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OZET

D vitamini eksikligi gebelerde yaygindir ve yapilan aragtirmalar gebeligin ileri donemlerinde
D vitamini eksikligi nedeniyle meydana gelen yan etkilere odaklanmistir. Calismamizda D
vitamini eksikliginin, gebeligin erken doneminde; implantasyonun invazyon asamasi ile
desidualizasyonda rol oynayan molekiillerle olan iliskisini arastirmay1 hedefledik. 4 haftalik
16 adet Sprague- Dawley sican, kontrol ve D vitamini eksikligi olmak iizere iki gruba
ayrildi. Kontrol grubu, 9 hafta boyunca D vitamini i¢erecek sekilde formiile edilmis standart
rat yemiyle beslenerek, UVB 15181 yayan standart aydinlatma kosullarinda 12 saat aydinlik-
12 saat karanlik dongilide, D vitamini eksikligi grubu ise 9 hafta boyunca D vitamini
icermeyecek sekilde formiile edilmis rat yemiyle beslenerek, UVB 15181 yaymayan
aydinlatma ortaminda 12 saat aydinlik-12 saat karanlik dongiide barindirildi. 9 haftanin
sonunda D vitamini eksikligi modelinin olustugu dogruland1 ve denekler ciftlestirildi.
Ciftlesmeyi takiben denekler 8. gilinde sakrifiye edilerek implantasyon alanlar1 toplandi.
Implantasyonun invazyon asamasi, desidualizasyon ve anjiyogenezde onemli rol oynayan
Osteopontin, VEGF-A ve MMP-9 molekiillerinin implantasyon alanlarinda lokalizasyonu
ve gen ifadeleri immunohistokimya ve RT-PCR ile degerlendirildi. Osteopontin ve VEGF-
A ifadesinin D vitamini eksikligi grubunda kontrol grubuyla kiyaslandiginda anlamli olarak
azalma gosterirken, MMP-9 ifadesinde degisiklik olmadigi belirlendi. Calismamizda D
vitamini eksikliginin gebeligin erken doéneminde implantasyon ve desidualizasyon
siireclerinde bozukluklara yol agabilecegi ortaya konmustur. ileride yapilacak ara yolak
caligmalar1 gebelikte bu 6nemli agsamalar1 koordine eden mekanizmalar lizerinde D vitamini
eksikliginin etkilerini daha agik bir sekilde ortaya koyarak, D vitamini eksikligiyle iliskili
gebelik komplikasyonlarinin infertilitenin tedavisinde yeni bir bakis agis1 ortaya
koyabilecektir.
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ABSTRACT

Vitamin D deficiency is common among pregnant women. Several studies have explored the
adverse effects of this deficiency during the later stages of pregnancy. Our study aims to
investigate the relationship between Vitamin D deficiency and the molecules involved in the
implantation phase of pregnancy and decidualization during the early stages. Sixteen 4 week-
old Sprague-Dawley rats were divided into control and Vit-D deficiency groups. Control
group was fed a standard chow diet for 9 weeks and were kept in a standart light/ dark cycle
(12:12). Vit-D deficiency group was kept on a Vit-D free diet for 9 weeks and were kept
under incandescent lighting to avoid UVB. After 9 weeks, vitamin D deficiency was
confirmed, and rats were mated. On the 8th day of gestation, rats were sacrificed, and the
implantation areas were collected. The localization and gene expressions of Osteopontin,
VEGF-A, and MMP-9 molecules, which play an essential role in the invasion phase of
implantation, decidualization, and angiogenesis in implantation areas, were evaluated by
immunohistochemistry and RT-PCR. There was a significant decrease in the expression of
Osteopontin and VEGF-A in Vit-D deficiency group compared to the control. However,
there was no change in MMP-9 expression. Our study revealed that vitamin D deficiency
may cause complications in the implantation and decidualization processes during early
pregnancy. In the future, intermediate pathway studies will provide a clearer understanding
of the impact of vitamin D deficiency on the processes that coordinate vital stages of
pregnancy. This may shed new light on the treatment of pregnancy complications related to
vitamin D deficiency.
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1. GIRIS

Insanlarda basarili bir gebelik, embriyo implantasyonu, desidualizasyon, plasenta olusumu
ve dogum gibi bir dizi benzersiz olaya dayamir. Implantasyon, embriyo ile alici
endometriyum arasinda bir diyalog gerektirir ve apozisyon, adezyon/baglanma, invazyon
gibi temel olaylar1 igeren bir siirectir [1, 2]. Blastosist uterusa implante oldugunda
desidualizasyon sirasinda meydana gelen stromal farklanma ve anjiyogenez gebeligin
stirdiiriilebilmesi i¢in esastir [3]. Bu ardisik adimlar basarili bir gebeligin kurulmasini ve
devamliligin1 saglar. Gebelik sirasinda D vitamini metabolizmasinda énemli degisiklikler
meydana gelir ve maternal serumda aktif D vitamini (1, 25(OH)2Ds) konsantrasyonunun
arttig1 bildirilmistir [4]. D vitamini eksikligi gebe kadinlarda yaygindir ve diisiik D vitamini
durumu gebelikteki yan etkilerle iliskilendirilmistir [5, 6]. Yapilan, aragtirmalarin ¢ogu
gebeligin sonraki donemlerinde D vitamini eksikligi nedeniyle meydana gelen yan etkilere
odaklanmistir. Kadinlarda infertilitenin yiliksek prevalanst ve D vitamininin insan
tiremesindeki olasi rolii g6z 6niine alindiginda, arastirmalar, kadin tireme bozukluklarinin
tedavisinde D vitamini takviyesi gibi yeni tedavi yaklasimlarina yol agabilir. Biz de bu
nedenle calismamizda gebeligin erken doneminde D vitamini eksikliginin implantasyon ve
desidualizasyon sireclerinde 6nemli roller oynayan Osteopontin, Vaskiler endotelyal
blytime faktori-A (VEGF-A) ve Matriks metalloproteinaz -9 (MMP-9) belirtecleri

tizerinden degerlendirmeyi hedefledik.






2. GENEL BIiLGILER

2.1. Uterus Gelisimi

Genital sistemin gelisimi, bireyin genel cinsel farklanmasinda 6nemli bir evreyi temsil eder.
Embriyonun genetik cinsiyeti, fertilizasyon sirasinda yumurtada bulunan X kromozomuna
bir Y kromozomu veya X kromozomu dahil oldugunda belirlense de gonadlarin morfolojik
ozellikleri embriyonik gelisimin 7. haftasina kadar ortaya ¢ikmaz [7]. Bu nedenle genital
sistem gelisiminin baglangic donemi, cinsiyet gelisiminin farklanmamis evresi olarak
adlandirilir. Farklanmamis evrede, embriyo cinsiyetinin temel morfolojik gostergesi Barr
cisimciginin (cinsiyet kromatini) varligi veya yoklugudur. Barr cisimcigi, hiicrede X

kromozomlarindan birinin inaktivasyonuyla olusur [8].

Embriyonun cinsiyet kromozomu kompozisyonunun translasyonunda ve gonadal hiicrelerin
farklanmasinin yonlendirilmesinde pek ¢ok gen rol oynar [9-11], ancak cinsiyet tayini
oncelikle bir Y kromozomunun varligina veya yokluguna baglidir. Testis belirleyici faktor
(TBF), Y kromozomonun kisa kolunda bulunan SRY (Y kromozomu iizerindeki cinsiyeti
belirleyen bolge=sex determining region on Y) geninin protein Grinudur [12]. Bu
transkripsiyon faktoriiniin etkisi altinda, farklanmamis gonad testis yoniinde gelisim

gosterirken, bu faktoriin yoklugunda ise gonadlar ovaryumlari olusturacak sekilde gelisir.

Intrauterin gelisimin 4. haftasinin baslarinda, embriyonun lateral olarak katlanmasi sirasinda
ara mezoderm ventral olarak taginir ve somitlerle olan baglantisini keser [13]. Dorsal
aortanin her iki tarafinda uzunlamasina bir mezoderm kabartisi olan iirogenital sirt olusur.
Urogenital sirtin iiriner sistemi meydana getiren parcasina nefrojenik kord, genital sistemi
olusturan pargasina ise gonadal (genital) kabart1 ad1 verilir [7]. Besinci ile yedinci servikal
eksen seviyeleri boyunca yer alan ara mezodermin epitelizasyonu, mezonefrik kanali
(Wolffian, nefrik kanal) meydana getirir [14]. Mezonefrik kanallar, kaudal yonde uzarlar ve

daha sonra iirogenital siniise agilirlar.

Embriyonik gelisimin 6. haftasinda, mezonefrik kanallarin hemen lateralinde yeni bir kanal
cifti, paramezonefrik kanallar (Miillerian kanallar1), Gglncu torasik segmentten kaudal
olarak {iirogenital siniisiin arka duvarina uzanan, kalinlasmis ve ¢ogalan so6lomik epitel

hlcrelerinin olusturdugu seridin kraniyo-kaudal invajinasyonu ile ortaya ¢ikar [14, 15].



Paramezonefrik kanallar, gelecekteki pelvik bolgeye ulagincaya kadar, mezonefrik kanallara
paralel olarak, kaudal yonde uzarlar [13]. Mezonefrik kanallar, paramezonefrik kanallarin
olusumuna dogrudan bir katki saglamamakla birlikte, paramezonefrik kanallarin kaudal
yonde aktif epitel proliferasyonu ile biiyiimeleri i¢in bir kilavuz veya migrasyon sablonu
olarak hizmet eder [16, 17]. Bu nedenle, mezonefrik kanallar olusmazsa, paramezonefrik

kanal gelisimi de basarisiz olur.

Mezonefrik ve paramezonefrik kanallar, embriyonik gelisimin 8. haftasina kadar hem erkek
hem de disi embriyolarda bir arada bulunan ayr1 primordiyumlardir. Intrauterin gelisimin 8.
haftasindan sonra sadece bir tiir genital kanal sistemi normal olarak devam ederek 6zel kanal
ve salgi bezlerini olustururken, digeri islevsel olmayan kalintilar disinda ti¢iincu fétal ayda
kaybolur [18]. Embriyoda Y kromozomu varliginda ve SRY proteininin ifadesi sonucunda
Sertoli hicrelerinin farklanmasi baslar ve gonadin gelisimi testis olacak sekilde yonlendirilir
[14]. Sertoli hiicreleri tarafindan spesifik olarak ifade edilen anti-Mdullerian hormonun
(AMH) etkisi altinda, embriyonik gelisimin 8. ve 10. haftalar1 arasinda paramezonefrik
kanallar hizla geriler ve kaybolur [19-21]. Gonadal sirtin s6lomik epitelinden (epitelden
mezenkimale gegis sonucu) ya da mezonefroz-gonadal sinirdan kaynaklanan mezenkimal
hiicrelerden koken aldig diisiiniilen interstisyel Leydig hiicrelerinin, gelisimin 8. haftasinda
ortaya ¢ikmasi ve testosteron sentezi yapmalari sonucunda mezonefrik kanallar uyarilir ve

epididimis, vas deferens ve seminal vezikiil yapilarin1 olusturacak sekilde ileri yonde

farklanir [22, 23].

Disi embriyoda Y kromozomu bulunmadigindan SRY proteini iiretilmez. Dolayisiyla,
somatik destek hiicrelerinden Sertoli hiicrelerinin farklanmasi ger¢eklesmeyeceginden,
AMH sentezi de yapilamaz bu nedenle mezonefrik tiibiiller ve mezonefrik kanallar dejenere
olur [14]. Ancak mezonefrik kanalin kalintilar1 apendiks vesikiloza, epooforon ve
parooforon veya Gartner kanali seklinde bulunabilir [24]. Ayrica testosteron eksikligi
mezonefrik kanallarin gerilemesine neden olurken, paramezonefrik kanallarin ileri yonde
farklanarak tuba uterina, uterus, serviks ve vajinanin iist iigte birlik kisminin olusumuna

neden olur [25].

Paramezonefrik kanallar, embriyonik gelisimin 8. haftasinda, kaudal yonde uzar ve pelvik
bolgeye ulastiklarinda, mezonefrik kanallar1 ventralde ¢caprazlayarak orta hatta birbirleriyle

kaynasirlar ve Y seklindeki uterovaginal taslagi olustururlar [13, 15, 26]. Uterovaginal



taslak, Urogenital siniisiin arka duvarinin i¢ine uzanarak, burada yiikselti seklinde bir kabarti
olan paramezonefroz (Muller) tiiberkultnu meydana getirir [13, 27]. Mdller tlberkultnun
olusmasindan sonra embriyonik gelisimin 9. haftasinda, paramezonefrik kanallar arasinda
bulunan septum, kanallarin bazal membranlarinin birbiriyle kaynagmasiyla ortadan kalkar
bdylece uterovaginal kanalin olusumu tamamlanir ve bu kanalin her tarafi tek katli silindirik
epitelle doselidir [7, 15, 28]. Uterovaginal taslak uterusun; korpus, fundus, isthmus ve
serviksinin yani sira vajinanin st {ligte birini olusturur [7, 27, 29]. Ayrica, paramezonefrik
kanallarin lateralinden kemikli pelvisin lateral duvarina dogru uzanan ve uterusun genis
(broad) ligamenti adi verilen genis ve transvers bir peritoneal kat olusur [30].
Paramezonefrik kanallarin kaynasmamis olan kraniyal dikey ve yatay pargalari ise tuba
uterinalart meydana getirir [7]. Kanallarin distal sonlarinda bulunan huni bi¢imli yap1 tuba

uterinalarin infundibulumunu olusturur ve s6lom bosluguna acilirlar [7, 14].

Uterusun endometriyum epiteli ve bezleri uterovaginal taslaktan gelisir ve gebeligin 20.
haftasinda uterus mukozasi endometriyuma tamamen farklilagir [7, 18]. Rudimenter bezler
tek katli silindirik epitel ile doseli s1g c¢ikintilar olarak gelisir. Bezler 18.haftaya kadar
endometriyal stroma iginde uzar ve dallanir [31]. Epitelin altinda yer alan uterus stromasi ve
miyometriyum tabakasinin diiz kaslar1 ise paramezonefrik kanallar1 ¢evreleyen splanknik
mezodermden koken alir [7, 32]. Genis ligamentin tabakalar1 arasinda yer alan mezenkim
cogalir, farklanir ve gevsek bag dokusu ve diiz kastan olusan perimetriyumu meydana getirir
[13].

2.2. Uterus Anatomisi

Uterus rektumun 6niinde, mesanenin arkasinda vajinanin iist kisminda medial olarak yer
alan, pelvik kavitenin tabanina yakin olarak konumlanmis armut seklinde, i¢i bos, kalin
duvarli ve kasli bir organdir. Uterusun sekli ve konumu gebelik sirasinda énemli dl¢iide
degisse de, gebe olmayan durumda yaklasik 7 cm uzunlugunda, 5 cm genigliginde ve 2,5
cm ¢apinda olup, ortalama 60 g agirligindadir [33, 34]. Uterus, anatomik ve fonksiyonel
olarak corpus uteri ve cervix uteri olmak tizere iki pargadan olusur. Corpus uteri, uterusun
ust Ucte ikisini meydana getiren boliimii olup fundus uteri ve isthmus uteri’den olusur [35].
Tuba uterina’larin corpus uteriye her iki lateral taraftan giris yaptig1 bolge cornu uteri’dir ve
bu boélgenin iist kisminda kubbe seklinde olan fundus uteri yer alir [36]. Fundus uteri’nin 6n

ve arka yiizii peritonla tamamen oOrtiilii olup ince bagirsak kivrimlarina komsudur [37].



Uterusun corpus uteri ve cervix uteri’yi birlestiren daralmis kisimi isthmus uteridir ve
yaklasik 1 cm uzunlugundadir [35]. Isthmus uteri ve cervix uteri’nin birlesme yerinde
bulunan ag¢ikliga ise internal os denir [38]. Corpus uteri’nin ortasinda bulunan bosluk cavitas
uteri olarak isimlendirilmis olup, koronal diizlemde ii¢gen seklindedir ve taban kismi fundus
uteri’ye, tepesi ise canalis cervicis uteri’ye yonelmistir. Yaklasik 6 cm uzunlugundadir. On
koselerine tuba uterinalar acgilir ve acildiklar1 bolgedeki deliklere ostium uterinum tubae
uterinae denir [39, 40]. Normal durumda bir yetiskinde uterus anteversiyon ve antefleksiyon
durumundadir. Mesane bosken cervix uterinin, vagina ile dik bir a¢1 olusturmasina uterusun
anteversiyonu, corpus uteri’nin cervix uteri iizerine dogru egik pozisyonda olmasina ise

uterusun antefleksiyonu denir [38, 41].

Corpus uteri’nin mesaneye komsu olan 6n yiizii fascies vesicalis olarak isimlendirilir ve bu
yiiz, isthmus uteri’ye kadar periton ile ortiiliidiir. Isthmus uteri’de periton mesane iizerine
atlar ve iki organ arasinda excavatio vesicouterina ad1 verilen s1g bir kese olusturur [39, 42].
Uterusun ince bagirsaklarla komsu olan arka yiizeyine ise fascies intestinalis denir. Peritonla
ortiiliidiir ve vaginanin arka yiiziiniin iistiinii boliimiinii de orttiikten sonra rektuma gecerek
uterus ile arasinda bir ¢ikmaz olusturur [37]. Uterus’un alt ve vaginanin iist-arka kismiyla
rektum arasinda olusan bu ¢ikmaza excavatio rectouterina (Douglas ¢ikmazi), bu ¢ikmazi
olusturan plikaya da plica rectouterina (Douglas plikas1) denilir. Douglas ¢ikmazi genellikle

ince bagirsak kivrimlarini igerir [39, 43].

Uterus’u iki periton yapragindan olusan periton kivrimlart veya fibroz dokudan meydana
gelen, ligamentum latum uteri (broad ligament), ligamentum teres uteri (round ligament),
lig. transversum cervicis (kardinal ligament), ligamentum ovarii proprium (utero-ovaryan
ligament), ligamentum pubocervicale (puboservikal ligament) ve ligamentum
sacrocervicale (uterosakral ligament), gibi pek ¢ok ligament tarafindan desteklenir [44]. Lig.
latum uteri, uterusun lateral kenarlarindan pelvik lateral duvarlara uzanan, iki periton
yapragindan olusan kivrimdir. Mesosalpinx, mesovaryum ve mesometriyum olmak Gzere g
kisimdan olusur [44, 45]. Mesosalpinx, lig.latum uteri’nin superior serbest kismudir.
Medialde, ligamentum ovarii proprium’a (ovaryan ligament), superiorda tuba uterina’ya ve
lateralde ligamentum suspensorium ovarii’ye baglanir. Mezonefrik kanallarin kalintilart
olan epoophoron ve paroophoron mesosalpinxde yer alir Ayrica uterin ve ovaryan damarlar
arasindaki anastomozlar1 da cevreler [45, 46]. Mesovaryum, lig. latum uteri’nin en kiigiik

pargasi olup, ovaryumlara baglanan posterior uzantisidir [35]. Mesometriyum ise lig. latum



uteri’nin en genis parcasi olup, corpus uteri’den lig. ovarii proprium’a kadar uzanir. Lig.
teres uteri ayni zamanda, uterus arteri ve venini, ovaryumun asici ligamenti olan ovaryum
arteri, veni, sinir pleksusu ve lenf damarlarin1 iceren ligamentum suspensorium ovarii’yi
(infundibulopelvik ligament), pelvik iireterin alt parcasini, serviksin supravjinal kismini
mesaneden ayiran fibroz bag dokusu yapisindaki parametriyumu, uterovaginal pleksusun bir

pargasi olan Frankenhauser gangliyonunu, uterin lenf damarlarini igerir [40, 46].

Lig. teres uteri, lig. latum uteri’nin iki yapragi arasinda cornu uteri’nin dis kismindan 6ne ve
laterale dogru uzanan, embriyonik gubernakulumun bir kalintis1 olup lig. ovarii proprium
ile devamlilik gosterir [47, 48]. Derin inguinal halkadan canalis inguinalis’den gecerek
labium majus’un bag dokusunda sonlanir [44, 48]. Corpus uteri’den gelen lenfatikler,
yizeysel inguinal diigiim grubuna ulagsmak i¢in iginden geger [37, 48]. Ayrica, uterin arterin
bir dali olan Sampson arteri de bu ligamentin i¢inde bulunur [34]. Morfolojik olarak lig.
teres uteri’nin devami olan lig. ovarii proprium, ovaryumlar1 uterusa baglayan ligamenttir
ve lig. latum uteri’nin katmanlar1 arasinda uzanan fibromiiskiiler kord benzeri bir yapidadir
[43, 46]. Ovaryumun i¢ kutuplarindan yukari ve ice dogru gegerek tuba uterinalarin tutunma

seviyesinin altinda arkada cornu uteriye ulasir [48].

Lig transversum cervicis, lig. pubocervicale ve lig. sacrocervicale uterusu tasiyan ti¢ 6nemli
ligamenttir ve uterusa pasif destek saglar. Aktif destek ise diyafram tarafindan saglanir [35,
44]. Lig. transversum cervicis (Mackenrodt ligamenti), cervix uteri’den pelvisin lateral
duvarlarina uzanan ve vajinanin iist kismina yapisan, lig. latum uteri’nin tabaninda bulunan
parametriyumun kalinlagsmasi olup, uterusun pasif desteginde onemli rol oynayan bir
ligamenttir [40, 43]. Esas olarak perivaskiiler bag dokusundan olusur [49] Internal iliak
arterin yakininda tutunarak, uterus ve vajinayi besleyen damarlari ¢evreler. Uterin arter,
uterus’a giderken bu ligamentin iginden gecer ve burada Ureteri Ustten caprazlar [40, 50].
Lig. pubocervicale, cervix uteri’yi pubis kemiginin arka yiiziine asan siki bag dokusundan
olusan ligamenttir [40, 43]. Lig. sacrocervicale ise uterusu cervix uteri seviyesinde sakruma
baglar ve fibromiiskiiler yapida bir ligamenttir [36, 39]. Bu ligamentler bag dokusu, kiigiik

damar demetleri ve otonom sinirlerden ve bir miktar diiz kastan olusur [51].

Uterus esas olarak, internal iliak arterin anterior boliimiiniin bir dali olan a.uterina ve kismen
de abdominal aortanin dali olan a.ovarica tarafindan beslenir [39, 44]. A. uterina, lig. latum

uteri’nin tabanindan, medial olarak cervix uteri’ye dogru uzanarak seyri sirasinda lateralde



Ureteri caprazlayarak gecer ve burada lireter, vajina ve servikse giden alt dallara ayrilir [52].
Isthmus seviyesinde servikal dal, a.vaginalis ile anastomoz yapar [53]. A. uterina’nin ¢ikan
dali ise corpus uteri’nin boyunca her iki tarafta da devam eder ve organin orta hattinda
birbiriyle anastomoz yapan, aa. arcuatae anteriores ve posteriores adi verilen arterlere ayrilir
[52]. Bu arterler miyometriyum tabakasini besler ve endometriyuma uzanan rami radiales’i
verir [39]. Rami radies’in dallari, mukozada bulunan ve endometriyal siklusdan morfolojik
olarak etkilenen spiral dallari rr. helicini uterinae’lere ayrilir [37, 40]. A. uterina’nin ¢ikan
dal1 ayrica uterusun siiperolateral agisinda laterale dogru donerek, tuba uterina ve ovaryuma
dallar gonderir [52] A. uterina’nin tubal dallar1 tuba uterina’y1 beslerken, ovaryan dali ise a.
ovarica ile anastomoz yaparak sonlanir [39, 52]. Uterus venleri genellikle kendi arterlerine
eslik eder ve internal iliak venlere akar, ancak ayni zamanda pelvik pleksus yoluyla vajina

ve mesane venleriyle de iliski kurar [41].

Uterus’un lenf damarlar1 birkag yol izler. Fundus uteri’nin ve corpus uteri’nin {ist kismindan
gelen lenf damarlarinin ¢ogu, ovaryum damarlari boyunca sirasiyla pre-aortik, para-aortik,
eksternal iliak ve yilzeysel inguinal lenf diigiimlerine bosalirken, corpus uteri’nin alt
kismindan gelen lenf damarlari ise lig. latum uteri yoluyla eksternal iliak lenf diigiimlerine
bosalir [52, 54]. Cervix uteri’nin lenf drenaji ise, eksternal, internal iliak lenf diigiimlerine
ve ayrica uterosakral ligamentler boyunca sakral lenf diigiimlerine dogru olur [54].
Uterus’un mukozal tabakasi olan endometriyum, bazal tabakada bulunan lenf damarlariyla
beslenir. Endometriyumun bazal tabakasindan gelen lenf damarlari, subserozal pleksusa
ulasmak i¢in kan damarlartyla yakin iliski i¢inde miyometriyumdan gecerler [37].
Miyometriyumda ise lenf damarlarinin sayisi serozal ylizeye dogru artar ve hemen altinda

bol miktarda lenf pleksusu olusturur [34].

Uterus’un sinirleri lig. latum uteri i¢inde yer alan ve inferior hipogastrik pleksus’dan
tiirevlenen, uterovaginal pleksus’dan gelir ve icinde Frankenhauser gangliyonu olarak
isimlendirilen bir gangliyon bulunur [35, 40]. Uterus ayrica sempatik ve parasempatik lifler
acisindan zengindir. Sempatik lifler, medulla spinalisin T12-L2 segmentlerinden gelir ve
corpus uteri’nin vazokonstriksiyona ve kasilmaya, S2-S4 segmentlerinden gesen
parasempatik lifler ise corpus uteri’de vazodilatasyona ve gevsemeye neden olur [40, 52].
Agr1, corpus uteri’den sempatik lifler araciligiyla, serviks uteri’den de pelvik splanknik

sinirler araciligiyla taginir [52].



2.3. Uterus Histolojisi

Uterus’un duvari histolojik olarak, organin dis kismindan liimenine dogru perimetriyum
(tunika seroza/adventisya), miyometriyum (tunika muskularis) ve endometriyum (tunika
mukoza) olmak Uzere U¢ tabakadan meydana gelir. Perimetriyum, uterusun anteriyor
boliminiin bir kismini, posteriyor yilizeyinin ise tamamini kaplar ve burada tunika seroza
Ozelligindedir [55]. Tunika seroza, tek katli yassi epitelden olusan mezotel tabakasi ve
altinda elastik liflerden zengin ince bir gevsek bag dokusu tabakasindan meydana gelir.
Uterus’un geri kalan anteriyor ylzeyi bag dokusu 6zelliginde olan tunika adventisya ile
kaplidir [55, 56]. Uterus’un en kalin tabakasi olan miyometrium, vendz pleksuslar ve lenf
damarlarini i¢eren, bag dokusu lifleri ile birbirinden ayrilmis diiz kas liflerinden olusur [57].
Miyometriyum, birbirinden net smirlarla ayirt edilemeyen ve rutin histolojik kesitlerde

rasgele diizenlenmis gibi goriinen, ti¢ diiz kas tabakasindan meydana gelir [55, 58].

Orta kas tabakasi, en kalin tabaka olup dairesel olarak diizenlemis diiz kas liflerinden
olusmaktadir ve bu tabaka arkuat arterleri barindiran, kan damarlarindan zengin bir tabaka
oldugundan stratum vaskiilare olarak da isimlendirilir [59]. Miyometriyumun i¢ ve dis diiz
kas tabakalar1 ise uzunlamasima (longitudinal) diizenlenmis diiz kas liflerini icermektedir
[60]. Bu tabakalar1 meydana getiren diiz kas hiicrelerinin boyut ve sayisi dstrojen diizeyleri
ile yakindan iliskilidir. Bu nedenle gebelik sirasinda yiiksek miktarlarda iiretilen ve
salgilanan Gstrojene yanit olarak diiz kas hiicrelerinde hipertrofi ve hiperplazi goriiliir [61].
Boylece gebelik sirasinda uterus biiylik Ol¢lide genisler ve diiz hiicrelerinin uzunlugu
yaklasik olarak 500 um’ye ulasir. Ayrica, bag dokusunda da artis meydana gelir. Gebeligin
ilerleyen donemlerinde ise fetiisiin biiyiimesinden dolay1 uterusun duvari gerilir ve gittikge
incelir [55]. Gebeligin sonlarina dogru, miyometriyumda bulunan diiz kas hiicreleri arasinda
cok sayida sik1 baglanti gelisir ve bu baglantilar dogum sirasinda kas hiicrelerinin koordineli
kasilmasina olanak saglar [59]. Dogum esnasinda kortikotropik hormonun etkisiyle
miyometriyum ve fetal membranlar prostaglandinleri Uretir, nérohipofizden oksitosin
hormonu salgilanir [62]. Béylece uterusun giiglii bir sekilde kasilmasi uyarilarak fetiisiin ve
daha sonra da plansetanin atilmasi saglanmis olur. Dogumdan sonra uterus hemen hemen
orijinal boyutuna geri doner ancak gebelik dncesine gore uterin kavite daha buyuk olup
miyometriyum daha kalindir. Baz1 diiz kas lifleri dejenere olsa da ¢ogu orijinal boyutlarina
geri doner [55]. Endometriyum, uterusun en i¢ tabakasi olup, organin liimenine komsudur.

Epitel ve lamina propria’dan meydana gelir. Epitel tek katli prizmatik epitel olup,
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mikrovilluslu salgi hiicreleri ve silli hiicreler olmak tizere iki tip hiicre igerir [63].Ylzey
epiteli derin invajinasyonlar yaparak lamina propria’ya dogru uzanan ¢ok sayida basit
tlbller yapidaki uterus bezlerini meydana getirir [63, 64]. Bez hiicreleri de yizey epiteline
benzer sekilde tek kath prizmatik epitel ile doselidir ancak daha az sayida silli hiicre igerir
[55]. Yiizey epitelinin hemen altinda yer alan lamina propria, endometriyal stroma olarak da
isimlendirilir ve mezenkimal bag dokusuna benzer [59]. Endometriyal stromada yildiz
sekilli, genis ve oval ¢ekirdekli hiicreleri, fibroblastlari, makrofajlari, lenfositleri ve graniiler
I0kositleri bulunur [56]. Retikiiler lifler ve hiicreler aras1 madde agisindan zengindir. Ayrica
tip 111 kollajen lifleri de icermektedir [62]. Endometriyumun Ugte ikisi ylzeyel bir tabaka
olan fonksiyonel tabaka (stratum fonksiyonale), Ucte biri ise miyometriyuma komsu olan
bazal tabaka (stratum bazale) olmak (izere yapisal ve fonksiyonel olarak iki ana tabakadan
olusur [63, 65]. Stratum fonksiyonale, Ostrojen ve progesterona yanit olarak ayda bir kez
menstruasyon sirasinda dokiiliir ve yenilenir [59, 66]. Stratum bazale ovaryum
hormonlarindan etkilenmez ve menstruasyon sirasinda korunur [61]. Ancak menstruasyon
sirasinda dokiilen stratum fonksiyonale’nin yenilenmesi ic¢in bir hiicre kaynagi olarak
varligmi siirdiiriir [67]. Miyometriyumun orta tabakasinda bulunan arkuat arterler
endometriyum igerisine yalniz stratum bazale’yi besleyen diiz arterler ve daha ileriye
uzanarak stratum fonksiyonale’yi besleyen, progesterona duyarl spiral arterler olmak iizere
iki grup arter yollar [57]. Diiz arterler kisayken, spiral arterler ise uzun, kivrimli ve kalin
duvarhidir [68]. Spiral arterler, genislemis, ince duvarli pek ¢ok vaskiiler lakiinay1 igeren
kapiller pleksusu besleyen ¢ok sayida arteriyole dallanir [51]. Kapiller pleksus ise daha sonra
efferent venlere drene olur [69]. Diiz arterlerin ve spiral arterlerin proksimal kisimlari
degismezken, Ostrojen ve progesteronun etkisiyle spiral arterlerin distal kisimlar1 her

menstrual siklusta dejenerasyona ve sonrasinda rejenerasyona ugrar [55].

Bir kadmin tireme hayatt boyunca endometriyum ve miyometriyum, uterusun embriyo
implantasyonuna hazirlanmasi i¢in ovaryum dongiisiiniin evreleriyle iligkili olarak her ay
siklik degisikliklere ugrar [55, 67]. Bu degisikliklere menstrual siklus denir ve ortalama
olarak bir menstrual siklus stresinin 28 giin oldugu kabul edilir. Menstrual siklus proliferatif
(folliktler), sekretuar (luteal) ve menstruasyon evresi olmak tizere (i¢ evreden meydana gelir.
Proliferatif evre, menstrual kanamanin kesildigi 4. giinde baslar ve 14. giine kadar siirer [62].
Ovaryum follikiillerinden salgilanan dstrojenin kontrolii altinda stratum bazale’de bulunan
bez epiteli hiicrelerinin kalintilar1 ve stromal hiicreler cogalmaya baslar [56]. Bezlerin bazal

kisimlarinda bulunan hiicreler gog¢ eder ve yeni ylizey epitelini olusturur. Sekretuar evre igin
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gerekli olan sitoplazmik organellerin yan1 sira mikrovillus ve sil yapilarini kazanirlar [68].
Stromal hiicreler ise lamina propriyay1 yeniden yapilandirir ve ayrica glikojen biriktirirler
[59, 69]. Boylece stratum fonksiyonale yeniden olusturulur ve endometriyumun kalinligi
artmaya baslar [62]. Proliferasyon evresinin sonlarina dogru endometriyum kalinligi 2-3
mm’ye ulagir [66]. Uterus bezleri, proliferatif evrenin baslangicinda dar, ve neredeyse bos
olan limenleri ile duz tupler halindedir [57]. Ancak endometriyumun kalinlig1 arttikga bezler
uzar, ¢aplari artar ve kivrimli bir hal alirlar [58, 62]. Bezlerle es zamanli olarak spiral arterler
de stratum bazale’den uzayarak kivrilirlar ve endometriyumun yaklasik ticte ikilik kismina

kadar uzanirlar [56, 69].

Ovulasyon, menstrual siklusun 14-16. giinlerinde gergeklesir [70]. Ovulasyondan kisa bir
siire sonra, ovayumlardaki korpus luteum’dan salgilanan progesteronun kontrolii altinda
sekretuar evre baglar ve 28. giine kadar siirer [56, 63]. Progesteron’un etkisiyle uterus bezleri
uzar, genisler, kivrilarak tirbiison sekilli hale gelir [55, 57]. Menstrual siklusun 16. ginunde
glikoprotein ve glikojenden zengin olan mukoid karakterdeki salgi {irtinleri 6nce bez epiteli
hiicrelerinin bazal kisimlarinda birikmeye vakuoller halinde baslar ve hiicre ¢ekirdekleri
merkeze dogru yer degistirmeye baslar [68, 69]. Salgi iirlinlerinin miktar1 artar ve daha sonra
hiicrelerin apikal kisimlarima dogru yer degistirir, yuvarlaklasmis cekirdekler bazalde
lokalize olur [69, 70]. Salgi, hiicrelerin apikal kisimlarindan etrafi hiicre membrani ile gevrili
olacak sekilde yani apokrin tipte salgilama yoluyla bezin liimenine verilir [70]. Glikojen
bakimindan zengin olan bu salgi, implantasyonun gergeklesmesi halinde, plasenta
olusumundan 6nce embriyoyu besler ve gelisimini destekler [56, 62]. Uterus bezlerinin genis
liimenleri testere disi benzeri goriiniim kazanir ve salgi liriinleri doldugu i¢in kesecikli hale
gelir [55, 71]. Uterus bezlerine paralel seyreden spiral arterlerin boyu uzar, endometriyumun
yiieyine kadar uzanirlar ve daha fazla sarmal hale gelirler [55, 60]. Stromada vaskularitenin
artmasi, stromal ddem ve uterus bezlerinin artan glikojen salgilarinin bir sonucu olarak
endometriyum yaklasik 6-8 mm olacak sekilde maksimum kalinligina ulasir [61, 62, 71].
Sekretuar donemin sonunda stratum fonksiyonale hafif 6demli olan, yilizeye yakin ince ve
bezlerin diiz boyun kisimlarini igeren kompakt tabaka ve onun hemen altinda daha derin
yerlesimli yogun 6demli, lamina propria’nin bag dokusu ile sarili testere disi goriiniimlii
bezlerin kivrimli kisimlarini igeren spongiyoz tabaka olmak tizere, iki tabakali hale gelir [56,

72].
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Oosit’in fetilizasyonu ve embriyonik implantasyon gerceklesmezse, korpus luteum 10 giin
daha aktif olarak progesteron tretmeye devam eder ancak daha sonra kanda progesteron
diizeyleri azalmaya baglar [73]. Progesteron diizeylerindeki diismeye bagl olarak, stratum
fonksiyonele’ye kan desteginde degisiklikler meydana gelir [55]. Menstruasyondan
baslamadan Once, spiral arterlerin duvarlarinda aralikli olarak meydana gelen
kontraksiyonlar, stratum fonksyionale’nin oksijenlenmesini sekteye ugratir, lokal hipoksiye
sebep olan prostaglandinlerin sentezinde artis olur ve bu arterler iskemik hale gelir [57, 60].
Stratum bazale ise dogrudan diiz arterler tarafindan kanlandirilir ve menstrual evre sirasinda
korunur [59]. Spiral arterlerde meydana gelen bu degisikliklerle es zamanli olarak, bezlerin
salgilamasi durur, 16kositlerin invazyonu goriiliir, stromada 6dem azalir ve endometriyum
yiikseklik olarak biiziisiir [55, 62]. Yaklasik iki giin sonra spiral arterlerde uzun sureli
vazokonstriksyonlar1 takiben aniden meydana gelen vazodilatasyon sonucunda damar
duvarlarinda yirtilmalar olur ve kan stromaya akar [59, 74]. BOylece stratum fonksiyonale
endometriyumdan ayrilir ve bu tabakaya ait stroma ve epitel hiicrelerini igeren nekrotik
doku, kan ve vajinal akint1 uterus bosluguna menstrual akint1 ya da olarak mens atilir [55,
60, 66]. Menstrual siklusun 1. giinii baslar ve 4-5 gin strer ve endometriyum kalinligi
yaklasik 1 mm’ye iner [55, 67, 69]. Menstrual kanama periyodu boyunca yaklasik 35-50 mL

kan kaybedilir. Menstrual evreden sonra yeni bir menstrual siklus baslar.

2.4. Fertilizasyon ve Yariklanma

Disi ve erkek tireme hiicrelerinin (gametlerin) birbiriyle birlesip kaynagmasi anlamina gelen
fertilizasyon (d6llenme) sonucunda yarist anneden, diger yaris1 babadan gelen kromozom
kombinasyonuna sahip olan zigotu olusturur [7, 27]. Fertilizasyon, tek bir olaydan ¢ok
birbirini takip eden karmasik bir siireci ifade eder. Bu siire¢, spermin korona radiata
hiicrelerine penetre olmasiyla baslar, zona pellusida (ZP) ve oosit membranlarinin
gecilmesinden sonra anne ve babadan gelen kromozomlarin birbirine karismasiyla sona erer
[8, 75, 76]. Fertilizasyonun gergeklesmesi igin disi genital sistemde gelisen oosit ile erkek
genital sistemden gelen spermin ortak bir alana taginmasi gerekir.Ovulasyon esnasinda tuba
uterina’nin fimbriyalar1 ovaryumlara yaklasir ve ritmik olarak ovaryum ytizeyini stipirmeye
baslar. BOylece etrafinda bulunan kumulus hiicreleriyle birlikte oosit tuba uterina’ya alinir
[8]. Tuba uterina’nin duvarinda bulunan diiz kaslarin kontraksiyonlari ve sillerin hareketiyle
oosit, dollenmenin gergeklesecegi yer olan tuba uterina’nin ampulla bolgesine ulasir [77,

78]. Spermin taginmasi ise disi genital kanalda asidik bir ortam olan vajinanin iist kisminda
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baslar, bazik bir ortama sahip olan servikse gegis ile devam eder, uterus miyometriyumunun
diiz kaslarinin kasilmasiyla spermler utero-tubal bolgeye ulasir, tuba uterina’nin isthmus
bolgesinde kapasitasyonun tamamlanmasindan sonra oositle karsilasacaklar1 yer olan tuba
uterina’nin ampulla bolgesinde sonlanir [65, 73]. Kapasitasyonunu tamamlamis spermin
geemesi gereken korona radiata, zona pellusida ve oosit membrani olmak tizere ii¢ bariyer
bulunmaktadir. Yalmizca kapasitasyonunu tamamlamis olan spermler bu bariyerleri

gecebilir.

Sperm, oositle karsilastiginda ilk olarak oositi ¢evreleyen, radyal diizenlenim gosteren ve
yuksek miktarda hiyaluronik asit icerigine sahip hiicreler aras1 madde i¢eren korona radiata
hicreleriyle temas eder [8, 75]. Sperm basindan salgilanan hyaliironidaz enzimi, 00sit
etrafindaki korona radiata hiicrelerini uzaklastirir ve bu hiicreler arasindan spermiyuma yol
acmay1 saglar [7]. Ayrica spermlerin Kuyruk hareketleri ve tuba uterina mukozasindan
kaynaklanan enzimlerin de korona radiata’y1 asmada etkili oldugu disiiniilmektedir [13].
Korona radiata’y1 gecen sperm, zona pellusida ZP1, ZP2 ve ZP3 glikoproteinlerinden ZP3’e
baglanir [73]. Boylece sperm plazma membrani ile dis akrozomal membran birlesir, basta
akrozin olmak (zere sperm basindan salinan ndraminidaz, asit proteinaz, arilstlfataz,
kollajenaz, esteraz, beta galaktozidaz, beta glukronidaz, hyalurinidaz, fosfolipaz c, tripsin
benzeri madde gibi akrozomal enzimler sperm basi ¢evresinde bulunan bolgeden zona
pellusida’y1 eriterek spermin gegmesini saglar ve bu olaya akrozomal reaksiyon adi verilir
[13, 79, 80]. Sperm zona pellusida’y1 gecerek perivitellin araliga ulastiginda, sperm basinin
arka kismini ¢evreleyen membran ve oosit membraninin birlesmesi (flizyonu) gergeklesir
[81]. Membranlarin fiizyonu igin sperm membraninda bulunan Fertilin-p, izumo-1 ve oosit
membraninda bulunan CD9 ve a6B1proteinlerinin etkilesimleri 6nemli rol oynar [82-85].
Sperm bas1 ve kuyrugu oosit sitoplazmasina girerken membrani disarda oosit membranina
bagli olarak kalir [13, 79]. Boyun kisminda bulunan mitokondriler oosite girerler ancak

zigotun islevsel mitokondri birimine dahil olmazlar [79].

Spermin oositin membranina temas etmesiyle oolemmanin depolarizasyonu oosite birden
fazla spermin girmesini yani polispermiyi engelleyen hizli ve gegici bir elektriksel blok
olusturur [27, 55]. Ayrica zona pellusida’nin yapisinda da degisiklik meydana gelir.
Sekonder oositin oolemmasinin hemen altinda yer alan kortikal graniiller yilizeye dogru
hareket ederek oolemma ile kaynasir ve bu graniillerden lizozomal enzimler, perivitellin

araliga salgilanarak zona pellusida’da bulunan sperm reseptor molekiillerini hidrolize eder,
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bu olaya zona reaksiyonu denir [27, 55, 62]. Boylece polispermiye karsi ikincil olarak bir

hizli polispermi blogu olusturulur [73].

Sekonder oosit, spermin sitoplazmasi i¢ine girmesine kortikal ve zona reaksiyonlari ile
cevap vermesinin yani sira ikinci mayoz boliinmeyi tamamlar ve bunun sonucunda hemen
hemen hig sitoplazmaya sahip olmayan, perivitellin araliga atilan, ikinci polar cisim ve olgun
(mattir) oosit olmak tizere iki hiicre meydana gelir [27, 59]. Ayrica oositin aktivasyonu
gerceklesir, solunum zincir reaksiyonlari ve metabolizmasi hizlanir [79]. Bu degisiklige
sebep olan mekanizma mekanizma anlasilmamis olmamasina ragmen, hiicre i¢i kalsiyum

iyonlarinin saliminin olaylarin baglamasina neden oldugu diisiiniilmektedir [65].

Olgun oositin kromozomlar1 (22+X), disi proniikleusu olusturacak sekilde vezikiiler
cekirdekte yeniden diizenlenir [27]. Oosit sitoplazmasi i¢indeki spermin basi, orta parga ve
kuyruktan ayrilir [80]. Sperm c¢ekirdeginde bulunan kromatinin sikica paketlenmesini
saglayan protaminler ortadan kalidirilmasindan sonra kromatin gevseyerek cekirdek iginde
yayilir ve sismis cekirdek erkek proniikleusu meydana getirir [79]. Haploid (n) sayida
kromozom igeren disi ve erkek proniikleuslar biliylimeleri sirasinda DNA miktarin1 ve
kromatidlerini iki katina ¢ikarirlar [13]. Bdylece her bir pronlkleusda iki kromatid bulunur
[27, 80]. Bunu yapmadiklar1 takdirde iki hiicreli olan zigotun her bir hiicresi, normalde sahip

olmasi gereken DNA miktarinin yalnizca yarisina sahip olacaktir [27, 81].

Proniikleuslar birbirlerine yaklasirlar ve cekirdek membranlar1 yikilir. Iki ¢ekirdegin
kromozomlar1 birbirine karisarak zigotu meydana getirir [7]. Daha sonra kromozomlar
kendilerini ortak bir mitotik mekikte hizalarlar [55, 81]. Anne ve babadan gelen
kromozomlar (23 ¢ift) sentromerlerinden uzunlamasina ayrilarak olusan yavru kromotidler,
kars1 kutuplara dogru kayar, hiicre yiizeyinde bir yarik meydana gelir ve iki hiicre olusur
[27]. Fertilizasyon sonucunda; sekonder oosit ikinci mayoz bolinmeyi tamamlar,
kromozomlarin diploid sayisinin restorasyonu gerceklesir, embriyonun kromozomal
cinsiyeti belirlenir, zigotun mitotik boliinmesi baglatilir, embriyo polaritesinin ve ¢ift tarafli

simetrisi belirlenir ve genetik ¢esitlilik saglanir [27, 80].

Fertilizasyondan 24 saat sonra olusan zigotun, hizli bir sekilde art arda tekrarlanan mitotik
boliinmeler gegirerek artan sayida daha kiigiik hacimli hiicreler olusturmasi surecine

yariklanma denir [14]. Yariklanma sonucu olusan her bir hiicreye ise blastomer adi verilir
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ve yariklanma, zona pellusida ile ¢evrili olan zigot, tuba uterina’dan gegerek uterin kaviteye
dogru hareket ederken devam eder [7, 86]. Ugiincii yariklanmanin tamamlanmasindan sonra,
8 hicreli evrede blastomerler birbirleriyle daha siki bir temasa gecerek, kompakt bir hiicre
toplulugu meydana getirirler [27]. Bu olaya kompaksiyon adi verilen bu yeniden
diizenlenme, E-kadherin-katenin kompleksini igeren hiicre adezyon glikoproteinleri aracilik
eder [86]. Ferilizasyondan ii¢ giin sonra yeniden yariklanan zigot, 16 hiicreli dut benzeri bir

goriiniim alarak morula’ya doniisiir ve hala zona pellusida ile ¢evrilidir [27, 80].

2.5. Blastosist Olusumu ve Implantasyon

Morula, fertilizasyondan yaklasik 4 giin sonra uterin kaviteye ulastiginda dis kisimda
bulunan blastomerlerde yer alan Na® K*-ATPaz (sodyum potasyum ATPaz) transport
sistemi tarafindan uterusdan aktarilan, Na® (sodyum) ve su igeren sivinin zigotun i¢
boliimlerine tasinmasiyla icinde blastosel veya blastosist boslugu adi verilen bir bosluk
olusmaya baslar [7, 13, 79]. Embriyonik gelisimin bu asamasindaki embriyo blastosist adini
alir [27]. Morula’nin merkezindeki blastomerler i¢ hiicre kitlesini, bunlarin etrafinda
bulunanlar ise dis hiicre kitlesini meydana getirir [8]. D1s hiicre kitlesindeki hiicreler daha
sonra plasentay1 olusturacak olan trofoblasta farklanirken, i¢ hiicre kitlesindeki hiicreler ise
ileride embriyonik dokular1 meydana getirecek olan embriyoblasta farklanir [70].
Blastosist’in i¢ hiicre kitlesinin bagli bulundugu tarafa embriyonik kutup, karsi tarafina ise
abembriyonik kutup adi verilir [76]. Embriyo implantasyonu embriyonik kutup tarafinda
bulunan trofoblastlar tarafindan gerceklestirilir [7]. Blastosist yaklasik 2 giin boyunca uterus
salgilarinin i¢inde yiizer ve boyutlar1 da artmaya devam eder. Fertilizasyondan 4 gilin sonra
incelmeye baslamis olan zona pellusida, fertilizasyondan sonra 5. gunde dejenere olarak
kaybolur [80]. Zona pellusidanin uzaklastirilmasi, trofoblastlardan salgilanan tripsin-benzeri
bir enzim ile zonada acilan bir delik sayesinde meydana gelir ve blastosist bu delikten disar1
cikar [79]. Eger zona pellusida’nin uzaklastirilmasi basarisiz olursa embriyo uterus epiteline

implante olamaz [60].

Implantasyon, embriyonun uterusun endometriyal yiizeyine tutunmasi, uterus epiteli ve
ardindan plasentay1 olusturmak i¢in maternal dolasimi invaze etmesi siireci olarak tanimlanir
[87]. Endometriyumun blastosisti kabul edebilme yetenegi (reseptivite), “implantasyon
penceresi” olarak bilinen smirli bir zaman araliginda meydana gelebilmektedir [88, 89].

Implantasyon penceresi, 28 giinlilk normal menstrual déngiiniin 20-24. giinlerine karsilik
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gelen veya luteinize edici hormon (LH) pikinden sonraki 5-10 giin ile sinirlidir [90]. Bu sure
boyunca, ovaryum steroid hormonlar1 tarafindan baslatilan dogru bir morfolojik ve
fonksiyonel duruma sahip oldugu goz oniine alindiginda, insan endometriyumu blastosist
tutunmasi i¢in hazirlanir [91]. Basarili implantasyon, reseptif bir endometrium, blastosist
gelisim asamasinda normal ve fonksiyonel bir embriyo, maternal ve embriyonik dokular

arasinda senkronize bir diyalog gerektirir [92].

Implantasyon, ovulasyondan yaklasik 9 giin sonra, 6 ile 12 giin arasinda gergeklesir ve
apozisyon, adezyon (baglanma) ve invazyon (penetrasyon) olmak iizere {i¢ farkli agsamaya
ayrilir [2, 93]. Zona pellusidasindan ayrilmis olan blastosist implantasyon igin uygun yeri
secerek bu bolgeye dogru yakinlasmaya baslar [92]. Trofoblast hiicrelerinde ifade edilen L-
selektin ile uterusda ifade edilen oligosakkarit ligandlar1 arasindaki etkilesimin,
implantasyondaki ilk adimi olusturabilecegi diisiiniilmektedir [94]. Beyaz kan hicrelerinde
ifade edilen L-selektin, bu hicrelerin endotelden dokulara gegmeden 6nce endotel boyunca
yuvarlanarak endotele sikica tutunmasimi saglar [95]. Embriyonun uterus yilizeyine
apozisyonu bu nedenle 16kositlerin yuvarlanma davranisina benzer [94]. Bununla birlikte,
apozisyon, trofoektodermin, kayma gerilimine kars1 kararsiz olan uterus epiteli ile yalnizca
zayif bir etkilesimidir. Apozisyon geri doniisiimliidiir, dolayisiyla blastosistin uterusta
yeniden konumlandirilmasina izin verir [96, 97]. Ayrica apozisyon sirasinda uterus liimen
epiteli mikrovilluslarin1 kaybeder ve apikal yiizeyinde pinopodlar olarak adlandirilan ¢ok
sayida, genis ve diiz kiicik c¢ikinti gelisir ve trofoblast yuzeyindeki mikrovilluslar
aracili@iyla blastosist ile i¢ i¢ce geger [98-100]. Pinopod olusumu progesterona hormonuna
bagimlidir ve menstrual siklusun sekretuar fazinda bu homonun seviyesinin yukselmesiyle

pinopodlarin ortaya ¢ikisi arasindaki iliski literatiirde belirtilmistir [101, 102].

Apozisyonda endometriyumdan ve embriyodan es zamanli olarak ¢ok sayida sitokinler ve
biiyiime faktorii salinir [92]. Implantasyonda rol oynayan dénemli bir sitokin olan LIF
(Losemi inhibitor faktor), strojen etkisinin ana aracist olan IL-6 (Interlokin-6) sitokin
ailesinin bir liyesi olup, endometriyumda ifadesi embriyonun endometriyumu tanimasi igin
bir mesaj 6zelligi tasir [87, 103]. Ayrica embriyo invazyonuna karsi bir bariyer gorevi goren
hlicre-hiicre baglanti molekiillerinin de asagi yonde diizenlenmesi yoluyla uterus limen
epitelini proliferatif durumdan farklilasmis bir duruma ge¢mesini saglar [87]. HB-EGF
(Heparin-baglayan EGF benzeri biiylime faktorii), implantasyon sirasinda embriyo ve uterus

etkilesiminin erken doneminde aracilik yapan bir bitylime faktoriidiir [92]. Cozuntr blytime



17

faktoriini serbest birakmak iizere islenebilen bir transmembran proteini olarak sentezlenir
ve her iki form da blastosisti, bir jukstakrin yapigma faktorii olarak blastosist yiizeyinde ifade
edilen EGF (Epidermal biyime faktorll) reseptor ailesi araciligiyla etkiler [104]. Ayrica
blastosist bilyiimesini ve blastosistin zona pellusida’dan ¢ikmasini da destekler [105]. Ifadesi

pinopodlarla es zamanli olup, reseptif uterus epitelinde maksimum diizeydedir [106].

Implantasyonun bir sonraki asamasi olan adezyonda blastosist ve uterus epiteli arasinda
fiziksel etkilesim artmistir ve stabil baglanma gergeklesir. Stabil baglanmaya blastosist
trofoektodermi ve endometriyal limen epitelinde ifade edilen hiicre adezyon molekulleri
(integrinler, kadherinler ve immiinoglobulinler) aracilik eder [107, 108]. integrinler, o ve B
olmak tizere iki alt birimden olusan ve hiicre ylizeyi reseptorleri olarak gdrev yapan
transmembran glikoproteinlerdir. Menstrual donglye 6zgu olan integrinler endometriyumda
luteal fazin ortalarinda ifadeleri artar ve implantasyon penceresinin dnemli bir belirteci
olarak kabul edilirler [109]. Implantasyon penceresinde integrin ifadesi eksikliginin,
kadinlarda aciklanamayan infertiliteye neden olabilecegi One siirilmistir [110].
Kadherinler, kalsiyum bagimli hiicre-hiicre adezyon mekanizmasinda yer alan bir
glikoprotein ailesi olup hem trofoblastlarda hem de endometriyal epitelde E-kadherin varligi,
bu glikoproteinin ilk adezyon siirecinde onemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir
[111, 112]. Ig siiper ailesi iiyeleri, homofilik veya heterofilik baglanma 6zelligiyle hiicre-
hlicre adezyonuna aracilik eder [92]. ICAM-1, integrinler icin bir ligand gérevi gorir ve
implantasyon surecinde endometriyal epite hiicrelerin apikal ylzeylerinde ifade edilir [113,
114].

Implantasyonun son asamas1 olan invazyonda amag kiigiik, yiiksek direncli damarlari biiyiik,
diisiik direngli damarlarla degistirerek, fetiis ve anne arasinda kan akisini stirdiirecek olan
maternal spiral arterleri yeniden yapilandirmaktir [87]. Blastosist, embriyoblastin bulundugu
embriyonik kutuptaki, trofoblastlarin oldugu bolgeden endometriyuma yapisir ve
trofoblastlar hizla gogalarak sitotrofoblast ve sinsityotrofoblast olmak tzere iki tabakaya
farklanir [7, 27]. Sinsityotrofoblastlar ile bitisik endometriyal epitel hiicreleri arasinda ince
kivrimlar gelismeye baslar ve bdylece endometriyal epitel hiicrelerinin bazal membran
bozulmaya baslar [115, 116]. Sonunda sinsityotrofoblastlar, endometriyal stromada bulunan
maternal spiral arterlerin duvarini yok ederek ve bu damarlar1 siniizoidal keselere doniistiiriir
[117]. Trofoblast invazyonu sirasinda ¢inko bagimli matriks metalloproteinaz (MMP)

ailesinin birer iiyesi olan ve uterus bazal membraninda bulunan tip IV kollajenin
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yikilmasindan sorumlu olan MMP-2 (Matriks metalloproteinaz-2) ve MMP-9 proteinazlar
onemli bir rol oynar [87, 118]. Gebeligin erken doneminde trofoblast hiicrelerinin bazal
membrani invazyon davraniglar1 kotii huylu timor hiicrelerine benzemektedir ancak timor
invazyonundan farkli olarak trofoblast invazyonunun uterusda sinirlandirilmasi ve kontrollii
olarak strdurtilmesi gerekir [87]. MMP'ler, metalloproteinazlarin endojen doku inhibitorleri
olan (TIMP) tarafindan diizenlenir ve MMP/TIMP oran1 genellikle hiicre dis1 matriks
yikiminin ve dokunun yeniden sekillenmesinin derecesini belirler [119]. Trofoblastik
invazyonundaki yetersizlikler, intrauterin buytme kisitlamasi ve preeklampsi gibi olumsuz

gebelik sonuglarina yol agar [120].

2.6. Desidualizasyon

Desdiualizasyon, endometriyumun stromal kompartimaninin gebelige uyum saglamak igin
gecirmesi gereken dontlisiimil ifade eder. Menstrual dongiiniin orta sekretuar fazi sirasinda
(implantasyon penceresinin baglangicinda, ovulasyon 6 giin sonra) Yyiksek progesteron
seviyelerinin bir sonucu olarak, endometriyumun {ist tigte ikilik kismindaki spiral arterleri
cevreleyen stromal hiicrelerle, bir embriyonun varligina veya yokluguna bakilmaksizin
baslar [121, 122]. Uterus stromasindaki uzamis, fibroblast benzeri mezenkimal hiicrelerin
yuvarlak, epiteloid benzeri hiicrelere yani desidual hiicrelere farklilasirlar. Desidual hiicreler
ince yapt diizeyinde incelendiginde, genislemis ve yuvarlak cekirdekler, cok sayida
cekirdekcik, salgi graniilleri, sitoplazmada birikim yapan glikojen ve lipid damlaciklart,
grandlli endoplazmik retikulum ve genislemis Golgi kompleksi igerdikleri goriilmiistir
[122, 123]. Bu hicrelerde gap junction tipi baglantilar buldugu da yine ince yap1 yine
diizeyinde izlenmistir [124]. Ayrica desidual hiicreler fibronektin, laminin, tip IV kollajen,
dekorin ve heparan siilfat gibi hiicreler aras1 matriks proteinlerini tiretirler [122, 125, 126].
Desidual hiicreler, trofoblastlar tarafindan salgilanan ve hiicreler aras1 matriksin yikiminda
rol oynayan MMP’lerin proteolitik aktivitelerini antagonize etmek ve endometriyumu
invaziv hasardan korumak igin TIMP'ler Uretir. Boylece trofoblastlarin invazyon kapsamini
smurlar [127].

Desidua, yar1 allojenik fetal-plasental birime karst immiin toleransin saglanmasinda
biitiinleyici bir rol oynar ve embriyoyu annenin bagisiklik sisteminden korur [128, 129].
Desidualize insan endometrial stromal hiicreleri, mikro ¢evreye katkida bulunur ve dogrudan

veya dolayli olarak immiin hiicre alimini, dagilimini ve islevini etkiler [129, 130] Gebeligin
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erken doneminde desiduada uNK (uterus dogal katil hiicresi)’lerinin sayisinda artig gézlenir
[131, 132]. Bu hiicreler, sekretuar faz sirasinda ve gebeligin erken déneminde desidual
dokuda bulunan I6kositlerin yaklasik %70’ini olusturur [131, 133]. Sitotoksik degildirler ve
gebeligin ilk ii¢ ayinda desidual dokunun yeniden sekillenmesi, anjiyogenez ve trofoblast

invazyonunun kontrolii olmak iizere immiin olmayan islevlere sahiptir [132].

Reaktif oksijen tiirevleri, normal hiicresel metabolizmada yer alir ve endometriyumdaki
hiicreler tarafindan siirekli olarak tiretilir [134]. Fetal-maternal arayiiz, gebelik sirasinda
oksijen geriliminde kapsamli degisikliklere maruz kalir ve ¢ok sayida hiicre ici reaktif
oksijen tlirevi olusumunu indiikler [135]. Desidual htcreler, insan endometriyal stromal
hlcrelerle karsilastirildiginda, oksidatif hasaria karsi oldukga direnglidir ve gebeligin bu

cevresel stres faktorlerine karsi korunmasini saglar [122, 136].

Desidual hiicreler, embriyonun blylmesi ve hayatta kalabilmesinde kritik bir dGneme sahip
olan endometriyal damar sisteminin yeniden sekillenmesini ve gelisimini destekler.
Endometriyumda anjiyogenezde onemli roller oynayan birka¢ anjiojenik faktor
tanimlanmustir [137-140]. Bu faktorler, VEGF, ANGPT’ler (Anjiyopoietin), fibroblast
blyume  faktorl, trombospondin, relaksin, adrenomedullin, prostaglandinler,
prokinetikinler, anjiyogenin ve stromal hiicre kaynakli faktor 1'dir [141-147]. VEGF,
fizyolojik ve patolojik vaskiiler yeniden sekillenmenin anahtar bir aracisidir [148-150].
Kadin cinsiyet hormonlarinin, insan endometriyal stromal hiicrelerinde VEGF mRNA ve
protein ifadesini diizenledigi gosterilmistir [151-153]. Anjiyopoietinler, endotel hiicrelerde
spesifik olarak ifade edilen bir reseptdr tirozin kinaz olan Tie2 igin ligand olarak
tamimlanmustir [154]. Anjiyopoietinler, endometriyumda anjiyogenez ve damar yeniden
sekillenmesinin destekleyen ikinci olarak 6nemli olan faktor olup VEGF ile etkilesime girer
[155]. Sonug olarak, gebelik boyunca devam eden desidualizasyon insan endometriyumunda
meydana gelen kritik ve dikkat ¢ekici olaylardan biridir. Bu siirecin bozulmasi infertilite,
tekrarlayan diisiikler ve utero-plasental bozukluklar olmak iizere gebelikte ¢esitli sorunlara

yol acar [156-158].
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2.7. D Vitamini
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Sekil 2.1. D vitamininin kimyasal yapisi.

D vitamini, klasik olarak kemik metabolizmas1 ve kalsiyum homoeostazindaki anahtar rolii
ile taninan bir sekosteroiddir. D vitamininin yaklasik %80-90"1 deride giines 1s1ginin neden
oldugu iiretimden kaynaklanir. Viicudun toplam D vitamininin kiigiik bir kismi da diyet
velveya takviyelerinden elde edilir [159]. D vitamini D2 ve D3 olmak (zere iki formda
bulunur. D2, maya sterolu ergosteroliin UV (ultraviyole) isinlarina maruz kalmasiyla elde
edilir ve gilinese maruz kalan mantarlarda dogal olarak bulunur ancak insanlar D2 vitaminini
uretemezler [160]. D3 vitamini ise, lanolinden, kolesterol yolaginda normal bir araci olan
ve ciltte bulunan, 7-dehidrokolesteroliin ultraviyole 1sinlarina maruz kalmasiyla uretilir. UV-
B radyasyonu, 7-dehidrokolesteroliin provitamin Ds’e doniismesine neden olur [161] Pro-
vitamin D3 ise kendiliginden kolekalsiferole (vitamin D3) izomerize olur [155]. D vitamini
(D2 ve D3 formlarinin her ikisi de) plazmada D vitamini baglayan proteine (DBP) baglanarak
ince bagirsaklarda enterositler tarafindan absorbe edildikten sonra, lenfatik sistem ve ventz
kana emilen silomikronlara iginde taginir [162]. Silomikronlar portal dolagim ile karacigere
ulagir ve burada yan zincirin C25 pozisyonunda 25-hidroksilaz enzimi (CYP2R1) ile
hidroksilasyona ugrar ve dolasimdaki baslica D vitamini tlrevi olan 25-hidroksivitamin D
(25 (OH)D) olusturulur [162, 163]. Daha sonra 25(OH)D bdobrekte distal tiibiillerde, 1a-
hidroksilaz (CYP27B1) enzimiyle aktif formu olan 1,25-dihidroksivitamin D3’e (1,
25(0H)2D3) doniistiriiliir [156]. 1, 25(0OH)2D3’tn bobrekte retimi, plazma paratiroid

hormonu seviyeleri, serum kalsiyum ve fosfor seviyeleri tarafindan siki bir sekilde
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diizenlenir [164-167]. Ayrica kemikten salgilanan fibroblast blyiime faktori - 23 (FGF-23),
1, 25(OH)2Ds3 sentezini baskilar [168]. Bobrek ve ince bagirsaklardaki kalsiyum ve fosforun
emilimi 1, 25(0OH)2Ds varliginda artar [165, 166, 169]. Hem 25 (OH)D hem de 1,
25(0H)2D3, 25-hidroksivitamin D-24-hidroksilaz (CYP24) enzimi tarafindan biyolojik
olarak inaktif ve suda ¢Oztinebilen Kkalsitroik asit halinde katabolize edilir ve safra yoluyla
atilir [165-167, 170]. 1,25(0OH)2Ds’tin aktifligi 25(OH)D’den birkag yiiz kat fazladir. Ancak
serum 25(OH)D diizeyi, 1,25(0OH)2Ds diizeyinden 1000 kat fazladir bu nedenle D vitamini

durumunu en iyi yansitan gosterge serum 25(OH)D diizeyidir [171].

2.7.1. Gebelikte D vitamini eksikligi

D vitamini eksikligi, yetersizligi ve normal diizeyleri i¢in uluslararasi ve ulusal literatiir,
iilkeler ve kuruluslar farkli degerler belirtmektedir. Ulkemizde ve Avrupa’da serum
25(0OH)D duzeylerinin 25 nmol/L’den diisiik olmast D vitamini eksikligi durumu olarak
kabul edilirken, Amerika’da Tip Enstitiisii’ne (IOM) gore ise 30 nmol/mL’den diigiik serum
25(0OH)D diizeyi D vitamini eksikligi olarak kabul edilmektedir [172-174]. Yakin zamanda
yapilan sistematik derlemede Amerikalilarin %64’iinde ve 59’unda, Avrupalilarin %57’inde
ve %23’linde gebelik sirasinda 50 ve 25 nmol/L’nin altindaki 25(OH)D konsantrasyonlarin
rapor edildigini gostermistir [175]. Ulkemizde ise gebelerde ve dogurganlik cagindaki
kadinlarda D vitamini eksikliginin %46-80 arasinda oldugu; bu yiiksek oranin yetersiz D
vitamini alimi ve yasam tarzina bagli olarak giinesin UV 1simiyla karsilagiimasinda
yetersizlik gibi nedenlerden kaynaklandigi belirtilmektedir [176-178]. Son 20 yilda D
vitamini eksikliginin anne ve bebegin ortak sorunu oldugu iizerinde durulmaktadir.
Gebelerde D vitamini eksikliginin; klinik gebelik ve canli dogum elde etme olasiliginda
azalma, erken spontan gebelik kayb1, erken dogum riski ve gebelik yasina gore kiiclik dogan
bebeklerde artisa neden oldugu bildirilmistir [179-185]. Cesitli incelemeler ve meta-
analizler, diisik serum 25(OH)D konsantrasyonlarinin gebelikte preeklampsi gibi
hipertansif bozukluklar, gestasyonel diyabet, ¢cocukluk ¢agi astimi, alerjik rinit, hiriltil
solunum ve solunum yolu enfeksiyonlar1 ve egzema i¢in de risk faktorii olusturdugu fikrini
desteklemektedir [186-191]. Ayrica, D vitamini durumunun beyin gelisimi, bilissel islev igin
onemli olabilecegini ve otizm spektrum bozukluklari riskini azaltabilecegini 6ne siiren bazi

aragtirmalar da bulunmaktadir ancak veriler kesin degildir [192-194].
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2. 8. Osteopontin

Osteopontin, agirligr 70 kDa olan, ilk olarak kemik matriksinden izole edilmis, salgilanan
glikozile bir fosfoproteindir ve adezyon proteini olarak siniflandirilir [195]. Ayn1 zamanda
bobrekler, gastrointestinal sistem sekresyonlari, meme, testis, uterus, plansenta, 16kositler ve
metastastik kanser hiicreleri tarafindan da ifade edilir [196-200]. Osteopontin’in amino asit
dizisinin analizi, hiicre yiizey reseptorlerine adezyonunda rol oynadigini gosteren, korunmus
bir arginin-glisin-aspartik asit (RGD) sekansiin varligini ortaya ¢ikarmistir [201]. RDG
bolgesi araciligiyla osteopontin hiicre adezyonunu, yayilmasini ve go¢linii desteklemek i¢in
avB3, avpl, avps, a4pl, aSPL, a8Bl ve a9P1 gibi bir¢ok farkli integrin reseptoriine
baglandig1 gosterilmistir [202-204]. Osteopontin normal fertil kadinlarda menstrual siklusun
proliferatif ve erken sekretuar fazi sirasinda diisiik konsantrasyonlarda ifade edilirken orta
ve ge¢ sekretuar fazda ifadesinin maksimum diizeye ulastigi mikrodizi taramasi ile
dogrulanmistir [205-207]. Bu proteinin mRNA’sinin endometriyumun yiizey epiteli, bez
epiteli ve sekresyonlarinda lokalize oldugu, uterus liimenine salgilandig1 ve implantasyon
penceresi sirasinda avB3 integrinle ayni anda epitelde ifade edilmesi edilmesi blastosist
adezyonunda rol oynadigini ve bununla birlikte osteopontin ifadesinin perivaskiiler stroma
hiicrelerin desiduallesmeye basladigi sekretuar evrenin sonunda arttigini da  ortaya
koymustur [207, 208]. Ayrica fare ve insan endometriyal stromal hicrelerinde
osteopontin’in &strojen ve progesteron tarafindan aktive edildigi de gosterilmistir [207, 209].
Osteopontin eksikligi olan fareler, diisiik gebelik oranina sahiptir ve fare endometriyal
stromal hiicrelerinde osteopontin’in yikilmasi, in vitro olarak trofoblast invazyonunda
kisitlamaya yol agmustir [209, 210]. Bu ¢alismalar osteopontin’in blastosist implantasyonu

ve desidualizasyonun diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir.

2.9. Matriks metalloproteinaz- 9 (MMP-9)

Matriks metalloproteinazlar, dokularin yeniden sekillendirilmesinde rol oynayan c¢inko
bagimli proteazlardir [55, 56]. Matriks metalloproteinazlar yaygin olarak kollajenazlar,
jelatinazlar, stromelisinler, matrilizinler, membran tip matriks metalloproteinazlar ve diger
matriks metalloproteinazlar olmak {izere substratlarina ve yapisal alanlarina gore
siiflandirilirlar [57]. MMP’ler, pro-MMP'leri olusturmak i¢in translasyon sirasinda sinyal
peptidinin ¢ikarildig1 pre-proMMP'ler olarak sentezlenir. Zimojen formdaki pro-MMP’lerin

aktivasyonu proteolitik bolinme yoluyla veya oksidasyonla tiyol grubunun modifiye
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edilmesiyle meydana gelir [58]. Genel olarak, matriks metalloproteinazlar ya hucrelerden
salgilanir ya da heparan siilfat glikozaminoglikanlar gibi proteoglikanlar tarafindan plazma
membrania sabitlenir [59]. MMP’ler bag dokusu, proinflamatuar fibroblastlar,
osteoblastlar, endotel hucreleri, vaskuler diiz kas hucreleri, makrofajlar, nétrofiller,
Iokositler ve sitotrofoblastlar ve uteroplansetal hiicreler olmak Uzere birden ¢ok doku ve
hiicre tarafindan iretilirler [60]. Kollajen ve elastin dahil olmak tzere hilcre dis1 matriksdeki
cesitli proteinleri yikarlar [57]. Normal gebelik sirasinda ekstravilloz trofoblastlar,
maksimum vazodilatasyonla embriyoya yeterli besin kaynagi saglamak icin maternal
desiduayi invaze eder ve spiral arterleri yeniden sekillendirir. Dolayisiyla desidual stromaya
trofoblast invazyonu hiicre dis1 matriks proteinlerinin MMP’ler gibi proteolitik enzimler
tarafindan parcalanmasini gerektir. Gebelik sirasinda trofoblastik ve desidual dokular
tarafindan tiretilen TIMP'ler aktive edilmis matriks metalloproteinazlar tizerinde engelleyici
bir etkiye sahiptir, bu nedenle asir1 trofoblast invazyonu smirlar [58]. Matriks
metalloproteinazlarin iiretimi ve TIMP’ler tarafindan inhibisyonu arasindaki denge normal
gebeligin siirdiirilmesinde 6nemlidir. Matriks metaolloproteinazlarin jelatinazlar sinifinda
bulunan MMP-9 (Jelatinaz B), menstrual dongii ve gebelik sirasinda endometriyal dokunun
yeniden sekillendirilmesinde rol oynar [61-63]. MMP-9, trofoblastlarda yuksek oranda ifade
edilir ve aktivitesi trofoblast hiicre invazivligi ile iliskilidir [64-67].

2.10. Vaskuler Endotel Buyime Faktort - A (VEGF-A)

VEGF, yeni kan damarlarinin gelismesi anlamina gelen anjiyogenez siirecinin ana aracisi
olan endotel hucreleri Gzerinde etki ederek bu hicrelerin, proliferasyonunu ve goécini
yonlendirir [211, 212]. Bu biiyiime faktorii kemik olusumu, hematopoez, yara iyilesmesi gibi
normal fizyolojik islevlerin yam sira tiimor gelisimi ve metastazi inflamatuar siiregler
(6rnegin; romatoid artrit), iskemi, preeklampsi gibi patolojik olaylarda da rol oynamaktadir
[212-217]. Vaskiler endotel biyume faktora ailesi, VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D
ve PIGF (plasental biiylime faktorii) olmak iizere bes tiyeden olusur ve bunlarin reseptorleri
(VEGFR1 ve VEGFR2), endometriyum ve diger dokularda vaskiiler biiyiime ve yeniden
sekillenmenin temel aracilaridir [218, 219]. VEGF'nin ana tipi olan VEGF-A'nin vaskiiler
gecirgenligi giiclendirdigi ve vazodilatasyonu indiikledigi bilinmektedir [220]. Ayrica
damar tonusunu diizenler, endotel hiicre apoptozunu baskilar, vaskiiler adezyonu, trombosit
agregasyonunu ve trombozu inhibe eder [221]. Bu o6zelliklerinin yani sira VEGF-A,

endometriyal reseptivite, embriyo ve plasenta gelisimindeki rolleriyle de iyi taninmaktadir
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[211]. Desidual anjiyogenez ve erken post-implantasyon doneminde damar sisteminin
korunmasi, normal gebelik gelisimi i¢in mutlak bir gerekliliktir. Yeni olusan desidual damar
sisteminin, plasenta islevsel olarak yetkin hale gelene kadar gelisen embriyo i¢in ilk degisim
aparati olarak hizmet ettigi disiiniilmektedir [222]. VEGF'den yoksun fareler, bozulmus
anjiyogenez ve vaskiilojenez nedeniyle gebeligin ortasindan 6nce 6liir [213, 223]. Ayrica in
situ hibridizasyon calismalar1 VEGF-A/VEGFR2 yolagina ait sinyal bilesenlerinin erken
post-implantasyon periyodu sirasinda desiduada ifade edildigini gostermektedir [224].
Dolayistyla, implantasyon ve plasenta olusumunun erken asamalarinda yeterli anjiyogenez
ve vaskiilogenezin saglanmasi icin VEGF-A ifadesi maternal desidua ve plasentada siki bir
sekilde diizenlenmektedir. Bu dengenin bozulmasi implantasyon basarisizligina ve gebelik

kaybina katkida bulunabilir.
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3. GEREC VE YONTEMLER
Calisma, Gazi Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu ‘nun G.U.ET-21.077 sayili
onayiyla, Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel Arastirma
Merkezi ‘nde gergeklestirildi. Calismada, 4 haftalik (70-90 g agirliginda), Sprague Dawley
albino cinsi 16 disi si¢an kullanildi. Sicanlar, rastgele 2 gruba ayrildi, 12 saat karanlhik/ 12

saat aydinlik dongiisiinde 22-24 °C sicaklikta igme suyuna serbest erisecek sekilde

barindirildi.
3.1. Deneysel Yontemler
3.1.1. Deney gruplari

Kontrol Grubu (n=6): 9 hafta boyunca D vitamini igerecek sekilde formiile edilmis standart

rat yemi ile beslendi Bu gruptaki denekler, standart aydinlatma (Ultraviyole B 15181 yayan
floresan aydinlatma) kosullar1 altinda ve 12 saat aydinlik-12 saat karanlik dongtide tutuldu.

Denekler ¢iftlesmenin tespit edilmesinden sonraki 8. giinde sakrifiye edildi.

D vitamini eksikligi olusturulan grup (n=10): 9 hafta boyunca D vitamini icermeyecek

sekilde formiile edilmis rat yemi ile beslendi. Ayrica bu gruptaki denekler, D vitamini
aktivasyonuna neden olan etki spektrumunda (290-315 nm dalga boyuna sahip) ultraviyole
B 1511 yaymayan akkor ampiillerin (200-500 liiks aydinlatma siddetine sahip) kullanildig:
aydinlatma ortaminda, standart 12 saat aydinlik-12 saat karanlik dongiide barindirildi. Bu

gruptaki denekler, ¢iftlesmenin tespit edilmesinden sonraki 8. giinde sakrifiye edildi.

3.1.2. Deneklerin 6strus sikluslarmin belirlenmesi

Deneklerden 6. haftanin bitiminden itibaren Ostrus sikluslarinin takip edilmesi i¢in amaciyla
vajinal smear 6rnekleri toplandi. Vajinal smear 6rnekleri her giin sabah ayni saatte (09.00-
10.00) serum fizyolojikle islatilan ekiivyon c¢ubugu yardimiyla alindi. Lamlar iizerine
yayilan smear ornekleri kurumadan zerlerine alkol igeren fiksatif sprey (Atom Scientific,
RRSP50/B) piiskiirtiilerek, yaymadaki hiicrelerin tespiti saglandi. Deneklerden bitiin yayma
ornekleri toplandiktan sonra havada kurutulan lamlar 2 dakika boyunca %96’lik alkol

cozeltisine bekletildi. Daha sonra 2 dakika boyunca distile suda yikandi ve g¢ekirdek
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boyamasi igin 1 dakika Harris Hematoksilen’e alindi. Akarsu 5 dakika boyunca boyanin
fazlasi giderildikten sonra 15 saniye %96’lik etanole daldirildi. Orange G boya ¢Ozeltisine
alinan preparatlar 4 dakika bu ¢ozeltide boyandiktan sonra tekrar %96’lik etanole alinarak
30 saniye bekletildi ve sonrasinda EAS50 boya ¢ozeltisine alinan 8 dakika boyunca boyandi.
Ornekler tekrar %96’lik etanole almarak 15 saniye bekletildikten sonra tekrar %96’lik
ctanole alinarak 30 saniye bekletildi. Son olarak 2’ser kez 30 dakika ksilende tutuldu ve
entellanla kapatildi (Tablo 1).

Boyanan Ornekler 151tk mikroskobu altinda incelenerek Ostrus siklusunun evreleri,
notrofillerin, keratinlesmemis (kornifiye olmamis) c¢ekirdekli epitel hiicrelerinin ve
cekirdeklerini kaybetmis kornifiye, epitel hiicrelerin vajinal yaymada bulunma sikligi,
boyanma ozellikleri ve dagilimlarina bakilarak degerlendirildikten sonra siniflandirma
yapilmustir. Notrofiller koyu bazolofilik, ¢ekirdekli kornifiye olmamis epitel hiicreleri agik
mavi, ¢ekirdeksiz kornifiye epitel hiicreleri ise kirmizi, pembe veya turuncu renkte boyanma
Ozelligi gostermistir. Notrofillerin bulunmadigi, ¢ekirdekli ve ¢ekirdeksiz kornifiye epitel
hiicrelerinin esit miktarlarda bulundugu yaymalar prodstrus, ntrofil icermeyen, ¢ekirdeksiz
kornifiye epitel hiicrelerinin ¢ekirdekli epitel hiicrelerinden sayica fazla oldugu yaymalar
ostrus, notrofiller, ¢ekirdekli ve ¢ekirdeksiz kornifiye epitel hiicrelerinin birlikte gortildigi
yaymalar metdstrus, ¢ok sayida nétrofil ve daha az miktarda gekirdekli ve gekirdeksiz epitel

hlcrelerinin goriildiigii yaymalar ise diostrus olarak degerlendirildi [225] (Resim 3.1).

Cizelge 3.1. Papanicolaou (PAP) boyama protokoli

PAPANICOLAOU (PAP) BOYAMA PROTOKOLU

Madde Siire
%96 Etanol 2 dakika
Distile Su 2 dakika
Harris Hematoksilen 1 dakika
Akar Su 5 dakika
%96 Etanol 15 saniye
Orange G6 ¢ozeltisi 4 dakika
%96 Etanol 30 saniye
EAS5Q ¢ozeltisi 8 dakika
%96 Etanol 15 saniye
%96 Etanol 1 dakika
Ksilen 30 dakika x 2 tekrar




Resim 3.1. Deneklerin = Ostrus siklus evrelerinin 151k mikroskobik gorintiileri. A)
Notrofillerin bulunmadigi, ¢ekirdekli ve ¢ekirdeksiz kornifiye epitel hiicrelerinin
esit miktarlarda bulundugu prodstrus evresi. B) notrofil icermeyen, ¢ekirdeksiz
kornifiye epitel hucrelerinin gekirdekli epitel hiicrelerinden sayica fazla oldugu
ostrus evresi. C) Notrofiller, cekirdekli ve cekirdeksiz kornifiye epitel
hiicrelerinin birlikte metdstrus evresi. D) Cok sayida nétrofil ike karakterize,
daha az miktarda cekirdekli ve gekirdeksiz epitel hiicrelerinin gorildigi didstrus
evresi (Papanicolaou, 100x).

3.1.3. Deneklerin katima alinmasi ve giftlesmenin kontrol edilmesi

Ostrus sikluslar1 takip edilen ve ostrusta oldugu belirlenen disi sicanlarmn yanma daha
onceden ciftlestigi ve yavru olusturdugu bilinen erkek sicanlar, disi/erkek orani 2/1 olacak
sekilde 24 saat siireyle katima alindi. Ertesi giin yeniden disi siganlardan vajinal smear
ornekleri alinarak PAP boyama yapildi ve smearlerde sperm varligina incelendi. Vajinal
smearlerinde sperm belirlenen ve makroskobik gézlemde vajinal plak olusturdugu izlenen

disi ratlar gebeligin 1. gilinlinde kabul edildi.
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3.1.4. implantasyon alanlarinin toplanmasi

Sicanlardan gebeligin 8. gliniinde, sakrifikasyondan 6nce D vitamini 6l¢timii i¢in kan alindu.
Implantasyon alanlarinin toplanmast i¢in uterus dokulari disseke edildi ve elde edilen alanlar
PCR analizi i¢in s1v1 nitrojene, histokimyasal analizler i¢in %10’luk ndétral formaldehite

alind1. Kontrol grubunda 6 denek, deney grubunda ise 9 denek gebe kaldi.
3.2. Histokimyasal Yontemler
3.2.1. Histokimyasal degerlendirme icin dokularin hazirlanmasi

Toplanan implantasyon alanlari, %10’luk nétral tamponlu (pH=7.4) formaldehitte tespit
edildi. Ardindan rutin 151k mikroskobik doku takibine alind1 ve elde takip edildi. Kisaca
implantasyon alanlar1 6nce artan konsantrasyonlarda alkollerden (%70, %80, %96 ve %100)
2 saat bekletilerek dehidratasyonlar1 saglandi. Seffaflandirma i¢in ksilolde 25 dakika
bekletildikten sonra yar1 yartya ksilol-parafin karisiminda 45 dakika tutularak dokular
parafine alistirildi. Daha sonra dokular parafinde 3 saat bekletildikten sonra gomme islemi

yapilarak bloklandi (Cizelge 3.2).

Cizelge 3.2. Doku takip protokol

MANUEL DOKU TAKiP PROSEDURU

Asama Madde Siire

Fiksasyon %10 notral tamponlu 24 saat
Formaldehit

Fiksatiften arindirma Akarsu 16 saat

Dehidratasyon %70 2 saat
%80 2 saat
%96 2 saat
%96 2 saat
%100 2 saat
%100 2 saat

Seffaflandirma Ksilol 25 dakika
Ksilol + Parafin karisgimi (%50- | 45 dakika
%50) etiivde
S1v1 parafin (etiivde) 3 saat

3.2.2. Hematoksilen eozin boyama

Parafin bloklardan 4-5um kalinliginda kesitler alindi1 ve deparafinizasyon i¢in 60°C’de
etlvde 1 saat bekletildi. Ardindan ikiser kez 15 dakika ksilene alinan dokular
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sefflandirildiktan sonra azalan alkol serilerinden (sirasiyla %100, %96, %80, %70 ve %50)
gecirildi ve akar suda 10 dakika boyunca yikandi. Kesitler, ¢ekirdek boyamasi i¢in 15 dakika
boyunca Harris Hematoksileninde bekletildi ve sonrasinda akar suda 10 dakika boyunca
yikama yapildi. Daha sonra lamlar %3’liik glasiyel asetik asit ¢ozeltisine alinarak 2-3 dip
yapild1 ve tekrar 10 dakika boyunca akar suda yikandi. Sitoplazma boyamasi i¢in kesitler 17
dakika stire ile Eozin ¢6zeltisine alindi. Boyanin fazlasinin giderilmesi amaciyla akar suda
tekrar yikama yapildi. Preparatlar daha sonra artan alkol serilerinde (sirasiyla %50, %70,
%80, %96 ve %100) 1-2 dakika bekletilerek hava kurutuldu ve ikiser kez 15 dakika ksilene
alinan dokular entellan ile kapatildi (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Hematoksilen-Eozin boyama protokoli

HEMATOKSILEN-EOZIN BOYAMA PROTOKOLU
Asama Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C etiiv 1 saat
Seffaflandirma 1. Ksilen 15 dakika
2. Ksilen 15 dakika
Dehidratasyon %100 etanol 10 dakika
%96 etanol 10 dakika
%80 etanol 10 dakika
%70 etanol 10 dakika
%350 etanol 10 dakika
Yikama Akar su 10 dakika
Boyama Harris Hematoksilen 15 dakika
Yikama Akar su 10 dakika
%3°liik glasiyel asetik asit 2-3 dip
Yikama Akar su 10 dakika
Boyama Eozin 17 dakika
Yikama Akar su 1-2 dakika
Dehidratasyon %50 etanol 1-2 dip
%70 etanol 1-2 dip
%380 etanol 1-2 dip
%96 etanol 1-2 dip
%100 etanol 1-2 dip
Seffaflandirma Ksilen 15 dakika
Ksilen 15 dakika
Kapama Entellan

3.2.3. Masson‘un Ucli boyamasi

Kesitler deparafinizasyon igin 60°C’de etiivde 1 saat bekletildi. Ardindan ikiser kez 15
dakika ksilene alinan dokular sefflandirildiktan sonra azalan alkol serilerinden (sirasiyla
%100, %96, %80, %70 ve %50) gecirildi ve distile suda 10 dakika boyunca yikandi.
Kesitlerin boyanmasinda Masson’un ii¢lii boyamasina yonelik gelistirilmis olan Masson’s

Trichrome Stain-Anilin Blue (Lot: 21221, Bio-Optica, Italya) kit kullanildi. Ik olarak
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Weigert Hematoksilen A ve B soliisyonlar1 esit miktarda karistirildiktan sonra 10 dakika
boyunca c¢ekirdek boyamasi yapildi. Daha sonra kesitler silkelenerek pikrik asit alkol
soliisyonuna 4 dakika boyunca etkin birakildi ve distile su ile hizlica yikanarak, Ponceau asit
fuksin solusyonu 4 dakika boyunca uygulandi. Tekrar distile su ile yikamanin ardindan
fosfomolibdik asit soliisyonu ile 10 dakika boyunca mordantlastirildi. Kesit daha sonra
yikama yapilmadan silkelendi ve anilin mavisi soliisyonunda 5 dakika bekletildi. Distile su
ile yikamanin ardindan, artan alkol serilerinden 1-2 dip yapilarak hizla gecirildi ve iki ser

kez 15 dakika ksilende bekletildikten sonra entellan ile kapatildi (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Masson’un ii¢lii boyamasi protokolii

MASSON’UN UCLU BOYAMASI PROTOKOLU
Asama Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C etiiv 1 saat
Seffaflandirma 1. Ksilen 15 dakika
2. Ksilen 15 dakika
Dehidratasyon %100 etanol 7 dakika
%96 etanol 7 dakika
%80 etanol 7 dakika
%70 etanol 7 dakika
%50 etanol 17 dakika
Yikama Distile su 10 dakika
Boyama Weigert Hematoksilen (A + B) 10 dakika
Pikrik asit alkol soliisyonu (C ) 4 dakika
Yikama Distile su 1-2 dakika
Ponceau asit fuksin soliisyonu (D) 4 dakika
Yikama Distile su 1-2 dakika
Fosfomolibdik asit soliisyonu (E) 10 dakika
Aniline Blue soliisyonu 5 dakika
Yikama Distile su 1-2 dakika
Dehidratasyon %350 etanol 1-2 dip
%70 etanol 1-2 dip
%80 etanol 1-2 dip
%96 etanol 1-2 dip
%100 etanol 1-2 dip
Seffaflandirma 1. Ksilen 15 dakika
2. Ksilen 15 dakika
Kapama Entellan

3.3. Immiinohistokimyasal yontem

Implantasyon alanlarma ait uterus dokularinda Osteopontin (E-AB-66377, Lot: FC7539,
Elabscience, ADB), MMP-9 (E-AB-70059 Elabscience, ABD), VEGFA (E-AB-40004-
Elabscience, ABD) antikorlarinin avidin-biotin-peroksidaz kompleksi yontemiyle
isaretlemesi yapildi. Polilizinli lamlara alinan kesitler 60°C sicakliktaki etiivde

deparafinizasyon islemi i¢in 1,5 saat bekletildi. Daha sonra 3 kez sirasiyla 10 ve 5’er dakika



31

ksilende bekletildi ve kesitler seffaflandirildi. Hava kurutulduktan sonra azalan alkol
serilerinin her birinde 5’er dakika olmak tizere bekletildi. Sonrasinda iki kez 5 dakika distile
suda yikanarak alkolden arindirildi. Kesitler doku icerisinde formaldehitin kapattigi reseptor
bolgelerinin agiga ¢ikarilmasini saglamak amaciyla, 95°C sicaklikta mikrodalga firinda 10
mM sitrat tamponuna (pH: 6. 00) (Lot: MK220322, Thermo Scientific, ABD) etkin
birakilarak 1s1 ile indiiklenen antijen retrieval gergeklestirildi. Daha sonra kesitler oda
sicakliginda 30 dakika sogumaya birakildiktan sonra tekrar 5’er dakika distile su ile yikand1
ve hidrofobik doku kalemi Pap Pen (PatoLab, Pen-01) ile etraflari ¢izildi. Uger kez 3 dakika
PBS (phosphate buffer saline, pH: 7.4) (Lot: 2D76753, Bioshop, Kanada) ile yikama yapildi.
Dokulardaki endojen peroksit aktivitesinin bloke edilmesi i¢in %3’liik hidrojen peroksit
(Lot: K41859197, Merck, Almanya) ile 15 dakika inkibe edildi. Daha sonra tekrar tcer kez
3 dakika PBS ile kesitler yikandi. Ozgiin olmayan baglanmalarin engellenmesi amaciyla 10
dakika Ultra V Block (Lot: AUBS166-B, Thermo Scientific, ABD) uygulandi. Bloklama
asamasinin ardindan kesitler yikanmadan, antikor diliienti (Lot: UD51340, Thermo
Scientific, ABD) ile seyreltilen Osteopontin ve MMP-9 primer antikorlartyla 1 gece boyunca
+4°C’de, VEGF-A primer antikoruyla da 45 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Sonrasinda kesitler tekrar ticer kez 3 dakika PBS ile yikandiktan sonra 10 dakika boyunca
biyotinli sekonder antikor (Lot: PBNS743-B, Thermo Scientific, ABD) uygulanarak primer
antikorlara baglanmasi saglandi. Uger kez 3 dakika PBS ile yikamanim ardindan dokular
enzimin biyotine baglanmasini saglamak amactyla 10 dakika streptavidin peroksidaz enzim
kompleksine (Lot: SHRS739-B, Thermo Scientific, ABD) etkin birakildi. Kesitler tger kez
3 dakika PBS ile yikandiktan sonra kromojen olan DAB (Lot: HDX57664, Thermo
Scientific, ABD) uygulanarak gozle gorilebilen immun reaksiyonun agiga ¢ikmasi saglandi.
Zemin boyamasinda Harris Hematoksileni (Cat: 008011, Lot: 73267432A, Invitrogen,
ABD) kullanild1 ve kesitler azalan etil alkol serilerinden gegirilerek 15 dakika ksilende
bekletildi. Lamlar daha sonra entellan ile kapatildi (Cizelge 3.5).
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Cizelge 3.5. Immiinohistokimyasal yéntem

IMMUNOHISTOKIMYASAL YONTEM
Asama Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C etiiv 1,5 saat
Seffaflandirma 1. Ksilen 10 dakika
2. Ksilen 5 dakika
3. Ksilen 5 dakika
Dehidratasyon %100 etanol 5 dakika
%96 etanol 5 dakika
%80 etanol 5 dakika
%70 etanol 5 dakika
%350 etanol Sdakika
Yikama Distile su 2 x 5 dakika
Antijen retrieval Sitrat tamponu (pH: 6.00) 2 x 5 dakika
Yikama Distile su 2 x 5 dakika
Yikama PBS (pH: 7.4) 3 x 3 dakika
Dokularin sinirlandirilmasi Hidrofobik doku kalemi
Endojen  peroksit aktivitesinin | %3 H202 15 dakika
bloklanmasi
Yikama PBS (pH: 7.4) 3 x 3 dakika
Bloklama UltraV blok 10 dakika
Primer Antikor Osteopontin (1: 300) 1 gece, +4°C
MMP-9 (1: 600)
VEGFA (1: 300) 45 dakika, oda sicakligi
Yikama PBS (pH: 7.4) 3 x 3 dakika
Sekonder antikor Biotinli, anti-polivalent 10 dakika
Yikama PBS (pH: 7.4) 3 x 3 dakika
Streptavidin 10 dakika
Kromojen DAB 2.5-2-2 dakika
Reaksiyonun durdurulmasi Distile su 1-2 dakika
Zemin boyama Harris Hematoksilen 50 sn
Yikama Akar su 5 dakika
Dehidratasyon %50 1-2 dip
%70 1-2 dip
%80 1-2 dip
%96 1-2 dip
%100 1-2 dip
Seffaflandirma 1. Ksilen 15 dakika
2. Ksilen 15 dakika
Kapama Entellan

3.3.1. Semikantitatif immuinohistokimyasal degerlendirme

Implantasyon alanlarindan elde edilen kesitlerde Osteopontin, MMP-9 ve VEGF-A
proteinlerinin lokalizasyonlarini belirlemek amaciyla immiinohistokimyasal boyamalar
yapildiktan sonra kesitler goriintiilii analiz sistemleri (DM4000 Leica, Almanya) ve Image J
yazilimi kullanilarak, x400 biiytitmede 10 farkli alanda her bir antikor icin immunreaktivite

yizdeleri degerlendirildi [256].
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3. 4. Sivi Kromatografisi Ardisik Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS)
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Sekil 3.1. S1v1 kromatografisi ardisik kiitle spektrometresi (LC-MS/MS) bilesenleri

S1v1 kromatografisi ardisik kiitle spektrometrisi, hedeflenen bilesiklerin (veya analitlerin)
fiziksel olarak ayrilmasini ve ardindan bunlarin kiitle bazli tespitini iceren, yuksek hassasiyet
ve segicilige sahip analitik bir tekniktir [226]. Sivi kromatografide numuneden ayrimi
yapilacak molekiiliin veya bilesigin, hareketli (mobil) bir faz ile sabit faz (kolon) boyunca
degisik hizlarda hareket ettirilerek, sabit fazda belirli bir alikonma zamaninda ayrimi yapilir
(Sekil 3.1) [227]. Sabit faz (malzeme, parcacik boyutu ve gézeneklilik), kolon tipi, uzunlugu
ve ¢api, hareketli faz ve akis hizlarinin kombinasyonu, numunedeki her bir bilesigin ayirilma
verimliligini ve alikonma stiresini belirler. Ayirma verimliligi artan kolon uzunlugu, daha
yiksek gozeneklilik, azalan ¢ap ve daha kiiglik parcacik boyutuyla artar [228].
Kromatografik ayirmanin ardindan numuneler kiitle spektrometresine aktarilir ve burada gaz
fazina gegirilerek iyonlastirilir. Daha sonra iyonlar, kiitle/yiik (m/z) oranlarina gore iyonlari
filtreleyen elektrik yukli kuadrupollerden geger. Birinci kuadrupol yalnizca belirli bir m/z
degerine sahip iyonlarin gegisine izin verir ve diger iyonlar elimine edilir. Ikinci kuadrupolde
ise birinci kuadrupolden gecen Onci iyonlar azot, helyum veya argon gibi gazlarla
parcalanarak fragment iyonlara ayrilir daha sonra fragment iyonlar {igiincii kudrupole gecer
ve detektdre ulasarak her biri bir iyon spektrumu tiiretir ve cihaz yazilimi olusan pikleri okur

[228, 229].
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3.4.1. Serum 25(OH)D duzeylerinin LC-MS/MS yontemiyle belirlenmesi

Deneklerden alinan intrakardiyak kan Ornekleri sar1 kapakli, jelli kan alma tiiplerine
konuldu. 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve serumlar elde edildi. Analizlerde
kullanilmak daha sonra kullanilmak iizere -80°C’ye saklandi. Serumda 25(OH)D
diizeylerinin belirlenmesi amaciyla OBIKROM kit (Rotakim, Ankara, Tiirkiye) ile ¢alisildu.
50 pL serum Uzerine, 150 pL reaktif A (internal (i¢) standart ve ¢okturuicu) pipetlenerek
vortekslendi ve 13 dakika 2-8°C sicaklikta inkiibe edildi. Serum numuneleri daha sonra
14.000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendikten sonra elde edilen siipernatantlar, kit prosediiriine
uygun olarak 25 (OH)D3-25(0OH)D2 kolonu kullanilarak, Sciex marka 3500 model (AB,
Framingham, MA, USA) LC-MS/MS cihazi, enjeksiyon hacmi 15 uL, akis hiz1 0,4 ml/dk,

dwell time 5, kolon sicakligi ise 25°C olacak sekilde ayarlandi ve ¢alistirildi.
3.5. ELISA Yontemi

Deneklerden alinan kan o6rnekleri 3000 rpm’de +4°C’de 10 dakika santriflj edilerek
siipernatanlar1 ayrildi, elde edilen serum Ornekleri eppendorf tiiplere konularak analiz
ginine kadar -20°C’de saklandi. Serum Orneklerinden 1, 25(OH)2D3 dizeylerinin
belirlenmesinde 25-HVD3 (25-Hidroksi Vitamin D3) (Cat: E-EL-0015, Elabscience, ABD)
kiti kullanildi. Bu ELISA kiti, kompetitif ELISA prensibine gore caligmaktadir. Kitte
bulunan mikroplakanin ylizeyine antijen veya antikorlar baglanir. Daha sonra mikroplakanin
kuyucuklarina isaretli ve isaretli olmayan antijen veya antikor eklenerek inkiibe edilir.
Inkiibasyon sirasinda isaretli olan ve olmayan ligandlar (antijen veya antikor) baglanmak
icin yarsirlar. Yikama islemiyle kuyucuklardan baglanmamis ligandlar uzaklastirilir ve
substratin eklenmesiyle meydana gelen renk degisimi bir spektrofotometre yardimiyla
Olgllir [230]. Elde edilen renkli soliisyon, isaretli ligand miktariyla dogru orantili olup,
isaretsiz ligand miktartyla ters orantilidir. Spektrofometrede 6lgiilen standart ¢ozeltilerinin
konsantrasyonlari, okunan absorbans degerleri dikkate alinarak standart egri elde edildikten

sonra olusturulan lineer regresyon denklemi ile hesaplanir.
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3.5.1. Serum 1, 25(0OH).D3 duzeylerinin ELISA yontemiyle belirlenmesi

96 kuyucuklu mikroplakanin bir kuyucugu kor olarak kullanilmak tizere bos birakildi, 15
kuyucuga 100 pl farkli konsantrasyonlardaki standart ¢ozeltileri eklendi. 1, 25(OH)2Ds igin
standartlar 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,13 ve 0 ng/mL konsantrasyonlarinda hazirlandi.
Diger kuyucuklar serumlar i¢in kullanildi. Her bir kuyucuga (kor hari¢) 50 pl serum ornegi
koyuldu ve 45 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Kuyucuklardaki solisyon tamamen aspire
edildikten sonra 50 ul biyotin isaretli antikor tiim kuyucuklara eklendi. 37°C’de 45 dakika
inklibasyon yapildi. Kuyucuklara 350 pl yikama solusyonu eklenerek 5 kez yikandi. 100 pl
Avidin - HRP konjugati konuldu. 30 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Kuyucuklardaki
soliisyonlar aspire edildikten sonra 350 ul yikama sollisyonu eklenerek 5 kez yikandi. Tim
kuyucuklara 90 pl substrat solisyonu eklendi, 37°C’de 15 dakika karanlikta inkiibe edildi.
50 pl durdurma soliisyonu eklendi ve mikroplaka okuyucuda 450 + 2 nm’ de absorbans
degerleri okundu ve veriler analiz edildi. 1, 25(OH)2Ds igin analiz araligi: 3.13-200 ng/mL,
duyarlilik: 1.88 ng/mL, CV <%10’dur. Standartlardan Microsoft Office 2010 Excel
programi kullanilarak standart grafigi elde edilmis ve sonuglar1 bu grafik ile hesaplanmistir

(Sekil 3.2)

1, 25 (OH)2D3 STANDART GRAFiGI

1000
e,
y = 37,061x°1.966
o.. R?=0,9993
' 100
“a,
...
...
10 =
‘®
3
0,100 1,000 10,000

Sekil 3.2. Serum 1, 25 (OH)2Ds standart grafigi.
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3.6. Gen ifadelerinin Belirlenmesine Yonelik Yontemler
3.6.1. implantasyon alanlarindan total RNA ‘mn elde edilmesi

Deneklerin sakrifikasyonundan sonra implantasyon alanlar1 ¢ikartilarak steril petri bir
kabina alindi. Steril serum fizyolojik ile yikandiktan sonra RNA izolasyonuna uygun olarak,
(100 mg’dan az olmayacak sekilde) 1 mL’lik RNaz igermeyen kryotiiplere aktarildiktan
sonra s1vi1 azot igerisine alinarak hizla donduruldu. Doku 6rnekleri analizlerin yapilacagi
giine kadar -80°C’de saklandi. Orneklerden total RNA izolasyonu igin Bioneer marka
ExiPrep™ Plus Tissue total RNA Kit kullanildi. Kryotiplerde bulunan doku orneklerine
500uL Tissue Lizis Buffer (1) eklendi ve ALLSHENG marka, BIOPREP24 model
homojenizatorde 1 dakika homojenize edildi. Daha sonra 6rneklerin tizerine 200 ul Tissue
Lizis Buffer (2) eklendi ve 15 saniye vorteks yapildi ve 5 dakika boyunca buz lzerinde
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra 12.000 rpm’de, +4°C’de 3 dakika santrifii]
edildi. Yalnizca stipernatant kismindan 200 pl’lik 6rnek alinarak, Tissue Total RNA Kit’inin
1 numarali kartusunun 6rnek kismina pipetlendi. ExiPrep™ 16 Plus, Bioneer (Glney Kore)
marka cihaza yuklenen drneklerin uygun protokol numarasi segilerek RNA izolasyonu
tamamlandi. Edilen RNA ‘larin miktar ve safligi Denovix marka DS-11 model MikroHacim
Spektrofotometre (ABD) cihazinda Ol¢uldi ve RT-PCR’da kullanilana kadar -80°C’de

saklandi.
3.6.2. Komplementer (tamamlayici) DNA (cDNA) sentezi

Bioneer marka AccuPower® RT PreMix cDNA sentez kiti ile total RNA’dan cDNA sentezi
gergeklestirildi. 10-30 pmol ters primerden, 3 pL ise elde edilen total RNA’dan 10 pL
alinarak, toplamda 13 pL olacak sekilde karisim hazirlandi ve daha sonra karisim 70 “C’de
5 dakika inkiibasyon edildi ve buz kalibina konuldu. Inkiibasyondan sonra Bioneer marka
AccuPower® RT PreMix kit tiiplerine karisim aktarilarak kit iginde vakumla kurutulmusg
olan pelet pipetlenir veya vortekslenerek ¢cozildi. 42°C’de 60 dakika cDNA sentezi yapildi
ve daha sonra 94°C’de 5 dakika ters transkriptaz 1s1 ile inaktive edildi. cDNA sentezinde
kullanilan kimyasallar ve miktarlar1 Cizelge 3. 6’da verilmistir. Elde edilen 6rnek
DNA’larinin saflik ve miktar tayinleri DENOVIX marka (ABD) DS-11 model mikro hacim
spektrofotometre ile yapildi ve cDNA 6rnekleri Real-Time PCR‘da kullanilincaya kadar -
20°C*lik derin dondurucuda saklandi.



Cizelge 3.6. cDNA RT-PCR tepkime karigimi
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Reaksiyon Hacmi 20 pL reaksiyon
Kalip RNA Total RNA 0.5~1.0 pg
Poly(A) RNA 0.05~0.1 pg
Primer Sekans spesifik 10~30 pmol
M-MLYV Ters Transkriptaz 200U
dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, | Her biri 250 uM
dTTP) 20 pl/rxn
5X Reaksiyon tamponu 1X
DTT 0.25 mM
Stabilizator 1X
Distile su 37 ul

3.6.3. Gen ifadesinin Real-Time PCR ile belirlenmesi

Osteopontin, MMP-9 ve VEGF-A genlerinin mRNA ifadesinin kantitatif degerlendirilmesi
Real-time PCR yontemi ile LongGene Q2000B (Cin) cihazi kullanilarak belirlendi.
Amplifikasyonlar 10 pl toplam tepkime hacmi icerisinde, cDNA, mRNA'ya 6zgii primerler,
ve Hibrigen PCR Master (SYBR) Mix karisimi kullanilarak gergeklestirildi. Osteopontin,
MMP-9 ve VEGF-A genlerinin ifade diizeylerini normalize etmek icin beta aktin (ACTB)
mRNA diizeyi referans olarak alindi. Segilen genler ile ilgili 6zgiin primer ve Cizelge 3.7°de

verilmistir.

Cizelge 3.7. Secilen genlere 6zgu primerler

Gen adi Forward Primer Reverse Primer

ACTB 5’-GAAGATCAAGATCATTGCTCCT-3” 5’-TGGAAGGTGGACAGTGAG-3’
Osteopontin 5’-TTCTGATGAACAGTATCC-3’ 5’-GACCTTGATAGCCTCATC-3’
MMP-9 5’-TTCACTACCAAGACAAGG-3’ 5’-CAGGAGGTCATAGGTCAC-3’
VEGF-A 5’-GCAGACCAAAGAAAGATAGAACAA-3’ 5’-ACAGTGAACGCTCCAGGAT-3’

3.6.4. Osteopontin, MMP-9 ve VEGF-A genleri icin Real-Time PCR tepkime karisimi

Osteopontin, MMP-9 ve VEGF-A genlerine uygun verilen primer kullanilarak Real-time
PCR tepkimesi, LongGene Q2000B (Cin) cihazinda gergeklestirildi. Tepkime karisimini

hazirlamak i¢in kullanilan bilesenlerin miktarlar1 Cizelge 3.8’de verilmistir.
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Cizelge 3.8. Tepkime karigimini hazirlamak i¢in kullanilan bilesenlerin miktarlari

Bilegen Hacim Son konsantrasyon
2X SYBR Green gPCR Mix 10pL 1X

Forward Primer (10pM) 0.8 pL 0.4 uM (0.2-0.6puM)
Reverse Primer (10puM) 0.8uL 0.4 uM (0.2-0.6pM)
Kalip DNA Degisken

Su (niikleaz bulundurmayan)

20uL’y tamamlayacak sekilde

10pg-1ug

3.7. istatiksel Analiz Yontemleri

Calismadaki istatistik IBM SPSS 26 kullanilarak yapilmistir. Biitiin degerler ortalama ve
standart sapmalar kullanilarak ifade edilmistir. Serum 25(OH)D ve 1, 25(0OH)2D3 diizeyleri
ve immiinohistokimyasal analizlerde
durumunda gruplar arasi farklar parametrik olmayan Mann Whitney U, degiskenlerin normal
dagilim gostermesi durumunda ise tek yonlii ANOVA testleri kullanilmistir. Osteopontin,
MMP-9 ve VEGF-A mRNA ifade diizeylerindeki farkliliklar karsilastirildi. 0,05°den kiigiik

degiskenlerin normal dagilim gostermemesi

olan p degerleri (p<0,05) istatistiksel agidan anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Serum 25(OH)D Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Deneklerden sakrifikasyon sirasinda alinan kan orneklerinden LC-MS/MS yontemiyle,
kontrol ve D vitamini eksikligi gruplarinin serum 25 (OH)D diizeylerine ait ortalamalarin
degerlendirilmesinde Independent Sample t-Testi, gruplar arasindaki farki degerlendirmek
icin tek yonli ANOVA testleri kullanildi. Kontrol grubu ve D vitamini eksikligi grubu

kiyaslandiginda serum 25 (OH)D diizeyleri acisindan istatiksel olarak anlamli farklilik
bulunmustur (p<0.05) (Sekil 4.1).

100,0
90,0
80,0
70,0
60,0
50,0
40,0
30,0

Serum 25 (OH)D Diuizeyleri
/L

20,0
5

10,0

B [
KONTROL GRUBU DENEY GRUBU
W Serum 25 (OH)D Diizeyleri 68,4 7,40

Sekil 4.1. Serum 25 (OH)D diizeylerine ait grafik.

4.2. Serum 1, 25(0OH).D3 Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Deneklerden sakrifikasyon sirasinda alinan kan 6rneklerinden ELISA yontemiyle, kontrol
ve D vitamini eksikligi gruplarinin serum 1, 25 (OH)2Ds diizeylerine ait ortalamalarin
degerlendirilmesinde Independent Sample t-Testi kullanilmistir. Kontrol grubu ile D
vitamini eksikligi grubu kiyaslandiginda serum 1,25 (OH)2Ds diizeyleri agisindan istatiksel
olarak anlamli fark bulunmamaistir (p>0.05) (Sekil 4.2).
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10,0

5,0
0,0
D VITAMINI
EKSIKLIGI
M Serum 1, 25(OH)2D3 31,3 31,91

KONTROL

Eksen Basligi

Sekil 4.2. Serum 1, 25 (OH)2Ds diizeylerine ait grafik.

4.3. Hematoksilen-Eozin ve Masson’un Uclii Boyamasi Bulgulari
4.3.1. Kontrol grubu

Kontrol grubuna ait hematoksilen-eozin ile boyanan kesitler degerlendirildiginde, uterusun
gebeligin 8. giliniine uygun histolojik bulgular sergiledigi ve normal histolojik yapisinda
oldugu gozlendi (Resim 4. 1). Limen epiteli algak prizmatik ve yer yer kibik 0zellikteydi.
Epitelin altinda yer alan bazal membranin da normal histolojik yapisinda oldugu ve
stireklilik gosterdigi belirlendi. Epitel hiicrelerinin c¢ekirdeklerinin yuvarlak veya oval ve
bazal yerlesimli olduklar1 goriildii. Ayrica embriyo implantasyonu sonrasinda dejenere olan
epitelin proliferasyonunu tamamladig1 izlenmekteydi ve mitotik figiirler bulunmamaktaydi
Subepitelyal bolgede lamina propria gevsek bag dokusu ozelligindeydi (Resim 4. 2).
Bezlerin miyometriyuma oldukc¢a yakin olarak konumlanmis ve az sayida oldugu ilgi
cekmekteydi (Resim 4. 3). Gebeligin 8. giiniinde olan kontrol grubu deneklerinde,
endometriyumun anti-mezometriyal bolgesinde stromal fibroblastlarin farklilasarak, biiytik,
cift cekirdekli, bol sitoplazmali desidual hiicrelere doniismiis oldugu ve desidualizasyonun
mezometriyal bolgeye dogru siireklilik gosterdigi saptandi. Anti-mezometriyal boélgedeki
desidual hicrelerin, damar igermeyen (avaskiiler) primer desidual zonu olusturdugu ve
primer desidual zonun da etrafinda bu alanmi ¢epecevre saran sekonder desidual zonun da
belirgin bir sekilde gelismis oldugu belirlendi (Resim 4.1). Sekonder desidual zonda bulunan
desidual hiicrelerle karsilastirildiginda, primer desidual zonda yer alan desidual hiicrelerin,
boyut olarak daha kiigiik olduklari, 1§ seklinde ve tek cekirdekli olduklari izlendi. (Resim 4.
4). Sekonder desidual zonda bulunan desidual hiicreler ise ¢ift ¢ekirdekli, yuvarlak sekilli,
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bol sitoplazmali ve sayilar1 1-4 arasinda degisen ¢ekirdekgige sahip hiicreler olarak goriildii
(Resim 4. 5). Miyometriyumun igte sirkiiler, dista longitudinal ve orta kisimda oblik
yerlesimli diiz kas katmanlarindan olustugu, gebeligin 8. giinline uygun olarak, prolifere olan
desidual hiicreler nedeniyle, artan endometriyum kalinligina bagli olarak perimetriyuma
dogru itilmis oldugu belirlendi. Perimetriyumun tek katli yassi epitel tipinde mezotel ile
altinda bulunan ince gevsek bag dokudan meydana geldigi ve normal histolojik yapisinda
oldugu izlendi. Miyometriyumun orta tabakasinda bulunan arkuat arterlerin ise normal
histolojik yapilarinda olduklari gozlendi (Resim 4. 6). Kontrol grubunun Masson’un iiglii
boyamasina ait kesitlerinde kollajen liflerin, artan endometriyal kalinliga bagli olarak
miyometriyuma dogru itildikleri ve oldukg¢a yogun olduklari izlendi (Resim 4. 7). Bu gruba

ait Masson‘un {iglii boyamasi 6rnekleri Resim 4. 7- 4.8- 4.9- 4.10°da verilmistir.

500 pm

Resim 4.1. Kontrol grubuna ait implantasyon bdlgesinin hematoksilen eozin boyamasi.
Anti-mezometriyal bolge (AMZ), mezometriyal bélge (MZ), primer desidual zon
(PDZ), sekonder desidual zon (SDZ), miyometriyum (M), perimetriyum (P)
(Hematoksilen-Eozin x 40).
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Resim 4.2. Kontrol grubu implantasyon bolgesinin hematoksilen eozin boyamasi. Limen
epiteli (Ep) ve lamina propria. (Lp), miyometriyum (My) ve lamina propria’da
yer alan kan damarlart (%) normal histolojik yapilarinda izleniyor
(Hematoksilen-Eozin x 400).
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Resim 4.3. Kontrol grubu implantasyon bélgesinin hematoksilen eozin boyamasi.

Miyometriyuma bitisik yerlesim gosteren bezler (Be) ve kan damarlar1 (%)
normal histolojik yapilarinda izleniyor (Hematoksilen-Eozin x 400).
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Resim 4.4. Kontrol grubu implantasyon bolgesinin hematoksilen eozin boyamasi. Primer

desidual zonda bulunan kiicuk boyutlu desidual hiicreler (Hematoksilen-Eozin x

400).



Resim 4.5. Kontrol grubu implantasyon boélgesinin hematoksilen eozin boyamasi. Sekonder
desidual zonda bulunan desidual normal histolojik yapilarinda izleniyor
(Hematoksilen-Eozin x 400).
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Resim 4.6. Kontrol grubu implantasyon bdlgesinin hematoksilen eozin boyamasi.
Miyometriyum (My), perimetriyum (P) ve miyometriyumun diiz kas katmanlari
arasinda bulunan bag dokuda yer alan kan damarlari (%) normal histolojik
yapilarinda izleniyor (Hematoksilen-Eozin x 400).
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Resim 4.7. Kontrol grubuna ait implantasyon bolgesinin Masson’un {iglii boyamasi. Anti-
mezometriyal bolge (AMZ), mezometriyal bdlge (MZ), primer desidual zon
(PDZ), ve sekonder desidual zon (SDZ) alanlari, kollajen lifler (Ko) ile
miyometriyum (My) ve perimetriyum (P) tabakalar1 ayirt ediliyor (Masson
Trikrom x 40).
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Resim 4.8. Kontrol grubuna ait implantasyon bdlgesinin Masson’un ii¢lii boyamasi. Limen
epiteli (Ep), lamina propria (Lp) ve miyometriyum (My) normal histolojik
yapilarinda izleniyor (Masson Trikrom x 400).
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Resim 4.9. Kontrol grubuna ait implantasyon bolgesinin Masson’un ii¢lii boyamasi.
Miyometriyuma (My) bitisik, sekonder desidual zonun altinda yer alan bezler
(Be) ve miyometriyumun diiz kas tabakalar1 arasinda yer alan kollajen lifler
(kalin oklar) gozleniyor (Masson Trikrom x 400).
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Resim 4.10. Kontrol grubuna ait implantasyon bdlgesinin Masson’un {igli boyamasi.
Miyometriyuma (My) ve miyometriyumun diiz kas katmanlar1 arasinda bulunan
bag dokuda yerlesik arkua arterler (AA) ve kiglk arterler (A), kollajen lifler
(kalin oklar), perimetriyum (P) normal histolojik yapilarinda izleniyor (Masson
Trikrom x 400).

4.3.2. D vitamini eksikligi grubu

D vitamini eksikligi grubuna ait hematoksilen-eozin ile boyanan Kkesitler
degerlendirildiginde, mezometriyal bolgeye yakin olan liimen epitelinin algak prizmatik
veya kiibik hiicrelerden meydana geldigi goriildii (Resim 4. 11). Epitelin altinda yer alan
bazal membranin da normal histolojik yapisinda oldugu ve stireklilik gosterdigi belirlendi.
Epitel hiicrelerinin ¢ekirdeklerinin yuvarlak ve bazale yakin yerlesimli olduklar1 goriildi
(Resim 4. 12). Kontrol grubuna benzer olarak uterus bezleri miyometriyuma yakin
konumlanmis ve az sayida bulunmaktaydi (Resim 4. 13). Gebeligin 8. giiniiyle uyumlu
olarak bu gruptaki deneklerde de anti-mezometriyal bolgede stromal fibroblastlarin
farklilagarak desidual hiicrelere doniistiigli ve desidual reaksiyonun mezometriyal bolgeye

dogru siireklilik gosterdigi izlendi (Resim 4. 11). Anti-mezometriyal bolgedeki desidual
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hiicrelerin, primer ve sekonder desidual zonlar1 kontrol grubuna benzer olarak meydana
getirdikleri izlendi ancak kontrol grubundan ayricalikli olarak, normal sartlar altinda
avaskiiler olmasi gereken ve bir bariyer 6zelligine sahip olan primer desidual bolgede yaygin
hemorajik alanlar oldugu dikkat cekmekteydi (Resim 4. 14). Ayrica bu bolgedeki hiicreler
kontrol grubundan farkli olarak daha yuvarlak bir morfolojiye sahipti. Sekonder desidual
zonda bulunan desidual hiicreler ise kontrol grubuna benzer sekilde bol sitoplazmali,
genellikle cift cekirdekli ve birden fazla cekirdekgik icermekteydi. Ayrica bu bolgede yeni
damar olusumlart da normal olarak izlendi (Resim 4. 15). Miyometriyumun normal
histolojik yapisinda oldugu, igte sirkiiler, dista longitudinal ve orta kisimda oblik diizenlenim
gosteren diiz kas katmanlarindan meydana geldigi izlendi. Ayrica gebeligin 8. giinii ile
uyumlu olarak desidual hicre proliferasyonu nedeniyle artan endometriyum kalinligina
bagli olarak bu tabakanin perimetriyuma oldukga yaklasmis oldugu izlendi. Perimetriyumun
tek katli yass1 epitel tipinde mezotel ile altinda bulunan ince gevsek bag dokudan meydana
geldigi ve normal histolojik yapisinda oldugu izlendi. Miyometriyumun orta tabakasinda
bulunan arterlerin ise normal histolojik yapilarinda olduklar1 gozlendi (Resim 4. 16). D
vitamini eksikligi grubunun Masson’un tiglii boyamasina ait kesitlerinde, kontrol grubuna
benzer olarak kollajen liflerin, artan endometriyal kalinlik nedeniyle miyometriyuma dogru
itildikleri izlendi (Resim 4. 17). Bu gruba ait Masson‘un ii¢lii boyamasi 6rnekleri Resim
4.18- 4.19- 4.20°de verilmistir.
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Resim 4.11. D vitamini eksikligi grubuna ait implantasyon bdlgesinin hematoksilen-eozin
boyamasi. Anti-mezometriyal bolge (AMZ), mezometriyal bolge (MZ), primer
desidual zon (PDZ), sekonder desidual zon (SDZ) alanlart ile miyometriyum
(My) ve perimetriyum (P) ayirt ediliyor (Hematoksilen-Eozin x 40).
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Resim 4.12. D vitamini eksikligi grubuna ait implantasyon bolgesinin hematoksilen-eozin
boyamasi. Liimen epiteli (Ep) ve lamina propria. (Lp), ve miyometriyum (My)
normal histolojik yapilarinda izleniyor (Hematoksilen-Eozin x 400).
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Resim 4.13. D vitamini eksikligi grubuna ait implantasyon bolgesinin hematoksilen-eozin
boyamasi. Miyometriyuma bitisik, sekonder desidual zona yakin (SDZ)
yerlesim gosteren bezler (Be) ve kan damarlari (A) normal histolojik yapilarinda
izleniyor (Hematoksilen-Eozin x 400).
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Resim 4.14. D vitamini eksikligi grubuna ait implantasyon bolgesinin hematoksilen-eozin
boyamasi. Primer desidual zonda bulunan desidual hicreler ve hemorajik
alanlar (beyaz oklar) izleniyor (Hematoksilen-Eozin x 400).
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Resim 4.15. D vitamini eksikligi grubuna ait implantasyon bolgesinin hematoksilen-eozin
boyamasi. Sekonder desidual zonda bulunan desidual hiicreler ve yeni damar

olusumlart normal histolojik yapilarinda (beyaz kesintili) gdzleniyor
(Hematoksilen-Eozin x 400).



Resim 4. 16. D vitamini eksikligi grubuna ait implantasyon bolgesinin hematoksilen-eozin
boyamasi. Miyometriyum (My), perimetriyum (P) ve miyometriyumun diiz kas
katmanlar1 arasinda bulunan bag dokuda yer alan kan damarlar1 (%) normal
histolojik yapilarinda izleniyor (Hematoksilen-Eozin x 400).
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Resim 4.17. D vitamini eksikligi grubu implantasyon bolgesinin Masson’un tiglii boyamasi.
Anti-mezometriyal bdlge (AMZ), mezometriyal bodlge (MZ), Primer desidual
zon (PDZ), sekonder desidual zon (SDZ) alanlari, kollajen lifler (Ko) ile
miyometriyum (My) ve perimetriyum (P) tabakalar1 ayirt ediliyor (Masson
Trikrom x 40).



Resim 4.18. D vitamini eksikligi grubu implantasyon bdlgesinin Masson’un {iglii boyamasi.
Lumen epiteli (Ep), lamina propria (Lp) normal histolojik yapilarinda izleniyor
(Masson Trikrom x 400).



60

Resim 4.19. D vitamini eksikligi grubu implantasyon bdlgesinin Masson’un {iglii boyamasi.
Miyometriyuma (My) bitisik, sekonder desidual zonun (SDZ) altinda yer alan
bez (Be) ve miyometriyuma dogru itilmis kollajen lifler (kalin oklar) ve bu
liflerin arasinda bulunan damar yapilar1 (A) gozleniyor (Masson Trikrom X
400).
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Resim 4. 20.D vitamini eksikligi grubu implantasyon bolgesinin Masson’un tiglii boyamasi.
Miyometriyum (My) ve miyometriyumun diiz kas katmanlar1 arasinda bulunan
bag dokuda yerlesik arkuat arterler (AA), kollajen lifler (kalin oklar),
perimetriyum (P) normal histolojik yapilarinda izleniyor (Masson Trikrom X
400).

4.4, immiinohistokimyasal Bulgular

4.4.1. Osteopontin bulgular

Kontrol grubunda, hematoksilen-eozin bulgulari ile tutarli olarak gebeligin 8.giiniine ait
implantasyon alanlarmin kesitleri incelendiginde anti-mezometriyal bolge, mezometriyal
bolge, primer desidual zon, sekonder desidual zon ile miyometriyum ve perimetriyum
tabakalar1 ayirt edilmekteydi (Resim 4. 21). Bu grupta Osteopontin immin tutulumu
degerlendirildiginde, limen epiteli hiicrelerinin ¢ekirdek, epitel ve membranlarinda oldukga
kuvvetli (++++) immunreaktivite dikkat cekmekteydi (Resim 4. 22). Bez epiteli hlicrelerinin
ise cekirdek ve sitoplazmalarinda kuvvetli (+++) Osteopontin immiin tutulumu oldugu
goruldi (Resim 4. 23). Liimen epitelinin altinda yerlesik bulunan primer desidual alandaki

hiicrelerde ise zayiftan ortaya degisen immiinreaktivite goriildii (Resim 4. 24). Anti-
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mezometriyal bolgede yerlesik sekonder desidual alanda Osteopontin immiin tutulumu
oldukca kuvvetli (++++) ve yaygin izlendi (Resim 4. 25). Miyometriyum tabakasini
meydana getiren icte sirkiiler, dista longitudinal ve orta kistmda oblik diizenlenim go0steren
diiz kas liflerinde  Osteopontin immiin tutulumu zayif (+) olarak go6zlenirken
perimetriyumda ise negatiften zayifa dogru degisen immiin tutulum oldugu belirlendi
(Resim 4. 26). Ayrica hem uterus bezlerine yakin konumlanan hem de miyometriyumun kas
tabakalar1 arasinda yerlesik bulunan kan damarlarinin duvarlarinda da kuvvetli (+++)
immunreaktivite dikkat cekmekteydi (Resim 4. 23 ve Resim 4. 26). D vitamini eksikligi
grubuna ait kesitlerde, gebeligin 8. giliniine ait implantasyon alanlarinda anti-mezometriyal
bolge, mezometriyal bolge, primer desidual zon, sekonder desidual zon ile miyometriyum
ve perimetriyum tabakalar1 ayirt edilmekteydi (Resim 4. 27). Kontrol grubundan ayricali
olarak, limen epiteli hiicrelerinin g¢ekirdek ve sitoplazmalarinda Osteopontin immiin
tutulumunun olduk¢a zayif oldugu (+) dikkat ¢ekmekteydi (Resim 4. 28). Bez epitelini
olusturan hiicrelerde de liimen epitelindeki hiicrelere benzer olarak Osteopontin
immiinreaktivitesi azalmis ve daha c¢ok hiicre ¢ekirdeklerinde zayif (+) immiin tutulum
oldugu goriilmekteydi (Resim 4. 29). Primer desidual bolgede ise immun tutulum kontrol
grubuna benzer olarak zayif izlendi (Resim 4. 30). Ancak sekonder desidual alanda bulunan
hiicrelerin sitoplazma ve c¢ekirdeklerinde Ostepontin immiinreaktivitesi zayiftan ortaya
dogru degismekle birlikte immiin tutulumun yayginliginin azaldig ilgi gekmekteydi (Resim
4. 27 ve Resim 4. 31). Miyometriyum ve perimetriyum tabakalarinda ise kontrol grubuna
benzer olarak yine zayif immiinreaktivite oldugu goriildii (Resim 4. 32). Ostepontin pozitif

hiicre ylizdelerine ait grafik Sekil 4.3’de verilmistir.
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Resim 4.21. Kontrol grubu implantasyon bdlgesine ait Osteopontin immiinohistokimyasal
boyamasi. Anti-mezometriyal bolge (AMZ), mezometriyal bolge (MZ), primer
desidual zon (PDZ), sekonder desidual zon (SDZ) alanlar1 ile miyometriyum
(My) ve perimetriyum (P) ayirt ediliyor (Osteopontin primer antikoru, x 400).
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Resim 4.22. Kontrol grubu implantasyon bdélgesine ait Osteopontin immiinohistokimyasal
boyamasi. Liimen epiteli hiicrelerinin ¢ekirdek ve sitoplazmalarinda (3),
lamina propriada bulunan primer desidual hiicrelerde (%) olduk¢a kuvvetli
Osteopontin immunreaktivitesi izleniyor (Osteopontin primer antikoru, x 400).



Resim 4.23. Kontrol grubu implantasyon bélgesine ait Osteopontin immiinohistokimyasal
boyamasi. Miyometriyuma (My) yakin konumlanmis, primer desidual (PDZ)
zonun yakininda bulunan bezlerde (Be) cekirdek (3) ve sitoplazmada (>) ve

stromal hiicrelere ait ¢ekirdeklerde (%) kuvvetli Osteopontin imminreaktivitesi
izleniyor (Osteopontin primer antikoru, x 400).
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Resim 4.24. Kontrol grubu implantasyon bolgesine ait Osteopontin immdinohistokimyasal
boyamasi. Primer desidual zonda bulunan desidual htcrelerin sitoplazma (»)
ve cekirdeklerinde (3) zayiftan ortaya degisen Osteopontin immiinreaktivitesi
goriluyor. (Osteopontin primer antikoru, x 400).
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50 um

Resim 4.25. Kontrol grubu implantasyon bolgesine ait Osteopontin immdinohistokimyasal
boyamasi. Sekonder desidual zonda bulunan desidual hicrelerin sitoplazma
(>) ve cekirdeklerinde (3) olduk¢a kuvvetli Osteopontin immunreaktivitesi
g0Ozleniyor (Osteopontin primer antikoru, x 400).
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Resim 4.26. Kontrol grubu implantasyon boélgesine ait Osteopontin immdiinohistokimyasal
boyamasi. Miyometriyum (My) ve perimetriyumda (P) zayif, kan damari
duvarinda (A) kuvvetli Osteopontin immiinreaktivitesi izleniyor (Ostepontin
primer antikoru, x 400).
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Resim 4.27. D vitamini eksikligi  grubu implantasyon bdolgesine ait Osteopontin
immiinohistokimyasal ~ boyamasi.  Anti-mezometriyal bdlge (AMZ),
mezometriyal bélge (MZ), primer desidual zon (PDZ), sekonder desidual zon
(SDZ) alanlart ile miyometriyum (My) ve perimetriyum (P) ayirt ediliyor
(Osteopontin primer antikoru, x 400).
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Resim 4.28.D vitamini eksikligi grubu implantasyon bdlgesine ait Osteopontin
immiinohistokimyasal boyamasi. Limen epiteli hdcrelerinin ¢ekirdek ve
sitoplazmalarinda (3), primer desidual zonnda bulunan desidual hiicrelerin
cekirdek ve sitoplazmalarinda (%) zayif Osteopontin immiinreaktivitesi
izleniyor (Osteopontin primer antikoru, x 400).
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Resim 4.29.D vitamini eksikligi grubu implantasyon bdélgesine ait Osteopontin
immiinohistokimyasal boyamasi. Miyometriyuma (My) yakin konumlanmis,
mezometriyal bolgenin yakininda bulunan bezlerde (Be) cekirdek (3) ve
sitoplazmada (») zayif Osteopontin immiinreaktivitesi izleniyor (Osteopontin
primer antikoru, x 400).
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Resim 4.30.D vitamini eksikligi grubu implantasyon bdlgesine ait Osteopontin
immiinohistokimyasal boyamasi. Primer desidual zonda bulunan desidual
hiicrelerin sitoplazma (») ve cekirdeklerinde (3) zayif Osteopontin
imminreaktivitesi izleniyor (Osteopontin primer antikoru, x 400).
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Resim 4.31.D vitamini eksikligi grubu implantasyon bdlgesine ait Osteopontin
immiinohistokimyasal boyamasi. Sekonder desidual zonda bulunan bulunan
desidual hucrelerin sitoplazma (») ve cekirdeklerinde (3) orta dereceli
Osteopontin immiinreaktivitesi goriliyor (Ostepontin primer antikoru, x 400).
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Resim 4.32.D vitamini eksikligi grubu implantasyon bdlgesine ait Osteopontin
immiinohistokimyasal boyamasi. Miyometriyum (My) ve perimetriyumda (P)
zay1f Osteopontin immunreaktivitesi izleniyor (Ostepontin primer antikoru, x
400).

4.4.2. VEGF-A bulgular:

Kontrol grubunda yapilan VEGF-A immiin boyamalarinda, implantasyon alanlarindan elde
edilen kesitlerin liimen epitelleri degerlendirildiginde VEGF-A’nin negatiften zayifa (+)
dogru degismekte olan immiinreaktivite sergiledigi saptandi (Resim 4. 33 ve Resim 4. 34).
Bu gruba ait kesitlerde, bez epitel hiicrelerinde, ortadan kuvvetliye dogru degisen
imminreaktivite dikkat gekiciydi (Resim 4. 35). Sekonder desidual bolgenin ¢evreledigi
primer desidual bolgede bulunan desidual hiicrelerde zayif (+) sitoplazmik VEGF-A
immunreaktivitesi belirlendi (Resim 4. 36). Mezometriyal bolgeye yakin olan sekonder
desidual hicrelerin sitoplazma ve ¢ekirdeklerinde, kuvvetli (+++) VEGF-A immin tutulumu
oldugu gozlendi (Resim 4. 37). Ayrica, miyometriyum VEGF-A immiin tutulumu agisindan
degerlendirildiginde kontrol grubunda diiz kas lifleri ve bu liflerin arasinda bulunan bag

dokuda oldukga zayif (+) immiinreaktivite tespit edildi. Ancak diiz kas lifleri arasinda
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bulunan bag dokuda yerlesik ve ayni zamanda bezlerin etrafinda yer alan kan damarlarin
duvarlarinda ortadan kuvvetliye (++) degisen VEGF-A immiinreaktivitesi oldugu goriildii.
Perimetriyumda ise negatiften zayifa (+) dogru degisen VEGF-A immiin tutulumu oldugu

izlendi (Resim 4. 38).

Kontrol grubuna benzer olarak, D vitamini eksikligi olusturulan deney grubuna ait kesitlerde
Iimen epitelinde VEGF-A immiin boyamalarinin da oldukga zayif (+) immiin tutuluma
sahip oldugu izlendi (Resim 4. 39 ve Resim 4. 40). Kontrol grubundan ayricali olarak bez
epitel hicrelerinde VEGF-A immiin tutulumun zayif oldugu belirlendi (Resim 4. 41). Primer
desidual bolgede yerlesik bulunan desidual hiicrelerde negatiften zayifa dogru degisen
immunreaktivite izlenirken, sekonder desidual bolgede ise VEGF-A immiin tutulumunun
orta dereceli (++) oldugu ancak kesitlerin genelinde ve ayrica hem mezometriyal hem de
anti-mezometriyal bdolgelere bitisik olan sekonder desidual alanlarda VEGFA-
immiinreaktivitesinin yayginliginin kontrol grubuna gore oldukg¢a azaldigi belirlendi (Resim
4. 42 ve Resim 4. 43). Miyometriyum VEGF-A immiin tutulumu agisindan
degerlendirildiginde bu grupta diiz kas lifleri ve bu liflerin arasinda bulunan bag dokuda
oldukca zayif (+) immiinreaktivite tespit edildi. Ancak diiz kas lifleri arasinda bulunan bag
dokuda yerlesik ve ayn1 zamanda bezlerin etrafinda yer alan kan damarlarin duvarlarinda
ortadan kuvvetliye (++) degisen VEGF-A immiinreaktivitesi oldugu goriildii.
Perimetriyumda ise negatiften zayifa (+) dogru degisen VEGF-A immiin tutulumu oldugu

izlendi (Resim 4. 44). VEGF-A pozitif hiicre yiizdelerine ait grafik Sekil 4.3’de verilmistir.
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Resim 4.33. Kontrol grubu implantasyon bdlgesine ait VEGF-A imminohistokimyasal
boyamasi. Anti-mezometriyal bolge (AMZ), mezometriyal bolge (MZ), primer
desidual zon (PDZ), sekonder desidual zon (SDZ) alanlar1 ile miyometriyum
(My) ve perimetriyum (P) ayirt ediliyor (VEGF-A primer antikoru, x 400).
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Resim 4.34. Kontrol grubu implantasyon bdlgesine ait VEGF-A imminohistokimyasal
boyamasi. Limen epiteli (Ep) hicrelerinde zayif (3), primer desidual zonda
bulunan desidual hiicrelerde ise zayiftan orta dereceye degisen VEGF-A
immunreaktivitesi izleniyor (VEGF-A primer antikoru, x 400).
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Resim 4.35. Kontrol grubu implantasyon bolgesine ait VEGF-A imminohistokimyasal
boyamasi. Miyometriyum (My) yakin konumlanmis, sekonder desidual zonun
(SDZ) yakininda bulunan bezlerde (Be) kuvvetli VEGF-A immiinreaktivitesi
izleniyor (VEGF-A primer antikoru, x 400).



Resim 4.36. Kontrol grubu implantasyon bolgesine ait VEGF-A immunohistokimyasal
boyamasi. Primer desidual zonda bulunan desidual hiicrelerin sitoplazma (»)
ve cekirdeklerinde (3) zayiftan ortaya degisen VEGF-A immunreaktivitesi
gorultyor (VEGF-A primer antikoru, x 400).
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Resim 4.37. Kontrol grubu implantasyon bolgesine ait VEGF-A imminohistokimyasal
boyamasi. Sekonder desidual zonda bulunan desidual hiicrelerin
sitoplazmalarinda (») kuvvetli ve cekirdeklerinde (3) zayif VEGF-A
immunreaktivitesi goriluyor (VEGF-A primer antikoru, x 400).
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Resim 4.38. Kontrol grubu implantasyon bolgesine ait VEGF-A imminohistokimyasal
boyamasi. Miyometriyum (My) ve perimetriyumda (P) zayif, miyometriyum
kas tabakalar1 arasinda bulunan bag dokusunda yerlesik olan arkuat arterler
(AA) ve diger kiiciikk arterlerde (A) kuvvetli VEGF-A imminrekativitesi
goriluyor (VEGF-A primer antikoru, x 400).
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Resim 4.39.D vitamini  eksikligi grubu implantasyon bolgesine ait VEGF-A
immiinohistokimyasal ~ boyamasi.  Anti-mezometriyal bdlge (AMZ),
mezometriyal bélge (MZ), primer desidual zon (PDZ), sekonder desidual zon
(SDZ) alanlart ile miyometriyum (My) ve perimetriyum (P) ayiurt ediliyor
(VEGF-A primer antikoru, x 400).
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Resim 4.40.D vitamini eksikligi grubu implantasyon bolgesine ait VEGF-A
immiinohistokimyasal boyamasi. Liimen epiteli (Ep) hiicrelerinde zayif (3) ve
primer desidual zonda bulunan desidual hiicrelerinde de zayif VEGF-A
imminreaktivitesi izleniyor (VEGF-A primer antikoru, x 400).
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Resim4.41.D vitamini eksikligi grubu implantasyon bolgesine ait VEGF-A
immiinohistokimyasal boyamasi. Miyometriyum (My) yakin konumlanmis,
primer desidual zonun (PDZ) yakininda bulunan bezlerde (Be) zayif VEGF-A
imminreaktivitesi izleniyor (VEGF-A primer antikoru, x 400).
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Resim 4.42.D vitamini eksikligi grubu implantasyon boélgesine ait VEGF-A
immiinohistokimyasal boyamasi. Primer desidual zonda bulunan desidual
hiicrelerin sitoplazmalarinda (») ve cekirdeklerinde (3) zayif VEGF-A
imminreaktivitesi izleniyor (VEGF-A primer antikoru, x 400).
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Resim 4.43.D vitamini eksikligi grubu implantasyon bolgesine ait VEGF-A
immiinohistokimyasal boyamasi. Sekonder desidual zonda bulunan desidual
hiicrelerin sitoplazmalarinda (») ve cekirdeklerinde (3) zayif VEGF-A
imminreaktivitesi izleniyor (VEGF-A primer antikoru, x 400).
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Resim 4.44.D vitamini eksikligi grubu implantasyon bolgesine ait VEGF-A
immiinohistokimyasal boyamasi. Miyometriyum (My) ve perimetriyumda (P)
zayif, miyometriyumun kas tabakalar1 arasinda bulunan bag dokuda yerlesik
arkuat arterlerin (AA) duvarlarinda kuvvetli VEGF-A immin tutulumu
goriluyor (VEGF-A primer antikoru, x 400).

4.4.3. MMP-9 bulgular:

Kontrol grubunda yapilan MMP-9 immiin boyamalarinda implantasyon alanlarindan elde
edilen kesitlerin limenlerinde yerlesik bulunan embriyoya ait trofoblast hiicreleri
degerlendirildiginde MMP-9’un bu hiicrelerde kuvvetli (+++) immiinreaktivite sergiledigi
saptandi (Resim 4. 45 ve Resim 4. 46). Bu gruba ait kesitlerde, bez epiteli hicrelerinin
bazilarinin sitoplazma ve ¢ekirdeklerinde yaygin olmayan orta diizeyde (++) MMP-9
immiinreaktivitesi izlenirken bezlerin biiyiikk bir ¢ogunlugunun c¢ekirdek ve
sitoplazmalarinda MMP-9 immiin tutulumunun zayif (+) oldugu belirlendi (Resim 4. 47).
Primer desidual bolgede bulunan desidual hiicrelerin membranlarinda kuvvetli MMP-9
immiin tutulumu izlenirken bu hiicrelerin ¢ekirdek ve sitoplazmalarinda zayif (+) MMP-9

immunreaktivitesi dikkat cekmekteydi (Resim 4. 48). Mezometriyal bolgeye yakin olan
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sekonder desidual hiicrelerin sitoplazma ve membranlarinda kuvvetli (+++) MMP-9
immunreaktivitesi gozlendi (Resim 4. 49). Miyometriyum MMP-9 immin tutulumu
acisindan degerlendirildiginde diiz kas katmanlar1 ve bu katmanlarin arasinda bulunan bag
dokuda oldukga zayif (+) immiinreaktivite tespit edildi. Ancak diiz kas katmanlar1 arasinda
bulunan bag dokuda yerlesik ve ayn1 zamanda bezlerin etrafinda bulunan kan damarlarinin
duvarinda ortadan kuvvetliye degisen MMP-9 immiinreaktivitesi oldugu goriildii (Resim 4.
50).

D vitamini eksikligi olusturulan deney grubuna ait kesitlerde liimende yerlesik bulunan
embriyoya ait trofoblast hiicrelerinde, kontrol grubu ile karsilagtirildiginda bu hiicrelerde
MMP-9 immiinrektivitesinin olduk¢a zay1f (+) oldugu belirlendi (Resim 4. 51 ve 4. 52). Bu
gruba ait kesitlerde, bez epiteli hiicrelerinin membranlarinda, c¢ekirdeklerinde ve
sitoplazmalarinda negatiften zayif degisen MMP-9 immiin tutulumun oldugu izlendi (Resim
4. 53). Primer desidual bolgede yerlesik bulunan desidual hiicrelerde ise kontrol grubundan
ayricali olarak bu hiicrelerin membranlarinda ortadan kuvvetliye dogru degisen MMP-9
immiin tutulumu oldugu belirlenirken, ¢ekirdeklerde ise MMP-9 immdin tutulumun oldukca
zayif oldugu belirlendi (Resim 4. 54). Sekonder desidual bdlgede bulunan desidual
hiicrelerin membranlarinda kontrol grubuna benzer olarak kuvvetli (+++) MMP-9
immiunreaktivitesi dikkat cekmekteydi (Resim 4. 55). Miyometriyum MMP-9 immin
tutulumu acisindan degerlendirildiginde kontrol grubuna benzer olarak diiz kas katmalar1 ve
bu katmanlarin arasinda bulunan bag dokuda oldukga zayif (+) immiinreaktivite tespit edildi.
Perimetriyumda ise negatiften zayifa (+) dogru degisen MMP-9 immiin tutulumu oldugu

izlendi (Resim 4. 56). MMP-9 pozitif hiicre yiizdelerine ait grafik Sekil 4.3’de verilmistir.



89

L

500 pm

Resim 4.45. Kontrol grubu implantasyon bdlgesine ait MMP-9 immunohistokimyasal
boyamasi. Anti-mezometriyal bolge (AMZ), mezometriyal bolge (MZ2),
embriyo (e), primer desidual zon (PDZ), sekonder desidual zon (SDZ) alanlar1
ile miyometriyum (My) ve perimetriyum (P) ayirt ediliyor (MMP-9 primer
antikoru, x 40).
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Resim 4.46. Kontrol grubu implantasyon bdolgesine ait MMP-9 immiinohistokimyasal
boyamasi. Liimende (L) yerlesik bulunan embriyoyu olusturan trofoblast
hicrelerinde () kuvvetli MMP-9 immunreaktivitesi godzleniyor. Primer
desidual zon (PDZ) (MMP-9 primer antikoru, x 100).
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Resim 4.47. Kontrol grubu implantasyon bdlgesine ait MMP-9 immunohistokimyasal
boyamasi. Miyometriyuma (My) yakin konumlanmis, sekonder desidual zonun
yakiinda (SDZ) bulunan bezlerin (Be) bazilarinda, bez epiteli hiicrelerinin
sitoplazma (%) ve cekirdeklerinde (3) kuvvetli MMP-9 immin tutulumu
gozlenirken, bezlerin ¢ogunda ise bez epiteli hucrelerinin sitoplazma ve
cekirdeklerinde MMP-9 immiinreaktivitesi zayif olarak ayirt ediliyor (MMP-9
primer antikoru, x 400).
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Resim 4.48. Kontrol grubu implantasyon bdlgesine ait MMP-9 imminohistokimyasal
boyamasi. Primer desidual zonda bulunan desidual hiicrelerin sitoplazmalarinda
orta dereceli (%) membranlarinda kuvvetli (»), ¢ekirdeklerinde (3) zayif
MMP-9 imminreaktivitesi izleniyor (MMP-9 primer antikoru, x 400).
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Resim 4.49. Kontrol grubu implantasyon bolgesine ait MMP-9 immiinohistokimyasal
boyamasi. Sekonder desidual zonda bulunan desidual hiicrelerin sitoplazma ve

membranlarinda (%) kuvvetli, cekirdeklerinde (3) zayif MMP-9
imminreaktivitesi goruliyor (MMP-9 primer antikoru, x 400).
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Resim 4.50. Kontrol grubu implantasyon bdlgesine ait MMP-9 imminohistokimyasal
boyamasi. Miyometriyum (My) ve perimetriyumda (P) zayif, miyometriyumun
kas tabakalar1 arasinda bulunan bag dokuda yerlesik arterlerin duvarlarinda (A)

hafif dereceli MMP-9 imminreaktivitesi izleniyor (MMP-9 primer antikoru, x
400).
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Resim4.51.D vitamini eksikligi grubu implantasyon bdolgesine ait MMP-9
immiinohistokimyasal ~ boyamasi.  Anti-mezometriyal bdlge (AMZ),
mezometriyal bélge (MZ), primer desidual zon (PDZ), sekonder desidual zon
(SDZ) alanlar1 ile, liimende embriyo (€) ve miyometriyum (My) (MMP-9
primer antikoru, x 40).
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Resim4.52. D vitamini eksikligi grubu implantasyon bolgesine ait MMP-9
immiinohistokimyasal boyamasi. Limende (L) yerlesik bulunan embriyoyu
olusturan trofoblast hiicrelerinde (=) zayif MMP-9 imminreaktivitesi
go6zleniyor. Primer desidual zon (PDZ) (MMP-9 primer antikoru, x 100).
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Resim4.53. D vitamini eksikligi grubu implantasyon bdlgesine ait MMP-9
immiinohistokimyasal boyamasi. Miyometriyuma (My) yakin konumlanmais,
sekonder desidual zonun yakininda (SDZ) bulunan bezlerin (Be) epitel
hicrelerinin  sitoplazma ve cekirdeklerinde (3) negatif MMP-9
immiinreaktivitesi ayirt ediliyor (MMP-9 primer antikoru, x 400).
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Resim4.54. D vitamini eksikligi grubu implantasyon bolgesine ait MMP-9
immiinohistokimyasal boyamasi. Primer desidual zonda bulunan desidual
hiicrelerin membranlarinda (») orta dereceli, sitoplazmalarinda (%) ve
cekirdeklerinde (3) zayif MMP-9 imminreaktivitesi gozleniyor (MMP-9
primer antikoru, x 400).



Resim 4.55. D vitamini eksikligi grubu implantasyon bolgesine ait MMP-9
immiinohistokimyasal boyamasi. Sekonder desidual zonda bulunan desidual
hiicrelerin membranlarinda (%) kuvvetli, ¢ekirdeklerinde (3) zayif MMP-9
imminreaktivitesi goruliyor (MMP-9 primer antikoru, x 400).
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Resim 4.56. D vitamini eksikligi grubu implantasyon bolgesine ait MMP-9
immiinohistokimyasal boyamasi. Miyometriyumu (My) olusturan diiz kas
tabakalarinda ve perimetriyumda zayif MMP-9 immunreaktivitesi izleniyor.
Sekonder desidual zon (SDZ) ve perimetriyum (P) (MMP-9 primer antikoru, X
400).
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Sekil 4.3. Osteopontin, VEGF-A ve MMP-9’a pozitif hiicre yiizdelerine ait ortalama =+
standart sapma grafigi. *p<0.05 Kontrol grubuna kiyasla.

4.5. Gen ifade Diizeylerinin Kantitatif Degerlendirilmesi

Osteopontin, VEGF-A ve MMP-9 genlerinin ifade dizeyinin Kkantitatif olarak
degerlendirilmesi icin LongGene Q2000B cihaz1 kullanildi. Kontrol grubu ve D vitamini
eksikligi gruplarindan elde edilen implantasyon alanlar1 Osteopontin, VEGF-A, MMP-9 ve
bu genlerin ifadelerini normalize etmek amaciyla ACTB genine 6zgii primerler ve UPL

problar1 kullanilarak caligildi.

4.5.1. Gen ifade dizeylerinin karsilastirilmasi

Gergek Zamanli PCR (RT-PCT) yoOntemiyle hedef genlerin ortamdaki derisimleri
primerlerin ilgili gen dizilerine baglanmasiyla dogru orantili oldugundan ve hedef gene ait
mRNA’larin ortamda bulunma miktarlariyla dogru orantili olarak amplifikasyonlar 1is1manin
erken gergeklesmesine neden olur. Bu bilgiler dogrultusunda, Ger¢ek Zamanli PCR
yontemiyle kantitatif olarak  Osteopontin, VEGF-A ve MMP-9 genlerinin mRNA
ifadelenme diizeylerinin karsilagtirmali olarak analizi es zamanli olarak yapildi. Kontrol
grubu denekleriyle karsilastirildiginda D vitamini eksikligi olusturulan deney grubunda
Osteopontin ve VEGF-A genlerinin mRNA ifadelenme dizeylerinde istatiksel olarak
anlamli bir azalma goézlenirken (p<0.05), MMP-9 geninin mRNA ifadelenme diizeyinde
kontrol grubuna kiyasla azalma oldugu ancak bu farkin istatiksel olarak anlamli olmadigi

belirlenmistir (p>0.05). Gruplara ait mRNA ifade duzeyleri Sekil 4.4’te gosterilmistir.
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Sekil 4.4. Implantasyon alanlarinda Osteopontin, VEGF-A ve MMP-9 genlerinin mRNA
ifade diizeylerindeki degisiklikler. Hedef genlerin ifade diizeyleri ACTB mRNA
ifade diizeyi baz alinarak normalize edildi. *p<0.05 Kontrol grubuna kiyasla.
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S. TARTISMA

D vitamini, biyolojik etkilerini D vitamini reseptorii (VDR) {izerinden gergeklestirir ve bu
reseptor iskelet ve paratiroid bezlerinin yani sira iireme organlari olmak {izere cesitli
dokularda da ifade edilmektedir. Kadinlarda, VDR mRNA'sinin ovaryumlarda, karisik
ovaryum hiicrelerinde ve saflastirilmig graniilloza hiicre kiiltiirlerinde sentezlendigi
gOsterilmistir, bu da seks hormonlarinin steroidogenezinde rol oynadigina isaret etmektedir
[231, 232]. Benzer sekilde, insan plasentasi da CYP27B1 ve VDR ifade eder [233, 234].
Bir ¢aligmada D vitamini ile tedavi edilen endometriyal hiicrelerin slipernatanindaki 1,25
(OH) 2D3 seviyelerinin 6lgilmesiyle endometriyumun aktif D vitamini formunun
ekstrarenal sentezini yapabildigini, ayrica la-hidroksilaz geninin aktif formunun, insan
endometrial stromal hiicrelerinde, siklus fazindan bagimsiz olarak, ancak erken gebe

desidua'da 6nemli bir artisla ifade edildigini tespit etmislerdir [235].

D vitamininin implantasyon siireci iizerindeki kesin rolii belirsizligini korumaktadir. in vitro
fertilizasyon tedavisi uygulanan 84 infertil kadinda yapilan bir ¢alismada, serumda ve
follikiiler sivida daha yiiksek 25(OH)Dz2 diizeyleri olanlarin, IVF’den sonra klinik gebelige
ulagma olasilig1 anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur [236]. Ancak bu ¢alismadan farkli
olarak 82 infertil kadini1 kapsayan bagka bir ¢calismada, serum ve folikiiler sivida 25 (OH)D
diizeylerinin IVF sonuglariyla anlamli bir iliskisi bulanamamistir [237]. IVF ve
intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) uygulanan 101 kadinda yapilan bagka bir
aragtirmada ise follikiiler sivida normal D vitamini diizeylerine sahip olan kadinlarin
(25(OH)D> 30 ng/mL) yetersiz (25(OH)D2 = 20.1- 30 ng/mL) ve eksik (25(OH)D<20
ng/mL) D vitamini durumunu olan kadinlara kiyasla klinik gebelik elde etme olasiliklar
daha diisiikk bulunmustur [238]. Ds vitamini, miyo-inositol, folik asit ve melatoninin oral
yoldan verilmesinin IVF sonuglarmi etkileyip etkilemedigini degerlendirmek amaciyla
yapilan ve daha yeni olan bagka bir ¢calismada ise luteal fazin erken baslangicindan itibaren
45 giin boyunca aksam kolekalsiferol (D3 vitamini) uygulanan deney grubunda D3 vitamini
seviyelerinin onemli 6l¢iide arttig1 tespit edilmistir. Ayrica deney grubunda implantasyon
oranlart (%37,1) kontrol grubu kadinlarla (%19 p<.0151) karsilastirildiginda daha yiiksek
tespit edilmistir [239].

D vitamininin etkileri hayvan modelleri ve hiicre kiiltiirlerinde de arastirilmistir. 1,25 (OH)

2D3'nin, insan endometriyal stromal hicrelerinde homeobox geni HOXAL10'un ifadesini
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diizenledigi gosterilmistir [240]. HOXA10, fetal yasam sirasinda uterusun gelisimi igin
onemlidir ve daha sonra yetigkinlikte endometriyal gelisim i¢in gereklidir ve uterusun
implantasyona alic1 olmasini saglar [241]. Deney hayvanlarindaki ¢alismalar, D vitamini
eksikliginin disi si¢anlarda ¢iftlesme basarisint ve dogurganligini azalttigini géstermistir. D
vitamini eksik olan diyetle beslenen disi siganlar ilireme yetenegine sahiptir, ancak
implantasyonun basarisizligi da dahil olmak tizere genel dogurganlik azalir [242]. Knock
out fare modellerini kullanan diger ¢alismalarda, her ikisi de uterin hipoplazisi ve infertilite
g6steren Vdr -/~ ve Cyp27bl -/~ disi farelerde, implantasyon siirecinde D vitamininin
metabolik ve sinyal sisteminin 6nemini daha da vurgulamistir [243, 244]. Ayrica 1,25
(OH)2D3  enjeksiyonunun uterus agirligmi artirdigi ve endometriyumda desidual

farklilagsmaya yol agtig1 gosterilmistir [245].

Yapilan literatiir taramalarina gdére, D vitamini diizeylerinin eksik oldugu kadinlarda
implantasyon surecini etkileyebilecegi goriilmiis, bu klinik bulgular ve deneysel ¢alismalarin
ise baslangi¢ niteliginde oldugu belirlenmistir. D vitamini eksikliginin implantasyonla olan
iliskisini inceleyen ¢alismalar literatiirde ayrica oldukga sinirli olup bu iliskinin altinda yatan
mekanizmalar yeteri kadar agiklanmamistir. Biz de literatiir bilgisinden yola ¢ikarak
calismamizda sicanlarda D vitamini eksikliginin implantasyona olan etkilerini

immiinohistokimyasal ve molekiiler yontemlerle tespit etmeyi amagladik.

D vitamini eksikligi modelimizi olustururken, Johnson ve arkadaslarinin yaptiklari
caligmaya benzer olarak 4 haftalik disi Sprague-Dawley ratlar deney grubumuzda 9 hafta
boyunca D vitamini eksik yem (% 20 laktoz, % 2 kalsiyum ve % 1.25 fosfor igeren) ile
beslendi ve UV-B 15181 igermeyen ortamda 12 saat aydinlik ve 12 saat karanlik dongiisiine
uygun olarak barindirildi [246]. Deney siiresi bitiminde ise kontrol ve deney gruplarinda
toplanan serum o6rneklerinde viicutta D vitamini dizeylerinin en 6nemli belirteci olan
25(0OH)D’nin o6lgtmleri, sivi kromatografisi ardigik kiitle spektrometresi yontemi ile tayin
edildi. Bu yontem, immiinolojik testlere 6zgii sinirlamalarin ¢ogundan etkilenmedigi i¢in D
vitamini metabolitlerinin 6l¢timiinde altin standart olarak kabul edilir [228]. Bu yontem ile
yapilan dl¢limler sonrasinda kontrol grubuna kiyasla deney grubumuzda 20 ng/mL ve altinda
sonuclar (7,3983 + 0,26551 ng/mL = 7.66381 nmol/L) elde ettik. Stavenuiter ve
arkadaslarinin 9-10 haftalik erkek Wistar sicanlarinda D vitamini eksikligi indiiklemek i¢in
yaptiklar1 bir ¢calismada 3 hafta boyunca deneklere D vitamini eksik yeme ek olarak 32 ng

intraperitoneal parikalsikol enjeksiyonu yaptiklar1 ¢alismada, deney sonunda D vitamini
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diizeylerinin 15 nmol /L (37.44 ng/mL) ve altinda oldugunu belirlemislerdir [247].
Dolayisiyla elde ettigimiz bu sonug, Stavenuiter ve arkadaslarmin yaptigi ¢alismanin
bulgulartyla uyumludur ve D vitamini eksikligi grubumuzda deney modelimizin olustugunu

dogrulamis olduk.

Fare ve sicanlarda gebeligin ilk giinii, vajinal tika¢ veya vajinal yaymalarda spermin
bulundugu giin olarak kabul edilir ve implantasyon gebeligin 4. ve 5. giinleri arasinda
gergeklesir [248, 249]. Implantasyonu takiben, endometriyumda bulunan fibroblast benzeri
stromal hiicreler ¢ogalarak desidual hiicrelere farklanirlar. Kemirgenlerde desidualizasyon,
implantasyon veya yapay bir uyarana yanit olarak meydana gelir [250]. Abrahamson ve
arkadaslar1 kemirgenlerde implantasyon ve desidualizasyon ile ilgili yaymnladiklar
calismada gebeligin erken doneminde uterus liimeninin, mezometriyal ve anti-mezometriyal
diizenlenime sahip mukozal kriptlerden olustugunu hematoksilen-eozin ile boyanmis
kesitlerde gostermislerdir. Ayrica blastosistlerin liimen epiteline ilk baglanmalarindan 6nce
bu kriptalarin anti-mezometriyal uclarina yakin konumlandiklarim1 bu nedenle
kemirgenlerde implantasyonun anti-mezometriyal (yani limenin mezometriyumunun karsi
tarafinda) oldugunu belirtmislerdir [251]. Bizim c¢alismamizda ise Abrahamson ve
arkadaglarinin bulgulariyla uyumlu olarak, gebeligin 8. guninde kontrol ve deney
gruplarindan alinan implantasyon alanlar1 hematoksilen-eozin ve Masson’un {i¢lii boyamasi
yontemleriyle degerlendirildiginde literatiirle uyumlu olarak anti-mezometriyal ve

mezometriyal olmak tizere kesitlerimizde iki farkli bolgenin olustugunu gordiik.

Desidualizasyon baslangigta uterus liimeninin anti-mezometriyal bolgesinde baglar. Anti-
mezometriyal bolgedeki desidual reaksiyonunun baslamasindan birka¢ giin sonra da
mezometriyal bdlgede de desidualizasyon baslar ve desidual hiicreler endometriyumun
merkezi bolgesinde ortaya c¢ikar [250]. Anti-mezometriyal bolgedeki desidual hicreler
primer desidual zonu meydana getirir [252]. Parr ve arkadaslar1 siganlarin primer desidual
zonlarin1 ince yapi diizeyinde incelediklerinde bu zonda yer alan hiicrelerin bazofilik
boyanan sitoplazmaya, iki veya daha fazla ¢ekirdege, bol miktarda endoplazmik retikulum,
mitokondri, lizozomlar ve iyi gelismis Golgi komplekslerine sahip olan biiylik hiicreler
oldugunu gérmiislerdir [253]. Ayrica Christofferson ve arkadaslar1 yaptiklari bir ¢alismada
primer desidual zonun kilcal damarlar ve veniiller icerdigini ancak bu damarlarin ¢okmiis

oldugunu ve kan igermedigi sonucuna varmislardir [254].



106

Mezometriyal bdlgede bulunan hicreler, anti-mezometriyal bolgede bulunan desidual
hlcrelerden daha kugtiktir, dizensiz ve tek ¢ekirdek icerirler. Primer desidual zonun ortaya
¢ikmasiyla birlikte bu bélgeyi ¢evreleyen stromal hiicreler mitozla gogalir ve bdylece anti-
mezometriyal bolgede sekonder desidual zon olusur. Gebeligin 8. giiniinde, desidualizasyon
miyometriyumun kas tabakalarina bitisik olan endometriyumun bazal bolgesine yayilmis
olur [255]. Biz de ¢alismamizda implantasyon alanlarina ait kesitlerde anti-mezometriyal
bolgelerde primer ve sekonder desidual zonlarin farklandigini ayirt ettik. Primer desidual
zonda bulunan hiicrelerin daha kiiclik ve tek ¢ekirdekli oldugunu, sekonder desidual zonda
bulunan hiicrelerin ise daha biiyiik ve ¢ok c¢ekirdekli oldugunu tespit ettik. Kamar ve
arkadaslar1 D vitaminin eksikligi olusturduklari siganlarda gebeligin 8. giiniinde elde ettikleri
implantasyon alanlarini histokimyasal ve immiinohistokimyasal olarak degerlendirmislerdir
[256]. Bizim g¢alismamizin da hematoksilen-eozin boyamasi bulgular1 bu c¢alisma ile
benzerlik gostermekle birlikte, D vitamini eksikligi olusturulan deney grubumuzun
kesitlerinde primer desidual bolgede normal kosullarda bulunmamas: gereken ¢ok sayida

hemorajik alan ve kollabe olmus kan damarlarina ait bulgular elde ettik.

Ik olarak kemikten izole edilmis bir hiicreler aras1 madde proteini olan Osteopontin’in
epitel hucrelerinde, gastrointestinal sistem salgilarinda, boébreklerde, tiroid ve meme
bezinde, testiste, uterus ve plasentada da ifade edildigi yapilan ¢alismalarla literatiirde
gosterilmistir [196, 197, 257-263]. Apparao ve arkadaslar1 erken sekretuar faz sirasinda
Osteopontin’in insan endometriyal epitel hiicrelerinde zayif bir sekilde ifade edildigini,
sekretuar fazin ortasinda ise liimen epiteli hiicrelerinin apikal kisimlarinda giiclii immiin
tutulum sergiledigini immiinohistokimyasal boyama ile gostermislerdir [208]. Ayrica Young
ve arkadaglar1 yaptiklar1 immiinohistokimyasal bir c¢alismada Osteopontin’in sekretuar
fazdaki insan endometriyumunda bez epitelinde de lokalize oldugunu ortaya koymuslardir
[197]. Apparao ve Lessey insanlarda yaptiklar1 ¢aligmalarda implantasyon penceresi
sirasinda endometriyumda av3 ve Osteopontin’in es zamanli olarak ifade edildigi ve ayrica
avP3 ve o4p1 integrin heterodimerlerinin Osteopontin’de bulunan arginin-glisin-aspartat
(RGD) amino asit dizisini bagladigina dikkat c¢ekerek, Osteopontin ve integrinlerin
implantasyonun adezyon fazi sirasinda trofoblast ve endometriyum arasindaki etkilesimlere
dahil olmasinin makul oldugunu ve daha yakindan incelemeyi hak ettigini 6ne stirmiislerdir
[208, 264]. Weintraub ve arkadaslar1 ise Osteopontin geni nakavt farelerin infertil

olduklarini ancak bu farelerin diisiikk gebelik oranlari sergilediklerini gostermislerdir [210].
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Dolayisiyla Osteopontin, embriyo implantasyonunda avf33 integrinle birlikte Gnemli bir rol

oynamaktadir.

Osteopontin’in implantasyon penceresi sirasinda ve menstrual dongiliniin sonunda artan
konsantrasyonlari, bu proteinin implantasyonun sonraki asamalarinda ve gebeligin erken
donemlerinde de bir rol oynayip oynamayacagi sorusunu giindeme getirmistir. von Wolff ve
arkadaslari, invaziv trofoblastlarin desidualize olan stromal hiicrelerle etkilesime girdigi ve
yalnizca epitelin degil ayn1 zamanda desidual hiicrelerin de Osteopontin ifade etmesi
gerektigini diisiinmislerdir. Bu nedenle insan desidual hiicrelerinde Osteopontin ifadesini
daha detayli olarak ¢alismalarinda degerlendirmisler ve endometriyal stromal hiicreleri 7, 14
ve 21 giin boyunca 6strojen ve progesteron ile uyararak desidualize etmisler ve Osteopontin

MRNA ifadesinin, 7-21. giinler arasinda desidualizasyon boyunca arttigin1 géstermislerdir
[207].

Osteopontin geninin transkripsiyonunun, Craig ve arkadaglar1 tarafindan farelerde yapilan
in vivo bir ¢aligmada 0Ostrojen ve progesteron tarafindan indiiklendigi gosterilmistir [265].
Ayrica Vigano ve arkadaslar1 insan uterusunda lokal olarak iiretilen 1,25 (OH)2D3’
arastirmak ve hem menstrual dongii sirasinda hem de gebeligin erken doneminde 1, 25
(OH)2D3’iin sentezinde rol oynayan 1a-hidroksilaz enziminin endometriyal ifadesini analiz
ettikleri ¢alismada, insan desidual hucrelerinin  primer kdltdrlerine 1000 nM
konsantrasyonda 4 saat sureyle 1,25(0OH)2Ds ilave ettiklerinde bu hicrelerde Osteopontin
ifade seviyelerini yaklasik %60-70 oraninda arttigin1 ve D vitamini Osteopontin gen ifadesi
tizerinde dogrudan etkisi oldugunu kanitlamislardir [235]. Bizim g¢alismamizda da bu
caligmalarin bulgularn ile korele olarak, D vitamini eksikligi olusturdugumuz deney
grubunda RT-PCR ile yaptigimiz deney sonucunda kontrol grubuna gore Osteopontin gen
ifadesinin azaldigin1 ve bu azalmanin istatiksel olarak anlamli oldugunu tespit ettik. Ayrica,
Kamar ve arkadaslarinin yaptigi calismada, kontrol siganlarinda, implantasyon alanlarina ait
kesitlerde limen ve bez epitellerinde, vaskiler endotelde, mezometriyal ve anti-
mezometriyal bolgelerde bulunan ¢ok sayida stromal hiicrede Osteopontin gii¢lii sitoplazmik
ve niikleer immiin reaktivite gostermistir. D vitamini eksikligi olusturduklari deney
grubunda ise desiduanin mezometriyal ve anti-mezometriyal bolgelerinde az sayida zayif
sitoplazmik Osteopontin immiin tutulumu oldugunu belirtmislerdir [256]. Bizim
calisgmamizda da kontrol grubuna ait implantasyon alanlar1 degerlendirildiginde liimen ve

bez epiteli hicrelerinde, primer ve sekonder desidual hicrelerin cekirdek ve
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sitoplazmalarinda, kan damarlarinin duvarini olusturan endotelde kuvvetli Osteopontin
immin tutulumun oldugunu ve D vitamini eksikligi grubunda ise Osteopontin

immiinreaktivitesinin azaldigini benzer sekilde gosterdik.

Desidual anjiyogenez ve erken post-implantasyon donemde damar sisteminin korunmasi,
normal gebelik gelisimi i¢in mutlak bir gerekliliktir. Yeni olusan desidual damar sisteminin,
plasenta islevsel olarak yetkin hale gelene kadar gelisen embriyo i¢in ilk degisim aparati
olarak hizmet ettigi diisiiniilmektedir [222]. Endometriyum, desidua ve plasenta anjiyojenik
biiyiime faktorleri acisindan zengindir [266]. Genel olarak anjiyogenik suregler, bFGF,
VEGF veya plasental buytime faktori (PIGF) gibi biiyiime faktorleri tarafindan baslatilir.
VEGF ailesi VEGF-A, VEFGA-B, VEGF-C, VEGF-D ve PIGF olmak iizere bes tiyeden
olusur ve bunlarin reseptorleri insan endometriyumu da dahil olmak iizere ¢esitli dokularda
vaskiiler biiylime ve yeniden sekillenmenin temel aracilaridir [218, 219]. VEGF-A, her ikisi
de endometriyum bez epitel hiicrelerinin apikal kisimlarinda bulunan VEGFR-1 ve VEGFR-
2 olmak tizere iki tirozin kinaz reseptoriine baglanir ve bu reseptor araciligiyla etki eder
[267]. Cesitli gruplar, VEGF ve reseptorlerinin, ovulasyon sonrasi ve peri-implantasyonda
onemli olgiide arttigin1 gdstermistir [268-270]. Ayrica VEGF proteini ve VEGF mRNA
konsantrasyonlart menstrual dongii sirasinda sekretuar faz ve menstruasyon oncesinde ve
desidualizasyon ile pozitif korelasyon gosterir [271]. Matsui ve arkadaslari, VEGF
iiretiminin endometriyal stromal hiicrelerin desidualizasyonuyla baglantili olarak arttigini
gostermistir [272]. Chakraborty ve arkadaslar ise farelerde yaptiklari ¢calismada gebeligin
6-8. giinleri arasinda hem mezometriyal hem de anti-mezometriyal bolgelerde bulunan
desidual htcrelerde VEGF mRNA birikiminin oldugunu gostermislerdir. Ayrica, gebeligin
5-8. glinlerinde hem mezometriyal hem de anti-mezometriyal bolgelerde anjiyogenezde yer
alan hucrelerin VEGF reseptorleri olan VEGFR-1 (Flt-1) ve VEGFFR-2 (Flk-1)
mRNA'larin1 da ifade ettiklerini tespit etmislerdir [224]. Kim ve arkadaglari ise farelerde
gebeligin 8.5. gilinlinde VEGF-A ifadesinin implantasyon alaninin merkezi bolgesinde, anti-
mezometriyal bolgede, vaskiiler siniis katlanmalarinda bulunan desidual stromal hiicrelerde
yiiksek oranda ifade edildigini ancak mezometriyal bolgede ifade edilmedigini
gostermislerdir [273]. Bizim caligmamizda da gebeligin 8. giiniinde kontrol grubunda
VEGF-A ifadesi anti-mezometriyal bolgede ve mezometriyal bolgeye kiyasla kuvvetli,
sekonder desidual zonda primer desidual zon ile karsilastirildiginda kuvvetli VEGF-A
immiin tutulumu sergilemistir. Dolayisiyla bu bulgularimiz Chakraborty ve Kim’in

caligmalarinda elde ettikleri bulgular ile uyumluluk gostermektedir.
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D vitamini eksikligi, anjiyogenezin indiiksiyonu i¢in erken desidualizasyon sirasinda
normalde yuksek diizeyde ifade edilen VEGF-A gibi anjiyojenik faktorlerin ifadesinin
azalmasina neden olur. Tesic ve arkadaslarinin D vitamini eksikligi olusturulan gebe disi
farelerde maternal kortikosteron artigina ve buna bagli olarak fetiisiin artan derecede
glukokortikoid maruziyetine etkin kaldigin1 gosterdikleri ¢aligmalarinda ayrica D vitamini
eksikliginin plasentanin vaskiiler gelisiminde de bozulmaya neden oldugunu, embriyonik
gelisimin 14.5-17.5. gilinlerinde olan disi ve erkek fare fetiislere ait plasentalarda VEGF-A
ifadesinin azaldigini da gostermislerdir [274]. Literatiirde D vitamini eksikliginin gebeligin
erken doneminde VEGF-A ifadesi lizerindeki etkileriyle ilgili caligmalar oldukga sinirlt olup
genellikle D vitamini eksikliginin gebeligin daha ileri donemlerinde meydana gelen
preeklampsi ile iligkisi ilizerinde yogunlastigi goriilmektedir. Ancak gebeligin erken
doneminde de anjiyogenezin saglikli bir sekilde siirdiiriilebilmesi ve bu siiregte rol oynayan
anjiyojenik faktorler ilizerinde D vitamininin etkilerinin daha kapsamli bir sekilde
degerlendirilmesi de literatiire siiphesiz ki katki saglayacaktir. Bu nedenle biz de
caligmamizda gebeligin 8. giinlinde D vitamini eksikliginin deney grubunda VEGF-A
ifadesini azalttigini hem RT-PCR hem de immdinohistokimyasal yontemlerle gosterdik.
Wang ve arkadaslarmin desidualizasyon ve gebelik basarisinda Osteopontin’in rolin
degerlendirdikleri bir ¢alismada Osteopontin ifadesinin, anjiyogenez ile ilgili genlerin
ifadesini de destekleyebildigini belirterek, desidualize insan endometriyal stromal
hiicrelerinde yaptiklar1 deneyde Osteopontin ifadesinin bu hiicrelerde inhibe edilmesiyle
VEGF-A ve reseptori VEGFR-2 ifadesini de azalttigini gostermislerdir [275]. Bizim
calismamizda da bu in vitro ¢alismanin bulgularina benzer olarak Osteopontin ve VEGF-A
ifadelerinin kontrol gruplarimizda yiiksek oranda ifade edildiklerini ancak D vitamini
eksikligi olusturdugumuz deney grubunda ise her iki protein ifadesinin de azaldigim
gosterdik. Dolayistyla hem D vitamini eksikligindeki azalma hem de bu duruma bagli olarak
Osteopontin gen ifadesindeki azalma, gebeligin 8. guniinde implantasyon bdlgelerinde

VEGF-A ifadesinin azalmasina neden olmus olabilir.

Embriyo implantasyonu sonrasinda, trofoblastin maternal endometriyumu invaze ederek,
maternal kan kaynagi ile temas kurmasi gebeligin siirdiiriilebilmesi oldukga kritiktir. Uterus
epitel hiicrelerine adezyonun ardindan, olduk¢a invaziv karakterde olan blastosistlerin esas
olarak tip IV kollajen, laminin ve diger hiicreler aras1 madde bilesenlerinden olusan ve
embriyo implantasyonu sirasinda bir bariyer gorevi goren liimen epitelinin altinda bulunan

bazal membrana nlfuz etmesi (gebeligin 7. giinii ve sonrasi) gerekir [276, 277]. Bu
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penetrasyon sireci ve blastosist hicrelerinin stroma boyunca devam eden invazyonu,
hiicreler aras1 maddenin yeniden sekillenmesiyle diizenlenir. Hiicreler arasi maddenin
yikimindan proteinazlar sorumlu oldugundan, implantasyon sirasinda endometriyumda
spesifik proteinaz ve proteinaz inhibitdrlerine ait genlerin ifadesini tanimlamak igin
kemirgenlerde bircok c¢alisma yapilmistir. Bu c¢alismalara ornek olarak katepsinler,
plazminojen aktivatorii ve bunlarin inhibitorleri, kallikriens, ndropsin, matriks

metalloproteinazlar ve bunlarin doku inhibitdrleri gosterilebilir.

Omurgalilarda MMP ailesi 28 iiyeden olusur ve en az 23’{i insan dokularinda ifade edilir
[278]. MMP'ler yaygin olarak substratlarina ve yapisal alanlarinin kollajenazlar, jelatinazlar,
stromelisinler, matrilisinler, membran tipi (MT)-MMP'ler ve diger MMP'ler olarak
smiflandirihir [119]. MMP’lerin jelatinazlar smifinda bulunan MMP-9 (Jelatinaz B),
menstrual dongii ve gebelik sirasinda endometriyal dokunun yeniden sekillendirilmesinde
rol oynadigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir [279-281]. MMP-9, aktif blastosistlerden
salgilanan baskin MMP'dir ve ifadesi, gebeligin 6. giinlinde blastosistin maternal stromay1

invaze etmeye basladig1 donemde artis gosterir [282].

Zhao ve arkadaglarinin siganlarda erken gebelikte uterusta MMP-2, MMP-9 ve bunlarin
doku inhibitorlerine ait mRNA’larin ifadesini degerlendirdikleri calismada, in situ
hibridizasyon yontemiyle MMP-9 mRNA’s1 gebeligin 6. giiniinde implantasyon bdlgesinin
anti-mezometriyal kutbunda primer desidual zonda bulunan desidualize stromal hiicrelerde,
7. glinde ise hem primer hem de sekonder desidual zonlarda yer alan tim desidualize stromal
hiicrelerde yiiksek diizeyde ifade edildigini gostermislerdir. Ayrica, MMP-9 ifadesinin
trofoblastik hicrelerde ve trofoblasta ait ektoplasental konide de ifade edildigini tespit
etmislerdir [277].

Hamutoglu ve arkadaslar1 siganlarda Ostrus dongiisii boyunca ve gebeligin erken
donemlerinde (7.5-9.5. ginler) MMP-2, MMP-7 ve MMP-9’lin uterus dokulari ve
implantasyon alanlarinda ifadesini immdunofloresan yontemiyle degerlendirdikleri
calismada, gebeligin 7.5. giiniinde sekonder desidual zonda, primer desidual zona gore
MMP-9 ifadesinin daha kuvvetli oldugunu ve dev trofoblast hiicrelerinde ise ifadesinin
negatif oldugunu gostermislerdir. Gebeligin 8.5. giinliinde ise primer desidual zonda,
sekonder desidual zon ile kiyaslandiginda MMP-9 ifadesinin daha kuvvetli oldugunu ve dev

trofoblast hiicrelerinde MMP-9’un kuvvetli immiinfloresan tutulumunun oldugunu tespit
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etmislerdir. Ayrica kan damarlarinin endotellerinde de yine kuvvetli MMP-9 immiinfloresan
tutulumunun oldugunu gostermislerdir [283]. Bizim c¢alismamizda da Hamutoglu ve
arkadaslarinin bulgulariyla uyumlu olarak kontrol grubunda primer ve sekonder desidual
zonlarda kuvvetli MMP-9 imminreaktivitesi izlenmekteydi. Yine bu ¢alismanin
bulgulariyla uyumlu olarak bizim ¢alismamizda da kontrol grubuna ait kesitlerde kan damar1
endotellerinde gu¢li MMP-9 immiin tutulumu vardi. Ayrica kontrol grubuna ait
kesitlerimizde trofoblastlarda benzer sekilde ektoplasental konide ve trofoblast hiicrelerinde

kuvvetli MMP-9 immiinreaktivitesi oldugunu belirledik.

Hurst ve arkadaslari siganlarda yaptiklar1 ¢alismada gebeligin 6-8. gunlerinde MMP-9
ifadesini degerlendirmis ve gebeligin 8. giiniinde elde edilmis implantasyon alanlarina ait
kesitlerde mezometriyal bolgenin miyometriyuma bitisik dis stromal bolgesinde belirgin
partikiil boyama gozlendigini gostermislerdir [284]. Hurst ve arkadaslarinin ¢alismasinin
aksine bizim c¢alismamizda kontrol grubunda MMP-9 immiinreaktivitesi yalnizca
miyometriyuma bitisik olan dis stromal bolgede ayn1 zamanda degil olduk¢a kuvvetli olarak
hem primer hem de sekonder desidual zonda dikkat ¢cekmekteydi. Hurst ve arkadaslari
caligmalarinda ayrica MMP-9 immiinreaktivitesinin sitoplazmik mi yoksa hiicreler arasi
madde icinde mi oldugunu optik ¢Oziiniirliigiin  yetersiz olmast nedeniyle
belirleyememislerdir ancak bizim ¢alismamizda MMP-9 immin tutulumu desidual stromal
hiicrelerin hem membranlarinda hem de sitoplazmalarinda kontrol grubunda oldukga

belirgindi.

Chan ve arkadaglarinin ilk trimester gebeliklerine ait plasental dokulardan izole edilen
primer insan ekstravilloz trofoblastlar1 tlizerinde 1, 25-dihidroksivitamin D3 ve 25-
hidroksivitamin =~ D3'in  etkilerini  degerlendirdikleri  ¢alismada, 0-10 nM
konsantrasyonlarinda 1, 25 (OH)2D3 veya 0-100 nM konsantrasyonlarinda 25(OH)D ile
muamele edildiginde Matrigel iizerine ekilmis ekstravilloz trofoblastlarin invazyon
kapasitelerinin D vitamininin bu iki formunun artan konsantrasyonlarina bagli olarak zaman
icinde artig gosterdigini ve 100 nM 25 (OH)D konsantrasyonunda ekstravilloz
trofoblastlarda pro-MMP-9 sekresyonunun maksimum diizeye ulastigini jelatin zimografi
yontemi ile belirlemiglerdir. Dolayisiyla D vitamininin aktif formu olan 25(OH)D’nin
trofoblast invazyon kapasitesi ve bu hiicreler tarafindan iretilen 6nemli bir invazyon
belirteci olan MMP-9 iizerinde dogrudan etkisi oldugunu yaptiklar: in vitro deneylerde

ortaya koymuslardir [285]. Bizim caligmamizda ise Chan ve arkadaslarinin in vitro
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deneylerindeki sonucu destekleyecek sekilde, D vitamini eksikligi olusturdugumuz deney
grubuna ait kesitlerde limende yer alan trofoblastlarda MMP-9 imminreaktivitesinin
kontrol grubuyla kiyaslandiginda azaldigini tespit ettik. Dolayisiyla D vitamini eksikligi
invazyon kapasitesini ve invazyon igin kritik bir belirtec olan MMP-9 ifadesini

azaltmaktadir.

Literatiirdeki baz1 caligmalar tiimér hiicrelerinin invazyonuna aracilik etmek igin
Osteopontin’in, MMP-9 ifadesini indiikleyebilecegini diisiindirmektedir [286, 287].
Endometriyumdan salgilanan Osteopontin’in, MMP-9 ifadesini artirarak trofoblast
invazyonunu tesvik edip edemeyecegi hala tam olarak anlagilamamustir. Qi ve arkadaslarinin
fare blastosistlerinin adezyonu ve invazyonu iizerinde Osteopontin’in  etkilerini
degerlendirdikleri ¢alismada, fare endometriyal stromal hicrelerinde Osteopontin gen
ifadesi siRNA’lar araciligtyla susturulmus ve daha sonra Osteopontin ifade etmeyen bu
hicrelerle fare blastosistleri birlikte kiiltiirlendiginde, trofoblastlarda MMP-9 ifadesinin ve
enzimatik aktivitesinin kontrol grubuna kiyasla 6nemli 6l¢iide baskilandigini ve in vitro
trofoblast invazyon kapasitesinin de yine kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli olarak
azaldigin1 gostermislerdir [209]. Dolayisiyla bizim calismamizda da hem D vitamini
eksikligine bagli olarak hem de D vitamini eksikliginin desidual hiicrelerde Ostepontin
ifadesinin azalmasina neden olarak embriyo invazyonunda dnemli bir belirteg olan MMP-9
ifadesinin trofoblastlarda baskilamasi yoluyla bu proteinin ifadesini diizenledigini ve bu
durumun hem bizim yaptigimiz in vivo ¢aligma hem de Qi ve arkadaslarinin yaptigi in vitro

deneyde birbirini destekleyen bulgular ortaya koydugunu sdyleyebiliriz.
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6. SONUC VE ONERILER

Gebelik sirasinda D vitamini metabolizmasinda 6nemli degisiklikler meydana gelir ve D
vitamini eksikligi pek ¢ok iilkede oldugu gibi iilkemizde de gebe kadinlarda oldukca
yaygindir. Diisiik D vitamini durumu c¢esitli gebelik komplikasyonuyla iligkilendirilmistir
ancak arastirmalarin pek cogu gebeligin daha ileri donemlerinde olan etkilere odaklanmaistir.
Ayrica, D vitamini yetersizliginin yan sira kadinlarda infertilitenin yiiksek prevalansi ve D
vitamininin insan {iremesindeki olasi rolii g6z oniine alindiginda, arastirmalar, kadin iireme
bozukluklarinin tedavisinde D vitamini takviyesi gibi yeni tedavi yaklasimlarina yol agabilir.
Biz de bu nedenle calismamizda gebeligin erken doneminde D vitamini eksikliginin
implantasyon ve desidualizasyon sureclerine olan etkilerini MMP9, Osteopontin ve VEGF-
A bu siireglerde 6nemli roller oynayan belirtegler iizerinden degerlendirmeyi hedefledik.
Calismamizda gebeligin 8. gilinlinde D vitamini eksikligi olusturdugumuz deney
grubumuzda gebelikte desidualizasyon ve anjiyogenezde 6nemli islevleri olan Osteopontin
ve VEGF-A proteinlerinin immdanreaktivitesi ve gen ifadelerinin kontrol grubunda
kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli bir azalma gosterdigini ancak MMP-9 proteinin
immiin tutulumu ve gen ifadesinde kontrol grubuna gore azalma olmasina ragmen anlamli
bir farklilik olmadigini tespit ettik. D vitamini eksikliginin bu ti¢c molekiiler diizenleyiciden
ikisinin ifadelerini 6nemli Ol¢iide azaltmasi D vitamini eksikliginin implantasyonun
desidualizasyon ve anjiyogenezis asamalarinda Onemli bir etkisi olabilecegini

diisindiirmektedir.

Gebeligin erken donemlerinde D vitamini eksikliginde anjiyogenezle ilgili 6rnegin Tie2,
HIF-1a ve Angiopoietin 1 gibi yolaklarinin da arastirilmasi ve D vitamini eksikliginin bu
yolaklar {izerindeki etkileri de arastirilmalidir. Ayrica literatiirde embriyo invazyonunda
MMP-9 gibi 6nemli rol oynayan bir invazyon belirteci olan MMP-2’nin de in vitro
kosullarda D vitaminiyle iliskisi gosterilmis olup bu belirtecin de gebeligin erken doneminde
D vitamini eksikligi ile iliskisi ortaya net bir sekilde konulmali ve her iki invazyon belirteci
izerindeki etkileri karsilastirmali olarak agiklanmalidir. Yapilacak ileri diizeyde molekiiler

ara yolak ¢alismalar1 konuya 1s1k tutacaktir.
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saptanarak onaylanmasina oybirligi ile karar verilmistir.

Bilgilerinizi rica ederim.

It is unanimously approved that the research project numbered G.U.ET-21.077 and entitled
"Evaluation of the effects of experimentally induced vitamin D deficiency on implantation by
immunohistochemical methods" is in compliance with Gazi University Animal Experiments Local Ethics
Commitee regulations.

With my best regards.

Hayvan Tiirii : Rat Sprague-Dawley Albino
Hayvan Sayis1 : 16

Prof. Dr. Abdulkadir BEDIRLI
Kurul Baskam

Ek:1 Liste

Bu belge. gitvenli elektronik imza ile imzalannustir
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