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OZET

Amac: Bu ¢alismanin amaci; anne adaylarindan alinan endometriyal hiicrelerin, ko—kiiltiir
ortaminda zigot agamasindan, blastosist asamasina kadar embriyo varliinda hiicre adezyon
molekiillerinden Trofinin ve CD26 (dipeptidil peptidaz IV) ekspresyonlarinin immiinfloresan
teknikle arastirilmasidir.

Gerec ve Yontem: Calismamiza yaslar1 26 ile 36 arasinda degisen 11 kadin katildi.
Kadinlarin menstriiyel dongiilerinin 21.giinii (luteal fazda) endometriyal biyopsileri alindi.
Endometriyal hiicrelere ko-kiiltiir yontemi uygulandi. Kadinlara kontrollii ovaryen
hiperstimulasyon (KOH) uygulandi. Yumurta ¢atlatma igneleri (hCG) yapildiktan 2 giin sonra
ultrasonografi esliginde yumurtalar1 toplandi. Embriyoloji laboratuvarinda se¢ilen oositlere
intrasitoplazmik sperm injection (ICSI) uygulandi. Elde edilen embriyolarin bir kismi1
(n=25) ko-kiiltiir ortamina ve diger bir kism1 (n=80) konvansiyonel kiiltiir ortamina alindu.
Embriyolarin erken gelisme donemleri (1.-2.-3.-4.-5.giin) incelendi ve iyi kalitedeki
embriyolar 5.giin anne adayinin uterusuna bir katater ile transfer edildi. Aktarilan
embriyolarin oldugu ko-kiiltiir kabindaki endometriyal hiicreler fikse edildi. Endometriyal
hiicrelere Trofinin ve CD26 ekspresyonlarini belirlemek tizere immiinohistokimya protokolii
uygulandi. Endometriyal ko-kiiltiir hiicrelerinde Trofinin ve CD26 ekspresyonlar1 floresan
mikroskopta incelendi.

Bulgular: Bu ¢aligmanin sonunda gebe kalan grupta, yas ortalamasinin gebe kalamayan
gruba gore anlamli olarak daha diisiik oldugu (p<0.05) oldugu saptandi. Gebe kalan grupta,
embriyolarin 1.glintinde endometriyal ko-kiiltiirde Trofinin (+) boyanmis hiicre sayisinin gebe
kalamayan gruba gore anlamli olarak daha diisiik oldugu (p<0.05) oldugu goriildii. Embriyo
varhiginda endometriyal ko-kiiltiirde CD26 (+) boyanmus hiicre sayis1 ise gebe kalan ve gebe
kalamayan gruplarda ise anlamli bir farklilik gostermedi.

Sonug¢: Endometriyal ko-kiiltiir calismasina katilan kadinlarin yaklagik yarisinda gebelik
gergeklesmis, diger yarisinda ise gergeklesmemistir. Ko-kiiltiir ortamlartyla yapilan
immiinohistokimyasal ¢aligsmalarin, konvansiyonel kiiltiir ortamlarinin gelistirilmesini
saglamada faydali olacagi inancindayiz. Ayrica ko-kiiltiir ortamlarinin embriyonunun anne
uterusuna ait hiicrelerle erken donemde iletisiminin saglanmasinda yarari olacagin
diistinmekteyiz.

Anahtar kelime: Hiicre adezyon molekiilleri (CAM); trofinin; CD26 (dipeptidil peptidaz IV);

embriyo; ko-kiiltiirler.
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ABSTRACT

Aim: The aim of this study was to investigate the expressions of Trophinin and CD26
(dipeptidyl peptidase 1V) by immunoflourescence technique from cell adhesion molecules
(CAM) in the existence of embryo from zygote to blastocyte stage in co-culture medium of
received endometrial cells from mother applicants.

Materials and methods: Eleven women participated in the study whose ages varied from
twentysix-to thirtysix years. Endometrial biopsies were received 21. day (luteal stage) of
mentrual cyclus of women. Co-culture technique applied to endometrial cells. Controlled
ovarian hyperstimulation (COH) applied to women. Oocytes were picked up with
ultrasonography (US) after 2 days oocyte rupture (B hCG) injection was done.
Intracytoplasmic sperm injection (ICSI) applied to selected oocytes in the embryology
laboratory. Some of embryos obtained (n=25) were cultuvated in co-culture medium and
some of them (n=80) were received in the convansional culture medium. Early developmental
stages (1.-2.-3.-4.-5.days) of embryos were examined and good quality embryos were
transferred in 5th day to the mother’s uterus by a catater. Endometrial cells were fixed in co-
culture medium of transferred embryos. An immunohistochemistry procedure were applied to
determine Trophinin and CD26 expressions in the endometrial cells. Trophinin and CD26
expressions were examined in endometrial co-culture cells by florescence microscopy.
Findings: At the end of this study, average of age was determined to be less significantly in
pregnant group, compared to non-pregnant group (p=0.05). Number of Trophinin (+) stained
cells was low significantly in pregnant group, in first day of embryos compared to non-
pregnant group in endometrial co-culture (p=0.05). There was no significant difference in the
number of CD26 (+) stained cells in existence of embryo in endometrial co-culture between
the pregnant and non-pregnant groups.

Conclusion: Approximately half of the participant women in endometrial co-culture study
were pregnant, the rest were not pregnant. We believe that immunohistochemical studies with
co-culture medium will be useful to improve the convansional culture mediums. We consider
that co-culture mediums have advantage over the communications with endometrial cells of
embryos in early developmental stages.

Key Words: Cell adehesion molecules (CAM); trophinin; CD26 (dipeptidyl peptidase IV);

embryo; co-cultures.
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1. GIRIS

Gilinlimiizde in-vitro fertilizasyon (IVF) ve embriyo transferi (ET) basarili bir teknik
olmasia ragmen, bazi kadinlarda embriyonunun implantasyon yetersizligi devam eden bir
sorundur. Implantasyon, 1.haftanin sonunda baslar, 2.haftanin sonuna kadar devam eder.
Blastosistin implantasyonu; endometriyum epiteline yapismasini, tutunmasini, epiteli
asindirarak endometriyal stromaya gomiilmesini iceren 6nemli bir siiregtir. Implantasyon
gerceklesirken blastosistte trofoblast, dista sinsityotrofoblast ve icte sitotrofoblasta farklilanir.
Sinsistyotrofoblast; asindirici, yiyici, sindirici ve istilaci islevleriyle endometriyal stromaya
gomiiliir (Sadler, 2004; Moore, 2009). Endometriyal reseptivite, IVF-ET tedavilerinin
basarisinda 6nemli bir role sahiptir. Embriyo gelisimiyle endometriyal olgunlagma arasinda
uyum eksikliginin implantasyon basarisizligina neden oldugu diisiiniilmektedir. Blastosist
implantasyonunda endometriyum reseptivitesini saglayan mekanizmalarin tam olarak
anlasilamadigi da bildirilmistir (Kumtepe, 2007; Bahar ve Baykal, 2008).

Implantasyon basarisimi etkileyen faktorler arasinda, embriyo kalitesi, endometriyal
reseptivite ve ET teknigi sayilabilir. Geng yastaki anne adaylarina yapilan ET sonrasi yliksek
gebelik oranlari, bu faktorlerden embriyoya diisen payin daha az oldugunu diistindiirmektedir.
Yapay uterus olarak da bilinen endometriyal ko-kiiltiir ortamlari, embriyolarin transfer
donemi Oncesi dogala yakin bir ortamda gelisimlerine izin veren sistemlerdir. Ko- kiiltiir
sistemlerinin embriyo gelisimine pozitif etkisi in vivo sartlar1 basari ile taklit etmesidir.
Ko-kiiltlir ortamlar1 ile konvansiyonel kiiltiir ortamlarinin karsilastirildigi ¢aligmalara acilen
gereksinim oldugu bildirilmistir  (Seyhan ve ark.,, 2008). Ko-kiiltiir ortamlarinin
hazirlanmasinda IVF laboratuvari personelinin 6zel egitim, bilgi ve deneyim kazanmasi ile
teknik alt yapinin kurulmasi gereklidir. Ko-kiiltiiriin diger bir dezavantaji ise hiicrelerin elde
edildigi dokulardan kaynaklanabilecek kontaminasyon riskidir.

Ko-kiiltiirlin getirdigi avantajlar, daha onceleri embriyolarin rutin kiiltiir medyumlarinda
inkiibe edildiginde, kotii embriyo gelisimi ve tekrarlayan implantasyon basarisizligi (TIiB)
goriilen hastalarda belirgin olarak gozlenmistir. Bu sonuglar ko-kiiltiir ortamindaki hiicrelerin,
embriyo i¢in toksik maddeleri kiiltiir ortamindan uzaklastirdigina iliskin teorileri
destekledigini isaret etmektedir (Zeyneloglu ve Kahraman, 2009). Embriyo gelisimini
tyilestirmeye yonelik kiiltiir medyumlar1 bile embriyolarin implantasyonu {izerinde pek ¢ok
farkli etki gosterirler (Karadz, 2010). Erken doénemde embriyonun ve blastosistlerin

gelisiminin in vitro olarak incelenmesi, blastosistlerin invajinasyonu ve implantasyonuyla



ilgili olaylarin aydinlatilabilmesi i¢in yeni ¢aligmalarin planlanmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.
Ayni zamanda, embriyo gelisimi agisindan ko-kiiltiir ortamlarmin konvansiyonel kiiltiir
ortamlarina gore avantajli olup olmadig1 sorusuna yanit aramak farkli ¢alismalarla miimkiin

olacaktir.

1.1 Amag¢ ve Kapsam

Basarili bir implantasyon blastosist ile endometriyum arasinda karsilikli fizyolojik
etkilesimlerle gerceklesir. Bugiin implantasyonun yaklastk 3 asamada incelendigi
bilinmektedir (implantasyon penceresi):

1. Apozisyon: bu asamada endometriyum epitelinden Interlokin-8 (IL-8), Monosit
kemotaktik protein-1 (MCP-1) salgilanir.

2) Adezyon: bu asamada ise endometriyum yiizey epiteli ile blastosist beraberce a5-f1
integrin, Heparin-baglayic1 epidermal biiyiime faktorii (HB-EGF), Koloni stimiile edici
faktdr-1 (CSF-1), Lokemi inhibe edici faktdr (LIF), Interlokin-1 (IL-1) salgilar.

3) Invazyon: bu asamada trofoblast Stromelizin’ler (fibronektin, laminin, proteoglikanlar,
kollajen tip 4,5,7), Kollajenaz (kollajen tip 1-4,10), Jelatinaz (kollajen tip 4),
Matriksmetalloproteinazlar (MMP-2, MMP-9) salgilar.

Implantasyon siirecinde hiicre adezyon molekiilleri (CAM)’nin ekspresyonuyla ilgili
caligsmalar halen devam etmektedir. CAM, hiicre yiizeyinde bulunan, hiicrelerin birbirlerine ve
ekstraselliiler matrikse (ECM) baglanmasini saglayan protein molekiilleridir. CAM’nin hiicre
bliylimesi, hiicre farklilagsmasi, embriyolojik siireclerde ve inflamasyonda rol aldiklari
belirlenmistir. Ureme biyolojisinde de farkl1 siire¢lerde ve dénemlerde CAM nin islevleri
oldugu saptanmustir. Implantasyonun endometriyal integrin, kadherin ve selektinleri igeren
tiim CAM’lerin yardimiyla basladigi kabul edilmektedir. Implantasyon, genetik olarak farkli
olan embriyonik ve maternal dokular arasinda gelisen basarili bir kaynasma olayidir.
Embriyodaki trofoblast hiicreleri, anneden fetiise oksijen ve besinlerin taginmasindan bagka,
implantasyon siirecinde blastosistin endometriyuma tutunmasindan baglayarak gebeligin
basindan sonuna kadar diger islevlerin yerine getirilmesinde de gorevli hiicrelerdir. Gebeligin
devamini saglayan bu islevler; uterus dokusuna siirekli ve diizenli invazyon, cogalma,
farklilasma ve immuno-endokrin islevlerdir (Gokg¢imen ve Temel, 2004).

Adezyon ile ilgili arastirmalar, adezyonun sadece hiicreleri birbirine baglamaktan baska

etkileri oldugunu gdstermistir. Son yillarda 6nemli gelismelerden biri, adezyon molekiillerinin



sinyal iletiminde de gorevleri oldugunun anlagilmasidir. Bu durum saglikli bir embriyonun
gelisiminde ve implantasyonda gereklidir. Endometriyal tutunma ve implantasyonu izleyen
siiregte, trofoblastlar tarafindan interstisyel ve intravaskiiler maternal doku invazyonu
maternal-plasental-fetal sirkiilasyonun gelisimine ihtiya¢ duymaktadir ve bu yeni CAM’larin
farkli ekspresyonlarini gerektirmektedir. Gebelikte adezyon molekiillerinin aldigi rol ¢ok
onemlidir, ¢linkii pre-eklampsi, fetal gelisim geriligi, diisiik ve infertilite problemlerini igeren
baz1  gebelikle iliskili rahatsizliklar CAM’larin  ve/veya onlarin  baglaglarinin
ekspresyonundaki anormalliklerle iliskilendirilmistir (Sahin, 2007).

Bizim g¢aligmamizda anne adaylarmin endometriyal hiicrelerinin, ko—kiiltiir ortaminda,
zigot asamasindan blastosist asamasima kadar embriyo varliginda verdikleri yanitin
CAM’lerinden trofiinin ve CD26 (dipeptidil peptidaz IV) ekspresyonlarinin immiinfloresan
teknikle aragtirilmasi planlandi. Calismamizin bu konuda da énemli bir boslugu dolduracagin

umuyoruz.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kadin Ureme Sistem Anatomisi ve Histolojisi

Kadin iireme sistemi i¢ genital organlar iki ovaryum, iki tuba uterina (fallop tiipleri-
ovidukt), bir uterus ve vajina ile dig genital organlardan olusur. Bu sistem menars ile menapoz
arasinda histofizyolojik dongiisel degisikliklere wugrar. Bu degisiklikler hormonal

mekanizmalar ile kontrol edilir.

2.1.1. i¢ Genital Organlar

2.1.1.1. Ovaryum

Ovaryumlar kiiclik pelviste “fossa ovarica” denilen ¢ukurlarin igine yerlesmis 3-5 cm
uzunluk, 2.5-3 cm genislik ve 0.5-1.5 cm. kalinlikta oval big¢imli organlardir. Yiizeyleri
“germinal epitel” denilen degisime ugramis bir mezotel ile ortiiliidiir. Tek katl kiibikten
tek kath yassiya kadar degisen bu epitelin altinda ovaryuma beyazimsi rengini veren
fibroz bag doku kapsiilii “tunika albuginea” bulunur. Tunika albuginea'nin altinda
ovaryumun follikiillerini iceren korteksin bag dokusu yer alir. Ovaryumun en i¢ kismi
medulla gevsek bag dokusu yapisindadir. Ovaryan stromanin periferal zonu korteks ile
merkezi zonu medulla birbirinden kesin bir ¢izgiyle ayrilmaz. Korteks primer oositlerin
bulundugu primordiyal follikiilleri ve stromasinda ig sekilli fibroblastlar1 igerir. Bu
fibroblastlar, diger organlardakinden farkli olarak hormonal uyarilara daha duyarlidir.
Medulla, hilustan ovaryuma giren sinirler, lenf ve kan damarlan ile testisteki Leydig
hiicrelerine benzeyen interstisyal hilus hiicrelerini icerir. Ovaryen arter ve uterin arterin
dallar1 mezovaryumda ve broad ligamentte anastomoz yapar. Bu arteryel pleksustan
yaklagik 10 adet kivrimli hellisin arter hilumdan girer, daha kiigiik dallar1 kortikomedullar
bolgede bir pleksus yapar, bunlar kortekse 1s1nsal olarak dagilan diiz kortikal arteriyolleri
olusturur; burada dallanirlar, follikiiller etrafinda zengin bir kapiller agini olusturmak
tizere vaskuler arkuslari yaparak anastomozlasirlar. Vendz drenaj arteryel sistemi izler,
meduller venler genis ve kivrimlidir. Ovaryumun innervasyonu sempatik liflerle saglanir.
Bu sinir lifleri kan damarlarii ve diiz kas hiicrelerini innerve eder ve olasilikla follikiiler
maturasyon ve ovulasyonda rolu olabilir. Ovaryum; disi gametin {iretimi, Ostrojen ve
progesteron salgilanmasi, dogumdan sonra ¢ocugun iireme organlarinin biiylimesinin
diizenlenmesi ve sekonder cinsiyet karakterlerinin gelismesinden sorumludur (Young and

Heath, 2000; Ross, 2003; Gartner and Hiatt, 2009; Junqueira and Carneiro, 2009).
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2.1.1.1.a. Ovaryum Follikiilleri

Ovaryum follikiilleri korteksin stromasi i¢inde yer alir. Bir follikiil, bir veya daha fazla
tabakali graniiloza hiicresi katmaniyla ile gevrili bir oosit igerir. Follikiiler gelisimin birkag
evresi vardir (Sekil 2.1).

Primordiyal follikiiller: Fetal yasam sirasinda olusan follikiillerdir. Her bir primordiyal
follikiil tek katl yassi follikiil hiicreleriyle c¢evrili bir primer oosit icerir. Primordial follikiil
icersindeki oosit yaklasik 25 um ¢apinda kiire bigimli bir hiicredir. Biraz ekzantrik yerlesimli
bliyiik bir niikleusu ve niikleolusu bulunur. Bu hiicreler mayoz bdliinmenin birinci profaz
evresindedir. Kromozomlar c¢ogunlukla ¢6ziilmiis haldedir ve Okromatik boyanirlar.
Organeller niikleusa yakin olup kiimelenme egilimi gosterirler; ¢ok sayida mitokondri, birkag
Golgi kompleksi ve endoplazma retikulumu (ER) sarniglart bulunur. Yassi follikiil hiicreleri
birbirlerine desmozomlarla baglanirlar. Follikiil hiicrelerinin altinda bir bazal lamina bulunur

ve damardan yoksun follikiilleri ¢gevreleyen stromadan ayiran sinir1 olusturur.
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Sekil 2.1: Ovaryum Follikiilleri (Junqueira and Carneiro, 2009 )



Biiyiimekte olan follikiiller: Pubertede follikiillerin biiylimesi hipofizden salgilanan
follikiil uyarict hormon (FSH) etkisiyle follikiil hiicrelerinin, primer oositin ve follikiilii
cevreleyen stromanin biiyiimesi ile gerceklesir. Oosit biiytimesinin en hizli oldugu dénem
follikiiler biiyltimenin birinci evresidir. Bu sirada oositin ¢apt maksimum 125-150 um’ye
ulagir; niikleus biiylir ve bu durumuyla “germinal vezikiil” adin1 alir. Mitokondri sayisi
artar, ER hipertrofi gosterir ve Golgi kompleksi hiicre ylizeyinin hemen altina go¢ ederler.
Follikiil hiicreleri mitoz boliinmeyle cogalirlar ve tek tabakali kiibik hiicre katmani
olustururlar. Bu evredeki follikiil, “unilaminer (tek tabakali) primer follikiil” olarak
adlandirilir. Follikiil hiicreleri mitozla ¢ogalirlar ve ¢ok kath follikiiler epiteli ya da
graniiloza tabakasini olustururlar; buradaki hiicreler gap junctionlar araciligiyla iletisim
kurarlar. Bu asamadaki follikiile “multilaminer (¢ok tabakali) primer follikiil” ya da
“preantral follikiil” olarak adlandirilir. Oositi saran “zona pellusida” en az ii¢ farkl
glikoprotein icerir. Zona pellusida sentezine, hem oositlerin hem de follikiil hiicrelerinin
katkida bulundugu diisiiniilmektedir. Follikiil hiicrelerinin uzantilar1 filopodlar ile oosit
mikrovilluslari, zona pelusida i¢ine uzanirlar ve gap junctionlar (Sekil 2.2) ile birbirleriyle

temas kurarlar (Gartner and Hiatt, 2009; Junqueira and Carneiro, 2009; frez, 2010).

e. g. FF-MAS
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e. g. GDF-9
GDF-9B (BMP-15)
FBF?

Activin?

Sekil 2.2: Oosit gelisiminde Gap junction’lar kumulus hiicreleri ile oosit arasinda

molekiiler mesajlarin iki yonlii iletisimini saglar (http://humupd.oxfordjournals.org).

Follikiiller, graniiloza hiicrelerinin boyut ve sayica artmasiyla biiyiidiik¢e korteksin
daha derinlerine dogru go¢ ederler. Follikiil hiicreleri arasinda sivi toplanmaya baglar; sivi
iceren kiiciik bosluklar birleserek biiylik bir bosluk (antrum) olusturur. Artik siirekli
boliinen follikiil hiicreleri ve kalinlasan zona pellusida ile karakterize bu follikiile

“sekonder (antral) follikiil”denir.



Follikiil s1vis1; plazma, steroid baglayici proteinler, glikozaminoglikan (GAG)’lar1 igeren
baz1 proteinler, yiiksek konsantrasyonda progesteron (P4), androjen ve Ostrojenler igerir.
Graniiloza hiicrelerinin antrumu olusturmak tizere yeniden diizenlenmesi sirasinda, bazi
hiicreler follikiil duvarinda belirli bir yerde yogunlasarak kiiclik bir tepecik olusturur;
antrumun i¢ kismimna dogru ¢ikinti yapan ve oosit igeren bu yapiya “kiimiiliis ooforus”
denir. Bir grup graniiloza hiicresi oositin ¢evresinde “korona radiyata’y1 olusturur ve
ovulasyonda sekonder oosite eslik eder. Oositte ve graniiloza tabakasinda bu degisiklikler
olusurken, follikiilin hemen bitisigindeki fibroblastlar farklilasma gostererek “teka
follikiili” denen hiicresel bir kapsiil olusturacak sekilde diizenlenir. Daha sonra bu tabaka
“teka interna” ve “teka eksterna” olarak farklilasir. Gelismekte olan follikiiliin bazal
laminasina komsu, iyi damarlanmis teka internanin hiicreleri tamamen farklilastiginda
steroid iireten hiicre 6zellikleri kazanirlar. Teka interna hiicreleri, bir androjen onciilii olan
androstenediyonu salgilar. Daha sonra, testesteron aromataz enzimi tarafindan ostradiyole
cevrilir. Ostrojen follikiilii gevreleyen stromadan kan damarlariyla kana gecer ve tiim
viicuda yayilir. Teka eksterna esasen bag dokusundan ibarettir, iginden gegen kiigiik
damarlar teka internanin sekretuvar hiicreleri etrafinda zengin kapiller aglar olusturur.
Olgun Follikiiller: Olgun ya da graaf foliikiilii ovaryum yiizeyinden digar1 dogru
siskinlik yapan saydam bir vezikiil olarak goriilebilir ve yaklasik 2,5 cm. ¢apindadir. Sivi
toplanmas1 nedeniyle antrum genisler ve oosit, graniiloza hiicreleri tarafindan olusturulan
bir sap ile follikiil duvarma baglanir. Antrum igindeki sivi toplanmasiyla graniiloza
tabakasi daha ince bir hale gelir. Bu follikiiller son derece kalin bir teka katmanina
sahiptir. Primordiyal follikiilden olgun follikiiliin olusumuna kadar biiylime siireci

yaklagik 90 giin siirer (Ross, 2003; Kierszenbaum, 2006; Junqueira and Carneiro, 2009).

2.1.1.1. b. Ovulasyon

Ovulasyon, olgun follikiil duvariin yirtilmasi ve sekonder oosit’in saliverilmesidir.
Sekonder oosit oviduktun genislemis ucu tarafindan yakalanir. Kadinda 28 giinliik
menstriiyel dongiiniin yaklasik 14. giiniinde ger¢eklesen ovulasyonda her ay, sol ya da sag
ovaryumdan genellikle bir tane sekonder oosit serbest birakilir, ancak bazen ovulasyon
gerceklesmeyebilir; bazen de ayni anda iki ya da daha fazlasi da atilabilir. Ovulasyonu
uyaran, biiyliyen follikiil tarafindan iiretilen dolasimdaki yiliksek Ostrojen diizeylerine

yanit olarak 6n hipofiz bezinden salgilanan luteinizan hormondaki (LH) ani bir artigtir.



Kanda LH’daki artistan sonra, ovaryumun kan akisinda bir artig goriliir ve plazma
proteinleri kapiller ve postkapiller veniillerden sizarak 6deme yol agarlar. Lokal olarak,
prostaglandinler, histamin, vazopressin ve kollajenaz saliverilir. Graniiloza hiicreleri daha
fazla hyaluronik asit (HA) firetirler ve gevsek bir hal alirlar. Tunika albugineadaki
kollajen yikimi, iskemi ve istteki bazi hiicrelerin 6lmesiyle zayiflar. Follikiiler sivi
basincindaki artis ve olasilikla diiz kas hiicrelerinin kasilmasi ile bu zayiflama follikiil dis
duvarinin yirtilmasi ve ovulasyona yol agar. Follikiil duvarinin yirtilmasiyla birinci kutup
cismi ve zona pellusidasi, korona radyatasi, bir miktar follikiil sivis1 ile sekonder oosit
ovaryumu terk eder ve ovidukta girer. Oviduktun ovaryum yiizeyine bakan ucu huni
bicimindedir ve fimbriya adi verilen ¢ok sayida parmaksi cikintilardan olusur. Kas
kasilmast ve silyali hiicrelerin hareketiyle sekonder oosit oviduktun infundibulumuna
girer. Oosit ovulasyondan sonraki ilk 24 saat i¢inde dollenmezse dejenerasyona ugrar ve
fagosite edilir. Dollenmeden sonra gelisen zigotta hiicre bdliinmesi baglar ve zigot
yaklasik 5 giin siirecek bir yolculukla uterusa tasinir (Sadler, 2004; Larsen, 1993; Irez,
2010).

2.1.1.1. c. Korpus Luteum (Sar1 cisim)

Ovulasyondan sonra, bosalan follikiiliin i¢inde kalan graniiloza ve teka interna
hiicreleri kortekste yer alan korpus luteum (CL) denilen gecici bir endokrin bezi
olusturmak tizere yeniden diizenlenir. Ovulasyondan sonra bosalan follikiiliin yeniden
diizenlenmesi ve CL’un olusumu, ovulasyon Oncesinde salgilanan LH’in uyarisiyla
gerceklesir. LH uyarist sonucu CL, P4 ve Ostrojen salgilamaya baglar. P4 ovaryumda yeni
follikiillerin gelismesini engelleyerek ovulasyonu oOnler. Follikiil sivisinin bosalmasi ile
follikiil duvart krvrimli bir hale gelir. Follikiil boglugunda bir miktar kanama olur, bu kan
burada pihtilagir ve sonra yerini bag dokusuna birakir. Bu bag dokusu makrofajlarla
ortadan kaldirilmakta olan kan pihtist artiklar1 CL’un en i¢ kismin1 olusturur.
Ovulasyondan sonra graniiloza hiicreleri boliinmemesine ragmen, boyutlarinda biiyiik bir
artis goriiliir (20-35um ¢apinda). Bunlar CL parenkimasinin yaklasik %80’ini olusturur ve
“graniiloza lutein hiicreleri” adimi1 alirlar. Bu hiicreler steroid sentezleyen hiicrelerin
ozelliklerine sahiptirler. Teka interna hiicreleri de “teka lutein hiicreleri’ni olusturarak
CL’un olusumuna katkida bulunurlar. Bu hiicreler graniiloza lutein hiicrelerine benzer

yapidadir, ancak daha kiigiiktiir (yaklasik 15um c¢apinda) ve daha koyu boyanirlar. Bu



hiicreler CL duvarinin kivrimlarinda yerlesirler. Teka internanin kapiller ve lenfatik
damarlar1 CL’un i¢ kismina dogru gelisir ve bu yapmin zengin damar agini olusturur.
CL’un kaderi gebeligin olusup olugsmamasma baglidir. Gebelik meydana gelmedigi
zaman, LH uyarimiyla 10-12 giin siireyle hormon salgilanmasina programlanmis olan CL
hiicreleri apoptozisle dejenere olur. CL bozulduktan sonra, steroid hormonlarin kandaki
konsantrasyonlar1 azalir ve FSH salgilanir. FSH da bagka follikiillerin biiytimesini uyarir
ve bir sonraki mentrilyel dongii baslar. Yalnizca mentriiyel dongiiniin bir kism siiresince
kalan CL, “menstriiasyon korpus luteumu” olarak adlandirilir ve hiicresel kalintilari
makrofajlarca yok edilir. CL un oldugu yer fibroblastlar tarafindan kaplanir; liiteal hiicre
kiimelerinin yerini korpus albikans denilen stromal bag dokusu alir. Korpus albikans
ovaryumda kalir, kiigiiliir, ama hicbir zaman kaybolmaz. Gebelik olusursa, embriyonun
trofoblastik hiicreleri tarafindan sentezlenen insan koriyonik gonadotropin hormonu
(hCG), CL’u uyaran sinyaller gonderir. hCG, CL’un daha da biiyiimesini saglar ve P4
salgisin1 uyarir. P4, uterus mukozasini korur ve bezlerinin salgisini uyarir; bu bezlerin
salgisinin plesantanin islevi baslamadan 6nce embriyonun beslenmesi acgisindan 6nemli
oldugu diistiniilmektedir. Buna “gebelik korpus luteumu” denir. Gebelik CL’u ayni
zamanda “relaksin” denilen polipeptit hormonu salgilar. Bu hormon simfisiz pubisin bag
dokusunu yumusatip gevseterek dogumun kolaylagsmasina yardimci olur (Young and
Heath, 2000; Ross, 2003; Kierszenbaum, 2006; Gartner and Hiatt, 2009; Junquueira and
Carneiro, 2009).

2.1.1.2. Ovidukt (tuba uterina-fallop tiipleri)

Ovidukt (tuba uterina-fallop tiipleri) 12 cm uzunlugunda, hareketli ve kasli bir
kanaldir. Ovidukt ampulla, istmus ve intramural bdlgelere ayrilir. Infundibulum olarak
adlandirilan bir ucu ovaryum yakininda periton bosluguna acilir ve fimbriya denen ¢ok
sayida uzantilardan olusan bir sacaklanma gosterir; intramural boliimii ise uterus duvarini
gecer ve bu organin i¢ kismina agilir. Oviduktun duvar ii¢ tabakadan olusmustur: tunika
mukoza, tunika muskularis ve tunika seroza. Mukoza tek katli prizmatik epitelden ve
gevsek bag dokusu lamina propriyadan olusur. Mukoza, en ¢ok ampullada olmak iizere
limene dogru uzunlamasina kivrimlar igerir. Epiteli, silli ve salgilayici iki tip hiicre igerir.
Silyalar uterusa dogru haraket ederek oviduktun yiizeyini orten ince viskdz bir sivi

tabakasinin hareketini saglar. Bu sivi esas olarak silyali hiicreler arasina dagilmis



salgilayici hiicrelerin iirlinlerinden olusur. Ovidukt epitelinin salgis1 oosit i¢in besleyici ve
koruyucu islevlere sahiptir. Aym1 zamanda, spermatozoonun kapasitasyonunu da saglar.
Ovidukt mukozasini kaplayan ince sivi tabakanin hareketi ile birlikte kas tabakasinin
kasilmalar1 ovum ya da zigotun uterusa dogru taginmasina yardim eder. Bu s1v1 akimi1 ayni1
zamanda uterusun periton bosluguna mikroorganizmalarin gegisine engel olur. Ovidukt,
sekonder oositin uterusa tasinmasini kolaylagtirir. Liimeni dollenmeye elverisli bir ortam
olusturur ve salgilar1 gelismenin erken sathalarinda embriyonun beslenmesine yardimeci
olur. Dollenme, genellikle oviduktun ampulla bolgesinde olur (Sekil 2,3) ve tiire 6zgii
diploid kromozom sayisina ulasir (Ross, 2003; Kierszenbaum, 2006; Junquueira L.C. and

Carneiro J., 2009).
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Sekil 2.3: Kadin {ireme organlarinda spermlerin ilerlemesi ve sekonder oositin dollenmesi

(Molecular Cell Biology, 2006).

2.1.1.3. Uterus

Uterus; armut bi¢imli, biiyiikligii degisken kalin duvarl bir organdir. Dik durmaz, 6ne
dogru mesanenin iizerine egilmis durumdadir. Uterus iki boliimden olusur: 2/3 {ist boliim
“korpus uteri” (7cm) ve 1/3 silindirik alt boliim “serviks uteri” (3 cm), corpus uterinin 6ne
bakan siskin boliimiine “fundus uteri” denir.

Serviks vajinanin son boliimiiniin i¢ine giren silindir bi¢imli bir yapidir. Servikisin liimeni

i¢ delik ile iistte uterus bosluguna, dis delik ile altta vajina liimenine agilir.
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Korpusun duvari ii¢ tabakalidir:

Perimetriyum: En dista miyometriyuma sikica yapismis ince bir periton tabakasidir.
Miyometriyum: Ortada yer alan bag dokusu ile ayrilmis diiz kas demetlerinden olusan
uterusun en kalin tabakasidir. Diiz kas demetleri sinirlar1 iyi belirlenemeyen dort tabaka
olusturur. Birinci ve dordiincii tabaka esas olarak longitudinal olup organin uzun eksenine
paralel yerlesmis liflerden olusur. Orta tabakalar ise daha biiyiik kan damarlarini igerir.
Gebelik sirasinda, miyometriyum hiperplazi ve hipertrofi ile ¢ok biiyiir. Gebelikte diiz kas
hiicreleri protein sentezleyen hiicre 6zelliklerini gosterir ve aktif olarak kollajen sentezler.
Boylece, uterus kolajen igerigi dnemli Olgiide artar. Gebelik sonrasinda, bazi diiz kas
hiicrelerinde bozulmalar goriiliir, bazilarinin boyutlar1 azalir ve kollajen enzimi etkisiyle
yikilir. Boylece uterusun boyutlar1 gebelik dncesindekine yakin dlgiilere iner (Ross, 2003;
Kierszenbaum, 2006; Sirmali, 2006; Junquueira and Carneiro, 2009).

Endometriyum: Epitel ile basit tlibiiler bezleri iceren lamina propriyadan olusur. Bezler
miyometriyuma yakin alt boliimlerinde bazen dallanmalar gosterir. Epiteli tek kath
prizmatiktir, silyal1 hiicreler ile salgilayici hiicrelerden olusur. Uterus bezlerinin epitelinde
ylizey epitelinden farkli olarak silyali hiicreler ¢cok azdir. Lamina propriyanin bag dokusu
fibroblastlardan zengindir ve bol miktarda amorf temel madde igerir. Bag dokusu lifleri
cogunlukla tip III kollajenden olugsmustur. Endometriyum iki boliime ayrilabilir:

Stratum bazalis, miyometriyuma komsu olan en alttaki boliimdiir ve lamina propriya ile
uterus bezlerinin baglangi¢ kismini igerir.

Stratum fonksiyonalis ise lamina propriya ve bezlerin geri kalanimi ve ylizey epitelini
icerir. Stratum fonksiyonalis aylik dongiiler sirasinda biiyiik degisiklikler gecirirken,
stratum bazalis hemen hemen hi¢ degismeden kalir.

Endometriyumu besleyen kan damarlari bu tabakanin biiyiik bir boliimiiniin periyodik
olarak dokiilmesinde 06zel bir 6neme sahiptir. Arkuat arterler miyometriyumun orta
tabakalarinda dairesel olarak yerlesmistir. Bu damarlardan endometriyumu besleyen iki
grup damar ¢ikar. Bunlar, bazalisi kanlandiran diiz arterler ve fonksiyonalise kan getiren

spiral arterlerdir.

2.1.1.3. a. Serviks Uteri

Serviks uterusun alttaki silindirik kismudir ve histolojik olarak uterusun geri kalan

kisimlarindan farklhidir. Yiizeyde mukus salgisi yapan tek kathi prizmatik epitel bulunur.
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Serviks az sayida diiz kas lifi icerir, esas olarak siki bag dokusundan (%85) olusur. Vajina
liimenine dogru ¢ikint1 yapan serviksin dis kismi ise ¢ok katli yass1 epitel ile ortiiliidiir.
Serviks mukozasi olduk¢a dallanmis, “miik6z servikal bezler” igerir. Bu mukoza
menstrilyel dongii sirasinda biiyiik degisiklikler gecirmez ve menstriilasyon sirasinda
dokiilmez. Gebelikte, servikal miikoz bezler ¢ogalarak daha vizkoz ve bol mukus salgilar.
Servikal salgilar oositin déllenmesinde énemli bir rol oynar. Ovulasyon sirasinda miikoz
salgilar sulanir ve spermin uterusa girmesine olanak saglar. Luteal fazda ya da gebelikte,
P4 diizeyleri miikoz salgilar1 degistirerek daha viskdz bir hal almasina neden olur ve
boylece uterus govdesine sperm ile mikroorganizmalarin gegisi engellenir. Dogumdan
once servikste goriilen genisleme ise, siddetli kollajenolizise ve bunun yol actigi
yumusamaya baghdir (Young and Heat, 2000; Michael H. Ross, 2003; Abraham L.
Kierszenbaum, 2006; Sirmali, 2006; Junqueira and Carneiro, 2009).

2.1.1.4. Vajina

Vestibiilden yukar1 ve arkaya dogru uzanarak servikse ulasan yaklasik 7-10 cm
uzunlugunda fibromdiskiiler bir kanaldir ve duvarinda genislemeyi saglayan kivrimlar
vardir. Vajinainin iist ucu genisleyerek i¢ine serviksin oturdugu kadeh seklindeki 6n, arka
ve yan forniksleri olusturur. Vajina 6n duvan iretra ile yakin komsuluk halindedir ve
hemen bunun iizerinde mesane tabani yer alir. Arkada, vajinanin iicte bir alt bolimii
perine ile rektumdan ayrilmistir, vajinanin {ist kismi rektumla yakin komsudur. Arka
forniksi de igeren iist dortte birlik boliimii uterorektal posun (Douglas boslugu) peritonu
ile sartlmistir. Her iki yan forniksin hemen {istiinde uterus arterleri ve iireterler bulunur.
Vajina liimeni, keratinizasyon gostermeyen ¢ok katli yassi epitelle doselidir. Epitel yapist
menstriiyel dongii boyunca dstrojen ve P4 oranlarina bagli degisiklikler gosterir ve yiizey
hiicreleri hormonlarmin etkisiyle siirekli dokiiliir. Dokiilen bu hiicrelerdeki glikojen,
vajina florasinda yer alan Ddderlein basilleri tarafindan laktik aside doniistiiriiliir. Bu
nedenle vajina pH’s1 asittir (pH 4-4,5). Laktik asitli ortam vajinay1 enfeksiyonlara karsi
korur. Cocukluk doneminde Ostrojen yetersizligi ve menopoz sonrasi Ostrojen c¢ekilmesi
ile vajina pH’s1 alkalene kayar. Bu durum, vajinal enfeksiyon gelismesine zemin hazirlar.
Vajinada bez bulunmaz; ancak komsu dokulardan gelen sivilar vajina yiizeyini siirekli
nemli tutar. Vajinanin arteriyel kan dolagimini “internal iliak arter”in dallar1 olan “vajinal

ve uterin arterler” saglar. Ven6z dolasim ise “internal iliak venler” ile saglanir.
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2.1.2. D1s Genital Organlar (Vulva)

2.1.2. 1. Labia major: Vulva, vaginal agikligin her iki yanindada, yag ve bag dokusundan
olusan iki genis deri kivrimidir. Yag ve ter bezleri iceren labia major’iin dis kisminda
killar vardir, i¢ kisminda yoktur. Bu kivrimlar 6nde simfisis pubis iizerinde birleserek,
eriskinde iizeri killarla kapli olan mons pubisi olusturur.

2.1.2. 2. Labia minér: Labia majoriin i¢ kisminda, sinirlar1 belirgin, iki tarafli deri
kivrimindan olusan labia mindr bulunur. Uzerini saran deride kil bulunmaz, ancak yag
bezleri ve az sayida ter bezi icerir. Labia minor 6nde iki kisma ayrilir; tist boliimii klitorisi
sararken arkada vajinal agiklikla birlesir.

2.1.2. 3. Vestibiil: Labia mindriin arasindaki agikliga vestibiil ad1 verilir. Onde {iretra ve
her iki yanda paraiiretral kanallar buraya agilir. Vajinal agiklik ince bir zar olan himen ile
cevrelenmistir. Himenin her iki alt yaninda Bartholin bezleri ve kanallar1 yer alir.
Erkekteki penisin karsig1 olan klitoris erektil bir organdir.

Dolasim: Dig genital organlar internal pudental arterin dallari, internal iliak arterin dallar
ve femoral arterin dali olan eksternal pudental arter ile kanlanir. Ven sistemi ise cinsel
iliski sirasinda ve daha biiyiik oranda gebelik siiresince dilate olan vendz pleksuslardan
olusur. Venlerin biiyiik ¢ogunlugu arterlere eslik eder. Ancak klitoristen kani toplayan

venler vajinal ve vezikal ven6z pleksuslarla birlesir.

2.2. Embriyoloji

Insan gelisimi; bir oositin bir sperm tarafindan dollenmesiyle baslayan ve kesintisiz
devam eden bir siiregtir. Development (gelisme); mitoz (¢ogalma), migrasyon (goc),
hipertrofi (biliyiime), diferansiasyon (farklilanma) ve apoptoz (hiicrenin programli 6liimii)
olarak siralanabilen 5 histofizyolojik olay1 igerir. Bu olaylarin sonucunda, déllenmis
ovumdan ¢ok hiicreli insan olusur (Carlson, 1996; Sadler, 2004; Sirmali, 2006; Moore and
Persaud, 2009).

2.2.1. Gametogenez: Disi ve erkek gametler; gelisimin 2. haftasinda epiblasttan
kaynaklanan ve daha sonra vitellus kesesinin duvarina yerlesen primordiyal germ
hiicreleri (PGH)’nden gelisir (Sekil 2.4). 3 haftalik embriyoda PGH’leri; yolk kesesi

duvarinda, allantoise yakin, gelecekteki umbilikal kord yakininda endoderm hiicreleri
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arasinda yer almaktadir. PGH, 4.haftada, filopdialariyla amipsi hareketlerle son barsagin
mezenterinin dorsali boyunca ilerlerler, embriyonun arka duvarinda gelisen gonadlara gog

etmeye baslar (Tekelioglu, 1995; Sadler, 2004; Sirmali, 2009; Moore and Persaud 2009).

Primordial Germ Cells
in Human Embryo

Sekil 2.4: 3.haftalik embriyoda vitelliis kesesinin duvarindan PGH’ nin son barsagin mezenteri

boyunca gonadal ¢ikintiya gdcii goriilityor (Sadler, 2004; Moore, 2003).

Gonadal kopriiler, 4-5 haftada kolayca taninabilir; kiz embriyoda oositi, erkekte
spermatogonyumlari gelistirecek olan PGH’lerini igerirler. PGH cinsiyet hiicrelerine gelisen
onciil hiicrelerdir. PGH, ekstragonadal olarak dogarlar ve genital ¢ikintilar1 olusturacak
somatik dokular araciligi ile gé¢ ederler. PGH’lerinin orijini ve migrasyonu iizerine “alkaline
phosphatase” bir germ hiicre marker enzimi olarak kullanilir. PGH’nin gé¢ yolunu ¢izmesinde
genital cikintidan salgilanan bazi kemotaktik salgilarin olduguna dair kanitlar vardir.
PGH’leri, ECM komponentleri sayesinde genital ¢ikintilara dogru yollarin1 bulabilirler. Bu
yollarda fibronektin belirlenmistir. Mutantlarda integrin eksikligi nedeniyle PGH’nin
gonadlara gogiindeki basarisizlik olduguna dair kanitlar, integrinlerin PGH nin gogiiyle ilgili
oldugunu gostermistir. Integrinler hiicre yiizeylerinde yer alir ve baz1 molekiiller (fibronektin)
icin reseptor islevine sahiptir. Bu gog¢ii 5. haftanin sonunda tamamlayan hiicreler; gog
sirasinda ve gonadlarda mitoz bdliinmeyle sayilarini artirir; gonadlarda gamet Onciilil
hiicrelere farklilanir, 5. haftanin basinda primitif gonadlara ulasir, 6. haftada da genital

kivrimlari iggal eder. PGH, genital kivrimlara gelmezse gonadlar gelisemez.

Gonadlar ii¢ kaynaktan koken alir:
Posterior abdominal duvarin mezoteli (spesifik epitelyal hiicrelerden kizlarda follikiil epitel

hiicreleri-graniiloza hiicreleri / erkeklerde ise Sertoli hiicreleri gelisir), bunun altinda
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“embriyonik mezengimal bag dokusu” (kizlarda teka hiicreleri/ erkeklerde Leydig hiicreleri
gelisir) ve PGC’leri, gonadlarin over veya testislere farklilanmasinda belirleyici etkiye
sahiptir ve genital ¢ikintilarda PGH’leri disi embriyoda oogonyum veya erkek embriyoda
spermatogonyuma farklilanirlar. Gonadal kopriilerin formasyonu her iki cinste birbirine
benzer, daha sonra gonadlarin farklilanmasi bir¢ok genlerin etkisini gerektirir: SF-1
(Steroidogenic factor 1), DAX-1 (Dosage sensitive sex reversal, adrenal hypoplasia critical
region, on chromosome X, gene 1), SOX-9 (SRY-related high mobility group box), vs. Bu
genlerden biri iglevsel olmazsa, o zaman gonadal koprii formasyonu gelismez ve testisler ile
ovaryumlar meydana gelmez.

Spermatogonyum ve oogonyum, viicuttaki somatik hiicreler gibi toplam 23 ¢ift
kromozoma sahip olup diplottir. Bu hiicreler, erkeklerde spermatogenez, disilerde oogenez
olay1 ile gametleri iretirken mayoz bdliinmeye ugrar. Bunun sonucunda gametlerin
kromozomu 23 adete iner ve bunlara haploid denir. Gelismekte olan gametler, sitoplazmik
modifikasyona da ugrarlar ve erkeklerde sperm, disilerde ise sekonder oosit olusur. Sperm ve
oosit, oldukc¢a 6zellesmis tireme hiicreleridir.

Erkeklerde, spermatogonyum olusumu ve spermatogenez testisin seminifer tiibiillerinde
olur. Ancak, spermatogenez puberteden 6nce baslamaz. Kizlarda ise tiim primer oositler fetal
yasam sirasinda iiretilir. Bununla beraber, mayozun baslamasindan hemen sonra, bu hiicreler
bir bekleme donemine girerler ve bu evrede puberte dncesine kadar beklerler. Fetal yasamin
3. ve 5. aylan sirasinda oogonyum birinci mayoz bdliinmeye girer; ancak bdliinme diploten
evresinde durarak mayoz bdliinmenin diger evrelerine ilerlemez. Bu hiicreler primer
oositlerdir ve follikiiler hiicreler olarak adlandirilan yassi hiicrelerle g¢evrilidir. Gebeligin
7.aymna ulasildiginda, oogonyumlarin ¢ogu primer oositlere doniligmiistiir. Ancak primer
oositlerin ¢ogu atrezi olay1 ile dejenere olur. Puberteden sonra her ay, birkag¢ oosit ve bunlari
cevreleyen follikiiller gelisir. Bu gelisme, hipofizden salgilanan gonadotropik hormonlarin
etkisi altindadir. Bu follikiillerden yalnizca bir tanesi tiimiiyle olgunlasir ve ovulasyonla
ovaryumdan disariya atilir. Atrezi nedeniyle pubertede yaklasik 300.000 olan oosit sayist 40-
45 yas dolaylarinda 8000’e diiser. Her mentriiyel dongiide genellikle tek bir sekonder oosit
serbest birakildigindan dogurganlik ¢aginda sadece 450 kadar oosit salinmis olur. Tiim diger
oositler atrezi yoluyla ortadan kaldirilir. Ovulasyondan sonra sekonder oosit, sperm tarafindan
dollenirse 2.mayoz boliinmesini tamamlar ve ovum olusur. Dodllenme olmazsa, mayoz
boliinme tamamlanmaz ve sekonder oosit menstriiyel kanama ile disar1 atilir (Young, 2000;

Gartner, 2001; Sirmali, 2006; Junqueira and Carneiro, 2009; Irez, 2010).
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2.2.2. Menstriiyel Dongii

Hipofizden salgilanan FSH ve LH’ 1n etkisiyle, ovaryumlarda iiretilen dstrojen ve P 4, disi
tireme sistemini kontrol ederler. Epitel hiicrelerinin ve bag dokusunun g¢ogalmasi ve
farklilasmas1 bu hormonlarin etkisiyle gergeklesir. Hipofizin 6n lobunun uyarimi altindaki
ovaryum hormonlari ve endometriyum menstriiyel dongii sirasinda yapisal degisikliklere
ugrar. Menstriiyel dongii siiresi degiskenlik gostermekle beraber ortalama 28 gilinde bir
tekrarlanir. Bu dongiiler genellikle 12-15 yaslar arasinda baslar ve 45-50 yasina kadar devam
eder. Menstriiyel dongiiler, oosit iiretimi ile iliskili olarak ovaryumda olusan degisikliklerin
bir sonucu olup disi sadece menstriiasyon gordiigii yillar boyunca fertil kalir. Bu durum seks
yetisinin menopozla sonlanmasi anlamina gelmez, sadece fertilite sona ermistir. Pratik
nedenlerle menstrityel dongiiniin baglangict menstriiyel kanamanin goriildiigii giin olarak
alinir. Menstriiyel akinti, dejenerasyona ugramis olan endometriyumun yirtilan kan
damarlarindan gelen kanla karisimindan olusur. Menstriiyel faz ortalama 3-4 giin siirer.
Proliferatif faz 5-14. giinler arasin1 kapsar. Sekretuvar faz ise ovulasyonla baslar ve yaklasik
13-14 giin siirer. Her fazin siiresi degisebilir. Belirtilen araliklar sadece ortalama degerlerdir.
Menstriiyel dongiide bir proliferatif faz, bir sekretuvar (luteal) faz ve bir menstriiyel faz
bulunmaktadir. Dongii siiresince goriilen yapisal degisiklikler kademeli olarak gerceklesir.
Burada bahsedilen fazlar arasindaki belirgin ayirimlar gergekte egitim amachdir.

Proliferatif Faz: Menstriiyel fazdan sonra, uterusun mukozasi incelmistir (yaklasik 0,5 mm).
Proliferatif faz ayni zamanda ovaryum follikiillerinin gelistigi ve Ostrojenlerin iiretildigi
donemle cakismasi sebebiyle “follikiiler faz” olarak da bilinir. Tiim proliferatif faz boyunca
hiicresel ¢cogalma devam eder. Bdylece hem bezler, hem de endometriyumun yiizey epiteli
yenilenir. Ayrica, bag dokusu hiicreleri cogalir ve lamina propriya i¢inde temel madde birikir.
Bu da endometriyumun bir biitlin olarak biiylimesine sebep olur. Proliferatif fazin sonunda,
endometriyum 2-3 mm kalinliga ulasir. Tek kath prizmatik epitel hiicreleri igeren bezler dar
limenli diiz tiibiiller olustururlar. Bu faz esnasinda, epitel hiicrelerinde kaba ER sisterna
sayisinda ve Golgi kompleksi boyutlarinda giderek bir artig izlenir ve bu sekilde hiicreler
salgilama aktivitesi i¢in hazirlik yapar. Spiral arterler yenilenmekte olan stroma igine dogru
ilerler.

Sekretuvar ya da Luteal Faz: Bu faz ovulasyondan sonra baslar ve yaklasik 13-14 giin siirer.

CL tarafindan salgilanan P4 hormonunun etkisi altindadir. Ostrojenin etkisi ile gelismis olan
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bezler, P4 etkisiyle glikoproteinleri salgilar. Bu glikoproteinler implantasyondan once
embriyonun en biiyilik beslenme kaynagi olacaktir. Bezler fazlasiyla genisler ve kivrintili hale
gelir ve epitel hiicreleri niikleuslarinin altinda glikojen depolamaya baslar. Daha sonra,
glikojen miktarinda diigme olur. Glikoprotein salgi iiriinleri, bezlerin liimenini genigletir. Bu
fazda endometriyum, salgi tirinlerinin birikmesi ve stromadaki 6demin bir sonucu olarak
maksimum kalinliga (5 mm) ulagir. Mitozlara sekretuvar faz esnasinda nadir olarak rastlanir.
Spiral arterlerin uzamasi ve kivrilmas: devam eder ve endometriyumun yiizeysel kismi i¢ine
uzanir. Vendz ag giderek daha kompleks olur ve vendz bosluklar olusur. Bu evrenin en
belirgin 6zelligi, direkt arteriovendz anastomozlarin olusmasidir. P4, miyometriyumun diiz
kas hiicrelerinin kasilmasini inhibe ederek embriyonun implantasyonunu tehlikeden korur.
Menstrityel Faz: Ovaryum tarafindan serbest birakilan sekonder oositin dollenmesi ve
implantasyonu gerceklesemedigi zaman, CL’un islevi yaklagik 14 giin sonra kendiliginden
durur. Bu durumda kandaki P4 ve Ostrojen diizeyleri siiratle diiser. Bu hormonlarin etkisiyle
gelismis olan endometriyumda gerileme baslar ve endometriyum kismi olarak dokiiliir.
Implantasyon gergeklestigi takdirde gelismekte olan embriyo tarafindan hCG sentezlenmeye
baslar. Bu hormonun etkisiyle CL yagamina devam eder ve menstriiasyon olusmaz.
Sekretuvar fazin sonunda, spiral arterlerin duvarlari kasilir, kan akimi engellenir ve olusan
iskemi damar duvarinin ve endometriyumun fonksiyonalis tabakasinin nekrozuna neden olur.
Bu esnada kasilan damarlarin yukarisinda bulunan kan damarlar1 yirtilir ve kanama baslar.
Endometriyum kismen ayrilmis bir hale gelir. Dokiilen miktar farkli kadinlarda hatta ayni
kadinda farkli donemlerde bile degiskenlik gosterir. Menstriiyel fazin sonunda, endometriyum
bezlerinin bazal uclarim1 igeren bazal tabakadan baska bir sey kalmaz, buradan bez
hiicrelerinin ¢ogalmasi ve bunlarin yiizeye go¢ etmeleri ile proliferatif faz ve dongii tekrar
baslar (Larsen, 1993; Ross, 2003; Kierszenbaum, 2006; Junquueira and Carneiro, 2009).

2.2.3. a. Fertilizasyon olmussa:

Zigot yariklanir ve blastosist gelisir. Sekresyon evresinin 6.glinli (siklusun 20. giinii),
blastosist endometriyuma implante olmaya baglar. Koryonun sinsityotrofoblast tabakasindan
salgilanan hCG, CL’un P4 ve Ostrojen salgilamaya devam etmesini saglar. Sekresyon evresi

devam eder ve menstriiasyon olmaz.
2.2.3.b. Fertilizasyon olmamigsa:

CL dejenere olur. Sekresyon evresinin son giinii Ostrojen ve P4 diizeyleri diiser ve
endometriyum iskemik hale gelir, menstriiasyon baglar. CL’un dejenere olmasi sonucu azalan

hormon —o6zellikle P 4 — miktar1 spiral arterlerin kasilmasina neden olur. Kasilmalar iskemiye
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sebep olur ve endometriyum soluklasir. Vaskiiler degisiklikler ve hormon diizeyinin diigsmesi
bez salgilamasini da durdurur, interstisyel bag dokusundaki sivi azalir; bdylece endometriyum
onemli 6lciide biiziiliir. Iskemik evrenin sonuna dogru, spiral arterlerdeki kasilmalarin siiresi
uzar. Kasilmalarin uzamasi, venoz staza ve yiizeyel dokunun iskemik nekrozuna neden olur.
Hasarlanmig damar duvari yirtilir ve kan ¢evredeki bag dokusuna sizar; sizan bu kan, bag
dokusunda kii¢iik havuzcuklar olusturur ve endometriyum yiizeyi pargalanir. Boylece, uterus
limenine bir kanama (20-80 ml) ile endometriyum pargalar1 (kompakt tabakanin ile
spongiy0z tabakanin ¢ogu), déllenmemis oosit vajinal yolla disartya atilir. Geride kalan bazal
tabaka ve spongiyoz tabakanin kalintilari, proliferasyon evresinde rejenere olur. Gebelik
olmussa, menstriiyel dongii durur ve endometriyum gebelik evresine girer. Dogumdan sonra

(6-10 hafta sonra) ovaryan ve menstrilyel dongii yeniden baglar.

2.2.3.c. Gametlerin Tasinmasi

Gametlerin taginmasi, oosit ve spermin fertilizasyonun olagan yeri oviduktun ampulla

boliimiine taginmasini ifade eder.

2.2.3.d. Oositin tasinmasi

Ovulasyondan hemen Once, oviduktlar ritmik olarak kasilmaya ve fimbriyalar da
ovaryumun yiizeyine dogru uzanmaya baglar. Oosit ve onu ¢evreleyen graniiloza hiicreleriyle
birlikte ovidukt i¢ine dogru ¢ekilmesini, fimbriyalarin ovaryumlarin {izerini siipliriir tarzdaki
hareketleri ve fimbriyalar1 doseyen silli epitelin hareketinin sagladigina inanilir. Ovidukt
liimenine ulasan oositin etrafindaki graniiloza hiicreleri, sitoplazmik uzantilarin1 zona
pellusida’dan ¢ekerek, oositin serbest kalmasini saglar. Ovidukt i¢ine ulasan oosit, bu tiiplerin
duvarindaki kaslarin kasilmasiyla uterusa dogru itilir. Bu yolculugun hizi, ovulasyondan 6nce
ve sonraki endokrin etkenlerden etkilenirse de, insanda zigotun uterus liimenine ulasmasi,

yaklagik 3—4 giin i¢cinde tamamlanir.

2.2.3.e. Spermin tasinmasi

Insanda spermler, inseminasyonla vajinanin {ist boliimiine birakilir. Spermlerin yolculugu
buradan baslar ve fertilizasyonun olacagi oviduktun iist bolimiine kadar devam eder.
Spermlerin biiylkliikleri dikkate alinirsa, katedecekleri yol olduk¢a uzundur (Sekil 2,3).
Ayrica yol boyunca, asit sekresyonu gibi kimyasal tehlikeler, servikal kanalin kivrilmasi ve
stkigmast ya da oviduktun daralmasi ve tikanmasi gibi mekanik engellerle de karsilagabilirler.

Ancak, saglikli gen¢ bir erkekte bir ejekiilasyonla disariya atilan semen ig¢inde ¢ok fazla
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sayida (200-300 milyon) sperm bulundugundan, normal sartlar altinda, bir boliimii (yaklasik
300-500 tane) oosite ulastiginda, ona penetre olma ve dolleme yetenegini yitirmemislerdir.

Spermler i¢in ilk bariyer, vajinanin iist boliimiiniin dogal asiditesidir. Bu asiditenin goriinen
islevi, bakteriyostatik bir ortam olarak etki etmektir. Bununla beraber, seminal siv1, asiditeye
kars1 giiclii bir tampon etkisi yapar. Inseminayondan sonra 8 saniye iginde vajinal pH 4.3’den
7.2°ye yiikselir. Spermlerin bir boliimii, vajinanin {ist boliimiinden oldukca hizli olarak disi
iireme kanalina geger (30 dakikadan daha az bir zamanda ovidukta ulasir). Bu hiz, spermlerin
kendi baslarina ylizme hiz1 (yaklasik 2—4 mm/dak.) ile karsilagtirildiginda oldukga yavastir.
Deneysel caligsmalar, sperm iletilmesinin baslangictaki hizli evresinde, hareketsiz olan
spermlerin de hareketli olanlarla ayn1 zamanda ovidukta ulastigin1 gostermistir. Hizli sperm
hareketini saglayan neden, seminal sivinin vajinanin iist boliimiiniin kasilmasini uyarmasidir.
Bu kasilmalar, spermlerin servikal kanala dogru itilmesini saglar. Spermler, kendi ylizme
hareketleriyle ilerledikleri serviks icinde yavas iletilme evresine girerler ve servikal kanali
doseyen ¢ok sayidaki diizensiz kriptalara takilir. Normalde, servikal kanali dolduran mukusun
viskozitesi yiiksektir. Ovulasyon sirasinda hormonlarin etkisiyle viskozite azalir; boylece,
spermlerin ilerlemesi kolaylastirilir. Spermler servikal kanaldan yavagga uterus kavitesine
gecer. Spermlerin uterus igindeki hareketi tiimiiyle anlasilmis degildir; ancak, birgok
memelide, seksiiel orgazmin en yiiksek noktasinda, uterusun diiz kaslarinda spazm seklinde
kasilmalar olur. Bu kasilmalar, vajinaya birakilmis spermlerin uterusa dogru cekilmesini

saglar (Sirmali, 2009).

2.2.3.1. Spermin Olgunlasmasi

Taze ejakulattaki spermlerin oositi dolleyebilmesi i¢in bir olgunlasma evresi gecirmesi
gerekir. Yaklasik 7 saat siiren kapasitasyon sirasinda, spermin akrozom ylizeyinden
glikoprotein kilif ve seminal proteinler siyrilir. Membran kolesterol/fosfolipit orant ve
membran potansiyeli degismeye baslar. Kapasite olmus spermlerde morfolojik bir degisiklik
goriilmemekle beraber ¢ok aktif hale geldikleri goriiliir. Spermler genellikle uterus ya da
oviduktta, disi genital sistemin bu boliimiiniin salgiladigi maddeler tarafindan kapasitasyonu
gerceklesir. IVF yonteminde kapasitasyon, spermin belli bir medyumda inkiibe edilmesiyle
saglanir. Kapasitasyonun tamamlanmasi, akrozom reaksiyonunun olmasini saglar.

Spermin akrozomunda bulunan ‘angiotensin converting enzyme (ACE)' olasilikla, akrozom
reaksiyonu ve fertilizasyonu uyarir. Akrozom reaksiyonunun, sperm oositle birlesmeden 6nce

tamamlanmas1 gerekir. Kapasite olmus spermler sekonder oositi ¢evreleyen korona radiyata
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ile temas ettiklerinde akrozomda delinmelerin olusmasiyla sonuglanan bir dizi degismeler
baslar. Akrozomun dig membrani ile spermin plazma membran1 bir¢ok noktadan birlesir. Bu
noktalarda plazma membran1 da delinir ve akrozom igerigi disartya bosaltilir. Akrozomal
enzimlerden hyaluronidaz, korona radiyata bariyerine penetrasyonu; tripsin benzeri maddeler,
zona pellusida'nin sindirimini ve zona lizin, spermin zona pellusiday1 ge¢mesi i¢in yardimi

saglar (Sirmali, 2009).

2.2.3.g. Gametlerin Yagsam Siireleri

Insan oositi, ovulasyondan sonraki 12 saat iginde déllenir. In vitro ¢alismalar, oositin 24
saat sonra dollenemedigini, bundan hemen sonra hizla dejenere oldugunu géstermistir. Insan
spermlerinin ¢ogu olasilikla, disi genital kanalinda 48 saatten fazla yasamaz. Bazi spermler,
seviks mukozasinin kivrimlart arasinda kalabilir ve yavas yavas servikal kanala verilir ve
uterus yoluyla tuba uterinaya ulasir. Spermlerin kisa bir siire i¢in serviksde tutulmasi ve daha
sonra yavas yavag salinmasi, fertilizasyon sansini artirir. Spermler uygun yontemlerle diistik
sicaklikda dondurularak uzun siire saklanabilir. Bu spermler uygun yontemlerle ¢oziildiikten

sonra, oositi délleyebilir (Sirmali, 2006; Irez, 2010).

2.2.3.1. Fertilizasyon (Dollenme)

Déllenme, genelde oviduktun en uzun ve genis segmenti ampullada gergeklesir. Oosit
burada dollenmemisse, tiiplerden gecerek uterusa ulasir ve burada dejenere olur ve rezorbe
edilir. Dbllenme tiipiin diger segmentlerinde olabilirse de, uterusda olmaz. Insanm gelisimi,
oositin dollenmeyle baglar. Dollenme; sperm ve oositin temas etmesiyle baslayan ve zigotun
birinci mitoz boliinmesinin metafaz evresinde, anneye ve babaya ait kromozomlarin
kaynagmastyla sonlanan olaylar dizisidir. Bu olaylar dizisinin herhangi bir evresinde olusan
bir aksama, zigotun 6lmesine neden olabilir. Gametlerin yilizeyindeki 'karbonhidrat baglayan
molekiiller'; olasilikla, déllenmenin gametlerin taninmasindan hiicrelerin birlesmesine kadar

olan boliimiinden sorumludur. Déllenme yaklasik 24 saat siirer.
2.2.3.2. Dollenmenin Evreleri
Spermlerin korona radiyata'yvi gecmesi: Disi genital kanalina birakilan 200-300 milyon

spermin ancak 300-500'i dollenme bolgesine ulasabilir. Déllenme igin bunlardan yalniz bir

tanesi gereklidir. Digerlerinin, dollenmeyi saglayacak sperme, oositi saran korona radiyata’y1
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delmesinde yardimi oldugu diisiiniilmektedir. Hyalurinidazin korona radiyata hiicrelerinin
birbirinden ayrilmasinda onemli bir enzim oldugu bilinmektedir. Son zamanlarda, korona
hiicrelerinin birbirlerinden ayrilmasinin, hyalurinidaz ve tubal mukoza enzimlerinin kombine
etkisiyle oldugu diisiiniilmektedir. Sperm kuyrugunun hareketi de korona radiyata'nin
penetrasyonunda dnemlidir.

Spermlerin zona pellusida'ya penetrasyonu: Zona pellusida, sekonder oositi koruyan ikinci
bariyerdir. Spermin akrozomundan salinan enzimler (esterazlar, akrozin ve ndraminidaz), litik
etkiyle zona pellusida'da spermin gegecegi bir yol agar (Sekil 2,5). Bu enzimler iginde
proteolitik bir enzim olan akrozin, en 6nemli olanidir. Sperm zona pellusida’ya bir kere
dokunduktan sonra sikica tutunur ve hizla penetre olur. Bu asamada spermin basi oosit ylizeyi
ile temas ettiginde, zona pellusida’nin gegirgenligi degisir (zona reaksiyonu). Bundan sonra
zona pellusida, diger spermlere karsi gegirgenligini kaybeder. Bu ekstraselliiler glikoprotein
kilifin kompozisyonu, dollenmeden sonra degisir. Zona reaksiyonunun, oosit plazma
membraninin hemen altinda bulunan kortikal graniillerden salinan lizozomal enzimlerin
etkisiyle oldugu diisiiniilmektedir. Perivitellin araliga salinan bu graniillerin icerigi, oositin
plazma membraninda da degisikliZe neden olur. Bu degisikligin sonucunda, plazma
membrant da diger spermlere karsi gegirimsiz olur. Boylece polispermi Onlenmis olur.
Nadiren, iki sperm ovuma penetre olabilir. Bu durumda embriyo 69 kromozomlu olur; ancak,

bdyle bir embriyo yasamaz.
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Zona pellusida
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Qosit sitoplazmasi

ikinci mayotik metafaz
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Qosit hiicre zari

Enzimleri Spermin Akrozom duvarinda Enzimler Qosit sitoplazmasinda
f iceren hiicre perforasyoniar zona pellusiday! hiicre zari
ghirdeqi akrozam zan eritiyor olmayan sperm

Sekil 2.5: Spermlerin korona radiata hiicrelerini ve zona pellusia’yr gegisi (Moore and
Persaud, 2003).

Oosit ve sperm membranlarinin birlesmesi. Spermin oositin hiicre membranina temasiyla,
iki plazma membrani kaynasir. Akrozomal kepi Orten plazma membrani akrozom reaksiyonu
sirasinda kayboldugundan asil birlesme, oosit membrani ile spermin bas boliimiiniin arka
tarafin1 drten membran arasinda olur. Insanda, spermin hem bas ve hem de kuyruk boliimii

oosit sitoplazmasi igine girer, plazma membrani disarda kalir (Sekil 2.5).

Oositin ikinci mayoz boliinmeyi tamamlamasi ve disi proniikleusun olusmasi. Ikinci
mayoz boliinmenin metafaz evresinde bekleyen oosit, spermin sitoplazmasina girmesiyle, bu
boliinmeyi tamamlar ve ovum ile ikinci kutup cismini olusturur. Bundan sonra ovumun

niikleusuna disi proniikleusu denir.

Erkek proniikleusunun olusumu. Ovumun sitoplazmasi iginde spermin niikleusu
genisleyerek erkek prontikleusunu yapar ve spermin kuyrugu dejenere olur. Disi ve erkek

proniikleuslar1 morfolojik olarak ayird edilemez. Proniikleuslarin biiylimesi sirasinda,

DNA'lar1 replike olur.
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Proniikleuslarin mitoz bdéliinmeye hazirh@. Disi ve erkek proniikleuslar birbirlerine
yaklagirlar ve membranlar1 kaybolur. DNA sentezinden hemen sonra, kromozomlar mitoz
boliinmeye hazirlik olarak ig iplikleri {izerinde yer alirlar. Anneden gelen 23 ve babadan gelen
23 kromozom sentromerde uzunlamasina ayrilir ve yavru kromatidler, zigotun her hiicresi
normal diploid sayida kromozom ve DNA icerecek sekilde, kars1 kutuplara dogru gog¢ eder.
Yavru kromatidlerin bu hareketi sirasinda, hiicrenin yilizeyinde derin bir yarik belirir ve
sitoplazmasi ikiye boliiniir. Anne serumunda, fertilizasyondan 24-48 saat sonra trofoblastik
hiicrelerden salgilanan ve bir immiin baskilayic1 protein olan erken gebelik faktorii (EGF,

EPF), goriiliir. EGF, gelisimin ilk 10 giinii i¢in gebelik testinin temelini olusturur.

2.2.3.3. Dollenmenin sonuglari:

Doéllenme; sekonder oosit'in  2.mayoz boliinmesini tamamlayabilmesi i¢in uyarir.
Kromozomlarin diploid sayiya (46) ulasmasi saglanir; anne ve babaya ait kromozomlarin
karigmasiyla tiirlerin ¢esitliligi saglanir ve embriyonun kromozomal cinsiyeti belirlenir.
Doéllenme X kromozomuna sahip bir spermle olmussa ¢ocuk kiz (44+XX), Y kromozomuna
sahip bir spermle olmussa ¢ocuk erkek (44+XY) olacaktir. Bu nedenle, dogacak ¢ocugun
cinsiyeti anneye degil, babaya baghdir. Déllenme, ovumun metabolik aktivasyonuna neden
olur ve zigotun hiicre boliinmesini baglatir (Sekil 2.6). Kromozomlarinin yarist anneden yarisi
da babadan geldigi icin, zigotun genetik olarak bir benzeri yoktur. Mayoz boliinme, anneden
ve babadan gelen kromozomlarin germ hiicreleri arasinda bagimsiz olarak dagilmasini saglar.
Anneye ve babaya ait kromozomlarin segmentlerinin yeniden yerlesimi sonucu olusan
crossing over, genlerin birbirine karismasina neden olur ve genetik materyalin

rekombinasyonu saglanir.
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Sekil 2.6: Dollenme, yariklanma, implantasyon — gelsimin ilk haftas1 (Sadler, 2004)

2.2.4.5. Zigotun Yariklanmasi

Zigot, ovidukt icinde uterusa dogru ilerlerken, bir seri mitoz boliinme (yariklanma) ile
hiicre sayis1 giderek artar. Yariklanma sirasinda olduk¢a kalin olan zona pellusida heniiz
kaybolmadigindan, her boliinmeden sonra olusan blastomerler giderek kii¢iiliir. Bu yiizden bu
sirada konseptusun tiimii ayn1 hacimda kalir. Zigotun blastomerlere béliinmesi, dollenmeden
yaklagik 30 saat sonra baglar. Zigot sirasiyla ikiye, dorde, sekize boliiniir ve bu boliinmeler
boylece devam eder. Dokuz hiicreli evreden sonra, blastomerlerin sekli degismeye baslar ve
birbirlerine sikica yapisirak, hiicrelerden meydana gelmis kompakt bir top olusturur. Bu olaya
“kompaksiyon” denir ve olasilikla hiicre ylizey adezyon glikoproteinlerinin katkisiyla gelisir.
Kompaksiyon, hiicreler arasi etkilesimi biiyiikk 6l¢iide artirir ve blastosistin i¢ taraftaki
hiicrelerinin, i¢ hiicre kiimesini (embriyoblast) olusturmak tizere ayrilmasi i¢in gerekli bir
olaydir. Konseptusta hiicre sayisi 12—15 blastomere ulastiginda, “Morula” admi alir.
Morulanin igteki hiicreleri (i¢ hiicre kiimesi), dis hiicre tabakasi denilen bir grup hiicreyle
cevrelenmistir. Morula fertilizasyondan yaklagik 3 giin sonra yuvarlak bir bi¢im alir ve

uterusa girer (Sekil 2.6).

2. 2.4. 6. Blastosist Gelisimi (Blastogenez)

Dollenmeden yaklasik 4 giin sonra, morula uterusa gelir ve ortasinda “blastosdl” denilen
ici s1v1 dolu blastosist boslugu olusur. Bu sirada endometriyum sekresyon evresindedir ve
uterus kavitesi endometriyal bezlerin salgisiyla doludur. Uterus kavitesindeki sivi zona
pellusiday1 gecerek bu boslugu olusturur. Blastosol i¢indeki sivi miktar1 arttik¢a, blastomerler

iki gruba ayrilir. ilki ince bir dis hiicre tabakasi olup “Trofoblast” adim alir ve plasentanin
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embriyonik béliimiinii yapar. ikincisi i¢ hiicre kiimesi olup “Embriyoblast” adini alir ve
embriyoyu yapacak olan merkezi yerlesimli blastomerlerdir. Gelisimin bu evresinde, yaklasik
100 hiicreden olusmus, ortast bos bir top seklindeki konseptusa “Blastosist” denir.
Embriyoblast, blastosdle dogru bir ¢ikint1 yapar ve trofoblast blastosistin duvarini olusturur.
Blastosist, uterus salgisi icinde yaklagik 2 giin ylizer durumda kalir; bundan sonra, zona
pellusida yavas yavas dejenere olmaya baslar ve giderek tiimiiyle kaybolur. Zona pellusidanin
dokiilmesi, in vitro olarak da gdsterilmistir ve bu olay blastosistin hizla biiylimesine ve
implantasyonuna olanak saglar. Blastosist uterusda yiizerken, endometriyum bezlerinin
salgistyla beslenir. Dollenmeden yaklasik 6 giin sonra (menstriiyel dongiiniin 20. giinii),
blastosist i¢ hiicre kiimesinin oldugu taraftan (embriyonik kutup) endometriyum epiteline
tutunur. Endometriyal epitele tutunma olur olmaz, trofoblast hizla ¢ogalmaya ve iki tabakaya

farklilanmaya baglar:
Sitotrofoblast. hiicresel trofoblast denilen i¢ hiicre tabakasi,

Sinsityotrofoblast. sinsityal trofoblast denilen ve hiicre sinirlar1 goriillmeyen ¢ok niikleuslu

sitoplazma kitlesi.

Trofoblastin farklilanmasi, hem i¢ ve hem de dis hiicresel faktorler tarafindan diizenlenir.
Yaklasik 6. giinde, sinsityotrofoblast tabakasindan uzanan parmak seklindeki uzantilar,
endometriyal epitelden gecer ve bag dokusuna yayilir. Birinci haftanin sonunda, blastosist
endometriyumun kompakt tabakasina yilizeyel olarak gomiilmiistiir ve asindirdigi maternal
dokudan beslenir. Sinsityotrofoblast maternal dokuyu asindiran enzimler salgilayarak,
blastosistin yerlesecegi bir oyuk acar. Yaklasik 7. giinde, i¢ hiicre kiimesinin blastosist
bosluguna bakan yiiziinde hipoblast denilen bir hiicre tabakasi goriiliir. Bu tabaka, i¢ hiicre

kiimesinden delaminasyonla olusur.
2.3. Ureme Fizyolojisi ve Adezyon Molekiilleri
Ureme fizyolojisinde CAM’lerinin ¢esitli asamalarda rolii oldugu saptanmistir. CAM’lerinin

biyolojik ve patolojik durumlarda islevlerinin daha detayl arastirilmasi gerektigi bildirilmistir

(Atabekoglu ve ark., 2002).
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2.3.1. Integrin Ailesi

Insan hiicrelerinde, hiicre-hiicre ve hiicre-ECM iliskilerine katilan bir adezyon molekiil
smifidir. Son yillarda hiicreler ile onu ¢evreleyen ECM protein komponentleri arasi iligki,
integrin ad1 verilen ECM reseptorlerinin izole edilmesi ve nitelenmesinden sonra daha agik
hale gelmistir. (Ruoshlahti et al., 1987; Hemler et al., 1990; Atabekoglu ve ark., 2002).
Integrin ekstraselliiler adezyon proteinlerinin hiicre iskeletine sikica tutunmasini saglayan
integral membran glikoproteinleridir; yani hiicre icindeki aktin iskeletini hiicrelerarasi

matrikse baglarlar (Sekil 2.7).
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Embriyogenez’de hiicrelerin hedeflerine ulasmasinda énemlidir. Ca** bagiml olmayan
yapisma molekiilleri ve transmembran matriks reseptorleridir. iki alt iiniteden olusurlar. o ve
B alt iinitelerinin farki sonucunda 22 gesit integrin molekiilii vardir. Integrinler kovalent
olmayan baglarla birbirine baglanmis hetero-dimerlerdir ve fibronektin, kollajen, laminin,
ICAM (interselliiler hiicre adezyon molekiilii), VCAM (vaskiiler hiicre adezyon molekiilii)’ler
icin hiicre ylizey reseptorleri igerirler. Hiicre disindaki ligandlar fibronektin ve laminin’dir.
(Hemler et al., 1990; Hynes Ro 1992; Hogervorst, 1991; Can, 2000). Hiicreler siklikla 6zel
ECM protein ligandlariyla iliskili cok sayida integrin sergilerken, bazi durumlarda, iki
integrin bir ligandi, ligand molekiiliiniin farkli noktalarindan tantyabilir veya iki farkli integrin
aynt ECM protein bolgesinden baglanabilir. Yani ¢ogu integrin, adeziv ligandlar i¢in ¢ok
spesifik degildir. Ayn1 zamanda iki integrinin bir ligandin ayn1 bolgesine baglanmasi, mutlaka
ayni fonksiyonda olduklari demek degildir (Hemler et al., 1990; Guan et al.,1990; Hall et
al.,1990).

Integrinler; endometriyal, desidual ve ekstravilloz sitotrofoblast (EVCT) hiicrelerinde
bulunurlar. Bunlar, hiicre-hiicre dis1 matriks (bazal lamina) bilesenleri arasindaki adezyonda
oldugu kadar, hiicre-hiicre arasi adezyonda da yer alirlar (Merviel et al., 2001). Epitelyal
integrinlerin luteal sathanin ortasinda implantasyon penceresini c¢evreledikleri ve desidual
integrinler olusur olusmaz bir iist regiilasyondan gectikleri goriilmiistiir (Grosskinsky et al.,
1995) ve integrin alt {liniteleri siklusun luteal sathasi esnasinda endometriyal epitelde eksprese
edilmektedir. Farkli alt {initeleri menstriiyel dongiintin farkli giinlerinde ortaya ¢ikmakta ve
embriyo implante oldugunda (20-24. giinler) bu alt iiniteleri ile bir arada var olmaktadir. Bu
acidan implantasyon penceresi ic¢in 1iyi bir belirtectir. DoOniistliriicli Biiyiime Faktorii-
(Transforming Growth Factor- TGF )"l azaltir, Interlokin-1 ve 6 (IL-1 ve 6) ve Tiimor Nekroz
Faktor- (TNF ) v 'ii yiikseltir. Epidermal Biiytime Faktorii (Epidermal Growth Factor-EGF),
TGF- ve TGF- ekspresyonunu artirmaktadir (Duc- Goiran, 1999). Desidual stromal hiicreler
(DCM) tarafindan salgilanan TGF- , metalloproteinaz doku inhibitoriinii (TIMP-1) arttirarak
trofoblastin total jelatinolitik aktivitesini inhibe etmektedir. Bu nedenle trofoblast
invazyonunda diizenleyici bir rol oynadigi tahmin edilmektedir artirmaktadir (Duc-Goiran et
al., 1999; Bischof et al., 1998). IL-1 ve IL-2 ekspresyonunda, ostrojen, P 4 ve hCG gibi
hormonlar genel bir negatif modulasyon sergiler. Bu faktorler, trofoblast hiicrelerinin
cogalma, invazyon ve farklilasmasinda rol aldiklarindan trofoblast islevlerine katilan kilit

faktorlerden olabilirler (Duc- Goiran et al.,, 1999; Sunder and Lenton, 2000; Das et al., 2002).
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2.3.2. Selektin Ailesi

Selektin ailesinde L-selektin, P-selektin ve E-selektin bulunur (Sekil 2.8). Ayrica islevsel
olarak CAM olarak klasifiye edilen bir tip adezyon molekiilii de CD44'tliir. CD44 bir integral
membran glikoproteinidir, HA reseptor islevine sahiptir. CD44 epitelyal, mezensimal, lenfoid
ve gliyal hiicrelerde eksprese olur. HA, ECM’in 6nemli kompartmanini olusturur, CD44’{in
baslica ligandidir, ama tek ligand1 degildir. Diger CD44 ligandlari; ECM komponentlerinden
kollajen, fibronektin, laminin, ve kondroitin siilfattir (Naot et al., 1997).

Kadherin de kalsiyum bagimli hiicre-hiicre aracili transmembran adezyon molekiiliidiir. E-
kadherin ektoderm veya endoderm kaynakli prolifere olan tiim epitelyal hiicrelerde eksprese
edilir (Takeichi et al, 1991). Kadherinin onun {izerinde subgrubu mevcuttur. E-(epitelyal), N-
(noral), P-(plasental) kadherin baslica tipleridir. E-kadherin epitelyal hiicreler arasinda
adezyon olusmasinda ve onlar1 bir arada tutmada anahtar role sahiptir (Shiozaki et al., 1996).
E-kadherin homojenik tipte baglanma gostermektedir (Shapiro et al., 1995). Kadherin ile
sitoplazmik molekiiller arasi iletisim hiicre zar1 altinda bulunan katenin molekiili ile
gerceklestirilmektedir. Kadherinin hiicre i¢i baglandigi kateninde delesyon veya islevsel
degisme olmasi  E-kadherinin  hiicre-hiicre = adezyon  gergeklestirme  yetenegini
kaybettirmektedir. Ug tip katenin molekiilii bilinmektedir; bunlardan y ve B katenin E-
kadherinin sitoplazmik uzantilarina direk olarak baglanir, o katenin ise bu molekiillerle hiicre

iskeletindeki aktin mikroflamentleri arasinda baglanti saglar (Wijnhoven et al., 2000).

28



—— Lectin domain

EGF-like domain

2 Sequence consensus repeats

—  Membrane-proximal cleavage site

CaM ERM a-actinin
Shedding Microvillar Leukocyte
localisation tethering

Sekil 2.8: Selektin molekiili www.biochemsoctrans.org/.../bst0321118f01.gif

2.3.3. Follikiiler Atrezi, Luteoliz ve Adezyon Molekiilleri

Dogum sirasinda milyonlarca follikiil ovaryumlarda bulunurken, iireme ddneminde
bunlardan ¢ok az miktar1 dominant follikiil haline gelmekte, geri kalan ¢ogu apopitozis
sonucu atreziye ugramakta ve sonugta dejenere olmaktadir (Yardimoglu, 1995; Junqueira and
Carneiro, 2009). Follikiili olusturan yapilar arasinda ilk olarak apopitozise katilan kisim
graniiloza hiicreleridir (Breckwold et al., 1996). Follikiiler dejenerasyon ya da CL regresyonu
hiicre-hiicre aras1 adezyon bolgelerinde kayiplara eslik ettiginden, CAM’lerinin graniiloza
hiicre yasam ve Oliimiine katildigi hipotezi ileri siiriilmiistiir. Hiicre-hiicre arasi temasin
graniiloza hiicrelerinde yasamin devamini arttirdigi, tek hiicreli durumda, apopitozisin iki kat
fazla oldugu in vitro olarak izlenmistir. Primordiyal, primer, sekonder ve antral follikiillerdeki

graniiloza hiicrelerinin birbirlerine N-kadherin aracili sekilde tutunduklari ifade edilmistir.
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Yine luteal hiicrelerin, erken luteal fazda N-kadherin icin kuvvetli bir sekilde pozitif
boyanirken, gec¢ luteal fazda N-kadherin ile zayif sekilde boyandiklar1 izlenmistir.
Follikiillerin dejenerasyon siirecinde N-kadherin ekspresyonu azalmakta ve graniiloza
hiicreleri sonugta birbirlerinden ayrilmaktadir. Arastirmacilar, N-kadherin antikorlar
kullandiklar1 ¢aligmalarinda bu ajanin yanlizca graniiloza hiicrelerinin agregasyonunu
bozmadigini, ayn1 zamanda bu hiicrelerde apopitozis olaymi da arttirdigini géstermislerdir

(Makrigiannakis et al., 2000).

2.3.4. Adezyon Molekiilleri ve Ovulasyon

E-kadherin, L-selektin, ICAM-1, NCAM, VCAM-1 gibi CAM’leri (Sekil 2.9)’nin
oositlerde bulundugu ve oositlerin integrinleri de icerdikleri arastirmacilar tarafindan ifade
edilmistir (Campbell et al., 1995). Immiinohistokimyasal ve immiinoblotting yontemler,
immatir ovaryumlarda E-kadherinin teka ve interstisiyal hiicrelerde eksprese oldugunu
gostermistir. E-kadherin graniiloza hiicrelerinde ovaryumun i¢ bolgelerine yerlesmis preantral
follikiiller hari¢ tespit edilememistir. Alfa ve beta-katenin, tiim ovaryan komponentlerde
eksprese olur. hCG verilmesi sonrasi alfa-katenin ve E-kadherin ekspresyonunda azalma
izlenmistir. Alfa—kateninin graniiloza hiicrelerinde ve alfa-katenin ile E-kadherinin her
ikisinin ovulatuar follikiillerin teka hiicrelerinde azalmasinin, ovulasyon ve luteinizasyon
olaylar ile iliskili olabilecegi ifade edilmistir (Sunfeldt et al., 1997). Coziilebilir ICAM-1
diizeyi follikiil ¢ap1 ve aspire edilen oosit sayisi ile baglantili bulunmustur. Coziilebilir
ICAM-1"in graniiloza hiicrelerinden salgilanabilece§i ve bazi ovaryan islevleri olabilecegi

ileri stirtilmiistiir (Vigano et al.,1998).
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2.3.5. Dollenme ve Adezyon Molekiilleri

Déllenme, hiicre-hiicre ve hiicre—matriks arasi iligkiler yumagin1 igceren bir siirectir;
sperm zona pelliisidaya baglanir, oosit biiyiik miktarda ECM’ini ¢evresinde bulundurur (De
Felici et al., 1990). Bu iliski akrozom reaksiyonunu tetikler, boylece sperm oosit i¢ine penetre
olur. insan spermlerinin bas kisminda immunsitokimyasal ydntem ile fibronektin saptanmustir
(Glander et al., 1987). Bu bolge dollenme sirasinda spermin oosit plazma membrani ile ilk
iligki kurdugu bolgedir. Aragtirmacilar, ayni sperm sayisi ve spermiyogram parametrelerine
sahip kisilerden adezyon molekiil ekspresyonu az olanlarda (fibronektin, very late antigen
integrin) spermin oosit penetrasyonunda azalma oldugunu gostermislerdir (Henkel et al.,
1996). Yeni c¢alismalar, integrin ligandlarinin sperm yiizeyinde bulunabilecegine isaret
etmektedir. Aslinda sperm yiizey antijeni olan fertilinin, integrine baglanan bolgeler icerdigi
ve sperm-oosit arast baglanma ve flizyon olayma katildigi kabul edilmektedir. Alfa-6

integrine kars1 gelistirilen blokan antikorlar kullanildiginda sperm-oosit baglanmasi
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gerceklesememektedir. a6f1 integrinin oosit-sperm baglanmasinda hiicre-hiicre adezyon
reseptoOrii olarak aracilik ettigi ifade edilmistir (Almelda et al., 1995).

Kadherinler ve kadherine eslik eden molekiiller testiste, germinal hiicrelerde, ejakiile
olmus spermatozoada, dahasi Otesi oosit lizerinde saptanmistir ve sperm oosit iligkisinin
kadherin aracilt olabilecegi ileri siiriilmiistir. N-kadherin monoklonal antikorlarinca
tanimlanan sperm bags bolgesinde, yaygin olarak dagilmis antijenik epizotlar belirlemislerdir
(Rufas et al., 2000).

Oositin ti¢ kadherin tiirli igerdigi bilinmektedir: E- (epithelial), P- (placental) and N-
(neural) kadherinler. Bu molekiiller baskin olarak plazma membraninda bulunurken
sitoplazmada ¢ok az miktarda saptanmislardir. Sperm ise E-kadherin igerir, ancak N-kadherin
icermez. Spermatozoa P-kadherin, N-kadherin ve E-kadherin antikorlari i¢in birka¢ farkl
boyanma gosterir ve ¢ogu spermin bas bolgesinde sinirlanmistir. Kadherin molekiiliiniin hem
insan spermatozoa hem de oosit plazma membraninda bulundugu ve bunun da gamet fiizyonu
oncesi karmasik olan tanima progesinde rol oynayabilecegi ileri siirlilmiistiir (Rufas et al.,
2000).

Insan sperminde selektin ligandlarma baglanabilen farkli bir zona-binding proteinin
varligr gosterilmistir (Oehninger et al., 2001). Domuz zona pellusidasinda P-selektin
ligandlarinin eksprese olduklari; domuz sperm akrozomal membraninda P-selektin varlig
gosterilmistir (Geng et al.,1997). P-selektinin oolemmada ve sperm akrozomunun ekvatoral

bolgesinde sperm adezyonu sonrasi eksprese olduklarini da gosterilmistir (Fusi et al.,1996).

2.3.6. Endometriyum, Adezyon Molekiilleri ve implantasyon

Insan endometriyumu; endometriyal hiicreler-bezler, stromal hiicreler, fibroblastlar,
lenfoid hiicreler, endometryum duvarimi ¢evreleyen diiz kas hiicrelerini igermektedir.
Endometriyumun bu kompleks yapis1 kuskusuz hiicre dagilimina, hiicre trafigine ve hiicreler
arasi iletisime katkida bulunan farkli hiicrelerin diizenlenisini saglayan fibronektin, laminin
vb. bagka molekiilleri gerektirir (Wewer et al., 1986; Tabibzadeh et al., 1991). Endometriyal
dongiide yenilenme, implantasyon, gebelik ve dogum, spesifik hiicre-hiicre veya hiicre-ECM
aras1 etkilesime gerek duyabilir. E-kadherin ve onun mRNA’s1 periimplantasyon fazinda
endometriyumda eksprese olur. Kadherin-6 ve kadherin-11'in menstriiyel dongii boyunca
endometriyal stromada degisken sekilde eksprese oldugu ve maksimum kadherin-11 mRNA

diizeyinin erken gebelik desiduasinda gozlendigi, fakat termde azaldigi ileri siiriilmistiir
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MacCalman et al.,1998). Alfa ve P integrin subiinitleri menstriiyel dongiinlin farkl
evrelerinde farkli dagilim gosterirler, iste bu dagilim paternindeki degisiklikler, infertilitenin
bazi tiplerinden sorumlu olabilir (Lessey et al., 1992; Yoshimura et al., 1995). Beta-1
integrinlerin insan endometriyumunda bulundugu ve menstriiyel dongiiyle iligkili oldugu
gosterilmistir (Lessey et al., 1992; Shiokawa et al., 1996). Beta-1 integrinlerin ekspresyonu
sekretuvar fazda belirgindir. Beta-1 integrinler erken proliferatif fazda sadece bez epitelinde
sinirliyken, sekresyon fazinin ortasinda, stromal hiicrelerde B—1 integrin eksprese etmektedir.
Yeni ¢aligmalarda B-1 integrin ekspresyonunun insan endometriyumunda implantasyona uyan
zamanda arttig1 gosterilmistir (Lessey et al., 1992; Klentzeris et al., 1993; Lessey et al., 1994).
Implantasyon sirasinda, trofoblastlar uterin luminal epitel (LE) hiicre apikal yiizeylerine
temas eder. Molekiiler anatomik caligmalarda, insanlardan, farelerden ve diger deneysel
modellerden elde edilen verilerde birka¢ adezyon molekiiliiniin bu olayda rol alabilecegi ileri
siriilmistiir. Beta-1 integrinlerin implantasyonun ge¢ fazinda ve plasentasyon sirasinda
onemli rolii vardir (Aplin, 1997).

CEACAMI, karsinoembriyonik antijen ailesinden bir adezyon molekiiliidiir ve
endometriyal ve glandiiler hiicreleri de igeren epitelyal hiicrelerin apikal yiizeylerinde normal
olarak eksprese oldugu gosterilmistir. Gebe endometriyumu epitelyal hiicrelerinde maternal-
fetal birlesim yerinde, kiigiik endometriyal damarlarda oldugu gibi maternal tarafta
CEACAMI eksprese olur. Fetal tarafta implantasyon bolgesinde CEACAMI1 kuvvetli olarak
intermediate trofoblastlarda eksprese olur ve trofoblastlarin endometriyumu invazyonu

olayina katildiklar1 ifade edilmistir (Bamberger et al., 2000).

2.4. Aciklanamayan Infertilite ve Integrinler

a4bl integrinlerin fertil kadinlarda pozitif iken, agiklanamayan infertil kadinlarda tespit
edilemedigi saptanmistir. Endometriyal oa4p1 integrinlerin trofoblastik dokuyu tanima
siirecine katilabilecegi ve onkofetal fibronektin icin reseptdr rolii gosterebilecegi
gosterilmistir (Feinberg et al., 1991) integrinlerin 04 ve B3 subiinitlerinin uterin reseptivitenin
maksimum oldugu donemde birlikte eksprese olduklar1 goriilmiistiir (Tabibzadeh et al., 1991;
Klentzeris et al., 1993; Lessey et al., 1994; Feinberg et al., 1991). Ozellikle 043 integrinler
implantasyon zamani acgik pencere donemi icin ¢ok daha giivenilir bir belirleyicidirler ve
bunlarin ekspresyonlar1 erken gebelik donemine uzanir. Sonug olarak, lireme fizyolojisinde

CAM’lerinin ¢esitli agamalarda rolii oldugu saptanmistir. Bu kadar genis kapsamli rolleri olan
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CAM’lerinin iglevlerinin daha ayrintili arastirilmasi beklenmektedir (Atabekoglu ve
arkadaglari, 2002).

Implantasyon genetik olarak farkli olan embriyonik ve maternal dokular arasinda gelisen
basarili bir kaynasmadir. Implantasyon doéneminde uterus endometriyum hiicrelerinde
apoptozis tespit edilmistir. Implantasyon penceresi déneminde gerceklesen apoptozisin hem
embriyonun endometriyum i¢ine invazyonunda, hem de embriyoya maternal kan akiminin
saglanmasinda gerekli oldugu tespit edilmistir. Hem implantasyonu, hem de apoptozisi
diizenleyen faktorlere baktigimizda, bu faktorlerin her iki olayda da ortak olmasi nedeniyle,
her iki olayda etkili olduklar1 ve iyi bir embriyo gelisimini kontrollii bir sekilde sagladiklar
goriilmektedir ( Gok¢imen ve Temel, 2004).

2.4.1. implantasyon ve molekiiler etkilesimler

Implantasyon, blastosist dis tabakas1 TE'inin, uterusun LE ile etkilesime girdigi genel bir
birliktelik sathasini gerektirmektedir (Susan, 2000; Paria et al., 1993; Sarani et al., 1999).
Cesitli deneysel ¢aligmalarda, endometriyumun implantasyon i¢in hazirlandig1 gosterilmis ve
bu dénem implantasyonun pencere donemi olarak isimlendirilmistir. Endometriyumda ¢esitli
yapisal, hiicresel ve molekiiler olaylar implantasyon penceresi ile kontrol edilir ve bdylece
endometriyal kabul edisi saglayan gerekli elemanlar ortaya cikabilir. Bunlar, adezyon
molekiilleri, sitokinler, pinopodlarin olusumu ve diger endometriyal proteinlerin miktarlarinda
degisikliklerdir (Paria et al., 1993; Sarani et al., 1999; Parr and Parr, 1989; Duc-Goiran et al.,
1999). implantasyonu takiben, plasentasyon olarak da isimlendirilen evrede, plasenta olusumu
ile implantasyon olayr tamamlanir ve gebelik doneminin sonuna kadar embriyoyu
destekleyecek olan yapr kurulmus olur (Parr and Parr, 1989). implantasyonun diizenli
hiicresel ve molekiiler olaylarini agiklayabilmek i¢in ¢esitli donemler tanimlanmistir:

Donem 1: Metafaz II oosit'in déllenmesi ile baglar.

Doénem 2: Zigotun boliinme evresinin baslangicini gosterir.

Donem 3: Morula, uterus bosluguna girer ve kisa zaman sonra blastosist olusur. Bu nedenle
bu donem blastosist implantasyonunda Faz I olarak isimlendirilir. Blastosist endometriyal
kavite i¢inde serbesttir ve heniiz yiizey epiteli ile temas etmemistir. Insanlarda morulanin
uterusa ulagmasi ovulasyon/dollenmeden yaklasik 72-96 saat (3-4. giin) sonra olmaktadir.
Zona pellisuda 5. giinde (yaklasik ovulasyon/ ddllenmeden 110-120 saat sonra) erimeye

baslar.
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Donem 4: Blastosist ylizey epiteline yapisir ve daha sonra epitele ve hemen ardindan
stromaya penetre olur. Bu donem blastosist implantasyonunda Faz II olarak isimlendirilir.
Dénem 5-9: Implantasyonun en belirgin dzelligi olan plasentasyon olur. Bu dénem Faz III
olarak isimlendirilir (Parr and Parr, 1989).

2.4.1a. Faz 1 (Blastosistin kavite icinde serbest donemi)

Implantasyon, blastosist ile endometriyumun birbirini etkilemesi sonucunda oldugundan, bu
olay embriyo ile endometriyum arasinda olan iliskinin hemen arkasindan baglamaktadir.
Blastosist olgunlasir ve zona pellisuda'sin1 kaybeder. Bu donem, ovulasyondan sonraki 5.
giinde, penetrasyondan 1-2 giin o6nce olaylanir (Sekil 2.10). Zona pellisudanin kaybindan
sonra, i¢ hiicre kiitlesinin disindaki trofoblast hiicreleri yiizey ¢ikintilar1 olusturur, bunlar da
birleserek sinsityal trofoblastlar1 olusturur. Endometriyum boslugunda sivi yoklugu nedeniyle
serbest blastosist olasilikla endometriyum yiizey epiteli ile temas etmektedir (Parr and Parr,
1989).

fIk implantasyon icin gerekenler: Basarili bir implantasyon, hem uterusun ovaryum
steroidlerince kontrol edilen bir dizi 6zgiin farklilagsmasi, hem de blastosistin kesin bir
aktivasyon evresine erismis olmasini gerektirir (Susan, 2000). Kemirici blastosistin TE'i aktif
hale gelerek bir degisim siirecinden gecer. Metabolik orani artar, LE ile etkilesme kapasitesini
gelistirir, epitelyal-mezensimal gec¢isimini gergeklestirir (Susan, 2000; Duc-Goiran et al.,
1999). TE ve LE'nin adeziv etkilesim ve blastosistin stroma igine penetrasyonu i¢in gerekli
olan molekiiler olaylar1 ayn1 anda ortaya cikarmasi gerekmektedir. Blastosistler, sadece
implantasyonun pencere doneminde LE ile implantasyon etkilesimine girebilirler (Susan,
2000). Bunu belirleyen CL’dan salgilanan P4'un endometriyumdaki etkileri ve bunlari izleyen
gebeligin 4'lincii glinlindeki hafif bir dstrojen pikidir (Paria et al., 1998; Sunder and Lenton,
2000). Insanlarda uterusun implantasyona elverisli oldugu dénem, biiyiik olasilikla
menstriiyel devrenin 19- 24. giinleri arasindadir (Paria et al., 1998). Fare blastosistinin aktif
hale gelmesi i¢in bir metabolit estradiol 4-hidroksiestradiol -17 (katekolestrogen) gerekirken,
uterusun implantasyona hazirlanmasi i¢in niikleer reseptorlii estradiol-17 (E2)'nin etkilesimi
gerekmektedir. Anne adayi si¢anlara giinliik olarak P 4 enjekte edildigi takdirde, blastosistler
uterus icerisinde uyku halinde korunmuslardir ve uykudaki embriyonlar 16 saate kadar
implante olabilmislerdir. Bu noktadan hareketle E2 i¢in "blastosisti aktif hale getiren unsur"

teorisi ileri stirlilmiistiir (Susan 2000; Paria et al., 1998).
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implantasyonun Baslangicindaki Sinyallesme Olaylari: Blastosist ve LE arasindaki
sinyallesme, hiicrelerden salinan eriyebilir molekiiller yoluyla ortaya cikabilecegi gibi, zara
bagli sinyal molekiilleri yoluyla da ortaya ¢ikabilir. HB-EGF'niin blastosistin yiizey epiteline
baglanmasindan Once salgilandigi fare endometriyumunun yiizey epitelinde gosterilmistir.
HB-EGF, 6strojen kontrolii altindaki fare endometriyal epiteli ve P4 un kontrol ettigi stroma
tarafindan eksprese edilir. HB-EGF, Ostrojenin hiicre ¢ogalmasindaki etkilerine aracilik eder.
Gebeligin 2. ve 3. giinlerinde LE'de HB-EGF mRNA bulunmaz. Fakat, olasilikla blastosist
baglanma zamanindan 6 ila 7 saat dnce, LE'in apikal ylizeyinde blastosiste komsu bdlgede

eksprese edilir (Susan, 2000; Paria et al., 2000; Raab and Klagsbrun, 1997).

. Embriyonik
Trofoblast hiiere ig kutup Trofoblast

hilcre kut hiicre
u
kiltlesi up . sZona pellusida kitlesi

ig Embriyonik

Blastosdl

FERTILIZASYON SONRASI 5-6. GEG BLASTOSIST
GliinLER- ERKEN BLASTOSIST

Sekil 2.10: implantasyonun erken ve ge¢ dénemlerinde blastosist ve zona pellisuda (Moore

and Persaud, 2009).

Insanda, ¢oziinebilir HB-EGF embriyolarinin blastosist asamasina ulasma ve yerlesme oranini
artirmaktadir. insan endometriyumunda HB-EGF mRNA'sinda menstriiyel devreden bagimsiz
degisiklikler gozlenir. Bu madde, sekretuvar evrede artmakta, implantasyon araliginin
acilmasindan hemen 6nce en yliksek olmakta ve sonra diismektedir. Protein ise stromanin
cogalma sathasinda goriilmekte, fakat sekretuvar fazin ortasinda (beklenen alicilik sathasi)
LE'nin apikal yiizeyinde agiga ¢ikmaktadir. Insan HB-EGF'sinin implantasyondaki roliiniin,
farelerdekine benzemesi olasidir (Susan, 2000; Paria et al., 2000; Raab and Klagsbrun, 1997).
Prostaglandin ve prostasiklin (PGI-2) sentezinde kilit bir enzim olan siklooksijenaz 2 (Cox-2)
erken implantasyon mekanizmalari i¢in gereken bir dizi sinyallesme yolunun merkezi olarak

goriinmektedir. Cox-2 olmayan disilerde, ovulasyon ve dollenmede hatalar1 ve implantasyonu
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destekleme yetersizliklerini de icine alan c¢oklu iireme basarisizliklarina rastlanmaktadir
(Chakraborty et al., 1996). Cox-2 den yoksun disilere, PGI-2 eklenmesi, desidual tepkinin ve
implantasyonun meydana gelmesinde ¢ok etkili olmustur. Bu durumda PGI-2'nin; 6nemli bir
Cox-2 iiriinii olup implantasyon icin gerekli uterin stromal degisikliklerin meydana
gelmesinden sorumlu oldugu ileri siiriilebilir. PGI-2, desidual tepkimenin bir 6zelligi olarak
artmis vaskiiler gecirgenligi sagladigi i¢in, bu onun implantasyondaki esas rolii olabilir (Paria
et al., 2000). Prostaglandin diizeyleri menstriiyel dongiiniin luteal sathasinda yiikselir (Duc-
Goiran et al., 1999; Novaro et al., 1996 ). Luteal safhanin ortasinda Cox-2 proteinin daha ¢ok
perivaskiiler hiicrelerde ve LE'de bulundugu saptanirken, luteal sathanin sonlarinda
glandlarda Cox-2 proteini artar. Kisacasi, LE Cox-2'si, insan uterusunun implantasyona
hazirlanmasinda da bir rol oynayabilir (Paria et al 2000; Chakraborty et al., 1996).
implantasyon Hazirhginda Endometriyuamun Baglayicr Epiteli (LE)'de Olusan
Degisiklikler:

Implantasyon dncesinde LE'de bir takim degisiklikler meydana gelir. implantasyon aninda LE
hiicrelerinin apikal bazal polaritesi, apikal membrandaki laterobazal belirteglerin ortaya
cikmasi ile belirginligini kaybeder, daha siklik hale gelir. Hiicreler artik daha yassilagir ve
mikrovili sayis1 azalir. Bircok tlirde mikrovililerin yerini pinopodlar alir. Bazal membran
kalinlig1 dikkat c¢ekecek derecede azalir (Bentin-Ley et al.,, 1999). Hiicre yiizeyi
molekiillerinin apikolateral dagiliminda degisiklikler ortaya g¢ikar. Ornegin, sekretuvar
evresinde 6 integrinin'in dagilimi, bazalden hem bazal hem de laterale dogru degisir. Bu
durum, implantasyon aninda LE'nin hiicreleraras1 etkilesimdeki degisimine isaret eder.
Desmozomal proteinler, fare LE'sindeki lateral hiicre yiizeyleri boyunca tekrar dagitilir ve
diizenlenirler. Insan ve fare LE'sinde implantasyon zamam desmozom yogunlugu azalir
(Illingworth et al., 2000). Bu zaman igerisinde insan da dahil baz tiirlerde lateral
membrandaki siki baglanti (tight junction) dagilimi ve kompleksitesi de degisir (Murphy et
al., 1992). Buna ek olarak, 6zgiin gap junctionlar, implantasyonun oldugu epitelde agiga ¢ikar
ve ovaryum steroidlerince siki bir sekilde diizenlenirler  (Susan, 2000). Insanlarda
endometriyal epitelin yeniden organizasyonu diger memelilerdekine paralel ilave elemanlari
icerir. LE hiicrelerindeki diizenli mikrovililer ovulasyondan yaklasik 6 giin sonra yerlerini
pinopodlar'a birakirlar. Tekrarlayan biyopsileri i¢eren caligmalar, bu pinopodlarin kadinlarda
48 saatten daha az bir dmre sahip olduklarini ortaya koymustur. Pinopodlar menstriiyel
dongiiniin 20 ve 22. giinleri aras1 degismekte ve her bireyin kendine 6zgii olmaktadir. Bu

durum, insanin beklenen alicilik penceresi ile uyum gostermektedir. Bunun yaninda,
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pinopodlar1 tasiyan hiicre kiimelerinin hiicre katmaninda bulunduklar1 yere tutunarak
yerlestikleri kaydedilmistir. Bu ylizden bu tiir pinopodlar insan embriyolar1 i¢in Snemli
tutunma alanlar1 olabilir (Susan, 2000; Bentin-Ley et al., 1999). Insan uterus epitel hiicre
serilerinin embriyonun tutunmasini destekleyebilmesi i¢in, E-kadherin, 6, 1 ve 4 integrin gibi
baz1 bazolateral CAM’lerinin apikal ekspresyonlar1 gerekmektedir (Duc-Goiran et al., 1999).
Mucin-1 (Muc-1) gibi baz1 anti-adeziv faktorlerin azaltilmasi, bu hiicre serilerinin
yapiskanliklarina katkida bulunabilir (Susan, 2000).
2.4.1b. Faz 2: Yapisma ve Zorla Iceri Girme Donemi

Bu donem blastosistin ylizey epiteline tutunmasi (apozisyon fazi) ve bunu izleyen
penetrasyonunu (penetrasyon fazi) igermektedir (Sekil 2.11). Endometriyum yiizey epiteli ve
trofoblastlar arasindaki baglangic temasi, yiizey epitel hiicrelerinin apikal plazma membranlari
ile trofoblastlarin plazma membranlarinin yakinlagmasi ile olur. Bu hiicreler birbirlerine
paralel olurlar ve aralarinda 20 nm'lik bir mesafe kalir. Membran altindaki 6zgiin filament6z
ag, bu hiicreler arasindaki hiicre-hiicre baglantilar1 ile duragan halde desteklenir. Apozisyon
faz1 olarak da bilinen trofoblast-endometriyal etkilesimi ylizey epiteline penetrasyon takip
eder (Parr and Parr, 1989). Insan blastosistleri zorlayici bir epitelyal penetrasyon sergilerler
Bu tip invazyon yiizey epitel hiicreleri ile sinsityotrofoblastlarin uzantilar1 arasindaki
penetrasyonu igerir. Bu durum, komsu epitel hiicreleri arasindaki baglantilarin kaybina ve
trofoblastlar ile epitel hiicreleri arasinda baglantilarin olugsmasina yol agar. Boylece,
trofoblastlar kendilerini epitel hiicreleri arasina sokmus olur ve daha sonra yiizey epiteli

altinda yer alan bazal membrana dogru penetre olurlar (Parr and Parr, 1989).
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Sekil 2.11: Embriyonun tutunma ve invazyonu (Susan, 2000).

Stromal invazyon

Endometriyal Epitel ve Trofoektoderm(TE)’in Karbohidrat Epitoplari: LE yiizeyine
yaklasan bir embriyo, olasilikla ilk olarak ylizey molekiillerinin karbohidrat zincirleri ile
temas edecektir. Bunlardan 06zellikle bazilari, {ireme siklusu esnasinda veya gebeligin
preimplantasyon periyodunda diizenlenir (Susan, 2000; Poirier and Kimber, 1997; Kimmber
et al., 1993). Endometriyal epitelde diizenlenen bir terminal yap: da H-tip-1 antijen'idir. In
vitro olarak fare Dblastosistinin LE'ye baglanmasi, tip-1 antijeni tarafindan
gerceklestirilmektedir. Ciinkii H-tip-1 antijeni LE'in apikal goriintiisiinde, gebeligin 4.
giinline kadar ayni tarzda eksprese edilmekte ve TE ile etkilesime girebilmektedir H-tip-1
antijeninin ekspresyonu luteal safhada, follikiiler sathadakinden daha yiiksektir. Htip-1
antijeni, P4 ekspresyonunu harekete gecirici, uyarici bir etkiye sahiptir. Farelerde LE ile ilk
temasa gecen kisim TE'nin anembriyonik bdlgesidir. Farelerde, Le-y karbohidrat antijeni,
blastosist ylizeyinde ve LE {izerinde bulunmaktadir. Endometriyal Le-y glikolipidi, H-tip-1 ve
-2 zinciri glikolipidlerine baglanirken, blastosistteki Le-y, LE apikal yilizeyindeki H-tip-1 ile
etkilesebilmektedir (Gok¢imen ve Temel, 2004).

Endometriyal Yanit ve Trofoblastik Hiicre Invazyonunda Integrinlerin Rolii: Trofoblast
hiicreleri invaziv fenotip sergilemeye basladiklar1 zaman kollajenler aktif hale gelirler ve
ECM'yi bozarlar. HLA-G antijeni ortaya ¢ikar ve yeni hormonlar sentezlenir (Merviel et al.,

2001). Aplin; ‘'tin villoz sitotrofoblast ve sinsityotrofoblast arasindaki ortak yiizeyde
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yapildigini tespit etmistir ve bu tespit in hiicre-hiicre adezyonunda isleve sahip oldugunu
ortaya koymaktadir. subuniti en genis etki alanina sahip olan subunittir ve bu ylizden
sitoskeletal proteinlerle dogrudan etkilesimleri sebebiyle hiicrelerin sabitlenmesine en iyi
olanak saglayan integrindir (Merviel et al., 2001; Poirier and Kimber, 1997). Interstisyal
ekstravilloz sitotrofoblast, distal ugtaki hiicreler bazal membran ile temasi kaybedip, desidua
tarafindan salgilanan olas1 hiicre dis1 matriks bilesenleri ile temasa gectikce, integrini
kaybolmakta, V integrini (fibronektin reseptorii) halen korunmakta vel (laminin ve tip1/tipll
kollajenleri i¢in reseptorler) ve V (vitronektin reseptorleri) ekspresyonu baglatilmaktadir.

Bu olay, 'integrin switch (integrin kilitlenmesi)' olarak nitelendirilmektedir (Merviel et al.,
2001; Damsky et al.,, 1994). Interstisyal trofoblastta; (fibronektin ligandi), ve 1(laminine
baglanan bazal membran i¢in gerekli bir bilesen) subunitlerine rastlanmistir. Benzer sekilde,
invaziv hiicreler de ve V (fibronektin), V (vitronektin), V (trombospondin), V (tenaskin
reseptoril) gibi integrin etkilesimli hiicre dist matriks bilesenleri eksprese etmektedirler

(Merviel et al., 2001).

Heparan siilfat proteoglikan: Heparan siilfat proteoglikan (HSPG), blastosistin LE'ye
tutunmasina karisan bir diger olgudur. HSPG'nin bir bazal membran formu olan perlecan,
inkiibasyondan sonra blastosistin etrafini ¢gevrelemekte ve mRNA ve proteininin ekspresyonu
blastosistin baglanma yeterliligini kazanmasi ile uyum gostermektedir. Boylece HSPG, TE'yi
LE'ye baglayan bir destekleme ligand:1 olarak islevini yerine getirmektedir. Fare embriyolar1
HSPG bagli proteinlere tutunabilmektedirler (Susan, 2000, Carson et al., 1993). Bir HSPG
bagli protein olan heparin bagimli siilfat proteoglikan (HIP) proteini, iireme devresinin
basindan sonuna kadar insan ve fare endometriyal epiteli de dahil olmak {izere olasi insan
hiicre seri ve dokularinda agiga ¢ikmaktadir. HIP'in dig membran ile yaptig1 kovalent olmayan
birlesim, onu trofoblastt HSPG'ye baglayabilecek duruma getirmektedir. Ayrica HIP
perlekan'a da baglandigindan dolay1 insan TE baglanmasi i¢in HIP-perlekan-HS etkilesimi
One siiriilebilir. HIP, ayn1 zamanda insan koriyonik villuslarinin ilk {i¢ aylik sitotrofoblast
invazyonunun basladig1 yer olan villiis baglanma noktalarinda yogunlagsmakta olup burada
yiiksek diizeyde perlekan da mevcuttur. HIP ayrica maternal kan damarlarinin duvarlarina
niifuz eden sitotrofoblast ile desteklenmektedir. Biitiin bunlar HIP'in trofoblast invazyonunda
rolii oldugunu ortaya koymaktadir. Antikorlarin HIP'e olan etkisi de bunu desteklemektedir

(Susan, 2000, Rohde et al., 1996).
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Trofinin

Trofinin, 749 amino asit igeren i¢ plazma membran proteinidir. N — terminal bolgesi 66 amino
asit kalintis1 sitoplazma i¢inde lokalize oldugu tahmin edilmektedir. Trophinin peptidinin geri
kalan kismi membranlara uzanmak igin sekiz hidrofobik uzant1 igerir (Suzuki et.al., 1998).
Insan trofinin proteinlerinin  %90’indan daha fazlasi bu proteine 6zel dekapeptid
tekrarlarindan meydana gelmektedir. Bu dekapeptid tekrarlar1 bu proteininin plazma
membrantyla biiyiinlesmesine izin vermek i¢in hidrofobik bolgeler icerir. Bu dekapeptid
tekrarlar1 hiicre yilizeyinde trofinin baglimli hiicre adezyonunun yapisal 6zelligi i¢cin anahtar
olarak nitelendirilir. Tastin ve bystin sitoplazmik molekiillerdir, plazma membranlarindaki
trofinini diizenleyerek onun etkili hiicre adezyon molekiilii olarak gorev almasinda
gereklidirler. Insan trofinin geni X kromozomunun kisa kolunda yer alir. (Pack et al., 1997)

Trofinin homofilik kendi kendine baglanma olayina aracilik eder. Tastin ise sitoplazmik
bir proteindir ve trofininin CAM olarak islev gormesi i¢in gereklidir. Trofinin ve tastin
normal olarak her tip insan hiicresinde bulunmaz, maymun blastosistlerinin trofoektodermal
(TE) vylizeylerinde giiglii ekspresyonu goriilmiistiir. Ayrica insan endometriyumunda
implantasyon penceresine uyan erken sekretuvar fazda bu molekiillerin ekspresyonu
izlenmistir (Fukuda et al., 1995). ICAM-1’in vivo olarak bez epitelinin apikal ylizeyinde,
vaskiiler endotelde ve endometriyal stromal hiicrelerde menstriiyel dongii boyunca
bulunmaktadir.

Trofinin insanda trofoblastik HT-H hiicreleri ve endometriyal epitelyal SNG-M hiicre
hatlar1 arasinda apikal hiicre adezyonuna aracilik eden membran proteini olarak
tanimlanmaktadir. Trofininin insanlardaki ekspresyon paterni embriyo implantasyonu ve
erken plasental gelisimdeki tutulumu gostermektedir. Trofinin ic¢in pozitif sinyaller
preimplantasyon fare embriyolarinda morula ve blastosist asamalarinda belirlenmistir.

Implantasyonun baslangic asamasinda, daha once non adeziv olan blastosist
trofoektoderminin apikal ylizeyi ve epitelin endometriyal yiizeyi birbirlerine kars1 adeziv hale
gelirler. Embriyo-uterus adezyonu sadece fiziksel baglantiy1 desteklemez; ayrica embriyonik
ve maternal hiicreler icin gerekli olan fonksiyonel degisiklikler igin hiicre ig¢i sinyal
basamaklarini olusturur. Bilgilerimize gore; bu mekanizma O6zellikle kemirgenlerde analiz
edilen bu baslangi¢c baglantis1 ve sonrasinda trofoblastlarin meternal dokularin igine olan
istilasini olusturmaktadir (Carson et al., 2000; Dey et al., 1995). Bu ¢alismalar blastosist ve

luminal endometriyum arasinda karsilikl etkilesim oldugunu gostermistir (Paria et al., 2005).
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Ayrica caligmalarda; fare balastosist implantasyonunun baslangi¢ asamasina tanimlanan
molekiillerin aracilik ettigini belirtilmistir (Paria et al., 2005; Das et al., 1994).

Insanlarda ve primatlarda implantasyonla iligkili hiicrelerde trofininin sentezlenmektedir
(Fukuda et al., 1995; Fukuda et al., 1999; Suzuki et al., 1999). Maymun blastosistinde trofinin
giiclii olarak, blastosistin uterin duvara yapistig1 embriyonik kutupta eksprese edilir. insan
endometriyumunda trofinin giiclii olarak erken sekretuvar fazdaki luminal epitelin kisith
alaninda eksprese edilir. Implantasyon penceresindeki bu kisith fakat giiclii trofinin
ekspresyonu, insanlarda implantasyon boyunca trofininin spesifik roliinii gostermektedir.
Farelerde ovaryen hormonlar uturusun trofinin ekspresyonunu diizenler ve trofinin
ekpresyonu implantasyon zamanina rast gelmektedir (Suzuki et al., 2000). Buna ragmen
trofinin farelerde oOzellikle implantasyonla iligkili hiicrelerde kisitli degildir. Trofinin,
implante olan blastosist olsa da olmasa da uterin luminal ve glandular epitelin tiimiinde

bulunmustur (Nadano et al., 2002).

Trofinin-Tastin-Bystin Kompleksi: Trofinin; esas olarak membran proteinidir. insan
trofoblast hiicre hatt1 ile endometriyal hiicre hatti arasindaki hemofilik hiicre adezyonuna

aracilik eder. Trofinin, adezyonda islev gorebilmek i¢in, orta seviyedeki bir protein olan

bystin vasitasiyla sitoplazmik bir protein olan tastine baglanarak bir kompleks olusturur (Sekil

2.12).

OGWRQ OGWRQ

trophinin @ @ trophinin

GWRQ

substrates

INVASION & PROLIFERATION
Sekil 2.12: Trofinin aracili hiicre adezyonu ile TE hiicrelerinin aktivasyon mekanizmasi
(insan embriyosunda bastosist doneminde dis tabaka). Trofinin ve bystin sitoplazmik
komplekse beraberce baglanir, ErbB4 ile interaksiyona girer ve tirozin kinaz aktivitesini
baskilar (solda). HB-EGF, ErbB4’ye baglanir fakat protein kinaz aktivitesi trophinin/bystin ile
baskilanir (ortada). Trophinin-aracili hiicre adezyonu, bystin ve ErbB4’iin aktivasyonundan
trofininin ayrilmastyla sonuglanan hiicre yiizeyinde GWRQ peptidin baglanmasina benzer

(sagda).
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Trofinin ve tastin, insan endometriyal epitelinin erken sekretuvar sathasinda, apikal yiizeyde
aciga cikmaktadirlar (Sekil 2.13). Sekretuvar periyodunun ortasinda da hizla gozden
kaybolurlar. implantasyon bdlgesinde, trofininin, TE ve LE'nin karsit apikal yiizeylerinde
aci8a ¢iktig1 gozlenmektedir (Susan, 2000).

Sekil 2.13: Trophinin implantasyonda endometriyal epitel ve TE’in yiizeyinde ekspresse olur.
Insan plasentalarinda, trofinin gebeligin 6.haftas1 civarinda yiizeyden lizozomlar igerisine
internalize olur ve 10.haftadan sonra plasentada ekspresyonu kaybolur (Suzuki et al., Proc.

Natl. Acad. Sci. U. S. A. 95:5027-5032, 1999.)

CD 26 /dipeptidil peptidaz IV

CD26 /dipeptidil peptidaz IV kadinlarda implantasyon periyodu boyunca yiiksek olarak
eksprese edilen 110-kDa membran bagimli ekstraseliiler glikoproteindir (Imai et al., 1994).
CD 26, hiicre yiizeyinde fibronektinle iliskili adezyon molekiilii olarak rapor edilmistir
(Cheng et al., 1998). CD26 /dipeptidil peptidaz IV endometriyumun implantasyon fazi i¢in
belirte¢ molekiilii olarak bilinmektedir (Shimomura et al., 2006). CD26 /dipeptidil peptidaz
IV membran bagimli peptidaz olarak hiicre yiizeyinde eksprese edilir ve hiicre dis1 bolgelerde
cesitli biyolojik olarak aktif peptidlere indirgenebilir (Imai et al., 1994). Kenny ve arkadaglari
1989 yilinda, hiicre yiizey peptidazlarinin bir¢cok hiicre sisteminde biiyiime farklilanmay1
peptid faktorlerin aktivasyonunu ve onlarin hedef hiicreye girigini ayarlayarak diizenledigini

belirtmistir. CD26 /dipeptidil peptidaz IV gebeligin basinda desiduada ekstravilloz
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trofoblastta eksprese edilir ve onun enzim aktivitesi ektravilloz trofoblast invazyonuna yol
acar (Sato et al., 2002). Shimomura ve arkadaslar1 2006 yilinda, CD 26 overekspresyonunun
onemli bir sekilde yiiksek blastosist adezyon oranna ( % 25’ e karst %53.3 p<0.05) ve
trofoektodermde onemli bir sekilde yiiksek outgrowth bolgesine (1.7 kat p<0.05) neden

oldugunu belirtmistir.

Invazyon Sirasinda Diger Adezyon Molekiillerinin Rolii: Fare ve insanda endometriyumu
istila etmeye baglayan trofoblast, LE ile de siki bir etkilesim sergiler. Trofoblastin yayilma
derecesinin tilirler arasinda c¢ok farkli olmasina ragmen, bunun diizenlenme tarzinda
benzerlikler vardir (Susan, 2000). Desidualizasyon, endometriyal stromal hiicrelerin desidual
hiicrelere doniismesi, hiicre dis1 matriksin  yeniden sekillendirilmesi ve integrin
ekspresyonunu kapsamaktadir. Gebelik s6z konusu degilken, endometriyal stroma ECM'; 1,
II, V ve VI kollajenleri, fibronektin ve periglandular tenaskin birikintilerini igermektedir
(Merviel et al., 2001; Guillomot, 1999). Desidualizasyon sirasinda hiicre, kollajen IV, heparan
stilfat proteoglikan ve laminin 2 ve 4 igeren bir ECM iiretir. Laminin ve kollajen 1V,
trofoblast LE bazal membranindan bazal LE hiicre ylizeyine ulagmadan Once gdzden
kayboldugundan, bunlar olasilikla trofoblastlarin substratlaridir. Stromal farklilasma veya
desidualizasyon ECM'deki degisiklikler ile karekterizedir (Susan 2000; Merviel et al, 2001;
Guillomot, 1999). Farede bu degisiklikler implante olan blastosist ile tetiklenmektedir.
Kadinda desidual farklilagsma, siklusun P4 hakim olan luteal fazinda ortaya ¢ikmaktadir. ECM,
insanlar ve farelerdeki periselliiler matriks katmani igine tekrar organize olmustur. Burada
bulunan ECM bilesenleri trofoblastlarin adezyon ve migrasyonu ig¢in uygun olanlaridir.
Trofoblast invazyonunda ECM’in rolii oldugu kesinlik kazanmistir. Bu, LE ile adeziv
etkilesim ve stroma igine invazyon sirasinda blastosist aktivasyonunun en erken goriilen

olaylarindan kolayca anlasilabilir (Susan, 2000; Guillomot, 1999).

Blastosist Icin Adeziv Ligandlarin Maskelenmesi: LE, normal doku homeostazisini
stirdiirmenin yanisira, mikrobiyal enfeksiyonun 6niinde bir engel olarak da gorev yapmaktadir
(Susan, 2000; Duc-Goiran et al, 1999). Muc-1 gibi bol glikozilatli musinler LE'de maskeleme
islevini yerine getirirler. LE'deki Muc-1'in standartlarin altindaki blastosistlerin yapigsmasini
onleyen segici bir engel oldugu ileri siiriilmiistiir (Chervenak and Illsley,2000; Meseguer,
1998). Sicanlarda diger bir musin olan Muc-4, implantasyon zamaninda gozden

kaybolmaktadir. Muc-4 prereceptiv LE'deki baglanmay1 onlemeye yonelik bariyer islevine
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benzer bir isleve sahiptir. Muc-1 ve Muc-4'in her ikisi de ovariyan steroidlerin kontroli
altinda aci8a ¢ikmaktadirlar (Susan, 2000, Chervenak and Illsley, 2000; Meseguer, 1998).
Kadinlarda, keratan siilfat gibi karbohidrat yapilari, implantasyonun basarisi ile iligkilidir ve
Muc-1 baglantilidirlar. Insan embriyolarinin perimplantasyonunda implantasyonun basarist ile
iligkilidir ve Muc-1 CD 44 izoformlart mevcuttur. Bu izoformlar, Muc-1'dekiler de dahil
olmak tizere insan Le'si apikal yiizeyinda bol miktarda bulunan sialilath ve siilfath
karbohidratlar ile etkileserek baglayict molekiilleri olusturmaktadir (Kamijo et al., 1998).
Blastosistlerin incelenmesiyle, ICAM-1'in, insan embriyolarinda bulundugu ve Muc-1'e
yapistigi kaydedilmistir. insan Muc-1'i, karbohidrat epitoplar1 vasitastyla bir adezyon
molekiiliine donlisme O6zelligine sahiptir. Bunlar TE seker bagli molekiiller ile etkileserek
embriyolar1 baglayabilir ve onlar1 apikal LE'deki CAM'lar ile temas ettirebilir. Ayn1 zamanda
bu standardin altindaki blastosistlerin, diger CAM'lar ile etkilesmelerine de engel olabilir.
Sozl edilen engelleme islevine ek olarak, Muc-1'in hiicre yiizeyinden kalkmasi ile adezyon
artar. Insan blastosistinin endometriyal epitel ile kokiiltiirii; hiicre yiizeyine baglanan

blastosistin bitisiginde Muc-1'in lokal olarak kayboldugunu gosterir (Susan, 2000).

2.4.1c. Faz 3: Plasentasyon Donemi

Implantasyonun bu fazinda plasenta olusur ve tersiyer villuslarin olusmasiyla sona erer (Parr
and Parr, 1989).

Donem 5. Ovulasyondan sonraki 7-13. giinler arasinda goriiliir. Primer villuslarin gelismesi
ile sona erer. Donem 5a'da insanda implantasyon alanindaki trofoblastlar, hem sitotrofoblast
hem de sinsityotrofoblast kiitlesi halinde genisler (Sekil 2.14). Donem 5b ve 5c'de
trofoblastlar damar duvarlarina uzanir ve onlarin duvarlarinin bir pargasini olustururlar. Bu
maternal damarlardan, trofoblastlar arasinda olusturulan ve lakuna olarak adlandirilan bosluga

kan akar (Parr and Parr, 1989).
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Sekil 2.14: Plasentasyon donemi. Sinsityotrofoblastlar, spiral arterler ile temas halindedir
(Moore and Persaud, 2009).

Donem 6. Bu donemde sekonder plasental villuslar ve vitellus kesesi gelisir (Parr and Parr,
1989).

Donem 7. Villuslarin dallanmast ve endometriuma sikica tutunmasi, implantasyonun bu
doneminde goriilmektedir (Parr and Parr, 1989).

Doénem 8-9. Bu donemde tersiyer villuslar geligir (Parr and Parr, 1989).

2.4.2. implantasyon ve Apoptozis

Omurgalilarda dokularin sekillenmesinde, gastrulasyon ve norulasyon fazlarinda,
interdijital perdelerin regresyonu sonucu parmaklarin sekillenmesinde, tiimor gelisiminin
patogenezinde ve ayrica preimplantasyon donemindeki embriyonda ilk bosluklarin
olugmasinda apoptozisin yeri oldugu ispatlanmistir (Parr and Parr, 1989; Kamijo et al., 1998).
Son yillarda yapilan ¢alismalar, sitokinler ve bazi biiyiime hormonlarinin hiicreye 6lme veya
yasama sinyalini gondererek apoptozisi kontrol ettiklerini ortaya ¢ikarmistir. Lokemia
inhibitor faktor (LIF) (Parr and Parr, 1989; Duc-Goiran et al., 1999, Bischof and Campana,
1995), beyinde gelisen norotropik faktér (brain derived neutrophic factor-BDNF), siliar
norotropik faktér (ciliary neutrophic factor-CNTF), (fibroblast biliylime faktorii (FGF)
somatostatin (Parr and Parr, 1989), tiimor nekrozis faktor-(TNF- ) (Parr and Parr., 1989;
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Grosskinsky et al., 1995), doniistiiriicii biiylime faktorii (TGF) (Parr and Parr, 1989;
Grosskinsky, 1995; Bischof and Campana, 1998) ve insiilin benzeri biiyliime faktorii (IGF)
(Parr and Parr, 1989; Giudice et al., 1998) gibi faktorlerin fizyolojik etmenler oldugu
tartisilmakla birlikte apoptozisin devreye girdigi olaylar {izerine etkileri kesinlik kazanmustir.
Ornegin; IGF-1, IGF-2 ve Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii Baglayan Protein (IGFBP),
menstrilyel donglide endometriyal gelisme ve implantasyon siirecinde Onemli rol
oynamaktadir (Duc-Goiran et al., 1999; Giudice et al., 1998). LIF, fare endometriyumunda
implantasyon aninda tiretilmektedir. LIF'in salgilanmas1 bu tiirlerde implantasyon i¢in bir 6n
kosuldur (Duc-Goiran et al., 1999; Sunder and Lenton, 2000; Bischof and Campana, 1995).
Blastosist donemindeki embriyo, gelisimi sirasinda birgok dejenerasyon gosterir. 1k etapta ic
hiicre kiitlesinde goriiliir ve bu hiicrelerin %10'u komsu hiicreler veya trofoblast hiicreleri
tarafindan fagosite edilir. Embriyonik yagamda apoptozisin goriildiigii diger bir alan ise uterus
epitelidir. Uterus hiicrelerinde menstriiyel dongii (6zellikle Iuteal fazda), blastosist
implantasyonu ve desidualizasyon sirasinda apoptozis Ostrojen ve P4, luminal ve bez epiteli
implantasyon hiicrelerinin proliferasyonu ve farklilagsmasinin yanisira apoptozise de neden
olur (Parr and Parr, 1989; Galan et al., 2000). Apoptozis, implantasyon penceresi doneminde
uterus glandular hiicrelerinde gozlenmekte ve boylece endometriyal dezidualizasyonun
olusumuna karigmaktadir. Bu donemdeki apoptozisin, bax geninin artis1 ve bcl-2 geninin
azalmasi ile gergeklestigi ve bu iki genin salinimi ile kontrol edildigi gosterilmistir. Yine ayni
calismada bax geninin apoptozis olusumundan ¢ok once salgilandigi ve boylece bcl-2 yani
hiicre icin hayatta kalma sinyali verecek olan genin saliniminin inhibe edilerek endometriyal
hiicrelerde apoptozisin gergeklestigi gdsterilmistir (Parr and Parr, 1989; Kamijo et al., 1998).
Hem implantasyon hem de apoptozisi diizenleyen faktorlerin ortak olmasi, ayni faktorlerin
her iki olayda da etkili olduklarin1 ve iyi bir embriyo gelisimini kontrollii bir sekilde

sagladiklarini géstermektedir (Parr and Parr, 1989; Galan et al., 2000).
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Cizelge 1: Implantasyonda rolii oldugu bilinen faktorlerin kaynaklar1 ve etkili olduklari

implantasyon donemleri (Gok¢imen ve Temel, 2004).

Implantasyonda rel ovnayan fakiordarin primer kaynaldan ve en etkili olduldan {+) implantasyon donemieri.

Faktor Kaynak Donem I Donem II Disnem III
Frogesteron Korpus luteum +
Ostrojen Korpus luteum +
HE-EGF Endometriyum +
FGI-2 Endometriyum +
Integrinler Endometriyum +
Dezmozomal proteinler Endometriyum + +
Muc-1 Endometriyum +
Muc-4 Endometriyum +
H tip 1 antijeni Endometriyum +
Le-y karbohidrat antijeni hﬂg‘]ﬁ; tﬂ; :m\ +
HEPG Endometriyum +
Trofinin
Tactin Endometriyum +
Bystin
Kollajen IV Endometriyum +
Eﬁ:ﬁﬁ _21 Endometriyum +
CD44 izoformlan Endometriyum +
TGF-71 Endometriyum +
&1 Endometriyum +
IGF-1
IGF-2 Endometriyum + +
IGFET
LIF Endometrivum +

5.D.U. Tip Fak. Derg. 2004;11{4)25-33

2.5. infertilite Nedenleri

Fertilite tireme kapasitesine sahip olmaktir ve fekundabilite (aylik donem igerisinde gebe
kalabilme potansiyeli) ile fekundite (bir menstriiyel siklusta gebe kalabilme potansiyeli)
teriminden koken almistir. Fekundabilite oranlar1 genel populasyonda 0.22/ay gibi bir sabit
deger olarak rapor edilmistir. Fekundite ise 0.15-0.18/ay olarak tanimlanmis ve yillik %90
toplam gebelik oranlarini olusturmaktadir. Infertilite ise genellikle kabul edilen tanimina gére

bir y1llik korunmasiz iligki ile gebe kalamama olarak tanimlanmaktadir.

48



Ciftlerin yaklasik %10-15" infertilite tanis1 almaktadir. Son 50 yildir infertilite prevalansi
degismeden sabit kalmistir (Pabugcu, 2005).

Infertilite sebepleri genel olarak erkek partnere ait sebepler (19), disi partnere ait
sebepler (% 46.7), ya da her iki partnerin de sebep oldugu infertilite (%18.2) olarak
tanimlanabilir. Ag¢iklanamayan sebeplere bagl infertilite ise %11.2 vakadan sorumluyken
%S5.2 vakada diger nedenler sebep olmaktadir. Bu aciklanamayan sebeplerde normal standart
testlerin bulundugu ciftlerde patoloji oosit/sperm, embriyo kalitesi yada implantasyon
diizeyinde olabilmektedir. Baz1 diger etyolojik faktdrler; pelvik inflamatuar hastaligi (PIH),
endometriozisi, ¢cevresel ve mesleki faktorleri (toksik ajanlar, madde bagimliligi, ciddi diyet

ve ileri yas) ise infertilite riskini artirmaktadir (Pabugcu, 2005).

2.5.1. Kadina Ait Sebepler

Tuboperitoneal Sebepler: Fallop tiiplerinde gergeklesen hasar ve anormallikler fertiliteyi
etkileyecek, anormal implantasyondan (ektopik gebelik) sorumlu olacaktir. Distal tiibal
obstriiksiyon tiibal sekresyonun birikimine, tiibanin distansiyonuna ve epitelyal silyalarin
hasarina yol agacaktir. (Hidrosalpinks). Fallop tiiplerindeki anormallikler ya da hasarlar
kalitimsal ya da sonradan olabilmektedir. Proksimal tiibal obstriiksiyonlar (10-30) ise tiibanin
dar kisminin (kornual) hasarlarin1 veya tikaclar ile tikanmasini igermektedir (Pabugcu, 2005).
Disi genital organlar ayn1 zamanda karin igerisini doseyen periton ile ortiiliidiir ve periton
boslugunu paylagsmaktadir. Uterus arkasinda cul de sac (douglas) oosit atilmasindan sonra
follikiiler siviy1 icermekte ve oosit fimbriyalar tarafinan dakikalar icerisinde tutulmakta ve
ampullaya iletilmektedir. Herhangi bir anatomik defekt, pelvik kitleler ve adezyonlar,
fizyolojik bozukluklar, gecirilmis cerrahi, PIH yada endometriotik implantlar, ovaryen Kkist

rliptiirli gibi patolojiler bu mekanizmanin aksamasina neden olabilmektedir (Pabugcu, 2005).

Pelvik Inflamatuar Hastahk (PIH): Gonore ve/veya Klamidyanmn en &nemli patojenler
olarak kabul edildigi PIH daha &nce bahsedilen sebepler ile hem tiibal hem de peritoneal
faktorler sonucunda infertilite yaratabilmektedir. Laparoskopi ile PIH infertilite insidans1 %21
olarak rapor edilmistir ilk epizod ile %34 olan tiibal hasar ikinci ve iiciincii epizodlar ile
%54'lere yiikselmektedir. Klinik olarak tami alan PIH, servikal ve serolojik tetkikler ile
dogrulanmalidir. Ancak bazen hasta hikayesinde PIH net olarak bulunmasa da HSG ya da
laparoskopide gegirilmis PIH bulgular1 gdzlenebilmektedir (Pabugcu, 2005).
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Endometriyozis: Genel olarak endometriyum/ve veya gland yapisinin uterusdisinda
bulunmasi layidir. Insidans hasta yasi, diisiik parite ve orta-yiiksek sosyoekonomik sinifla
artmaktadir. Pelvik agr1 (dismenore, disparoni) ve infertilite iki ana sikayettir. Bircok teori
olmasima ragmen ailesel hikayenin ve endometriyotik odaklarda kromozomal defektlerin
siklig1 sebebi ile genetik baglanti iizerinde durulmaktadir. insidansi primer (%26), sekonder
(%13) infertilite vakasinda rapor edilmektedir. Ciddi endometriozisde (III ve IV) fallop
tiiplerinde ve overlerdeki adezyonlar veya ovaryen endometriyomalarin varligi acik infertilite
nedeni olarak tanimlanmaktadir. Ortaya atilan mekanizmalar sirasi ile;

e Artmus peritoneal makrofajlarin sebep oldugu artmis sperm fagositozu

e Artmis sperm zona pellusida baglanmasi

e Peritoneal lanfositlerin proliferasyonu

e Artmis sitokin diizeyleri

e Artmis immiinoglobin iiretimi

e Embriyo toksik serum

e Defektif natural killer aktivitesi

e Luteal faz defekti

e Oligo-oviilasyon

e Luteinize unriiptiire follikiil sendromu (LUF)
Endometriozis bazen diagnostik laparoskopide raslantisal olarak tespit edilir. Lezyon
boyutlar1 makroskobik diizeyden mikroskobik diizeye kadar degisebilmekte, klasik olarak
siyah pigmente, seker yanig1 lezyonlar mesane overler, fallop tiipler, cul de sac ve barsaklarda
goriilebilmektedir. Nonpigmente lezyonlarda kirmizi vaya beyaz renkte veya damarsal
goriiniimde olabilmektedir. Ancak kesin tani i¢in biyopsi mutlak yapilmalidir (Pabugcu,

2005).

Ovaryen sebepler: Pubertede Hipotalamo-Hipofizer aksin matiirasyonu ile FSH ve LH
gonadotropin  releasing hormon (GnRH) kontroliinde normal salimim paternine
kavusmaktadir. Her menstriiyel dongiiniin basinda kohort follikiillerinden sadece bir oosit
secilerek dominans azalmakta ve preovulatua diizeye kadar gelismektedir. Bu gelisim
esnasinda iki hiicre iki gonadotropin mekanizmasi ile graniiloza hiicrelerinden artan
diizeylerde estaradiol salinmakta ve negatif down regiilasyon ile FSH diizeyini baskilarken

pozitif feed back mekanizmasi ile LH surge olusturmaktadir. Bu tetikleme sayesinde
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ovulasyon bagslamakta, oositin II. Mayoz gelisimi, CL olusumu ve Ps salinim
gerceklesmektedir (Pabugcu, 2005).

Ovulatuar problemler anovulasyon disfonksiyonu menstriiyel dongii sikligini ve siiresini
etkilemekte normal Olgiiler disina tasimaktadir. Bu problemler diizensiz yada gecikmis
ovulasyona neden olabilecegi gibi anovulasyonla da sonug¢lanabilmektedir.

Oligomenorenin en sik sebebi polikistik over hastaligi (PCOD) infertiliteye oldukca sik olarak
neden olabilmektedir (Pabugcu, 2005).

Anovulasyon ise amenore ile sonu¢lanmaktadir. Amenore primer olabilecegi gibi
sekonder de olabilmektedir. Primer amenore genellkle gonadal gelisim defektleri, Turner
sendromu (45X) ile iliskili olmaktadir. Bu hastalar sekstiel infantilizm, kisa boy, yele boyun,
kubitus valgus ve streak gonadlara sahip olmaktadir. Genel olarak diistiniilen genetik defektin
hizli oosit deplesyonuna sebep oldugu ve hipergonadotropik hipogonadizm ile
sonuglanmasidir. Bir diger sebep prematiir ovaryen yetmezlikte hipergonadotropik
hipogonadik bir siire¢ olusturmaktadir. Diger kromozomal anormallikler herhangi bir X
kromozomu kisa yada uzun kolunda parsiyel delesyonun neden oldugu 46XX ve mosaizmi
(X/XXX; X/XX/XXX; puregonadal disgenezis; 46,XX;6XY) sayilabilinir (Pabugcu, 2005).

Primer amenore ayrica GnRH sentez, ndrotransmiter defektleri ya da izole yetmezligi
sonucunda hipogonadotropik hipogonadizm olusturmakta ve anovulasyon ger¢eklesmektedir.
Diger nedenler grubunda estradiol ve P4 yapim kaskadindaki enzim defektleri (17-alfa
hidroksilaz yetmezligi ve 17, 20- desmolaz yetmezligi, vb) olusturmaktadir. Konjenital olarak
uterus, vajen yada himen yoklugu veya anormalliklerinde deprimer amenore olusmakta ancak
normogonadotropik ve diger tanisal tetkikler ile ayirici tani yapilabilmektedir (Pabugcu,
2005).

Sekonder amenore gebelik dis1 sebepler ile >6 ay oviilasyonun engellenmesi halidir. Bu
durumda ciddi endokrin iglev bozukluguna neden olan tiroid, adrenal ve hipofizer
(hiperprolaktinemi) sebepler goriilmektedir. Ancak siklikla prematiir ovaryen yetmezlik ile
karsilasilmaktadir (Pabugcu, 2005).

PCOD: Hipotalamo-Hipofizer disfonksiyon olarak tanimlanan PCOD oligomenore infertilite
ile iligkili en sik karsilagilan problemdir. Hastalar irregiiler menstriiyel dongiiler (35-90 giin)
disfonksiyonel uterin kanama, menoraji, hiperandrojenizm bulgular1 hirsutismus ve obezite ile
doktora bagvurmaktadir. Bu hasta grubunda azalmis fertilite, kotii obstetrik hikaye ve artmis
gebelik kayiplar1 hikayede siklikla yer almaktadir. Hormonal incelemede FSH/LH oranlari

degismis hatta tersine donmiis, diger glandular disfonksiyonlar sebebi ile prolaktin, tiroid ve
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adrenal hormonlarda yilikselme saptanmaktadir. US incelemede ovaryen tekozis, ovaryen
korteks altinda periferik dizilimli kiiglik follikiiller (<10mm) izlenmektedir. Hiperinsiilinemi
ve bulgulart olabilecegi gibi hipertrigliseridemi de goriilmektedir. Artmis diabet mellitus,
memeca, kardiyovaskiiler hastalik ve osteoporoz riski géz ardi edilmemelidir (Pabugcu,
2005).

Uterin Sebepler: Uterus menstriiyel dongii kaskadinin son organi olarak embriyo ve fetiisiin
gelisiminin olustugu yerdir. Bu nedenlerle direkt olarak ya da gebelik kayiplar1 ve prematiir
dogumlar gibi komplikasyonlar ile infertiliteye sebep olabilmektedir. Konjenital yada edinsel
olarak siniflandirilmakta ve tiim infertilite sebeplerinin %2-5’ini olusturmaktadir (IVF
Embriyoloji Rehberi, 2005).

Konjenital defektler uterus, fallop tiipler, serviks ve {ist vajenin anatomik olusumunu
istlenen miilleriyen kanallarin komplet yoklugu (Rokitansky- Kiister Hauser sendromu) ile
arkuat uterus va vajinal septa (transvers-longitudinal) gibi mindér anomaliler spektrumda
olabilmektedir. 1950-1970 yillar1 arasinda 6zellikle gebelik kayiplarini 6nlemek amact ile
kullanilan dietilstilbestrol (DES) maruziyeti iligkisi ispatlamasi ile bu maruziyet sonrasi
miillerien anomali riskinin arttig1 belirtilmis ve son 40 yil icerisinde bu anomalilerin siklig1
artmistir. Daha sonraki yillarda endometriyal kavite diizensizlikleri (T shape uterus), serviks
malformasyonlar1 hatta clear cell karsinoma birliktelikleri de gosterilmistir. Servikal
yetmezlik, unikornus uterus sonucu implantasyon problemleri, erken dogum ve erken gebelik
kayiplar1 tanimlanmistir (Pabugcu, 2005).

Ozellikle sekonder infertilitede dilatasyon ve Kkiirtaj, zor dogum, intrauterin arag,
gecirilmis cerrahi sonrasi endometrit, adezyon yada sinesi (Asherman sendromu) ile
endometriyal kavitenin parsiyel yada total obliterasyonu olabilmektedir. Plasental
kalintilardan plasental polipler veya hormonal endometriyal polipler gelisebilmekte,
intramural, summiik6z myomlar kavite distorsiyonuna neden olmakta obstetrik
komplikasyonlara ve implantasyon bozukluguna sebep olmaktadirlar (Pabugcu, 2005).
Servikal Sebepler: Servikal faktorler ile iliskili infertilite insidans1 % 5-10 oranlarinda rapor
edilmistir. Uterin serviks iliski sonrasinda sperm transportu ve kapasitasyonunda merkezi bir
gorev istlenmistir. Mentriiyel siklus donemlerine bagimli olarak servikal mukus iizerinde
iretim, miktar ve karakteristik olarak degisiklikler ozellikle ge¢ follikiiler fazda
gerceklesmektedir. Oviilasyondan yaklagik 24-48 saat oncesinde mukus sekresyonu artarak

maksimal diizeye ¢ikmakta, daha ince, sulu alkali, aselliiler ve elastik bir hal almaktadir. Bu
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diizeyde bir filtre gibi davranarak anormal spermatozoa ve selliiler debrisleri filtre etmekte,
mikrokanallar olusturarak sperm transportu saglamaktadir (Pabugcu, 2005).

Sperm-mukus interaksiyonlarindaki anormalliklere bagli olan servikal faktor infertilitede
tanimlanmistir. Bu iliskiyi incelemek amaciyla post koital test (PKT) olarak da bilinen Sims-
Huhner test kullanima girmistir. Bu testle spermatozoonlarin sayisi, motilitesi, preovulatuar
donemde servikal mukus iliskisi degerlendirilir.

Pozitif PKT i¢in 0.3-1 mI>10cm spinbarkeit, ferning patern, seliilarite ve 10-20 biiyilitme
alaninda say1 ve ileri motilite gézlenmelidir. Anormal PKT sonuglari: 1) kotii zamanlama, 2)
servisite bagl bozukluklar (bakteri, mantar), 3) diisiik Ph 4) sperm antibody mevcudiyeti 5)
yanlis iliski teknigi (prematiir ejakiilasyon), 6) tan1 almamis male faktor infertilite, ve/veya 7)
anatomik anomalilere bagl elde edilebilmektedir. Bu nedenle kati tan1 dikkatlice diger testler
1s1¢inda konulmalidir (Pabugcu, 2005).

Endometriyal Sebepler: Endometriyum menstriiyel dongii boyunca hormonal sekresyona
cevap olarak degisiklikler gdstermektedir. Ozellikle implantasyon, gebeligin ve embriyonun
gelisimi acisindan bir diger onemli faktordiir. Luteal faz defektleri (LFD) endometriyal
gelisimi ile menstriiyel siklus tarihi arasindaki korelasyon endometriyal biyopsi ile tani
almaktadir.(>2 giin). Bu bulgularin en az ikisi menstriiyel dongiide gozlenmesi
gerekmektedir. Tekrarlayan abortuslara da sebep olan LFD 6zellikle ovulatuar disfonksiyon
ile baglantilidir. Sirasi ile oviilasyon zamaninda follikiil boyut olarak kiigiik ve immatiirdiir,
preovulatuar LH surge daha diisiik diizeyde kalmaktadir ve bu diizey oosit mayozu i¢in yeterli
ise de follikiil riiptiirii ve CL islevi i¢in yetersiz kalabilmektedir. Serum P4 diizeyleri tan1 igin
1yl bir parametre olmamaktadir. Tedavide bu hastalarda endometriyal P, reseptorleri daha
yiiksek diizeylere hassas oldugundan daha yiiksek P4 kullanilmaktadir. Ayrica endometriyal
resptivite agisindan onormal endometriyal proteinlerin salinimi, anormal integrin/adezyon
molekiilleri, anormal T hiicre ve naturel killer aktiviteleri, embriyotoksik faktorlerin
sekresyonu, uterin perfiizyon anormallikleri de endometriyal sebepler arasinda sayilmaktadir

(Pabugcu, 2005).

2.5.2. Erkek Faktorii

Erkek es mutlaka en az bir ay ara ile spermiyogram tetkiki ile incelenmelidir. Dikkatli
0zgecmis hikayesi alinmali, ¢ocukluga ait atesli hastalik, enfeksiyon, travma, gegirilmis

operasyon, konjenital yap1 bozuklugu, varikosel, vb. irdelenmelidir. Etiyoloji pre-testikiiler,
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testikiiler, post-testikiiler nedenlere bagli olabilir. Pre-testikiiler sebepler, hipotalamik hastalik
ve hipofizer hastaliklar olarak iki baglikta izlenebilinir. Hipotalamik sebepler GnRH
yetmezliklerine baghidir. Bu hipogonadotropik siireci olusturan hastalik ve sendromlar
arasinda izole LH ve FSH yetmezligi ve GnRH yetmezligi, konjenital hipogonadotropik
sendromlar sayilabilinir. Hipofizer hastaliklar ise genel olarak hipofizer disfonksiyona sebep
olan infiltratif hastaliklar, tiimorler, operayonlar ve radyasyon maruziyeti, hiperprolaktinemi,
hemokromatosis, vb. goriilmektedir (Pabugcu, 2005).

Testikiiler sebepler arasindaki bazi somatik kromozomal anormallikler erkek infertilitesi
ile iliskilidir. Kromozomal anormallikler % 6.2 infertil erkek partnerde goriilmektedir. Sperm
sayist <10 milyon/ml olan subgruplarda ise bu oranlar %11'e kadar ¢ikmaktadir. Azospermik
hastalarda ise %21 gibi ciddi oranlar rapor edilmektedir. Klinefelter sendromu ekstra bir X
krmozomu varliginda olmakta ve 1/500 erkekte goriilmektedir. Jinekomasti yaninda
azospermi, gecikmis seksiiel maturasyon goriilmektedir. Ayrica Noonan sendromu (erkek
Turner sendromu), sertoli cell only sendromu, miyotonik distrofi, bilateral anorsi, travma,
gonadotoksinler, sistemik hastaliklar (renal yetmazlik, hepatik hastalik, sickle cell anemi),
defektif andojen sentezleri, kriptoorsidizm ve varikosel testikiiler infertilite sebepleridir.
Varikosel infertil erkek partnerlerde en sik tespit edilen bulgudur. Spermatik venlerde
valviiler yetmezlik ya da yokluk sonucu olusmakta ve %90 sol testikiiler vende
goriilmektedir. Unilateral sag varikosel vendz tromboz, situs invertus yada timor varligini
gosterebilmektedir. Infertil populasyonda %40-50 gibi yiiksek oranlarda goriilen varikosel
semen kalitesini bozmakta abcak tiim erkek partnerler infertil olmamaktadir. Vendz staz
sonucu testikiiler 1s1 artigina bagl olarak;

1. Adrenal ya da bobreklerden toksik metabolitlerin retrograd akimi

2. Germinal epitelde kan akimi azalmasi

3. Hipotalamik — hipofizer ve gonadal aksta bozukluklar olugsmakta,

4. Spermatogenez etkilenmektedir.

Ancak, infertil erkeklerin en az %25-40'inda herhangi bir sebep gosterilememektedir. Yeni
nedenler agiga ciktikca ve erkek reprodiiktif fizyolojisinde yeni buluglar gerceklestikge bu
oranin azalacag diistintilmektedir.

Post-testikiiler sebepler, sperm transportu bozukluklari, sperm motilite veya fonksiyon
bozukluklar1 ve seksiiel disfonksiyon yapan nedenler goriilmektedir. Sperm transport
disfonksiyonlar1 konjenital, edinsel ya da fonksiyonel bozukluklar sonucu olabilmektedir.

Motilite yada sperm fonksiyon bozukluklari sperm kuyruk anomalilerine, matiirasyon
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defektleri, immiinolojik bozukluklar ve enfeksiyon sonrasinda olugmaktadir. Yine sekstiel
disfonksiyon da erkek infertilitesi sebeplerindendir (Pabugcu, 2005).

Immiinolojik nedenler: Aciklanamayan infertilitede antikorlarm rolii tartismalidir. Cesitli
calismalar niikleer ve tiroid antijenlerine karsi olusan otoantikorlarin, AFA ve ASA infertil
hastalarda normal kadinlara gére daha fazla bulundugunu gostermistir.

Antifosfolipid antikor (AFA)’lar: AFA negatif yliklii hiicre membran fosfolipidlerini baglar
ve sonugcta rekiirren gebelik kayiplar1 ile baglantilar1 vardir. AFA’u olan hastalarin desidual
damarlarinda spesifik antikor birikimi gosterilmistir.

Antisperm antikorlar (ASA): ASA’da hem erkeklerde hem de kadinlarda bulunan heterojen
bir grup antikordur ve agiklanamayan infertilitede rolii oldugu diisiiniilmektedir. Spermler
spermatogenez modiilatorleri, kapasitasyon indiikleyicileri, sperm ve oosit iliskileri
regiilatorleri olarak hizmet eden kompleks antijenler agisindan zengindir. Sperm antijenleri,
vazektomi, travma, cerrahi veya konjenital anomalilere bagli mekanik obstriiksiyon
olgularinda immunolojik sigmaklarindan kagabilirler. Ornegin kistik fibrozisi ve buna bagh
konjenital bilateral vas deferens yoklugu olan erkeklerin %71’inde motil sperme baglanmis
ASA vardir. ASA fertilizasyon Oncesi fertilizasyon siras1 ve sonrasinda reprodiiktif islemleri

bozabilir, sperm transportunu ve zigot gelismesini engelleyebilir.

2.5.3. Aciklanamayan Infertilite

Bazi ciftlerde standart infertilite tetkikleri ile herhangi bir sebep gosterilememektedir.
Insidans1, hastalarin arastirilma protokolleri, referans merkez olup olmamasi, ileri diagnostik
testlerin kullanilip kullanilmamasina gore %10-15 olarak degismektedir. Laporoskopinin
kullanilmastyla bu insidans1 < 10 diismektedir. Bazen ciftlerde herhangi bir sorun olmamakta
bazi vakalarda ise kesin tan1 koymak imkansiz olmaktadir.

Bu ciftlerde tedavisiz 1.3 % siklus basina gebelik oranlari, intaruterin inseminasyon ve
ovulasyon indiikdsiyonu %8.3-17.1 ve IVF-ET ile %20.1'lere ¢ikmaktadir.Bu oranlar ile diger
sebeplerin tedavi sonuglar1 arasinda ciddi farklar gozlenmemektedir (IVF Embriyoloji

Rehberi, 2005).
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2.4.3. In vitro fertilizasyon ve embriyo transferi IVF-ET)

Oositin IVF'l ve zigotun uterusa tasinmasi (ET) yontemi, bir¢ok kisir (tiipleri tikali) kadinin
cocuk sahibi olmasii saglamstir. {lk IVF ¢ocugu (Louise Brown) 1978'de dogdu. Bundan
sonra binlerce dogum gerceklestirildi ve degisik yontemler gelistirildi. [IVF—ET'nin evreleri
asagidaki gibidir:

Gonadotropinler uygulanarak ovaryum follikiillerinin biiylimesi ve olgunlagmasi stimiile
edilir.

Olgun follikiillerden ¢ok sayida oosit laparoskopi ile aspire edilir. Oositler ultrason
yardimiyla ve 0zel bir kateterle vajen duvarindan girilip, ovaryuma ulasilarak da toplanabilir
(OPU). Oositler 6zel bir kiiltiir medyumu ve kapasite edilmis spermler i¢eren petri kutularina

alinir.
Oositlerin fertilizasyonu ve yariklanma mikroskopla izlenir.

Boliinen zigotlar (yariklanan embriyolar) dort ya da sekiz hiicreli evreye ulastiklarinda, bir
kateter yardimiyla, vajina ve servikal kanal yoluyla uterusa tasinir. Gebeligin basar1 oran
artirmak i¢in 2-3 ET yapilir.

IVF'de c¢oklu gebelik riski, normal gebelikten daha yiiksek olmustur. Transfer edilen
embriyolarda spontan abortus sikligi normallerden fazladir. Bunun nedeni IVF sirasinda

gelisen kromozom ya da bagka bir hiicresel anomali olabilir (Pabugcu, 2005).

2.4.6a. Embriyonun dondurularak saklanmasi
IVF sonucu olusturulan embriyo ya da blastosistler, kryoprotektanlar (gliserol gibi) iginde
dondurularak uzun siire saklanabilir. Daha sonra donu c¢oziilerek uterusa transfer edilip,

basarili bir gebelik saglanabilir.

2.4.6b. Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI)
Bir sperm matiir bir oositin sitoplazmasina enjekte edilebilir. Bu teknik, IVF'in basaril
olmadigr durumlarda ya da in vitro seminasyon i¢in yeterince sperm elde edilemediginde

basariyla kullanilabilir.
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2.4.6¢. Yardiml in vivo fertilizasyon

Gamet intrafallopiyan transfer (GIFT) denilen bu teknikte, fertilizasyon tuba uterinalarda
gergeklestirilir.Once superovulasyon saglanir (IVF'de oldugu gibi), oositler toplanir, spermler
biriktirilir ve oositler ile spermler laparoskopik yontemle tuba uterina liimenine yerlestirilir.

Bu teknikte fertilizasyon normal yerinde; yani, ampullada olur.

2.7. Endometriyal Ko- Kiiltiir Endikasyonlar

1) Onceki yardimli iireme teknikleri denemelerinde iyi kalitede ET’ne ragmen gebelik elde
edilemeyen hastalar.

2) Onceki yardimli iireme teknikleri denemelerinde diisiik kalitede embriyo gelisimi (yiiksek
oranda fragmantasyon, diizensiz klivaj / yariklanma, garniilasyon vakuo olusumu) gézlenen
hastalar.

3) Onceki yardimli iireme teknikleri denemelerinde yavas embriyo gelisimi gdzlenen hastalar

(3. Giinde 6 blastomerden az hiicre gbzlenmesi)( Karadz, 2009).

Endometriyal ko-kiiltiirden asagidaki durumlarda yararlanilmaktadir:

1) Metabolik kilitlenme: Rutin kiiltiirlerden farkli olarak ko-kiiltiirlerde molekiiler agirligi
diisiik baz1 metabolitler, genetik aktivasyonu saglayarak embriyo metabolizmasina siireklilik
getirir. Bu da embriyonun normal olmayan metabolik gelisimini, yavas gelisimini ya da
gelisim duraksamasini engeller.

2) Toksik bazi metabolitlerin uzaklastirilmasi: Somatik hiicrelerde antioksidan sistemler
embriyo i¢in zararli olabilecek metabolik artiklari embriyo g¢evresinden uzaklastirilmasini
saglarlar. Ayrica hiicre genetik materyalini mutasyina ugratan serbest radikallerin ortamdan
uzaklastirilmasi da ayni sistemle saglanir.

3) Embriyo gelisimini destekleyen ve diizenleyen biiylime faktorlerinin (LIF, IGF, GM-CSF,
TGFa, ILa) ve sitokinlerin ortam igerisinde belirli bir dengede olusturularak miktarlarinin
stabilizasyonu saglanir.

4) Endometriyal hiicrelerin embriyonik parakrin molekiil salgilamas1 ve (B3 Integrin) sonucu
ozellikle TIP hastalarinda endometriyal reseptivite arttirilir,

5) TIB hastalarmnin 3. Giin embriyo gelisiminin Pre implantasyon genetik tan1 (PGT) 6ncesi

biyopsi kriterlerinre uygun diizeye getirilmesi saglanir (Kara6z, 2009).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim
Dal1, Kocaeli Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
Anabilim Dali Yardimla Ureme Teknikleri Merkezi ile Kocaeli Universitesi Kok Hiicre ve
Gen Tedavileri Arastirma ve Uygulama Merkezi (KOGEM)'nde ortak olarak
yiiriitiilmiistiir. Bu ¢alismaya katilan kadin hastalar i¢in Kocaeli Universitesi Insan
Arastirmalar1 Etik Kurulu’ndan (10.02.2009 tarih, proje No: 2009/30, IAEK Say1: 4/20)
onay alimustir.

Kocaeli Universitesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi Yardimla Ureme Teknikleri
Merkezi’ne bagvuran kadin hastalardan etiyolojisi itibariyle ko—kiiltiir yontemi i¢in uygun
goriilenler ¢alismamiza dahil edildi (n:11). Hastalarin menstriiyel sikluslariin 21. giinii
yani luteal fazda endometriyal biyopsi 6rnegi alindi. Secilen hastalardan ¢ok sayida oosit
elde etmek amaciyla kontrollii ovaryen hiperstimiilasyon (KOH) uygulandi. KOH
protokolii i¢in yeterli over cevabin elde edilmesi, hipofizin baskilanmasi nedeniyle siklus
iptalini azaltan uzun protokol secildi. Hastalara menstriiyel siklusun 21. glinii 10 mg Lucrin
baslandi. Menstriiyel kanamanin 2. giinii hastaya gonadotropin baglandi ve Lucrin dozu
Smg’a diigiiriildii. En az 3 adet 17 mm iizerinde folikiil oldugu zaman ¢atlatma ignesi hCG
enjeksiyonu yapildi. Alinan endometriyal biyopsi O0rnegine asagidaki endometriyal ko-

kiiltiir protokolii uygulandi (Kara$z,2010)

3.1. Endometriyal Ko-Kkiiltiirleri Hazirlanmasi

3.1a. Endometriyal ko-kiiltiir hazirhginda kullanilan malzemeler:

1- ince uglu penset.

2- Ince uglu makas

3- Cam pastor pipeti

4- 5 ml polystiren tiip (Falcon katalog n0:352003)

5- 10 ml polystiren tiip (Falcon katalog no :352001)

6- 15 ml vida kapakli konik tiip (Falcon katalog no :352095)

7- 0.45 pm filtre (Sartorius katalog no:16555)

8- 0.22 um filtre (Sartorius katalog no:16534)

9- 10 ml filtreli pipet (ayr1 ayr steril, Falcon katalog no:357551)
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10- 5 ml filtreli pipet (ayr1 ayr steril, Falcon katalog no:357543)
11- 2 ml filtreli pipet (ayr1 ayr steril, Falcon katalog n0:357507)
12- 1 ml filtreli pipet (ayr1 ayr steril, Falcon katalog no:357521)
13- 35 mm petri kab1 (Falcon katalog n0:353801)

14- 60 mm petri kab1 (Falcon katalog n0:353802)

15- 100 mm petri kab1 (Falcon katalog no:353803)

16- 78 cm? hiicre kiiltiir flask ( Falcon katalog no: 353024)

17- 25cm” hiicre kiiltiirlii flask ( Falcon katalog no:353014)

18- 4-kuyucuklu hiicre kiiltiir kab1 (Nunc katalog no :176742)
19- Kriyotiip (Nunc katalog n0:375418)

3.1b. Endometrial ko-kiiltiir hazirhginda kullanilan soliisyon ve kimyasal maddeler:

1-Earle’ Balanced Salt Solution (Sigma katalog no: E2888)

2-Hepes Buffer (1M) (Sigma katalog no : HO887)

3-Pirtivik Acid ( Sigma katalog no : P2256)

4-Dulbecco’s PBS ( GIBCO katalog : 14287-080)

5-RPMI-1640 (Sigma katalog no: R8758)

6-Pen.-strep.-ampho. sol.(biological industries kotalog no: 03-033-1C)
7-HBSS (Hanks Balanced Salt Solution)

8- %0.2’lik Kollajenaz tip 2 (Sigma katalog no: C-6885) soliisyonundan 40 ml
hazirlamak i¢in:

- %5 oraninda antibiyotik (Pen.-strep.-ampho. ; 5000 mg/100ml)

- 0.08 gr kollajenaz tip 2

- 40 ml HBSS koyulur ve 37 derecede 30 dak. bekletilip kollajenazin eridiginden emin
olunduktan sonra 22 um’lik filtreden gegirildi.

9-Anne serumunun hazirlanmast:

-Anne adayindan 50 ml heparinsiz tiiplere kan alindi.

-4000 rpm’ de 10 dk santrifiij edildi.

- Serum alinarak baska bir tiipe kondu ve 56 °C’de inaktive edildi.

-22 pm’lik filtreden gecirildi.

Besiyeri hazirlanmasi :

50 ml i¢in:

-45 ml RPMI 1640
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-5 ml anne serumu

- 250 ul antibiyotik (Pen-strep-ampho; %0,5 oraninda) eklendi ve 37°C ‘ye
getirildikten sonra kullanildi.

10- Dimetilsiilfoksit — DMSO (Sigma katalog no : D-5879)

11- %0.25 Tripsin-EDTA soliisyonu (Etilen DiAmin Tetra asetik asit) (Gibco BRL
katalog no : 25200-056)

12- Minimum Essential Medium-alfa (Gibco BRL katalog no : 41061-029)

Sekil 3.1 : Kiiltiir ortamlarinin hazirlanis1 (http://www.tupbebek-genetik.com / icerik /

laboratuar / embriyoloji/)
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3.1c. Endometriyal Ko-Kiiltiir Protokolii (Sekil 3.1)

1- Luteal faz endometriyumdan alinan biyopsi Ornegi, hastanin 50 cc kani ile birlikte
laboratuvara %35 oraninda penisilin-streptomisin-amphoterisin (5000ng/100ml) iceren
HBSS igeren 15 ml’lik santifiij tiipli ya da steril idrar / semen kabi icerisinde getirildi ve
steril penset yardimi ile HBSS i¢eren 3 adet petriden birincisine aktarildi.

2- Doku ii¢ kez HBSS i¢inde yikandiktan sonra bos bir petriye alindi (dordiincii petri).
Endometriyum dokusu steril cerrahi makas yardimu ile petri igerisinde arka arkaya seri bir
sekilde kesilerek pargalandi. Pargalama isleminde elde edilen parcalarin en biiyiigi 1x1x1
mm boyutta oluncaya kadar devam edildi.

3- Uzerine 10 ml %0.2’lik kollejenaz tip II soliisyonu eklendi ve tiim pargalar santrifiij
tiipiine aktarildi. Calkalamali su banyosunda 37 °C’de 5 dk bekletildi.

4- Pipetle homojenize edildi.

5- 5 dk birim gravitede sedimentasyona birakildi.

6- Sedimentasyon sonrasinda siipernatan 15 ml’lik tiipe alinarak 1900 rpm’de 5 dk.
santrifiyj edildi.

7- Pellet %10 maternal serum ve penisilin-streptomisin (5000g/100ml) iceren 1ml RPMI-
1640 ile sulandirildu.

8- Bu enzimatik islem dort kez tekrarlanarak toplam dort adet stroma ve kiigiik gland
hiicrelerini igeren tiip elde edildi.

9- Dort adet tiip birlestirilerek santrifiij edildi, kiiltiir medyumu eklenerek bir kez daha
santrifiij edildi ve stroma olarak ekilip ve inkiibatore kaldirildi.

10- Glandlar (ilk tiipden artan pellet) 10 ml HBSS ile resiispanse edildi.

11- 30 sn birim graviteye birakildi.

12- Tiipiin Gstiinden 8 ml alinarak bagka bir tiipe aktarildi ve 5 dk birim graviteye birakildi.
13- Siipernatan atildi. Pellet (glandlar) %10 maternal serum ve penisilin-streptomisin
(500pg/100 ml) iceren RPMI-1640 ile sulandirildi.

14- Flaska ekim yapildi. 37 °C %5 CO, igeren ortamda inkiibe edildi.

15- iki-ii¢ giinde bir medya degisimi yapilarak inverted mikroskopta gozlendi.

16- Hiicreler konfluent hale geldiginde tripsin—EDTA ile pasaj yapildi.

17- Hiicrelerin iizerine % 10 maternal serum ve penisilin-streptomisin (500pug/100 ml)

iceren RPMI-1640 ekleyerek 1500 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi.
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18- Hiicrelerin iizerine 6nceden hazirlanmis dondurma soliisyonu (maternal serum:dimetil
stilfoksit, 9:1) eklendi. Homojenize edilerek kriyo tiiplere (1ml/tiip) aktarildi.

19) -70°C’de bir gece bekletildikten sonra siv1 nitrojene aktarildi.

20- Hiicreler hastaya hCG uygulamasi yapildigi giin ¢6ziildii; hiicre sayisi ve canliligi
saptandi.

21- Her bir kuyucuga 500.000 olacak sekilde dort gozli (four well) petrinin iki adetinin
icerisine lamel konarak ekim yapildi. Petri iizerine hasta adi1 ve ekim tarihi yazildi. Hiicre
say1si, kalinlig1 ve genel hiicre morfolojisi formlara not edildi.

22- Ertesi giin petri ylizeyine tutunan hiicreler ayni soliisyonla yikandiktan sonra soliisyon
tazelendi ve iizeri yag ile kaplandi. 5 adet hazirlanan dort gozlii petrinin bir tanesi

yaglanmadan kontrol boyamasi i¢in inkiibatorde bekletildi.
3.2. OOSIT TOPLAMA (Oocyte pick up; OPU)
OPU, kolay ve genellikle ciddi agriya yol agmayan bir islem olup anestezi altinda

yapildigindan islem giiniinden onceki aksam saat 24:00'den itibaren hicbir sey yiyip

igmemeleri ve sabah bildirilen saatte, a¢ olarak merkezimize gelmeleri ve Hcg

¥ i pormetal (e valts
Pl ol

Sekil 3.2: Vajinal ultrasonografi ile yonlendirilen bir igne yardimiyla oosit toplanmasi

(http://www .tupbebek-genetik.com/icerik/laboratuvar/embriyoloji/)
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Hastalara yumurta c¢atlatma ignesi hCG uygulamasindan 2 giin sonra OPU islemi doktor
tarafindan ultrasonografi (US) probuna sabitlenmis bir OPU ignesi esliginde oositler steril
bir tiip igerisine aspire edildi ve embriyoloji laboratuvarina gonderildi (Sekil 3.2 ve 3.3)
Embriyoloji laboratuvarinda bir embriyolog tarafindan, steril tiip igerisinde gelen oositler,
steril kabin igerisinde stereomikroskop altinda, folikiil sivisi i¢ginden steril tek kullanimlik
cam pipet yardimiyla alindi. Gelisimini devam ettirebilecegi HTF (Human tubal fluid)
medyumu igerisine konuldu (Bu islem yumurta sayisina bagl olarak yaklasik 15-20 dakika
siirmektedir). hCG enjeksiyonunun dogru zamanda ve dogru sekilde yapilmasi ¢ok
onemlidir. hCG enjeksiyonunun yanlis uygulanmasi durumunda, oositler gelisimlerini
tamamlayamazlar ve mikroenjeksiyon i¢in yeterli olgunlukta ve sayida oosit elde edilemez.

Bu nedenle hastalar hCG enjeksiyonu konusunda ayrintili sekilde bilgilendirildi.

>PWR=16 09.02~99
>

16:34:10

Sekil 3.3 : [Ultrasonografi ile goriintilenen folikiiller (http://www.tupbebek-

genetik.com/icerik/laboratuvar/embriyoloji/)

3.3. ICSI (intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu)

OPU islemi sonucunda elde edilen yumurtalar once ¢evresindeki kiimiiliis

hiicrelerinden temizlenerek, olgun ve kullanilabilecek durumdakiler belirlendi.
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Mikroenjeksiyon islemi yapilacak olan steril, toksik olmayan plastik kapta, once erkege ait
spermlerin konulacagi 6zel medyum iceren bir havuz olusturuldu.

Mikroenjeksiyon uygulamasi, mikropipetler yardimi ile Olympus Invert Mikroskop altinda
spermin, oosit icine enjekte edilmesidir. Islemler mikroskobun 1sitilmis yiizeyinde, 200—
400 X biiylitme altinda ve mikromaniplator araciligi ile yapildi (Sekil 3.4)

Bu islem i¢in oositlerin konulacagi 6zel medyum iceren mikro damlaciklar hazirlandi.
Sperm ve oosit kendilerine ait yerlere konulduktan sonra mikroskop altinda sekil olarak
normal gdriinlimlii ve varsa hareketli sperm segilerek mikroenjeksiyon pipeti ile kuyrugun
orta boliimiine bastirilarak hareketsizlestirildi. Kuyruk kismindan yakalanan sperm pipet
icine almarak oositin iginde oldugu damlaciga gidildi. Ozel tutma pipeti ile sabitlenen
oositin i¢ine hareketsizlestirilen sperm enjekte edildi. Bu islem tiim oositlere ayni1 sira ile
uygulandi (Sekil 3.5). Islem bittikten sonra yumurtalar HTF medyumuna alinarak Sanyo
MCM-18M markal1 inkiibatore konuldu. islemden 18 — 20 saat sonra ddllenme kontrolii

yapildi.

ICS] iglemi igin kullanilan mikropipetier

Sekil 3.4 :Invert mikroskopta ICSI islemi ( http:/www.tupbebek-genetik.com/

icerik/laboratuvar/embriyoloji/)

intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu

Sekil 3.5: ICSI igslemi (http://www.tupbebek-genetik.com/icerik/laboratuvar/embriyoloji)

64


http://www.tupbebek-genetik.com/

3.4. OPU Sonrasi Embriyolar

3.4.a. OPU Sonrasi 1. Giin:

Dort gozlii petri kabinda, sabah ko-kiiltiir hiicreleri li¢ bes kere taze medyum ile
yavagca pipetlemek suretiyle yikandi (bu islem icin Falcon 7575 pipet kullanildi).
Yapismamis Ol hiicreler, pargalanmamis kiitleler ve eritrositler bu sirada uzaklastirildi. 2
goze 1:10 human serum albumin (HSA) ile hazirlanip gazlanan life globalden 0.75 ml
medyum eklendi, tizeri 0.5 ml inkiibe edilmis yag ile kaplanarak inkiibatore yerlestirildi.
Olympus Invert Mikroskop altinda okuma sonrasi, embriyolarin bir kismi konvansiyonel
kiiltiir ortamina aktarilirken (n=80), bir kism1 ko-kiiltiir (n=25 embriyo) ortamina alind1.
Kiiltiir ortamlarina aktarilan embriyolar, embriyoloji laboratuvar formuna kaydedildi.
Embiyolarin fotograflari ¢ekildi. Diger 3 adet dort gozlii petrinin RPMI soliisyonu her giin

tazelendi. Bu islem ikinci, ti¢lincii ve dordiincii giin olmak tizere gerceklestirildi.

3.4b. OPU Sonras 2. Giin:

Embriyo gelisimi kontrol edildi (blastomer sayisi, sitoplazmik fragmantasyon oranlart).
Embriyolarin konulacagi dort gozlii petrinin 2 goziine 1:10 HSA ile hazirlanip gazlanan
life globalden 0.75 ml medyum eklendi, {izeri 0.5 ml inkiibe edilmis yag ile kaplandiktan
sonra embriyolar konulup inkiibatore yerlestirildi. Gelisen embriyolarin fotograflari
cekildi. Geride kalan dort gozlii petrilerin RPMI soliisyonu hergiin tazelendi. Kiiltiir
petrileri inkiibatdre alindi. Aktarilan embriyolarin oldugu dort gozlii petrideki endometriyal

hicreler fikse edildi.

3.4c. OPU Sonrasi 3. Giin:

Embriyolarin gelisimleri kontrol edidi (blastomer sayis1 ve sitoplazmik fragmantasyon
oranlar1). Kayitlar embriyoloji laboratuvar formuna gecirildi. Embriyolarin konulacagi
dort gozlii petrinin 2 goziine 1:10 HSA ile hazirlanip gazlanan life globalden 0.75 ml
medyum eklendi, tizeri 0.5 ml inkiibe edilmis yag ile kaplandiktan sonra embriyolar

konulup inkiibatore yerlestirildi. Gelisen embriyolarin fotograflar1 ¢ekildi. Geride kalan
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dort gozlii petrilerin RPMI soliisyonu her giin tazelendi. Kiiltiir petrileri inkiibatore alindi.

Aktarilan embriyolarin oldugu dort gozlii petrideki endometriyal hiicreler fikse edildi.

3.4d. OPU Sonrasi 4. Giin:

Ko-kiiltiir petrilerindeki hiicrelerin canliligi 6l¢iildii. Embriyolarin gelisimleri kontrol
edildi (blastomer sayisi ve sitoplazmik fragmantasyon oranlari). Kayitlar embriyoloji
laboratuvar formuna gegirildi. Embriyolarin konulacagi dort goézlii petrinin 2 goziine 1:10
HSA ile hazirlanip gazlanan life globalden 0.75 ml medyum eklendi, {izeri 0.5 ml inkiibe
edilmis yag ile kaplanarak inkiibatore yerlestirildi. Gelisen embriyolarin fotograflar
cekildi. Kiiltiir petrileri inkiibatére alindi. Aktarilan embriyolarin oldugu doért gozlii

petrideki endometriyal hiicreler fikse edildi.

3.4e. OPU sonrasi S. giin:

Iyi kalitedeki embriyo ya da embriyolar transfer edildi. Embriyolarin uterus icine
verilecegi en uygun yerin saptanmasi ve endometriyuma dokunulmamasi agisindan, ET
islemi dolu mesane (idrar torbasi) ile US esliginde yapildi (Mesanenin dolu olmasi transfer
islemini kolaylastirmaktadir). Yiiksek ¢oziiniirliigii olan US kullanimi da transfer isleminin
daha iyi goriilmesi; basariyr olumlu etkilemektedir (Sekil 3.6). Uterusun 6ne dogru bir
egimi varsa uterus ve servikse arasindaki aciy1 azaltmakta ve bdylece uterusu diizlestirerek

transfer kateterinin gecisini kolaylagtirmaktadir.

Sekil 3.6: Embriyo transfer igleminin ultrasonografik goriintiisii (http://www.tupbebek-

genetik.com/icerik/laboratuvar/embriyoloji/)
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ET islemi sirasinda servikste bulunan mukus steril bir ¢ubuk ile temizlendi, ince ve
yumusak bir kateter yardimi ile embriyolar uterus igerisine birakildi (Sekil 3.7). Transferde
yumusak kateter tercih edilmesi, servikste kanama riskini de azaltmaktadir. Kullandigimiz
kateterlerin uglart US ile gozlenebildigi i¢in embriyolarin uterus igine birakilacagi bolge
net olarak tespit edilebilindi. Embriyolog tarafindan laminar flow hood i¢inde katatere
yiiklenen embriyolarin transferi cerrah tarafindan nazik bir sekilde yapildiktan sonra
kateter yavasga cikarildi ve embriyolog tarafindan mikroskop altinda bakilarak
embriyolarin tiimiiniin transfer edildigi kontrol edildi. Transferde kullanilan disinda gelisen
embriyo varsa embriyo kalitesine gore donduruldu veya imha edildi. Aktarilan

embriyolarin oldugu dort gozlii petrideki endometriyal hiicreler fikse edildi

Sekil 3.7 : Ozel bir Kkateter yardimiyla embriyolarin uterusa nakledilmesi

(http://www.tupbebek-genetik.com/icerik/laboratuvar/embriyoloji/)

3.5. ERKEN VE ILERi DONEM EMBRIiYO GELIiSiMIi

Tip bebek tedavisinde en oOnemli basamak, laboratuvar sartlarinda embriyo
gelisiminin saglanmasidir. Dollenme saglandiktan sonra, laboratuvar kosullar1 ve calisan
ekibin tecriibesi dahilinde embriyo gelisimi takip edilerek uygun olan giinde transfer islemi

gergeklestirilir.
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3.5a. Erken Embriyo Gelisimi
Pronuklear degerlendirme ve siniflandirma

Fertilizasyonun kontrolii IVF veya mikroenjeksiyon isleminden 12-18 saat sonra yapildi.
Fertilizasyonda, 2 proniikleus ve birinci ve ikinci kutup cisimcigi gozlendi ve bu evrede
degerlendirilen parametreler (Sekil 3.8) ;

Pronukleuslarin (PN) pozisyonu ve boyutu, Nukleolus 6nciil cisimciklerinin (NPB) sayisi,
biiyiikliigii ve dagilimi, kutup cisimciklerinin yerlesimi ve sitoplazmik halonunu varlig
dikkate alinarak yapildi (PN olusumu sirasinda meydana gelen hatalar ya da
asenkronizasyonun, embriyonun kromozal yapisi ve anoploidi ile iligkili oldugu

bilinmektedir)(Sekil 3.8).

Proniicleus degerlendirmesi su sekilde yapildi (Sekil
3.9)

A: Nukleolus oncii cisimeikleri iri, kesisim noktasinda |
ve sirall
B: Nukleolus oneii cisimeikleri kiigiik, kesisim |
noktasinda ve sirali

C: Nukleolus 6ncii cisimcikleri iri ve daginik

D: Nukleolus 6ncii cisimcikleri kiiglik ve daginik
E: Nukleolus oncii cisimcikleri irili ufakli, kesigim
noktasinda |

F: Nukleolus oncii cisimcikleri irili, ufakli ve daginik

G: Proniikleuslar birbirinden ayr1 veya boyutlar1 farkl

J: Erken singami (erken birlesme)
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A B c D Sekil:3.8: A skor proniikleus yapisi ve 2 polar
o o o B cisim gozlenen normal ddllenmis yumurta
Sekil 3.9: Pronukleus degerlendirmesi

(http://www.tupbebek-genetik.com

F G j /icerik/laboratuvar /embriyoloji/)

A, B, C, D, E, F normal dollenen zigot olarak kabul edilir ve embriyo gelisiminde fark
gozlenmez. G, J olarak siniflanan zigotlarda normal dollenen zigot olarak kabul edilir fakat

digerlerinden ayri1 olarak takip edilir.

Boliinme Evresi Siniflamasi

Dollenen bir yumurta yaklasik 20 saat sonra ilk mitotik boliinmeye baslayarak 2 hiicreli bir
embriyo olusturmaktadir. Bu dénemden itibaren embriyolarin degerlendirmesi
Blastomerlerin sekli ve boyutu ,

Blastomerler aras1 fragmantasyon derecesi ,

Blastomerlerdeki nukleus sayisi(miiltiniikleasyon)

Sitoplazmik goriiniim ve

Erken kompaktlagma gibi parametreler dikkate alinarak yapilir.

Boliinme hizina gore embriyonun sahip oldugu blastomer sayisi sayet giiniin beklenen
limitleri arasinda ise normal gelisen bir embriyo, eger bu say1 diisiikse yavas gelisen bir
embriyo olarak degerlendirilir. Normal boliinme hizina sahip bir embriyo 22-25. saatte 2
hiicre, 2.giinde (42-44 saat) 3-4 hiicre, 3.giinde (66-68 saatte) 6-8 hiicre ve 4.giinde ise
birlesme isaretlerine bagli olarak 10 ve iizerinde hiicreye sahip olan embriyodur. Kalite
degerlendirmesine gore ise esit biiylikliikte blastomer yapisina sahip olan, % 0-5 arasinda
fragmantasyon igeren ve sitoplazmasinda belirgin graniiler yap1 gézlenmeyen embriyolar
"Lkalite" olarak degerlendirilir (Sekil 3.10). Bu degerlendirmeye gore kalite siralamasi su

sekilde olmaktadir;
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1. Esit Dblastomer biyiikliigiine sahip, %0-5 oraninda fragmantasyon igeren ve

Kalite graniilasyon isaretleri gostermeyen embriyo.

2. Esit blastomer biiyiikliigline sahip, %5-10 oraninda fragmantasyon igeren veya

Kalite graniilasyon isaretleri gdsteren embriyo.

3. Blastomerler birbirinden hafifce farkli, %10 {izerinde fragmantasyona sahip veya

kalite graniilasyon isaretleri gdsteren embriyo.

4. Blastomer sayisi net sayilamayan, %30 dan fazla fragmantasyona sahip, blastomerler

Kalite birbirinden belirgin derecede farkli veya ileri derecede graniilasyon gdsteren embriyo.

Embriyo kalitesinin diislisiiyle birlikte embriyonun ileri gelisim gdsterme, canliliin

devam ettirme ve implantasyon potansiyelide azalmaktadir.

Sekil 3,10: 44. saat 4 hiicreli 72. saat 8 hiicreli ve 72. saat 8 hiicreli ve
embriyo birlesme yok birlesme baslamis

http://www.tupbebek-genetik.com/icerik/laboratuvar/embriyoloji/

3.5b. Tleri Dénem Embriyo Gelisimi

Fertilizasyondan sonraki 4. giinde gelisen embriyodaki hiicre sayisi inseminasyonu
takiben yaklasik 96 saat sonra 16-20 hiicre arasindadir. Kompaktlasma hiicrelerin daha
yakin bir sekilde yapismasina neden olan bir seri hiicreler arasi siki baglantilarin
(dezmozom, gap junction) olusmasi sonucu meydana gelir. Embriyo kompaktlasmaya
basladigi zaman morula adin1 alir. Moruladan sonra kavitasyon donemi baslar.
Kavitasyonun olugmasi ile kaviteden salgilanan sivi, blastosdl olusumunu tetikler.
Kavitasyon ilerledikce = kompaktlasma  sirasinda  hiicrelerin  (blastomerlerin)
kutuplagmasiyla iki farkli hiire grubunu (trofoektoderm-dis hiicre kiitlesi ve i¢ hiicre

kiitlesi) olusturacaktir (Sekil 3.11).
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4.glin embriyolarinin kalite degerlendirmesi su sekilde yapilmaktadir;

L Kali Early blastosist,kavitasyon ve full morula ve herhangi bir anomali
. Kalite
(fragmantasyon, vakuolizasyon gibi) icermeyen embriyo

) Morula veya compact embriyo morfolojisine sahip en az bir anomalinin
2. Kalite eslik ettigi embriyo
Morula veya compact embriyo morfolojisine sahip 2 veya 3 anomalinin eslik
3. Kalite ettigi veya 10 hiicre ve lizeri blastomer sayisina sahip birlesmeye baglamig

embriyo.

4 Kali Blastomer sayisi1 10 veya daha az sayida olan herhangi bir birlesme bulgusu
. Kalite

gbzlenmeyen embriyo

Sekil 3.11: 4. giin 10 hiicreli 96. saat 4.giin morula 96.saat 4. giinde
birlesme baslangici gozlenen 3.  asamasindaki 2. kalite kavitasyon izlenen
kalite embriyolar embriyo 1. kalite embriyo

Blastosist olusumu inseminasyondan sonra 5. ve 6. giinlerde gergeklesir. Embriyolari
blastosist donemine kadar takip etmenin Onemli avantajlarindan birisi de yavas gelisen
veya gelisimi duraksamig embriyolarin ayirt edilebilmesidir. Blastosist gelisiminin
gozlenmesi ve blastosist transferinin yapilmasi, embriyonun rahim i¢ine tutunmasini ve

dolayist ile asil hedef olan gebelik sansinin artmasini saglar (Sekil 3.12).

3.5¢. Blastosist Donemi Siniflandirmasi

Blastosist asamasinda farklilagmis iki hiicre grubundan olusan embriyo kalitesi

hakkinda net bilgiler mevcuttur. Bu iki farkli hiicre grubundan en 6nemlisi i¢ hiicre kitlesi
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(embriyoblast) olarak tanimlanan ve gebelik esnasinda embriyoyu olusturmakla gorevli
olan hiicre kitlesidir. Digeri ise dis hiicre kitlesi (trofoblast) olarak tanimlanan ve gebelik
esnasinda gebelik kesesi ve bebegin beslenmesi i¢in gerekli kisimlari olusturan hiicre
kitlesidir. Blastosist skorlama sisteminde her bir embriyoya asagidaki kriterlere gore 3 ayr1
skor verilir;

Blastosist gelisim seviyesi (kavitasyonun baslangicindan tomurcuklanmaya kadar)

I¢ hiicre kiitlesi kalitesi

Dis hiicre kiitlesi kalitesi

Skor Blastosist gelisim seviyesi

Kavitasyonun baglamasi, blastosél hacminin embriyo hacminin yarisindan
: az olmasi
2 Blastosdl hacminin embriyo hacminin yarisindan fazla olmasi
3 Blastosdl hacminin embriyo hacminin tamamini kaplamasi
4 Blastosol hacminin embriyo hacminden biiyiik olmasi, dis ¢geperin incelmesi
5 D1s ¢eperin kirilarak tomurcuklanmanin baglamasi

Embriyonun dis c¢eperden tamamen ayrilmasi, tomurcuklanmanin
° tamamlanmasi

Skor |D1s hiicre Kitlesi kalitesi
A Birbirine sikica bagli bir¢ok hiicreden olusan epitel yap1
B Daha gevsek bagl birkag hiicreden olusan epitel yap1

C Cok az ve biiyiik hiicrelerden olusan epitel yap1

Skor i¢ hiicre Kitlesi kalitesi

A Sik1 paket halinde ¢ok hiicre igermesi
B Gevsek ama birgok hiicre igermesi
C (Cok az sayida hiicre igermesi
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Sekil 3.12: 5.glin Embriyosu
(http://www.tupbebekgenetik.com/icerik/laboratuvar/embriyoloji/)

3.6. Immiinohistokimya:

Fiksasyon igleminde endometriyal kiiltiir petrilerindeki coverslip kadirildi. PBS ile 3
kez 5’er dk yikandiktan sonra -20 °C’ de soguk metanol damlatilip -20’de 10 dk bekletildi.
Kurumaya birakildi. Daha sonra tekrar PBS ile yikanip, Block serum eklendi, oda 1sisinda
30 dk. bekletildi. Siirenin sonunda PBS ile yikanip primer antikor eklendi ve 2 saat
bekletildi. Sekonder antikor eklenip oda 1sisinda 30 dk. bekletildi. Daha sonra PBS ile
yikanip kurutuldu. Floresan mikroskopta inceleme igin 4-6-Diamino-2-phenyl indole ile
boyandi ve mounting medium ile kapatma islemi gerceklestirildi. Endometriyal

kotikiiltiirler 1., 2., 3., 4. giinlerde floresan mikroskopta incelenerek fotograflari ¢ekildi.

3.7.Istatistiksel Calismalar:

Calismamizda sayisal verilerin degerlendirilmesinde SPSS (Statistical Package for

Social Scineces) 13.0 for Windows paket programi kullanildi. Birlikte degismeleri gérmek
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i¢in korelasyon analizi yapildi. Iki ortalama arasindaki farki degerlendirmek icin Mann
Whitney-U testi kullanildi (gebe kalanlar ile gebe kalamayanlar).

Bagimli iki grubun ortalamasimi karsilastirmak i¢in Wilcoxon testi uygulandi. Bu sayisal
veriler p < 0.05 diizeyinde degerlendirildi. ikiden fazla bagimli grubun ortalamalarini

karsilastirmak i¢in Friedman testi kullanildi (p<0.01).

Fotograftaki hiicrelerin sayim

Gruplara gore ¢ekilmis olan fotograflar iizerinde géz sayiminin yanisira Fero Lab
(Fred Hutcinson Cancer Research Center; Seattle, WA, ABD) tarafindan 6nerilen hiicre
sayim protokolii temel alinarak NIH (National Institues of Health) tarafindan olusturulan
Java™ temelli NIH ImageJ programi (NIH, Maryland, ABD) analiz ve sayisallagtirma i¢in
kullanildi. Protokol ¢ekilen mikroskobi fotograflarina gore ¢alisma ve sonug i¢in en
optimize sekilde modifiye edildi. Protokolde; mikroskobi fotograflar1 2176x1632 piksel ve
72 dpi/ing ¢Oziliniirliikte standardize (normal kalitede) JPEG fotograflar1 kullanildi, sabit
odak uzakliklig1 tizerinde es ¢oziiniirliik kullanilmasi, belirli bélgede ayn1 miktarda alanin
fotograflanmasini saglamistir. Ayn1 hastaya ait hiicre fotograflamasinda kesinligi arttirmak
i¢cin birbirine es alanlar ve odak uzunlugunda ¢ekilmis olan fotograflar ortalama alinacak
bicimde dahil edildi. Normal c¢alisma prosediiriinde ImageJ {iizerinde threshold
(keskinlestirme) uygulanmig ve her li¢ renk (RGB — Kirmiz/Yesil/Mavi) katmaninin

ayrilarak keskinlestirme yapilmasi ve sayilmasi, karisik boyanmanin oldugu ya da

boyanmanin lstiiste bindigi durumlarda kullanildi (Sekil 3.13).

Sekil 3.13 : Orijinal imaj (sol); threshold uygulanmis ¢ok kanalli imaj (sag; karisik, sayim
yapilmayan)
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Imagel] programina ice aktarilarak alinan imajlar (fotograflar), dogrudan renkli olarak
isleme alinmadi. Tek renk boyama olan fotograflar i¢in iki ayni sonucu veren yol izlendi.
Birinci yolda imaj ImageJ, Image meniisiinden Adjust > Threshold uygulanarak siyah-

beyaz keskin hale getirildi, ikinci yolda ise Process meniisiinden Binary > Make Binary

komutu verilerek imajlar islenmeye ve sayisallastirilmaya hazir hale getirildi (Sekil 3.14).

Sekil 3.14: Orijinal imaj (sol), threshold uygulanmis ¢ok kanalli imaj (sag; yesil-mavi iki
kanal)

Karisik boyama olan imajlarin islenmesinde ise bu iki yola bagvurmadan 6nce bir diger
islem olarak renk kanallarina ayirma islemi gergeklestirildi. Bunun i¢in yine Image
meniisiinden Color > Split Channels uygulandi ve R/G/B (Kirmiz1 {255}, Yesil {255},
Mavi {255}) olmak iizere ayristirildi (Sekil 3.15).

Sekil 3.15 : Orijinal imaj (sol), threshold uygulanmis tek kanalli imaj (sag, kirmizi)
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Ayristirilan renk kanallarindan boyamanin tipine goére kirmizi olan CD26 i¢in, mavi ve
yesil olanlar kullanilan floresan tipine gore Trophinin i¢in secilmis ve basta ifade edilen iki

yoldan bir tanesi uygulanarak islenmeye hazir hale getirilmistir (Sekil 3.16).

Sekil 3.16 : Orijinal imaj (sol), threshold uygulanmis tek renkli imaj (sag)

Islenmeye hazir hale getirilen imajlar sirali goklu islem ile sayima alindi. Imagel
programinin sirali ¢oklu islem yapma o6zelliginden yararlanilarak CD26, Trophinin ve
karma imajlar sira ile islendi. Coklu isleme ge¢meden once 6rnek imajlar ilizerinde goz
sayimina kars1 olarak program degerleri karsilastirildi. Uygun olmayan ve renk kanallarina
ayrilmasi1 gereken imajlar disindakiler otomatik olarak islendi.

Islenmeyi takiben, hiicre sayiminin yapilmasi ve sayisal veri elde edilmesi islemine gegildi.
Analyze meniisiinden Analyze Particles komutu verildi (Size: 20-sonsuz ve Circularity
0,50 — 1.00 px“olmak iizere; degerler sonug ve dzet tablolarma yazdirilmus, Excel’e ¢ikti
verilerek veri tablolar1 olusturuldu.

Veri tablolarinda baz alinan dosya degeri (data type: string) olmak {izere hasta adi, hiicre
tipi ve grup bilgisini iceren dosya adidir. Diger degerlerin tamami sayisal veri seklinde
isleme alindi. Degerler bu dosya adlarina gore yazilip, SPSS 13.0 (IBM, NY, ABD)
programinda analizleri yapildi. ImageJ for microscopy, Tony J. Collins, BioTechniques

43:325-S30 (July 2007)
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4. BULGULAR

Calismamiza yaslar1 26-36 arasinda degisen 13 hasta katildi. iki hasta teknik nedenlerle
calisma dis1 birakildi. Geriye kalan 11 hastanin yaslari, bazal hormon degerleri,
endometriayal ko-kiiltiirleri ve embriyolarin gelisme ve implantasyon oranlarina ait
verileri degerlendirdik.

Calismaya katilan kadin hastalarin yas ortalamasi; gebe kalanlarda 28 + 3.54 bulunurken,
gebe kalamayanlarda 32.67 £+ 2.81 olarak bulunmustur. Gebe kalan ve gebe kalamayan
kadinlarin yas ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli (p=0.035) bir farklilik
oldugu goriildii (Cizelge 4.1).

Calismaya katilan gebe kalan ve gebe kalamayan kadinlarin bazal hormon degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmedi.

FSH seviyeleri ortalamasi; gebe kalan kadinlarda 7.26 + 2.54 iken, gebe kalamayan
kadinlarda 6.33 + 1.15 olarak saptanmistir. Gebe kalan ve gebe kalamayan kadinlarin
FSH seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik (p=0.583) bulunmadi
(Cizelge 4.1).

LH seviyeleri ortalamasi; gebe kalan kadinlarda 4.71 + 0.34 iken, gebe kalamayan
kadinlarda 4.52 £ 1.16 olarak saptanmistir. Gebe kalan ve gebe kalamayan kadinlarin LH
seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik (p=0.783) bulunmadi (Cizelge
4.1).

E2 seviyeleri ortalamasi; gebe kalan kadinlarda 36.62 + 5.60 iken, gebe kalamayan
kadinlarda 46.78 + 16.44 olarak saptanmistir. Gebe kalan ve gebe kalamayan kadinlarin
E2 seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik (p=0.465) bulunmadi
(Cizelge 4.1).

TSH seviyeleri ortalamasi; gebe kalan kadinlarda 1.42 + 0.75 iken, gebe kalamayan
kadinlarda 2.53 + 1.33 olarak saptanmistir. Gebe kalan ve gebe kalamayan kadinlarin
TSH seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik (p=0.054) bulunmadi
(Cizelge 4.1).

ST3 seviyeleri ortalamasi; gebe kalan kadinlarda 3.61 + 0.25 iken, gebe kalamayan
kadinlarda 3.38 + 0.21 olarak saptanmistir. Gebe kalan ve gebe kalamayan kadinlarin
ST3 seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik (p=0.198) bulunmadi
(Cizelge 4.1).
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ST4 seviyeleri ortalamasi; gebe kalan kadinlarda 1.37 £ 0.15 iken, gebe kalamayan
kadinlarda 1.33 + 0.29 olarak saptanmistir. Gebe kalan ve gebe kalamayan kadinlarin
ST4 seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik (p=0.279) bulunmadi
(Cizelge 4.1).

PRL seviyeleri ortalamasi; gebe kalan kadinlarda 18.88 £ 13.55 iken, gebe kalamayan
kadinlarda biraz daha yiiksek olup 23.18 + 5.19 olarak saptanmistir. Gebe kalan ve gebe
kalamayan kadinlarin PRL seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
(p=0.273) bulunmad1 (Cizelge 4.1).

11 hasatadan alinan endometriyal biyopsilere uygulanan ko-kiiltiir tekniginden
yararlanilarak embriyolarin ko-kiiltiir ortamlarinda ve konvansiyonel kiiltiir ortamlarinda
geligsmeleri 1.glinden 4.giline kadar izlendi.

1. giinden 4.gline kadar, embriyolarin endometriayal ko-kiiltiir ortaminda trophinin ve
CD26 ekspresyonlari floresan mikroskopta incelendi.

Hastalar embriyolarin gelisme durumuna gore {i¢ grupta ayrildi:

1. Embriyosu gelismeyen grup ve gebe kalamayan grup,

2. Embriyosu gelistigi halde implantasyonu gerceklesmeyen ve gebe kalamayan grup,

3. Embriyosu gelisen ve implantasyonu gerceklesen gebe kalan grup.

Embriyosu gelismeyen grupta iki hasta; embriyosu gelisip, implantasyonu
gerceklesmeyen grupta yedi hasta; embriyosu gelisen ve implantasyonu gerceklesen
grupta; bes hasta mevcuttu. Kontrolleriyle beraber tiim gruplara ait ko-kiltiirlerde
embriyo gelisiminin 1. Giiniinden 4. giiniine kadar Trofinin ve CD 26 immiinoreaktif
boyanan endometriyal hiicreler goriildii (Sekil 1-15).

Gebe kalan ve gebe kalamayan hastalar arasinda, elde edilen embriyolarin 1.glinden 4.
giine kadar olan erken gelisme doneminde, ko-kiiltiir ortaminda trophinin ve CD26
ekspresyonlar1 arasinda anlamli bir farklilik (p=0.046), 1.giindeki trophinin (+) hiicre
sayisinda bulundu (Cizelge 4.1; Sekil 6,12).

Gebe kalanlarda 1.giin CD26 (+) endometriayal hiicre sayisinin gebe kalamayanlara gore
daha fazla oldugu; buna kars1 trophinin (+) boyanmis hiicrelerin daha az oldugu goriildii
(Cizelge 4.1 ; Sekil 6,12)

Gebe kalamayanlarda 1.gilin trophinin (+) endometriayal hiicre sayist 11.00 + 4.30 iken,
gebe kalanlarda 5.00 £ 1.63 olup bu farklilik istatistiksel olarak anlamli bulundu (Cizelge
4.1)
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2.giinden 4.giine kadar incelenen endometriyal ko-kiiltiir ortamlarinin trophinin ve CD26
(+) hiicre sayilar1 arasinda anlamli bir farklilik bulunmadi (Cizelge 4.1).

Trophinin (+) hiicre sayisi, kontrol trophinin grubunda (embriyosuz endometriyal ko-
kiiltiir ortaminda) 17.25 + 19.76 iken, gebe kalan hasta grubunda embriyo varliginda bu
say1 digmektedir. Oysa gebe kalamayan hasta grubunda, gebe kalanlara gore bu ortalama
degerlerin 1.glin trophinin (+) boyanma disinda istatistiki olarak anlamli olmamakla
beraber daha yiiksek oldugu goriildii (Cizelge 4.1 Sekil 1,4,6,11,12).

Gebe kalan ve gebe kalamayan hastalara ait endometriayal ko-kiiltiir ortamlarinda CD26
(+) boyanan hiicre sayilarina bakildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmamakla beraber, embriyo varliginda CD26 (+) hiicre sayis1 1. ve 2.glinlerde gebe
kalan grupta hafifce yiikselmis ve 3. ve 4.gilinlerde ise hafif¢e azalmisti. Gebe kalan
grubun kontrol CD26 (+) hiicre sayis1 da, gebe kalamayan gruptan daha yiiksek bulundu
(Cizelge 4.1; Sekil 1,4,11).

Kontrol CD26 ile kontrol trofinin parametreleri arasinda kuvvetli bir negatif korelasyon
gorildii (r=-0.836, p=0.005) (Cizelge 4.2).

Gebe kalan grupta, kontrol trofinin (+) hiicre sayis1 gebe kalamayan gruptan diisiiktii.
Kontrol CD26 (+) hiicre sayis1 ise gebe kalan grupta, gebe kalamayan gruptan yiiksekti.
Yani gebe kalan grupta kontrol trofinin (+) hiicre sayisi, kontrol CD26 (+) hiicre
sayisindan diisilkken gebe kalamayan grupta kontrol trofinin (+) hiicre sayisi, kontrol
CD26 (+) hiicre sayisindan yiiksekti (Cizelge 4.1).

Hasta yas1 ile 3.glin CD26 parametreleri arasinda pozitif bir korelasyon goriildii (r=0.678,
p=0.045) (Cizelge 4.2).

Genellikle gebe kalanlarda CD26 (+) hiicre sayisi, gebe kalamayan gruba gore daha
yiiksekti. Sadece 3.giin CD26 (+) hiicre says1 diisiiktii (Cizelge 4.1).

Tiim gruplara ait hastalarin embriyolarinin gelisimi 1. giinden 4. Giine kadar izlendi
(Sekil 16-21)

Bazal hormon degerlerinden LH ile 4.giin trofinin parametreleri arasinda negatif bir
korelasyon goriildii  (r= -0.701, p=0.035) (Cizelge 4.2). Yani 4.giin gebe kalanlarda
ortalama LH degeri 4.71 + 0.34 iken, ortalama trofinin (+) hiicre sayis1 9.25 + 11.33’¢
yiikseldi. Gebe kalan ve gebe kalamayan gruplar arasinda ortalama LH diizeyleri
bakimindan anlamli bir farklilik bulunmadi.

Bazal hormon degerlerinden E2 ile 2.giin trofinin parametreleri arasinda pozitif bir

korelasyon goriildii  (r= 0.698, p=0.037) (Cizelge 4.2). Gebe kalan ve gebe kalamayan
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gruplar arasinda ortalama E2 diizeyleri bakimindan anlamli bir farklilik bulunmamakla
beraber, gebe kalan grupta E2 ve trofinin (+) hiicre sayilar1 gebe kalamayan gruptan daha

diisiik oldugu goriildii.

Bazal hormon degerlerinden ST3 ile 1.giin CD26 parametreleri arasinda pozitif bir
korelasyon goriildii (= -0.814, p=0.014) (Cizelge 4.2). Ortalama ST3 degeri ve CD26
(+) hiicre sayis1; gebe kalan grupta gebe kalamayan gruba gore yiiksekti.

l.glin CD26 ile 2.glin CD26 parametreleri arasinda kuvvetli bir pozitif korelasyon
bulundu (r=0.817, p=0.007) (Cizelge 4.2). 1.giin ve 2.giin ortalama CD26 (+) hiicre
sayis1; gebe kalan ve gebe kalamayan gruplarda korelasyon gosteriyordu.

l.giin CD26 ile 4.giin trofinin parametreleri arasinda pozitif bir korelasyon goriildii
(r=0.763, p=0.017) (Cizelge 4.2). Yani embriyo varliginda en yiiksek ortalama CD26 (+)
hiicre sayisi ile en yiiksek trofinin degerleri 4.giindeydi.

2.giin CD26 ile 4.giin CD26 parametreleri arasinda pozitif bir korelasyon goriildii
(r=0.700, p=0.036) (Cizelge 4.2). 2.gilin ve 4.giinlerde CD26 (+) hiicre sayilar1 arasinda
korelasyon izlendi.

3.glin trofinin ile kontrol CD26 parametreleri arasinda negatif bir korelasyon goriildi
(r=-0.679, p=0.044) (Cizelge 4.2). Embriyo varliginda 3.giin trofinin (+) hiicre sayisi
azalirken, kontrol CD26 (+) hiicre say1s1 artiyordu.

Kontrol trofinin grubu ile 1. giin trofinin grubu arasinda ortalama trofinin (+)
immunreaktif hiicre sayilar1 arasinda Wilcoxon testiyle istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulundu (p= 0.036).

Kontrol trofinin grubu ile 2. giin trofinin grubu arasinda ortalama trofinin (+)
immunreaktif hiicre sayilar1 arasinda Wilcoxon testiyle istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik bulundu (p= 0.021; Sekil 1,2,4,7,11,13).

Yani 1. ve 2.giinlerde (embriyo varliginda) trofinin (+) hiicre sayisi, kontrol trofinin
(embriyosuz ortamada) grubuna gore daha diistiktii (Sekil 1,2,4,7,11,13).

ikiden fazla bagimli grubun ortalamalarini karsisatrmak icin kullandigimiz Firedman

analiz ile anlaml bir farklilik gozlenmedi.
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Cizelge 4.1: Gebe kalan ve gebe kalamayan hastalarin yaslarini, bazal hormon
degerlerini, embriyolarin 1.-2.-3.-4.giinlerde ko-kiiltiirde trophinin ve CD26 (+) hiicre

sayilarini karsilastiran istatistik sonuglart goriiliiyor (p <0.05).

Gebe kalanlar | Gebe kalamayanlar | p degeri

(N=15) (N=6)
FSH 0.583

7,26 + 2,54 6,33+ 1,15
LH 4,71+ 0,34 4,52 +1,16 0,783
E2 36,62 £+ 5,60 46,78 + 16,44 0.465
TSH 1,42+0,75 2,53 +1,33 0,054
ST3 3,61 +£0,25 3,38 £0,21 0,198
ST4 1,37 +0,15 1,33 +0,29 0,279
PRL 18,88 £ 13,55 | 23,18 +5,19 0,273
1.giin trophinin 5,00+ 1,63 11,00 +4,30 0,046
1.giin CD 26 32,00 +£25,86 | 17,60 + 5,32 0,624
2.glin trophinin 5,00£2,16 9,20+ 7,43 0,537
2.giin CD 26 2525+12,34 | 20,80+9,15 0,462
3. giin trophinin 3,50+2,38 16,40 + 11,78 0,138
3.giin CD 26 18,50+ 17,62 | 28,00+ 11,77 0,221
4.glin trophinin 9,25+ 11,33 10,00 £ 9,46 0,803
4.giin CD 26 27,00 + 19,20 | 38,00 + 34,91 0,806
Kontrol Trophinin 17,25 £19,76 | 25,40+ 15,82 0,140
Kontrol CD 26 30,75 £12,92 | 22,00 £9,77 0,268
Hasta yas1 28,00 + 3,54 32,67+2,81 0,035
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Sekil 4.1: Embriyosu gelismeyen hasta grubunun kontroliinde ko-kiiltiirde trofinin (ok) ve CD26 (ok bas)
immunoreaktif endometriyal hiicreler goriiliiyor.

Sekil 4.2: Embriyosu gelismeyen hasta grubunun 2. giin ko-kiiltiirde CD26 (ok basi) immunoreaktif

—_— t ©

endometriyal hiicreler goriiliyor.

Sekil 4.3: Embriyosu gelismeyen hasta grubunun ko-kiiltiirde 2.giinde solda trofinin (ok) ve 3.giinde sagda

CD26 (ok bas1) immunoreaktif endometriyal hiicrele goriiliiyor.
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Sekil 4. 4: Embriyosu gelisen implantasyona gitmeyen hasta grubunun kontroliinde ko-kiiltiirde trofinin (ok)

ve CD26 (ok bag1) immunoreaktif endometriyal hiicreler goriiliiyor.

Sekil 4. 5: Embriyosu gelisip implantasyona gitmeyen grupta 1.giin ko-kiiltiirde trofinin (ok) ve CD26 (ok

bas1) immunoreaktif endometriyal hiicreler goriiliiyor
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Sekil 4. 5’in devami: Embriyosu gelisip implantasyona gitmeyen grupta soldaki resim 1.giin, sagdaki ve
ortadaki resim 2.giin ko-kiiltiirde trofinin (ok) ve CD26 (ok basi) immunoreaktif endometriyal hiicreler

goriiliiyor.

Sekil 4. 6: Embriyosu gelisip implantasyona gitmeyen grupta 1.giin ko-kiiltiirde trofinin (ok) ve CD26 (ok

bas1) immunoreaktif endometriyal hiicreler goriilityor; embriyonun oldugu bolgede yogun boyanma dikkati

cekiyor (ET yapildi, implantasyonu gergeklesmedi).
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Sekil 4. 7: Embriyosu gelisip implantasyona gitmeyen grupta 2.giin ko-kiiltiirde trofinin (ok) ve CD26 (ok

bas1) immunoreaktif endometriyal hiicreler goriiliiyor

Sekil 4. 8: Embriyosu gelisip implantasyona gitmeyen grupta, solda ve ortada 2. giin ve sagda 3.giin ko-

kiiltiirde CD26 (ok bas1) immunoreaktif endometriyal hiicreler goriiliiyor.
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Sekil 4. 9: Embriyosu gelisip implantasyona gitmeyen grupta 3.giin ko-kiiltiirde trofinin (ok) ve CD26 (ok

bas1) immunoreaktif endometriyal hiicreler goriiliiyor.
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Sekil 4 10 : Embriyosu gelisip implantasyona gitmeyen grupta 4. giin ko-kiiltiirde trofinin (ok), CD26 (ok

bas1) immunoreaktif hiicreler ve sagda iistte nukleus boyanmasi goriiliiyor
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Sekil 4.11: Embriyosu gelisip implantasyona giden hasta grubunun kontroliinde ko-kiiltiirde trofinin (ok) ve
CD26 (ok bagi) immunoreaktif endometriyal hiicreler goriiliiyor.

Sekil 4.12: Embriyosu gelisip implantasyona giden grupta 1.giin ko-kiiltiirde trofinin (ok) ve CD26 (ok bast)

immunoreaktif endometriyal hiicreler goriiliiyor

90



Sekil 413: Embriyosu gelisip implantasyona giden grupta 2.giin ko-kiiltiirde CD26 (ok bas1) immunoreaktif endometriyal
hiicreler goriiliiyor.

Sekil 4.14: Embriyosu gelisip implantasyona giden grupta 3.giin ko-kiiltiirde CD26 (ok bas1) immunoreaktif
endometriyal hiicreler goriiliiyor.

Sekil 4.15: Embriyosu gelisip implantasyona giden grupta 4.giin ko-kiiltiirde CD26 (ok basi) immunoreaktif endometriyal
hiicreler goriiliiyor.




EMBRIiYO SEKILLERI

Sekil 4.16: Embriyosu gelisip implantasyona gitmeyen grupta iistte ko-kiiltiir, ortada ve altta konvansiyonel

kiiltiirde 1.glin 2PN embriyolar goriiliiyor.



Sekil 4. 17: Embriyosu gelisip implantasyona gitmeyen grupta iist ve orta sirada konvansiyonel kiiltiirde ve

alt sirada ko-kiiltiirde 2.giin embriyolar goriilityor.
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Sekil 4.18: Embriyosu gelisip implantasyona gitmeyen grupta ilk resim ko-kiiltiirde ve diger 5

resim konvansiyonel kiiltiirde 3.glin embriyolar goriiliiyor.
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Sekil 4.19: Embriyosu gelisip implantasyona gitmeyen grupta ilk 5 resim konvansiyonel ve alta sagdaki

resim ko-kiiltiirde 4. glin embriyolar goriiliiyor.
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Sekil 4.20: Embriyosu gelisip implantasyona gitmeyen grupta ilk 2 resim ko-kiiltiirde (ilk sira sagda embriyo

transferi yapildi) ve digerleri konvansiyonel kiiltiirde 5. giin embriyolar goriiliiyor.
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Sekil 4.21: Embriyosu gelisip implantasyona giden grupta sirastyla ilk iigii ve 6.s1 ko-kiiltiirde olmak tizere
iistte 1.glin ve 2.giin, ortada 3.giin ve altta 4. ve 5.giin embriyolar goriiliyor.
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5.TARTISMA

Yardimli Ureme Merkezlerine basvuran ¢iftlerin yarisindan fazlasinda embriyo gelismesine
ragmen gebelik olmamaktadir. Bizim de calismamizda 11 hastadan 2 hastada embriyo
gelisimi gerceklesmedi; 7 hastada embriyo gelistigi halde implantasyonlar1 gerceklesmedi;

sadece 5 hastada embriyo gelisimi devam etti ve implantasyonlar1 gergeklesti.

Yapilan calismalarda dollenme olmasina ragmen gebelik olusmamasinin nedeni olasilikla
embriyonun implantasyon asamasindadir (Aplin, 2007; Urman, 2010). Bununla beraber,
ovidukt kaynakli embriyotrofik faktor (ETF3)’iin, trofektodermin gelisimini ve embriyolarin

boliinme siirecini arttirdigl da gézlenmistir (Lee et al., 2004).

Aplin (2007) endometriyal reseptivite ve embriyo preparasyonunun daha yiiksek gebelik
oranlaria gotlirecegini, erken donemde gebelik basarisizligini azaltacagini ve daha az ¢coguz
gebeliklerin olacagini bildirmistir. Embriyo ve endometriyum arasindaki ilk temas yeri,
luminal epithelium (LE) olup non-reseptivitededen ve adezyon sistemlerinin ekspresyon,
organizasyon veya aktivasyonundan sorumludur. Implantasyonda pek ¢ok potansiyel adezyon
mediyatoriiniin LE hiicrelerinin apikalinden ziyade yan yiizlerinde yerlesik oldugu dikkati
cekmis ve epitele tutunan embriyolarin hizla adeziv yan membran domain’ine gegis yaptigi

bildirilmistir (Aplin, 2007).

ET sonras1 embriyo bdliinmeye ve biliylimeye devam etmekte olup ve belirli bir biiytikliige
ulastiginda zona pellusida yirtarak endometriyuma gomiilmektedir. Gebeligin olusmamasinin
nedenlerinden biri embriyonun kendisini ¢evreleyen zona pellusida’y1r yirtarak disariya
ctkamamasi ve dolayisiyla implante olamamasidir. Bu problemi ¢6zmek i¢in ET’1 dncesinde
kimyasal, mekanik, veya lazer yontemleri ile bu zarda kiiciik bir delik agilarak embriyonun
disar1 ¢ikmasi (hatching) kolaylastirilmaktadir. Yapilan bilimsel ¢aligmalar bu yontemle de

gebelik oranlarinda anlamli bir yiikselme oldugunu gostermistir (Urman, 2010).

Kiiltlir islemi sonunda blastosist sayis1 anlamli olarak ko-kiiltlir grubunda daha yiiksek oldugu
bulunmustur (% 61°e karst1 %3). Ko-kiiltiir sisteminin insan embriyolojik gelisimini
diizenledigi, erken donemde embriyolar1 kurtarabilecegi isaret edilmis. Invitro kiiltiirii devam
ettirmek suretiyle IVF metoduyla elde edilen embriyolarin daha uygun zamanda transfer
edilebilmesi, erken bloke olmus yumurtalar1 ayirmay1 ve dondurma prosediirlerinin en basaril
zamani olan blastosist asamasinda embriyo dondurma islemleri kiiltiir sistemleri sayesinde

miimkiin oldugu bildirilmistir (Menezo et al., 1990). Ko-Kkiiltiirlerin tekrarlayan tiip bebek
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basarisizliklari olan ¢iftlerde kullanilmasi ile gebelik oranlarinin arttigini gosteren ¢aligmalar
vardir (Spandorfer 2003; Zeyneloglu, 2009). Ayrica gebelik oranlarinmi artirict etkinin ko-
kiiltire mi yoksa endometriyumda olusturulan kontrollii travmaya mi bagli oldugu
tartigmalidir. Ko-kiiltiirlerin popiilaritesinin azalmasinda en onemli neden ise son yillarda
kullanilan ve embriyo gelisimini 5-6. giine kadar destekleyen ardisik kiiltiir ortamlarinin
¢ikmis olmasidir. Bu ortamlarda blastosist asamasina giden embriyo oranmi ko-kiiltiir

yapilanlardan farksiz oldugu ya da daha iyi olabilecegi bildirilmistir (Urman et al., 2010).

Bu durum bazi hastalarin endometriyumlarinda kimi CAM’lerin ya da sitokinlerin
ekspresyonlarinin yetersizliginden kaynaklaniyor olabilir. Bizim ¢alismamizda da embriyosuz
kontrol trofinin (+) boyanan ve CD26 (+) boyanan ko-kiiltiirlerimiz incelendiginde gebe kalan
ve gebe kalamayan gruplara arasindaki farklilik dikkat ¢ekmektedir. Shimomura ve ark.
(2006), insan blatosistlerinin zona pellusida’y1 hatch ederek endometriyuma yapigsma yetenegi
kazandigini, embriyo ve uterus arasindaki iliski senkronize bir gelisimin ve farklilanmanin
meydana geldigini bildirmislerdir. Arastirmacilar, CD26’nin endometriyumda implantasyon
doneminde iyi bir marker oldugunu 35 adet insan blastosistinde incelemislerdir. Blastosistleri
tek tabakali hiicre kiiltiirlerine almislar ve CD26 overekspresyonunun anlamli olarak daha
yiiksek balstosist yapisma oranina sahip oldugunu ve trofoektodermin daha genis olarak
gelistigini  gozlemlemiglerdir. Arastirmacilar, preimplantsayonda bir CD26 ligandi,
fibronektin ekspresyonunu da gostermigleridir. Bu arastirmacilarin  sonuglart CD26 ve
embriyonal fibronektinin blastosist implantsayonuyla iliskili olabilece8i seklindedir

(Shimomura et al., 2006).

Son donemlerde gelistirilmis kiiltiir ortamlar1 embriyolarin in vitroda daha uzun siire
yasatilmalarina olanak saglarken gebelik oranlarimin de yiikselmesine neden olmustur.
Embriyonun anne endometriyumuna tutunmadan once ulastig1 en son gelisim asamasi blastosist
oldugundan ET’nin bu asamada yapilmasi implantasyonu kolaylastirmaktadir. Caligmamizda da
bu asamada transferi yapilan embriyolar sayesinde gebeligin devami miimkiin olmustur.
Calismamiza yaglar1 26-36 arasinda degisen hastalar katildi. Calismaya katilan kadin hastalarin
yas ortalamasi; gebe kalanlarda daha genc (28 = 3.54) bulunmasi beklenen bir durum olup
onceki caligmalarla uyumludur. Hasta yas1 ile 3.glin CD26 parametreleri arasinda pozitif bir
korelasyon goriildii. Genellikle gebe kalanlarda CD26 (+) hiicre sayisi, gebe kalamayan gruba
gore daha yiiksekti. Sadece 3.giin CD26 (+) hiicre sayis1 diisiiktii.

Calismamizda gebe kalan ve gebe kalamayan hastalar arasinda, elde edilen embriyolarin

1.glinden 4. giine kadar olan erken gelisme doneminde, ko-kiiltiir ortaminda trophinin ve CD26
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ekspresyonlar1 arasinda anlamli bir farklilik (p=0.046), 1.giindeki trophinin (+) hiicre sayisinda
bulunmustur. Gebe kalanlarda 1.giin CD26 (+) endometriyal hiicre sayisinin gebe kalamayanlara
gore daha fazla oldugu; buna karsi trophinin (+) boyanmis hiicrelerin daha az oldugu
goriilmiistiir. Gebe kalamayanlarda 1.giin trophinin (+) endometriyal hiicre sayist 11.00 + 4.30
iken, gebe kalanlarda 5.00 £ 1.63 olup bu farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Gebe kalan ve gebe kalamayan hastalara ait endometriyal ko-kiiltiir ortamlarinda CD26 (+)
boyanan hiicre sayilarina bakildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamakla
beraber, embriyo varliginda CD26 (+) hiicre sayist 1. ve 2.giinlerde gebe kalan grupta hafifce
yilikselmis ve 3. ve 4.giinlerde ise hafifce azalmisti. Gebe kalan grubun kontrol CD26 (+) hiicre
sayisinin da, gebe kalamayan gruptan daha yiiksek oldugu goriildii.

Calismamizda trophinin (+) hiicre sayisi, kontrol trophinin grubunda (embriyosuz
endometriyal ko-kiiltiir ortaminda) 17.25 + 19.76 iken, gebe kalan hasta grubunda embriyo
varliginda bu say1 diismektedir. Oysa gebe kalamayan hasta grubunda, gebe kalanlara gore bu
ortalama degerlerin 1.glin trophinin (+) boyanma disinda istatistiki olarak anlamli olmamakla
beraber daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Kontrol CD26 ile kontrol trofinin parametreleri
arasinda kuvvetli bir negatif korelasyon goriilmiistiir.

Gebe kalan grupta, kontrol trofinin (+) hiicre sayis1 gebe kalamayan gruptan dusiiktii.

Kontrol CD26 (+) hiicre sayis1 ise gebe kalan grupta, gebe kalamayan gruptan yiiksekti. Yani
gebe kalan grupta kontrol trofinin (+) hiicre sayisi, kontrol CD26 (+) hiicre sayisindan diisiikken
gebe kalamayan grupta kontrol trofinin (+) hiicre sayisi, kontrol CD26 (+) hiicre sayisindan
yiiksek oldu goriildii.
Sugihara ve ark. (2007) insan embriyosu implantasyonu sirasinda blastosistin uterus epiteline
adezyonunun TE aracilifiyla oldugunu ve embriyonun hizli gelisimi ve maternal dokuya
yayilmasinin embriyonal hiicrelerin adezyonla uyarilan aktivasyonuyla oldugunu onermislerdir.
Arastirmacilar, trofinin ligasyonunun homofilik bir CAM oldugunu ve trofoblastik hiicreler
iizerinde tirozinin fosforilasyonunu uyararak iizerinde eksprese oldugunu gdstermislerdir.
Maymun blastosist kiiltiirlerinde bu peptidin varliginda TE hiicrelerinin sayisi ve motilitesi
artmistir. Arastirmacilarin bu sonuglari, trofinin araciligiyla hiicre adezyon islevlerinin insan
embriyosu implantasyonunda TE aktivasyonu i¢in molekiiler bir anahtar oldugunu ileri
stirmiislerdir.

Calismaya katilan gebe kalan ve gebe kalamayan kadinlarin bazal hormon degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir farklilik gériilmedi. Bazal hormon degerlerinden LH

ile 4.glin trofinin parametreleri arasinda negatif bir korelasyon goriildii. Yani 4.giin gebe
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kalanlarda ortalama LH degeri 4.71 £+ 0.34 iken, ortalama trofinin (+) hiicre sayis1 9.25 +
11.33’e yiikseldi. Gebe kalan ve gebe kalamayan gruplar arasinda ortalama LH diizeyleri

bakimindan anlamli bir farklilik bulunmadi.

Bazal hormon degerlerinden E2 ile 2.giin trofinin parametreleri arasinda pozitif bir korelasyon
goriildii. Gebe kalan ve gebe kalamayan gruplar arasinda ortalama E2 diizeyleri bakimindan
anlamli bir farklilik bulunmamakla beraber, gebe kalan grupta E2 ve trofinin (+) hiicre sayilari
gebe kalamayan gruptan daha diisiik oldugu goriildi.

Bazal hormon degerlerinden ST3 ile 1.glin CD26 parametreleri arasinda pozitif bir korelasyon
goriildi. Ortalama ST3 degeri ve CD26 (+) hiicre sayisi; gebe kalan grupta gebe kalamayan
gruba gore yliksekti.

l.glin CD26 ile 2.giin CD26 parametreleri arasinda kuvvetli bir pozitif korelasyon bulundu.
l.glin ve 2.glin ortalama CD26 (+) hiicre sayisi; gebe kalan ve gebe kalamayan gruplarda
korelasyon gosteriyordu. 1.glin CD26 ile 4.giin trofinin parametreleri arasinda pozitif bir
korelasyon goriildii. Yani embriyo varliginda en yiiksek ortalama CD26 (+) hiicre sayisi ile en
yiiksek trofinin degerleri 4.giindeydi. 2.giin CD26 ile 4.giin CD26 parametreleri arasinda pozitif
bir korelasyon goriildii. 2.gilin ve 4.glinlerde CD26 (+) hiicre sayilar1 arasinda korelasyon izlendi.
3.gilin trofinin ile kontrol CD26 parametreleri arasinda negatif bir korelasyon goriildii. Embriyo
varliginda 3.giin trofinin (+) hiicre sayis1 azalirken, kontrol CD26 (+) hiicre sayis1 artryordu.
Kontrol trofinin grubu ile 1. giin trofinin grubu arasinda ortalama trofinin (+) immunreaktif hiicre
sayilar1 arasinda anlaml bir farklilik buludu (p= 0.036). Yine kontrol trofinin grubu ile 2. giin
trofinin grubu arasinda ortalama trofinin (+) immunreaktif hiicre sayilar1 arasinda anlamli bir
farklilik bulundu (p= 0.021). Yani 1. ve 2.giinlerde (embriyo varliginda) trofinin (+) hiicre sayisi,
kontrol trofinin (embriyosuz ortamada) grubuna gore daha diisiiktii.

Insanda endometriyum apoptozu implantasyon penceresi doneminde artar. Fetal veya
plasental kaynakli faktorler gibi maternal hormonal faktorler apoptotik sinyal molekiillerinin
regiilasyonunda potansiyal rol oynarlar. Apoptotik sinyal yollarindan biri olan Fas-Fas ligand
(Fasl) sistemi, lokal immiintoleransta implantasyon boyunca ve sonra onemli goriilmiistiir.
hCG uygulamalar1 hiicre proliferasyonunu azaltir ve endometriyal hiicrelerin apoptuzunu
arttirdigt ileri stirtilmiistiir. Ko-kiiltiir deneylerinde hCG uygulanan endometriyal hiicreler T
hiicre apoptozisinde artig gosterdigi ve invivo sonuglarin erken gebelik doneminde hiicrelerin
decidua giiglii Fasl immiinoreaktivite eksprese ettigini ve desidual alanlarm gesitli TUNEL
pozitif hiicrelere sahip intersitisyal sitotrofoblastlar icerdigini gostermistir. Intersitisyal

sitotrofoblastsiz desidual alanlara gore intersitisyal sitotrofoblast i¢eren desidual alanlarda
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acitkca daha az miktarda TUNEL (+) hiicreler gozlenmistir. hCG’nin peritrofoblastik
immiintoleransin bir baglantis1 olabilecegi ve endometriyal hiicrelerde Fasl gibi proapoptotik

molekiilleri regiile ederek trofoblast invazyonunu kolaylastirabilecegi bildirilmistir (Kayisl et

al., 2003).

Embriyo implantasyon asamalarinda kisitlamalardan biri; embriyo uterus interaksiyonunun
yerini alabilecek elde edilebilir in vitro model yoksunlugudur. Onceki ¢alismalarda;
embriyolar, embriyolarin yapisip gelisebilecegi endometriyal hiicreler veya ekstraseliiler
matriks substratina tek tabaka olarak kiiltiire edilmistir. Fakat, bu modeller embriyonik
invazyonu gostermede primer olarak in vivoda elde edilebilen kisa kritik yapisal ve molekiiler
destekler yiiziinden basarisizlifa ugramistir. Gebeligin 4. giinii toplanan fare endometriyumu
ko-kiiltiirii uygun bir medyumda blastosistlerle kontak kurabilecek sekilde yerlestirilmis ve 24
saat kiiltiirde embriyolar endometriyuma baglanma O6zelliginde izlenmis ve endometriyal
stromaya kismi invazyon gdstermisler; endometriyum yiizeyinde trofoblastlar goriilmemis,
fakat embriyonik kutupta spesifik baglanma izlenmistir. Bu model, endometriyal stroma
icinde embriyonun dogru invazyonunu gostermistir ve erken embriyo implantasyonuyla ilgili

caligmalarda kullanilabilecegi bildirilmistir (Tan et al., 2005).

In vitro olarak embriyo iiretimin etkileyen faktorler lizerinde ¢aligmislardir. Arastirmacilar in
vitro embriyo iiretimi (IVP) nin, sigir liretiminde en énemli biyoteknolojilerden biri oldugunu
bildirmislerdir. Oositlerin sadece %30-401 blastosiste gelismekte oldugu, bunun sebebinin in
vitro ¢evrede in vivo c¢evrenin aynen taklit edilemedigi ve emriyolardaki sonuglarin
morfolojisi ve gen ekspresyonunu degistirmekte oldugu bildirilmistir. Cesitli faktorlerin IVP
calismalarini etkileyebilecegi ve in vivo ve in vitro iiretilen embriyolar arasindaki farkliliklara
katkist oldugu ifade edilmistir. At oositlerinin in vitro maturasyon (IVM)'nda ovidukt
epitelyal hiicreler veya fetal fibroblast hiicrelerin ko-kiiltiiriiniin etkisi ve onlarin ICSI sonrasi
blastosist ve fetiislerin gelisim potansiyeli arastirilmistir. Oositler, ovidukt epitelyal hiicreler
ve fibroblast hiicreleriyle ko-kiiltire edilmis; metafaz 2 ionomycin- muamele edilen
spermatozoonla ile ICSI yapilmistir. Morfolojik olarak normal blastosistler alict kisraklarin
uterusuna transfer edilmistir. iki farkli ko-kiiltiir grubunda sadece TCM 199°da olgunlastirilan
oosit grubundan onemli derecede daha yiiksek blastosist oranlart bulunmustur. Ovidukt
epitelyal hiicrelerle ko-kiiltiire edilen oositlerden gelistirilen bu blastosistlerden 6’s1 alici
kisraklara transfer edilmis ve 4 gebelikle sonu¢lanmistir. IVM’da ovidukt epitelyal hiicre veya

fetal fibroblastlarla ko kiiltiirlin yararh etkilerini gostermistir (Lee et al., 2004).
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Basarili implantasyon siirecinde hangi yabanci blastosistin maternal endometriyum
tarafindan kabul edilmesi bir ¢ok sistemin karsilikl1 etkilesimini icermektedir. Implantasyon
maternal endometriyumun blastosisti kabul etmege hazir oldugu ve diger taraftan spesifik rol
oynayan; varsayilan implantasyon penceresinde meydana gelir. Burada sitokin ve kemokinler
iiretilir ve adezyon molekiilleri ile belirli MHC molekiil siniflarin1 eksprese olur. Sitokinlerle
kontrollii saldirinin anahtar1 oldugu; gebeligin olusumunda asir1 pro veya anti inflamasyonun
zararli oldugu bildirilmistir. Kemokinlerin embriyonun oryantasyonunu kontrol ettigi,
adezyon molekiillerinin anne ve blastosist arasindaki fiziksel etkilesimi tespit etmek igin
gerekli oldugu immiin hiicrelerin ve 6zellikle uterin NK ve regiilator T hiicrelerin blastosisti
indiikleme t6leransi i¢in cok dnemli oldugu anlasilmistir (van Mourik et al., 2009). Sitokinler
ve biiyiime faktorlerinin lokal mediatorler olarak endometriyumda steroid oksidasyonunda
endometriyumu implantasyona hazirlamada rol oynadigi hakkinda kuvvetli deliller mevcuttur
(Saharkey, 1998). Bu faktorlerin ayrica; cesitli tiirlerde preimplantasyon embriyolarin
gelisimini diizenlemek i¢in otokrin ve parakrin sekilde rol oynadigi gosterilmistir. Her
sitokinin fonksiyonunu tanimlama girisimi, reseptor lokalizasyonunu, seklini ve in vivo-in
vitro deneyleri igerir. Bunun yaninda sitokin aglarinin fazladan ve karisik dogas1 yiiziinden
faktorlerin fazlaliginin implantasyonda kritik rol aldigi kanitlanmistir. Preimplantasyon
embriyolarin gelisiminin sitokinler tarafindan direk olarak etkilenebilmesine ragmen, gesitli
tiirlerden tanimlanmis embriyolarin in vitro kiiltiirii ekzojen sitokinlerin blastosist agamasi
gelisimi icin gerekli olmadigini da diisiindlirmiistiir. Bununla beraber, ortama biiylime
faktorleriyle birlikte yapilan ilaveler insanlar ve evcil tiirlerde desteklenmis {ireme
tekniklerinde ¢ok kullanilan in vitro embriyo kiiltliriinlin zararli etkilerine ¢are bulmada
degerlidir. Endometriyumunda LIF’i eksprese edemeyen fareler implantasyonu
desteklemede basarisizdirlar. Reseptif endometriyum icin bu proteinin iiretimi kritik rol
oynadigt bildirilmistir. Tersine; epidermal biiylime faktorii ig¢in reseptorii kapatan CF1
soyundaki fare embriyolari, baglanmakta basarisizdirlar, bunun gostergesi olarak bu reseptor
implantasyon yetenekli embriyo {iretmek i¢in gereklidir. Bu reseptorlerin ve onlarin
ligandlarinin anormal ekpresyonu insan infertilitesinin bazi formlarina temel olusturur.
Endometriyumda bu faktorlerin etkilerinin  arastirllmasi  embriyo baglanmast ve
implantasyonun temelini incelemeye izin verecektir. LIF’iin uterin ekspresyonu embriyo
implantasyonunda fare i¢in kesinlikle gerekli, insan icin kritik oldugu bildirilmistir (Chen et
al., 2004). LIF mRNA seviyeleri degisik dokularda (desidua, koryonik villus) veya degisik
hastalarda farkli bulunmamistir. LIF-RB mRNA seviyeleri koryonik villusda desiduadan

onemli derecede yiiksek bulunmustur; fakat NP ve AP arasinda degisiklik bulunmamistir.
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Baska bir calismada endometriyal epitelyal hiicreler ve immiin hiicreler arasindaki
interaksiyonu in vivo ko-kiiltiir modelinde incelenmstir. Flow sitometri analizi ve hiicre yiizey
boyama markerlar1 intraepitelyal lenfositler (IEL), timositler, splenositler ve periferal kan
16kositi gibi alanlardan uygun l6kositi belirlemek icin kullanilmistir. Fare endometriyal
epitelyal hiicrelerinin (EEC) periferal kan l6kositleriyle (BPL) ko-kiiltiirii, 16kositlerin ve
epitelyal bariyer fonksiyonun yasaminm etkiledigi ileri siiriilmiis; son zamanlarda sergilenen
endometriyal epitelyal hiicre ve immiin hiicrelerin in vitro kiiltlir modelinde birbiriyle
karsilagtirilmas1 uterin enfeksiyonlar iizerine lokal hiicresel immiin yanitlar1 arastirmaya

anlam saglayabilir (Ho et al., 2006).

Embriyo implantasyonu trofoblast-endometriyal interaksiyonlarmin koordinasyonunu
iceren kompleks bir islemdir. Implantasyon boyunca, blastosiste tutunan trofoblast hiicreleri
endometriyal stromaya invazyondan dnce endometriyum liimen epiteline penetre olur. Onceki
caligmalar kalsitoninin aktif olarak rat ve insan endometriyal epitelyal hiicreleri (EEC)
tarafindan implantasyon penceresi boyunca salgilandigmi ve endometriyal kalsitonin
ekspresyonunun amaglanan parg¢alanmasinin embriyo implantasyon oranlarini azalttigini
gostermigstir. Kalsitoninin kalsiyum mobilizasyonu ile EEC’nin trofoblastik yer degisimini
diizenledigini ve dolayisiyle embriyo implantasyonunu kolaylagtirdigin1 gdsterilmistir (Li,
2007). Hemokoryal plasentasyonlu tiirlerde (fare ve insan gibi) implante olan blastosistin
trofoblast hiicrelerinin apoptozisini uyardigi ve endometriyumun ylizey epiteliyle karsilikli
iliskisi sonucu endometriyal epitelyal hiicrelerle (EEC) ile yer degistirir. Anti Fas aktive edici
antikorun p38, MAPK ve JNK’y1 EEC apoptozsini indiiklemek icin aktive edebilecegini ve
dolayisiyla EEC’de trofoblast gelisimini destekledigini kanitlamistir (Hsu et al., 2008).

avPs integrinin endometriyal reseptivite marker1 oldugu insan ve diger memeli tiirlerde
kanitlanmistir; immiinositokimyasal, ve flow-sitometrik caligmalar rat endometriyal epitelyal
hiicrelerde (EEC)’de uterusun nonreseptif, prereseptif, reseptif fazlar1 boyunca avps integrinin
ekspreyonunu gostermek icin yapilan c¢alismalarda; rat EEC’sinde endometriyal reseptivite
isareti olarak basaril1 olarak gosterilmis ve bu molekiiliin bu tiirlerde, implantasyon islemi i¢in

vazgecilmez oldugu sonucuna varilmaistir.
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6. SONUC

Bizim ¢alismamizda da embriyosuz kontrol trofinin (+) boyanan ve CD26 (+) boyanan ko-
kiiltiirlerimiz incelendiginde gebe kalan ve gebe kalamayan gruplara arasindaki farklilik
dikkat ¢ekmektedir. Implantasyon endometriyumun blastosisti kabul etmege hazir oldugu
diisiiniilen “implantasyon penceresi’nde meydana geldigine gore burada bu sirada sitokinler,
kemokinler ve CAM ile bazi1 MHC molekiilleri eksprese oldugu anlagilmistir. Bu faktdrlerin
preimplantasyon embriyolarin geligimini otokrin ve parakrin olarak etkiledigi anlagilmaktadir.
Blastosistlerin endometriyuma yapigsma yetenegi kazanmasi, embriyo ve uterus arasindaki
iliskilerin zamaninda ve gerekli mediyatorlerin ve CAM’lerinin eksiksiz ve dengeli
ekspresyonlarinin  6nemli oldugunu ortaya koymaktadir. Konseptus ve anne arasinda
gelisimin ve farklilanmanin kiiltiir ortamlarinda daha ayrintili incelenmesi gerekliligi hala
gecerlidir. Arastirmacilarin sonuglart da CAM’lerinin daha ayrintili ¢alisilmasi1 gerektigini

ortaya koymaktadir.
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