C\%

l

 Kaspaz-11/4/5

\
1
AWNENIo jod

GSDMD yariklanmasi
GSDMF N
yariklanma (/\ __j y
-
p Piroptoz
—v

Sekil 2.13. Kanonikal ve kanonikal olmayan inflamazom yolaklar1 (Fang ve ark., 2020).

2.16. NLRP3 inflamazom Yolag

NLRP3 inflamazomu esas olarak NLRP3, ASC ve efektor molekil olarak bir sistein
proteaz prokaspaz-1'den olusur (Agostini ve ark.,, 2004). NLRP3-ASC tarafindan
gerceklesen kaspaz-1 aktivasyonu (Schroder ve ark., 2010), IL-18 ve IL-1B’nin aktif
formlarini olusturarak hiicre disina salinimini saglar (de Gassart ve ark., 2015). Ayrica
aktif kaspaz-1 Gasdermin D’yi (GSDMD) keser, serbest kalan N-terminal fragmani

plazma membraninda por olusturur ve piroptozu baslatir (Fink ve ark., 2006) (Sekil
2.14).
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Sekil 2.14. NLRP3 inflamazomunun yapisi ve fonksiyonu (Song L. ve ark., 2017).

2.16.1. NLRP3

NLRP3, bir aminoterminal PYD alani, bir niikleotit baglayict NACHT alan1 ve bir
karboksiterminal 16sin acisindan zengin tekrar (LRR) alani igeren l¢lii bir proteindir
(Mangan ve ark., 2018). NLRP3 (NACHT, LRR ve PYD alanlari iceren protein 3
[NALP3], diger adiyla kriyopirin), insanlarda kromozom 1'in uzun kolunda bulunan
NLRP3 geni tarafindan kodlanan bir proteindir (Hoffman ve ark., 2000). Sitosolik dogal
bagisiklik sensorii olan NLRP3, enfeksiyon ve steril inflamasyon tarafindan tetiklenir
(Akbal ve ark., 2022).

NLRP3’iin NACHT domeyni ATPaz aktivitesine sahiptir. NLRP3 aktivasyonu igin
ATP’nin NACHT domeynine baglanmasi1 gerekmekte, NACHT domeynindeki bir
mutasyon NLRP3 aktivasyonunu inhibe etmektedir (Duncan ve ark., 2007). NLRP3
inflamazomunun en gucli ve secici inhibitorlerinden biri olarak kabul edilen
MCC950'nin NLRP3 NACHT domeyni Walker B motifine dogrudan baglanarak
NLRP3 inflamazom olusumunu bloke ettigi bildirilmistir (Coll ve ark., 2019). Ayrica
NLRP3, viral RNA, lizozomal hasar, hiicre dis1 ATP, glikolitik veya mitokondriyal

metabolizmanin  inhibisyonu ve hiicre membraninin  potasyum iyonlarina
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permeabilizasyonu dahil olmak iizere bir¢ok uyaranlar ile aktive oldugundan hiicresel

stresin Gnemli bir entegrasyon noktasi oldugu diistintilmektedir (Liston ve ark., 2017).

Dinlenme halindeki hiicrelerde bulunan NLRP3 miktar1 aktivasyon igin tek basina
yeterli degildir. ASC ve pro-kaspaz 1 seviyeleri de hiicre iginde stabil oldugundan
mevcut NLRP3 miktarinin inflamazom aktivasyonunu diizenleyen énemli bir sinirlayici

faktor oldugu diisliniilmektedir (Bauernfeind ve ark., 2009).

Bircok hiicrede NLRP3 aktivasyonu icin iki sinyal gerekmektedir. ilk sinyal NLRP3
geninin transkripsiyonunu baslatmakta, hiicreyi hazirlamakta ve NLRP3 ekspresyonunu
artirmaktadir. Bu sinyal hazirlama (priming) asamasi olup niikleer faktor-kB'yi (NF-«xB)
aktive eden Toll benzeri reseptorler (TLR'ler), niikleotit baglayic1 oligomerizasyon alani
iceren protein 2 (NOD2), granulosit-makrofaj koloni uyarici faktér (GM-CSF) reseptorii
ve tumor nekroz faktorii (TNF) reseptorlerin dahil oldugu PRRIerin devreye girmesiyle
gerceklesir (Bauernfeind ve ark., 2009; Franchi ve ark., 2009b). NF-xB ve bu reseptorler
tarafindan aktive edilen olast diger transkripsiyon faktorleri, NLRP3'Un
transkripsiyonunu ve pro-IL-1f dahil olmak iizere diger 6nemli proinflamatuar genleri

indikler.

Hazirlanma asamasi NLRP3'lin translasyonunu engelleyen mikroRNA'lar, hicresel
metabolik yollarin aktivitesi ve G proteini-bagli reseptor (GPCR) sinyal kaskadlar1 dahil
olmak Uzere bircok mekanizma ile dizenlenmektedir (Prochnicki ve ark., 2017). NLRP3
aktivasyon asamasi ise hazirlanan hiicrenin hiicresel baglamda aktive edici bir uyarana
maruz kalmasiyla birlikte NLRP3’iin ASC ve kaspaz 1 ile bir kompleks olusturmasiyla
gergeklesir.

NLRP3 inflamazomu ilk olarak Muckle-Wells otoinflamatuvar hastalig1 ile karakterize
edilmistir (Martinon ve ark., 2002; Agostini ve ark., 2004). Kaspaz-1 aktivasyonuna
aracilik ederek IL-1p ve IL-18'in islenmesine ve salinmasina yol agan NLRP3
inflamazomu, hem akut hem de kronik inflamatuvar tepkilerin gelismesinde 6nemlidir

(Sutterwala ve ark., 2006; Masters ve ark., 2010; Walsh ve ark., 2014).
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2.16.2. Kaspaz 1

Apoptotik ve piroptotik hiicre Oliimlerini baslatan kaspaz ailesi tiyeleri tanimlanmis
diger programli hiicre oliimlerinde rol almamaktadir. Proteaz olan kaspaz Uyeleri,
aspartik asit kalintilarini takiben hedef proteinleri parcalamak icin aktif bolge sistein
residularini (kalintilarini1) kullanmaktadir (Miao ve ark., 2011; Molla ve ark., 2020). Bu
proteazlar apoptotik (Kaspaz-2, 3, 6, 7, 8, 9, 10) veya inflamatuvar (Kaspaz-1, 4, 5, 11)
olarak simiflandirilmaktadir (Siegel, 2006).

Apoptotik kaspazlar ya baslatict ya da efektor kaspazlar olarak tanimlanmaktadir.
Baslatic1 kaspazlar, intrinsik veya ekstrinsik yolaklar1 aktive eden belirli bir baglatici
olaya yanit vererek apoptozun baslamasimi indiikklemektedir (Siegel, 2006). Apoptotik
kaspazlarin aksine, inflamatuvar kaspazlar i¢in baslatict ve efektor fonksiyonlar

tanimlanmamustir.

Kaspaz-1 en iyi tanimlanan inflamatuvar kaspazdir. Ilk olarak IL-1p déniistiiriicii enzim
olarak tanimlanmig (IL-1f converting enzyme, ICE1) Kaspaz-1, inflamatuvar sitokinler
IL-1B ve IL-18’in yani sira piroptozun baglamasini indiikleyen Gasdermin D'nin oncil
formlarimi proteolitik olarak aktif olgun peptitlere bolen evrimsel olarak korunmus bir
enzimdir (Cerretti ve ark., 1992; Thornberry ve ark., 1992; Mariathasan ve ark., 2004;
Denes ve ark., 2012). Bu nedenle Kaspaz-1, inflamatuvar siireglerin anahtar bir aracisi

olarak kabul edilmektedir.

Kaspaz-1, 20 kDa (p20) ve 10 kDa (p10) alt birimlerinden olusan bir zimojendir.
Sitoplazmada aktif olmayan pro formunda bulunan Kaspaz-1 proteolitik bolinmeler ile
aktive edilmektedir. Aktif Kaspaz 1, p20 ve p10'dan olusan iki heterodimer igerir. Hem
p20 hem de p10 alt birimlerini kapsayan aktif katalitik bir alani igermesinin yani1 sira,
katalitik olmayan bir kaspaz aktivasyon ve toplama alan1 (CARD) icermektedir (Wilson
ve ark., 1994).

Kaspaz-1’in CARD alant ASC ve NLR’lere ait CARD alanlarina baglanarak CARD-
CARD etkilesimleri yoluyla inflamazomu olusturmaktadir (Mariathasan ve ark., 2004;
Lu A. ve ark., 2016).
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Kaspaz aktivasyon mekanizmalari ilk olarak NLR ailesi {iyesi olan Apoptotik proteaz
aktive edici faktor 1 (Apoptotic protease activating factor 1, APAF-1) ile tanimlanmustir.
APAF-1, bir CARD sinyalleme alan1 ve bir WD40 tekrarlama alan1 icermektedir. WD40
tekrarlari APAF-1’in NOD alani ile etkilesime girerek inaktif formda kalmasini
saglamaktadir. WDA40 tekrarlarinin sitokrom C'ye baglanmasiyla birlikte ise yedi APAF-
1 monomeri bir araya gelerek apoptozom adi verilen bir yapiyr olusturmasi igin

oligomerizasyonuna izin vermektedir (Bao ve ark., 2007).

Kaspaz-1 aktivasyonu da apoptozomlara benzer yapida bulunan ve inflamazom olarak

isimlendirilen protein kompleksleri tarafindan diizenlenmektedir.

NLRC4 ve murin NLRP1b, Kaspaz-1’in CARD alani ile dogrudan etkilesime giren
CARD alanlarini igermekte ve durum inflamazomlar1t APAF-1 apoptozomuna dogrudan

benzemektedir (Miao ve ark., 2007).

NLRC4 ASC ihtiyacini ortadan kaldirarak dogrudan Kaspaz-1’i aktive edebilmesine ek
olarak (Richards ve ark., 2001), CARD-CARD etkilesimi yoluyla da ASC odaklarinin
olusumunu indiiklemektedir. Bu durum NLRC4’iin ASC bagimli ve bagimsiz
mekanizmalar yoluyla Kaspaz-1'i aktive edebildigini gostermektedir (Miao ve ark.,
2011). NLRC4’den farkli olarak NLRP3 ise bir CARD alani1 yerine bir Pyrin sinyalleme
alan1 icermektedir. NLRP3'Un Pyrin alani, adaptOr protein olan ASC'nin Pyrin alani ile
etkilesime girer. Bir Pyrin ve bir CARD alanlarindan olugan ASC, CARD-CARD
etkilesimleri yoluyla Kaspaz-1'i aktive etmektedir (Schroder ve ark., 2010). NLR ailesi
disinda AIM2 de inflamazom olusturmaktadir. AIM2 ASC’yi taniyan ve Kaspaz-1’in
aktivasyonunda rol alan bir HIN200 alani ve bir Pyrin alan1 igermektedir (Hornung ve
ark., 2010).
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2.16.3. Gasdermin D

Kromozom 8 (8q24.3) iizerinde bulunan GSDMD geni tarafindan kodlanan Gasdermin
D, bir peptit baglayici ile birbirine baglanan 31 kDa N-terminal (GSDMD-N) ve 22 kDa
C-terminal (GSDMD-C) alanlarindan olusmaktadir. Gasdermin D, Gasdermin A, B, C,
D, E ve DFNB59 iiyelerinin bulundugu ve por olusturma yetenegine sahip korunmus
protein ailesinin bir iiyesidir. Gasdermin ailesinin ¢ogu {iyesi bir por olusturucu alan ve
baskilayici alan icermekte ancak peptit baglayicilart agisindan birbirinden farklidir (Shi
ve ark., 2015).

DFNB359 diger Gasdermin ailesi iiyelerinden farkli olarak kisa bir C-terminal alani
icermektedir. Gasdermin ailesi Uyelerinin por olusturucu alanlari ile birlikte hcre
oliimiine sebep oldugu bilinmektedir, ancak DFNB59’un hiicre 6limiinde rolu olup
oldugu heniiz bilinmemektedir (Kayagaki ve ark., 2015; Shi ve ark., 2015; Ding ve ark.,
2016; Rogers ve ark., 2017).
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Gasdermin D, 43 amino asitlik peptit baglayici alan, 199 amino asitlik karboksi-terminal
alant (GSDMD-C) ve baglanan 242 amino asitlik amino-terminal alanindan (N
GSDMD-N) olusmaktadir. Gasderminin amino-terminal alani por olusturucu alan olarak
adlandirilmakta ve boylelikle piroptoza aracilik etmektedir (Shi ve ark., 2015; Ding ve
ark., 2016; Liu X. ve ark., 2016). Bununla birlikte, por olusturma mekanizmasi
baskilayici alan olarak adlandirilan karboksi-terminal alani tarafindan kontrol altinda
tutulur (Shi ve ark., 2015).

Peptit baglayici bu iki alan arasindan ayrildiktan sonra serbest kalan yaklasik 16 por
olusturucu alan, 10-15 nm ¢apinda bir por olusturmak iizere oligomerize olur ve hiicre
membranina baglanir (Aglietti ve ark., 2016; Ding ve ark., 2016; Liu X. ve ark., 2016).
Gasdermin D poru, gliserol yap1 iskelesinde (kardiyolipin) veya fosforlanmis bas
gruplarda (fosfatidilinositol fosfat) ¢ift fosfatli lipidler igeren lipozomlar i¢in afiniteye
sahiptir. Negatif yukli lipid tarleri icin en ylksek afiniteye sahip olan GSDMD-N, yikli
olmayan bas grup lipid fosfatidilinositole veya pozitif yiiklii bas grup lipidleri
fosfatidilkolin ve fosfatidiletanolamine baglanmaz (Ding ve ark., 2016; Liu X. ve ark.,
2016). Fosfatidilinositol fosfat turleri ve fosfatidilserin, plazma membranin sitosolik
yapragi ile sinirli oldugundan, Gasdermin D yalnizca sitoplazmaya bakan yiizde por
olusturabilir. Boylece komsu hiicreler, bitisik hiicrelerdeki Gasdermin D’nin

indiiklendigi piroptozdan korunmaktadir (Liu X. ve ark., 2016).

Gasdermin D’nin plazma membraninda por olusturmasiyla birlikte plazma membraninin
normal gegirgenlik bariyeri bozulmaktadir. Bu bariyerin bozulmasiyla hiicre i¢i sodyum
ve potasyum dengesi degismektedir. Normal sartlarda hiicre iginde sodyum diisiik,
potasyum ise yiiksek konsantasyonlarda bulunmaktadir. Bu konsantrasyon gradyani,
pozitif iyonlar1 nispeten negatif sitoplazmaya ceken plazma membrant boyunca
gerceklesen elektriksel gradyan ile gerceklesir. Plazma membraninda por olustugunda
potasyumu hiicre disina iten konsantrasyon gradyaninin yarattigir kuvvetler, potasyumu
sitoplazmaya ceken elektriksel kuvvetlerle dengelenmektedir. Ancak sodyumun hem
konsantrasyon gradyani hem de elektriksel gradyan tarafindan hiicre i¢ine ¢ekilmesiyle
su girisi gerceklesir ve hiicre hacmi artar. Hiicre hacmi membranin destekledigi

kapasiteyi astiginda plazma membrani i¢i s1v1 dolu biiyiik balonlar i¢inde kortikal hiicre
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iskeletinden ayrilmaya baglar ve sitosolik iceriklerin serbest kalmasina neden olan
membran yirtilmas1 gergeklesir. Membran yirtilmasindan sonra hiicre i¢i ozmotik

basincin yeniden dengelendigi varsayilmaktadir (Kovacs ve ark., 2017).
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Sekil 2.16. Gasdermin D ve piroptoz sirasinda gergeklesen por olusumu (Kovacs ve ark., 2017)

2.16.4. interlokin 1 Beta

Interdkin 1 (IL-1) sistemi, iki agonist (IL-1a ve IL-1p), bir fonksiyonel sinyal reseptorii
(IL-1R1), bir yardimer protein (IL-1R), bir antagonist (IL -1RN) ve bir tuzak inhibitor
reseptor (IL-1R2) icermektedir (Dinarello, 1994, 2011). Fare ve insanlarin IL-1a ve IL-
1 cDNA dizileri arasinda yiiksek bir benzerlik vardir (March ve ark., 1985).

IL-1 ailesinin tiim bilesenleri 2. kromozom {izerinde bulunur. Her iki agonist baglangicta
31 kDa'lik oncii proteinler olarak sentezlenir. Olgun proteinlerin molekiiler agirhig: 17

kDa'dir (Dower ve ark., 1986).

Her iki agonist ayni reseptore baglanmakta ve bu nedenle ayni asagi akis sinyalini

indiklemektedir ancak aktivasyon yollar1 farklidir. IL-la ve IL-1B’nin aktivasyonu i¢in
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onciil formlarinin proteolitik olarak islenmesi gerekmektedir. Onciil formlarindan
proteolitik olarak N-terminal alanin kesilmesiyle C-terminal alani reseptorleri ile

etkilesime girmektedir.

IL-lo’nin kalpainler tarafindan (Kobayashi ve ark., 1990), IL-1B’nin Kaspaz-1 tarafindan
(Thornberry ve ark., 1992) kesilerek aktif formlarina donistiigii bilinmektedir. Kaspaz-1
aktivasyonu pro IL-1B’in N-terminal alanin1 keserek IL-1B’nin aktif formunu olusturur
(de Gassart ve ark., 2015). Kaspaz-1’e ek olarak Kaspaz-8, Elastaz, Kimaz ve Proteinaz
3 gibi bir dizi doku ve/veya hiicre tipi spesifik proteazin IL-1p’nin aktivasyonuna

aracilik ettigi rapor edilmistir (Pyrillou ve ark., 2020).

IL-1 sistemi, implantasyon ve pre-implantasyon embriyo gelisimi ile yakindan ilgilidir.
Insanlarda endometriyum, trofoblast ve plasenta hiicrelerinde ekspre edilen ve
implantasyon ile embriyo gelisiminde rol alan faktorlerin IL-1f tarafindan indiiklendigi
gosterilmistir. Bu sitokin, LIF (leukemia inhibitory factor/I6semi inhibe edici faktor)
(Sawai ve ark., 1997; Gonzalez ve ark., 2004), PTGS2 (Prostaglandin-endoperoxide
synthase 2/prostaglandin endoperoksit sentaz 2 veya COX2) (Huang J. C. ve ark., 1998;
Tamura ve ark., 2002) ve leptinin (Dimitriadis ve ark., 2005) endometriyumdaki
ekspresyonlarint artirmaktadir. Ayrica in vitro bir ¢alismada IL-1B’nin insan
sitotrofoblast metalloproteinaz aktivitesini ve invazyonunu artirdigr gosterilmistir
(Librach ve ark., 1994). Insanlarda orta sekretuvar faz endometriyumda IL-1p
ekspresyonunun arttigr gézlenmistir (Simon C ve ark., 1993). Kadinlarda, implantasyon
penceresine karsilik gelen orta sekretuvar faz endometriyumda, IL-1p ekspresyonunun
azalmasinin abortusa sebep oldugu rapor edilmistir (von Wolff ve ark., 2000). IL-1R1
endometriyum epitel ve stroma hiicrelerinde mevcuttur, ekspresyonu menstrual siklus
boyunca artar ve ge¢ sekretuvar fazda maksimum seviyeye ulagmaktadir (Simon C ve
ark., 1993; Bigonnesse ve ark., 2001). Farelerde IL-18’nin endometriyum endotel
hiicrelerinde (Tackacs L, 1988), subepitel stroma ve daha derindeki stroma hticrelerinde
(McMaster ve ark., 1992) ekspresyonu ve lokalizasyonu tespit edilmistir. Fare peri-
implantif donem uterusta IL-18 ekspresyon seviyesi gebeligin 3. giiniinde artmaya
baslayarak, gebeligin 4. ve 5. giinleri arasinda en yliksek seviyeye ulagsmaktadir. Gebe

farelere IL-1 antagonisti uygulandiginda implantasyonun engellendigi rapor edilmistir
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(Simén C ve ark., 1998). Bu bulgular IL-1p’nin peri-implantif donemde embriyo ve
endometriyum arasindaki etkilesimde rol alarak embriyo implantasyonunu

destekledigini gostermektedir.

2.16.5. interlokin 18

IL-18 sistemi, IL-18, 1L-18 reseptort (IL-18R), IL-18 baglayici proteini (IL-18BP) ve
IL-18 Oncusi (prolL-18) uUyelerini igeren bir polipeptit ailesidir. IL-1p gibi inaktif
formda dretilen IL-18, aktif kaspaz-1 veya diger kaspazlar tarafindan aktif forma
dontistlralir (Tsutsui ve ark., 1999; de Gassart ve ark., 2015; Fang ve ark., 2020). IL-
18, IL-1 protein ailesi ile yapisal benzerliklere sahip olan proinflamatuvar bir sitokindir.
Yapilan bir ¢alismada IL-18 ekspresyonunun, insan endometriyumunda implantasyon
penceresi sirasinda arttigi gosterilmistir (Huang H. Y. ve ark., 2006). 1L-18 spiral
arterlerin diiz kas hiicrelerinde tespit edilmistir (Ledee-Bataille ve ark., 2005).
Tekrarlayan implantasyon basarisizhg (TIB) goriillen kadinlarin  endometriyum
dokularinda IL-18’in diizensiz ekspresyonu gozlenmistir (Ledee-Bataille ve ark., 2004;
Ledee-Bataille ve ark., 2005; Petitbarat, 2011). IL-12 varliginda IL-18, interferon gama
(IFN-y) ve anormal matriks metalloproteinaz aktivitesini indtkler, IL-12 yoklugunda ise
IL-4 ve IL-13 gibi anti-inflamatuvar sitokinlerin iiretimine neden olmaktadir (Smeltz ve
ark., 2001; Abraham ve ark., 2002). IL-12 ve IL-18 fare implantasyon bdlgelerinde,
uterus NK hiicrelerinin aktivasyonunu saglamakta ve anjiyogenik sireci kontrol
etmektedir (Croy B. A. ve ark., 2003).

2.17. Piroptoz ve Gebelik ile Iliskili Calismalar

Ashworth ve arkadaglar1 2010 yilinda gebe olmayan ve gebe domuzlarda yaptiklar
calismada IL-18 ve Kaspaz-1’in endometriyal ekspresyonunu degerlendirmislerdir.
Gebe olmayan endometriyum dokularina kiyasla gebe endometriyumda Kaspaz-1 ve IL-
18 ekspresyonlarinda artis gozlemlemislerdir. Yine ayni ¢alismada gebe domuzlara
Ostrojen uygulamasi yapilmis ve Ostrojen maruziyetinin endometriyumda IL-18 ve
Kaspaz-1 ekspresyonu tizerindeki etkileri arastirilmistir. Gebeligin erken donemlerinde
Ostrojene maruz kalan domuzlarin endometriyumlarinda Kaspaz-1 ekspresyonunun

Ostrojene maruz kalmayan domuzlara kiyasla arttig1 rapor edilmistir. Tiim bu bulgular
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sonucunda, endometriyal Kaspaz-1 ve IL-18’in domuzlarda gebeligin olugmasi ile
iligkili oldugunu ve gebeligin erken doneminde Ostrojen maruziyetinin gebelerde
endokrin bozulmaya sebep olarak, Kaspaz-1 ve IL-18 ekspresyonunu artirdigi yorumunu

yapmuslardir (Ashworth ve ark., 2010).

Suzuki ve arkadaslar1 2018 yilinda yaptiklar1 ¢alismada gebe ve gebe olmayan
sigirlardan elde edilen endometriyum dokulari ile embriyodan salgilanan gebelik tanima
sinyal molekilu olan Interferon tau (IFNT) ile kiiltire edilmis endometriyum epitel
hicrelerinde apoptoz ve piroptoz hiicre 6liim yolaklarini aragtirmiglardir. Gebe olmayan
gruba kiyasla, gebe endometriyum dokularinda Kaspaz-7/8 ve Fas iligkili 6liim alanina
sahip protein (Fas associated protein with death domain/FADD) (apoptozla iliskili),
Kaspaz-4/11 ve NLRP3’lin (piroptozla iliskili) ekspresyonunun yiiksek oldugu tespit
edilmistir. IFNT ile kiiltiire edilmis endometriyum epitel hiicrelerinde gebe
endometriyum dokularima benzer sekilde, apoptozla iliskili Kaspaz-8 ve piroptozla
iligkili Kaspaz-11’in artis gosterdigi tespit edilmistir. Bu sonucglardan yola c¢ikan
aragtirmacilar gebe sigir endometriyal epitel hiicrelerinde apoptoz, piroptoz gibi hicre
Olim yolaklarmin gebelik siirecinde rol aldigini ve apoptoz ve piroptoz ile iliskili

proteinlerin IFNT tarafindan indiiklendigini rapor etmislerdir (Suzuki ve ark., 2018).

2016 yilinda yapilan bir ¢alismada fertil ve tekrarlayan gebelik kayb1 (TGK) goriilen
kadinlardan, menstrual siklusun 19-24. giinleri arasinda (implantasyon penceresi)
endometriyum dokular1 elde edilmistir. NALP-3 ve ASC protein ekspresyonlart Western
blot teknigiyle, Kaspaz-1, IL-1B ve IL-18 seviyeleri ise ELISA yoOntemiyle tespit
edilmistir. Fertil kadinlarin endometriyum dokularina kiyasla TGK goriilen kadinlarin
endometriyum dokularinda, NALP-3 ve ASC ekspresyonlari, Kaspaz-1, IL-1 ve IL-18
seviyelerinin arttig1 gézlemlenmistir. Bu bulgular sonucunda patojen veya hasarla iligkili
molekiiler paternler tarafindan uyarilan inflamazomun, endometriyumun anormal
aktivasyonuna ve endometriyum reseptivitesinin olumsuz etkilenmesine sebep olarak
tekrarlayan gebelik kayiplarinin olusmasina neden olabilecegi yorumu yapilmistir

(D'lppolito ve ark., 2016).

Gao ve arkadaglar1 2020 yilinda yaptiklar1 bir ¢aligmada tekrarlayan gebelik kaybi
(TGK) yasayan ve fertil kadinlardan kiiretaj yoluyla villus ve desidua dokular1 elde
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etmisler ve inflamazomlarin roliini Western blot, immuinofloresan ve RT-PCR
yontemleriyle arastirmislardir. TGK yasayan kadinlarin villus ve desidua dokularindaki
NLRP3, ASC, Kaspaz-1, IL-1p ekspresyonlarinin fertil gruba kiyasla daha fazla oldugu
gbzlenmistir. Ayrica ¢alismada trofoblast hiicre hatti TEV-1, lipopolisakkarit (LPS) veya
diisiik molekiiler agirlikli heparin (LMWH) ile inkiibe edilmis, LPS ile inkiibe edilen
TEV-1 hiicrelerinde, inflamazom ekspresyonunun arttigi ve invazyon aktivitesinin
azaldig1 rapor edilmistir. TEV-1 hiicrelerinin LPS’li ortamu ile kiiltiire edilen makrofaj
hiicre hatt RAW264.7 hiicrelerinde ise inflamazom ekspresyonu ve hiicre aktivitesinin
arttig1 bildirilmistir. LMWH ortami ile kiiltiirlenen hiicrelerde ise LPS etkisinin inhibe
edildigi gozlenmistir. Tiim bu bulgular, TGK yasayan hastalarda, anormal inflamatuvar
yanita maternal-fetal arayiizdeki NLRP3 inflamazomunun aracilik edebilecegini, bu da
trofoblast invazyonunu azaltabilecegini ve makrofaj aktivitesini artirarak erken
donemdeki embriyoda implantasyon basarisizligina yol agabilecegini diistindiirmiistiir
(Gao ve ark., 2020).

2019 yilinda yapilan bir caligmada TGK’l1 hastalarin endometriyumlarinda, Kaspaz-1
aktivitesi, IL-1p ve IL-18 ekspresyonlarinin saglikli kadinlarin endometriyumlarina
kiyasla arttig1 bildirilmistir. Ayrica arastirmacilar CBA/J disi fareler ile DBA/2J erkek
fareleri ciflestirerek elde ettikleri TSA (Tekrarlayan spontan abortus) fare modelinde
Kaspaz-1 inhibitori Ac-YVAD-CHO enjeksiyonu yapmislar ve bu farelerde CD4+,
CD25+ Treg hiicrelerinin arttigini tespit etmislerdir. Bunun yaninda CD4+, IL-17A+
Th17 hiicrelerinin azaldigin1 gostermislerdir. Bu sonuglardan yola ¢ikan arastirmacilar
aktive edilmis NLRP3 inflamazomunun Thl17 ve Treg dengesizligine sebep olarak
TSA’nin patogenezinde rol oynayabilecegi yorumunu yapmislardir (Lu M. ve ark.,
2019).

2019 yilinda yapilan bir ¢alismada anti-inflamatuvar aktiviteye sahip Alfa-Lipoik Asit
(ALA) ve miyoinositol’iin idiyopatik TGK yasayan kadinlarda endometriyal NALP-3
ekspresyonu ve aktivasyonu iizerindeki etkisi arastirilmigtir. Saglikli ve TGK yasayan
kadinlardan orta sekretuvar faza ait endometriyum dokulari elde edilmistir. Daha sonra
TGK goriilen kadinlar 3 ay boyunca ALA ve miyoinositol ile tedavi edilmis ve tedavi

sonrast endometriyum dokulari elde edilmistir. Dokularda immiinohistokimya ve
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Western blot ile NALP3, ELISA ile Kaspaz-1, IL-1f ve IL-18’in ekspresyonlari
belirlenmistir. ALA+miyoinositol tedavisinin, TGK yasayan kadinlarda endometriyal
inflamazom ekspresyonu ve aktivasyonunu onemli Olglide azalttigi tespit edilmistir.
Ayni calismada TGK goriilen kadinlardan tedavi 6ncesi alinan endometriyum dokulari
ex vivo deneyler igin kullanilmis ve ALA, miyoinositol ve ALA+miyoinositol ile kiiltiire
edilmistir. Ex vivo deneyler sonucunda da ALA’nin endometriyal inflamazom
aktivitesini 6nemli Ol¢ilide azalttig1 gézlenmistir. Calisma sonucunda arastirmacilar ALA
tedavisinin  TGK  patogenezinde  gergeklesen  inflamazom  aktivasyonunu
engelleyebilecegini ve boylelikle tedavi gelistirilebilecegini bildirmislerdir (Di Nicuolo
F, 2019)

siRNA kullanilarak uteruslarinda NLRP3 ekspresyonu knockdown edilen farelerde
gebeligin 7.5 giintindeki implantasyon bdlge sayilarinin kontrol grubuna kiyasla azaldig
gosterilmistir. Bu farelerin endometriyum epitel hiicrelerinde epitel-mezenkimal geciste
rol alan E-kaderin, sitokeratin-7 ekspresyonlarinin arttigi; N-kaderin ve vimentin
ekspresyonlarinin  azaldigr  belirlenmistir.  Arastirmacilar NLRP3’iin  epitelyal-
mezenkimal gecisi indiikleyebilecegi, uterusun reseptivite kazanmasi ve embriyonun

endometriyum epitel hiicrelerine tutunmasini destekleyebilecegi yorumunu yapmislardir
(Cheng X. ve ark., 2021).

Insan endometriyal stroma hiicreleri (HESC) ile olusturulan in vitro desidualizasyon
modelinde endoplazmik retikulum stres (reticulum stress/RS) sensorleri (ATF6, PERK
ve IREla), katlanmamis protein yaniti (unfolded protein response/UPR) belirtegleri
(sXBP1 ve CHOP) ve NLRP3 protein ekspresyonlarmin arttigi gosterilmistir. Ayni
caligmada, fertil kadinlara kiyasla TGK yasayan kadinlarin endometriyum orneklerinde
daha fazla IREla ve daha az sXBP1 ve NLRP3 ekspre edildigi, RIF’li kadinlarin
endometriyum dokularinda ise fertil kadinlardan daha diisik sXBP1 ve NLRP3
ekspresyonu oldugu rapor edilmistir (Grasso E. ve ark., 2018). Bu sonuglar NLRP3
inflamazom yolaginin desidua hiicrelerinde gergeklesen RS ve UPR ile baglantili
olabilecegini, RS/UPR ve NLRP3 inflamazom aktivasyonunun endometriyal reseptivite

ve trofoblast invazyonunu destekleyebilecegini diisiindiirmektedir.
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2.18. Cahismamizin Cikis Noktasi

Gebeligin saglikli bir sekilde ilerleyebilmesi i¢in embriyonun uterusa implante olmasi ve
desidualizasyonun saglikli bir sekilde ilerlemesi 6nemlidir. Ayrica peri-implantasyon
periyodunda gergeklesen inflamatuvar yanitin diizenlenmesinde gerekli olan sitokin
sinyallerindeki denge gebeligin devamlilig1 i¢in dnemlidir. Embriyo ve endometriyum
arasindaki etkilesimin kismen parakrin sitokinler tarafindan kontrol edildigi
bilinmektedir. Ayrica farelerde yapilan caligmalarda, embriyo implantasyonu sirasinda
hicre 6lumleri olan apoptoz (Pampfer, 1999a), entoz (Li Y. ve ark., 2015) ve otofajinin
(Su ve ark., 2020) blastosistin endometriyal liimen epiteli ve stromaya invaze olmasini
kolaylastirdig1 rapor edilmistir. Peri-implantasyon periyodunda gergeklesen apoptoz,
entoz ve otofaji hiicre 6lumlerine ek olarak piroptozun, embriyo implantasyonu,
desidualizasyon mekanizmalar1 ve peri-implantasyon periyodunda gerceklesen

inflamatuvar yanitta rolii olabilecegini diistinmekteyiz.

Pro-inflamatuvar programlanmis hiicre 6liimiinii tanimlamak i¢in kullanilan piroptoz
sirasinda olgun inflamatuvar sitokinlerin iiretilmesine ek olarak aktif Kaspaz-1 plazma
membraninda por olusumuna aracilik ederek, ozmotik basing artigi, su akisi, hiicre
sismesi, ozmotik liziz ve inflamatuvar hiicre i¢i igeriklerin salinmasina neden olur.
Piroptoz mekanizmasinda rol alan NLRP3 inflamazom yolag aktivasyonunun
tekrarlayan gebelik kayb1 (D'lIppolito ve ark., 2016; Di Nicuolo ve ark., 2019; Lu M. ve
ark., 2019; Gao ve ark., 2020), endometriyoz (Guo X. ve ark., 2021; Irandoost ve ark.,
2023), pre-eklampsi (C. Weel ve ark., 2017; Cheng S. B. ve ark., 2019; Nunes ve ark.,
2021) patolojilerinde arttig1 gosterilmis olmasina ragmen embriyo implantasyonu ve
desidualizasyon surec¢lerinde NLRP3 inflamazom yolaginin rolleri hakkindaki ¢aligmalar
kisithdir (Grasso E. ve ark., 2018; Cheng X. ve ark., 2021).

Gebeligin erken déoneminde uterusta gorilen hiicre 6lum mekanizmalar1 apoptoz, entoz
ve otofojinin yanisira inflamasyon iligkili programli hiicre 6liimii piroptozun gorev alip
almadigini belirlemek icin piroptoz yolag: iiyelerinin lokalizasyon ve ekspresyonlarini

peri-implantif donem fare uterus ve implantasyon bélgelerinde arastirdik.
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Projemizde gebe olmayan Ostrus faz ve peri-implantif donem disilerin
uterus/implantasyon bolgeleri ve 5. gebelik glninun inter implantasyon bolgelerinde
NLRP3, Kaspaz-1, Gasdermin D, IL-1B ve IL-18’in lokalizasyon ve ekspresyonlarini,
imminohistokimya ve Western blot teknikleri ile belirledik. Insanlarda implantasyon
calismalar1 zorluklart ve etik kisitlamalardan dolayr miimkiin olamamaktadir. Bu
alandaki bilgiler kemirgenlerde yapilan c¢alismalardan elde edilmektedir. Bu nedenle
NLRP3 inflamazom yolag tiyelerinin ekspresyon paternlerini peri-implantif donemdeki
farelere ait uterus ve implantasyon bolgelerinde arastirdik. Calismamizdan elde ettigimiz
bulgular ile bu yolagin gebeligin erken donemindeki olasi rolleri hakkinda temel
bilgilere katki saglamay hedefledik.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu tez ¢alismasi, Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu tarafindan
08.02.2021 tarihli 1255/2021.02.009 protokol numarali etik kurul onayi sonrasi
gerceklestirilmistir.

Calismamizda Akdeniz Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesi’nden temin edilen Balb/c
k1 36 adet disi fare (6-8 haftalik) ve 10 adet erkek fare (10-12 haftalik) kullanilmstir.
Fareler su/besin kisitlamasi olmaksizin 12’ser saatlik aydinlik/karanlik dongiide

tutulmustur.

3.1. Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Deneylerde kullanilacak fare sayisi i¢in G*Power 3.1.9.4 programi ile gu¢ analizi
gerceklestirilmistir. Orneklem hesabi i¢in Cohen d katsayis1 0,8 (genis etki biiyiikliigii)
olarak almmugtir. Her bir deney grubunun fare sayilari esit oldugunda, alfa 0,05

anlamlilik ve 0,85 gii¢ diizeyinde her grup i¢in 6 farenin gerektigi sonucuna ulagilmigtir.

Peri-implantif donem gebe fare gruplarini olusturmak igin, disi fareler erkek fare ile ayni
kafeste ¢iftlesmeleri saglanmuis, ertesi giin vajinal plak kontrolii yapilmistir. Vajinal plak
gorulen disiler gebeligin birinci gininde oldugu kabul edilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3. 1. Ciftlesmenin ertesi glinii tespit edilen vajinal plak goruntiist (ok: vajinal plak)

42



Vajinal plagin goriilmesi ile birlikte gebeligin 1. giiniinde oldugu kabul edilen gebe

fareler ile olusturulan deney gruplar1 asagida agiklanmis olup Tablo 3.1°de 6zetlemistir.

Calismamiza ait deney gruplari asagidaki gibidir;

1. Ostrus grubu (O) (n=6)

2. Gebeligin 1. giinii grubu (G1) (n=6)

3. Gebeligin 4. glinli grubu (G4) (n=6)

4. Gebeligin 5. gilinli grubu (G5) (n=6)

I. Implantasyon bélgesi (G5)

Inter-implantasyon bélgesi (G5-1)

5. Gebeligin 6. giinii grubu (G6) (n=6)

6. Gebeligin 8. giinii grubu (G8) (n=6)

Tablo 3.1. Ostrus fazi ve peri-implantif donem gebe fareler ile deney gruplarmin olusturulmasi (O; Ostrus
Grubu, G1; Gebeligin 1. giinii grubu, G4; Gebeligin 4. giini grubu, G5; Gebeligin 5. giinii grubu, G6;
Gebeligin 6. giinii grubu G8; Gebeligin 8. giinii grubu).

O (n=6) 'Vajinal simirde skuamoz (kabuksu) yapida biiyiik, ¢ekirdeksiz epitel hiicrelerinin varligi
Gebelik giinleri
1. giin 4. giin 5. giin 6. giin 8. giin
Vajinal plak kontrolii;
Ovidakttan zigot eldesi;
G1 (n=6) Uterus dokularmm
toplanmasi
Uterus boynuzundan
— | G4 (n=6) | Vajinal plak kontrolii | blastosist eldesi; Uterus
= dokularmin toplanmasi
s Chicago mavisi enjeksiyonu;
E Implantasyon bélgelerinin
&) mavi bant seklinde
z G5 (n=6) | Vajinal plak kontrolit ) goriinmesi;
= Implantasyon ve inter-
s implantasyon bolgelerinin
toplanmasi
Chicago mavisi
enjeksiyonu; Implantasyon
_ = o = i balgelerinin mavi bant
G6 (n=6) | Vajinal plak kontrolit e e pfSifumed
Implantasyon bolgelerinin
toplanmasi
Implantasyon
GS8 (n=6) Vajinal plak kontrolii bolgelerinin
toplanmasi
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Ostrus fazindaki disi fareler ve belirtilen gebelik giinlerinde sakrifiye edilen gebe
farelerin uterus ve implantasyon bolgeleri, ayrica gebeligin 5. glintinde bulunan farelerin
implantasyon bolgeleri arasinda kalan inter-implantasyon bélgeleri toplanmstir. Ostrus
faz1 ile gebelik giinlerinin secilme nedeni su sekildedir: Ostrus grubu kontrol grubu
olarak kullanilmistir. Gebeligin 1. giinii Ostrojen diizeyi yiiksektir, embriyo ovidaktta
bulunmaktadir, uterus heniiz pre-reseptif evrededir. Gebeligin 4. giiniinde korpus
luteumdan salinan progesteron ile 4. giin sabah salinan pre-implantasyon @strojenin
etkisi bulunmaktadir. Embriyo uterusa ge¢cmistir, uterus reseptif evrededir, embriyo ile
uterus limen epiteli karsilikli konumlanmistir (apozisyon). Gebeligin 5. giiniinde
blastosist artik implante olmustur ve desidualizasyon gerg¢eklesmeye baslamistir.
Gebeligin 6. giliniinde primer desidual bolge (PDB) olusmustur. Gebeligin 8. giiniinde
sekonder desidual bolge (SDB) olusmustur.

Ostrus grubu (O) (n=6): Disi farelerin ostrus fazinda olduklarmi dogrulamak igin
vajinal simir yapilmigtir. Simir islemi, pastor pipetiyle PBS ile birlikte vajinal sivinin
toplanmasiyla gerceklestirilmistir. Elde edilen vajinal sivi, lam iizerine yayildiktan sonra
krezil viyole boyasi ile boyanmistir (Sekil 3.2). Simir drnekleri 151k mikroskobu altinda
incelenmis ve skuaméz (kabuksu) yapida, gekirdeksiz, buylk epitel hiicrelerinin baskin

olan fareler deneye dahil edilmistir.
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Sekil 3.2. Vajinal simir drneklerinin krezil viyole boyamasi sonrasi mikroskobik goriintiileri (a: Didstrus
b: Prodstus c: Ostrus d: Metdstrus)

Gebeligin 1. giinii grubu (G1) (n=6): Gebeligin 1. giiniinde oldugu kabul edilen disi
farelerin gebe olduklarini kesinlestirmek icin sakrifikasyon sonrasi ovidaktlart PBS
iceren petri kabi igerisinde pargalanmistir. Steryo mikroskop altinda 1 hicreli
embriyolarin (zigot) olup olmadig1 gézlenmistir (Sekil 3.3 ve 3.4). Zigot gortlmesi ile

disi fareler deney grubuna dahil edilmistir.

— Uterus boynuzu

Sekil 3.3. Gebeligin 1. giiniindeki disi fareye ait uterus goriintiisii. Gebeligin 1. giiniinde uterus 6demlidir
(ok bast: ovaryum, ok: uterus boynuzu)

45



Sekil 3.4. Gebeligin 1. giiniinde olan disi farelerde zigot tespiti (a: Steryo mikroskop altinda ovidakt
goriintiisii ve genislemis ampulla (ok basi), b: Gebeligin 1. giiniindeki farelere ait ovidaktlardan elde
edilen zigotun (ok) mikroskobik goriintiisi)

Gebeligin 4. giinii grubu (G4) (n=6): Gebeligin 4. giniinde disi farelerin gebe
olduklarini kesinlestirmek i¢in uterus boynuzlarindan (Sekil 3.5.) biri PBS ile
yikanmistir.  Sivi steryo mikroskop altinda incelenerek blastosist olup olmadigi
belirlenmistir (Sekil 3.6.). Blastosist goriildiigiinde, yikanmayan diger uterus boynuzu

alinarak gebeligin 4. giinii grubuna dahil edilmistir.

Ovaryum ’

_ Uterus boynuzu

Sekil 3.5. Gebeligin 4. giinlindeki disi fareye ait uterus goriintiisli (ok basi: ovaryum, ok: uterus boynuzu)
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Sekil 3. 6. Gebeligin 4. giiniindeki disi farelerden elde edilen blastosistlerin mikroskobik goriintiileri (ok:
blastosist)

Gebeligin 5. giinii grubu (G5) (n=6): Gebeligin 5. giiniindeki disi farelerin gebe
olduklarin1 kesinlestirmek igin 1 gr Chicago mavisinin 100 ml %0,9 NaCl sollsyonu
icerisinde ¢OzUlmesiyle hazirlanan boya kuyruk veninden 100 mikrolitre enjekte
edilmistir. Mavi bantlar seklinde implantasyon bdlgeleri goriilmesi durumunda bu
implantasyon bolgeleri alinmistir. Ayrica inter implantasyon bélgeleri de alinmistir
(Sekil 3.7.).

4mmm (mplantasyon Bolgesi

Inter-implantasyon Bblgcsi* (Mavi Bant)
avi Ban

Sekil 3.7. Gebeligin 5. giiniindeki disi fareye ait uterus goriintiisii (ok basi: ovaryum, ok: Chicago mavi
boyasi enjeksiyonu sonrasi mavi bant seklinde goriinen implantasyon bdolgesi, yildiz: iki implantasyon
bolgesi arasinda kalan inter implantasyon bolgesi)

Gebeligin 6. giinii grubu (G6) (n=6): Gebeligin 6. giiniindeki disi farelerin gebe
olduklarmni kesinlestirmek i¢in 1 gr Chicago mavisinin 100 ml %0,9 NaCl sollsyonu
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icerisinde ¢Ozllmesiyle hazirlanan boya kuyruk veninden 100 mikrolitre enjekte

edilmistir. Mavi bantlar seklinde implantasyon bolgeleri goriilmesi durumunda bu

implantasyon bolgeleri alinmustir (Sekil 3.8.).

_ Implantasyon Bélgesi

(Mavi Bant)

Sekil 3. 8. Gebeligin 6. giiniindeki disi fareye ait uterus goriintiisii (ok basi: ovaryum, ok: Chicago mavi
boyasi enjeksiyonu sonrast mavi bant seklinde goriinen implantasyon bolgesi)

Gebeligin 8. giinii grubu (G8) (n=6): Gebeligin 8. gunlindeki farelerde implantasyon

bolgeleri ¢iplak gozle goriilmektedir. Implantasyon bélgeleri goriildiigiinde bu bolgeler

alinmistir (Sekil 3.9.).

_ Implantasyon Bolgesi

Sekil 3. 9. Gebeligin 8. giiniindeki disi fareye ait uterus goriintiisii, implantasyon bélgeleri ¢iplak gozle
ayirt edilebilmektedir (ok basi: ovaryum, ok: implantasyon bdlgesi)
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Sakrifiye edilen farelerden alinan uterus/implantasyon bolgeleri %10'luk formalin
icerisine alinmistir. Dokularin bir kismi ise kriyotiiplere alinarak Western blot yontemi

i¢in s1v1 azot tankinda muhafaza edilmistir.
3.2. Doku Takibi ve Parafin Blok Eldesi

%10'luk formalin igerisine alinan dokular 24 saat fikse edilmistir. Daha sonra dokular 3
saat cesme suyunda yikanarak fiksasyon soliisyonu uzaklastirilmistir. Dokular derecesi
artan etanollerde 24 saat tutulmustur. Dokular %100’liik etanolde 3 saat tutulup ardindan
ksilolde 4 dakika boyunca seffaflagtirma islemi gerceklestirilmistir. Daha sonra dokular
56°C’lik etiivde parafin 1, parafin 2 ve parafin 3 icerisinde sirasiyla 1 saat, 1 saat ve 45
dakika tutulmustur. Dokular parafin iceren kaliplara konulup, parafinin donmasi

saglanarak parafin bloklar elde edilmistir.

Parafine gOmiilii uteruslar i¢in trim yapildiktan sonra uterusun 3 tabakasi
(endometriyum, miyometriyum, perimetriyum) gorildiigli andan itibaren 5 um
kalinhiginda kesitler alinmistir. implantasyon bdlgelerine ait parafin bloklar ise embriyo
goriliinceye kadar trim yapilmis ve embriyo goriildiigii andan itibaren 5 pm kalinliginda
kesitler alinmustir. Kesitler su banyosuna aktarildiktan sonra pozitif yiiklii lamlar Gzerine

alimustr.
3.3. Immiinohistokimya Yontemi

Immiinohistokimya yontemi sirasinda kullanilan soliisyonlar, soliisyonlarin hazirlanmasi

ve kimyasallar agagida agiklanmistir.
v Fosfat Tamponlu Tuz Solisyonu (Phosphate Buffer Saline, 1X PBS)

Fosfat tamponlu tuz soliisyonunu hazirlamak igin 2000 ml distile suda asagidaki

kimyasallar ¢oziilmiistiir, pH 7.4’e ayarlanmistir.

o 2.85 g disodyum hidrojen fosfat (Na;HPO4, 567547 #; Merck)
o 16 g sodyum Klortr (NaCl, 1.06400.1000 #; Merck)
o 0.8 g potasyum hidrojen fosfat (KH,PO,4, M1048771000#; Merck)
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v' Sitrik Asit Tamponu

Sitrik asit tamponunu hazirlamak igin 900 ml distile suda 2.1 g sitrik asit (C¢HgO7.H,0)
(1.0044.1000#; Merck) ¢ozllmistiir, pH 6,0’ ya ayarlanmistir.

v Bloklama Sollisyonu
Ultra V Block (TA-125-UB#; Thermo Scientific)
v %3’liik H,O; Sollisyonu

H,O, soliisyonunu hazirlamak igin karanlik ortamda 63 ml metanol (1.06009.2500#;
Merck) igerisine 7 ml %30’luk H,O, (18312#; Sigma Aldrich) eklenmistir.

v Primer Antikorlar
o NLRP3 tavsan poliklonal antikoru (NBP2-12446, Novus Biologicals USA)
Kaspaz-1 tavsan poliklonal antikoru (NBP1-45433, Novus Biologicals USA)
o Gasdermin D tavsan poliklonal antikoru (NBP2-80427, Novus Biologicals USA)
IL-1pB tavsan poliklonal antikoru (ab205924, Abcam UK)
IL-18 tavsan poliklonal antikoru (ab191860, Abcam UK)

(@)

(@]

(@]

v’ izotip Kontrol
Normal tavsan serumu (S-5000#; Vector Laboratories)
v Sekonder Antikor
Biyotinlenmis kegi anti tavsan IgG (BA-1000#; Vector Lab)
v' Streptavidin Peroksidaz Kompleksi
# TS-125-HR; Thermo Scientific /Lab Vision
v" Kromojen

3,3’ Diaminobenzidin (DAB) substrat sistemi (#TA-125-HD Thermo Scientific /Lab

Vision)
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v" Mayer Hematoksilen
1.09249.0500#; Merck

v Entellan
1.07961.0100#; Merck

3.3.1. immiinohistokimya protokolii

Deney gruplarindan elde edilen uteruslar/implantasyon bélgelerinde NLRP3, Kaspaz-1,
Gasdermin D, IL-1p ve IL-18 proteinlerinin lokalizasyon ve ekspresyonlari
immiinohistokimya yontemi ile belirlenmistir. Kullanilan primer antikorlara ait

dilisyonlar ve katalog numaralar1 Tablo 3.2°de belirtilmistir.
Immiinohistokimya protokolii asagidaki sekilde uygulanmstir.

o Etiivlenmis kesitlerin deparafinizasyonu i¢in 10’ar dakika 2 ksilolden ve 5’er dakika
azalan etanol serilerinden gegirilmistir.

o Kesitler distile su ile calkalandiktan sonra ti¢ kez 5’er dakika PBS ile yikanmustir.

o Antijenik maskelenmenin giderilmesi amaciyla, kesitler 0.01 M sitrik asit tamponu ile
(pH:6.0) mikrodalga firinda 10 dakika 750W’ta kaynatilmistir.

o Dabha sonra kesitler PBS’te 5’er dakika yikanmustir.

o Endojen peroksidaz aktivitesini engellemek igin %3’liik H,O,’de 15 dakika inkiibe
edilmistir.

o Kesitler 6zgiil olmayan Immunoglobulin (Ig) baglanmalarin1 6nlemek igin bloklama
serumu ile 7 dakika muamele edilmistir.

o Daha sonra kesitler NLRP3, Kaspaz 1, Gasdermin D, IL-18 ve IL-18 primer
antikorlar1 ile +4°C’de gece boyu inkiibe edilmistir.

o Ertesi giin kesitler PBS ile ii¢ kez 5’er dakika yikandiktan sonra 45 dakika
biyotinlenmis sekonder antikor ile inkiibe edilmistir.

o Sekonder antikor ile inkiibasyon sonrasi yikanan kesitler 20 dakika HRP-konjuge
streptavidin kompleksi ile inkiibe edilmistir.

o HRP-konjuge streptavidin kompleksi ile inkubasyon sonrasi kesitler PBS ile ii¢ kez

5’er dakika yikanmugtir.
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o Sinyalleri gelistirmek i¢in kesitlere Diaminobenzidine (DAB) kromojeni damlatilmis
ve yikanmistir.

o Kesitlere Mayer Hematoksilen ile zit boyama yapildiktan sonra dehidratasyon i¢in
kesitler sirasiyla artan etanol serilerinden gecirilmistir. %100 etanolde 3 dakika
bekletildskten sonra iki kez 10’ar dakika ksilollerde tutulmustur.

o Son olarak kesitler entellan ile kapatilmistir.

NLRP3, Kaspaz-1, Gasdermin D, IL-1p ve IL-18 immiinohistokimyas1 yapilan kesitler
Axioplan (Zeiss, Almanya) 151k mikroskobunda degerlendirilmis ve her deney grubuna

ait kesitlerden fotograflar ¢ekilmistir.

Tablo 3.2.Immiinohistokimya yénteminde kullanilan antikorlar ve diliisyonlar

Primer Antikor / Diliisyon Sekonder Antikor/ Diliisyon
NLRP3 / 1:500 Biyotinlenmis Ke¢i Anti-Tavsan IgG / 1:500
Kaspaz-1 /1:100 Biyotinlenmis Kegi Anti-Tavsan IgG / 1:500
Gasdermin D / 1:200 Biyotinlenmis Kegi Anti-Tavsan IgG / 1:500
IL-1B / 1:150 Biyotinlenmis Kegi Anti-Tavsan IgG / 1:500
IL-18 / 1:350 Biyotinlenmis Kegi Anti-Tavsan IgG / 1:500

3.4. immiinohistokimyasal Image J Analizi

NLRP3, Kaspaz-1, Gasdermin D, IL-1p ve IL-18 immiinohistokimyasi yapilan kesitlerin
degerlendirilmesi i¢in Image J analiz programi kullanilmistir. Bunun i¢in her gruptan alt1
farkli fareye ait kesitten fotograflar ¢ekilmistir. Her kesitin 6 farkli bolgesinin X400
biiyiitmesine ait fotograflarda Image J programi kullanilarak yapilan “color
deconvolution” sonrasi DAB, hematoksilen ve arka zemin goriintlleri elde edilmistir.
Kesitlerdeki DAB yogunluklari Ol¢iilmiistiir. Tiim gruplarin DAB yogunluklarinin

matematiksel degerleri istatistiksel olarak karsilagtirilmistir.
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3.5. H-SCORE Analizi

NLRP3, Kaspaz-1, Gasdermin D, IL-1p ve IL-18 immiinohistokimyalarinin
degerlendirilmesinde ayrica H-SCORE analizi kullanilmistir. iki kisi tarafindan her bir
uterus veya implantasyon bolgesi igin 200X biiyiitmede 5 farkli alandaki immiinopozitif
hiicre sayimlari yapilmistir. B0tiin gruplara ait kesitlerdeki NLRP3, Kaspaz-1,
Gasdermin D, IL-1B ve IL-18 immiinohistokimyalarinin yogunlugu temel alinarak,

hiicreler asagidaki yogunluklardan birine dahil edilmistir:

v" Boyanma yok: 0

v’ Zayif fakat kontrole gore gorllebilir: 1
v Boyanma belirgin: 2

v" Boyanma yogun: 3

Her bir Kkesit i¢in gozlemlenen H-SCORE degeri, yogunluk dereceleri ile boyanan hiicre
yiizdesinin ¢arpilmasiyla elde edilen sayilarmin toplamidir. H-SCORE=}Pi (i+1),

i=boyanmanin yogunlugu, Pi=boyanan hiicrelerin yuzdesi.
3.6. Western Blot Yontemi

Western blot yodntemi icin gruplardan elde edilen uterus ve implantasyon/inter
implantasyon bdlgeleri kriyotiipler icerisinde sivi azot tankinda muhafaza edilmistir.
Muhafaza edilen dokularda Western blot teknigi uygulanarak NLRP3, Kaspaz-1,
Gasdermin D, IL-1B ve IL-18 ekspresyonlar1 belirlenmistir. Bunun igin protein
izolasyonu ve protein konsantrasyonu Olgimu ve SDS PAGE (Sodyum Dodesil Sulfat

Poliakrilamid Jel Elektroforezi) yapilmstir.

3.6.1. Dokulardan Protein izolasyonu ve Protein Konsantrasyonlarimin Olgiilmesi

Tim deney gruplarina ait uterus ve implantasyon/inter implantasyon bdlgelerinden

protein izolasyonu gergeklestirilmistir.

Protein izolasyonu i¢in kullanilan soliisyonlar, soliisyonlarin hazirlanmasi ve

kimyasallar asagida aciklanmuistir.
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v 100X Na- Ortovanadat

10 ml Tris (pH: 10) icerisinde 0,184 gr Na-ortovanadat ¢6ziilerek hazirlanmistir.
v Liziz Tamponu

10 ml 0.1 M Tris (pH 7.4) (161-0719#, Bio-Rad)

0.6 g Tris 40 ml distile su icerisinde ¢Ozulerek solusyonun pH’st HCI ile 7.4%¢

ayarlanmugtir.

o 90 ml distile su
o 1 ml X100 Na ortovanadat
o 1gSDS

v' Proteaz Inhibitor Kokteyli

Bir adet proteaz inhibitdr kokteyl (PIK) tablet (11697498001#; cOmplete) 2 ml steril su
icerisinde ¢ozllmesiyle X25 PIK hazirlanmistir. X1 PIK hazirlamak igin steril su ile

diliiye edilmistir.
Protein izolasyonu asagidaki sekilde yapilmistir.

o Igerisinde uterus ve implantasyon/inter implantasyon bélgelerinin bulundugu tiipler
s1v1 nitrojenden ¢ikarilarak buz tizerine konulmustur. Dokular tartilarak 1.5 ml’lik tupler
igerisine alinmistir.

o Doku 6rnekleri, 0.2 g dokuya 600 pl liziz tamponu ve 10 pl PIK eklenerek sonikator
yardimi ile homojenize edilmistir.

o Homojenize edilen dokular +4°C’de 15000 g 10 dk santrifiij edilmistir.

o Santrifiij sonrasi elde edilen slipernatantlar yeni tiiplere alinmistir.

Protein konsantrasyonu ol¢iimii sirasinda kullamlan kimyasallar, solisyonlar ve

cihazlar asagida aciklanmistir.

v Bovin Serum Albumin (BSA) (A-420-100#, GoldBio)
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v' Bisinkoninik Asit Kit (BCA):
o Bisinkoninik asit (B9643#, Sigma)
o Bakiar (II) siilfat (C2284#, Sigma)
v Inkiibatér: Niive EN 500
v" Spektrofotometre: pQuant BioTek Spectrophotometer

Protein konsantrasyonu asagidaki sekilde ol¢iilmiistiir.

o Bovine serum albiimin (BSA) oran1 1 mg/ml olacak sekilde 5 mg/5 ml distile su
icerisinde ¢Oziilmiistiir.

o BSA’nin farkli diliisyonlar1 (SO-S7) olusturulmustur.

o SO tlpine 5 mg/5 ml BSA’dan 1000 pl konulup, diger tiiplere (S1-S7) ise 500 ul liziz
tamponu eklenmistir.

o Ik tiipten (SO) 500 ul alinarak diger tiipe (S1) ilave edilerek diliiye edilmistir.

o Buislem diger tiiplere sirasiyla uygulanmistir.

o BCA cgalisma soliisyonu hazirlanmistir.

o Kuyucuklara 25 pl BSA + 200 pl BCA c¢alisma soliisyonu eklenmistir.

o Kuyucuklara 25 pl liziz tamponu + 200 pl BCA ¢alisma soliisyonu eklenmistir.

o Kuyucuklara 1/50 diliisyonundaki 6rnekten 25 ul + 200 ul BCA ¢alisma sollisyonu
eklenmistir.

o 520 nm dalga boyunda spektrofotometrik Ol¢lim yapilarak protein miktarlari

belirlenmistir.

3.6.2. Sodyum Dodesil Silfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Protokoli

SDS-PAGE kullanilan soliisyonlar, sollisyonlarin hazirlanmasi ve kimyasallar asagida

agiklanmustir.
v" %30 Akrilamid-Bisakrilamid

40 ml distile suda 15.4 g 37,5:1 oraninda akrilamid-bisakrilamid (161-01-25#, Bio-Rad)

¢Oziilerek hazirlanmistir.
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v' 4X Tris-HCI/SDS pH: 6,8

20 ml distile su icerisinde 3,025 gr Tris (#1.08387.2500, Merck) ¢oziilmiistiir.

Hazirlanan soliisyonun pH’1 6,8’e¢ ayarlanmistir. Hacim distile suyla 50 ml’ye

tamamlandiktan sonra soliisyon icerisine 0,2 gr SDS (#161-0301, Bio-Rad) eklenmistir.

v' 4X Tris-HCI/SDS pH: 8,8

40 ml distile suda 18.15 g Tris (1.08387.2500#, Merck) c¢ozilmiistiir. Hazirlanan

solisyonun pH’1 8.8’e ayarlanmistir. Toplam hacim distile su ile 100 ml’ye

tamamlandiktan sonra soliisyon igerisine 0,4 gr SDS (#161-0301, Bio-Rad) eklenmistir.

v %10’luk Amonyum Persiilfat (APS)

1 ml distile suda 0.1 g APS (7727-54#; Amresco) ¢oziinerek hazirlanmustir.

v" N, N,N',N’-Tetramethylethylenediamine (TEMED)

T-7024%#, Sigma
v Aynistirici Poliakrilamid Jel

Ayrnstirict  poliakrilamid ~ jel — hazirlanirken

kullanilmastir.

o %30 Akrilamid-bisakrilamid
o X4 Tris-HCI/SDS pH: 8.8

o dH,0

o %10 Amonyum persilfat

o TEMED

v' Toplayici Poliakrilamid Jel

Toplayict  poliakrilamid  jel hazirlanirken

kullanilmustir.

asagidaki

asagidaki

soliisyonlar/kimyasallar

solusyonlar/kimyasallar
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o %30 Akrilamid-bisakrilamid
o X4 Tris-HCI/SDS pH: 6,8

o dH»O

o %210 Amonyum persilfat

o TEMED

v' 5X Elektroforez Sollisyonu

600 ml distile su igerisinde asagidaki kimyasallar ¢6ziilmiistiir.

o 99 Tris (161-0719#, Bio-Rad)
o 43.2 g Glisin (161-0718#, Bio-Rad)
o 39 SDS (L4390#, Sigma)

Hazirlanan stok soliisyon 1X olacak sekilde distile su ile diliiye edilmistir.
v Transfer Soliisyonu

700 ml distile su igerisinde asagidaki kimyasallar ¢oziilmiistiir.

o 14.3 g Glisin (161-0718#, Bio-Rad)
o 39 Tris (161-07194, Bio-Rad)

200 ml metanol (1.06.008.2500#, Merck) eklendi ve hacim distile su ile 1000 ml’e

tamamlanmaistir.
v' 10X TBS Tamponu
800 ml distile su igerisinde asagidaki kimyasallar ¢oziilmiistiir.

o 60.55 g Tris (161-0719#, Bio-Rad)
o 87.66 g NaCl (368257#, Carlo Erba)

Hazirlanan soliisyonun pH’1 HCI ile 7.4’e ayarlanmistir. Son hacmi distile su ile 1000

ml’e tamamlanmistir.
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v' TBS-T Solusyonu

1 ml Tween-20 (TA-125-TW#, Lab Vision) 1000 ml X1 TBS icerisine eklenerek

hazirlanmustir.
v Bloklama Soliisyonu
100 ml TBS-T’de 5 g sut tozu (170-6404#, Bio-Rad) ¢oziilerek hazirlanmistir.

Sodyum Dodesil Sulfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) asagidaki
sekilde uygulanmstir.

Elektroforez sirasinda proteinlerin agirliklarina gore belirlenmis yuzde ile ayristirici

poliakrilamid jel hazirlanmistir.

o Her kuyucuga 8 pl 6rnek, protein konsantrasyonlari esit olacak sekilde konulmustur.
o Orneklerin elektroforezi 100 V, 50 mA 100 dakika gergeklestirilmistir.

o Elektroforez bitiminde bir slinger, iki filtre kagidi, jel, bir membran, iki filtre kagidi
ve bir siinger olacak sekilde sandvig¢ hazirlanmistir.

o Western blot tankina konan sandvig sistemi Uzerine transfer soliisyonu eklendikten
sonra proteinlerin membrana transfer olmasi igin +4°C’de gece boyu tranfer
saglanmistir.

o Proteinlerin transferi saglandiktan sonra membra TBS-T ile yikanmig ve sonrasinda
%5'lik siit tozu ile 1 saat oda sicakliginda bloklanmaistir.

o Bloklanan membranlar yikama yapilmadan NLRP3, Kaspaz-1, Gasdermin D, IL-18
ve IL-18 primer antikorlar1 ile gece boyu +4°C’de ¢alkalayicinun Ustiinde inkiibe
edilmistir. Kullanilan primer antikorlara ait diliisyonlar ve katalog numaralar1 Tablo
3.3.’de belirtilmistir.

o Inkiibasyon sonrasinda membranlar 15 dakikada bir TBS-T soliisyonu degistirilerek 1
saat boyunca yikanmuistir.

o Membranlar, primer antikora uygun bir bloklama soliisyonu iginde hazirlanan
horseradish peroksidaz (HRP) konjlige sekonder antikorla oda sicakliginda

calkalayicinun tstiinde bir saat inkiibe edilmistir.
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o Inkiibasyon sonrasinda membranlar 15 dakikada bir TBS-T solisyonu degistirilerek
30 dakika boyunca yikanmustir.

o Membran Super Signal Chemiluminisans (CL)-HRP substratla 5 dk inkiibe edilmistir.
o Membrandaki protein bantlart Azure C280 goriintiileme sistemi cihazi kullanilarak
goriintiilenmistir.

o Her bir membran strip edildikten sonra yani muamele edilen antikor (NLRP3,
Kaspaz-1, Gasdermin D, IL-1B ve IL-18) uzaklastirildiktan sonra membran B-Aktin
primer antikoru ile inkiibe edilmistir.

o Primer antikordan sonra yikama, sekonder antikor uygulamasi, yikama,
kemiluminisans uygulamasi ve membrandaki protein bantlarin gériintiilenmesi islemleri

tekrarlanmistir.

Tablo 3.3. Western blot yontemi sirasinda kullanilan antikorlar ve diliisyonlar

Primer Antikor / Diliisyon Sekonder Antikor/ Diliisyon
NLRP3 / 1:500 Peroksidaz Isaretli Kegi Anti-Tavsan IgG / 1:4000
Kaspaz-1 /1:500 Peroksidaz Isaretli Kegi Anti-Tavsan IgG / 1:4000
Gasdermin D / 1:500 Peroksidaz Isaretli Kegi Anti-Tavsan IgG / 1:4000
IL-1B / 1:1000 Peroksidaz Isaretli Kegi Anti-Tavsan IgG / 1:4000
IL-18 / 1:1000 Peroksidaz Isaretli Kegi Anti-Tavsan IgG / 1:4000

3.6.3. Western Blot Bantlarimin Kantitatif Degerlendirilmesi

Western blot bantlarinin elde edilmesi sonrast Image J Programi ile 6l¢iilmiistiir. Her bir
protein (NLRP3, Kaspaz-1, Gasdermin D, IL-1B ve IL-18) icin Olctlen matematiksel
degerler B-Aktin icin oOlgllen degerlere boliinmiis, istatistiksel analiz uygulanarak

gruplar arasi karsilagtirma yapilmastir.

59



3.7. istatistiksel Analizler

Tiim deneyler sonunda elde edilen verilerin ortanca degerleri, standart sapmalari,
ortalama +standart hata (SEM) hesaplanmig, Kolmogorov—-Smirnov ve Shapiro-Wilk
testleri sonunda dagilimlarin normal oldugu belirlenmistir. Istatistiksel analiz one way
ANOVA (tek yonli varyans analizi) ve post-hoc Tukey coklu karsilastirma testi
(Tukey's multiple comparisons test) ile yapilmistir. Degerler ortalama + standart hata
(SEM) olarak belirtilmistir. p<0.05’nin altinda olan degerlerin anlamli oldugu kabul
edildi. istatistiksel analizler GraphPad Prism versiyon 9 ile gergeklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1. immiinohistokimya Bulgular1

Ostrus faz1 uteruslar ve peri-implantif déneme ait uteruslar/implantasyon bélgelerinde
NLRP3, Kaspaz-1, Gasdermin D, IL-1p ve IL-18 proteinlerinin lokalizasyon ve
ekspresyonlari immiinohistokimya yontemi ile belirlenmistir. Deney gruplarina ait
uteruslar/implantasyon bolgelerine ait liimen epiteli, bez epiteli ve stroma alanlarinda
NLRP3, Kaspaz-1, Gasdermin D, IL-1p ve IL-18 proteinlerinin ekspresyon dizeyleri
Image J ve H-SCORE analizleri ile degerlendirilmis ve gruplar arasi istatistiksel olarak

kiyaslanmistir.

4.1.1. NLRP3 immunohistokimyas1 Bulgular

Endometriyum Liimen Epitelinde NLRP3 Immiinohistokimyasi Bulgular

Ostrus fazi uteruslar, gebeligin 1. ve 4. giinii uteruslar, gebeligin 5. giinii inter
implantasyon bolgeleri ile gebeligin 6. gunu implantasyon bolgelerine ait limen
epitelinde NLRP3 proteini sitoplazmik lokalizasyon sergilemistir. Gebeligin 5. giinii
implantasyon bdélgelerine ait limen epitelinde ise NLRP3 proteini hem sitoplazmik hem
de niiklear lokalizasyon gostermistir (Sekil 4.1). NLRP3 ekspresyonu gruplar arasinda
kiyaslandiginda, en yogun Ostrus fazi uteruslarina ait liimen epitelinde gozlenmistir.
Peri-implantif donem gruplarinda ise NLRP3 ekspresyonu en yogun gebeligin 4. glni
uteruslarma ait limen epitelinde gozlenmistir. Ayrica NLRP3 gebeligin 5. giinii
implantasyon bolgelerine ait lumen epitelinde hem sitoplazmik hem nuklear
lokalizasyon gosterirken, gebeligin 5. giinii inter implantasyon bolgelerinde ise sadece
sitoplazmik lokalizasyon gostermis ve ekspresyon yogunlugunun azaldigi gézlenmistir
(Sekil 4.1, 4.2).
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Sekil 4.1. Ostrus faz1 uterus, gebeligin 1. ve 4. giinii uteruslari, gebeligin 5. ve 6. giinii implantasyon
bolgeleri ile gebeligin 5. giinii inter implantasyon bdlgelerine ait limen epitelindeki NLRP3 ekspresyonu.
Skala bar: 50 pum (O: Ostrus, G1: Gebeligin 1. giinii, G4: Gebeligin 4. giinii, G5: Gebeligin 5. ginii, G5-1:
Gebeligin 5. giinii inter implantasyon bolgesi, G6: Gebeligin 6. giinii, be: bez epiteli e: embriyo, le: limen
epiteli, pdb: primer desidual bolge, sdb: sekonder desidual bolge, st: stroma).

Image J ile yapilan liimen epitelindeki NLRP3 ekspresyon analizine goére; Ostrus fazi
uteruslara ait limen epitelinde NLRP3 ekspresyonu tiim gruplara kiyasla anlamli bir
sekilde yliksektir (p<0.0001).

Gebeligin 1. guniinde lumen epitelinde NLRP3 ekspresyonu, gebeligin 4. gunl uterus
(p=0.0044) ve 5. gund implantasyon bolgelerine (p=0.0175) kiyasla anlamli bir sekilde
distiktiir. Gebeligin 1. gund, 5. gunu inter implantasyon bdlgeleri ve 6. guni
implantasyon bdélgelerine ait l1imen epiteli kiyaslandiginda, NLRP3 ekspresyonlarinda

anlamli fark gézlenmemistir (p>0.05).

62



Gebeligin 4. giinii ve 5. gund implantasyon bolgelerine ait limen epiteli kiyaslandiginda,

NLRP3 ekspresyonlarinda anlamli fark gézlenmemistir (p>0.05).

Gebeligin 4. giiniinde limen epitelinde NLRP3 ekspresyonu, gebeligin 5. giinii inter

implantasyon bolgeleri ve gebeligin 6. giin implantasyon bolgelerine kiyasla anlamli bir
sekilde yiiksektir (p<0.0001).

Gebeligin 5. glin implantasyon bolgelerine ait Ilimen epitelinde NLRP3 ekspresyonu, 5.
giin inter implantasyon bolgeleri ve 6. giin implantasyon bolgelerine kiyasla anlamli bir
sekilde yiiksektir (p<0.0001).

Gebeligin 5. giinii inter implantasyon boélgeleri ve 6. glin implantasyon bdlgelerine ait
limen epiteli kiyaslandiginda, NLRP3 ekspresyonlarinda anlamli fark gozlenmemistir
(p>0.05) (Sekil 4.2).

Limen epitelinde Image J ve H-SCORE analizleri ile belirlenen NLRP3 ekspresyonlart
her iki yontemde birbirine benzer bulunmustur. Ancak Image J ile kiyaslandiginda H-

SCORE sonuglarinda istatistiksel analizlerde farkliliklar gézlenmistir:

Gebeligin 1. giinii uteruslarina ait limen epitelinde NLRP3 ekspresyonu gebeligin 4.
ginl uteruslart (p<0.0001) ve 5. glnu implantasyon boélgelerine (p=0.0118) kiyasla

anlaml bir sekilde diistktiir.

Gebeligin 5. giinli implantasyon bolgelerine ait liimen epitelinde NLRP3 ekspresyonu, 5.
gun inter implantasyon bdolgeleri (p=0.0023) ve 6. gun implantasyon bdélgelerine
(p=0.0004) kiyasla anlaml1 bir sekilde yiiksektir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Deney gruplarina ait uteruslar/implantasyon bdlgelerinin liimen epitelindeki NLRP3
ekspresyonu diizeylerinin Image J ve H-SCORE analizleri. Istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak kabul
edilmistir (a: Ostrus faz1 uteruslarina goére anlamli, b: Gebeligin 1. giinii uteruslarma gére anlamli, c:
Gebeligin 4. giinii uteruslarina gore anlamli, d: Gebeligin 5. giinll implantasyon bdlgelerine gore anlamli).

Endometriyum Bez Epitelinde NLRP3 Immiinohistokimyas: Bulgulari

Ostrus faz uteruslar, gebeligin 4. giinii uteruslar, gebeligin 5. ve 6 guinleri implantasyon
ve 5. glinl inter implantasyon bolgelerine ait bez epitelinde NLRP3 proteini sitoplazmik
lokalizasyon gostermistir. Gebeligin 1. giinii uteruslarina ait bez epitelinde ise NLRP3
proteini hem sitoplazmik hem niiklear lokalizasyon gostermistir (Sekil 4.3). NLRP3
ekspresyonu gruplar arasinda kiyaslandiginda en yogun ostrus fazi uteruslarina ait bez
epitelinde gozlenmistir. Peri-implantif donem gruplarinda ise NLRP3 ekspresyonu en
yogun gebeligin 1. giinli uteruslarina ait bez epitelinde gézlenmistir. Ayrica gebeligin 5.
gund implantasyon bolgelerine ait bez epitelindeki NLRP3 ekspresyonu 4. giine kiyasla
arttigl, 5. gunu inter implantasyon boélgeleri ve gebeligin 6. glnu implantasyon

bolgelerindekine kiyasla daha az oldugu gézlenmistir (Sekil 4.3, 4.4).
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Sekil 4.3. Ostrus faz1 uterus, gebeligin 1. ve 4. giinii uteruslari, gebeligin 5. ve 6. giinii implantasyon
bolgeleri ile gebeligin 5. giinli inter implantasyon bolgelerine ait bez epitelindeki NLRP3 ekspresyonu.
Skala bar: 50 pum (O: Ostrus, G1: Gebeligin 1. giinii, G4: Gebeligin 4. giinii, G5: Gebeligin 5. giinii, G5-1:
Gebeligin 5. giinii inter implantasyon bélgesi, G6: Gebeligin 6. giinii, be: bez epiteli e: embriyo, le: limen
epiteli, pdb: primer desidual bolge, sdb: sekonder desidual bolge, st: stroma).

Image J ile yapilan bez epitelindeki NLRP3 ekspresyon analizine gore; Ostrus fazi
uteruslarda NLRP3 ekspresyonu gebeligin 1. giinii uteruslar (p=0.0984) ve 5. ginu
implantasyon bolgelerine (p=0.0003) kiyasla anlaml1 bir sekilde ytiksektir. Ayrica Ostrus
faz1 uteruslara ait bez epitelinde NLRP3 ekspresyonu, gebeligin 4. gilinii uteruslar, 5.
gund inter implantasyon bolgeleri ve 6. glini implantasyon bdlgelerine kiyasla anlaml
bir sekilde yiiksektir (p<0.0001).

Gebeligin 1. giinii uteruslarma ait bez epitelindeki NLRP3 ekspresyonu gebeligin 4.
giinii uteruslarina kiyasla anlaml bir sekilde yiiksektir (p=0.0195). Gebeligin 1. giinii
uteruslari ile 5. giini implantasyon bolgelerindeki NLRP3 ekspresyonlarinda anlamli bir
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fark gostermemistir (p>0.05). Ayrica gebeligin 1. giinl bez epitelindeki NLRP3
ekspresyonu, 5. guni inter implantasyon bolgeleri ve 6. ginu implantasyon bélgelerine
kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir (p<0.0001).

Gebeligin 4. giinii uteruslarina ait bez epitelindeki NLRP3 ekspresyonunun gebeligin 5.
giinii implantasyon bolgelerine kiyasla daha diisiik oldugu gozlenmis olarak anlamli fark

gozlenmemistir (p>0.05).

Gebeligin 4. giiniine kiyasla 5. guinil inter implantasyon boélgeleri (p=0.0304) ile 6. guni
implantasyon bdlgelerindeki (p=0.0051) NLRP3 ekspresyonlar1 anlamli bir sekilde
dustiktiir.

Gebeligin 5. giinii implantasyon bolgelerine ait bez epitelinde NLRP3 ekspresyonu, 5.
gund inter implantasyon bolgeleri (p=0.0018) ve 6. ginl implantasyon bdlgelerine
(p=0.0003) kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir. Gebeligin 5. giinii inter implantasyon
bolgeleri ve 6. gunu implantasyon bolgelerine ait bez epitelindeki NLRP3

ekspresyonlarinda anlamli fark gozlenmemistir (p>0.05) (Sekil 4.4).

Bez epitelinde Image J ve H-SCORE analizleri ile belirlenen NLRP3 ekspresyonlar1 her
iki yontemde birbirine benzer bulunmustur. Ancak Image J ile kiyaslandiginda H-

SCORE sonuglarinda istatistiksel analizlerde farkliliklar gbzlenmistir:

Ostrus faz uteruslarina ait bez epitelindeki NLRP3 ekspresyonu gebeligin 1. giinii

uteruslar (p=0.0022) ve diger gruplara (p<0.0001) kiyasla anlaml1 bir sekilde yuksektir.

Gebeligin 1. gunu uteruslarna ait bez epitelindeki NLRP3 ekspresyonu gebeligin 4.

gund uteruslar: ve gebeligin 5. giinli implantasyon bolgelerine olarak anlamli bir sekilde
yuksektir (p<0.0001).

Gebeligin 4. giinii uteruslarma ait bez epitelindeki NLRP3 ekspresyonu gebeligin 5.
giinii implantasyon boélgelerine kiyasla anlamli bir sekilde diisiiktiir (p=0.0008). Ayrica
4. guni uteruslarma ait bez epitelindeki NLRP3 ekspresyonu, 5. giinu inter implantasyon
bolgeleri ve gebeligin 6. glinii implantasyon bolgelerine kiyasla anlamli bir sekilde

yuksektir (p<0.0001).
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Gebeligin 5. giinli implantasyon bdlgelerine kiyasla 5. giinii inter implantasyon bolgeleri
ve gebeligin 6. glini implantasyon boélgelerine ait bez epitelindeki NLRP3 ekspresyonu
anlamli bir sekilde diigiiktiir (p<0.0001) (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Deney gruplarina ait uteruslar/implantasyon bolgelerinin bez epitelindeki NLRP3 ekspresyonu
duzeylerinin Image J ve H-SCORE analizleri. Istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak kabul edilmistir (a:
Ostrus faz1 uteruslarina gore anlamli, b: Gebeligin 1. giinii uteruslarma gore anlamli, c¢: Gebeligin 4. giinii
uteruslarma gore anlamli, d: Gebeligin 5. giinli implantasyon bolgelerine gore anlamli).

Endometriyum Stromasinda NLRP3 Immiinohistokimyasi1 Bulgulari

Ostrus faz1 uteruslar ve gebeligin 1. giinii uteruslarma ait stromada NLRP3 proteini
niiklear lokalizasyon gostermistir. Gebeligin 4. giinii uteruslarina ait stroma ile 6. gunu
implantasyon ve 5. glni inter implantasyon bolgelerine ait stromada NLRP3
sitoplazmik lokalizasyon sergilemistir. Gebeligin 5. ve 8. gunu implantasyon bdlgelerine
ait stromada NLRP3 proteini hem sitoplazmik hem de niiklear lokalizasyon gdstermistir
(Sekil 4.5). NLRP3 ekspresyonu gruplar arasinda kiyaslandiginda en yogun gebeligin 6.
guni implantasyon bolgelerine ait stromada gozlenmistir. Ostrus faz uteruslarr ve
gebeligin 1. gilinii uteruslarina ait stromada NLRP3 ekspresyon yogunlugunun diger
gruplara gore az oldugu gozlenmistir. Gebeligin 5. giinii implantasyon bolgelerine ait
stromadaki NLRP3 ekspresyonunun gebeligin 4. giinii uteruslarina ait stromaya kiyasla
yogun oldugu gozlenmistir. Gebeligin 6. gilinii implantasyon bdlgelerinde primer

desidual bolgede NLRP3 ekspresyonu gozlenmezken, sekonder desidual bdlgeyi
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olusturacak olan stroma hiicrelerinde NLRP3 ekspresyonu yogun bir sekilde
gbzlenmistir. Ayrica gebeligin 8. gilinii implantasyon bolgelerinde gebeligin 6. giinii
implantasyon bdlgelerine benzer sekilde sekonder desidual bolgede NLRP3 ekspresyonu

yogun olarak gozlenmistir (Sekil 4.5, 4.7).

Gebeligin 5. gilinli implantasyon bdlgelerinde blastosistin tutundugu liimen epitelinin
hemen altindaki subepitelyal stroma hiicrelerinde NLRP3 ekspresyonu gozlenmistir.
Subepitelyal stroma hiicrelerindeki bu ekspresyonun gebeligin 6. ve 8. guni
implantasyon bolgelerinde de devam ettigi gézlenmistir. Blastosisti ¢evreleyen stroma
hicrelerindeki NLRP3’iin hem sitoplazmik hem de niiklear lokalize oldugu gézlenmistir
(Sekil 4.6).

G5-1 G6 G8 izotip Kontrol

Sekil 4. 5. Ostrus faz1 uterus, gebeligin 1. ve 4. giinii uteruslari, gebeligin 5., 6. ve 8. giinii implantasyon
bolgeleri ile gebeligin 5. giini inter implantasyon bolgelerine ait stromadaki NLRP3 ekspresyonu. Skala
bar: 50 pum (O: Ostrus, G1: Gebeligin 1. giinii, G4: Gebeligin 4. giinii, G5: Gebeligin 5. giinii, G5-1:
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Gebeligin 5. giinii inter implantasyon bolgesi, G6: Gebeligin 6. giinii, G8: Gebeligin 8. giinii, be: bez
epiteli e: embriyo, le: limen epiteli, pdb: primer desidual bélge, sdb: sekonder desidual bélge, st: stroma).
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Sekil 4.6. Gebeligin 5., 6. ve 8. giinii implantasyon bdolgelerine ait blastosisti ¢evreleyen stromadaki
NLRP3 ekspresyonu. Skala bar: 50 pm (G5: Gebeligin 5. giinii, G6: Gebeligin 6. giinii, G8: Gebeligin 8.
glinu, e: embriyo, le: 1imen epiteli, st: stroma *: blastosisti ¢evreleyen stroma hiicreleri).

Image J ile yapilan stromadaki NLRP3 ekspresyon analizine gore; Ostrus faz uteruslari
ve gebeligin 1. giinii uteruslarina ait NLRP3 ekspresyonlari 4. giin uteruslari, 5., 6., ve 8.
giinleri implantasyon bdlgelerine kiyasla anlamli bir sekilde diisiiktiir (p<0.0001). Ostrus
faz uteruslari, gebeligin 1. guini ve 5. glini inter implantasyon bolgeleri kiyaslandiginda

NLRP3 ekspresyonlarinda anlamli bir farklilik gézlenmemistir (p>0.05).

Gebeligin 4. giinii uteruslarina ait stromadaki NLRP3 ekspresyonu, gebeligin 5. ve 6.

glnleri implantasyon boélgelerine kiyasla anlamli bir sekilde diisiiktiir (p<<0.0001).

Gebeligin 4. giinii uteruslarma ait stromadaki NLRP3 ekspresyonu gebeligin 5. giinii
inter implantasyon bolgelerine kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir (p<0.0001).
Gebeligin 4. giinii uteruslar1 ve 8. giini implantasyon bolgeleri kiyaslandiginda, NLRP3

ekspresyonlarinda anlamli fark gézlenmemistir (p>0.05).

Gebeligin 5. giinli implantasyon bolgelerine ait stromadaki NLRP3 ekspresyonu, 5. guint
inter implantasyon ve 8. glinl implantasyon bolgelerine kiyasla anlamli bir sekilde
yuksektir (p<0.0001).

Gebeligin 5. ve 6. gunleri implantasyon bdlgeleri kiyaslandiginda, NLRP3

ekspresyonlarinda anlamli bir farklilik gézlenmemistir (p>0.05).
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Gebeligin 5. giinii inter implantasyon bolgelerinin stromasindaki NLRP3 ekspresyonu,
gebeligin 6. ve 8. giinlerine ait implantasyon bolgelerine kiyasla bir sekilde distiktiir
(p<0.0001).

Gebeligin 6. giinii implantasyon bolgelerine ait stromadaki NLRP3 ekspresyonu
gebeligin 8. giinii implantasyon bolgelerine kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir
(p<0.0001) (Sekil 4.7).

Image J ve H-SCORE analizleri ile belirlenen stromadaki NLRP3 ekspresyonlari gruplar
arasinda benzerlik gostermistir. Ancak Image J analizinden farkli olarak, H-SCORE
analizine gore gebeligin 4. giinii uteruslarina ait stromadaki NLRP3 ekspresyonu
gebeligin 8. glinii implantasyon bolgelerine kiyasla anlamli bir sekilde diisiik
bulunmustur (p<0.0001) (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Deney gruplarina ait uteruslar/implantasyon bolgelerinin stromasindaki NLRP3 ekspresyon
duizeylerinin Image J ve H-SCORE analizleri. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul edilmistir (a:
Ostrus fazi1 uteruslarma gore anlamli, b: Gebeligin 1. giinii uteruslarina gére anlamli, c: Gebeligin 4. giinii
uteruslarma goére anlamli, d: Gebeligin 5. giinii implantasyon bolgelerine gore anlamli, e: Gebeligin 5.
glinu inter implantasyon bolgelerine gore anlamli, f: Gebeligin 6. giinii implantasyon bdolgelerine gore
anlamli).
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4.1.2. Kaspaz-1 Immiinohistokimyas1 Bulgulari

Endometriyum Liimen Epitelinde Kaspaz-1 immiinohistokimyas1 Bulgular

Ostrus faz uteruslar, 1. ve 4. giint uteruslar ile 5. giinG inter implantasyon bolgeleri ve
6. ginl implantasyon bolgelerine ait limen epitelinde Kaspaz-1 proteini sitoplazmik
lokalizasyon sergilemistir. Gebeligin 5. giinii implantasyon bdlgelerine ait liimen
epitelinde ise Kaspaz-1 proteini hem sitoplazmik hem de nuklear lokalizasyon
gostermistir (Sekil 4.8). Kaspaz-1 ekspresyonu gruplar arasinda kiyaslandiginda en
yogun gebeligin 4. giinii uteruslarina ait limen epitelinde gozlenmistir. Gebeligin 5.
giint implantasyon bolgelerine ait Iimen epitelinde Kaspaz-1 ekspresyon yogunlugunun
gebeligin 4. giiniine kiyasla daha az oldugu goézlenmistir. Gebeligin 5. giinii
implantasyon bdlgelerine ait lumen epitelinde Kaspaz-1 proteini hem sitoplazmik hem
niiklear lokalizasyon gdstermisken, gebeligin 5. giinii inter implantasyon bolgelerinde
ise sadece sitoplazmik lokalizasyon gostermis ve ekspresyonunun azaldigi gozlenmistir

(Sekil 4.8, 4.9).
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Sekil 4.8. Ostrus faz1 uterus, gebeligin 1. ve 4. giinii uteruslari, gebeligin 5. ve 6. giinii implantasyon
bolgeleri ile gebeligin 5. gilini inter implantasyon bolgelerine ait liimen epitelindeki Kaspaz-1
ekspresyonu. Skala bar: 50 um (O: Ostrus, G1: Gebeligin 1. giinii, G4: Gebeligin 4. giinii, G5: Gebeligin
5. giini, G5-1: Gebeligin 5. giinii inter implantasyon bélgesi, G6: Gebeligin 6. ginii, be: bez epiteli e:
embriyo, le: lumen epiteli, pdb: primer desidual bdlge, sdb: sekonder desidual bdlge, st: stroma).

Image J ile yapilan ltimen epitelindeki Kaspaz-1 ekspresyon analizine gore; dstrus fazi
uteruslara ait lumen epitelindeki Kaspaz-1 ekspresyonunun gebeligin 1. giinii
uteruslarna kiyasla diisiik gozlenmis ancak anlamli farklilik gézlenmemistir (p>0.05).
Ostrus fazi uteruslara ait limen epitelindeki Kaspaz-1 ekspresyonu, gebeligin 4. giinii
uteruslar1 (p<0.0001) ve 5. gund implantasyon bélgelerine (p=0.0023) kiyasla anlamli
bir sekilde diisiiktiir. Ostrus fazi uteruslara ait Iiimen epitelinde Kaspaz-1 ekspresyonu 5.
gund inter implantasyon bolgeleri (p<0.0001) ve 6. gini implantasyon bdlgelerine
(p=0.0019) kiyasla anlamli bir sekilde ylksektir.
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Gebeligin 1. giinii uteruslarmna ait limen epitelindeki Kaspaz-1 ekspresyonu gebeligin 4.
gund uteruslarima kiyasla anlamli bir sekilde diisiiktiir (p=0.0480). Gebeligin 1. gliniinde
limen epitelinde Kaspaz-1 ekspresyonu, 5. giinii inter implantasyon bdlgeleri ve 6. gini

implantasyon bolgelerine kiyasla anlamli bir sekilde yiksektir (p<0.0001).

Gebeligin 1. giinii uteruslar1 ve gebeligin 5. giinli implantasyon bolgelerine ait limen
epiteli kiyaslandiginda, gebeligin 1. giinii uteruslarinda Kaspaz-1 ekspresyonunun diisiik

oldugu gbzlenmis, ancak anlamli fark gézlenmemistir (p>0.05).

Gebeligin 4. giinii uteruslar1 ve 5. giini implantasyon bdlgelerine ait ltimen epiteli
kiyaslandiginda, gebeligin 4. giinii uteruslarinda Kaspaz-1 ekspresyonunun yuiksek

oldugu gbzlenmis, ancak anlamli fark gozlenmemistir (p>0.05).

Gebeligin 4. guni uteruslarina ait limen epitelinde Kaspaz-1 ekspresyonu, 5. glinu inter

implantasyon bolgeleri ve 6. giinii implantasyon boélgelerine kiyasla anlamli olarak
yuksektir (p<0.0001).

Gebeligin 5. giinii implantasyon bolgelerine ait liimen epitelinde Kaspaz-1 ekspresyonu,
5. glnu inter implantasyon bolgeleri ve 6. giinii implantasyon boélgelerine kiyasla
anlamli olarak yiiksektir (p<0.0001).

Gebeligin 5. giinii inter implantasyon bdélgeleri ve 6. glini implantasyon boélgelerine ait

liimen epiteli kiyaslandiginda, Kaspaz-1 ekpresyonlarinda anlamh fark gozlenmemistir

(p>0.05) (Sekil 4.9).

Ldmen epitelinde Image J ve H-SCORE analizleri ile belirlenen Kaspaz-1ekspresyonlari
her iki yontemde birbirine benzer bulunmustur. Ancak Image J ile kiyaslandiginda H-

SCORE sonuglarinda istatistiksel analizlerde farkliliklar gbzlenmistir:

Ostrus fazi uteruslara ait limen epitelinde Kaspaz-1 ekspresyonu gebeligin 1. giinii
uteruslarna kiyasla anlaml bir sekilde diisiiktiir (p=0.0008). Ostrus fazi uteruslara ait
Iimen epitelinde Kaspaz-1 ekspresyonu gebeligin 5. giinii implantasyon bdlgelerine
kiyasla anlamli bir sekilde diisiiktiir (p<0.0001).
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Ostrus faz uteruslara ait limen epitelinde Kaspaz-1 ekspresyonu, 5. gunii inter
implantasyon bdlgeleri ve 6. giini implantasyon bolgelerine kiyasla anlamli bir sekilde
yuksektir (p<0.0001).

Gebeligin 1. giinii uteruslarina ait limen epitelinde Kaspaz-1 ekspresyonu gebeligin 4.

gund uteruslari ve gebeligin 5. giinii implantasyon bolgelerine kiyasla anlamli bir sekilde
diistiktiir (p<0.0001).

Gebeligin 5. giini implantasyon bolgelerine ait liimen epitelindeki Kaspaz-1
ekspresyonu, 5. ginu inter implantasyon bolgeleri ve 6. gini implantasyon bélgelerine

kiyasla anlamli olarak yiiksektir (p<0.0001).

Gebeligin 5. giinii inter implantasyon bolgelerine ait limen epitelindeki Kaspaz-1

ekspresyonu gebeligin 6. giinii implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli olarak

dusiiktiir (p=0.0079) (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Deney gruplarina ait uteruslar/implantasyon bdlgelerinin liimen epitelindeki Kaspaz-1
ekspresyonu diizeylerinin Image J ve H-SCORE analizleri. Istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak kabul
edilmistir (a: Ostrus fazi uteruslarina kiyasla anlamli, b: Gebeligin 1. giinii uteruslarina kiyasla anlamli, c:
Gebeligin 4. glinii uteruslarina kiyasla anlamli, d: Gebeligin 5. giinii implantasyon bdélgelerine kiyasla
anlamli, e: Gebeligin 5. glinii inter implantasyon bélgelerine kiyasla anlamli).
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Endometriyum Bez Epitelinde Kaspaz-1 iImmiinohistokimyasi Bulgular

Ostrus faz uteruslar ve gebeligin 1. ve 4. giinii uteruslar ile gebeligin 5. ve 6. giinii
implantasyon bdlgeleri ve gebeligin 5. giinii inter implantasyon bolgelerine ait bez
epitelinde Kaspaz-1 proteini sitoplazmik lokalizasyon sergilemistir (Sekil 4.10). Kaspaz-
1 ekspresyonu gruplar arasinda kiyaslandiginda en yogun gebeligin 4. giinii uteruslarina
ait bez epitelinde gozlenmistir. Bu ekspresyon gebeligin 6. giinii implantasyon
bolgelerine kadar kademeli olarak azalmis, gebeligin 6. giinii implantasyon bolgelerine
ait bez epitelinde en diisiik seviyede oldugu gézlenmistir. Ayrica gebeligin 5. giinii inter
implantasyon bdolgelerine ait bez epitelinde Kaspaz-1 ekspresyon yogunlugunun
gebeligin 5. giinli implantasyon bolgelerine kiyasla az oldugu gozlenmistir (Sekil 4.10,
4.11).

Sekil 4.10. Ostrus faz1 uterus, gebeligin 1. ve 4. giinii uteruslari, gebeligin 5. ve 6. giinii implantasyon
bolgeleri ile gebeligin 5. giinii inter implantasyon bolgelerine ait bez epitelindeki Kaspaz-1 ekspresyonu.
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Skala bar: 50 pum (O: Ostrus, G1: Gebeligin 1. giinii, G4: Gebeligin 4. giinii, G5: Gebeligin 5. giinii, G5-1:
Gebeligin 5. giinii inter implantasyon bolgesi, G6: Gebeligin 6. giinii, be: bez epiteli e: embriyo, le: liimen
epiteli, pdb: primer desidual bolge, sdb: sekonder desidual bolge, st: stroma).

Image J ile yapilan bez epitelindeki Kaspaz-1 ekspresyon analizine gore; ostrus fazi
uteruslar ile gebeligin 1. giinii uteruslarina ait bez epitelindeki Kaspaz-1 ekspresyonu
kiyaslandiginda anlamli fark goézlenmedi (p>0.05). Ostrus fazi uteruslarma ait bez
epitelindeki Kaspaz-1 ekspresyonu gebeligin 4. giinii uteruslarina kiyasla anlamli bir
sekilde disiiktiir (p<0.0001).

Ostrus faz1 uteruslarina ait bez epitelinde Kaspaz-1 ekspresyonu gebeligin 5. giinii
implantasyon bolgelerine gore diisiik oldugu gozlenmistir, fakat anlamli fark
gozlenmemistir (p>0.05). Ostrus faz1 uteruslarma ait bez epitelindeki Kaspaz-1
ekspresyonu, 5. gnu inter implantasyon boélgeleri (p=0.0230) ve 6. glni implantasyon

bolgelerine (p=0.0054) kiyasla anlaml1 bir sekilde yiiksektir.

Gebeligin 1. giinii uteruslarina ait bez epitelindeki Kaspaz-1 ekspresyonu gebeligin 4.
gund uteruslarina kiyasla anlamli bir sekilde diisiiktiir (p=0.0003). Gebeligin 1. guni
uteruslarr ile 5. giini implantasyon bolgelerine ait bez epiteli kiyaslandiginda, Kaspaz-1

ekspresyonlarinda anlaml fark gézlenmemistir (p>0.05).

Gebeligin 1. giinli uteruslarina ait bez epitelindeki Kaspaz-1 ekspresyonu, 5. guni inter
implantasyon bdélgeleri (p=0.0012) ve 6. guni implantasyon bolgelerine (p=0.0003)
kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir.

Gebeligin 4. giiniinde bez epitelindeki Kaspaz-1 ekspresyonlari, 5. gunu implantasyon
bolgeleri (p= 0.0003), 5. gunu inter implantasyon bdlgeleri (p<0.0001) ve 6. glni
implantasyon bélgelerine (p<0.0001) kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir.

Gebeligin 5. giinii implantasyon boélgelerine ait bez epitelindeki Kaspaz-1 ekspresyonu
gebeligin 5. giind inter implantasyon bdlgeleri (p=0.0012) ve gebeligin 6. giinii
implantasyon bolgelerine (p=0.0003) kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir.

Gebeligin 5. giinii inter implantasyon bdlgeleri ve 6. glini implantasyon bélgelerine ait
bez epitelindeki Kaspaz-1 ekspresyonu arasinda anlamli fark yoktur (p>0.05) (Sekil
4.11).
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Bez epitelinde Image J ve H-SCORE analizleri ile belirlenen Kaspaz-1 ekspresyonlari
her iki yontemde birbirine benzer bulunmustur. Ancak Image J ile kiyaslandiginda H-

SCORE sonuglarinda istatistiksel analizlerde farkliliklar gozlenmistir:

Ostrus fazi uteruslarma ait bez epitelindeki Kaspaz-1 ekspresyonu, 5. gini inter
implantasyon bdlgeleri (p=0.0009) ve 6. guni implantasyon bolgelerine (p<0.0001)
kiyasla anlaml1 bir sekilde ytiksektir.

Gebeligin 1. giinii uteruslarina ait bez epitelindeki Kaspaz-1 ekspresyonu gebeligin 4.

glint uteruslarina kiyasla anlamli bir sekilde disiiktiir (p<0.0001).

Gebeligin 1. glinii uteruslara ait bez epitelindeki Kaspaz-1 ekspresyonu 5. giint inter
implantasyon boélgeleri ve 6. giinii implantasyon bolgelerine kiyasla anlamli bir sekilde
yuksektir (p<0.0001).

Gebeligin 4. giiniine ait bez epitelindeki Kaspaz-1 ekspresyonu gebeligin 5. giinii

implantasyon bolgelerine kiyasla anlaml bir sekilde yiiksektir (p<0.0001).

Gebeligin 5. giinii implantasyon bolgelerinde bez epitelindeki Kaspaz-1 ekspresyonu, 5.
glnu inter implantasyon ve 6. giinii implantasyon bdlgelerine kiyasla anlamli bir sekilde
ylksektir (p<0.0001) (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Deney gruplarina ait uteruslar/implantasyon bélgelerinin bez epitelinde Kaspaz-1 ekspresyonu
diizeylerinin Image J ve H-SCORE analizleri. Istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak kabul edilmistir (a:
Ostrus faz1 uteruslara kiyasla anlamli, b: Gebeligin 1. giinii uteruslarna kiyasla anlamli, c: Gebeligin 4.
gunu uteruslarina kiyasla anlamli, d: Gebeligin 5. giinli implantasyon bélgelerine kiyasla anlamli).

Endometriyum Stromasinda Kaspaz-1 immiinohistokimyasi Bulgular

Gebeligin 1. ve 4. glinu uteruslari ile gebeligin 6. ve 8. gund implantasyon bolgerleri ve
gebeligin 5. giinii inter implantasyon bdlgelerine ait stromada Kaspaz-1 sitoplazmik
lokalizasyon sergilemistir. Ostrus fazi uteruslar ve gebeligin 5. giinii implantasyon
boélgelerine ait stromada Kaspaz-1 proteini hem sitoplazmik hem de niklear
lokalizasyon gostermistir (Sekil 4.12). Kaspaz-1 ekspresyonu gruplar arasinda
kiyaslandiginda en yogun gebeligin 5. gilinii implantasyon bolgelerine ait stromada
gbzlenmistir. Ostrus faz uteruslar1 ve gebeligin 5. guinii inter implantasyon bolgelerine
ait stromada Kaspaz-1 ekspresyon yogunlugunun diger gruplara kiyasla az oldugu
gozlenmistir. Gebeligin 6. giinli implantasyon bolgelerine ait primer desidual bélgede
Kaspaz-1 ekspresyonu gozlenmezken, sekonder desidual bdolgeyi olusturacak olan
stroma hicrelerinde Kaspaz-1 ekspresyonu yogun bir sekilde gozlenmistir. Ayrica
gebeligin 8. gilinli implantasyon bolgelerinde gebeligin 6. giinii implantasyon bolgelerine
benzer sekilde sekonder desidual bolgede Kaspaz-1 ekspresyonu yogun olarak
gozlenmistir (Sekil 4.12, 4.14).
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Gebeligin 5. glinli implantasyon bolgelerinde blastosistin tutundugu liimen epitelinin
hemen altindaki subepitelyal stroma hiicrelerinde Kaspaz-1 ekspresyonu gozlenmistir.
Subepitelyal stroma hiicrelerindeki bu ekspresyonun gebeligin 6. ve 8. gunu
implantasyon bolgelerinde de devam ettigi ancak kademeli bir sekilde azaldigi

gozlenmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.12. Ostrus fazi uterus, gebeligin 1. ve 4. giinii uteruslari, gebeligin 5., 6. ve 8. giinii implantasyon
bolgeleri ile gebeligin 5. giinii inter implantasyon bolgelerine ait stromadaki Kaspaz-1 ekspresyonu. Skala
bar: 50 pm (O: Ostrus, G1: Gebeligin 1. giinii, G4: Gebeligin 4. giinii, G5: Gebeligin 5. giinii, G5-1:
Gebeligin 5. giinii inter implantasyon boélgesi, G6: Gebeligin 6. giinii, G8: Gebeligin 8. giinii, be: bez
epiteli e: embriyo, le: limen epiteli, pdb: primer desidual bélge, sdb: sekonder desidual bolge, st: stroma).
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Sekil 4.13. Gebeligin 5., 6. ve 8. giinli implantasyon boélgelerine ait blastosisti ¢evreleyen stromadaki
Kaspaz-1 ekspresyonu. Skala bar: 50 pm (G5: Gebeligin 5. giinii, G6: Gebeligin 6. giini, G8: Gebeligin
8. glini, e: embriyo, le: limen epiteli, st: stroma *: blastosisti ¢evreleyen stroma hicreleri).

Image J ile yapilan stromadaki Kaspaz-1 ekspresyon analizine gore; Ostrus fazi
uteruslarimda Kaspaz-1 ekspresyonu gebeligin 1. ve 4. giinleri uteruslar1 (p<0.0001), 5.
ve 6. glnu implantasyon (p<0.0001) ve 8. gunu implantasyon bdélgelerine (p=0.0040)
kiyasla anlamli bir sekilde diisiiktiir. Ostrus faz uteruslar: ve gebeligin 5. giinii inter
implantasyon bdlgelerine ait stromadaki Kaspaz-1 ekspresyonlari kiyaslandiginda

anlaml fark yoktur (p>0.05).

Gebeligin 1. giinii stromadaki Kaspaz-1 ekspresyonu gebeligin 5. giinii inter
implantasyon bolgelerine kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir (p<0.0001). Gebeligin 1.
ginl uteruslart ile diger peri-implantif donem gruplara ait stromadaki Kaspaz-1

ekspresyonlar1 kiyaslandiginda anlamli fark gézlenmemistir (p>0.05).

Gebeligin 4. giinii stromadaki Kaspaz-1 ekspresyonu gebeligin 5. ve 6. ginu
implantasyon bdélgelerinden diisiik, 8. giinii implantasyon bolgelerinden yiiksektir ancak
anlamli bir fark yoktur (p>0.05).

Gebeligin 4. giinii uteruslarina ait stromadaki Kaspaz-1 ekspresyonu gebeligin 5. giinii

inter implantasyon bolgelerine kiyasla anlamli sekilde yuksektir (p<0.0001).

Gebeligin 5. giinli implantasyon bolgelerinde stromadaki Kaspaz-1 ekspresyonu, 5. giini
inter implantasyon (p<0.0001) ve 8. gunu implantasyon bolgelerindekine (p=0.0073)

kiyasla anlamli bir sekilde yiksektir. Gebeligin 5. ve 6. giinleri implantasyon bolgelerine
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ait stromalardaki Kaspaz-1 ekspresyonlari kiyaslandiginda anlaml fark gézlenmemistir
(p>0.05).

Gebeligin 5. giinii inter implantasyon bolgelerinde stromadaki Kaspaz-1 ekspresyonu, 6.
(p<0.0001) ve 8. gunlerine (p=0.0017) ait implantasyon bélgelerindekine kiyasla anlamli
bir sekilde diistiktiir. Gebeligin 6. ve 8. giinleri implantasyon bolgelerine ait stromadaki
Kaspaz-1 ekspresyonlari kiyaslandiginda anlamli fark gézlenmemistir (p>0.05) (Sekil
4.14).

Stromada Image J ve H-SCORE analizleri ile belirlenen Kaspaz-1 ekspresyonlari her iki
yontemde birbirine benzer bulunmustur. Ancak Image J ile kiyaslandiginda H-SCORE

sonuglarinda istatistiksel analizlerde farkliliklar gézlenmistir:

Ostrus fazi uteruslarma ait stromadaki Kaspaz-1 ekspresyonu, 5. gini inter
implantasyon (p=0.0329) ve 8. gunu implantasyon bolgelerindekine (p<0.0001) kiyasla
anlaml bir sekilde yiiksektir.

Gebeligin 1. giinii uteruslarina ait stromadaki Kaspaz-1 ekspresyonu gebeligin 5. ve 6.
ginleri implantasyon boélgelerindekine kiyasla anlamli sekilde diisiiktiir (p<0.0001).

Gebeligin 4. giinii uteruslarina ait stromadaki Kaspaz-1 ekspresyonu gebeligin 5. gini
(p<0.0001) ve 6. gunu (p=0.0046) implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli bir
sekilde diisiik oldugu gbézlenmistir.

Gebeligin 5. glinii implantasyon bdlgelerine ait stromadaki Kaspaz-1 ekspresyonu
gebeligin 8. giinii implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir
(p<0.0001).

Gebeligin 5. giinii inter implantasyon bdolgeleri stromadaki Kaspaz-1 ekspresyonu,
gebeligin 6. ve 8. gunlerine ait implantasyon bélgelerindekine kiyasla anlamli bir sekilde
diisiiktiir (p<<0.0001).

Gebeligin 8. giinii implantasyon bdlgelerindeki ait stromadaki Kaspaz-1 ekspresyonu
gebeligin 6. giinii implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli bir sekilde distiktiir
(p<0.0001) (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Deney gruplarina ait uteruslar/implantasyon bolgelerinin stromasinda Kaspaz-1 ekspresyonu
diizeylerinin Image J ve H-SCORE analizleri. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul edilmistir (a:
Ostrus faz1 uteruslarina kiyasla anlamli, b: Gebeligin 1. giinii uteruslarina kiyasla anlamli, c: Gebeligin 4.
gunl uteruslarina kiyasla anlamli, d: Gebeligin 5. giinii implantasyon bolgelerine kiyasla anlamli, e:
Gebeligin 5. giinii inter implantasyon bolgelerine kiyasla anlamli, f: Gebeligin 6. giinii implantasyon
bolgelerine kiyasla anlaml).

4.1.3. Gasdermin D Immiinohistokimyasi Bulgulari

Endometriyum Liimen Epitelinde Gasdermin D immiinohistokimyas1 Bulgular

Ostrus faz uteruslar ve gebeligin 1. ve 4. giinii uteruslar ile gebeligin 5. ve 6. giinleri
implantasyon bolgeleri ve gebeligin 5. giinu inter implantasyon bélgelerine ait limen
epitelinde Gasdermin D proteini sitoplazmik lokalizasyon sergilemistir (Sekil 4.15).
Gasdermin D ekspresyonu gruplar arasinda kiyaslandiginda en yogun gebeligin 1. gunu
uteruslarma ait liimen epitelinde gozlenmistir. Bu ekspresyonun gebeligin 4. giinii
uteruslart ve gebeligin 5. giinii implantasyon bdlgelerinde azaldigi gozlenmistir.
Gebeligin 6. giinii implantasyon bolgelerine ait liimen epitelindeki Gasdermin D
ekspresyon yogunlugunun peri-implantif doneme ait diger gruplara gore daha diisikk
oldugu gozlenmistir. Ayrica gebeligin 5. glinii implantasyon bdlgelerine ait liimen
epitelindeki Gasdermin D ekspresyonunun gebeligin 5. giinii inter implantasyon
bolgelerindekine kiyasla daha yliksek seviyede oldugu gozlenmistir (Sekil 4.15, 4.16).
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Sekil 4.15. Ostrus fazi uterus, gebeligin 1. ve 4. giinii uteruslari, gebeligin 5. ve 6. giinii implantasyon
bolgeleri ile gebeligin 5. giinil inter implantasyon boélgelerine ait liimen epitelindeki Gasdermin D
ekspresyonu. Skala bar: 50 um (O: Ostrus, G1: Gebeligin 1. giinii, G4: Gebeligin 4. giinii, G5: Gebeligin
5. giini, G5-1: Gebeligin 5. giinii inter implantasyon bolgesi, G6: Gebeligin 6. giinii, be: bez epiteli e:
embriyo, le: lumen epiteli, pdb: primer desidual bdlge, sdb: sekonder desidual bélge, st: stroma).

Image J ile yapilan limen epitelindeki Gasdermin D ekspresyon analizine gore; ostrus
fazi uteruslarinda Gasdermin D ekspresyonu gebeligin 1. giinli (p<0.00011) ve 4. glni
(p=0.0068) uteruslarma kiyasla anlaml bir sekilde diisiiktiir. Ostrus fazi uteruslarma ait
Iimen epitelindeki Gasdermin D ekspresyonu, 5. guni inter implantasyon boélgeleri ve 6.
giinii implantasyon bdlgelerine kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir (p<0.0001). Ostrus
fazi uterus ve gebeligin 5. giinii implantasyon bdlgelerine ait limen epitelindeki

Gasdermin D ekspresyonlari kiyaslandiginda anlaml fark gézlenmemistir (p>0.05).
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Gebeligin 1. giinii uteruslarina ait limen epitelindeki Gasdermin D ekspresyonu, 4. ginu
uteruslar (p=0.0139), 5. ve 6. gilnleri implantasyon ve 5. gunu inter implantasyon

bolgelerindekine kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir (p<0.0001).

Gebeligin 4. giinii liimen epitelindeki Gasdermin D ekspresyonu, 5. ginl implantasyon
(p=0.0260), 5. glnu inter implantasyon (p<0.0001) ve 6. glini implantasyon (p<0.0001)
bolgelerindekine kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir.

Gebeligin 5. glinii implantasyon bolgelerine ait liimen epitelindeki Gasdermin D
ekspresyonunun 5. gunu inter implantasyon ve 6. glini implantasyon bélgelerindekine
kiyasla anlamli olarak yiiksektir (p<0.0001).

Gebeligin 5. giinii inter implantasyon bdélgeleri ve 6. glinii implantasyon boélgelerine ait

limen epitelindeki Gasdermin D ekspresyonlar1 kiyaslandiginda anlamli fark yoktur
(p>0.05) (Sekil 4.16).

Limen epitelinde Image J ve H-SCORE analizleri ile belirlenen Gasdermin D
ekspresyonlar1 her iki yontemde birbirine benzer bulunmustur. Ancak Image J ile
kiyaslandiginda H-SCORE  sonuglarinda  istatistiksel  analizlerde farkliliklar

gozlenmistir:

Ostrus faz uteruslarma ait liimen epitelindeki Gasdermin D ekspresyonu, gebeligin 4.

glnu uteruslar: ve gebeligin 5. giinii implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli bir
sekilde disiiktiir (p<0.0001).

Gebeligin 1. gilinii uteruslarina ait limen epitelindeki Gasdermin D ekspresyonu

gebeligin 4. giinii uteruslarina kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir (p<0.0001).

Gebeligin 4. gilinii uteruslarina ait limen epitelindeki Gasdermin D ekspresyonu
gebeligin 5. giinii implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli bir sekilde yuksektir
(p=0.0381) (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Deney gruplarina ait uteruslar/implantasyon bdlgelerinin liimen epitelinde Gasdermin D
ekspresyonu diizeylerinin Image J ve H-SCORE analizleri. Istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak kabul
edilmistir (a: Ostrus fazi uteruslarina kiyasla anlamli, b: Gebeligin 1. giinil uteruslarina kiyasla anlamls, c:
Gebeligin 4. glinii uteruslarina kiyasla anlamli, d: Gebeligin 5. giini implantasyon bdélgelerine kiyasla
anlamli, e: Gebeligin 5. giini inter implantasyon bélgelerine kiyasla anlamlr).

Endometriyum Bez Epitelinde Gasdermin D immiinohistokimyasi Bulgular

Ostrus faz1 uteruslar: ve gebeligin 1. ve 4. giinii uteruslari ile gebeligin 5. ve 6. giinleri
implantasyon bolgeleri ve gebeligin 5. giinii inter implantasyon bolgelerine ait bez
epitelinde Gasdermin D proteini sitoplazmik lokalizasyon gostermistir (Sekil 4.17).
Gasdermin D ekspresyonu gruplar arasinda kiyaslandiginda en yogun gebeligin 1. giinii
uteruslara ait bez epitelinde gozlenmistir. Gebeligin 4. giinii uteruslarina ait bez
epitelinde bu ekspresyon yogunlugunun dramatik bir sekilde diistiigli goézlenmistir.
Gebeligin 5. giinii implantasyon bolgelerine ait bez epitelinde Gasdermin D
ekspresyonunun nispeten tekrar arttigt gozlenmistir. Gebeligin 5. glnl inter
implantasyon bdlgelerine ait bez epitelindeki Gasdermin D ekspresyonunun yok denecek
kadar az oldugu goézlenmistir. Gebeligin 6. giinli implantasyon bdlgelerine ait bez
epitelindeki Gasdermin D ekspresyon yogunlugunun diger peri-implantif donem

gruplarina kiyasla az oldugu gozlenmistir (Sekil 4.17, 4.18).
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Sekil 4.17. Ostrus faz1 uterus, gebeligin 1. ve 4. giinii uteruslari, gebeligin 5. ve 6. giinii implantasyon
bolgeleri ile gebeligin 5. giinii inter implantasyon bolgelerine ait bez epitelindeki Gasdermin D
ekspresyonu. Skala bar: 50 um (O: Ostrus, G1: Gebeligin 1. giinii, G4: Gebeligin 4. giinii, G5: Gebeligin
5. giini, G5-1: Gebeligin 5. giinii inter implantasyon bélgesi, G6: Gebeligin 6. giinii, be: bez epiteli e:
embriyo, le: limen epiteli, pdb: primer desidual bdlge, sdb: sekonder desidual bélge, st: stroma).

Image J ile yapilan bez epitelindeki Gasdermin D ekspresyon analizine gore; 6strus fazi
uteruslarda Gasdermin D ekspresyonu, gebeligin 1. giinii uteruslarindakine kiyasla
anlaml bir sekilde diisiiktir (p=0.0002). Ostrus fazi uteruslara ait limen epitelindeki
Gasdermin D ekspresyonu, 5. guni inter implantasyon (p=0.0002) ve 6. gilni
implantasyon bolgelerine (p=0.0452) kiyasla anlaml1 bir sekilde yiiksektir.

Ostrus fazi uteruslara ait bez epitelindeki Gasdermin D ekspresyonunun gebeligin 4.
ginl uteruslarindakine kiyasla yuksek oldugu goézlenmis fakat anlamli bir farklilik

gozlenmemistir (p>0.05).

86



Ostrus fazi uteruslar ve gebeligin 5. giinii implantasyon bélgeleri kiyaslandiginda

Gasdermin D ekspresyonlarinda anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0.05).

Gebeligin 1. glin uteruslara ait bez epitelindeki Gasdermin D ekspresyonu, 4. guni
uteruslar (p<0.0001), gebeligin 5. giinii implantasyon (p=0.0003), 5. glnl inter
implantasyon (p<0.0001) ve 6. giini implantasyon bdlgelerindekine (p<0.0001) kiyasla
anlaml bir sekilde yiiksektir.

Gebeligin 4. giinii uteruslarina ait bez epitelindeki Gasdermin D ekspresyonunun
gebeligin 5. glinii implantasyon bolgelerindekine kiyasla diigiiktiir fakat anlamli fark
yoktur (p>0.05). Gebeligin 4. giinii uteruslarina ait bez epitelindeki Gasdermin D
ekspresyonunun, 5. giind inter implantasyon ve 6. gind implantasyon bélgelerindekine

kiyasla yiiksek oldugu gozlemlenmistir ancak anlaml bir fark gézlenmemistir (p>0.05).

Gebeligin 5. giinii implantasyon bolgelerine ait bez epitelindeki Gasdermin D
ekspresyonu, 5. gunu inter implantasyon (p<0.0001) ve 6. gunu implantasyon
bolgelerindekine (p=0.0338) kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir.

Gebeligin 5. giinii inter implantasyon ve gebeligin 6. giinii implantasyon bolgelerine ait
bez epitelindeki Gasdermin D ekspresyonlari kiyaslandiginda anlamli bir fark
gbzlenmemistir (p>0.05) (Sekil 4.18).

Bez epitelinde Image J ve H-SCORE analizleri ile belirlenen Gasdermin D
ekspresyonlar1 her iki yontemde birbirine benzer bulunmustur. Ancak Image J ile
kiyaslandiginda H-SCORE  sonuglarinda  istatistiksel analizlerde farkliliklar

gozlenmistir:

Ostrus fazi uteruslara ait bez epitelindeki Gasdermin D ekspresyonu gebeligin 1. giinii
uteruslarindakine kiyasla anlamli bir sekilde diisiik (p<0.0001), 4. gunu uteruslari, 5.
gund inter implantasyon ve 6. gunu implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli bir
sekilde yiiksektir (p<0.0001).

Gebeligin 1. giinii uteruslarina ait bez epitelindeki Gasdermin D ekspresyonu gebeligin

5. glinli implantasyon bolgelerine kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir (p<0.0001).
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Gebeligin 4. giinii uteruslarina ait bez epitelindeki Gasdermin D ekspresyonu gebeligin
5. gunu implantasyon bdlgelerindekine kiyasla anlamli bir sekilde diisiik (p<0.0001), 5.
gund inter implantasyon ve 6. gunu implantasyon bélgelerindekine kiyasla anlamli bir
sekilde yiiksektir (p<0.0001).

Gebeligin 5. ginli implantasyon bolgelerine ait bez epitelindeki Gasdermin D
ekspresyonu 6. gunu implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir
(p<0.0001).

Gebeligin 6. glnl implantasyon bolgelerindeki bez epitelindeki Gasdermin D
ekspresyonu gebeligin 5. guni inter implantasyon boélgelerindekine kiyasla anlamli bir
sekilde ytiksektir (p<0.0001) (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. Deney gruplarina ait uteruslar/implantasyon bolgelerinin bez epitelinde Gasdermin D
ekspresyonu diizeylerinin Image J ve H-SCORE analizleri. Istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak kabul
edilmistir (a: Ostrus fazi uteruslara kiyasla anlamli, b: Gebeligin 1. giinii uteruslarina kiyasla anlamli, c:
Gebeligin 4. giinii uteruslarma kiyasla anlamli, d: Gebeligin 5. giinii implantasyon bolgelerine kiyasla
anlamli, e: Gebeligin 5. glinii inter implantasyon bolgelerine kiyasla anlamli).

Endometriyum Stromasinda Gasdermin D Immiinohistokimyas1 Bulgulari

Ostrus fazi uteruslara ait stromada Gasdermin D proteini hem sitoplazmik hem de
niiklear lokalizasyon gostermistir. Gebeligin 1. ve 4. giinii uteruslarina ait stroma ile

gebeligin 6. ve 8. giinii implantasyon ve gebeligin 5. giini inter implantasyon
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bolgelerine ait stromada Gasdermin D sitoplazmik lokalizasyon sergilemistir. Gebeligin
5. gund implantasyon bdlgelerine ait stromada Gasdermin D proteini hem sitoplazmik
hem de niiklear lokalizasyon goOstermistir (Sekil 4.19). Gasdermin D ekspresyonu
gruplar arasinda kiyaslandiginda en yogun gebeligin 1. gunu uteruslarina ait stromada
gozlenmistir. Gebeligin 5. giinii inter implantasyon ve 6. giinii implantasyon bolgelerine
ait stromada Gasdermin D ekspresyon yogunlugunun diger gruplara gore az oldugu
gozlenmistir. Gebeligin 6. giinli implantasyon bdlgelerinde primer desidual bolgede
Gasdermin D ekspresyonu gozlenmezken, sekonder desidual bolgeyi olusturacak olan
stroma hiicrelerinde gozlenmistir. Ayrica gebeligin 8. giinii implantasyon bdlgelerinde
gebeligin 6. giinii implantasyon bolgelerine benzer sekilde sekonder desidual bolgede

Gasdermin D ekspresyonu yogun olarak gézlenmistir (Sekil 4.19, 4.21).

NLRP3 ve Kaspaz-1 ekspresyonlarina benzer sekilde gebeligin 5. giinii implantasyon
bolgelerinde blastosistin tutundugu liimen epitelinin hemen altindaki subepitelyal stroma
hicrelerinde Gasdermin D ekspresyonu gozlenmis ve Gasdermin D membrandz
lokalizasyon sergilemistir. Subepitelyal stroma hicrelerindeki bu ekspresyonun
gebeligin 6. ve 8. giinli implantasyon bdlgelerinde de devam ettigi ancak kademeli
olarak azaldigi goézlenmistir. Blastosisti gevreleyen stroma hiicrelerinde Gasdermin

D’nin sitoplazmik ve membrandz lokalizasyon sergiledigi gézlenmistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.19. Ostrus fazi uterus, gebeligin 1. ve 4. giinii uteruslari, gebeligin 5., 6. ve 8. giinii implantasyon
bolgeleri ile gebeligin 5. giinii inter implantasyon bolgelerine ait stromadaki Gasdermin D ekspresyonu.
Skala bar: 50 pum (O: Ostrus, G1: Gebeligin 1. giinii, G4: Gebeligin 4. giinii, G5: Gebeligin 5. giinii, G5-1:
Gebeligin 5. giinii inter implantasyon bolgesi, G6: Gebeligin 6. giinli, G8: Gebeligin 8. giinii, be: bez
epiteli e: embriyo, le: limen epiteli, pdb: primer desidual bélge, sdb: sekonder desidual bdlge, st: stroma).

Sekil 4.20. Gebeligin 5., 6. ve 8. giinli implantasyon bolgelerine ait blastosisti ¢evreleyen stromadaki
Gasdermin D ekspresyonu. Skala bar: 50 pm (GS5: Gebeligin 5. giinii, G6: Gebeligin 6. ginii, GS8:
Gebeligin 8. giinii, e: embriyo, le: liimen epiteli, st: stroma *: blastosisti ¢gevreleyen stroma hiicreleri).
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Image J ile yapilan stromada Gasdermin D ekspresyon analizine gore; 6strus fazi
uteruslara ait stromada Gasdermin D ekspresyonu gebeligin 1. ginu uteruslar
(p<0.0001), 5. gunu implantasyon (p=0.0198) ve 8. giinu implantasyon bélgelerindekine
(p=0.0092) kiyasla anlaml1 bir sekilde diisiiktiir. Ostrus fazi uteruslara ait stromadaki
Gasdermin D ekspresyonu gebeligin 5. giinii inter implantasyon bolgelerindekine kiyasla
anlamli bir sekilde yiiksektir (p<0.0001). Ostrus fazi uteruslar, gebeligin 4. giinii
uteruslar ve 6. ginid implantasyon bdlgelerine ait stromadaki Gasdermin D

ekspresyonlari kiyaslandiginda anlamli bir fark yoktur (p>0.05).

Gebeligin 1. giinii uteruslarma ait stromadaki Gasdermin D ekspresyonunun gebeligin 4.
ginii uterus, gebeligin 6. glinii implantasyon ve 5. giinii inter implantasyon
bolgelerindekine kiyasla anlamli yiiksek oldugu gozlenmistir (p<0.0001). Ayrica
gebeligin 1. glinu stromadaki Gasdermin D ekspresyonu gebeligin 5. glinii implantasyon
(p=0.0041) ve 8. gunu implantasyon bdélgelerindekine (p=0.0091) kiyasla anlamli bir
sekilde yuksektir.

Gebeligin 4. giinii uteruslarina ait stromadaki Gasdermin D ekspresyonu gebeligin 5.
ginu imlantasyon (p=0.0230) ve 8. giinii implantasyon bolgelerine (p=0.0108) kiyasla
anlamli bir sekilde distiktiir. Gebeligin 4. giinii uteruslart ve gebeligin 6. guni
implantasyon bdlgelerine ait stromadaki Gasdermin D ekspresyonlar1 kiyaslandiginda
anlaml fark yoktur (p>0.05).

Gebeligin 4. giinii uteruslarina ait stromadaki Gasdermin D ekspresyonu, gebeligin 5.
gund inter implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir
(p<0.0001).

Gebeligin 5. gunu implantasyon bolgelerindeki stromadaki Gasdermin D ekspresyonu,
5. gund inter implantasyon (p<0.0001) ve 6. gunu implantasyon bdlgelerindekine
(p=0.0024) kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir. Gebeligin 5. glini implantasyon ve 8.
giinii implantasyon bolgeleri kiyaslandiginda istatitiksel olarak anlamli  fark

gozlenmemistir (p>0.05).
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Gebeligin 5. gini inter implantasyon bdlgelerindeki stromada Gasdermin D
ekspresyonu, 6. ve 8. gunleri implantasyon boélgelerindekine kiyasla anlamli sekilde
dugiiktir (p<0.0001).

Gebeligin 6. glinii implantasyon bolgelerine ait stromadaki Gasdermin D ekspresyonu
gebeligin 8. giinii implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli bir sekilde diisiiktiir
(p=0.001) (Sekil 4.21).

Stromada Image J ve H-SCORE analizleri ile belirlenen Gasdermin D ekspresyonlart her
iki yontemde birbirine benzer bulunmustur. Ancak Image J ile kiyaslandiginda H-

SCORE sonuglarinda istatistiksel analizlerde farkliliklar gozlenmistir:

Ostrus fazi uteruslara ait stromadaki Gasdermin D ekspresyonu gebeligin 5. giinii
implantasyon bolgeleri ve gebeligin 8. gilinii implantasyon bdolgelerindekine kiyasla
anlamli bir sekilde diisiiktiir (p=0.0013). Ostrus faz1 uteruslara ait stromadaki Gasdermin

D ekspresyonu gebeligin 6. giinlerine kiyasla anlamli bir sekilde ytiksektir (p=0.0047).

Gebeligin 1. giinlerinde stromadaki Gasdermin D ekspresyonunun tiim gruplara kiyasla

anlaml bir sekilde yiiksek oldugu gézlenmistir (p<0.0001).

Gebeligin 4. giinlerinde stromadaki Gasdermin D ekspresyonu gebeligin 5. giini
imlantasyon bolgeleri ve gebeligin 8. giini implantasyon bolgelerindekine kiyasla
anlamli bir sekilde disiiktiir (p=0.0003). Ayrica bu ekspresyon, gebeligin 6. giinii
implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir (p=0.0156).

Gebeligin 5. giinii implantasyon bolgelerindeki stromada Gasdermin D ekspresyonu, 6.

glinlerine kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir (p<<0.0001).

Gebeligin 6. giinii implantasyon bolgelerindeki stromada Gasdermin D ekspresyonu

gebeligin 8. giinii implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli bir sekilde distiktiir
(p=0.001) (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. Deney gruplarina ait uteruslar/implantasyon bolgelerinin stromasinda Gasdermin D
ekspresyonu diizeylerinin Image J ve H-SCORE analizleri. Istatistiksel anlamlhilik p<0,05 olarak kabul
edilmistir (a: Ostrus fazi uteruslarina kiyasla anlamli, b: Gebeligin 1. giinii uteruslarina kiyasla anlamls, c:
Gebeligin 4. giini uteruslarma kiyasla anlamli, d: Gebeligin 5. giinii implantasyon bdlgelerine kiyasla
anlamli, e: Gebeligin 5. glinii inter implantasyon bolgelerine kiyasla anlamli, f: Gebeligin 6. giinii
implantasyon bolgelerine kiyasla anlamli).

4.1.4. IL-1p immiinohistokimyas1 Bulgular1

Endometriyum Liimen Epitelinde IL-1p immiinohistokimyasi Bulgular

Ostrus fazi uteruslar ve peri-implantif dénem gruplarma ait uteruslar/implantasyon
bolgelerine ait limen epitelinde IL-1p proteini sitoplazmik lokalizasyon sergilemekle
beraber ekspresyon yogunlugunun ¢ok diisiik oldugu gézlenmistir (Sekil 4.22). IL-1P
protein ekspresyon yogunlugunun 0strus fazi uterus ve gebeligin 1. giinii uteruslarina ait
limen epitelinde diger gruplara gore fazla oldugu gozlenmistir. IL-1p ekspresyonu
gruplar arasinda kiyaslandiginda en yogun gebeligin 1. giinii uteruslarina ait limen
epitelinde gézlenmistir. Bu ekspresyonun gebeligin 4. giinii uteruslar1 ve gebeligin 5. ve

6. gunleri implantasyon bolgelerinde azaldig1 gozlenmistir (Sekil 4.22, 4.23).
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Sekil 4.22. Ostrus faz1 uterus, gebeligin 1 ve 4. giinii uteruslari, gebeligin 5. ve 6. giinii implantasyon
bolgeleri ile gebeligin 5. giinii inter implantasyon bolgelerine ait limen epitelindeki IL-1p ekspresyonu.
Skala bar: 50 pum (O: Ostrus, G1: Gebeligin 1. giinii, G4: Gebeligin 4. giinii, G5: Gebeligin 5. giinii, G5-1:
Gebeligin 5. giinil inter implantasyon bolgesi, G6: Gebeligin 6. glinil, be: bez epiteli e: embriyo, le: liimen
epiteli, pdb: primer desidual bolge, sdb: sekonder desidual bolge, st: stroma).

Image J ile limen epitelinde yapilan IL-1B ekspresyon analizine gore; Ostrus fazi
uteruslart ve gebeligin 1. giinii uteruslarina ait limen epitelindeki IL-1B ekspresyonlari
kiyaslandiginda anlamli bir fark yoktur (p>0.05). Ostrus fazi uteruslara ait liimen
epitelindeki IL-1B ekspresyonu, 4. glnu uteruslar (p=0.0113), 5. gini implantasyon
(p=0.0210) 5. gunl inter implantasyon (p=0.0016) ve gebeligin 6. gind implantasyon
bolgelerindekine (p=0.0100) kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir.

Gebeligin 1. giinlerinde llimen epitelindeki IL-1B ekspresyonu tiim gruplara kiyasla en
yiksek seviyede olup, gebeligin 4. ginu uteruslar (p=0.0005), 5. guni implantasyon
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(p=0.0011) 5. gunu inter implantasyon (p<0.0001) ve 6. gund implantasyon
bolgelerindekine (p=0.0005) kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir.

Gebeligin 4. ginii uteruslari, gebeligin 5. ve 6. giinleri implantasyon bdlgeleri ile
gebeligin 5. glnii inter implantasyon bdélgelerine ait limen epitelindeki IL-1p

ekspresyonlari kiyaslandiginda anlaml fark yoktur (p>0.05) (Sekil 4.23).

Limen epitelinde Image J ve H-SCORE analizleri ile belirlenen IL-1B ekspresyonlari
her iki yontemde birbirine benzer bulunmustur. Ancak Image J ile kiyaslandiginda H-

SCORE sonuglarinda istatistiksel analizlerde farkliliklar gozlenmistir:

Ostrus fazi uteruslarina ait Iimen epitelindeki I1L-1B ekspresyonu gebeligin 1. giinii
uteruslarna kiyasla anlamli bir sekilde disiiktiir (p<0.0001).

Ostrus fazlarinda Itimen epitelindeki IL-1B ekspresyonu, gebeligin 4. giinii uteruslar
(p=0.0003), 5. guni implantasyon (p=0.0061) 5. gund inter implantasyon (p<0.0001) ve
6. gund implantasyon bolgelerindekine (p=0.0007) kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir.

Gebeligin 1. giinii uteruslarna ait limen epitelindeki IL-1p ekspresyonu, gebeligin 4.
gund uteruslari, 5. giind implantasyon ve inter implantasyon ile 6. guni implantasyon
bolgelerindekine kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir (p<0.0001) (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. Deney gruplarina ait uteruslar/implantasyon bélgelerinin limen epitelindeki IL-1p
ekspresyonu diizeylerinin Image J ve H-SCORE analizleri. Istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak kabul
edilmistir (a: Ostrus fazi uteruslarina kiyasla anlamli, b: Gebeligin 1. giinii uteruslarna kiyasla anlamlr).

Endometriyum Bez Epitelinde IL-1f immiinohistokimyas1 Bulgular

Ostrus faz uteruslar: ve peri-implantif dénem gruplarma ait uteruslar/implantasyon
bolgelerine ait bez epitelinde IL-1B proteini sitoplazmik lokalizasyon gostermekle
beraber ekspresyon yogunlunun ¢ok diisiik oldugu goézlenmistir (Sekil 4.24). IL-1B
ekspresyonu gruplar arasinda kiyaslandiginda en yogun gebeligin 1. giinii uteruslara ait

bez epitelinde gézlenmistir (Sekil 4.24, 4.25).
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Sekil 4.24. Ostrus faz1 uterus, gebeligin 1 ve 4. giinii uteruslari, gebeligin 5. ve 6. giinii implantasyon
bolgeleri ile gebeligin 5. glinii inter implantasyon bolgelerine ait bez epitelindeki IL-1B ekspresyonu.
Skala bar: 50 pum (O: Ostrus, G1: Gebeligin 1. giinii, G4: Gebeligin 4. giinii, G5: Gebeligin 5. giinii, G5-1:
Gebeligin 5. giinil inter implantasyon bolgesi, G6: Gebeligin 6. glinil, be: bez epiteli e: embriyo, le: liimen
epiteli, pdb: primer desidual bdlge, sdb: sekonder desidual bolge, st: stroma).

Bez epitelinde Image J ve H-SCORE analizleri ile belirlenen IL-1B ekspresyonlar1 deney

gruplarinda birbirine yakin oldugu gézlenmis ancak anlamli bir farklilik bulunamamistir
(p>0.05).
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Sekil 4.25. Deney gruplarina ait uteruslar/implantasyon boélgelerinin bez epitelinde IL-1B ekspresyonu
diizeylerinin Image J ve H-SCORE analizleri. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul edilmistir (a:
Ostrus faz1 uteruslarina kiyasla anlamli, c: Gebeligin 4. giinii uteruslarina kiyasla anlaml1).

Endometriyum Stromasinda IL-1f immiinohistokimyas: Bulgular:

Ostrus faz ve peri-implantif dénem gruplarinin uteruslar/implantasyon bolgelerine ait
stromada IL-1B proteini sitoplazmik ve hiicreler arasi (salgisal) lokalizasyon
sergilemistir (Sekil 4.26). Gruplar arasinda IL-1f ekspresyonu kiyaslandiginda en yogun
gebeligin 5. giinii implantasyon bolgelerine ait stromada gézlenmistir. Gebeligin 5. giini
inter implantasyon bdlgelerine ait stromadaki IL-1p ekspresyon yogunlugunun diger
gruplara gore az oldugu gozlenmistir. IL-1p ekspresyonu gebeligin 6. giini
implantasyon bdlgelerine ait primer desidual bélgede gdzlenmezken, sekonder desidual
bolgeyi olusturacak olan stroma hiicrelerinde gozlenmistir. Ayrica gebeligin 8. giini
implantasyon bolgelerinde gebeligin 6. giinii implantasyon bolgelerine benzer sekilde

sekonder desidual bolgede IL-1 ekspresyonu gozlenmistir (Sekil 4.26, 4.28).

Gebeligin 5. gilinli implantasyon bdlgelerinde blastosistin tutundugu liimen epitelinin
hemen altindaki subepitelyal stroma hucrelerinde IL-18 ekspresyonu gozlenmemistir.
Benzer sekilde gebeligin 6. giinii implantasyon bolgelerinde blastosisti cevreleyen
stroma hicrelerinde IL-1B ekspresyonu gozlenmemistir. Ancak gebeligin 8. giinii

implantasyon bolgelerinde trofoblast hucrelerinde IL-1B ekspresyonu gozlenmis,
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blastosisti ¢evreleyen stroma hucrelerinde de az yogunlukta IL-1B ekspresyonuna
rastlanmistir (Sekil 4.27).

10X
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Sekil 4.26. Ostrus faz1 uterus, gebeligin 1. ve 4. giinii uteruslari, gebeligin 5., 6. ve 8. giinii implantasyon
bélgeleri ile gebeligin 5. giinii inter implantasyon bolgelerine ait stromadaki IL-1p ekspresyonu. Skala bar:
50 um (O: Ostrus, G1: Gebeligin 1. giinii, G4: Gebeligin 4. giinii, G5: Gebeligin 5. giinii, G5-1: Gebeligin
5. gund inter implantasyon bolgesi, G6: Gebeligin 6. giinii, G8: Gebeligin 8. giinii, be: bez epiteli e:
embriyo, le: limen epiteli, pdb: primer desidual bdlge, sdb: sekonder desidual bdlge, st: stroma).
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Sekil 4.27. Gebeligin 5., 6. ve 8. giinii implantasyon bdlgelerine ait blastosisti ¢evreleyen stromadaki IL-
1B ekspresyonu. Skala bar: 50 pm (G5: Gebeligin 5. giinii, G6: Gebeligin 6. giinii, G8: Gebeligin 8. giinii,
e: embriyo, le: limen epiteli, st: stroma *: blastosisti ¢cevreleyen stroma hucreleri).

Image J ile yapilan stromadaki IL-1p ekspresyon analizine gore; Ostrus fazi uteruslardaki
IL-1B ekspresyonu gebeligin 1. giinii uteruslar (p<0.0001), 4. glint uteruslar (p=0.0056),
5. glind implantasyon (p<0.0001) ve 6. gund implantasyon bélgelerindekine (p=0.0013)
kiyasla anlamli bir sekilde diisiiktiir. Ostrus faz uteruslara ait stromadaki IL-1pB
ekspresyonlari ile gebeligin 5. giinii inter implantasyon bolgeleri ve gebeligin 8. giinii
implantasyon bolgelerine ait IL-1p ekspresyonlari kiyaslandiginda anlamli bir fark
bulunmamustir (p>0.05).

Gebeligin 1. giinii uteruslar1 ile 4. giint uteruslar, 5. ve 6. glnlerine ait implantasyon
bolgeleri kiyaslandiginda IL-13 ekspresyonlarinda anlamli fark g6zlenmemistir

(p>0.05).

Gebeligin 1. giinii uteruslarinda IL-1pB ekspresyonlari, 5. glinu inter implantasyon ve 8.

gund implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir (p<0.0001).

Gebeligin 4. gilinii uteruslarina ait stromadaki IL-1p ekspresyonu, 5. glnu inter
implantasyon (p=0.0005) ve 8. giini implantasyon bdlgelerindekine (p=0.0066) kiyasla
anlamli bir sekilde yiiksektir. Gebeligin 4. giinii uteruslarina ait stromadaki IL-1f
ekspresyonlart gebeligin 5. ve 6. giinleri implantasyon bolgelerindekiler ile

kiyaslandiginda anlaml fark gézlenmemistir (p>0.05).
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Gebeligin 5. gilinli implantasyon bdlgelerine ait stromadaki IL-1B ekspresyonu, 5. gunu
inter implantasyon ve 8. giini implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli bir sekilde
yuksektir (p<0.0001).

Gebeligin 5. ve 6. gilinleri implantasyon bolgelerine ait stromadaki IL-1p ekspresyonlari

kiyaslandiginda anlamli fark gzlenmemistir (p>0.05).

Gebeligin 6. glini implantasyon boélgelerine ait stromadaki IL-1B ekspresyonu, 5. guni
inter implantasyon bdlgeleri (p=0.0001) ve 8. ginl implantasyon bdlgelerindekine
(p=0.0016) kiyasla anlaml1 bir sekilde ytiksektir.

Gebeligin 5. giinii inter implantasyon ve gebeligin 8. glinii implantasyon bdlgelerine ait
stromadaki IL-1p ekspresyonlar1 kiyaslandiginda anlamlh fark bulunmamistir (p>0.05)
(Sekil 4.28).

Stromada Image J ve H-SCORE analizleri ile belirlenen IL-1B ekspresyonlar1 her iki
yontemde birbirine benzer bulunmustur. Ancak Image J ile kiyaslandiginda H-SCORE

sonuclarinda istatistiksel analizlerde farkliliklar gézlenmistir:

Ostrus faz1 uteruslarina ait stromadaki IL-1B ekspresyonu gebeligin 4. guinii uteruslar
(p<0.0001) ve 6. ginu implantasyon bolgelerindekine (p=0.0047) kiyasla anlamli bir
sekilde diisiiktiir.

Gebeligin 1. giinii uteruslarina ait stromadaki IL-1f ekspresyonlart 5. gunl inter

implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir (p<0.0001).

Gebeligin 4. ginli uteruslarmma ait stromadaki IL-1B ekspresyonu, 5. glnl inter
implantasyon ile 8. gunu implantasyon bélgelerindekine kiyasla anlamli bir sekilde
yuksektir (p<0.0001).

Gebeligin 4. giinii uteruslarina ait stromadaki IL-1B ekspresyonu, 6. glnlerindekine

kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir (p=0.0047).

Gebeligin 5. giinii implantasyon bolgelerindekie ait stromadaki IL-1p ekspresyonu, 6.
gunlerindekine kiyasla anlamli bir sekilde ytiksektir (p<0.0001).
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Gebeligin 6. giinii implantasyon bélgelerine ait stromadaki IL-1p ekspresyonu gebeligin
8. gund implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir (p<0.0001)
(Sekil 4.28).
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Sekil 4.28. Deney gruplarina ait uteruslar/implantasyon bélgelerinin stromasinda IL-1f ekspresyonu
duizeylerinin Image J ve H-SCORE analizleri. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul edilmistir (a:
Ostrus faz1 uteruslarina kiyasla anlamli, b: Gebeligin 1. giinii uteruslarina kiyasla anlamli, c: Gebeligin 4.
ginu uteruslarina kiyasla anlamli, d: Gebeligin 5. glinii implantasyon bolgelerine kiyasla anlamli, e:
Gebeligin 5. giinii inter implantasyon bolgelerine kiyasla anlamli, f: Gebeligin 6. giinii implantasyon
bélgelerine kiyasla anlaml).

4.1.5. 1L-18 iImmiinohistokimyasi Bulgulari

Endometriyum Liimen Epitelinde I1L-18 immiinohistokimyasi Bulgular

Ostrus fazi uteruslar: ve peri-implantif dénem gruplarina ait uteruslar/implantasyon
bolgelerine ait limen epitelinde IL-18 proteini sitoplazmik lokalizasyon sergilemistir
(Sekil 4.29). IL-18 ekspresyonu ostrus fazi, gebeligin 1. ve 4. giinii uteruslarindaki
liimen epitelinde yogun bir sekilde gdzlenmistir. IL-18 ekspresyonu gruplar arasinda
kiyaslandiginda en yogun gebeligin 4. glni uteruslarma ait limen epitelinde
gozlenmistir. Gebeligin 5. glinlii implantasyon bdlgelerine ait limen epitelinde IL-18
ekspresyon yogunlugunun azaldigi gozlenmistir. Peri-implantif doéneme ait gruplar
kiyaslandiginda en diisiik 1L-18 ekspresyonunun gebeligin 6. giinii implantasyon

bolgelerindeki liimen epitelinde oldugu gozlenmistir (Sekil 4.29, 4.30).
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Sekil 4.29. Ostrus faz1 uterus, gebeligin 1 ve 4. giinii uteruslari, gebeligin 5. ve 6. giinii implantasyon
bolgeleri ile gebeligin 5. giinii inter implantasyon bolgelerine ait liimen epitelindeki IL-18 ekspresyonu.
Skala bar: 50 pum (O: Ostrus, G1: Gebeligin 1. giinii, G4: Gebeligin 4. giinii, G5: Gebeligin 5. giinii, G5-1:
Gebeligin 5. giinii inter implantasyon bolgesi, G6: Gebeligin 6. giinii, be: bez epiteli e: embriyo, le: liimen
epiteli, pdb: primer desidual bolge, sdb: sekonder desidual bolge, st: stroma).

Image J ile lumen epitelinde yapilan IL-18 ekspresyon analizine gore; Ostrus fazi
uteruslarma ait IL-18 ekspresyonu gebeligin 1. giinii uteruslar1 (p=0.0114) ve gebeligin
4. glini uteruslarindakine (p<0.0001) kiyasla anlamli bir sekilde diistiktiir.

Ostrus fazlarmda IGmen epitelindeki IL-18 ekspresyonu, 6. gini implantasyon
bolgelerindekine kiyasla anlamli sekilde yiiksektir (p<0.0001). Ostrus fazlarda Iiimen
epitelindeki [L-18 ekspresyonu gebeligin 5. giinii implantasyon bdlgelerindekiyle
kiyaslandiginda anlamli fark gézlenmemistir (p>0.05).
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Gebeligin 1. ve 4. gini uteruslarm limen epitelindeki IL-18 ekspresyonlari

kiyaslandiginda anlamli bir fark gozlenmemistir (p>0.05).

Gebeligin 1. giinii uteruslarna ait lumen epitelindeki IL-18 ekspresyonu, 5. guni
implantasyon (p=0.0049), 5. gunu inter implantasyon ve 6. guni implantasyon

bolgelerindekine kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir (p<0.0001).

Gebeligin 4. giinii uteruslarina ait limen epitelindeki IL-18 ekspresyonu tim gruplara
kiyasla en yiiksek seviyede olup, gebeligin 5. ginii implantasyon/inter implantasyon ve
6. gund implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir (p<0.0001).

Gebeligin 5. giinii implantasyon bdlgeleri ile gebeligin 5. giinii inter implantasyon
bolgelerine ait limen epitelindeki IL-18 ekspresyonlari kiyaslandiginda anlamli fark
gozlenmemistir (p>0.05). Gebeligin 5. ginii implantasyon bolgelerindeki 1L-18
ekspresyonu, 6. giinii implantasyon bolgelerine kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir
(p<0.0001).

Gebeligin 5. giinii inter implantasyon bdlgelerine ait limen epitelindeki I1L-18

ekspresyonu, 6. guni implantasyon bolgelerine kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir
(p=0.0016) (Sekil 4.30).

Limen epitelinde Image J ve H-SCORE analizleri ile belirlenen IL-18 ekspresyonlari
her iki yontemde birbirine benzer bulunmustur. Ancak Image J ile kiyaslandiginda H-

SCORE sonuglarinda istatistiksel analizlerde farkliliklar gozlenmistir:

Ostrus faz1 uteruslarma ait Iimen epitelindeki IL-18 ekspresyonu gebeligin 1. giinii
uteruslarindakine kiyasla anlamli bir sekilde diisiiktiir (p=0.0204). Ostrus fazlarinda
limen epitelindeki IL-18 ekspresyonu gebeligin 5. gunu inter implantasyon
bolgelerindekine kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir (p<0.0001).

Gebeligin 1. giinii uteruslarina ait limen epitelindeki 1L-18 ekspresyonu gebeligin 5.

gund implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir (p=0.0005).

104



Gebeligin 5. giinii implantasyon bolgelerine ait limen epitelindeki 1L-18 ekspresyonu
gebeligin 5. giinii inter implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli bir sekilde
yuksektir (p<0.0001).

Gebeligin 5. giinii inter implantasyon bdélgelerindeki 1L-18 ekspresyonu gebeligin 6.
gund implantasyon boélgelerindekine kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir (p<0.0001)
(Sekil 4.30).
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Sekil 4.30. Deney gruplarina ait uteruslar/implantasyon bolgelerinin liimen epitelinde IL-18 ekspresyonu
duzeylerinin Image J ve H-SCORE analizleri. Istatistiksel anlamlilik p<0,05 olarak kabul edilmistir (a:
Ostrus faz1 uteruslarina kiyasla anlamli, b: Gebeligin 1. giinii uteruslarina kiyasla anlamli, c: Gebeligin 4.
gunl uteruslarina kiyasla anlamli, d: Gebeligin 5. giinii implantasyon bdélgelerine kiyasla anlamli, e:
Gebeligin 5. giinii inter implantasyon bélgelerine kiyasla anlamli).

Endometriyum Bez Epitelinde IL-18 immiinohistokimyasi Bulgular

Ostrus fazi uteruslar ve peri-implantif dénem gruplarma ait uteruslar/implantasyon
bolgelerine ait bez epitelinde IL-18 proteini sitoplazmik lokalizasyon sergilemistir (Sekil
4.31). IL-18 ekspresyonu gruplar arasinda kiyaslandiginda en yogun Ostrus fazi
uteruslarina ait bez epitelinde gozlenmistir. Gebeligin 4. giinii uteruslarina ait bez
epitelindeki IL-18 ekspresyonunun gebeligin 1. giinii uteruslara ve gebeligin 5. giinii
implantasyon bolgelerine kiyasla daha az oldugu gozlenmistir. Gebeligin 5. giinii inter
implantasyon bdélgelerine ait bez epitelindeki IL-18 ekspresyon yogunlugunun gebeligin

5. giinli implantasyon bolgelerindekine kiyasla azaldigi gézlenmistir (Sekil 4.31, 4.32).
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Sekil 4.31. Ostrus faz1 uterus, gebeligin 1 ve 4. giinii uteruslari, gebeligin 5. ve 6. giinii implantasyon
bolgeleri ile gebeligin 5. glinil inter implantasyon bdlgelerine ait bez epitelindeki IL-18 ekspresyonu.
Skala bar: 50 pum (O: Ostrus, G1: Gebeligin 1. giinii, G4: Gebeligin 4. giinii, G5: Gebeligin 5. giinii, G5-1:
Gebeligin 5. giinil inter implantasyon bolgesi, G6: Gebeligin 6. glinil, be: bez epiteli e: embriyo, le: liimen
epiteli, pdb: primer desidual bolge, sdb: sekonder desidual bolge, st: stroma).

Image J ile bez epitelinde yapilan Gasdermin D ekspresyon analizine gore; ostrus fazi
uteruslarin bez epitelindeki IL-18 ekspresyonu gebeligin 1. giinii uteruslar1 (p=0.0019),
gebeligin 4. giinti uteruslar (p<0.0001), 5. gunu implantasyon (p=0.0115), 5. ginu inter
implantasyon ve 6. guind implantasyon bdlgelerindekine (p<0.0001) kiyasla anlamli bir

sekilde yiiksektir.

Gebeligin 1. giinii uteruslar ile 4. giinli uterus ve gebeligin 5. giinii implantasyon
bolgelerine ait bez epitelindeki IL-18 ekspresyonlar1 kiyaslandiginda anlamli bir fark
bulunmamustir (p>0.05).
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Gebeligin 1. giinii uteruslara ait bez epitelindeki IL-18 ekspresyonlari, gebeligin 5.
gund inter implantasyon ve 6. gunu implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli bir
sekilde yuksektir (p<0.0001).

Gebeligin 4. giinii uteruslar1 ve 5. giini implantasyon bélgelerine ait bez epitelindeki IL-

18 ekspresyonlari kiyaslandiginda anlamli fark gozlenmemistir (p>0.05).

Gebeligin 4. giinii uteruslarina ait bez epitelindeki IL-18 ekspresyonlari, 5. giinii inter
implantasyon ve 6. giini implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli bir sekilde
yuksektir (p<0.0001).

Gebeligin 5. glinu implantasyon bolgelerinin bez epitelindeki IL-18 ekspresyonlari, 5.
gund inter implantasyon ve 6. gunu implantasyon bdlgelerindekine kiyasla anlamli
sekilde ytiksektir (p<0.0001).

Gebeligin 5. giinii inter implantasyon boélgeleri ile 6. giini implantasyon bolgelerine ait
bez epitelindeki IL-18 ekspresyonlar1 kiyaslandiginda anlamli fark bulunmamigtir
(p>0.05) (Sekil 4.32).

Bez epitelinde Image J ve H-SCORE analizleri ile belirlenen IL-18 ekspresyonlari her
iki yontemde birbirine benzer bulunmustur. Ancak Image J ile kiyaslandiginda H-

SCORE sonuglarinda istatistiksel analizlerde farkliliklar gbzlenmistir:

Ostrus fazi uteruslarina ait bez epitelindeki IL-18 ekspresyonu, gebeligin 1. giinii
uteruslart (p=0.0027) ve 5. guni implantasyon bdlgelerindekine (p<0.0001) kiyasla
anlamli bir sekilde ytiksektir.

Gebeligin 1. giinii uteruslarina ait bez epitelindeki 1L-18 ekspresyonu gebeligin 4. giinii
uteruslarindakine kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir (p<0.0001).

Gebeligin 5. giinii inter implantasyon bolgelerinde bez epitelindeki I1L-18 ekspresyonlari
gebeligin 6. glnd implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli sekilde yiiksektir
(p=0.0067) (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32. Deney gruplarina ait uteruslar/implantasyon boélgelerinin bez epitelinde 1L-18 ekspresyonu
diizeylerinin Image J ve H-SCORE analizleri. Istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak kabul edilmistir (a:
Ostrus faz1 uteruslarina kiyasla anlamli, b: Gebeligin 1. giinii uteruslarina kiyasla anlamli, c: Gebeligin 4.
gunl uteruslarina kiyasla anlamli, d: Gebeligin 5. giinl implantasyon boélgelerine kiyasla anlamli, e:
Gebeligin 5. giinii inter implantasyon bélgelerine kiyasla anlamli).

Endometriyum Stromasinda IL-18 immiinohistokimyas1 Bulgulari

Ostrus fazi uteruslar ve peri-implantif dénem gruplarma ait uteruslar/implantasyon
bolgelerine ait stromada IL-18 proteini sitoplazmik lokalizasyon sergilemistir (Sekil
4.33). IL-18 ekspresyonu gruplar arasinda kiyaslandiginda en yogun gebeligin 1. giini
uteruslarin stromasinda gozlenmistir. Gebeligin 5. giinii inter implantasyon bdlgelerine
ait stromadaki IL-18 ekspresyon yogunlugunun diger gruplara gore az oldugu
gozlenmistir. Gebeligin 6. glinii implantasyon bolgelerinde primer desidual bolgede IL-
18 ekspresyonun az oldugu, sekonder desidual bolgeyi olusturacak stroma hiicrelerinde
ise yogun oldugu gozlenmistir. Ayrica gebeligin 8. giinii implantasyon bdlgelerinde
sekonder desidual bdlgede gebeligin 6. giinii implantasyon boélgelerine benzer sekilde

IL-1P ekspresyonu yogun olarak gozlenmistir (Sekil 4.33, 4.35).

Gebeligin 5. gilinli implantasyon bdlgelerinde blastosistin tutundugu liimen epitelinin
hemen altindaki subepitelyal stroma hiicrelerinde IL-18 ekspresyonu goézlenmistir.
Subepitelyal stroma hiicrelerindeki bu ekspresyonun gebeligin 6. ve 8. giini

implantasyon bdlgelerinde devam ettigi ancak kademeli bir sekilde azaldig:
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gbzlenmistir. Blastosisti ¢evreleyen stroma hiicrelerindeki IL-18’in sitoplazmik lokalize

oldugu gozlenmistir (Sekil 4.34).
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Sekil 4.33. Ostrus fazi uterus, gebeligin 1 ve 4. giinii uteruslari, gebeligin 5., 6. ve 8. giinii implantasyon
bolgeleri ile gebeligin 5. giinil inter implantasyon bdlgelerine ait stromadaki IL-18 ekspresyonu. Skala bar:
50 pm (O: Ostrus, G1: Gebeligin 1. giinii, G4: Gebeligin 4. giinii, G5: Gebeligin 5. giinii, G5-I: Gebeligin
5. glind inter implantasyon bolgesi, G6: Gebeligin 6. giinii, G8: Gebeligin 8. giinii, be: bez epiteli e:
embriyo, le: limen epiteli, pdb: primer desidual bdlge, sdb: sekonder desidual bdlge, st: stroma).
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Sekil 4.34. Gebeligin 5., 6. ve 8. giinli implantasyon bdlgelerine ait blastosisti ¢evreleyen stromadaki IL-
18 ekspresyonu. Skala bar: 50 pum (G5: Gebeligin 5. giinii, G6: Gebeligin 6. giinii, G8: Gebeligin 8. giinii,
e: embriyo, le: limen epiteli, st: stroma *: blastosisti ¢cevreleyen stroma hiicreleri).

Image J ile stromada yapilan IL-18 ekspresyon analizine gore; Ostrus fazi uteruslar ve
gebeligin 1. gunl uteruslarma ait stromadaki IL-18 ekspresyonlari kiyaslandiginda
anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05). Ostrus fazi uteruslarma ait stromadaki IL-18
ekspresyonu gebeligin 4. giinii uteruslar (p=0.0003), 5. giinii implantasyon (p=0.0005),
5. gund inter implantasyon (p<0.0001), 6. (p=0.0002) ve 8. (p=0.0004) glnlerindeki
implantasyon bolgerindekine kiyasla anlaml bir sekilde yiiksektir.

Gebeligin 1. glnl uteruslarma ait stromadaki IL-18 ekspresyonu, gebeligin 4. giinii
uteruslar, 5. gini implantasyon/inter implantasyon ile 6. ve 8. gunleri implantasyon

bolgelerindekine kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir (p<0.0001).

Gebeligin 4. giinii uteruslarin stromasi ile gebeligin 5., 6. ve 8. gun implantasyon
bolgelerine ait stromalardaki IL-18 ekspresyonlari kiyaslandiginda anlamli bir fark

gozlenmemistir (p>0.05).

Gebeligin 4. giinii uteruslarina ait stromadaki IL-18 ekspresyonu gebeligin 5. giinii inter

implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir (p=0.0040).

Gebeligin 5. glni implantasyon bolgeleri stromasindaki IL-18 ekspresyonu gebeligin 5.
gund inter implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir
(p=0.0021). Gebeligin 5. giinii ile 6. ve 8. giinleri implantasyon bdolgelerine ait
stromalardaki 1L-18 ekspresyonlart kiyaslandiginda anlamli fark goézlenmemistir
(p>0.05).
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Gebeligin 5. giinii inter implantasyon boélgelerine ait stromadaki IL-18 ekspresyonu 6.
(p=0.0055) ve 8. (p=0.0028) ginleri implantasyon bdlgelerindekine kiyasla anlamli
sekilde diisiiktiir.

Gebeligin 6. ve 8. glinleri implantasyon bolgelerine ait stromadaki IL-18 ekspresyonlari

kiyaslandiginda anlamli fark bulunmamistir (p>0.05) (Sekil 4.35).

Stromada Image J ve H-SCORE analizleri ile belirlenen IL-18 ekspresyonlar1 her iki
yontemde birbirine benzer bulunmustur. Ancak Image J ile kiyaslandiginda H-SCORE

sonuclarinda istatistiksel analizlerde farkliliklar gézlenmistir:

Ostrus fazi uteruslarma ait stromadaki IL-18 ekspresyonlarnin gebeligin 1. giinii

uteruslart hari¢ diger gruplara kiyasla anlamli sekilde yliksek oldugu goézlenmistir

(p<0.0001).

Gebeligin 4. giini uteruslarina ait stromadaki IL-18 ekspresyonlari gebeligin 5. giinii

inter implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli sekilde yiiksektir (p<0.0001).

Gebeligin 5. giinii implantasyon bolgelerine ait stromadaki IL-18 ekspresyonlar
gebeligin 5. giinii inter implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli sekilde yiiksektir
(p<0.0001).

Gebeligin 5. giinii inter implantasyon boélgelerinin stromasindaki IL-18 ekspresyonu
gebeligin 6. ve 8. giinleri implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli sekilde
diistiktiir (p<0.0001) (Sekil 4.35).
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Sekil 4.35. Deney gruplarma ait uteruslar/implantasyon bdolgelerinin stromasinda IL-18 ekspresyonu
diizeylerinin Image J ve H-SCORE analizleri. Istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak kabul edilmistir (a:
Ostrus faz1 uteruslarina kiyasla anlamli, b: Gebeligin 1. giinii uteruslarina kiyasla anlamli, c: Gebeligin 4.
gunl uteruslarina kiyasla anlamli, d: Gebeligin 5. giinii implantasyon bolgelerine kiyasla anlamli, e:
Gebeligin 5. giinii inter implantasyon bélgelerine kiyasla anlamli).

4.2. Western Blot Bulgular:

Ostrus faz ve peri-implantif dsnem gruplarna ait uteruslar/implantasyon bélgelerinde
NLRP3, Kaspaz-1, Gasdermin D, IL-1p, IL-18 ve Beta aktin proteinlerinin miktarlar
Western blot yontemi belirlenmistir. Western blot yontemi sonrasi goriintiilenen bantlar
Image J programi ile analiz edilmis ve matematiksel veriler elde edilmistir. NLRP3,
Kaspaz-1, Gasdermin D, IL-1 ve IL-18 proteinlerinin verileri Beta aktin verilerine

oranlanmigtir. Bu veriler degerlendirilmis ve gruplar arasi karsilagtirma yapilmstir.

4.2.1. NLRP3 Western Blot Analizi
Deney gruplarma ait uteruslar/implantasyon bolgelerinde NLRP3 ekspresyonlarini
belirlemek igin yapilan Western blot yontemi sonrasi elde edilen bantlar ve istatistiksel

analizi Sekil 4.36°da gosterilmistir.

Ostrus faz uteruslar ve gebeligin 1. giinii uteruslarina ait NLRP3 ekspresyonlari

kiyaslandiginda anlamli fark gozlenmemistir (p>0.05).
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Ostrus fazina ait NLRP3 ekspresyonu, gebeligin 4. giinii uteruslari, gebeligin 5., 6. ve 8.
gunleri implantasyon ile 5. giin inter implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli bir
sekilde diisiiktiir (p<0.0001).

Gebeligin 1. gunu uteruslarindaki NLRP3 ekspresyonu, 4. ginu uteruslari, 5., 6. ve 8.
gunleri implantasyon ile 5. giind inter implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli bir
sekilde diisiiktur (p<0.0001).

Gebeligin 4. giinii uteruslarindaki NLRP3 ekspresyonu, 5. glni implantasyon
(p=0.0017) ve 6. gunu implantasyon bolgelerindekine (p<0.0001) kiyasla anlamli bir
sekilde diistiktiir. Gebeligin 4. gilinli uteruslarina ait NLRP3 ekspresyonu, gebeligin 8.
giint implantasyon bélgelerindekine kiyasla anlamli bir sekilde ylksektir (p<0.0001).

Gebeligin 4. giinii uteruslar1 ve 5. gunu inter implantasyon bdlgelerine ait NLRP3
ekspresyonlar1 kiyaslandiginda, gebeligin 4. giinii uteruslarindaki NLRP3 ekspresyon

seviyesinin fazla oldugu gézlenmistir ancak anlamli farklilik bulunmamstir (p>0.05).

Gebeligin 5. giinii implantasyon bolgelerindeki NLRP3 ekspresyonu, 5. ginl inter
implantasyon bolgeleri ve gebeligin 8. giinii implantasyon bolgelerindekine kiyasla
anlaml sekilde yiiksek, gebeligin 6. giinii implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlaml
bir sekilde diigiiktiir (p<0.0001).

Gebeligin 5. giinii inter implantasyon bolgelerindeki NLRP3 ekspresyonu, 6. gini
implantasyon bdlgelerindekine kiyasla anlamli bir sekilde dusiiktir (p<0.0001).
Gebeligin 5. giini inter implantasyon bolgeleri ile gebeligin 8. giinlii implantasyon
bolgeleri kiyaslandiginda NLRP3 ekspresyonlarinda anlamli bir fark gézlenmemistir

(p>0.05).

Gebeligin 6. ginl implantasyon bolgelerine ait NLRP3 ekspresyonu 8. gunu
implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli bir sekilde yiksektir (p<0.0001).
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Sekil 4.36. Ostrus fazi uteruslar ile peri-implantif dénem gruplarina ait uteruslar/implantasyon
bolgelerinde Western Blot yontemi sonrasi elde edilen NLRP3 ve B-Aktin bantlar ile istatistiksel analizi.
[statistiksel anlamlilik p<0.05 olarak kabul edilmistir (O: Ostrus, G1: Gebeligin 1. giinii, G4: Gebeligin 4.
giinii, G5: Gebeligin 5. giinii, G5-1: Gebeligin 5. giinii inter implantasyon bélgesi, G6: Gebeligin 6. giinii,
G8: Gebeligin 8. giinii, a: Ostrus fazi uteruslarina kiyasla anlamli, b: Gebeligin 1. giinii uteruslarina
kiyasla anlamli, c: Gebeligin 4. giinii uteruslarina kiyasla anlamli, d: Gebeligin 5. giinii implantasyon
bolgelerine kiyasla anlamli, e: Gebeligin 5. giinii inter implantasyon bolgelerine kiyasla anlamli, f:
Gebeligin 6. giinii implantasyon bolgelerine kiyasla anlamli).

1 1
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4.2.2. Kaspaz-1 Western Blot Analizi
Deney gruplarina ait uteruslar/implantasyon bdlgelerinde Kaspaz-1 ekspresyonlarini
belirlemek igin yapilan Western blot yontemi sonrasi elde edilen bantlar ve istatistiksel

analizi Sekil 4.37°de gosterilmistir.

Ostrus faz1 uteruslarina ait Kaspaz-1 ekspresyonu, gebeligin 1. giinii uteruslar:
(p=0.0033), gebeligin 4. gini uteruslar1 (p=0.0019) ve 5. gind implantasyon
bolgelerindekine (p<0.0001) kryasla anlamli sekilde diisiiktiir. Ostrus faz uteruslarma ait
Kaspaz-1 ekspresyonu, 5. gunu inter implantasyon bolgeleri, 6. ve 8. giinii implantasyon

bolgelerindeki ile kiyaslandiginda anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0.05).

Gebeligin 1. giinii uteruslarina ait Kaspaz-1 ekspresyonu, 4. guni uteruslari ve 5. guni

implantasyon bolgelerindeki ile kiyaslandiginda anlamli bir fark gozlenmemistir
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(p>0.05). Gebeligin 1. giinii uteruslarina ait Kaspaz-1 ekspresyonu, gebeligin 5. giinii
inter implantasyon (p=0.0008), 6. guni implantasyon (p=0.0094) ve 8. guni
implantasyon bélgelerindekine (p<0.0001) kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir.

Gebeligin 4. giinii uteruslari ile gebeligin 5. giinii implantasyon bélgelerine ait Kaspaz-1
ekspresyonlar1 kiyaslandiginda, gebeligin 4. giinii uteruslarindaki Kaspaz-1 ekspresyon
seviyesinin az oldugu goézlenmistir fakat anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05).
Gebeligin 4. giinii uteruslarina ait Kaspaz-1 ekspresyonu, gebeligin 5. gilinii inter
implantasyon (p=0.0004), 6. ginl implantasyon (p=0.0055) ve 8. giinli implantasyon
bolgelerindekine (p<0.0001) kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir.

Gebeligin 5. giinii implantasyon bolgelerine ait Kaspaz-1 ekspresyonu. 5. giinl inter
implantasyon, 6. ve 8. giinleri implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli bir sekilde
yuksektir (p<0.0001).

Gebeligin 5. giinii inter implantasyon bolgelerindeki Kaspaz-1 ekspresyonlari, 6. ve 8.
gunleri implantasyon bolgelerindekiler ile kiyaslandiginda anlamli  bir fark

gozlenmemistir (p>0.05).
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Sekil 4.37. Ostrus fazi uteruslar1 ile peri-implantif dénem gruplarma ait uteruslar/implantasyon
bolgelerinde Western Blot yontemi sonrasi elde edilen Kaspaz-1 ve B-Aktin bantlar1 ile istatistiksel
analizi. Istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak kabul edilmistir (O: Ostrus, G1: Gebeligin 1. giinii, G4:
Gebeligin 4. giinii, G5: Gebeligin 5. giinii, G5-1: Gebeligin 5. giinii inter implantasyon bélgesi, G6:
Gebeligin 6. giinii, G8: Gebeligin 8. giinii, a: Ostrus faz1 uteruslarina kiyasla anlamli, b: Gebeligin 1. giinii
uteruslarma kiyasla anlamli, c: Gebeligin 4. giinli uteruslarma kiyasla anlamli, d: Gebeligin 5. giinii
implantasyon bolgelerine kiyasla anlamli).

4.2.3. Gasdermin D Western Blot Analizi
Deney gruplarina ait uteruslar/implantasyon bolgelerinde Gasdermin D ekspresyonlarini
belirlemek igin yapilan Western blot yontemi sonrasi elde edilen bantlar ve istatistiksel

analizi Sekil 4.38’de gosterilmistir.

Western blot yontemi sonrast Gasdermin D’nin inflamatuvar kaspazlar tarafindan
kesilmesiyle ortaya c¢ikan Gasdermin D’nin N terminal fragmani (GSDMD-N)

goriintlilenmistir.

[statistiksel analize gore, dstrus fazi uteruslarina ait GSDMD-N ekspresyonu gebeligin
1. glnu uteruslar ve gebeligin 8. glinii implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli
sekilde diisiiktiir (p<0.0001).
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Ostrus fazi uteruslarda GSDMD-N ekspresyonu gebeligin 4. giinii uteruslari, 5. giini
inter implantasyon ve 6. giini implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli bir sekilde
yuksektir (p<0.0001).

Ostrus fazi uteruslar1 ve gebeligin 5. giinii implantasyon bélgeleri kiyaslandiginda,

GSDMD-N ekspresyonlarinda anlamli fark bulunmamustir (p>0.05).

Gebeligin 1. giinii uteruslarda GSDMD-N ekspresyonu tiim gruplara kiyasla anlamli bir
sekilde yiiksektir (p<0.0001).

Gebeligin 4. gilinii uteruslarnda GSDMD-N ekspresyonu, gebeligin 5. giinii
implantasyon (p=0.0193) ve 8. gunu implantasyon bolgelerindekine (p<0.0001) kiyasla
anlamli bir sekilde diisiiktiir. Gebeligin 4. giinii uteruslarda GSDMD-N ekspresyonu
gebeligin 5. giinii inter implantasyon bolgeleri ve gebeligin 6. giinii implantasyon
bolgelerindekine kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir (p<0.0001).

Gebeligin 5. giinii implantasyon bolgelerindeki GSDMD-N ekspresyonu, 5. giint inter
implantasyon ve 6. giinii implantasyon bdolgelerine kiyasla anlamli bir sekilde yiiksek,
gebeligin 8. giinii implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli bir sekilde disiiktiir
(p<0.0001).

Gebeligin 5. gilinii inter implantasyon ve 6. guni implantasyon bolgelerindeki GSDMD-

N ekspresyonlari kiyaslandiginda anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0.05).

Gebeligin 8. glinu implantasyon bolgelerindeki GSDMD-N ekspresyonu gebeligin 5.
gund implantasyon bolgeleri ve 6. giini implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlaml
bir sekilde yiiksektir (p<0.0001).
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Sekil 4.38. Ostrus fazi uteruslar1 ile peri-implantif dénem gruplarma ait uteruslar/implantasyon
bolgelerinde Western Blot yontemi sonrasi elde edilen Gasdermin D-N (GSDMD-N) ve B-Aktin bantlar
ile istatistiksel analizi. Istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak kabul edilmistir (O: Ostrus, G1: Gebeligin 1.
giinii, G4: Gebeligin 4. giinii, G5: Gebeligin 5. giinii, G5-1: Gebeligin 5. giinii inter implantasyon bolgesi,
G6: Gebeligin 6. giinii, G8: Gebeligin 8. giinii, a: Ostrus faz1 uteruslarina kiyasla anlamli, b: Gebeligin 1.
gunu uteruslarina kiyasla anlamli, ¢: Gebeligin 4. giinii uteruslarina kiyasla anlamli, d: Gebeligin 5. giinii
implantasyon bélgelerine kiyasla anlamli, e: Gebeligin 5. giinii inter implantasyon bdélgelerine kiyasla
anlamli, f: Gebeligin 6. giinil implantasyon bolgelerine kiyasla anlamli).

4.2.4. 1L-1B Western Blot Analizi
Deney gruplarma ait uteruslar/implantasyon bolgelerinde I1L-1B ekspresyonlarini
belirlemek igin yapilan Western blot yontemi sonrasi elde edilen bantlar ve istatistiksel

analizi Sekil 4.39°da gosterilmistir.

Ostrus fazi uteruslara ait IL-1p ekspresyonu gebeligin 1. ve 4. guinleri uteruslarmdakine

kiyasla anlamli bir sekilde disiiktiir (p<0.0001).

Ostrus fazi uteruslari ile gebeligin 5. giinii implantasyon bolgelerindeki IL-1pB
ekspresyonlar1 kiyaslandiginda anlamli bir fark gozlenmemistir (p>0.05). Ostrus fazi
uteruslardaki IL-1B ekspresyonu gebeligin 5. giinii inter implantasyon bélgelerindekine
kiyasla anlamli bir sekilde yiiksektir (p<0.0001).
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Ostrus faz1 uteruslarma ait IL-1B ekspresyonunun gebeligin 6. ve 8. giinleri
implantasyon bdlgelerindekine goére az oldugu gbézlenmis ancak aralarinda anlamli fark

gbdzlenmemistir (p>0.05).

Gebeligin 1. giinii uteruslardaki IL-1p ekspresyonu tiim gruplara kiyasla anlamli bir

sekilde yiiksektir (p<0.0001).

Gebeligin 4. giinii uteruslarina ait IL-1p ekspresyonu, gebeligin 5. giini implantasyon ve
inter implantasyon ile 6. ve 8. gunleri implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli bir
sekilde yiiksektir (p<0.0001).

Gebeligin 5. giinii implantasyon bolgelerine ait IL-1p ekspresyonu gebeligin 5. giinii
inter implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli sekilde yiiksektir (p<0.0001).

Gebeligin 5. giinii implantasyon bolgelerindeki IL-1p ekspresyonu gebeligin 6. gun
implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli bir sekilde dusiiktir (p=0.0212).
Gebeligin 5. ginii ile 8. gund implantasyon bdlgeleri kiyaslandiginda IL-18

ekspresyonlarinda anlaml fark gézlenmemistir (p>0.05).

Gebeligin 5. giinii inter implantasyon bolgelerine ait IL-1p ekspresyonu gebeligin 6. ve
8. gunleri implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli bir sekilde disiiktiir
(p<0.0001).

Gebeligin 6. ve 8. giinlerine ait implantasyon bolgelerindeki IL-1 ekspresyonlari

kiyaslandiginda anlamli bir fark gozlenmemistir (p>0.05).
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Sekil 4.39. Ostrus fazi uteruslart ile peri-implantif dénem gruplarina ait uteruslar/implantasyon
bolgelerinde Western Blot yontemi sonrasi elde edilen IL-15 ve B-Aktin bantlar ile istatistiksel analizi.
[statistiksel anlamlilik p<0.05 olarak kabul edilmistir (O: Ostrus, G1: Gebeligin 1. giinii, G4: Gebeligin 4.
giinii, G5: Gebeligin 5. giinii, G5-1: Gebeligin 5. giinii inter implantasyon bélgesi, G6: Gebeligin 6. giinii,
G8: Gebeligin 8. giinii, a: Ostrus fazi uteruslarina kiyasla anlamli, b: Gebeligin 1. giinii uteruslarina
kiyasla anlamli, c: Gebeligin 4. giinii uteruslarina kiyasla anlamli, d: Gebeligin 5. giinii implantasyon
bolgelerine kiyasla anlamli, e: Gebeligin 5. giini inter implantasyon bolgelerine kiyasla anlamlr).

4.2.5. 1L-18 Western Blot Analizi
Deney gruplarina ait uteruslar/implantasyon bolgelerinde IL-18 ekspresyonlarini
belirlemek igin yapilan Western blot yontemi sonrasi elde edilen bantlar ve istatistiksel

analizi Sekil 4.40’ta gbsterilmistir.

Ostrus fazi uteruslara ait 1L-18 ekspresyonu gebeligin 1. giinii uteruslardakine kiyasla
anlamli bir sekilde diisiiktiir (p<0.0001).

Ostrus fazi uteruslara ait 1L-18 ekspresyonunun gebeligin 4. giinii uteruslar1 ve gebeligin
5. guni implantasyon bélgelerindekine gore diisiik oldugu gézlenmis ancak anlamli bir
fark gozlenmemistir (p>0.005). Ostrus faz: uteruslara ait 1L-18 ekspresyonu gebeligin 5.
gind inter implantasyon bolgeleri ve gebeligin 8. giinii implantasyon bolgelerindekine
kiyasla anlaml1 bir sekilde yiiksektir (p<0.0001).
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Ostrus fazi uteruslart ve gebeligin 6. giin implantasyon bolgelerindeki 1L-18

ekspresyonlar1 kiyaslandiginda anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0.005).

Gebeligin 1. giinii uteruslara ait IL-18 ekspresyonu tim gruplara kiyasla anlamli bir
sekilde yiiksektir (p<0.0001).

Gebeligin 4. gilinli uteruslar1 ile 5. ve 6. gunleri implantasyon bdlgelerine ait IL-18

ekspresyonlar1 kiyaslandiginda, anlamli bir fark bulunmamustir (p>0.05).

Gebeligin 4. giinii uteruslarina ait 1L-18 ekspresyonu, 5. glni inter implantasyon

bolgeleri ve gebeligin 8. giinii implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli bir sekilde
yuksektir (p<0.0001).

Gebeligin 5. gund implantasyon boélgelerindeki IL-18 ekspresyonu, 5. guni inter
implantasyon ve gebeligin 8. giinii implantasyon bdlgelerindekine kiyasla anlamli bir
sekilde yiiksektir (p<0.0001).

Gebeligin 6. giinii implantasyon bolgelerine ait 1L-18 ekspresyonu, n 5. gini inter
implantasyon ve 8. giini implantasyon bolgelerindekine kiyasla anlamli bir sekilde
yuksektir (p<0.0001).

Gebeligin 5. giinti inter implantasyon ve 8. glni implantasyon bdlgelerindeki 1L-18

ekspresyonlar1 kiyaslandiginda anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0.05).
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Sekil 4.40. Ostrus fazi uteruslart ile peri-implantif dénem gruplarma ait uteruslar/implantasyon
bolgelerinde Western Blot yontemi sonrasi elde edilen IL-18 ve B-Aktin bantlar ile istatistiksel analizi.
[statistiksel anlamlilik p<0.05 olarak kabul edilmistir (O: Ostrus, G1: Gebeligin 1. giinii, G4: Gebeligin 4.
giinii, G5: Gebeligin 5. giinii, G5-I: Gebeligin 5. giinii inter implantasyon bélgesi, G6: Gebeligin 6. giinii,
G8: Gebeligin 8. giinii, a: Ostrus faz1 uteruslarina kiyasla anlamli, b: Gebeligin 1. giinii uteruslarina
kiyasla anlamli, c: Gebeligin 4. giinii uteruslarina kiyasla anlamli, d: Gebeligin 5. giinii implantasyon
bolgelerine kiyasla anlamli, e: Gebeligin 5. giinii inter implantasyon bolgelerine kiyasla anlamli, f:
Gebeligin 6. giinii implantasyon bdlgelerine kiyasla anlamli).
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5. TARTISMA

Memelilerde gebeligin saglikli bir sekilde ilerlemesi i¢in fertilizasyon sonrasi
implantasyon ve desidualizasyon silreclerinin  saglikli  bicimde gergeklesmesi
gerekmektedir. Embriyo implantasyonu sirasinda blastosistin endometriyum limen
epiteline ve stromaya invaze olmasini kolaylastiran apoptoz (Pampfer, 1999a), entoz (Li
Y. ve ark., 2015) ve otofaji (Su ve ark., 2020) hticre 6lumleri meydana gelmektedir.

Gebelik sirasinda gergeklesen trofoblast invazyonu, doku ve vaskiiler yeniden
yapilanma, embriyo biiylimesi ve dogumun baslatilmasi siireglerinde inflamatuvar
yanitin dengesi Onemlidir. Embriyo ve maternal endometriyum arasindaki etkilesim
kismen parakrin sitokinler tarafindan kontrol edilmektedir (Kauma, 2000). Sitokinler,
biyolojik etkilerini spesifik hicre ylzeyi reseptorleri araciligiyla gergeklestiren ve
embriyo-maternal etkilesim surecindeki islevleri diizenleyen kiigiik glikoproteinlerdir
(Singh ve ark.,, 2011). Sitokin ekspresyon seviyelerindeki ve sinyallerindeki
dengesizlikler gebelik kayiplarina, erken dogum ve pre-eklampsi gibi gebelik

patolojilerine yol acabilmektedir.

Inflamazomlar proinflamatuvar sitokinler olan IL-18 ve IL-18'in (retiminde ve
inflamasyon iligkili programli hiicre 6limii piroptozun aktivasyonunda rol almaktadir.
Inflamazomlar PRR (Patern tanima reseptorleri) igeren multimolekiler komplekslerdir.
PRR ailesinden olan NLR (Niikleotid baglanma domeyni ve 18sin acisindan zengin
tekrar iceren reseptorleri), ASC (Kaspaz toplama domeyni iceren apoptoz ile iligkili
benek benzeri protein) ile birlikte patojenle iliskili molekiiler paternleri ve hasarla iliskili
molekiiler paternleri tanir. NLRP3 inflamazomu NLRP3, ASC ve efektér molekul olarak
bir sistein proteaz olan prokaspaz-1'den olusur. NLRP3 inflamazomu, Kaspaz-1
aktivasyonuna aracilik ederek pro IL-1p ve pro IL-18'in olgunlasmasina ve salinmasina
yol acgar. Olgun inflamatuvar sitokinlerin Uretilmesine ek olarak Gasdermin D aktif
Kaspaz-1 tarafindan spesifik olarak kesildikten sonra plazma membraninda por
olusturur. Gasdermin D’nin plazma membraninda por olusturmasiyla birlikte plazma
membraninin normal gecirgenlik bariyeri bozulur, sitosolik proteinler bu porlardan
hiicre digina salinir, hiicre igine su girisi gergeklesir, hiicre hacmi artar, membran yirtilir
ve boylelikle programli hiicre 6liimii olan piroptoz meydana gelir (Fink ve ark., 2006).
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Calismamizda, Ostrus fazi uteruslara ait lumen ve bez epitelindeki NLRP3
ekspresyonlarinin diger gruplara kiyasla yiiksek oldugunu gozlemledik. Ancak Ostrus
faz1 uteruslara ait stromadaki NLRP3 ekspresyonunun gebeligin 4. glni uteruslari,
gebeligin 5., 6. ve 8. gunleri implantasyon bolgelerindekine kiyasla olduk¢a diisiik
oldugunu gozlemledik. Calismalar farelerde siklusun 6strus fazinda 17-f Ostradiyolln
(Ez) diger fazlara kiyasla en yiksek seviyede oldugunu gostermistir (Wood ve ark.,
2007; Caligioni, 2009). Farelerde Ostrus fazi boyunca E; seviyesi sabah saatlerinde pik
yapmakta ve 6gleden sonra bazal seviyeye inmektedir (Fata ve ark., 2001; Caligioni,
2009). Ostrus siklusu boyunca uterus epitel hiicrelerinin proliferasyonu, hiicre salgilama
aktivitelerinin baslamasi ve hiicre farklilasmasinda E;’nin etkisi bulunmaktadir (Zavareh
ve ark., 2018). Farclerde 0Ostrus fazi sirasinda endometriyum Iimen epiteli
proliferasyonu ve uterus boyutunun diger fazlara kiyasla yiiksek oldugu gosterilmistir
(Wood ve ark., 2007).

Yapilan ¢alismalarda NLRP3’iin asir1 ekspresyonunun mide epitel hicreleri (Li S. ve
ark., 2018), akciger mezotel hiicreleri (Moossavi ve ark., 2018) ve glial hiicrelerde (Yin
ve ark., 2018) proliferasyonu artirarak kansere sebep oldugu rapor edilmistir. Ayrica
yapilan bir ¢alismada insan endometriyal kanser hicreleri Ishikawa ve HEC-1A’da
NLRP3’iin susturulmasinin hiicre proliferasyonu, hiicrelerin koloni olusturmasi,
invazyon ve migrasyonunu azalttigi, buna karsin NLRP3 agsir1 ekspresyonunun bu
hicrelerin proliferasyon, migrasyon ve invazyon aktivitelerini indiikledigi rapor
edilmigtir (Liu S. G. ve ark., 2019). Ayrica ayni ¢alismada Ishikawa ve HEC-1A
hicrelerine E; uygulamasimnin NLRP3 aktivasyonu ve hiicre proliferasyonunu artirdigi,
Ostrojen reseptort beta (ER B) inhibitdri tedavisinin ise bu etkileri tersine gevirdigi
gosterilmistir (Liu S. G. ve ark., 2019). Sonuglarimiz strus fazi uteruslara ait liimen ve
bez epitelinde NLRP3 ekspresyonunun E, araciligiyla gerceklesebilecegini ve epitel

hlcrelerinin proliferasyon slrecine dahil olabilecegini diisiindiirmektedir.

Embriyo implantasyonu sirasinda hiicre proliferasyonu, yeniden sekillenme, farklilagsma
ve go¢ gibi olaylar meydana gelir. Bu kritik olaylar, E; ve P4 un araci oldugu hiicre
tiplerine 0zgiin etkilesimlere baglhidir. Ovulasyondan hemen 6nce E; salgilanmasi

gebeligin ilk iki glini boyunca endometriyal limen ve bez epiteli htcrelerinin
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proliferasyonu ve farklilasmasini saglar. Yeni olusan korpus luteumdan salgilanan P4
pre-ovulatuvar E; salgisi ile birleserek gebeligin 3. giiniinde proliferasyonun epitelden
stromaya geg¢mesini saglar. Stroma hicrelerinin proliferasyonu, implantasyonun
gerceklestigi giin olan gebeligin 4. giiniinde salgilanan pre-implantasyon ovaryan E;
salgist ile etkili hale getirilir. Farelerde blastosistin liimen epiteline tutunmasi gebeligin
4. glinli gece saatlerinde gergeklesir. Gebeligin 5. giinii aksami trofoblast hiicreleri
endometriyumun stroma tabakasina invaze olur ve implantasyon tamamlanir (Dey ve
ark., 2004; Egashira ve ark., 2013). Calismamizda ostrus fazi uteruslara benzer sekilde
gebeligin 1. giinii uteruslar: limen ve bez epitelindeki NLRP3 ekspresyonunun stroma
hlcrelerindekine kiyasla yiiksek oldugunu gozlemledik. Ayrica Gstrus fazi uteruslara
benzer sekilde gebeligin 1. giinii uteruslarma ait stroma hicrelerindeki NLRP3
ekspresyonunun gebeligin 4. giinii uteruslari, gebeligin 5., 6. ve 8. glnleri implantasyon
bolgelerine kiyasla diisiik oldugunu gozlemledik. Western blot sonuglarimizda ise
NLRP3 ekspresyonunun gebeligin 1. guninden 6. giinine kadar kademeli olarak
arttigin1 gozlemledik. Cheng ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢alismada fare endometriyum
epitel htcrelerindeki NLRP3 ekspresyonunun gebeligin 1,5. giiniinden gebeligin 5,5.
giintine kadar kademeli olarak arttigi rapor edilmistir (Cheng X. ve ark., 2021). Bu
sonuclar 6strus fazi uteruslara benzer sekilde, gebeligin 1. giinii uteruslarina ait limen ve
bez epitelindeki NLRP3 ekspresyonunun E, aracili hiicre proliferasyonunda rol

alabilecegini diigiindlirmektedir.

Calismamizda Ostrus fazi uteruslar ve gebeligin 1. giinii uteruslarina ait stroma
hicrelerinde Kaspaz-1 ve Gasdermin D ekspresyonlarinin NLRP3 ekspresyonuna
kiyasla yiiksek oldugunu gozlemledik. Kanonikal inflamazom yolaginda NLRP3 disinda
NLRP1, NLRC4 ve AIM2 gibi patern tanima reseptorleri belirli PAMP’lar ve
DAMP’lar ile uyarildiktan sonra ASC’ler ile birlikte Kaspaz-1’in aktivasyonunda rol
almaktadir (Fang ve ark., 2020). Bu nedenle gebeligin 1. giinii uteruslarina ait stroma
hicrelerinde Kaspaz-1 NLRP3 disinda NLRP1, NLRC4 ve AIM2 gibi kanonikal
inflamazom yolaginin baska patern tanima reseptorleri tarafindan aktive olarak

Gasdermin D’nin N ve C terminal fragmanlarina ayrilmasini indikltyor olabilir.
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Imminohistokimya sonuglarimiza gore gebeligin 1. giinii uteruslarma ait stromadaki
Gasdermin D, IL-1B ve IL-18 ekspresyonlar1 tiim gruplara kiyasla yiiksektir. Ayrica
Western blot bulgularimizda gebeligin 1. giinii uteruslarinda Gasdermin D, IL-1p ve IL-
18 ekspresyonlarinin tiim gruplara kiyasla en yiiksek seviyede oldugu gozlenmistir.
Gebeligin 1. giinii uteruslarinda olgun IL-1p ve IL-18, Gasdermin D’nin stroma
hiicrelerinde olusturdugu membran porlarindan hiicre disina salinarak uterusu embriyo

implantasyonuna hazirliyor olabilir.

Kanonikal inflamazom yolagindan farkli olarak kanonikal olmayan (non kanonikal)
inflamazom yolagi farelerde Kaspaz-11 ve insanlarda Kaspaz-4/5 tarafindan
tetiklenmektedir. Kaspaz 4/5/11 aktive olarak Gasdermin D’nin yariklanmasinda rol
almaktadir (Kayagaki ve ark., 2015). Western blot bulgularimizda Gasdermin D
ekspresyonunun gebeligin 1. giliniinde tiim gruplara kiyasla en yiiksek seviyede oldugu
buna karsin Kaspaz-1 ekspresyonunun gebeligin 1. giinii uteruslar ile gebeligin 4. giinii
uteruslart ve 5. glinii implantasyon bolgelerinde benzerlik gosterdigi goriilmiistiir.
Farelerde gebeligin 1. giinii uteruslarinda gergeklesen Gasdermin D yariklanmasinda

Kaspaz-1’e ek olarak Kaspaz-11’in de rol alabilecegini diisiinmekteyiz.

Insanlarda embriyo implantasyonu sirasinda ovaryan hormonlar ve embriyonun
endometriyum epitel hiicrelerinde epitelyal-mezenkimal gegisi indiikledigi bilinmektedir
(Owusu-Akyaw ve ark., 2019). Epitelyal-mezenkimal gegis sirasinda hiicre polaritesi ve
hicre-hiicre adezyon molekillerinin  azalmasiyla birlikte endometriyum epitel
hicrelerinde morfolojik farkliliklar gozlenmektedir (Crha ve ark., 2019). Yapilan
calismalarda in vitro implantasyon modeli sirasinda ovaryan hormonlar uygulanan
Ishikawa hucrelerinde epitelyal-mezenkimal gecisin indiiklenerek blastosisti taklit eden
JAR sferoidlerin adezyonunun arttig1 rapor edilmistir (Uchida ve ark., 2012; Owusu-
Akyaw ve ark., 2019). Ayrica ¢aligmalar E-kaderin’in implantasyondan 6nce limen
epitelinde ylksek oranda eksprese oldugunu, ancak blastosistin stromaya invaze
olmasindan hemen 6nce ekspresyonunun azaldigim1 gostermistir (Thie ve ark., 1996a;
Thie ve ark., 1996b; Thie ve ark., 1998; Paria ve ark., 1999). Bu durum endometriyum
Iimen epiteli hicreleri arasindaki adezyon molekiillerinin yeniden diizenlenmesinin

embriyo implantasyonu stirecinde kritik bir olay oldugunu diisiindiirmektedir.
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Cheng ve arkadaglariin yaptigi ¢alismada uteruslarindaki NLRP3 ekspresyonu siRNA
ile susturulan farelerde gebeligin 7.5 giinlindeki implantasyon bolge sayilarimin kontrol
grubuna kiyasla azaldigi gosterilmistir (Cheng X. ve ark., 2021). Ayrica bu farelere ait
endometriyum epitel hiicrelerinde E-kaderin, sitokeratin-7 ekspresyonlarinin arttigi; N-
kaderin ve vimentin ekspresyonlarinin azaldigi belirlenmistir. Ayrica ayni ¢aligmada E;
uygulamasinin Ishikawa ve insan endometriyum epitel hicrelerinde (hEEC) NLRP3
transkripsiyonunu indiikledigi, in vitro implantasyon modelinde BeWo sferoidlerin
SINLRP3 ile transfekte edilmis Ishikawa hiicrelerine tutunamadigi rapor edilmistir. Bu
calisma endometriyum epitel hicrelerinde E;’nin  NLRP3 transkripsiyonunu
diizenleyebilecegi, artan NLRP3 ekspresyonunun epitelyal-mezenkimal gegisi
indiikleyebilecegi, E-kaderin ve sitokeratin-7 ekspresyonlarin1 azaltarak uterus
reseptivitesi ve embriyonun endometriyum limen epiteline tutunmasini (adezyon)

destekleyebilecegini gostermektedir (Cheng X. ve ark., 2021).

Calismamizda gebeligin 4. giinii uteruslarina ait lumen epitelindeki NLRP3
ekspresyonunun gebeligin 1. gilinii uteruslarindakine kiyasla yiiksek oldugunu
gozlemledik. Farelerde gebeligin 4. giinii uteruslarina ait limen epitelinde pre-
implantasyon 6strojenin etkisi ile NLRP3 ekspresyonunun artmasi epitelyal-mezenkimal
gecisi saglayarak uterus reseptivitesini indukleyebilir ve embriyonun limen epiteline

tutunmasini kolaylastiriyor olabilir.

Farelerde gebeligin 4. giiniinde blastosistin tutundugu bdlgede vaskdiler gegirgenlik
artmaktadir (Wang H. ve ark., 2006). Anjiyogenez erken implantasyon sirasinda baslar
ve anjiyogenik faktorler ve dolasimdaki hormonlar tarafindan desteklenmektedir (Ma ve
ark., 2001). Farelerde gebeligin 1. giiniinden 8. giiniine kadar uterus ve implantasyon
bolgelerinde ekspre olan vaskiler endotel biytme faktorinun (VEGF) vaskuler
gecirgenlik ve anjiyogenezde rol aldigi bilinmektedir (Chakraborty ve ark., 1995).
Ayrica gebeligin 4,5. giiniindeki fare uteruslarinda (implantasyon penceresi) VEGF
ekspresyonunun arttigi, VEGFnin embriyo implantasyonunu destekledigi rapor
edilmistir (Tan W. ve ark., 2014).

Yapilan c¢aligmalarda NLRP3 aktivasyonu ile VEGF ekspresyonu arasinda bir
korelasyon oldugu gosterilmistir. Farelerde olusturulan retinopati modelinde, hipoksinin
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NLRP3 inflamazom aktivasyonu araciligiyla piroptozu baslattigi ve boylelikle VEGF
ekspresyonunun arttig1 rapor edilmistir (Wang S. ve ark., 2019a). Bir baska caligmada
ise hipoksinin retinal pigment epitel hiicrelerinde NLRP3 ve VEGF ekspresyonlarinda
eszamanli bir artisa neden oldugu gosterilmistir (Doktor ve ark., 2018). Ayrica farelerde
NLRP3 inflamazom aktivitesinin inhibe edilmesiyle birlikte VEGF ile indiiklenen retinal
neovaskilarizasyonun azaldig: rapor edilmistir (Sui ve ark., 2018). Diger bir ¢alismada
ise insan retinal endotel hicrelerinde NLRP3 inflamazom aktivasyonunun hipoksi ile
indlklenen faktor-1 (HIF-1) inhibitorii tarafindan inhibe edilmesi sonucu VEGF
tiretiminin azaldig1 rapor edilmistir (Chai ve ark., 2020). Ek olarak, insan meme kanseri
hlcrelerinde NLRP3 aktivasyonunun inhibe edilmesinin anjiyogenez ve proliferasyonu

azalttig1 rapor edilmistir (Kopalli ve ark., 2018).

Peri-implantif donem farelerin serumunda IL-1B seviyelerinin en yuksek seviyeye
gebeligin  4-5. glnlerinde ulastigi ve IL-1 antagonist uygulamasmin farelerde
implantasyonu engelledigi rapor edilmistir (Simén C ve ark., 1998). Insanlarda orta
sekretuvar faza ait endometriyumlarda IL-1B ekspresyonunun arttigi (Simon C ve ark.,
1993), implantasyon penceresine denk gelen orta sekretuvar faza ait endometriyumlarda
IL-1pB ekspresyonunun azalmasinin abortusa sebep oldugu rapor edilmistir (von Wolff ve
ark., 2000). IL-1 ailesinin inflamasyon ve anjiyogenezde gorev aldigi bilinmektedir. IL-
IR sinyalizasyonunun c¢esitli hiicrelerde VEGF ekspresyonunu indiikleyerek
anjiyogeneze aracilik ettigi rapor edilmistir (Alagappan ve ark., 2005). IL-1 ailesine Uye
IL-1B nin kardiyak miyosit ve mikrovaskiiler endotel hiicrelerinde anjiyogenezi baglatan
VEGF ve VEGF-reseptori 2’nin (VEGF2) transkripsiyonunu indiikledigi rapor
edilmistir (Maruyama ve ark., 1999). Yapilan bir ¢aligmada farelerde IL-13’nin nakavt
edilmesinin  VEGF ekspresyonunu inhibe ederek neovaskilogenezi azalttigi
gosterilmistir (Amano ve ark., 2004). Ek olarak, IL-1p’nin p38 mitojenle etkinlesen
protein kinaz (MAPK) sinyal yolagi ve HIF1-a’y1 aktive ederek VEGF ekspresyonunu
indiikledigi ve boylelikle neovaskiilogenezde rol aldigi gosterilmistir (Tanaka ve ark.,
2000; Jung ve ark., 2001)

IL-18 spiral arterlerin diiz kas hiicrelerinde ekspre edilmektedir (Ledee-Bataille ve ark.,
2005). IL-1p ekspresyonuna benzer sekilde IL-18 ekspresyonunun implantasyon
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penceresi sirasinda arttigi rapor edilmistir (Huang H. Y. ve ark., 2006). IL-18’in
anjiyogenezde gorev alan ICAM-1 ve VCAM-1 adezyon molekulleri, kemokinler ve
VEGF ekspresyonlarini artirdigi rapor edilmistir (Gracie ve ark., 1999; Volin ve ark.,
2011).

Western blot analizlerimize goére gebeligin 4. gini uteruslarindaki IL-1f ve IL-18
ekspresyonlar1 gebeligin 5. 6. ve 8. gunleri implantasyon bolgelerindekine kiyasla daha
yuksektir. Literatiir bilgileri ve bulgularimiz, farelerde implantasyon penceresine denk
gelen gebeligin 4. giiniinde vaskiler gecirgenlik ve anjiyogenez artisinda NLRP3
inflamazom aktivasyonunun rol alabilecegini ve Kaspaz-1 araciligi ile aktif formlarina
doniisen IL-1pB ve IL-18in anjiyogenik faktorlerin ekspresyonlarini indiikleyebilecegini
distindiirmiistiir. Ayrica NLRP3 gebeligin 4.giiniinde stroma hiicre proliferasyonunda

rol aliyor olabilir.

Molekiiler ve genetik kanitlar, implantasyon ve desidualizasyon siireclerinin ovaryum
hormonlar ile birlikte sitokinler, biiyiime faktorleri, homeobox transkripsiyon faktorleri,
sinyal molekiilleri ve hiicre dongilisii proteinleri gibi birgok faktor tarafindan
dizenlendigini gostermektedir (Conneely ve ark., 2002; Curtis Hewitt ve ark., 2002;
Namiki ve ark., 2018). Losemi inhibitor faktor (leukemia inhibitory factor, LIF),
interlokin-6 (IL-6) ailesi Uyesi bir sitokin olup uterus reseptivitesi ve implantasyon igin
cok onemlidir. LIF, farelerde ilk olarak gebeligin 4. giinii sabah1 Ostrojenin etkisi ile
uterus bezlerinden ekspre olur, daha sonra tutunma reaksiyonu boyunca blastosisti
cevreleyen stroma hiicreleri tarafindan ekspre edilir (Stewart ve ark., 1992; Song H. ve
ark., 2000; Kelleher ve ark., 2018). Lif geni silinen farelerde implantasyonun
gerceklesmedigi bildirilmistir (Stewart ve ark., 1992; Song H. ve ark., 2000). LIF,
reseptoril LIFR ve ko-reseptor gp130°a baglanir, Stat3 (signal transducer and activator
of transcription 3) araciligiyla alt sinyal yolaklar1 aktif hale gelir (Niwa ve ark., 1998).
Stat3’iin uterusta kondisyonel olarak silindigi farelerde (Sun X. ve ark., 2013) ve
gp130’un STAT baglanan bdlgelerinin inaktive edildigi farelerde implantasyonun
gerceklesmedigi rapor edilmistir (Ernst ve ark., 2001).

NLRP3 inflamazom yolag1 aktivasyonu ve IL-6 ekspresyonu arasinda korelasyon

oldugunu gosteren bir calismada insan umbilikal ven endotel hiicrelerine kadmiyum
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uygulamas1 NLRP3 inflamazom aktivasyonunu indiklemis, Kaspaz-1 aktivasyonu
aracihigiyla IL-1B, IL-6 ve TNF-a ekspresyonlarmi artirmistir (Chen ve ark., 2016).
Insan kemik iligi stroma hiicrelerinde, IL-lo, IL-1B, TGF-B ve TNF-o’'nin LIF mRNA
transkripsiyonunu artirdigi rapor edilmistir (Wetzler ve ark., 1991). Bir diger ¢alismada
IL-18 ve TNF-a’nin fibroblast hucrelerinde LIF ekspresyonunu artirdigi gézlenmistir
(Palmquvist ve ark., 2008). Calismamizda gebeligin 4. giinii uteruslarina ait bez epitelinde
Kaspaz-1 ekspresyonunun tiim gruplara kiyasla en yuksek dizeyde oldugunu
gozlemledik. Gebeligin 4. glinii uteruslarma ait bez epitelinde artan Kaspaz-1

ekspresyonu bez epitelinde IL-1p araciligiyla LIF ekspresyonunu indukliyor olabilir.

Farelerde embriyo implantasyonu kan damarlarindan zengin mezometriyum bélgesinin
zit kutbunda bulunan anti-mezometriyal bolgede gergeklesmektedir (Zhang ve ark.,
2013; Croy B.A. ve ark.,, 2014). Farede blastosist, uterus limeninin kapanmaya
baslamasiyla birlikte uterus ekseni boyunca anti-mezometriyal bolgeye yerlesir (Wang
H. ve ark., 2006; Zhang ve ark., 2013). Blastosistin tutunma reaksiyonundan sonra
endometriyum liimen epitelinde hiicre oOliimii gerceklesir, stroma hiicrelerinde
desidualizasyon baglar ve trofektoderm hiicrelerinin invazyonu ile blastosist anti-

mezometriyal stromaya gomuldr (Cha ve ark., 2012; Zhang ve ark., 2013).

Embriyo implantasyonu sirasinda programli hiicre 6limleri apoptoz, entoz ve otofajinin
gerceklestigi ve bu mekanizmalarin embriyo tutunmasini ve invazyonunu kolaylastirdig
bilinmektedir. Fare ve siganlarda, elektron mikroskobu ile implantasyon bolgesindeki
limen epiteli hicrelerinin  apoptozu gosterilmistir  (Parr, 1987). Kemirgenlerde
implantasyon odasina (chamber) en yakin olan uterus stroma hiicreleri nce desidua
hiicrelerine doniismektedir ve ardindan hizla biiyliyen embriyoya yer agmak i¢in ortadan
kalkmaktadir (Pampfer, 1999b). Kemirgenlerde, desidua hiicresi dejenerasyonu
embriyonun yakinindan baslayarak (Bulmer, 1961; Katz, 1987), anti-mezometriyal
bélge boyunca yayilir (Welsh A. O., Enders, A. C., 1985). Elektron mikroskobu ile
yapilan incelemeler, desidua hiicrelerinin otolize ugradigini ve artiklarin trofoblastlar
tarafindan fagosite edildigini gostermistir (Katz, 1987). Gebe farelerde yapilan diger bir
calismada TUNEL boyamasi ile anti-mezometriyal bélgede apoptoz gergeklestigi
yorumu yapilmistir (Alexander, 1996). Ancak 2015 yilinda yapilan bir ¢alismada fare
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implantasyon bolgesindeki liimen epiteli hiicrelerinin entoz mekanizmasi ile trofoblast
hiicreleri tarafindan endosite edildigi gosterilmistir. Ayn1 ¢alismada, trofoblast kok
hlcreleri (TSCs) veya blastosistler ile ko-kiltiire edilen primer uterus epitel hiicrelerinin
endositoza ugradigi bildirilmistir. Ayrica gebeligin 5. giinii gece yaris1 blastosist ile
temas halinde olmayan Iimen epiteli hicrelerinde apoptoz belirteci aktif kaspaz-3
ekspresyonunun basladigi ve 6. giinlin sabahinda bu bolgedeki epitel hiicrelerinin
neredeyse tamaminda aktif kaspaz-3 ekspresyonunun varligi rapor edilmistir (Li Y. ve
ark., 2015).

Apoptoz ve entoz mekanizmalarina ek olarak gebe farelerin uteruslarinda otofajinin
olasi rollerini belirlemek i¢in yapilan bir ¢alismada, gebeligin 4., 5. ve 6. giinlerinde bazi
otofaji belirteglerinin ekspresyonlart incelenmistir. Calismada otofaji belirtecleri olan
LC3 (Microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3) ve ATG5 (Autophagy related
protein 5) ekspresyonlarinda gebeligin 5. ve 6. giinlerinde gebeligin 4. giiniine kiyasla
bir azalma rapor edilmistir. Ayrica yapay desidualizasyon modeli olusturulan farelere
otofaji inhibitori 3-metiladenin uygulamasi sonrasinda desidualizasyon belirtegleri
HOXA10 (homeobox A10) ve progesteron reseptorii (PR) ekspresyonlarinda azalma ve
desidualizasyon mekanizmasinda bozulma oldugu bildirilmistir. Arastirmacilar
endometriyal otofajinin embriyo implantasyonu ve desidualizasyon icgin gerekli

olabilecegini vurgulamislardir (Su ve ark., 2020).

Peri-implantasyon periyodunda gergeklestigi rapor edilen apoptoz, entoz ve otofaji
mekanizmalarina ek olarak piroptozun embriyo implantasyonu sirasinda rolii
olabilecegini diisiinmekteyiz. Calismamizda NLRP3 inflamazom yolag iiyeleri NLRP3,
Kaspaz-1 ve Gasdermin D ekspresyonlarinin gebeligin 4. gilinii uteruslarindakine kiyasla
gebeligin 5. giinii implantasyon bolgelerine ait liimen epitelinde daha diisiik oldugunu
gozlemledik. Ancak gebeligin 5. giinii implantasyon bolgelerine ait stromadaki NLRP3,
Kaspaz-1 ve Gasdermin D ekspresyonlarmin 4. glnu uteruslarina ait stromadakine
kiyasla yiiksek oldugunu gézlemledik. Ek olarak Western blot analizlerimiz ile gebeligin
5. ginl implantasyon bdélgelerindeki NLRP3, Kaspaz-1 ve Gasdermin D (GSDMD-N)
ekspresyonlarinin  gebeligin 4. giinii uteruslarindakine kiyasla yiiksek oldugunu

belirledik. Ozellikle gebeligin 5. giinii implantasyon bdlgelerinde blastosistin tutundugu
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liimen epitelini ¢evreleyen subepitelyal stroma hiicrelerinde yogun bir Gasdermin D
ekspresyonu oldugunu ve Gasdermin D’nin yogun olarak membrandz lokalizasyon
sergiledigini godzlemledik. Gebeligin 5. giinii inter-implantasyon bdlgelerinde yani
implantasyonun ger¢eklesmedigi uterus bolgelerinde ise NLRP3 inflamazom yolagi
tiyelerinin ekspresyonlarinin implantasyon bolgelerine kiyasla olduk¢a az oldugunu,
hatta Gasdermin D ekspresyonunun neredeyse hi¢ olmadigimi gézlemledik. Bu bulgular
bize gebeligin 4. giinii uteruslarina ait liimen epitelinde gergeklesen epitelyal-
mezenkimal gegisin embriyo implantasyonunun ilerlemesiyle birlikte gebeligin 5. giinii
implantasyon bolgelerinde giderek azaldigini diistindiirmektedir. Ayrica gebeligin 5.
guninde subepitelyal stroma hiicrelerinde yogun olarak membranéz lokalizasyon
sergileyen Gasdermin D ekspresyonu gozlemlememiz bize gebeligin 5. giinlinde
embriyo implantasyonu surecinde blastosistin invazyonunu kolaylastirmak igin
subepitelyal stroma hucrelerinde inflamasyon-iliskili programli hiicre 6liimii piroptozun

gerceklesiyor olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Farelerde gebeligin 5. giinlinde, blastosistin tutunma reaksiyonunun tamamlanmasiyla
birlikte desidualizasyon mekanizmas1 baslamakta, blastosisti cevreleyen stroma
hiicreleri gebeligin 5. giinii 6gleden sonra avaskiiler primer desidual bolgeyi
olusturmaktadir (Namiki ve ark., 2018). Primer desidual bolge disinda kalan stroma
hlcreleri ise vaskiler sekonder desidual bolgeyi olusturmak i¢in prolifere olmaya devam
etmektedir (Namiki ve ark., 2018).

Yapilan bir ¢alismada NLRP3 aracili IL-18 ekspresyonunun enterosit farklilagmasini
destekledigi gosterilmistir (Zaki ve ark., 2011). Idiyopatik pulmoner fibrozis hastalarna
ait fibrotik akciger dokularinda NLRP3 ekspresyonunun yiksek oldugu ve akciger
mezenkimal kok htcrelerinde (LR-MSC) NLRP3’in miyofibroblast farklilasmasini
indiikleyebilecegi rapor edilmistir. Ayrica bu hiicrelerde NLRP3 aktivasyonunun
MCC950 ile inhibe edilmesinin WNT antagonisti olan dickkopf-1in (DKK1)
ekspresyonunu artirdig1 ve boylelikle hiicre farklilagmasinin baskilandigi gosterilmistir
(Ji ve ark., 2021).

Daha oOnce bahsettigimiz literatlir bilgilerinden yola ¢ikarak gebeligin 5. gilini

implantasyon bolgelerine ait stromadaki NLRP3 ekspresyonunun primer desidual
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bolgeyi olusturacak stroma hiicrelerinin farklilagsmasinda, sekonder desidual bolgeyi
olusturacak  stroma hiicrelerinin  ise  proliferasyonunda gorev alabilecegini

diisiinmekteyiz.

Gebeligin 5. glinii implantasyon bolgelerinde embriyoyu cevreleyen subepitelyal stroma
hlcrelerinde yani primer desidual bélgeyi olusturacak olan hicrelerde IL-1B
ekspresyonunun olmadigin1 gozlemledik. Farelerde gebeligin 5. giiniinde farklilasarak
olusan primer desidual bolge avaskiiler yapida olup, sekonder desidual bdlge vaskdler
yapidadir (Namiki ve ark., 2018). Gebeligin 5. giinlinde embriyoyu g¢evreleyen
subepitelyal stroma disinda kalan bolgede (sekonder desidual bolgeyi olusturacak stroma
hicreleri) Kaspaz-1 aracili IL-18 salmmminin artan vaskiler gecirgenlik ve

anjiyogenezde rol alabilecegini diisiinmekteyiz.

Gebeligin 5. glinli implantasyon bolgelerinde blastosistin tutundugu liimen epitelinin
hemen altindaki subepitelyal stroma hiicrelerinde NLRP3 hem sitoplazmik hem de
nuklear lokalizasyon gostermistir. Gebeligin 6. ve 8. giinleri implantasyon bolgeleri
subepitelyal stroma hicrelerindeki NLRP3 ekspresyonunun azalarak devam ettigi
gbzlenmis ancak niiklear lokalizasyonun artis1 dikkat cekmistir. Ayrica gebeligin 6. ve 8.
gunlerinde Gasdermin D ekspresyonunun da bu bdlgede gebeligin 5. giinii implantasyon
bolgelerindekine kiyasla diigiik oldugunu gozlemledik. Yapilan bir galigmada, insan
embriyonik bobrek hicreleri (HEK293T) ve fare kemik iligi kaynakli makrofaj
hlcrelerinde (BMDM) NLRP3'in adaptor ASC ile etkilesimini engelleyerek inaktif hale
getirmek icin NLRP3’iin SUMO ve ubikitin proteinleri tarafindan niikleusa taginabildigi
rapor edilmistir (Barry ve ark., 2018). Bu bulgular bize embriyo invazyonu ilerledikge
NLRP3 inflamazomunun inhibe olarak niikleusa tasmabilecegini ve boylelikle
embriyoyu cevreleyen stroma hicrelerinde programli hiicre o6limii piroptozun

azalabilecegini diistindiirmiistiir.

Farelerde gebeligin 6. giliniinde primer desidual boélge (PDB) olusumu
tamamlanmaktadir. Primer desidual bolge avaskiiler bir yapida oldugundan maternal
immun hdcreleri icermemekte ve boylelikle embriyoyu maternal immiin yanittan
koruyarak gelisimini desteklemektedir (Tung ve ark., 1986; Tan J. ve ark., 2002; Cha ve
ark., 2012). Gebeligin 6. giiniinde PDB disindaki stromal hiicreler prolifere olmaya
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devam eder ve farklilagarak vaskiiler bir sekonder desidual bolgeyi (SDB) olusturmaya

baslar (Huet-Hudson ve ark., 1989; Namiki ve ark., 2018).

Desidualizasyon sirasinda endoplazmik retikulum (ER) stresi ve bunun sonucunda
katlanmamis protein yanmit1 (unfolded protein response/UPR) gergeklesmektedir
(Soczewski ve ark., 2020). ER stresi sirasinda implantasyon sirecinde ekspre olan
faktorlerin indiiklendigi rapor edilmistir (Byrd ve ark., 2013). Ayrica ER stresin
anjiyogenez ile birlikte inflamasyonu baslattig1 bilinmektedir (Binet ve ark., 2015).
Insan endometriyal stroma hiicreleri ile yapilan in vitro desidualizasyon modelinde ER
stresine neden olan ER stres sensorleri (ATF6, PERK ve IREla), katlanmamis protein
yanitt (UPR) belirtecleri (sXBP1 ve CHOP) ve NLRP3, Kaspaz-1 ve IL-1p
ekspresyonlarinin desidualize olmayan hiicrelere kiyasla arttigi rapor edilmistir.
Desidualize olan hiicrelere IRElo inhibitérii STF-083010 uygulamasinin NLRP3
aktivasyonunu engelledigi gdsterilmistir. /n vitro implantasyon modelinde STF-083010
uygulamasinin trofoblast invazyon indeksini diisiirdiigii rapor edilmistir (Grasso E. ve
ark., 2018). Ayni ¢alismada tekrarlayan implantasyon basarisizligi gorilen kadinlardan
elde edilen endometriyum dokularindaki sXBP1, TXNIP ve NLRP3 ekspresyonlarinin
fertil kadinlara kiyasla diisiik oldugu rapor edilmistir. Bu sonuglar ER/UPR ve NLRP3
aktivasyonu ile gergeklesen inflamatuvar yanitin endometriyal reseptivite ve trofoblast
invazyonunu destekledigini gostermektedir (Grasso E. ve ark., 2018). Caligmamizda
gebeligin 6. giinli implantasyon bdlgelerinde primer desidual bolgeye kiyasla SDB’yi
olusturacak stroma hiicrelerinde yogun NLRP3, Kaspaz-1, Gasdermin D, IL-1p ve IL-18
ekspresyonlar1 gozlemledik. Western blot sonuglarimiza gére NLRP3 ekspresyonu
gebeligin 6. giiniinde tiim gruplara kiyasla en yiiksek seviyededir. Literatur bilgileri ve
bulgularimizdan yola ¢ikarak gebeligin 6. giinii implantasyon bolgelerinde sekonder
desidual bolgede aktive olan NLRP3 inflamazomunun sekonder desidual bolgeyi
olusturacak stroma hiicrelerinin proliferasyon ve desidualizasyon mekanizmalarinda rol

alabilecegini ve trofoblast invazyonunu destekleyebilecegini diisiinmekteyiz.

Sitokin ekspresyon seviyeleri ve sitokin sinyalindeki dengesizlikler implantasyon
basarisizlig1 ve anormal plasentasyona yol agarak spontan abortus, pre-term dogum ve

pre-eklampsi gibi patolojilere sebep olabilmektedir (Guzeloglu-Kayisli ve ark., 2009).
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Asirt aktive olan NLRP3 inflamazomu ile birlikte gergeklesen inflamatuvar yanitin pre-
eklampsiye sebep olabilecegini rapor eden calismalar mevcuttur. Yapilan bir ¢aligmada,
pre-eklampsi goriilen kadinlardan alinan plasentalarda, NIrp3, kaspaz-1, Il-15, Tnf-a ve
Hmgbl mRNA seviyelerinde kontrol grubuna kiyasla bir artis gbzlenmistir. Ayrica pre-
eklamptik gruba ait plasenta villuslarinda NLRP3, Kaspaz-1, IL-1B ve TNF-a ve
HMGBL1 seviyelerinin kontrol grubundakine kiyasla daha yiiksek oldugu bildirilmistir
(C. Weel ve ark., 2017). Baska bir c¢alismada erken baslangighi pre-eklamptik
plasentalarda Kaspaz-1, Gasdermin D, IL-1B ve IL-18 ekspresyonlarinin kontrol
plasentalardakine kiyasla yiiksek oldugu rapor edilmistir. Ayrica primer insan
trofoblastlarinin hipoksiye maruz kalmasinin NLRP3 inflamazom aktivasyonuna yol
actig1 rapor edilmistir (Cheng S. B. ve ark., 2019). Bagka bir ¢alismada pre-eklamptik
kadinlarin  serumlarindaki kolesterol ve (rik asit duizeylerinin  saghikli gebe
kadinlarinkine kiyasla yiiksek oldugu rapor edilmistir. Ayrica ¢alismada kolesterol ve
urik asit kristalleri ile kilttre edilen koryonik villus eksplantlarinda IL-1f saliniminin
arttigi, NLRP3 inhibitori MCC950 uygulandiginda IL-1f seviyelerinin diistigi
gosterilmistir. Bu sonuclar kolesterol ve flrik aside yanit olarak olusan plasental
inflamasyonun NLRP3 aktivasyonuna aracilik ederek pre-eklampsi patogenezine sebep
olabilecegini diisiindiirmektedir (Stodle ve ark., 2018).

Farelerde gebeligin 8. giiniinde sekonder desidual bolge olusmus, primer desidual bolge
ortadan kalkmistir. Gebelik ilerledikge sekonder desidual bolge ince bir hiicre tabakasi
olan desidua kapstlarise dontisiir. Daha sonra mezometriyal desidual hiicreler desidua
bazalisi olustururlar. Diger bir ifadeyle desidua hiicreleri plasenta yapisina katilir (Welsh

A. O. ve ark., 1985).

Western blot analizlerimize gore gebeligin 8. giiniindeki NLRP3, Kaspaz-1, IL-1p ve IL-
18 ekspresyonlariin diger gebelik glnlerine kiyasla diisiik oldugunu ancak Gasdermin
D (GSDMD-N) ekspresyonunun gebeligin 4., 5. ve 6. glnlerindekine kiyasla yiiksek
oldugunu gozlemledik. Ayrica immiinohistokimya bulgularimizda NLRP3’iin gebeligin
8. gunl implantasyon bdélgelerine ait sekonder desidual bdlgede yogun olarak nikleusta
lokalize oldugunu goézlemledik. Yapilan calismalar ve bulgularimiz 1s1iginda NLRP3

inflamazom yolag1 inaktivasyonunun plasentasyonun saglikli sekilde gergeklesebilmesi
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icin gerekli olabilecegini diisiinmekteyiz. Ayrica gebeligin 8. gunu implantasyon
bolgelerindeki yiiksek Gasdermin D (GSDMD-N) ekspresyonlarinin kanonikal olmayan

inflamazom yolag1 tarafindan indiiklenebilecegini diisiinmekteyiz.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamizda Ostrus fazi uteruslar ve peri-implantif dénem uterus/implantasyon
bolgelerinde inflamazom iligkili programli hiicre 6limii piroptozda gérev alan NLRP3
inflamazom yolag1 tyeleri NLRP3, Kaspaz-1 Gasdermin D, IL-1p ve IL-18’in
lokalizasyon ve ekspresyonlarini immiinohistokimya ve Western blot teknikleri ile
belirledik. Calismamiza ait bulgulardan yola ¢ikarak elde ettigimiz sonuglar asagida

Ozetlenmistir.

1. Fare Ostrus faz1 ve peri-implantif déneme ait uterus/implantasyon bolgelerinde
inflamasyon iliskili programli hiicre 6limii piroptozun roli ve NLRP3
inflamazom yolag: iiyelerinin lokalizasyon ve ekspresyonlart bu ¢alisma ile ilk
kez gosterilmistir.

2. Peri-implantif donem fare uterus/implantasyon bolgelerinde NLRP3 inflamazom
yolagi tyelerinin sergiledigi farkli lokalizasyon ve ekspresyon paternleri,
embriyo implantasyonu ve desidualizasyon sirasindaki olasi rollerini ortaya
koymaktadir.

3. NLRP3 ekspresyonu gebeligin 1. giiniinden gebeligin 6. giiniine kadar kademeli
olarak artmistir ve gebeligin 6. giinii implantasyon bdlgelerinde tiim gruplara
kiyasla en yiiksek seviyeye ulagmistir.

4. Gebeligin 1. giinii uteruslarda Gasdermin D ekspresyonu tiim gruplara kiyasla en
yuksek seviyededir.

5. Gebeligin 5. giinii implantasyon bolgelerinde Kaspaz-1 ekspresyonu tim gruplar
arasinda en yiiksek seviyeye ulagmstir.

6. Farelerde gebeligin 5. giinlii implantasyon boélgelerinde embriyoyu cevreleyen
subepitelyal stroma hucrelerinde NLRP3, Kaspaz-1 ve Gasdermin D
ekspresyonunun yogun bir sekilde gozlenmesi, embriyo invazyonu sirasinda
piroptozun gorev alabilecegini diisiindiirmektedir.

7. Bulgularimiz embriyo implantasyonu ve desidualizasyon streclerinde NLRP3
inflamazom yolaginin rol alabilecegini diisiindiirmektedir.

8. Bu calisma ile embriyo implantasyonu ve desidualizasyon sirasinda gerceklesen

NLRP3 aracili piroptoz hakkindaki kisith literatiir bilgisine katki sagladigimizi
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diisiinmekteyiz. Calismamizdan elde ettigimiz bulgular veri tabani olusturarak
yeni projelerin ortaya ¢ikmasina olanak saglayacaktir.

Calismamizdan elde edilen bulgularin klinige yansitilarak tekrarlayan gebelik
kayiplar1 ve implantasyon basarisizlifi yasayan hastalar igin gelistirilecek

terapotik tedavilere katkida bulunabilecegini diisiinmekteyiz.
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