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Ozer:

Implantasyon, embriyonun 6zel hiicreleri olan trofoektoderm ve trophoblast vasitasiyla uterus dokusuyla baglanti
kurulmasi ile son bulan bir siirectir. Basarihi bir implantasyon, plasentasyon ve sonrasinda gebeligin gergeklesebismesi
icin damardan zengin bir endometriyum, koordine olmus bir damar gelisimi ve plasental villoz damarlarin genislemesine
gereksinim vardir. Bu bilgiler anjiyogenezin gebeligin erken donemleri igin 6nemli fizyolojik bir siire¢ oldugunu
gostermistir. Prokinetisin ailesinin bir liyesi olan vaskiiler endoteliyal bilyiime faktorii (EG-VEGF) diger bir adiyla
prokinetisin 1 (PROK1) plasentayr da igine alan spesifik endokrin dokular i¢in anjiyogenik bir faktdr olarak rapor
edilmistir. Biyolojik aktivitesini iki G protein bagl reseptor, prokinetisin reseptdr 1 (PROKR1) ve prokinetisin reseptor
2 (PROKR?2) aracilig ile gerceklestirir. Trofoblast invazyonunu kontrol eden PROK1ve PROKRI plasentada eksprese
edilmektedir. Ayrica, PROK1 plasental anjiyogenezi kontrol eder ve yiiksek oranda birinci trimester boyunca eksprese
edilmektedir. Calismamizda kullanilan disi fareler, 6strus siklusu tayini yapildiktan sonra, 1 gece erkek fareler ile birlikte
birakilarak gebe kalmalar saglandi. Vaginal plak (tikac) goriilen disiler gebe olarak degerlendirildi. Gebeligin 1, 2, 3,
4,5, 6, 7 ve 8. glinlerinde alman uterus doku Orneklerinde Western Blot yontemi kullanilarak PROK1, PROKR1
proteinlerinin ekspresyon analizi yapildi ve giinler arasinda bir farkliligin olup olmadigini belirlemek i¢in varyans analizi
yontemi kullanildi. Calismamizda PROK1 ve PROKRI proteinlerinin gebeligin ilk 8 giinii boyunca eksprese edildigi
goriildi. Bu bulgular bize PROK1 ve PROKRI proteinlerinin erken embriyo gelisimi ve implantasyon sirasinda eksprese
edildigini ve bu proteinlerin embriyo gelisiminde 6nemli roller oynuyor olabilecegini 6nermistir.

Expression of PROK-1 and PROKR-1 in mouse uterine tissue during implantation
and decidualization

ABSTRACT:

Implantation is a process culminating whereby specialized cells of the embryo, the trophectoderm and trophoblast,
establish contact with a specialized tissue of the mother, the uterus. During this process trophoblast invades the maternal
endometrium and makes contact with the maternal blood supply, which is critical for establishment of pregnancy.
Successful implantation, placentation and subsequent gestation require coordinated vascular development to provide a
richly vascularized endometrium for implantation and the development and expansion of the placental villous vasculature
to facilitate transport of nutrients and oxygen to the embryo. This knowledge supports that angiogenesis is an essential
physiological component of implantation, and placental and embryonic development in early stages of pregnancy.
Endocrine gland-derived vascular endothelial growth factor (EG-VEGF), also named prokineticin 1(PROK1), is the
member of the prokineticin family which is an angiogenic factor reported to be specific for endocrine tissues, including
the placenta. Its biological activity is mediated via two G protein coupled receptors, prokineticin receptor 1 (PROKRI)
and prokineticin receptor 2 (PROKR2). PROK1 and PROKRI are expressed in placenta and control trophoblast invasion.
Additionally, PROKR1 controls placental angiogenesis and is highly expressed throughout the first trimester. Mice were
mated overnight after determining of estrus. Pregnant mice were determined by vaginal plug control. Expressions of
PROK-1 and PROKRI1 proteins were determined by Western Blot analysis in uterine tissue samples taken at 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7, and 8 days of gestation and the results were compared statistically by using the variance analysis to determine
whether there was a significant difference between days. In our study, we showed that PROK1 and PROKR1 proteins
were expressed during the first 8 days of gestation. These findings suggested that PROK1 and PROKR1 proteins were
expressed during early embryo development and implantation and these proteins may play important roles in embryo
development.
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1. Giris

Memeli gelisimi fertilizasyon adi verilen sperm ve oositin birlesmesi ile baglar. Fertilizasyonu ¢esitli hiicre ve
yariklanma boliinmeleri takip eder. Preimplantasyon olarak isimlendirdigimiz bu dénem farelerde embriyonik giin 3.5
(E 3.5)’de i¢ hiicre kiitlesi (ICM) ve trofoektoderm (TE) olarak adlandirilan iki farkl hiicre kokeninden olusan blastosist
adr verilen yapmnin olusumu ile devam eder. Bu donem blastositin yaklagik E 4.5 déneminde zona pellusida’dan
kurtularak endometriyuma tutunmasi ve implantasyonun baglamasi ile son bulur (40). E 7.5 giine kadar implantasyon
alan1 kurulur, ICM ve polar TE hiicreleri ¢ogalmaya devam ederler ve ektoplasental kon’u (EPC) olusturur. E 6.5 nct
giinde EPC’nin dis hiicreleri invaziv ikincil trophoblast dev hiicreleri igine farklanmaya baslar. Plasentasyon ise uterus
stromasinin 7.5-10.5 giinler arasinda bu hiicreler tarafindan iggal edilmesine baglidir (1). Bu sirada doku farklilagmast
gercekleserek uterus stromasi desidual dokuya doniigiir. Desidualizasyon esnasinda, folikiiler fazda bulunan
endometriumun fibronektin, tip I, III, V ve VI kollojen iceren intersitisyel tip ekstraseliiler matriksi, laminin, heparan
stilfat, perlekan ve tip IV kollojen igeren desidua dokusuna doniisiir. Desidualizasyon esnasinda uterusta ekstraselliiler
matriks (ECM) yikim1 meydana gelir (3, 20). Bu nedenle ECM’in implantasyon sirasinda énemli bir rolii bulunmaktadir
(12, 35). Gebeligin erken donemlerinde meydana gelen 6nemli olaylardan bir tanesi de trofoblast invazyonudur.
Ekstravilloz trofoblast hiicreleri (EVT), desidualize olmus uterus endometriyumuna dogru istilaya gecerler ve
miyometriyuma kadar ulasirlar. Bu sirada EVT, uterus spiral artelerinin lumenine go¢ eder. Erken gebelik esnasinda
uterus spiral arterleri de yeniden yapilanir, muskulo-elastik duvarlar1 kaybolur ve yerini, iginde EVT hiicrelerinin
gomiildiigii, amorf, fibrinoid bir materyal alir (27, 46, 53). Plasentanin saglikli bir sekilde gelisebilmesinin trofoblast
hiicrelerinin kontrollii bilylimesine, invazyonuna, farklilasmasina ve yeterli bir vaskiiler gelisime bagli oldugu
belirtilmistir (4). Oldukca vaskiilarize bir organ olan plasenta, gebeligin sonunda verimli materno-fetal degisim igin
esas olan ve plasental villoz dallanmanin hazirlanmasinda anahtar bir rol oynayan kapiller agin kurulmasi igin gereklidir
(6). Organ spesifik anjiogenik faktorlerin varlig1 yillardir bilinmektedir (45, 49), ancak son yillarda yapilan caligmalar
cesitli anjiojenik siirecleri uyardig1 belirlenen ve plasental gelisimde anahtar endokrin faktor olarak rol oynadig:
diistiniilen prokinetisinler {izerine yogunlagmustir.

Prokinetisinler, Prokineticin 1 (PROK1); endokrin bez-vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (EG-VEGF) ve
Prokinetisin 2 (PROK2); memeli Bombina variegate 8 (Bv8) olarak bilinen iki salg1 proteininden olusurlar (26, 31, 34,
36). Ancak prokinetisin ailesinin iiyeleri farkli ekspresyon drnekleri gosterir. Bv8/PROK2, sinir sistemi ile iligkili iken,
EG-VEGF/PROKI1 iireme sistemi ve endokrin organlar ile iligkilidir (7, 8). Bu aile iki G protein bagli reseptorlerin,
sirastyla. PROKR1 ve PROKR2, aktivasyonu yolu ile biyolojik fonksiyonlarini gergeklestirir (26). Reseptor
aktivasyonunun ¢esitli sistemlerde hedef hiicrelerin ¢ogalmasini, anti-apopitozisi, farklilasma ve gog¢/hareketini
diizenledigi gosterilmistir (26, 37, 43).

Prokinetisinler orijinal olarak sindirim sisteminde bagirsak motilitesini diizenleyen potent ajanlar olarak
tanimlanmustir, ancak daha sonra steroidojenik bezlerde, kalpte ve lireme organlarda anjiogenezisi tesvik ettigi
gosterilmistir (43). Prokinetisinler ndrogenezis, sirkadyan ritm, nosisepsiyon (agr1 hissi), endotel hiicre ¢ogalmasi,
hematopoez (15, 33, 36), inflamasyon ve ayni zamanda immun cevaplari diizenler (36, 39). Bunlarin gesitli biyolojik
fonksiyonlar1 ve fonksiyonel karmasiklig1 reseptor ve ligandlarmin farkli ekspresyon modelleri ve birden fazla G-
protein baglamalart ile diizenlenir (43).

Plasentada PROK1’in ekspresyonu Ferrara ve ark (18) tarafindan rapor edilmistir. Sonraki ¢aligmalar insanda
gebelik doneminde desidual ve plasental dokularda ve gebeligin erken donemlerinde peptid ekspresyonu iizerine
yogunlagmustir (11, 37). PROK1 ve onun G proteinine bagl reseptdrii PROKR1’in yiiksek oranda insan plasentasinda
eksprese edildigi, sinsityotrofoblastlarda (ST), sitotrofoblastlarda (CT), fotal endotelyumda ve Hofbauer hiicrelerinde
(Ho) immunolokalize oldugu bildirilmistir (13, 16, 37). Indirekt olarak da PROK-1’in, VEGF ekspresyonunu uyararak
anjiogenezisi indiikledigi bilinmektedir (37). Ayrica gebeligin erken donemlerinde desiduada PROK-1 ve reseptorii
PROKRI1 seviyelerinin arttig1 bildirilmistir (16). Plasenta da, endokrin bir unsur olan ST tarafindan PROK1’in giiglii
bir ekspresyonu, trofoblast farklilasmasi i¢in yeni bir plasental bilylime faktorii olarak 6nerilmesine sebep olmustur
37).
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Yapilan ¢aligmalarda prokinetisinlerin spesifik anjiogenik bir mitojen oldugu ovaryum (31) ve testiste (32)
anjiogenezisi tegvik ettigi ve adrenal bezden koken alan endotelyal hiicrelerin cogalmasini, gogiinii ve fenestrasyonunu
indiikledigi bildirilmistir (31). Prokinetisinler, ovaryumda (18, 19), tuba uterinada (48), plasentada (14, 22) ve uterusta
(5, 16, 17, 42) tanimlanmis rollerinden dolay: disi iireme fonksiyonlarmin 6nemli bir diizenleyicisi olarak kabul
edilmektedir.

Gebeligin erken doneminde, insanlarda plasental PROK1 ekspresyonu ilk trimester boyunca giigliidiir (22).
Gebeligin 7-8. haftalarinda (7-8 h), PROK lekspresyonu ST, plasental villinin endokrin birimi ve Ho ile sinirhidir. fleri
gebelik haftalarinda (9 ile 12 h), PROK1 ekspresyonu ST ve Ho’de daha gii¢lii, CT de hafiftir (22). PROK1 ekspresyonu
ekstravilloz trofoblastlarda bulunmaz. Plasental EG-VEGF ekspresyonu gebeligin 8-11. haftalarinda en yogundur ve
sonra insanlarda gebeligin ilk trimesterin sonuna dogru tedricen azalir. Bolgesel PROK1’in giiglii ekspresyonu
gebeligin farkli trimesterlerinde gebe kadinlardan alinan serumda da bulunur. Gebe olmayan kadinlarda, plazma
PROK-1 diizeyleri 40 pg/ml civarindadir ve ilk trimesterde bes kat artar (yaklasik 200 pg/ml); bu diizeyler gebeligin
sonuna dogru gebe olmayan kadinlarda gézlemlenen degerlere ulasarak tedricen azalir (24). Gebelik esnasinda yiiksek
PROK-1 diizeyleri, plasentanin PROK-1’in asil kaynag: oldugunu gostermektedir; bu daha sonra plasental eksplant
kiiltiir ortamlarinda PROK-1"in 6lgiilmesi ile ispatlanmustir (6, 23). Bununla birlikte, 6zellikle erken gebelik esnasinda
dolagimdaki PROK-1’in tek kaynaginin plasenta olmadig1 diisiiniilmektedir. Bununla birlikte PROK-1’in ayn1 zamanda
Ostrus siklusunun sekresyon (luteal) fazi esnasinda korpus luteumun (CL) granuloza kdkenli hiicreleri tarafindan asir
derecede eksprese edildigi gosterilmistir (19). Bu durum CL un sekillenmesinde bir rolii olan PROK-1’in gonadotropin
ile uyarilmig bir gen olarak tanimlanmasina sebep olmustur (28, 29, 30).

Gegtigimiz son on yilda yapilan ¢aligmalar PROK1 ve reseptorleri olan PROKR1 ve PROKR2 nin
implantasyon sonrasi Ozellikle plasentadaki rolleri ve molekiiler mekanizmalart iizerine yogunlagmistir. Yapilan
literatiir taramalarinda, plasental gelisimde 6nemli ve esansiyel roller iistlenen bu faktoriin preimplantasyon siirecinde
uterus dokusunda etki mekanizmasi, ekspresyonu ve rolleri iizerine yapilan bir ¢alismaya rastlanmamistir. Yapilan
caligmanin amaci fare uterus dokusunda preimplantasyon, implantasyon sirasinda ve sonrasinda, PROK-1 ve PROKR-
1’nin ekspresyonu belirlenerek bu dénemlerdeki rolleri hakkinda literatiire yeni bilgiler kazandirmaktr.

2. Gerec¢ ve Yontem
Hayvan materyali:

Bu ¢aligmada, Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Deney Hayvanlari Laboratuvarindan temin edilen her
grupta 6 adet olmak iizere toplam 48 adet (yaklasik 20-24 gr agirliginda, 8-10 haftalik) yetiskin disi Swiss albino cinsi
fareler kullanilmistir. Calisma boyunca farelere ayr1 kabinlerde standart yem ve su verilerek, ortamlarinin sicaklik ve
nem oranlar1 sabit olacak sekilde, 12 saat karanlik/aydinlik ortamlarda tutuldu. Vajinal smear ile &strus siklusunda
olduklar1 tesbit edilen disi fareler, 1 gece erkek fareler ile (2 disi/1 erkek) birlikte birakildi. Ertesi sabah, vajinal plug
(tikag) tespit edilen disi fareler gebeligin 1. giiniinde olarak kabul edildi. Gebeligi takip eden giinler i¢in; 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7 ve 8. gilinlerinde, bulunan farelere xylazine (7.5 mg/kg)/ketamin (80 mg/kg) kombinasyonu ile saglanan genel
anestezi altinda, servikal dislokasyon ile dtenazi uygulanarak anterior abdominal duvar agilip uterus dokulari alindi
(41). Western blot analizleri i¢in alinan uterus dokular tiiplere konularak -80°C’lik dolaplara kaldirildi. Caligmadaki
tiim deneysel uygulamalar Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu tarafindan
onaylanmistir (Karar No: 2016- 173).

Western blot methodu:

Gebeligin 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ve 8. giinlerinde, elde edilen doku 6rnekleri 0.2 gr dokuya 600 pl lysis buffer ve
10ul proteaz inhibitor kokteyli olacak sekilde inkiibe edilerek sonikatdr yardimi ile homojenize edildi. Tiim 6rnekler,
15000 g’de +4C de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant kisimlari alind1 ve dokularin igerdigi protein miktarlarini
6lgmek i¢in BCA kiti kullanildi. Elektroforezden 6nce drnekler 100 C’deki 5 dakika kaynatildi ve jel elektroforezi igin
(PROK1 igin %18’lik, PROKR1i¢in %10’luk) poliakrilamid jel hazirlandi. Her kuyucuga 20 pl (10°1luk tarak igin) ve
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10 pl (15°1ik tarak i¢in) 6rnek, protein miktarlari esit olacak sekilde konularak Mini Protean Sistem III tankinin igine
yerlestirildi. Mini Protean Sistem III tankina elektroforez soliisyonu eklenerek gii¢c kaynagina baglandi. Proteinler gii¢
kaynagi araciligi ile 100 Volt, 50 miliamperde 80-100 dakika elektroforez edildi.

Proteinler jelde yiiriicken, PVDF membran {istte ve altta 3’er adet filtre kagidi olacak sekilde sandvi¢ biciminde
hazirlandi. PVDF membran iizerine proteinleri i¢eren jel konularak hazirlanan sandvi¢ Mini protean III sistemindeki
tank blot icerisine alindi. Mini protean III tankma transfer soliisyonu eklendi ve +4°C’de gece boyu proteinlerin
membrana transfer olmasi saglandi. Proteinlerin PVDF membrana transferinden sonra Tris tampon soliisyonu (Tris
buffered-saline, TBS) ile hazirlanan % 5’lik yagsiz kuru siit tozu ile oda 1sisinda 1 saat galkalayici iizerinde bloklandi.
Bloklama soliisyonuna ayrica % 0.1 Tween-20 ilave edildi. Membran, {ireticinin tavsiyesine gére hazirlanmis ve
bloklama soliisyonu iginde sulandirilmig olan primer antikor [ PROK 1 (1:250; ab72807; abcam) ve PROKR1 (1:200;
NBP2-15201; Novus) kullanilarak +4 °C *de gece boyu karistirict iizerinde inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda TBS-
T ile 1 saat boyunca 10 dakikada bir TBS-T soliisyonu yenilenerek yikama yapildi. Membran, primer antikor i¢in uygun
olan ve bloklama soliisyonu ile sulandirilmig horseradish peroksidaz (HRP) konjuge sekonder antikorla [(PROK 1 i¢in;
1/1500; PI-2000; Vector Laboratories ve PROKRI1 ig¢in; 1/2000; PI-1000 Vector Laboratories)] oda sicakliginda
karigtirict iizerinde 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda TBS-T ile 1 saat boyunca 10 dakikada bir TBS-T
soliisyonu yenilenerek yikama yapildi. Membran SuperSignal Chemiluminisans (CL)-HRP substrat sistemi ile 5 dakika
inkiibe edildi ve sonrasinda karanlik oda igerisinde membranlardaki sinyaller hiperfilme aktarildi. Film gelistirici ve
tespitten gecirilerek, distile su ile yikanip kurutuldu. Boylece, belirlenen giinlerde Prokineticin 1 (PROK 1) ve PROKR1
protein ekspresyon miktarlart belirlendi ve semikantitatif olarak protein seviyeleri karsilastirildi (25). Western blot
bantlarinin degerlendirilmesi ImagelJ analiz sistemi ile gerceklestirildi. Standart olarak kullanilan beta-aktin ve analizi
gerceklestirilen antikorlarin bant yogunluklari karsilastirilarak protein diizeyleri arasindaki farklar tespit edildi.

istatistik analiz:

Deneyler sonucunda elde edilen veriler SPSS (IBM SPSS Statistics version 23) programi ile dncelikle normal
dagilim testi i¢in Shapiro-Wilk testi ve varyanslarin homojenligi igin Levene testi uygulanmistir. Bu sonuglar
dogrultusunda verilerin normal dagilima uygun ve varyanslarin homojen oldugu tespit edilmisir. Daha sonra gruplar
arasi istatistiksel analizler tek yonlii varyans analiz yontemi ve Tukey post hoc testi ile gergeklestirilmistir (P <0,05).
Alman degerler ortalama + standart hata (SEM) seklinde belirtilmistir.

3. Bulgular

PROKI1, PROKRI1 protein ekspresyon paternleri 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. giinlerde toplanan uterus dokulari {izerine
Western Blot analizi uygulanarak belirlenmistir. Yapilan analizler sonucunda 12 kDa molekiiler agirliginda olan
PROKI1 proteinin gebeligin 1. giinil ile 8. giinii arasinda eksprese edildigi tespit edildi. PROK1 ekspresyonunun
gebeligin ilk dort giliniinde, ilerleyen giinler ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli sekilde arttig1 gézlendi
(P<0,05). Blastosistin endometriyuma tutunmasinin gergeklestigi E 4.5 asamasindan sonra E 4.5-E 5.5 giinleri
arasindan baslayarak 5.-6. ve 7. giinlerde 4. giine oranla istatistiksel olarak anlamli sekilde PROK1 ekspresyonun
azaldig1 saptand1 (P<0,05). 8. giinde PROK1 ekspresyon diizeyinin 5., 6. ve 7. giinlere kiyasla istatistiksel olarak
anlamli sekilde daha fazla oldugu tespit edildi (P<0,05) (Sekil 1).

PROKRU1 proteini ise 45 kDa karsilik gelen band iizerinde tespit edilmisdi. PROK1 ile benzer sekilde gebeligin
1. giinii ile 8. gilinii arasinda eksprese edildigi goriildii. PROKRI1 proteinin ekspresyonunun gebeligin 3. giiniinde en
yiiksek diizeyde oldugu belirlenmistir. Yapilan istatistiksel analizler sonucunda PROKR1 ekspresyonun 3. giinde 1. ve
2. gline oranla istatistiksel olarak anlamli sekilde artarken 5., 6. ve 7. giinde 3. giine oranla istatistiksel olarak anlamli
sekilde azaldig1 saptandi1 (P<0,05). Analiz grafiginde 4. giinde PROKRI1 seviyesinde bir artis goriilmesine ragmen
istatistiksel olarak anlamlilik belirlenemedi (P>0,05). PROKRI1 ekspresyonun da 7. giinden sonra bir artig goriilse de
istatistiksel olarak anlamli1 bir fark bulunamadi (P>0,05) (Sekil 2).



Vet Hekim Der Derg 92 (1): 49-59, 2021 53

A 1.gin 2.gin 3.gin 4.giin 3.gin 6.giin 7.giin 8.giin

\ | | I | | | | | | | || |
12KDA  e—— U e c— G —— — —.—  Prolngticir |
554, e e e — e . S — L A < — — — (- 2010

B 25 N
13- § %
a5 \
a0 % \

Sekil 1: Western blot yontemiyle gebeligin ilk 8 giinii boyunca PROK1 ekspresyonunun belirlenmesi. A: Western blot islemi
sonras! tiim gruplarda 12 kDa degerine karsilik gelen spesifik bandin goériiniimii. Kontrol amaciyla kullanilan B-aktinin
ekspresyonunun goriiniimii. B: Caligma gruplari igin Arbitrary Unit (a.u.) cinsinden verilen ekspresyon degisim sonuglarini
gostermektedir. Farkli harfler ile gosterilen indisler arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (P<0,05)

Figure 1: Determination of Prokineticin 1, expression during the first 8 days of pregnancy with Western blot method. A: The
presence of a specific band corresponding to 12 kDa level is observed in all groups after Western blot analysis. Expression
of f-actin used for control purposes. B: It shows the expression level change results given in Arbitrary Unit (a.u.) for the
research groups. The difference between the indices shown with different letters is statistically significant (P<0.05).
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Sekil 2: Western blot yontemiyle gebeligin ilk 8 giinii boyunca PROKR1, ekspresyonunun belirlenmesi. A:Western blot
islemi sonras tiim gruplarda 45 kDa degerine karsilik gelen spesifik bandin goriiniimii. Kontrol amaciyla kullanilan f-aktinin
ekspresyonunun goriiniimii. B: Calisma gruplari i¢in Arbitrary Unit (a.u.) cinsinden verilen ekspresyon degisim sonuglarini
gostermektedir. Farkli harfler ile gosterilen indisler arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (P<0,05).

Figure 2: Determination of Prokineticin Receptor 1 expression during the first 8 days of pregnancy with Western blot
method. A: The presence of a specific band corresponding to 45 kDa level is observed in all groups after Expression of p-
actin used for control purposes. B: It shows the expression level change results given in Arbitrary Unit (a.u.) for the study
groups. The difference between the indices shown with different letters is statistically significant (P<0.05).

4. Tartisma ve Sonuc¢

Son on yildir yapilan ¢alismalar EG-VEGF’nin plasentasyondaki rollerini ve kompleks sinyal yolaklarinin
bilinmesini belirlemek iizerinedir. Bu galismalar, Prokinetisinler ve reseptorlerinin birgok gebelik patolojisini ortadan
kaldirabilmek i¢in umut verici tedavi hedefleri olduklarin1 gostermektedir. Bu amagla gebeligin farkli zamanlarinda
EGF-VEGF ekspresyon caligmalart yapilmakla beraber, literatiirde belirtilen proteinlerin fare uterus dokusunda
preimplantasyon donemi sirasinda ve sonrasindaki ekspresyonlar ile ilgili bir bilgiye rastlanmamistir. Bu projenin
amaci ise fare uterus dokusunda pre ve peri-implantasyon siirecinde PROK1/PROKR ekspresyonunun tanimlanmasidir.

Calismamizda gebeligin 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ve 8. giinlerinde, elde edilen doku 6rneklerinde PROK1 ve PROKR1
protein ekspresyon miktarlari belirlenmistir ve her iki proteinin de belirtilen gilinler boyunca eksprese edildigi
goriilmiistiir. Gebeligin ilk dort giiniinde (1-4. giin), ilerleyen giinler (5-8. giin) ile karsilagtirildiginda PROK1
ekspresyonunun istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek oldugu gézlenmistir (P<0,05). Ozellikle 5., 6. ve 7. giine
kiyasla 4. giinde gozlenen PROKI1 ekspresyonu bize bu proteinin implantasyon sirasinda goérev yaptigin
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gostermektedir. Elde ettigimiz bulgularla uyumlu olarak, yapilan ¢alismalarda da PROK1’in endometriyumun
mikrovaskiiler gecirgenligini artirarak implantasyonu kolaylastirabildigi one siirlilmiistiir (42). Ayrica yapilan
caligmalarda PROK1’in implantasyon basarisinda etkili oldugu ve implantasyon penceresinin agildigi donemde
endometriyum-konseptus agina katildigini gdstermistir (21). Daha da énemlisi, PROK1’in seksiiel siklus doneminde
insanlarda endometriyal kabuliin (endometriyumun blastosisti basarili bir sekilde baglama yetenegi) yeni bir belirteci
olarak tanimlanmistir (16, 17, 36). PROK1’in COX-2 vedickkhopf-1 (DKK1) gibi implantasyon anahtar faktorlerinin
ekspresiyonunu da diizenledigi bildirilmistir (8). Dahasi, insanlar da PROK1’in dogrudan endometriyal implantasyon
genlerinin ekspresyonunu ve ekstraseliiler matriks proteinleri ile trophoblast hiicrelerinin yapigmasint arttirdigi, ayni
zamanda implantasyon penceresi sirasinda embriyo trofektoderm ve endometrial hiicreler arasindaki ¢apraz etkilesimde
dogrudan bir rolii oldugu ileri siiriilmektedir (2). Preimplantasyon donemi implantasyon sirast ve sonrasinda uterus
bezlerinin sayica arttifi diisiiniildiigiinde, hiicrelerde proliferasyonu destekleyen PROKI1 proteininin bu artigtan
sorumlu olabilecegi ve bezlerde eksprese olabilecegi diisiiniilebilir.

Son yillarda yapilan g¢aligmalarla prokinetisinlerin {ireme siireglerinde ozellikle endometriyal kabul ve
plasental gelisim sirasinda anahtar rol oynadiklar1 gsterilmektedir (8, 10, 37). Hoffman ve ark (24), yaptiklari ¢aligma
ile PROK1’in en yiiksek diizeyde birinci trimester doneminde oldugunu,11. haftadan sonra degerlerin diistiigiinii
sonrasinda gebeligin olmadig1 zamandaki diizeylere geldigini gostermislerdir. Ayrica PROK1’in EVT migrasyonunu
ve invazyonunu baskiladigini bildirmislerdir. Yapilan ¢aligmalar da PROKI1 proteininin plasentada esas olarak
sinsityotrofoblastlarda lokalize oldugu ve buradan eksprese edildigi bildirilmistir. Ayrica PROK1 proteinin trofoblast
hiicreleri {izerine etki ederek plasenta da proliferasyonu ve biiyiimeyi tetikledigi (22), EVT, ECM ve basarili bir
gebeligin gergeklesmesini saglayan olaylarin koordinasyonuna tiimden katkida bulunan villdz trofoblastlar {izerinde de
parakrin etkiler sergiledigi gosterilmistir. (8).

Farelerde bilindigi gibi gebeligin E 4.5 (embriyonik giin 4.5) geg blastosist asamasinda olan embriyo uterusa
dogru hareket etmeye baslar ve yaklagik E 5.0 doneminde hatching olarak adlandirdigimiz dénemde blastosist
etrafindaki zona pellusida’dan kurtularak endometriyuma tutunur. Blastosist bu sirada uterus lumeninde uterus epiteli
ile kars1 karsiya gelir. Bu karsilagma sirasinda da blastosist farklilagmaya devam eder (40). Geligsmenin yaklasik 5.-6.
giiniinde blastosist uterusun endometriyumuna yapisir. E 5.0 donemi ile birlikte yapisma embriyoblastin bulundugu
kutuptaki, yapigkan trofoblastlar tarafindan gerceklestirilir. Endometriyum epiteline yapisan trofoblastlar,
endometriuma deger degmez hizla gogalmaya baslarlar ve iki tabakaya farklanirlar. I¢ tabaka belirgin sl tek
cekirdekli hiicrelerden meydana gelir ve sitotrofoblast olarak adlandirilir. D1s tabaka ise hiicre sinirlari belirgin olmayan
yalnizca ¢ok cekirdekli sitoplazma kitlesinden olusan sinsityotrofoblast tabakasidir (44). Calismamiz sirasinda elde
ettigimiz veriler de 4. giinden sonra PROK1 ekspresyonunda bir azalma meydana gelirken (5. ve 6. giin), 7. ve 8.
giinlerde ise istatistiksel olarak anlaml1 artis meydana geldigi goriilmiistiir. Daha 6nceden yapilan ¢aligmalar ile uyumlu
olarak elde ettigimiz bulgular da implantasyon sonrasi1 5-8 giinler arasinda eksprese oldugunu tespit ettigimiz PROK1
proteinin bu siire i¢inde sinsityotrofoblastlardan sentezlendigini (22) ve implantasyon sonrast mekanizmalar ile plasenta
olusumunda bir takim roller iistleniyor olabilecegini diigiindiirmektedir.

PROKI1 seviyesi, insan endometriyumunda menstrual siklusun sekresyon fazinda artmaktadir (5, 16). PROK1
ve PROKR1 menstrual siklus boyunca uterusta bez epitel hiicreleri ve stromada, erken gebelik doneminde de desiduada
lokalize olur (5, 16, 36). Calismalar PROK1 ekspresyonunun endometriumda progesteron ve insan koryonik
gonadotropin (hCG) tarafindan diizenlendigini gdstermistir (5, 17, 42). Ayrica, endometriyumda PROK1 sinyalinin
endometrial kabul ve implantasyona da dahil olan siklooksijenaz 2 (COX2) (16), 16semi inhibitor faktdr (LIF) (17),
interlokin 8 (IL 8) (38), interlokin 2 (IL 2) (13) ve bag doku biiyiime faktorlerini (CTGF) (52) iceren birkag gen
tarafindan diizenlendigi gosterilmistir. Bu bulgular PROK 1’in erken gebeligin dnemli bir diizenleyicisi oldugunu ortaya
cikarmustir. Prokinetisinlerin, tekrarlayan gebelik kaybi, preeklampsi ve fotal bilyiime geriligi (FGR) gibi plasental
gelisim patalojilerinde goriilen belirgin fonksiyon bozukluklarinda, ovaryum, uterus, plasenta ve testisin fizyolojik
fonksiyonlarini siirdiirebilmelerinde ana diizenleyici olarak gorev yaptiklar1 diistiniilmektedir (9, 51). Gergekten,
PROKI1 ve reseptorleri ile tekrarlayan gebelik kaybi ve polimorfizim arasinda bir iliski vardir (36, 50). PROK1
ekspresyonundaki anormal artigin bozulmus desidua ve tekrarlayan gebelik kayiplari ile iliskili oldugu goriilmektedir
(47).
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Calismamizda PROKR1 proteinin ekspresyonunun gebeligin 3. giiniinde en yiiksek diizeyde oldugu
ekspresyonun 3. giinde 1. giine oranla istatistiksel olarak anlamli sekilde artarken, 7. giinde 3. giine oranla istatistiksel
olarak anlamli sekilde azaldig1 saptanmistir. Bu veriler bize PROKR1 ekspresyonun 3. giinde istatistiksel olarak anlamli
4. giinde ise istatistiksel olarak anlamli olmayan sekilde bir artis goéstererek implantasyon oncesi donemdeki
mekanizmalarda gorev aldigini gdstermistir. Implantasyon sonrasinda ise PROK 1 ile de uyumlu olarak anlamli sekilde
7. giinde anlaml1 8. giinde ise istatistiksel olarak anlamli olmayan sekilde bir artig gosterdigi tespit edilmistir.

Bugiine kadar yapilan ¢aligmalarla, PROK1/PROKR sistemin lokal diizenlenmesi hakkinda ¢ok az bilgi elde
edilebilmistir. Insan gebeligi siiresince bu faktoriin ve reseptorlerinin giiglii ekspresyon profili, plasentada bu
proteinlerin farkli mekanizmalar tarafindan kontrol edildigini gdstermektedir. Gebeligin ilk trimesteri esnasinda
plasental gelisimin dnemli bir parametresi olan hipoksi tarafindan PROK1 ve PROKR’in ekspresyon seviyesi artar.
(22). Her iki gen, hipoksi ile indiiklenebilen faktor 1 (HIF-1) baglayan diizenleyici bolgelerinde fonksiyonel bir hipoksi
yanit elementi igerir ve diisiik oksijen basinci bu proteinlerin ekpresyonlarmin indiiksiyonunu diizenler. insan gebeligi
esnasinda, hipoksik cevre ilk trimester boyunca devam eder. Bu yiizden, 8-11. haftada gozlemlenen PROKI1 ve
PROKRI1 ekspresyonundaki yiikselis sadece oksijen basing diizenlenmesi ile agiklanamamaktadir. Plasentada bagka
diizenleyicilerin de oldugu ve lokal PROK-1/reseptdr ekspresyonunu kontrol ettigi diisiiniilmektedir (7). Ayrica
gebeligin 8-10. haftalarinda yiikselerek pik yapan PROKRI1 ekspresyonu PROK1’in ekspresyonu ile paralellik
gosterirken, PROKR2 mRNA seviyeleri ilk trimesterin sonuna kadar ¢ok fazla degisiklik gostermez, fakat gebeligin
sonuna dogru giderek azaldig: bildirilmistir (22, 24).

Sonug olarak PROKRI1 ekspresyonunun &zellikle implantasyon oncesi 4. giinde artmasi, implantasyonun
meydana geldigi 5. giinde azalmasi ve implantasyon sonrasinda 7. giinden itibaren tekrar artmaya baslamasi bu
proteinin gebeligin saglikli sekilde siirdiiriilebilmesi igin gerekli siireglerde goérev aldigimi goéstermektedir. Ayrica
PROKI1 ve PROKRI1 proteinlerinin preimplantasyon, implantasyon sirasinda ve sonrasinda eksprese ediliyor olmast
bizlere bu proteinlerin bu donemlerde dnemli roller oynadigini akla getirmektedir.
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