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OZET

Endometriyum epiteli, siklusun alici fazinda ve progesteronunun etkisindeyken
yapisal ve adheziv ozellikleri agisindan onemli degisikliklere ugramaktadir. Hucre
adezyon molekullerinde olusabilecek degisiklikler, cevresel ve genetik faktorler,
embriyonun gelisiminden baslayarak maternal uterin alicilikta sonrasinda
endometriyal stromal hdcrelerinin desidualizasyonuna varana kadar bir ¢ok
mekanizmada rol oynamaktadir. Maternal folat metabolizmasinin ovaryen
fonksiyonlarin, implantasyonun ve embriyogenez surecinin Uzerindeki etkileri
arastinimaktadir. Calismamizda implantasyon penceresinin acik oldugu geg luteal
evrede (di6strus), a5B3 integrin ve E-Kaderin'nin folik asit eksikliginde
endometriyum ylzey ve bez epitelindeki olasi sentezlenme farkliliklarini ve gene
folik asit eksikliginin endometriyumda olusturabilecegi degisimsel farkhliklarin
histokimyasal ve immunohistokimyasal yontemler ile arastiriimasini amacladik.
Deneyde 16 adet, 8-10 haftalik Wistar Albino cinsi si¢ganlardan rastgele secilmis 2
grup olusturuldu. 5 hafta stresince 2 mg/kg Folik asit (FA) iceren standart Rodent
yem ile beslenen siganlardan kontrol grubu, FA icermeyen 6zel Rodent yem ile
beslenen sicanlardan FA eksiklik grubu olusturuldu. 5. haftanin bitiminde denekler
sakrifiye edildi, kan érnekleri ve uterus dokulari alindi. Dokulardan alinan kesitlere
hematoksilen - eozin ve a5B3 integrin ve E-kaderin primer antikorlari ile
immunohistokimyasal ydntemler uygulandi. Calismamiz sonucunda FA’in
endometriyum morfolojisinin ve islevselliginin devami Gzerinde olumlu etkisinin
olabilecegi yapilan histokimya ve immunohistokimya analizleri ile goériimus
olmakla birlikte bu konuda halen daha fazla calismalara ve internasyonel
konsensus kararlarina gereksinim duyulmaktadir.
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ABSTRACT

The endometrial epithelium undergoes significant changes in terms of its structural
and adhesive properties during the receptive phase of the cycle and under the
influence of progesterone. Changes that may occur in cell adhesion molecules,
environmental and genetic factors play a role in many mechanisms, starting from
the development of the embryo until the decidualization of endometrial stromal
cells in maternal uterine receptivity. The effects of maternal folate metabolism on
ovarian functions, implantation and embryogenesis are investigated. In our study,
we aimed to investigate the possible synthesis differences of a5B3 integrin and E-
cadherin in the endometrium surface and gland epithelium in folic acid deficiency
in the late luteal stage when the implantation window is open, and to investigate
the variational differences that may be caused by folic acid deficiency in the
endometrium by histochemical and immunohistochemical methods. In the
experiment, 2 randomly selected groups were formed from 16 8-10 weeks old
Wistar Albino rats. Control group was formed from rats fed with standard Rodent
chow containing 2 mg/kg Folic acid (FA) for 5 weeks, and FA deficiency group was
formed from rats fed special Rodent chow without FA. At the end of the 5th week,
the subjects were sacrificed, blood samples and uterine tissues were collected.
Hematoxylin - eosin and a5B3 integrin and E-cadherin primary antibodies and
immunohistochemical methods were applied to the sections taken from the
tissues. As a result of our study, it has been seen with histochemistry and
immunohistochemistry analyzes that FA may have a positive effect on the
continuation of the endometrial morphology and functionality, but there is still a
need for more studies and international consensus decisions on this subject.
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1. GIRIS

Embriyonun uterus endometriyumuna implantasyonu ve implantasyonun
gerceklestigi menstriel siklusun ge¢ luteal evresi ile iligkili yapilan literatirde gok
sayida calisma vardir. Deneysel calismalarin odagi haline gelen insanlarda
menstriel siklusun sadece 19-24. gunlerini igcine alan gec¢ luteal evre, sigan
diéstrus evresiyle ayni zaman araliinda tanimlanmaktadir. Ilk transmisyon
elektron mikroskobu (TEM) c¢alismalarindan bazilari, steroid hormonlarinin
verilmesini izleyen bu dénemde kemirgenlerin uterus luminal ylzey epiteli hiicre
modifikasyonlarini gostermistir (Kelsey, 2020). Didstrus evresindeki sigan
endometriyumunda hormonal dizenlemelerin kontroliinde ylzey epitelinde yapisal
degisiklikler olusmaktadir. LH seviyesindeki dususe, FSH hormonu ylUkselerek
eslik etmekte ve dnceki dongunin en yuksek degerine ulagmaktadir. Bunu izleyen
Ostrojen hormonunun dususu ile progesteron yuksek seviyelere cikmaktadir.
Ovaryen hormonlarin olusturdugu dongusel degisikligin etkisiyle didstrusdaki
sican yuzey epiteli genis alanlar Uzerinde daha az kivrimh bir yapi halini
almaktadir. Belirgin enine kivrimlara sahip alanlarin yaninda, enine kivrimlar kadar
uzun ve derin olmasa da bazi bodlgelerde boyuna kivrimlar da bulunmaktadir.
Prodstrus sirasinda belirgin olan uterus bezlerinin agikligi bu donemde boyut
olarak kigulmustur. Hucre yuksekligi, dstrusa oranla azalmistir. Hlcreler kuboidal
ile silindirik morfolojidedir. Epitel hiicre yuzeyindeki uzun mikrovillus yapilari daha
kisa olanlarla bir arada bulunmaktadir. Bir butun olarak bakildiginda, tum epiteli
kaplayan mikrovilluslar dstrusdaki kadar uzun ve yogun degildir. Didstrusun geg¢
doneminde hucrelere yukaridan bakildiginda poligonal, yandan bakildiginda ise
kiboidal sekildedir. Ylzey epiteli, farkli mikrovillus uzunluklari ve apikal ylzeylerde
olusan degisikliklerden kaynakli mozaik benzeri bir desen sergilemektedir.
Prodstrus ve 0Ostrus sirasinda goérulenin aksine didstrusda bezlerin kanallari
[imene dogru ¢ikinti yapmamaktadir. Bezlerin boyutlari ve limen agikliklari krater
benzeri c¢ukurlar sekilde kugulmustur (Spornitz, Socin ve Dravid, 1999).
Pinopodlar, donguye bagli degisiklikler sergileyen ve varsayilan implantasyon
araliginda belirgin olan orta - ge¢ sekretuar faz endometriyumunun karakteristik
yapilaridir (Elgamal, Othman ve Ahmed, 2016). insanlarin ve siganlarin uterus
endometriyumunda pinopod olusumu ile plazma progesteron dizeyi arasinda

guglu bir korelasyon bildirilmistir (Stavreus-Evers ve digerleri, 2001).



Endometriyumun yapisal 6zelliklerinin en detayli hali ile degerlendiriimesi, 6zellikle
de implantasyon penceresi doneminde iken implantasyon basarisizhgi
paradigmasina i1sik tutabilir. Karmasik bir dizi etkilesim ve olayi igeren embriyonun
uterus duvarina implantasyonu, embriyonun blastosist asamasinin Otesinde
gelismesi ve terme kadar ilerlemesi igin ilk gereksinimdir. Endometriyal alicihgin
basarili bir sekilde kurulmasi ve ardindan endometriyumun desidua olarak
farklilasmasi embriyo implantasyonundaki kilit olaylardir. Ovaryen hormonlardan
progesteron artigl, lutel fazin ortasindaki endometriyumda olusan degisikliklerden
sorumludur. Endometriyumun blastosistin tutunmasi i¢i alici hale geldigi bu surece
“window of implantation” (WOI) anlamina gelen implantasyon penceresi denmistir
(Kelsey, 2020; Paria, 1993). Implantasyon penceresindeki endometriyumun ayirt
edici Ozellikleri; endometriyal lUmenin ylzey epitelinin salgr vakuolleri ile
tikanmasi, pinopodlarin olusmasi ve luteal - gec¢ luteal fazda ovaryen hormonlarin
etkisi altinda klguk tip mikrovillus yapilarinin olusmasi olarak siralanabilir (Bahar,
2015; Kayisli, 2007).

Ureme biyolojisi alaninda yapilan calismalar, fetal-maternal etkilesim sirecinde
olusan cevresel ve genetik faktorlerin, embriyonun gelisiminde, maternal uterin
alicilikta sonrasinda endometriyal stromal hicrelerin desidualizasyonuna varana
kadar ki bir cok mekanizmada roli oldugunu acgik¢ca ortaya koymaktadir (Xing,
2015). Endometriyal doku Ozelinde vyine hiucre adezyon molekillerinde
olusabilecek degisiklikler, implantasyon basarisizligina neden olabilecegi gibi

kanser ve endometriozis zemininde de gozlenmektedir (Kurek, 2021; Emily, 2018).

Folik asit (FA) eksikliginin Greme Uzerindeki etkisine iligkin birgok ¢alisma, temel
olarak fetal gelisime odaklanmistir ve folat eksikliginin embriyonik gelisim
Uzerindeki olumsuz etkileri net olarak ifade edilmistir. Maternal tarafta ise folat
metabolizmasinin ovaryen fonksiyonlarin, implantasyonun ve embriyogenez
surecinin Uzerindeki etkileri bilinmektedir. Noral tlip defektlerinin insidansi
Uzerindeki koklu etkisine ek olarak, azalmis folik asit seviyeleri ile tekrarlayan
spontan dusukler ve IVF/ICSI tedavisi goren infertilite hastalarinda, plazma folat
konsantrasyonlari arasinda iliski ortaya c¢ikariimigtir (Thaler, 2014). Folik asit
takviyesinin noral tip defektlerinin olusumunu azalttigi kanitlanmis olmasina

ragmen FA eksikliginin dogum kusurlarini nasil induklediginin mekanizmasi



hakkinda daha az sey bilinmektedir. Folat eksikliginin neden oldugu dusuk kadin
dogurganlhii, disuk embriyo sayisi ve dustk fetal canlihlk dahil olmak Uzere
gelisimsel anormalliklerin esas olarak implantasyondan sonra ortaya ¢ikabilecegi
One surulmektedir (Yanli, 2015). Folik asite benzer sekilde yetersiz D vitamini
seviyesi, tekrarlayan implantasyon basarisizligi ve gebelik kaybi ile
iligkilendirilmistir. D vitamininin disi Ureme dokularinda sentezlendigi ve bagisiklik
sistemini module ederek perikonsepsiyon dénemini ve ureme sonuglarini etkiledigi
gosterilmigtir. D vitamini sentezinin bilegsenleri ovaryum, uterus endometriyumunda

ve plasentada bulunmaktadir (Schréder-Heurich ve digerleri, 2020).

Temelde maternal folik asit durumu ile fetal noéral tip defektleri arasindaki iyi
bilinen baglanti temelinde, kadinlara perikonsepsiyonel dénemde folik asit
takviyesi almalari tavsiye edilmektedir (Fekete ve digerleri, 2010). Folat, folik aside
(pteroilmonoglutamik asit) benzer vitamin aktivitesi sergileyen ilgili tim bilesikler
icin genel bir terimdir. Folik asitin tamamen oksitlenmis hali olan folat ti¢ kisimdan
olusur: bir pteridin halkasi, p-aminobenzoik asit ve bir L-glutamik asit molekili
(Shane, 2008). Dogal olarak olusan folatlar genellikle bir poliglutamat yan zincirine
sahiptir. insanlar pteridin halkasini sentezleyebilir ancak diger bilesiklerle
baglayamaz . Sonug olarak, insan saghgi, yalnizca diyet yoluyla alinan folata
degil, ayni zamanda kalin bagirsagin normal mikroflorasi tarafindan sentezlenen

folati da iceren folik asitin ekzojen kaynaklarina baghdir (Birn, 2006).

Folat gerektiren reaksiyonlar topluca tek karbon metabolizmasi olarak adlandirilir;
5,10-metilen-tetrahidrofolat bu doéngulerde merkezi bir rol oynar .Bu sentetik
donguler sitozolde bulunmaktadir. Bununla birlikte, blylUk mitokondriyal folat
havuzlari ayrica sitozole tek karbonlu o6nculleri saglar. Tek karbonlu metabolizma,
DNA ve RNA sentezinin purin ve pirimidin dncullerinin sentezini, serin ve glisinin
birbirine donustirilmesini ve homosisteinin (Hcy) metionine ddnudsturilmesini
saglar. Metionine, S-adenosilmetiyonine (SAM) doénusturalir. SAM; DNA, RNA,
hiicresel membran fosfolipidleri, norotransmiterler, hormonlar ve miyelinin
metilasyonunu igeren 100'den fazla kimyasal reaksiyonda metil donérudir (Bailey

ve Gregory, 1999).



Embriyonik gelisim sureci dogasinda hucresel c¢ogalma ve tek karbon
metabolizmasi oranlarindaki artiglarla iligkili oldugundan daha once yapilan
arastirmalarin 15191 altinda c¢alismamizda, folik asit eksikliginin implantasyon
penceresinin agik oldugu gec¢ luteal evreye denk gelen siganlarin didstrus
evresinde, endometriyumda olusturabilecedi degisimsel farkliliklari, a5B3 integrin
ve E-Kaderin’in endometriyum ylzey ve bez epitelindeki olasi sentezlenme
farklihklarini histokimyasal ve immunohistokimyasal yOntemler ile aragtirmayi
hedefledik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Uterus
2.1.1. Uterus embriyolojisi

Gametler, primordiyal germ hucrelerinden kdken almislardir. Primordiyal germ
hicreleri 2. haftadan itibaren epiblastin iginde olusarak, gastrilasyon ile primitif
cizgiden ilerleyen yolk kesesine go0¢ eden hicrelerdir. Primordiyal germ
hicrelerinin yolk kesesinden, gelismekte olan gonadlara dogru gerceklesen bu yer
degistirme hareketi 4. haftadan itibaren baslar ve 5. haftada hedeflerine ulasirlar
(Sadler, 2017:14). Primordiyal germ hucreleri genetik olarak disi gonada
geldiklerinde oogoniyumlara farklilasirlar (Sadler, 2017:25). Embriyonun genetik
olarak disi ve/veya genetik olarak erkek olmasi fertilizasyon esnasinda belirlenmis
olmasina ragmen, gonadlar gelisimin 7. haftasina kadar erkek veya disiye 6zgu
fenotipik Ozelliklere sahip dedildir. 7. hafta boyunca embriyonun cinsel fenotipik
farklilasmasi da baslar (Sadler, 2017:261; Dudek, 2014:169). Seksiel
dimorfizmden, Y kromozomu kisa kolu (Yp11) tUzerinde bulunan cinsiyet belirleyici
bolgedeki SRY geni sorumludur. SRY geni Testis belirleyici faktér (TBF) olarak da
adlandiriir. SRY geninin UrlnG olan protein cinsiyet organlarinin disi mi erkek mi
fenotipik Ozelliklere sahip olacagini belirleyen bir transkripsiyon faktorudur. (TBF)
varliginda embriyonun cinsiyeti erkek, (TBF) yoksa kiz tipinde gelisir. (TBF) ile
gonad farklilasmasi testis yonunde olur ve testisin Leydig hucreleri tarafindan
Uretilen Testosteron, testisin Sertoli hiicreleri tarafindan uretilen Mdllerian inhibe
edici faktér (MIF) ile embriyo erkek fenotipi olacak sekilde farklilasir (Sadler,
2017:261; Dudek, 2014:169).

Gonadlarin olusumundan sorumlu olan gonadal ¢ikintinin sekillenmesinde ise
¢blom epiteli ve Urogenital gikintinin altindaki mezodermin prolifere olmasi rol
oynar. Urogenital ¢ikinti ise intermedier mezodermin dorsal viicut duvari boyunca

uzunlamasina yukselmesiyle olusur (Dudek, 2014:169).

Primordiyal germ hicrelerinin gonadlara olan godctnde indukleyici etkenler

mevcuttur ve gonadlara ulagsmasinin hemen oncesi ve ulastiklari esnada gonadal



sirtta bulunan epitel hucreleri prolifere olarak altlarindaki mezensime gomdalir ve
primer seks kordonlarini olustururlar. Bu kordonlar her iki cins embriyo icinde
yuzey epiteline baghdir. Bu evredeki gonada farkliigsmamis gonad denir ve erkek
veya digi gonad mi ayirt etmek mumkun degildir. Disi embriyolarda primer seks
kordonlari dizensiz hlcre gruplarina ayrilir. Bu hdcre kimeleri primitif germ
hdcrelerini  barindirir. Overin medullar bdlgesinde yer alan hicre kumeleri
kaybolarak vaskuler bir stroma olusturur. Disi gonad ylizey epiteli prolifere olarak
7. haftada kortikal kordonlara gelisir. 3. aydaki kortikal kordonlar hicre kimelerine
ayrilip proliferasyona devam eder. Oogoniumlarin etrafini saran ve folikiler
hucreler denen epitel hicrelerini olugturur. Follikuler hicrelerle sarili oogoniumlar

primordiyal foliktll olusturur (Sadler, 2017:263).

Farklanmamig evrede hem digsi hem erkek embriyoda iki ¢ift genital kanal vardir.
Mezonefrik (Wolffian) ve Paramezonefrik (Millerian) kanallar. Ostrojen, disi
embriyoda paramezonefrik kanallarin ana genital kanallara dénlsmesinde rol
oynar. Genital kanalda 3 bélim vardir. ilk iki boliimden uterus tupleri gelisir. Son
kisim olan kaudal pargalar kaynasip uterus kanalini olusturur. Birbirleriyle
kaynasmis paramezonefrik kanallar uterus broad ligamentini olusturur. Uterus ve
ligamentler pelvisi ikiye boler. Uterus korpusu kaynasmis paramezonefrik
kanallardan gelisir. Uterusun etrafi muskuler tabaka olan miyometriyum, peritoneal

ortusu perimetriyum denilen mezensimal tabaka ile sarilir (Sadler, 2017:266).

Uterusun gelisimsel anomalileri

Paramezonefrik (Millleryan) kanallarin flizyonunda basarisizlikdan kaynaklanabilir

ve bu da uterusun armut seklinde olmamasina neden olabilir.

Uterus  didelfis, paramezonefrik kanallarin tam olarak flzyonunun
gerceklesmemesinde ortaya c¢ikar. Uterus septus, en sik rastlanan uterus
anomalisidir. Paramezonefrik kanallarin orta hatta birlesimi sonrasinda olusan
septumun rezorbe olmamasi sonucu olugur. Uterus bikornus, her iki
paramezonefrik kanalin fundus seviyesinde flzyonunun tamamlanmamasindan

kaynaklanir. Uterus unikornus, bir paramezonefrik kanal gelismediginde veya tam



olarak gelismediginde ortaya cikar. T seklinde uterus (Dudek, 2014; Tokmak ve
Sarikaya, 2015).

2.1.2. Uterus anatomisi

Uterusta hem menstrual siklus hem hamilelik stiresince goérulen yapisal ve islevsel
degisiklikler, noral aktivite ve hormon seviyeleriyle yakindan ilgilidir (Ross ve
Pawlina, 2016:834). Uterus fertilizasyon sonrasi hizlica gelisen morulay uterus
tuplerinden alir. Embriyonik ve fetal gelisim uterus iginde gergeklesir ve bu slreg
uterusun boyut ve gelisimde dramatik bir sekilde artisa sebep olur (Ross ve
Pawlina, 2016:850). Uterus anatomik olarak mesane ve rektum arasinda pelviste
bulunan i¢i bos armut seklindedir. Dogum yapmamig bir kadinda 30-40 gr
agirhginda 7,5 cm uzunlugunda, 5 cm genisliginde, Ust tarafi da 5 cm genigliginde
ve 2,5 cm kalinhgindadir. Uterus anatomik olarak 2 bélumden meydana gelmistir.
Korpus (gévde) ve serviks (Kierszenbaum, 2020:737). Bazi kaynaklarda uterusun
3 boélimden olustugu belirtiimis olup korpus, fundus ve serviks seklindedir
(Gartner, 2019:348). En genis kisim olan govdeye sag ve sol uterine tupleri ile
girilir. Korpus (gbvde) uterusun en genis parcasidir. Korpusun anterior yuzu
neredeyse duz, posterior tarafi ise konvekstir, Ust tarafa dogru genigleyen ve
uterus tuplerine baglanan yuvarlak bolim ise fundus olarak adlandirilir (Ross ve
Pawlina, 2016:850). Serviks, Korpusun altinda bulunur ve vajinaya dogru cikinti

yapar.

Uterus, mesane ile rektum arasindaki pelviste yer alan kalin duvarl, kasl bir
organdir. Mesane ve uterovezikal boslugun arkasinda rektum ve rekto-uterin
posun onunde yer alir; hareketlidir, yani pozisyonu mesane ve rektumun
distansiyonuna goére degisir. Dogum yapmamis erigkinde, serviks genellikle
vajinanin eksenine gore o6ne dogru edilir (anteversiyon) ve uterusun govdesi
servikse gore 6ne dogru egilir (antefleksiyon). Kadinlarin %10-15'inde tim uterus
vajinaya acih olarak geriye dogru egilir veya geriye donuk oldugu soylenir. Arkaya
dogru ac! yapan uterus serviks Uzerine retrofleks olarak tanimlanir (Standring,
2016:1294-1295). Round ligament, uterusu karin duvarina baglar ve Sampson
arterini igerir. Broad ligament, uterusun lateral kismini fallop tipl ve ovaryum ile

birlegtirir. Uterin arter, kardinal arterler ve Ureter broad ligament igcinde hareket



eder. Ovaryan ligament, ovaryumu uterusun vyan ylzeyine baglar.
infundibulopelvik (iP) ligament, ovaryumu karin duvarina baglar. iP ligamentin

icinde ovaryan arterleri ve venleri bulunur (Gaskins,2015).

Korpus uteri

Uterus govdesi armut seklindedir ve Ustte fundustan altta servikse kadar uzanir.
Uterus tupleri uterusa her iki tarafta uterin cornua'dan girer. Kubbe benzeri yapida
olan fundus kismi uterus tlplerinin giris noktalarindan daha Usttedir ve komsu
yuzeylerde olmak Uzere tum yuzeyler periton ile kaplidir. Fundus, ince bagirsagin
kivrimlari ve bazen de sigmoid kolon ile temas halindedir (Standring, 2016:1295).
Ligamentum latum uteri yapraklari arasinda vesikal ve intestinal iki bolumu vardir.
Korpus uteri, kalinhdir 3 cm, uzunlugu 5-6 cm, genigligi de 5 cm olan en genis
bolumudur. Uterus gdvdesinin yan kenarlarina sinister ve margo uteri dekster
olarak isimlendirilir. Bu yan kenarlarin Gst u¢ kisimlari uterin cornua’ya uyum
saglar ve hafif konveks bigcimdedir. Tuba uterina’lar boynuzsu ¢ikinti olan cornu
uteri dekster ve sinister’e tutunur. Korpus uteri'nin igindeki bosluga cavitas uteri
adi verilir. Korpus uteri ile fundusun birlestigi yerden tuba uterina’lar uterusa
baglanir. Burasi cornu uteri dekstrum ve sinistrum diye isimlendirilir (Kayhan,
2018; Arinci ve Elhan, 2001).

Serviks

Yetigkin ve hamile olmayan kadinlarda serviks, uterusun gévdesinden daha dar ve
daha silindiriktir ve tipik olarak 2,5 cm uzunlugundadir. Ust ucu uterus govdesi ile
internal os aracihigiyla iletisim kurar ve alt ucu eksternal os ile vajinaya agilir.
Anteriyor ve posterior da karsilikli duvarlarda ki kivrimlar, kanali kapatmak igin i¢
ice gecer. Daha dar olan isthmus, serviksin Ust Ugte birini olusturur. Gebeligin ilk
ayinda etkilenmese de, ikinci ayda yavas yavas uterus govdesine dahil olur ve “alt

uterus segmenti’ni olugturur (Standring, 2016:1296).



Uterusun damar ve sinirleri

Uterusun arteriyel beslenmesi uterus arterlerinden saglanir, bunlar internal iliak
arterden kaynaklanir. Uterusun venoz drenaji ise internal iliyak venler tarafindan
yapilir ki bunlar da inferior vena cava'ya bosalr (Dudek, 2011:165). Uterin
arterden ¢ikan bir ana dal, ovaryan arterin dallari ile anastomoz yaptigi ovaryen
hilus bodlgesine ulasana kadar genis ag icinde uterusa kivrimli bir sekilde yukselir.
Damarlarin kivrimhhgi, uterus duvarindaki dallarinda da tekrarlanir. Her uterin
arter cok sayida dal verir. Bunlar uterus duvarina girer, bolindr ve 6n ve arka
Arkuat arter gruplari olarak c¢evresel sekilde ilerler. On ve arka orta hatta
yaklastikca dallanip daralirlar, bdylece bu bolgelerde buyuk damarlar kalmaz
(Standring, 2016:1298).

Endometriyumu Arkuat arterler besler. Bir arkuat arterin iki segmenti vardir:

1. Bazal tabakayi besleyen diz bir segment olan, straight artery

2. Fonksiyonel tabakayi besleyen sarmal bir segment olan, spiral artery.

Arterin sarmal segmenti, endometriyum kalinhiginin artmasina uyum saglayacak
sekilde uzayabilir (Kierszenbaum, 2020:740). Arkuat arterler, miyometriyumun,
stratum vasculare ‘den koken alir (Gartner, 2019:348). Myometriyumdan c¢ikan
Uterine arterden 6-10 adet Arkuat arter dallanir. Bu arkuat arterlerden radial kollar
cikar ve radial arterler olarak endometriyumun basal tabakasina girer. Radial
arterler, kiicuk duz straight artery ‘ lere dallanir. DUz arterler spiral artery olarak
fonksiyonel tabakaya dogru devam eder. Spiral arterler ¢ok sayida arteriyol verir
ve bu arteriyoller endometriyum fonksiyonel tabaka iginde zengin bir kilcal ag
olusturur. Bu kilcal ag yatagi ince duvarli, genislemis segmentler icerir. Bu
bosluklar ise lakiin olarak adlandirilir (Ross ve Pawlina, 2016:853).

Uterusun sinir beslenmesi agirlikh olarak alt hipogastrik pleksustan gelir. Bazi
dallar, genis uterus arterleriyle birlikte veya yakininda yukselir. Uterus govdesini ve
tiplerini beslerler ve alt hipogastrik pleksus ve ovaryen pleksus ile tubal sinirlere

baglanirlar.



10

Pleksus ve yumurtalik pleksus ile. Uterus sinirleri myometrium ve endometriumda

sonlanir ve genellikle damarlara eglik eder (Standring, 2016:1299).

Ligament of ovary
! f Ovarlan sboma
Lterine whe, IShmus ] / | Masosaipime
Fundus of uevus
Utanine lube, ampula
Ltane be - Transverse doctues
N Utarne tbe, fokds
Roung igament of wens
Ligament of ovary -l
g Ulerine tube,
3 In:nabuum;
Mmbrize
Lterie caviy, endomet km——"
Myometrium Corpus alticans

Cervical cana, paimate foids Ovarian arery and vains
Vesiculr appendtx {Saked hydatd)
Vesiauiar ovanan foides

Corpus kteum

EBroad Bgament of uens

Cervx of utesus, vaginal part

External os of ueus
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vagra manualpa‘.}ugm lube, erne pan
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Sekil 2.1. Uterus,uterus tupleri,overler (Standring, 2016:1300)

2.1.3. Uterus histolojisi

Uterus duvari 3 tabakalidir. Uterus lumeninden digsa dogru; endometriyum,
miyometriyum, perimetriyum. Perimetriyum tabakasi, seroza ya da adventisya
olarak da adlandinlir. Endometriyum uterusun mukoza tabakasidir ve epitelyal
hlcre hatti altindaki bezden zengin bir bag dokusu olan stromadan ibarettir (Ross
ve Pawlina, 2016:850). islevsel olarak 2 tabaka ayirt edilir. Menstriiasyonda
dokilen yizeyel, fonksiyonel tabaka ve fonksiyonel tabaka dokildikten sonra
endometriyumun yeniden epitelizasyonu igin bir kaynak saglayan bazal hucrelere
ve endometriyal bezlere sahip bazal tabaka. Bazal tabaka yaklasik Tmm veya
daha az kalinlikta olan endometriyumun daha derin tabakasidir. Endometriyum
hormon moduilasyonlu menstrial siklusun etkisi altinda oldugundan kalinhgi 1
mm’den 7 mm’ye kadar degisebilir (Kierszenbaum, 2020:578; Gartner, 2019:348).

Endometriyum mukozasi, basit kolumnar epitel ile doselidir. Kolumnar epitel,
lamina propria yada stroma denilen diizensiz tip3 kollajen demetlerinin bulundugu,
fibroblastlarca zengin zemin Gzerindedir. Basit kolumnar epitel silialidir ve salgi

hicrelerine sahiptir.  Kolumnar epitel hicre hattindan sonra ise tum
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endometriyuma niUfus eden c¢ok sayida tubudler uterin bezleri siralanmigtir
(Mescher, 2016:473,474). Stromasi, yildiz hicreleri (Stella cells) ve bol miktarda
retikuler lif iceren mezenkimal bag dokusuna benzer. Makrofajlar ve I6kositler de
mevcuttur. Stroma, endometriyumun basit tubuler bezlerini barindirir (Gartner,
2019:348). Epitel hlcreler arasindaki iliski ve badlantiyi saglayan hicre
baglantilari ve hucrelerin bir arada durmasini ve yapismasini saglayan hucre
adezyon molekulleri vardir. Bu adezyon molekullerinin veya hucre baglantilarinin,
hidcrenin apikal veya bazolateral tarafinda bulunmasi hucrede kutuplagsmanin

nedenidir. Hiicre adezyon molekulleri 2 ana grupta incelenir:

« Kalsiyum bagimh molekiller; kaderin ve selektinler
+ Kalsiyum bagimsiz molekuller; integrinler ve immunglobulin siper ailesi
(Kierszenbaum, 2020:7).

Kaderinler

Cadherin
e Domains in the extracelutar portion s
— of cadherin bind to calcium homophiic
Cas Cadherin as-homophilic dimers of S
Cat opposite coll membranes establish | I
trans-homophilic interaction
Cad+
Plasma membrane . ')5
trans-homophiic 3
Cytoplasm ineracion 23
Actin-binding
proteins

p-catenin binds io the infraceluler domain of cadhann, The -catenincadhann
complex racruits c-catanin, an adaptor profedn that binds diractly o acin.
-Cahonin {ako calied plakoglobin) & a regulator of cadherin funcion.

Sekil 2.2. Kaderin molekiler mekanizmasi (Kierszenbaum, 2020:11)

Kaderinler epitel hiicrelerini bir arada tutan en énemli adezyon molekulleridir. Son
¢alismalar sonucunda seksenden fazla kadherin bildiriimigtir. Desmogleinler ve

Desmokolinler buna dabhildir. Klasik kaderinler bulunduklari dokuya gore
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isimlendirilmistir. Mesela epitel hiicrelerinde bulunan epitelyal kaderin, E-Kaderin;

sinir sistemindeki néral kaderin N-kaderin ;placenta kaderini P- kaderin gibi.

E-kaderin (Epithelial calcium-dependent adhering; transmembrane linker protein)
hiicre yan (lateral) yuzeylerinde bulunur, epitel tabakanin surekliligini saglar. E-
kaderin molekdlleri lateral hiicre ylzeyinde bulunan cis-homofilik dimerlerle iliski
kurar. Baglanma yuzindeki histidin-valin-alanin (HAV) dizisi yan yana olan
kaderinlerin dimer olugturmasini kolaylastirir. Epitelyal htcre kulturlerinde
kalsiyumun c¢ikarilmasi veya E-kaderin'e karsi bloke edici bir antikorun
kullaniimasi, hucre-hicre baglanmasini bozar ve stabilize edici baglantilarin
olusumu engellenir. Kaderinlerin sitoplazmik alan ile badglantisini intermediate
proteinler olarak bilinen Kathenin kompleksi ile yapar. Kathenin kompleksi ;

catenins q, 3, ve actin binding proteini a-actinin, vinculin, formin-1 icerir.

Kathenin kompleksinde, a-katenin aktine direk baglanir. B ve -katenin ise kaderine
baglidir. Kateninler, E-kaderinlerin hiicreler arasi alanda yapismasini kontrol eden

molekullerdir (Kierszenbaum, 2020:7,8).

Hucreler arasi baglanti farkli hiuicre adezyon molekulleri arasinda oluyorsa buna
heterotipik baglanti, ayni hicre adezyon molekilleri arasinda oluyorsa homotipik
baglanti olur. E-kaderinler esas olarak zonula adherens bélgesinde lokalizedir. E-
kaderinlerin hucreler arasi etkilegsimindeki kontrolt, embriyonik hicre gogunde rolu
olabilecegini dusundurtr. Son c¢alismalar, E-Kaderinlerin sadece hicre
adezyonunun molekull olarak dedil; hucre polaritesinde, farklilasmasinda, hicre
gocunde, proliferasyonunda, epitel hucresinin hayatta kalmasinda major bir role
sahip oldugunu gostermistir. TEM ile incelendiginde, zonula adherens karsilikli
hlcreler arasinda 15-20 nm lik bir bosluk ile karakterizedir.Hlcreler arasi bosluk
dusuk elektron yogunlugunda oldugu aciktir fakat E-kaderinler ve Ca+2 iyonlarinin
varliiyla zonula adherens orta derecede yogun alan olan fuzzy plaque olusur.
Kanitlar fuzzy plaque igin boyanabildigini ve i1sik mikroskobunda goérulebildigini 6ne
surmektedir (Ross ve Pawlina, 2016:127,128).

Endometriyal luminal epitel, implantasyon slresince embriyonun ilk tutundugu

noktadir. Embriyonun endometriyum ylzey epiteline tutunamamasi basarisiz bir
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implantasyon ve infertilite demektir. Alicihigi yuksek bir endometriyal yizey epiteli,
orta sekretuar evrede (blastosistin implante oldugu ilk 2-4 gunluk siure) eksprese
edilen hiicre adezyon molekulleri sayesinde olur. Bu noktada 6zellikle Kaderin-6
(CDH6) endometriyum yuzey epitelinde lokalizedir ve yine ayni epitel hucre
hattinda bulunan Ishikawa cells ise CDH6 ‘nin yikimina etkendir. Calismada fertil
ve infertil kadinlarin orta sekretuar evresindeki endometriyumun hem Iiminal hem
bez epitelinde CDH6’nin yerlesiminin immunoboyama yodntemiyle tespit edilmesi
amagclanmis ve kargilastirildiginda fertil kadinlarda, CDH6 boyanma yogunlugunda
belirgin derecede artis oldugu konfirme edilmistir. Endometriyal stromal hiicrelerde
ise fertil ve infertil gruplarda herhangi bir farklihk bulunmamistir. Calismada
Ishikawa hiicrelerinin CDH6 disindaki diger tip2 Kaderin ailesi tiyelerinden CD24
ve CDH12 ekspresyonunda belirgin bir etki yaptigi (CDH13 ve CDH5
karsilastirildiginda) goériimemistir.  Ayrica Ishikawa hacrelerinin® CDH6 nin
fonksiyonel ortaklarindan olan katenin ailesi Uyelerinin (katenin alpha 1, katenin
beta1 katenin delta 1) ekspresyonu Uzerinde etkili olmadigi da gézlenmistir. infertil
endometriyumlarda birka¢ mekanizmanin CDH6 ekspresyonunun azalmasinda
etkisi olabilir, mikroRNA'nin asagi yoénli dizenlenmesi gibi (Zhou, Santos ve
Dimitriadis, 2020).

Estradiol ve Progesteron implantasyon surecini baglatan ve yoneten temel
hormonlardir (Kim ve Kim, 2017). E-kaderin ekspresyonu uzerinde Estradiol ve
Progesteron regulasyonu incelenmigtir. Gecikmis implantasyonun 7. guntnde
Estradiol ve Progesteron kombinasyonunun uygulanmasi, E-kaderin ekspresyon
seviyelerini, tek basina Progesteron ile tedavi edilen hayvanlarda gozlenene
kiyasla yaklasik iki kat azaltmis ve Estradiollin, progesteron ile kombinasyonunun,
E-kaderin ekspresyonunda antagonistik etki yaptigi belirtiimistir (Jha ve digerleri,
2006).

Musinl

Musinl (MUCH1) yuksek molekuler agirlikh bir transmembran proteoglikandir ve
blastosistin implantasyon sirecine izin verir (Bowen, Bazer ve Burghardt, 1996).
Musinler endometriumun 6nemli bilegenleridir, hicre glikokaliks tabakasi hicre

yuzeyinin ¢ok oOtesine uzanan, uzun ve esnek yapilara sahiptir (Francis ve
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digerleri, 2021). Uterus epiteli apikal ylzeyi gelisecek olan embriyoyu
koruyabilmek i¢in kalin bir glikokaliks ile ortullr. Musin glikoproteinleri ,6zellikle
MUC1 apikal glikokaliksin ana bilesenidir. MUC1, mikrobiyal ve proteolitik
saldirilara karsi koruyucu bir bariyer gorevi gorur. Hem apikal hem bez epitelinden
eksprese edilir. MUC1, selektin ligandlari igin bir iskele vazifesi gorir ve blastosist
etkilesimlerini potansiyel olarak destekleyebilecek maternal-fetal arayizde belirirler
(Dharmaraj, Gendler ve Carson, 2009). Luminal yluzey epitelinin bagka bir masin
bileseni MUC16, hucre-hucre adezyonunu inhibe eder. Pinopodlarin olusumu
sirasinda, in vitro ortamda MUC16’ nin ortamdan uzaklastiriimasi trofoblast

yapismasini kolaylastirmistir (Gipson ve digerleri, 2008).

Pinopodlar

Bu vyapilar ik kez “mushroom-like” or “sea-anemonae-like” olarak peri-
implantasyon periyodunda tanimlanmistir. (Nilsson, 1972; Psychoyos and
Mandon, 1971). Pinopodlar genellikle uterus epitel hicrelerinin apikal plazma
zarinin 5-10 pm'lik hicresel cikintilari olarak kabul edilir. 0,2 pm ila 90 nm
boyutunda olan ve silia ve mikrovilli gibi diger epitelyal plazma membran
cikintilarina kiyasla, pinopodlar benzersiz bir sekilde buyuktur ve implantasyon
penceresi (WOI) sirasinda mevcuttur (Nikas, 2000). Literattrlerin ¢ogu, pinopod
gelisiminin  uyarilmasindan progesteronun sorumlu oldugunu bildirirken,
Ostrojendeki artis ise pinopod regresyonuna neden olur. Luteal faz sirasinda
endometriyumun en onemli yapisal degisikliklerinden biri, pinopodlar (uterodomlar
olarak da bilinir) epitel hlcreleri Uzerinde apikal c¢ikintilarin olusmasidir.
Pinopodlarin fonksiyonu ¢ok acgik degildir (Develioglu ve digerleri, 1999; Matson ve
digerleri, 2017). Luteal faz sirasinda pinopod olusumunun zamani literatlirde
degisiklik gosterse de, ortalama olarak, belirgin olusum, dogal menstriel siklusun
20-22. gunlerinde ve WOI ile ayni zamana denk gelen uyariimis sikluslarda 1-2
gun 6nce meydana gelir (Develioglu ve digerleri, 1999). Bazi arastiricilara gore;
pinopodlar, pinositoz ve uterus sivisindaki makromolekullerin endositozundan ve
blastosistin endometriyuma yapismasindan sorumlu oldugu yo6nundedir.
Digerlerine gore ise endometriyum-blastosist etkilesiminde direk iligkili olup htcre
adezyon molekdllerinden integrin ve LIF gibi ekspresyonunda ve bu molekdllerin

lokalizasyonunda pinopodlarin iligkisini sorgulamaktadirlar (Qian ve digerleri,
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2017; Mikofajczyk, Skrzypczak ve Wirstlein, 2011). "Pinopod" terimi, uterus limen
sivisinin pinositozunu yaptidi varsayilan fonksiyonundan tiretilmistir. Embriyo
implantasyonu oncesi ve sirasinda lumen sivi hacminin dizenlenmesi kritik Gneme
sahiptir. Implantasyondan énce, embriyo transferini ve uygun intrauterin pozisyonu
desteklemek igin uterus sivi hacmi artar (Canha-Gouveia ve digerleri, 2021).
Endositik fonksiyonu, Aquaporin’ler (AQP) denilen su kanal proteinlerinin
ekspresyonunu diuzenlemesi ile iligkilidir (Tanski ve digerleri, 2021). Trofoblastik
hdcrelerin endometriyal epitel hicrelerin arasina penetrasyonu suresince epitel
hucreleri arasindaki dezmozomlarin da azalmasiyla bosa ¢ikan endometriyal epitel
hicreleri apopitoz yoluyla pinopodlar tarafindan ortamdan uzaklastirilir
(Kierszenbaum, 2020:760).

Integrinler

integrinler kaderinlerden farklidir.a ve B alt birimlerinden olusan heterodimerlerdir.
Kaderinlere benzer sekilde sitoplazmik alt birim olan B alt birimi ile aktin
filamentlerine baglanir. Hlcreler arasi alanda bulunan 8 alt birimi fibronektin ve
lamininin 3 peptidli bileseni olan tripeptide RGD (Arg-Gly-Asp) dizisine baglanir.
Fibronekrin ve laminin bazal membranin bilesenlerindendir. integrinler 2 yénlii
sinyal alicilaridir ve hucre disi ve hucre igi alanlarina baglanan proteinler
tarafindan aktive edilebilir. integrinler hiicre disi matrix molekiillerine
baglandiginda, bir protein kompleksi hucre iskeletine baglanir ve birkag¢ sinyal yolu
aktive olur. integrin ve extraselliler matrix iligkisi embriyogenez hiicre gogii
sirasinda kritik éneme sahiptir. integrin veya integrin regiilatérlerinde olusan
genetik mutasyonlar Glanzmann’s thromboasthenia (beta 3 alt biriminde
mutasyon), leukocyte adhesion deficiency (tip | beta2 alt birimi mutasyonu)
sebebidir (Kierszenbaum, 2020:11).
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immunohistokimyasal calismalar, implantasyon penceresi siresince liminal
epitelin apikal tarafinda; av3, a4p1, and a1B1 alt birimli integrinlerin varligini

gOstermistir (Basak, Dhar ve Das, 2002).

implantasyonun basarisi icin gerekli olan yeni molekillerden EMP2 (epithelial
membrane protein 2) GAS3/PMP22 ailesi Uyesi olan EMP, Tetraspanin ve
konneksin ile birlikte 4-TM (four-transmembrane) ailesinin alt sinifini
olusturur.EMP2 genellikle sitoplazma ile sinirlidir fakat implantasyon penceresi
sirasinda apikal yuzeydeki endometriyal epitelde bulunmak Uzere yer degistirir.
EMP2, diger integrin isoformlarindan avB3 integrinini endometrial epitel
hicrelerinde secici olarak ekspresyonunu modile etmektedir. Blastosist-
endometriyal etkilesimi sirasinda av3 integrininin yeri vardir (Wadehra ve
digerleri,2002; Wadehra ve digerleri,2005).

Selektinler

Selektinler de Kaderinler gibi Ca2+-bagimli hicre adezyon molekullerindendir.
Kaderinlerin aksine selektinler karbonhidratlara baglanir ve C tipi lektin ailesine
dahildir Her bir C tipi selektin, 120 aminositlik karbonhidrat tanima bdlgesine
(CRD) sahiptir. Kalsiyum bu asamada CRD ile seker molekulinin hidroksil

gruplari arasinda baglantida gereklidir. C-tip Lektinler 3 sinifta incelenir.
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1- P- Selektin; kan damarlarinda platelet ve endotel hiicre aktivasyonunda bulunur,
2- E- Selektin; endotel hiicre aktivasyonunda bulunur,
3- L- Selektin; I6kositlerde bulunur (Kierszenbaum, 2020:737).

Desmosomlar ve siki baglanti bolgeleri

Dezmozomlar, lateral epitel sinirlariyla iligkili mekanik temas alanlaridir. Farelerde,
gebeligin  preimplantasyon doneminde, desmosomal plak proteini olan
Desmoplakin uterus luminal epitelinde azalmaktadir. Dezmozomlarin insidansi,
implantasyon sirasinda azalir ,bu muhtemelen implantasyon sirasinda bogluklarin
acillmasini ve limen epitelinin trofoblast hcreleri tarafindan penetrasyonunu
kolaylastirir (lllingworth ve digerleri, 2000). Desmosomal plasma membran
proteinlerinden olan Desmokolin ve Desmoglein’ler Kaderin super familyasi
Uyelerinden olup, sitoplazmik alanlari klasik Kaderinlerden farkhdir. Bunlar
sitoplazmik alanda hicre iskeleti yapisali olan intermedier filamentlere baglanir.
Desmosomal Kaderinler, Klasik Kaderinlerin aksine homotipik etkilesim gosterirler.
Dezmozomal kaderinler, Klasik Kaderinlerin yoklugunda htcre-hucre yapismasini

baslatabilir ve surdurebili (Singh ve Aplin, 2009).

Uterus miyometriyum tabakasi

Uterusun en kalin kas tabakasidir, kas tabakasi uterus tupleri ve vaginaya kadar
devam eder. Hem miyometrium hem de endometriyum, uterusu bir embriyonun
implantasyonuna hazirlamak i¢in her ay dongusel degisikliklere ugrar. Bu
degisiklikler adet dongusuni olusturur. Embriyo implantasyonu olursa, doéngu
durur ve hamilelik sirasinda her iki katman da o©nemli Olcide blylime ve
farklilagma gdsterir (Ross ve Pawlina, 2016:850). Hamilelik siresince miyometriyal
kontraksiyonun inhibisyonu relaksin tarafindan kontrol edilir. Relaksin, ovaryum ve
plasenta tarafindan Uretilen peptid yapida hormondur. Dodum sirasinda
miyometriyal kasilma ise , noérohipofizden salgilanan bir peptit hormonu olan
oksitosinin kontrolU altindadi (Kierszenbaum, 2020:737). Dogumdan sonra uterus
neredeyse orijinal boyutuna doner. Bazi kas lifleri dejenere olur, ancak ¢ogu
orijinal boyutlarina geri doner. Hamilelik sirasinda miyometriyumu guglendirmek

icin Uretilen kollajen daha sonra onu salgilayan hucreler tarafindan enzimatik
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olarak parcgalanir (Ross ve Pawlina, 2016:851). Uterus goévdesinde 4 kas tabakasi
vardir. Submukozal tabaka (en igteki) longitudinal ve bazi yerlerde oblik diz kas
fibrillerinden olugur. Uterus tlip lumeninin uterus duvarina gectigi yerde bu kas
tabakasl dairesel form olusturur. Vaskuler tabaka submukozal tabakanin
disindadir kan damarlarinin yani sira longitudinal kaslar agisindan zengindir. Bu
tabakayi, agirlikli olarak dairesel bir kas tabakasi olan supravaskuler tabaka izler.
En dista daha ince longitudinal kaslardan olusan subserozal tabaka ile serozaya
bitigiktir. Distaki iki kas tabaksinin lifleri uterusun yan koselerinde birlesir ve uterus
tiplerine dogru devam eder. Baz lifler broad ligament ve round ve ovaryan
ligament icine girer digerleri geri donerek uterosakral ligamente girer. Korpus ve
serviks arasindaki kavgakta duz kas, hem kollajen hem de elastin igeren yogun,
dizensiz bag dokusu ile birlesir ve servikal duvarin ¢ogunlugunu olusturur.
Bilateral longitudinal lifler, lateral submukozal tabakada fundustan servikse uzanir.
Kas lifleri yapisal olarak tipik miyometriyumdan farkhdir ve uterus duvarinin
kasilma aktivitelerini koordine eden hizl ileten yollar saglayabilirler (Standring,
2016:1299).

Uterus perimetriyum tabakasi (seroza)

Uterus govdesi, supravajinal serviksi kaplamak icin arkaya dogru devam eden
peritoneal seroza ile kaplidir. Anterior serviks ve uterus govdesinin lateral

yuzeyleri periton ile értulmemigtir (Standring, 2016:1301).

Uterus bezleri

Yuzey epiteli altta yatan lamina propriaya yani endometrial stromaya girerek
uterus bezlerini olusturur. Daha az siliyer hdcre iceren bu basit tubuler bezler
bazen endometriyumun daha derinlerine de dallanir. Endometriyal stroma,
mezengime benzeyen, yuksek derecede hlcreseldir, bol miktarda hucreler arasi
zemin maddesi icerir. Uterus tipunde oldugu gibi, endometriyumu myometriumdan
ayiran bir submukoza yoktur (Ross ve Pawlina, 2016:853). Sitokinlerden 6zellikle
Leukemia inhibitér faktér (LIF), Interldkin-1,6,11,15, kemokinler, vaskiiler
endotelyal growth faktér (VEGF) gibi bircok dizenleyici faktor endometriyum epiteli

ve uterus bezleri tarafindan uretilir (Guzeloglu-Kayisli, Kayisli ve Taylor, 2009).
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Cok sayidaki bu dizenleyici molekillerin, endometriyal dokularin hazirlanmasi da
dahil olmak Uzere birgok slrecte fonksiyonel roller oynadigi gdsterilmistir.
Trofoblast adezyonu, invazyonu ve fetal-maternal cift yonli trafigin kontrolu
endometriyal stromanin hazirlanmasi (desidualizasyon) gibi (Dimitriadis ve
digerleri, 2009).

Endometriyal bezler, embriyonun hayatta kalmasinda, trofoektoderm
aktivasyonunda, endometriyal invazyonda ve implante edilen embriyonun
beslenmesinde rol oynayan amino asitler, glikoz ve buyuime faktorlerini iceren
histiotroph denilen bir molekul kokteyli Uretir ve salgilar (Cheong ve digerleri,
2013).

blastocyst

uterine cavity

endometrial
epithelium

4’/ :“_é':? fibroblasts
___\ e idecidualizing

stroma
Kecisiiaak IL-11

Chemokines

decidual cells

Sekil 2.4. Implantasyonda molekiiler interaksiyon (Dimitriadis ve digerleri, 2009:314)
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Menstriiel siklusun endometriyum ve miyometriyum Uzerine etkisi ve endometriyal

siklus
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Sekil 2.5. Endometriyal siklus (Kierszenbaum, 2020:741)

Menstrlel siklus 2 ana fazdan olusur.

1- Proliferatif ya da 6strojenik faz,

2- Sekretuar ya da progestasyonel faz.

Endometriyumu yapisal agidan inceledigimizde ise 4 endometriyal faz gozlenir.
Menstrial, proliferatif, sekretuar, iskemik faz. Bu 4 faz boyunca meydana gelen
degisiklikler endometriyal bezler ve endometriyal stroma tarafindan desteklenir.
Proliferatif faz, erken orta ve ge¢ proliferatif faz icerir. Proliferatif faz siresince
endometriyum kalinligi ,ovaryen foliklllerden uretilen 6strojenin uyarici etkisinde
kalarak 0.5-1 mm artar. Endometriyal bezler hem dallanir hem de genisler. Lamina

propria ve bez epitelindeki mitotik aktivite sonucunda endometriyal prolifersayon
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gergeklesir. 14 gun sonra ovulasyon olursa, endometriyumun yaklasik 13 gun
suren sekretuar evresi baglar. Bu stirede endometriyumun kalinhdi 5-7 mm olur.
Epitel hucre hatti glikojenden zengin salgi icerir. Glikoproteinler ise bez [imeninde
bulunur. Bu asamada endometriyal stroma icinde desidual-benzeri hcreler

gozlenir.

Endometriyal desidualizasyon

implantasyondan sonraki ilk 6nemli olay endometriyum desidualizasyonudur.

Tipik olarak 8-10 gunluk bir sure iginde olan desidualizasyon sirasinda,
endometriyal stroma hucreleri yuksek progesteron seviyelerine maruz kalir ve
farklilasip genisleyerek desidua hicrelerine dontsir (Ross ve Pawlina, 2016:853;

Liao ve digerleri, 2015:856). Desidual bolgede 3 farkli alan ayirt edilebilir.

1. Desidua Basalis; implantasyon bdlgesi ve miyometriyum arasindaki bolge,
2. Desidua Kapsularis; ince ara tabaka,embriyo ve uterus limeni arasindaki bélge,
3. Desidua Paryetalis; endometriyumun embriyonik implantasyon bélgesine uzak

olan bolgesi

Desidual htcreler endometriyal stromada bulunan fibroblastlarin genisleyip
poligonal sekle gelmesi ve protein sentezi aktivitesi kazanmasiyla sekillenmigtir
(Mescher, 2016:479).

Desidual hucreler, trofoblast htcre istilasini kontrol eder, gelismekte olan
embriyoya besin saglar ve gelisimsel olarak yetersiz embriyolarin anne tarafindan
reddedilmesini kolaylastirmak icin gelismekte olan embriyo kalitesini yodnetir.
Desidual hucreler hipofizle iliskili Desidual Prolaktini Uretir. Desidual prolaktinin
korpus luteum Uzerinde etkisi vardir. Ayrica desidual hiucreler, Prostaglandinler ve
Relaksin salgilar. Relaksin hamileligin devami ve basarisi i¢in gerekli olup yine
desidual hucrelerden salgilanan IGF-baglayici protein IGF-1' e baglanarak

endometriyal hucrelerin gogalmasini onler (Kierszenbaum, 2020:742).



22

Folik asit

Suda eriyen vitaminlerden olup genel olarak fonksiyonu enzim kofaktérudir ve tek
karbonlu birimlerin tagiyicisi ve sagdlayicisi olarak islev gorur. Eksikligi siklikla
Megaloblastik Anemi ile iligkilidir. Folik asitin aktif formu tetrahidrofolat. (pterol
glutamat). (Rodwel ve digerleri, 2019:1300).

OH
2 Neg 9 10
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S Z7 H- -
st i § ICCOO
| 1 8
|

CH,
| Preridine PaBA | |CH2
COO~
| Pteroic acid Glutamic acid|

Pteroyl glutamic acid or folic acid

Sekil 2.6. Folik asidin yapisi (Vasudevan, Sreekumari ve Vaidyanathan, 2019:400)

Bitkilerde bolca bulunan folik asit, 3 bilesenden olusur. Pteridin grubu, para amino
benzoik asit (PABA) ile baglanip Pterik asidi olusturur. Bu bilesik glutamik aside
baglandiginda folik asit olusur. Jejunumun st kisminda emilimi olur ve kanda beta

globulinler tarafindan taginir. Dokularda depolanmaz (Vasudevan ve digerleri,
2019:400).

Folic acid

K NADPH + H’
Folate reductase
\' NADP’
7,8-dihydrofolic acid
/‘ NADPH + H’
Folate reductase
\ NADP'

5,6,7,8-tetrahydrofolic acid (THFA)

Sekil 2.7. Folat rediktaz (Vasudevan ve digerleri, 2019:401).

Folik asit koenzim olarak da ig gorur. Folat reduktaz ile 7,8-dihidrofolik asite
indirgenir. 5,6,7,8-tetrahidrofolik asid (THFA)e NADPH’a bagh folat reduktazin

katalize ettigi reaksiyonla vyukseltgenir. THFA tek karbonlu birimlerin
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tasiyicisidir. Tek karbonlu bilesikler organik molekullerdir.Bunlar; THFA in 5. veya
10. Nitrojen atomuna yada hem 5. hem 10. Nitrojen atomuna baglanir. Mesela,
Metil grubu, N5-metil THFA’ in transmetilasyonu ile  metiyonin sentezinde

kullanilir.

Formyl (-CHO) ~
Formimino (-CH=NH)
Methenyl (-CH=)

Methylene (-CH2-) >
Hydroxymethyl (-CH20H) Tek karbonlu organik molekller.
Methyl (-CH3)

_/

Folik asit eksikligi

Gebelikten once baslanan 400 ug/d folik asit takviyeleri, spina bifida ve diger noéral
tlp defektlerinin insidansinda énemli bir azalma ile sonuglanir. Bu nedenle, birgok
Ulkede unun folik asit ile zenginlestiriimesi zorunludur. Yiksek kan homosisteini,
ateroskleroz, tromboz ve hipertansiyon icin dnemli bir risk faktoradar. Bu durum
metilentetrahidrofolat  redlktaz  tarafindan  metiltetrahidrofolat  olusturma
yeteneginin bozulmasinin bir sonucudur, bu da fonksiyonel folat eksikligine neden
olur. Ayrica dusuk folat seviyelerinin kolorektal ve diger kanserlerin gelisiminde bir
faktor olan DNA'daki CpG islands metilasyonunda bozulmaya neden olduguna
dair kanitlar vardir (Rodwel ve digerleri, 2019:1314).

Folat eksikligi bircok patolojiyle iligkilidir. Bununla birlikte, insan Greme ve 06zellikle
de implantasyon Uzerindeki etkisi hakkinda ¢ok daha az sey bilinmektedir. Bagarili
bir embriyo implantasyonu icin uterus reseptivitesinin olugsmasinin ¢ok onemli
oldugu asikardir. Bununla birlikte, uterus reseptivitesi ile ilgili genlerin metilasyonu
ve ekspresyonunda folat dizeylerinden etkilenip etkilenmedidi bilinmemektedir
(Gao ve digerleri, 2012). Folik asit, nukleik asitlerin biyosentezi ve metilasyonu
icinde gereklidir. Metilasyon dongusunde folat, homosisteinin  metionine
donusturdlmesi igin bir metil grubu saglar ve bu daha sonra DNA'nin
transmetilasyonu icin  metil dondri olan S-adenosilmetiyonine (SAM)

donusturulebilir. Yetersiz beslenme veya duzensiz metabolizma nedeniyle folat
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eksikligi, DNA sentezi ve onariminin bozulmasina, DNA ve diger molekullerin
anormal genomik metilasyonuna ve homosistein birikimine neden olur. Uterus
reseptivitesinde kilit rol oynayan; kaderin 1 (Cdh1l), progesterone reseptor (Pgr) ve
estrogen reseptor 1 (Esrl) gibi sinyal molekdller bir anlamda bu strecin molekdler
belirtegleridir. Yapilan calismada, normal grup ve folik asit eksikligi olan grup
karsilastirildiginda; Esr1, Cdh1, Pgr molekdllerinin ekspresyonunda pinopodlarin
morfolofisinde degisiklik ve sayisinda azalma, endometriyum Uzerindeki
implantaston alani sayilarinda azalma veya anlamli bir farklilik gozlenmedigi
raporlanmistir.  Bununla birlikte her basarnli implantasyon hamilelikle
sonucglanmadidi igcin implantasyon sonrasindaki normal uterus desidualizasyonu,
normal plasentasyon ve normal embriyo gelisimi surecindeki folik asit eksikliginin

etkisi halen acikliga kavusmamistir (Gao ve digerleri, 2012).

Folat eksikliginin cesitli hucrelerin apoptozisini etkiledigi ve desidual hucrelerin
apoptozunun hem farede hem de insanda endometriyum desidualizasyonu
sirasinda hayati 6nem tasiyan bir streg¢ oldugu dogrulanmigtir. Ayrica, bu surece,
insanlarda oldugu kadar farelerde de endometrium stromal hucrelerinin gogalmasi
ve farklilasmasi eslik eder, bu da iyi yeniden sekillendirilmis uterusun yavas yavas

blytyen embriyoyu almasini saglar (Liao ve digerleri, 2015).

Avrupa'dan yapilan bir kag calisma, folatin infertilite tedavisinden sonra toplam ve
olgun oosit sayisini ,embriyo kalitesini ve gebelik oranlarini iyilestirebilecegini
gOstermigtir. Ayrica, Hollanda'da IVF tedavisinde ki 37 kadin Uzerinde yapilan
arastirmada, serum ve folikuler sivi folik asit ve vitamin B12 konsantrasyonlarinin
embriyo kalitesi ile pozitif korelasyon goésterdigini ortaya c¢ikarmistir. Gebelik
oncesi folik asit takviyesinin folikler sividaki hem folat hem de toplam homosistein
konsantrasyonlarini 6nemli Olcude degistirdigi gOsterilmigtir (Gaskins, 2015;

Boxmeer ve digerleri, 2008).
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3. GEREC VE YONTEM

Tezin bu bolumunde, ¢alisma sirasinda kullanilan tUm arag, gerec¢ ve laboratuvar
sarf malzemelerinin listesi, sonrasinda calismanin denekleri olan, sicanlarda
deney modelinin olusturulmasi ve deney bitiminde yapilan islemler anlatilmaktadir.
Ayrica bu bolumde uygulanan yontemlerin yapilis protokolleri yazilmistir. Deney
bitiminde elde edilen sigan uterus dokusu kesitlerinin histolojik degerlendirmeleri

yapllarak elde edilen bulgularin yorumu yapiimigtir.
3.1. Deneyde Kullanilan Kit, Kimyasal Madde ve Sarf Malzemeler

Cizelge 3.1. Kullanilan tim malzemeler

Kit- sarf malzeme Marka
Ultravision Detection System Thermo scientific
Large Volume Anti-Polyvalent HRP (RTU) Thermo scientific
E cadherin Polyclonal Antibody 100ul Bioss-USA
integrin Polyclonal Antibody 100l Bioss-USA
Hydrogen Peroksit Block Thermo scientific
UltraV Block Thermo scientific
Streptavidin Peroxidase Thermo scientific
PBS —Fosfat tamponlu su, Ph 7.4 Thermo scientific
Teksoll 96 % Extra pure Tekkim

Ksilen Tekkim
Formaldehit Tekkim

Sitrat (10X) Ph 6.0 Thermo scientific
AEC-Chromogen Thermo scientific
AEC Substrate Buffer Thermo scientific
Biotinylated Goat Anti-Polyvalent Thermo scientific

Cizelge 3.2. Kullanilan cihazlarin listesi

Cihaz adi Marka

Parafin Gomme (Bloklama) Cihazi Leica EG 1120

Mikrotom Leica SM 2000

Bilgisayar destekli goruntileme cihazi Leica DCM 4000

Mikroskop yazilim programi Leica Q Vin 3

Etlv isolab

Vortex isolab
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3.2. Folik Asit Eksikligi Yaratilan Sigan Modelinin Olusturulmasi, Dokularin

Alinmasi

Calisma, Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan alinan G.U.ET-
22.005 karar nolu etik kurul onayi alinarak yapildi. 16 adet , 8-10 haftalik Wistar
Albino cinsi siganlardan rastgele secilmis 2 grup olusturuldu. Siganlarin kafes sartlari

22-24 °C sicaklikta ve icme suyuna serbestce erisecek sekilde tasarlandi.
Deney Gruplari, Kontrol Grubu ve Folik Asit Eksiklik Grubu olarak ayrildi.

e Kontrol Grubu: 5 hafta suresince 2 mg/kg Folik asit (FA) iceren standart Rodent
yem ile beslenen siganlardan olugturuldu.
e Folik Asit Eksiklik Grubu: 5 hafta siresince Folik asit icermeyen 6zel Rodent

yem (Safe-Diets-U8958, Fransa) ile beslenen si¢canlardan olusturuldu.

Sigcanlara, 1 mg/kg/gun Suksinilsulfatiazol gavaj yoluyla verildi. Boylece bagirsak
florasinda Folik asit Uretimi 6nlenmis oldu. Folik asit eksiklik modelinde, serum
Folik Asit degerleri elektokemiluminesans immunassay (ECLIA) ydntemiyle
Olcllerek kontrolu yapildi. Siganlarin giftlesme kontroll, erkek sigcanlarin yanina
Ostrusta oldugu bilinen disi siganlar konularak, 24 saat katima alinmalariyla
saglandi. Ertesi gun alinan smear orneklerinde sperm kontroli yapildi. Vajinal
smearlerde Pappanicolaou boyama protokoll uygulandi. Smear preparatlarinda
spermatozoa gorulen siganlarin, gebeligin 1. Gunlinde olduklari kabul edilmistir.
Gebeliklerinin birinci gininde olan bu disi siganlarin ayni zamanda implantasyon
penceresinin acgik oldugu insanda geg luteal evreye denk gelen didstrus evresinde
olduklari  bilindiginden, bu gebe sicanlarda endometriyal ylzey epiteli
degerlendiriimek Uzere gerekli uterin alanlar tespit edilerek fiksatife alindi. Kontrol
grubunda 5 denek, eksiklik grubunda 6 denek gebe kalmistir.

Cizelge 3.3. Kontrol grubu ve FA Eksiklik grubu Folik Asit ECLIA degerleri

Folik asit
duzeyi
C1l 48,2
C2 49,1
C3 51,6
C4 53,5
C5 63,1
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Cizelge 3.3. (devam) Kontrol grubu ve FA Eksiklik grubu Folik Asit ECLIA degerleri

Folik asit
dizeyi
E1l 11,76
E2 12,17
E3 8,96
E4 11,10
E5 9,34
E6 6,17

Cizelge 3.4. Kontrol grubu ve eksiklik grubu deneklerin baslangi¢, son agirlik ve
uterus agirlik degerleri

Baslangic Agirhgi Son Agirlik Uterus Agirlig
C1 2345 210 0,361
Cc2 257 277,8 0,735
C3 266,5 273 0,994
C4 263,9 265,6 0,661
C5 236,2 247 0,469
El 216,3 208 0,623
E2 212,3 213 0,529
E3 262,6 264,5 0,626
E4 223,3 2154 0,796
E5 234 230 0,773
E6 240,5 245 0,587

3.3. Rutin Doku Takibi ve Kesitlerin Alinmasi

24 saat boyunca %10 ‘luk nétral formalinde fiske edilen uterus doku orneklerine ,
yikama asamasi ardindan rutin histolojik doku takip protokolli uygulandi. Artan
alkol serilerinden gegcirilen dokular 6nce ksilen sonra ksilen-parafin karigimi
solusyonuna alindi. Boylece parafin infiltrasyonu saglanmis oldu. Rutin takip
sonrasinda dokular parafine gémiulerek bloklar hazirlandi. Bu bloklardan 4 pm

kalinhginda kesitler alind1.

3.4. Boyama Yontemleri

3.4.1. Hematoksilen-eozin boyamasi

Uterus kesitlerine 65°C etivde 1,5-2 saat boyunca deparafinizasyon islemi
uygulandi. Sonrasinda kesitler etivden alinarak 2 kez 15’ser dakika farkh Ksilol
solusyonlarnda bekletildi. Ksilolden ¢ikan kesitler bir middet havada ksilolin

ucmasi icin kurutulup sonrasinda sirasiyla (%96-80-70-50) etil alkol serilerinde 8
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dakika bekletildi. Akar musluk suyunda 10 dakika yikanarak alkolden arindirildi. ilk
olarak Hematoksilen ile 10 dakika boyanip akan musluk suyu altinda 10 dakika
yikandi. Kesitlerdeki asiri boyanmayi onlemek icin asetik asit-alkol karigimina 2-3
kez batirihp alkolle yikandi sonrasinda yine akan musluk suyunda 5 dakika
yikandi. Kesitler bu kez Eozin boyasiyla 10 dakika boyanip akan musluk suyunda
5 dakika yikandi. Alkol serilerinden (%96-80-70-50) hizlica gegirilerek
dehidratasyon yapildi. Ksilolde 45 dakika bekletilip entellan ile kapatildi.

3.4.2. immiinohistokimyasal boyama

E-Kadherin ve a5B3-integrin proteinlerinin  immiinohistokimyasal antikorlar
araciligiyla tespit edilmesi hedeflenmistir. Polilizinli lam Uzerine alinan kesitlere
immunohistokimyasal boyama protokoli uygulandi. Semikantitatif olarak
degerlendiriimesi bilgisayar destekli Leica DM 4000 gorintileme cihazinda

yapildi. Leica Q Vin 3 programinda degerlendirildi ve fotograflar ¢ekildi.

Boyama asamalari

e Kesitleri alinan dokulari parafinden kurtarmak icin 63-64°C etlivde 2 saat
deparafinizasyon yapildi. Sire sonunda dokular etivin igindeyken hemen
ksilol solusyonunun i¢ine alindi.

e 2 kez farkl ksilol solusyonlarinda 15’er dakika bekletildi.

e (%100-96-80-70) etil alkol serilerinde 7’ser dakika bekletildi.

e Alkol serilerinden ¢ikan kesitler 2 kez 5’er dakika distile suda yikanir. Alkolden
arindirildi.

e Antijen retrieval i¢in Sitrat tamponuna (Ph 6.0) alinan kesitler mikrodalga iginde
kontrollii olarak en Ust seviye Isidan kademe kademe dusuk seviye Islya
indirerek ve azalan tampon seviyesini tamamlayarak toplamda 15 dakika
retrieval yapildi.

e 20-25 dakika oda i1sisinda sogumasi igin bekletildi.

e (Oda isisinda soguyan kesitler distile suda 2 kez 5er dakika bekletilerek
sitratin dokudan uzaklagmasi saglandi.

e Yikama sonrasinda hidrofobik kalem PAP-pen ile dokularin etrafi ¢izilip yerleri

belirlendi.
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Nemli ve hafif sicak bir immunohistokimya bar ortami olusturulup kesitler teker
teker sudan alinip bar ustine yerlestirildikten sonra 3 kez 3’er dakika PBS (Ph
7.4) tamponu ile yikandi.

PBS tampon uygulamasindan sonra dokularin Uzerini kapatacak sekilde birer
damla hidrojen peroksit damlatildi. immiinobarin ortaminin sicak ve nemli
olmasi saglanip ustl kapak ile kapatilarak 15 dakika bekletildi. Bu islem
dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesini bloke etmek igin yapildi.

Hidrojen peroksitin ortamdan uzaklastirilmasinin ardindan kesitler PBS (Ph
7.4) ile 3 kez 3’ er dakika yikandi.

Bu iglemin ardindan dokularin Uzerini tamamen kaplayacak sekilde Large
Volume Ultra V Block damlatilip 10 dakika bekletildi.

Ultra V Block uygulamasi sonrasinda c¢alismada kullanilacak olan primer
antikorlarin onerilen oranlarda dilisyonlari yapildi.

E-Kaderin tavsan poliklonal antikoru (bs-10009R, Bioss Antibodies) icin 1/200,
a5B3-integrin  poliklonal antikoru (Bioss Antibodies) icin 1/200 dilisyon
oranlarina goére primer antikorlar hazirlandi. Dilisyon solisyonu olarak PBS
kullanildr.

Primer antikor solisyonu kesitlerin Gzerini kaplayacak sekilde yaklasik 40pl
eklendi.

Primer antikorlar eklenmis kesitler +4°C buzdolabinda bir gece inkibe edildi.
Ertesi gln kesitler (Uzerinden 16 saat gegmeden) 3 kez 3’er dakika PBS ile
yikandi.

Sekonder antikor olan Biotinylated Goat Anti Polyvalent damlatildi. 10 dakika
bekletildi.

PBS (Ph 7.4) ile 3 kez 3er dakika yikandiktan sonra Kromojen
uygulamasindan Once dokularin Ustini kapatacak sekilde Streptavidin
damlatildi. 10 dakika bekletildi.

PBS (Ph 7.4) ile 3 kez 3’er dakika yikama yapildi.

E- Kaderin i¢cin AEC (3-Amino-9-Ethylcarbazole) substrati iceren Kromojen
AEC, a5B3-integrin icin AEC eklenerek renk almaya baslamasi mikroskop

kontroluyle gozlemlenerek reaksiyon durduruldu. Kesitler distile su igine alindi.
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Dokularin zit boyanmasi i¢in Harris’in Hematoksilen boyamasi yapildi. Tum
kesitler 10 saniye hizlica boya solusyonunda tutuldu sure sonunda distile su

igine alinip yikandi. TUum kesitler akan musluk suyu altinda 5 dakika yikandi.

Yikama sonrasinda kesitlere Aqua Mount damlatilarak kapatildi.
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4. BULGULAR

4.1. Isik Mikroskobik Bulgular

4.1.1. Hematoksilen — eozin boyama bulgulari

Kontrol grubu

Kontrol grubuna ait kesitler degerlendirildiginde, sekretuar fazin reseptif
evresindeki uterus dokularinin normal histolojik yapilarinda olduklari izlendi
(Resim 4.1). Endometriyumun yuzey epiteli, kibikten prizmatige dogru degisen tek
kath prizmatik epitel 6zelligindeydi. Yluzey epitelini olusturan hucrelerde c¢ekirdek
yapilar yuvarlak-orta yerlesimli veya oval-bazal yerlegimli olarak izlendi. Yuzey
epitelinin altinda bulunan bazal membran epitel altinda sdreklilik gostermekteydi
ve normal yapida oldugu goruldi. Ayrica, yuzey epitelinde seyrek olmakla birlikte,
apoptotik hacreler olduklari disinilen piknotik cekirdeklere sahip hucreler ile
birlikte mitotik figurler izlendi (Resim 4.2). Ylzey epitelinin altinda yer alan lamina
propria, normal yapisindaydi ve gevsek bag dokusu 6zelligindeydi. Bu boélgede
spiral arterler, bezlerin epitele agilan boyun ve agiz bolgeleri, bazal tabakaya yakin
bazal diz arterler, endometriyum veni, sekretuar fazin reseptif evresi ile uyumlu
normal vyapilarinda izlendi (Resim 4.3). Spiral arterleri ¢evreleyen stromal
hicrelerin - mitotik yonden aktif olduklari goruldi. Lamina propriyada hem
endometriyum bazal hem de fonksiyonelde neovaskularizasyon, artmis damar
yapilariyla dikkati cekmekteydi. Endometriyumun bazal tabakasi, siki bag dokusu
yapisinda, duz arterlerden zengin, stromal hucrelerce cevrelenmig salgilama
yapan ve bol glikoz ve lipid damlaciklari igceren bezlerin son kisimlarini
kapsamaktaydi (Resim 4.1). Bezler daha ¢ok miyometriyuma yakin yerlesimli
izlenmekteydi ve bez epitel hucrelerinde piknotik ¢ekirdekli apopitotik olduklari
distnilen hicreler go6zlendi. Lamina propriyanin fonksiyonel ve bazal
endometriyum tabakalarinda stromal hucreler arasinda da yer yer piknotik
cekirdekli hicreler ve mitotik figurler izlendi. Lenfosit, plasma hicreleri ve
eozinofiller endometrial stromada goruldii (Resim 4.4). Progesteron diizeyinin
yuksek olmasi nedeniyle miyometriyumun olduk¢a hareketsiz oldugu bu evrede

icte sirkuler dista longitudinal diz kas yapisi ile miyometriyum normal histolojik
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yapisinda izlendi. Miyometriyum tabakasinin kas katmanlari arasinda ortada
yerlesik arkuat arterlerin de oldukga belirgin ve normal yapilarinda oldugu gorulda.
Perimetriyum, tek sira mezotel hicresi ve altinda bazal membrani ile
perimetriyumun visseral yapragi olarak genel normal histolojik yapisindaydi
(Resim 4.4).

Folik asit eksikligi grubu

Folik asit eksikligi grubunda limen epiteli daha c¢ok kuboidal tek katl epitel
yapisindaydi. Kontrol grubundan ayricalikli olarak bu grupta en belirgin farkhlik
epitel, bez ve Ozellikle endometriyum fonksiyonel tabakasindaki stromal
hucrelerde izlenen piknotik ¢ekirdekli apoptoza giden hicreler olduklari dusunulen
hdcrelerin varhigiydi. Bazal membranin eksiklik grubunda, yer yer devamliliginin
bozuldugu saptandi. Yuzey epitel hucrelerinde dejeneratif hicrelerde bol
vakuolizasyon saptandi (Resim 4.6). Endometriyum fonksiyonel ve bazal
tabakalarinin, siki bag doku yapisinda oldugu ve tum duvar boyunca genis bir
alana yaylimis durumda oldugu izlendi. Vaskularizasyonun kontrol grubuna gore
azalmis olarak gdzlendigi stromada bez yapilarinda da azalma saptandi (Resim
4.5). Bezlerde dejeneratif hiicreler, bezlerin limeninde epitelyal debris izlenirken,
eozinofil ve lenfositlerde azalma saptandi (Resim 4.7). Odematik venil yapisi
dikkat cekiciydi. Lumen epiteli, bez epiteli ve stromada mitotik figlrlere rastlanmadi
(Resim 4.6).

Kontrol grubuna benzer olarak, miyometriyum tabakasinin kas katmanlari
arasinda ortada yerlesik arkuat arterlerin belirgin ve normal yapilarini koruduklari
izlendi. Perimetriyumun tek kath yassi epitelden olusan mezotel katmani ve
mezotelin altinda yer alan bazal membranin da kontrol grubuna benzer olarak

surekliligini korumaya devam ettigi goruldu (Resim 4.8).
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Resim 4.1. Kontrol grubuna ait didstrus sican uterus doku kesitlerinde tek katli
prizmatik ylzey epiteli (E), uterus limeni (UL), uterus bezleri (B),
endometriyumun fonksiyonel (EnF) ve bazal tabakalar (EnB),
miyometriyum (M) ve stromada bulunan kan damarlar (K),
Perimetriyum (P), arkuat arter (AA)ler izleniyor (Hematoksilen-Eozin
boyama; x4)




Resim 4.2. Kontrol grubuna ait diostrus sigan uterus doku kesitlerinde uterus
[Gmeni (UL), tek kath prizmatik ylzey epiteli (E), yluzey epitelinde
seyrek olarak yer alan piknotik cekirdekli hiicreler (Pi), stromada kan
damarlari (K), lenfositler (L), endometriyumun stromal htcreleri (Sh)
ve ylzey epitelinde mitotik figtrler (=) izleniyor (Hematoksilen-Eozin
boyama; x40)




Resim 4.3. Kontrol grubuna ait didstrus sican uterus doku kesitlerinde uterus bezi
(B), eozinofil (Eo), stromada mitotik figtr (=), kan damarlar (K) ve
venul (V) izleniyor (Hematoksilen-Eozin boyama; x40)




Resim 4.4. Kontrol grubuna ait didstrus sigan uterus doku kesitlerinde uterus bezi
(B), stromada yaygin bulunan eozinofiller (Eo), kan damarlari (K),
arkuat arter (AA), piknotik hicreler (Pi), plazma hucresi (PH), lenfosit
(L) izleniyor (Hematoksilen-Eozin boyama; x40)
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Resim 4.5. Folik asit eksiklik grubuna ait diéstrus sigan uterus doku kesitlerinde
uterus limeni (UL), uterus bezleri (B), endometriyumun fonksiyonel
(EnF) ve bazalis tabakalari (EnB), miyometriyum (M), stromada
bulunan kan damarlart (K) ve perimetriyum (P) izleniyor
(Hematoksilen-Eozin boyama; x4)




Resim 4.6.

Folik asit eksiklik grubuna didstrus evredeki sigan uterus doku
kesitlerinde uterus lumeni (UL), ylzey epitel hicreleri (E) ve yluzey
epitelinde yer alan dejeneratif hicreler (DjH), piknotik cekirdekli
hicreler (Pi), yuzey epitelinde vakuolizasyon (V) goruliyor.
Stromada lenfositler (L) ve normal yapilarinda olan stromal hiicreler
(Sh) izleniyor (Hematoksilen-Eozin boyama; x40)



Resim 4.7. Folik asit eksiklik grubuna ait didstrus si¢gan uterus doku kesitlerinde
uterus bezi (B), piknotik hicreler (Pi), stromada kan damarlari (K),
venul (V) gézleniyor (Hematoksilen-Eozin boyama; X40)
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Resim 4.8. Folik asit eksiklik grubuna ait didstrus sican uterus doku kesitlerinde
perimetriyum (P), miyometriyum (M), stromada kan damar (K)
izleniyor (Hematoksilen-Eozin boyama; X40)

4.2. immiinohistokimyal Bulgular
4.2.1. E-kaderin bulgulari

Kontrol grubu

Kontrol gruplarina ait kesitlerde, endometriyumun tek katli prizmatik ylzey epitelini
olusturan hucrelerin apikal kisimlarinda, E-kaderin immunreaktivitesinin oldukca
kuvvetli membranéz tutulum sergiledigi saptandi (Resim 4.9). Yilzey epitelinde ve
endometriyumun fonksiyonel tabakasinda bazi stromal hicrelerinde sitoplazmik E-
kaderin pozitifligi dikkat cekiciydi. Hucrelere ait c¢ekirdek yapilari E-kaderin
immunreaktivitesi agisindan degerlendirildiginde, immun negatif olarak izlendi.
Endometriyumun fonksiyonel tabakasinda ait kapillerlerin duvarini olusturan
endotel hiucre katmaninin sitoplazmik E-kaderin immun pozitifligi dikkat ¢ekiciydi
(Resim 4.10). Hucrelere ait cekirdek yapilari ise E-kaderin yoninden immdin
negatif olarak izlendi. E-kaderin’in ylzey epitelindeki tutulumu daha ¢ok hicrelerin
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apikal bolgelerinde yerlesik olmasina ragmen, endometriyuma ait bez epitelinde
hem sitoplazmik hem de yaygin kuvvetli membrandéz E-kaderin
immunreaktivitesine rastlandi. E-kaderin’in yuzey epitelindeki tutulumu daha c¢ok
hlcrelerin apikallerinde yerlesik olmasina ragmen, endometriyuma ait bez
epitelinde, ortadan kuvvetliye dogru degisen derecelerde sitoplazmik E-kaderin
immunreaktivitesi tespit edildi. Miyometriyumu olugturan i¢ sirkuler ve dis
longitudinal kas katmanlari E-kaderin yoninden immun negatif olarak izlendi
(Resim 4.11).

Folik asit eksiklik grubu

Folik asit eksikligi olusturulan deney gruplarinda gec luteal evredeki sican uterus
dokusuna ait kesitlerde, endometriyumun tek kath prizmatik ylzey epitelini
olusturan hucrelerin apikal membranlarinda yer alan E-kaderin immunreaktivitesi
kontrol grubuyla karsilastirildiginda, zayiftan orta dereceye degisen membran6z
immun tutulum belirlenmistir (Resim 4.12). Ylzey epitelinin bazal membraninin
altinda yerlesim gosteren stromada ise kontrol grubuyla karsilastirildiginda stromal
hicrelerde sitoplazmik E-kaderin immunreaktivitesinin azaldid1 goéruldi ve
cogunlukla zayiftan orta dereceye degisen immin tutulum izlendi (Resim 4.12).
Endometriyumun fonksiyonel tabakasinda yer alan bez epiteli hicrelerinde,
sitoplazmik ve membrandz E-kaderin pozitif immun tutulumun, kontrol grubundan
farkll olarak, zayiftan orta dereceye degistigi gozlendi (Resim 4.13). Kontrol
grubuna benzer sekilde, ylzey epiteli ve stromal hlcrelere ait c¢ekirdekler E-
kaderin yoninden immun negatif olarak izlendi. Miyometriyumun i¢ sirkuler ve dig
longitudinal yerlesimli duz kas katmanlarina ait hucreler de kontrol grubuna benzer

sekilde E-kaderin yoninden immun negatifti. (Resim 4.14).

4.2.2. a5B3 integrin bulgulari

Kontrol grubu

Kontrol gruplarinda diostrus evresindeki sican uterus dokusuna ait kesitlerde,
endometriyal tek kath prizmatik yuzey epitelini olugsturan hicrelerin apikal ve bazal

bolgelerine yakin yerlesimli sitoplazma, zayiftan orta dereceye dogru degisen
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a5B3 integrin immunreaktivitesi izlendi (Resim 4.15). Endometriyumun bazal
tabakasina yakin yerlesim gosteren derin bez epiteli hucrelerinin sitoplazmalarinda
kuvvetli a5B3 integrin immudn tutulumun olmasi dikkat cekiciydi. Ayrica bu derin
bez epiteli hucrelerinde c¢ekirdeklerde ve c¢ekirdek zari olan karyolemmada
kuvvetli, karyoplazmada ise daha zayif derecede a5B3 integrin immunreaktivitesi
tespit edildi (Resim 4.16 ve Resim 4.17). Ylzey epitelinin altinda yer alan stromal
hiicrelerde ise orta dereceli sitoplazmik a5B3 integrin immudn tutulumunun oldugu
belirlendi. Endometriyumun fonksiyonel tabakasinda yer alan kapillerlerin duvarini
olusturan endotel hicrelerde orta dereceli sitoplazmik a5B3 integrin

immunreaktivitesi gorildi (Resim 4.16).

Folik asit eksikligi grubu

Folik asit eksikligi olusturulan deney gruplarinda diostrus evresindeki sican uterus
dokusuna ait kesitlerde, endometriyumun yuzey epitelini olusturan epitel
hlcrelerinin apikal ve bazal membranlarina yakin yerlesim gdsteren sitoplazmada,
a5B3-integrin  immunreaktivitesinin kontrol gruplariyla kiyaslandiginda belirgin
olarak zayif olmasi dikkat cekiciydi. Ylzey epitelinin bag dokusu komsulugunda
stromada kontrol grubuna goére zayif a5B3-integrin immunreaktivitesi godzlendi
(Resim 4.18). Endometriyumun fonksiyonel tabakasina yakin olarak konumlanmis
bez epiteli hicrelerinde ve kapillerlerin endotel hicrelerinde sitoplazmik a5p3-
integrin immunreaktivitesinin kontrol grubuna oranla zayif oldugu belirlendi. (Resim
4.19). Benzer olarak, kontrol grubuyla kargilastiriidiginda, endometriyumun bazal
tabakasina yakin yerlesim goOsteren derin bez epiteline ait hicrelerde ise
sitoplazma, cekirdekler ve karyolemmalarinda a5B3-integrin immun tutulumun

oldukga belirgin bir sekilde zayif oldugu ve azaldigi izlendi (Resim 4.20).



Resim 4.9. Kontrol grubuna ait diéstrus uterus dokusunun E-kaderin primer
antikoru ile yapilan immunboyamasi; Tek katli prizmatik yuzey epiteli

(E), Stromal hiicreler (Sh), uterus lumeni (UL). (Iimmiinperoksidaz &
Hematoksilen, X40)
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| 50 pm |

Resim 4.10. Kontrol grubuna ait diostrus uterus dokusunun E-kaderin primer
antikoru ile yapilan immunboyamasi; Yuzey epiteli (E), kan Damari
(K), Stromal hiicreler (Sh), Uterus limeni (UL). (Imminperoksidaz &
Hematoksilen , X40)
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Resim 4.11. Kontrol grubuna ait ge¢ didstrus uterus dokusunun E-kaderin primer
antikoru ile yapilan immunboyamasi; Kan damari (K), uterus bezi
epitel hucreleri (B), miyometriyum (M), Stromal hicreler (Sh).
(Iimmiinperoksidaz & Hematoksilen, X20)




Resim 4.12. Folik asit eksiklik grubuna ait didstrus uterus dokusunun E-kaderin
primer antikoru ile yapilan immunboyamasi; Uterus yuzey epiteli (E),
stromal hulcrelerde zayif reaksiyon (%), stromal hicrelerde orta

dereceli reaksiyon (), Uterus limeni (UL), Stromal htcreler (Sh).
(Immunperoksidaz & Hematoksilen ,X40)
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Resim 4.13. Folik asit eksiklik grubuna ait didstrus uterus dokusunun E-kaderin

primer antikoru ile yapilan immunboyamasi; Bez epiteli hiicreleri (B)
Kan damar (K), stromal hucreler (Sh), uterus lumeni (UL).
(ImmUnperoksidaz & Hematoksilen, X40)



48

Resim 4.14. Folik asit eksiklik grubuna ait diéstrus sigan uterus dokusunun E-
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Resim 4.15. Kontrol grubuna ait didstrus sigan uterus dokusunun a5B3 primer
antikoru ile yapilan immunboyamasi yuzey epiteli (E), uterus bezi
(B), (kan daman K), stromal hucreler (Sh) . (ImmUnperoksidaz &

Hematoksilen, X20)




Resim 4.16. Kontrol grubuna ait didstrus sigan uterus dokusunun a5B3 primer
antikoru ile yapilan immunboyamasi; Yuzey epiteli (E), uterus bezi
(B), (kan damari K). Derin uterus bezlerindeki immin boyanma (3),

ylizey uterus bezlerindeki immin boyanma (=) (immiinperoksidaz &
Hematoksilen, X10)



Resim 4.17. Kontrol grubuna ait didstrus sigan uterus dokusunun a5B3 primer
antikoru ile yapilan immunboyamasi; Ylzey epiteli (E), stromal
hacreler (Sh). avB3 integrin immuanreaktivitesi yuzey epiteli (E)
hicrelerinde (+) orta dereceli, (=) derin bez epiteli hicrelerinde
cekirdeklerde ve karyolemmada kuvvetli tutulum izleniyor. (%)
Stromal hucrelerde (Sh) orta dereceli sitoplazmik avB3 integrin
immiin tutulumu goézleniyor. (immiinperoksidaz & Hematoksilen,
X40)



Resim 4.18. Folik asit eksikligi didostrus sigan uterus dokusunun a5B3 primer
antikoru ile yapilan immunboyamasi; yuzey epiteli (E), stromal
hicreler (Sh), uterus bezi (B), uterus limeni (UL). (imminperoksidaz
& Hematoksilen, X10)
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Resim 4.19. Folik asit eksikligi diostrus sigan uterus dokusunun a5B3 primer
antikoru ile yapilan immunboyamasi; yuzey epiteli (E), stromal
hicreler (Sh), uterus bezi (B), kan damarlari (K), uterus Iimeni
(UL). (imminperoksidaz & Hematoksilen, X10)

Resim 4.20. Folik asit eksikligi didstrus sigcan uterus dokusunun a5B3 primer
antikoru ile yapilan immunboyamasi; yluzey epiteli (E), stromal
hicreler (Sh), uterus bezi (B), kan damarlari (K), uterus limeni (UL).
(immiinperoksidaz & Hematoksilen, X40)
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4.3. istatiksel Degerlendirme

Arastirma sonucunda elde edilen verilerin degerlendiriimesinde SPSS 16.0 analiz

programi kullanilarak Mann Whitney U Testi uygulanmistir.

Cizelge 4.1. immunohistokimya tanimlayici veriler

En En p
Parametre Grup OrEaIama Standart OrEanca Standart diisiik | yiksek | Degeri
deger hata deger sapma 4 N
deger | deger
N .. . | Kontrol 1.2 0.374 1.0 0.837 0 2 0,662
Yizey epiteli FA
E-kaderin Eksiklik 1.0 0.258 1.0 0.632 0 2
N .. . | Kontrol 1.6 0.244 2.0 0.547 1 2 0,177
Yizey epitel FA
a5B3 integrin Eksiklik 1.0 0.258 1.0 0.632 0 2
Kontrol 2.0 2.0 2.0 0.0 2 2 0,017
Stroma FA
E-kaderin Eksiklik 1.16 0.166 1.0 0.408 1 2
Kontrol 1.8 0.200 2.0 0.447 1 2 0,429
Stroma FA
a5B3 integrin Eksiklik 15 0.223 1.5 0.547 1 2
- Kontrol 2.6 0.400 3.0 0.894 1 3 0,082
Bez Epitel FA
E-kaderin Eksiklik 1.66 0.210 2.0 0.516 1 2
o Kontrol 2.4 0.244 2.0 0.547 2 3 0,052
Bez Epiteli FA
a5f33 integrin Eksiklik 15 0.223 15 0.547 1 2

Yapilan istatiksel analiz ve hesaplamalara gore, yuzey epitelinde E-kaderin
immunreaktivitesi kontrol grubunda (1.2 +0,837, Ortalama =+ SS), folik asit
eksikligi grubuna goére daha yuksek olmakla birlikte, bu fark istatistiksel olarak
anlamh bulunmamistir (p=0,662). Stromada E-kaderin immunreaktivitesi kontrol
grubunda (2.0 £0,00, Ortalama + SS), folik asit eksikligi grubuna gore yuksek
olmakla birlikte, bu fark istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,017). Bez
epitelinde  E-kaderin  immunreaktivitesi  kontrol grubunda (2.6 + 0,894,
Ortalama * SS), folik asit eksikligi grubuna goére ylksek olmakla birlikte, bu fark

istatiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,082).

Yuzey epitelinde a5B3 integrin immunreaktivitesi kontrol grubunda (1.6 + 0,547,
Ortalama = SS), folik asit eksikligi grubuna goére ylksek olmakla birlikte, bu fark
istatiksel olarak anlamh bulunmamistir (p=0,177). Stromada a5B3 integrin
immunreaktivitesi kontrol grubunda (1.8 +0,447, Ortalama = SS), folik asit

eksikligi grubuna goére yuksek olmakla birlikte, bu fark istatiksel olarak anlamh
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bulunmamistir (p=0,429). Bez epitelinde a5B3 integrin immunreaktivitesi kontrol
grubunda (2.4 0,547, Ortalama + SS), folik asit eksikligi grubuna goére yuksek

olmakla birlikte, bu fark istatiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,052).
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5. TARTISMA

Embriyonun uterus endometriyumuna implantasyonu ve implantasyonun
gerceklestigi menstriel siklusun ge¢ luteal evresi ile iligkili yapilan literatirde gok
sayida calisma vardir. Bu calismalarda birgcok molekuler yolak, embriyonun
implantasyonunun gergeklestigi ve implantasyon penceresi olarak tanimlanan
periyod ile iligkilendirilmistir. Blastokistin farkl insan dokularina implante olabilme
yetenegine sahip oldugu bilinse de bu fenomen normal menstriel siklusun sadece
19-24. ginleri arasinda endometriyumda gerceklesebilmektedir. iste son derece
onemli olan bu dénem “implantasyon penceresi’ olarak tanimlanir ve insan
endometriyumunun blastokistin tutunmasi igin en uygun yapisal ve islevsel
degisimlerin gerceklestigi slreyi tanimlamada kullanilir. implantasyon birbirini
izleyen donemlerden olugmaktadir. Bunlarin sonuncusu olan adezyon evresinde
invazif blastokistin Iiminal epitele penetrasyonu gergeklesir. Bu asamada
blastokist ve endometrium arasinda yogun bir etkilesim vardir, implantasyonda
hdcreler arasi ve hucre disi matriks etkilesimleri hicre ylizey adezyon molekulleri
varliginda gergeklesir. Bu yilizey adezyon molekiillerinden énde gelenleri; integrin,
Kaderin, Selektin ve immunglobulinlerdir. Biz de calismamizda implantasyon
penceresinin agik oldugu geg¢ luteal evrede, a5B3 integrin ve E-Kaderin'’in folik asit
eksikliginde endometriyum ylzey ve bez epitelindeki olasi degisimsel farkliliklarini

histokimyasal ve immunohistokimyasal yontemler ile arastirmayi hedefledik.

Folik asit onemli bir diyet vitaminidir ve insanlarda eksikligi cesitli hastaliklarla
iligkilidir. FA erken gebelik kayiplari ve tekrarlayan ani dusukler ile iligkilendirilmigtir
(Burren ve digerleri, 2008). Serumda yuksek konsantrasyonlarda folat ve vitamin
B-12 seviyelerinin, yardimci Ureme tekniklerinden sonra artan canli dogum sansi
ile iligkili oldugu calismalarla gdsterilmistir. Bu bulgular, gebelik 6ncesi folik asit
desteginin dnemini gostermektedir (Gaskins, 2015; Boxmeer ve digerleri, 2008).

FA alimi, fetal ve plasental gelisim agisindan 6nemli oldugu kadar uzun surede
bireyin saghk durumu igin gereklidir. FA eksikligi, néral tip defekti (NTD) basta
olmak uzere fetal patolojilerin olusumunu uyarabileceginden, birgok Ulke gidalarini
FA ile guclendirmek icin kamu politikalari olusturmustur (Castafio ve digerleri,

2017). Annenin beslenme durumu sutphesiz ki embriyonun gelisimini etkileyen
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temel cevresel faktorlerden biridir. Folatlar basta olmak Uzere B vitaminlerinin
eksikligi, dusik dogum agirhdi, erken dodumlar ve fetal malformasyonlar gibi
gebelik sirasinda olusabilen bazi anomalilerle iliskilendirilmistir (Thaler, 2014,
Badovinac ve digerleri,2007). Noral tup defektleri (NTD) gebelik Oncesi ve
gebeligin noral tupun kapanma evresine denk gelen ilk ayinda gelisen, maternal
folat eksikliginin neden oldugu fetal gelisim anomalilerinden biridir (Fekete ve
digerleri, 2010).Folat, birgok metilasyon reaksiyonu igin gerekli olan ve bir metil
kaynag! olan S-adenosilmetiyonin’in sentezi icin gereklidir. Bu 6zelligi ile DNA
metilasyonunu da duzenler. Folat, iligkili oldugu genetik bolgelerde hem DNA
metilasyonunu hem de gen transkripsiyonunu agik¢a etkilemektedir (Wasson ve
digerleri, 2006).

Munro ve digerlerinin yaptigi arastirma, DNA metilasyon modelindeki
degisikliklerin, endometriyal hucreleri iglevsel olarak degistirebildigini gosterir
niteliktedir (Munro ve digerleri,2010).

Ding ve digerlerinin farelerde gercek zamanh PCR yontemini kullanarak yaptiklari
calismada, DNA metiltransferazlarin (DNMT-1,-3A,-3B) uterus dokusunda gen
ifadesini degerlendirmiglerdir. Calismada, FA eksik diyetle beslenen fareler ile
kontrol grubu farelerden, gebeligin 5. gliniinde alinan endometriyum dokularinda
DNMT’lerin gen ifadelerini karsilastirmislardir. Arastirmacilar, FA eksikligi
olusturulan grupta DNMT-1 ve DNMT-3A gen ifadelerinde belirgin bir artis
oldugunu gostermiglerdir. Ayrica FA eksikligi olan farelerden alinan dokularin
immunohistokimyasal degerlendirmesini yaptiklarinda, DNMT-1 tutulumunun hem
[umen hem de bez epitellerinde kontrol grubu ile kiyaslandiginda arttigini, buna
karsin, DNMT3A’nin immun tutulumunun ise lumen epitelinde ve stromada
arttigini goéstermiglerdir. DNMT3B immiuin-boyanmasinin ise bez epitelinde oldukca
az bir artis gosterdigini belirtmislerdir. Bu bulgular dogrultusunda arastirmacilar,
DNMT lerin uterus gen transkripsiyonu Gzerindeki rollerinin, farelerde diyetle alinan
FA desteginden olumlu yonde etkilenebilecedini vurgulamiglardir (Ding ve
digerleri,2012).
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Biz de calismamizda, FA eksikliginin ge¢ luteal evredeki disi siganlarda,
endometriyum ylzey epitelindeki olasi etkilerini, a5B3 integrin ve E-kaderin

belirtecleriyle immunohistokimya yontemiyle arastirdik.

Jha ve digerleri yaptiklann c¢alismada immunohistokimya ve Western Blot
tekniklerini kullanmiglardir. Western Blot ile uterus dokusunda E-kaderin’in protein
ifadesini degerlendirmiglerdir Gebeligin pre-implantasyon (gebeligin 4. ve 5.
gunleri) ve post-implantasyon (gebeligin 6. gunu) evrelerinde oldugu bilinen
siganlardan aldiklari uterus dokularinda, E-kaderin protein ifadesinin pre-
implantasyon evresinde uterusda, belirgin derecede arttigini post-implantasyonda
ise azaldigini belirlemiglerdir. Arastirmacilar ayrica, immunohistokimyasal
yontemlerle, pre-implantasyon evresindeki uterus endometriyumunun, farklilasmis
apikal yuUzeyleri olan, belirgin prizmatik hucrelere sahip iyi gelismis bir
endometriyal epitele sahip oldugunu go6stermiglerdir. Bu hicrelerin  apikal
ylUzeylerinde, orta derecede E-kaderin tutulumunun oldugunu ancak bazal ve
lateral membranlarda ¢ok zayif yerlesim gosterdigini belirtirlerken, stromal
hlcrelerde ise gugll immun tutulumdan s6z etmislerdir. Post-implantasyon uterus
dokusunda ise endometriyum epitel hicrelerinin apikal kutbunda ve stromada

immun tutulumun azaldigini tespit etmislerdir (Jha ve digerleri, 2006).

Calismamizin  hem Hematoksilen-eozin  hem de immunohistokimyasal
degerlendirmesinde, Jha ve digerlerinin gosterdigi sekilde kontrol grubunda sigan
uterus dokusu endometriyum yuzey epitelinin, kibikten prizmatige dogru degisen
tek kath prizmatik epitel 6zelliginde oldugunu gozlemledik. Ayrica E-kaderin’in
immunreaktivitesinin endometriyum ylzey epitelini olusturan htcrelerin apikal

kisimlarinda kuvvetli membrandz tipde oldugunu tespit ettik.

Paria ve digerleri, pre-implantasyon dénemindeki fare uterusunda epitel hiicre
baglantilariyla iligkili iki molekul olan zonula okludens-1 (ZO-1) ve E-kaderin’i in
situ  hibridizasyon, Northern Blot ve immunohistokimyasal ydntemlerle
degerlendirmiglerdir. Pre-implantasyon  evresindeki uterus  dokusunda
endometriyum epitel hicrelerinin hem ZO-1 hem de E-kaderin mRNA’larini ifade
ettiklerini Northern Blot yontemiyle belirlerken ayni zamanda bu proteinlere ait

mRNA’larin epitel hucrelerinde yerlesimlerini in situ hibridizasyon yontemini
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kullanarak tespit etmiglerdir. Ayrica, Zonula okludens-1 (ZO-1) ve E-kaderin’e ait
mRNA’lari  birlikte degerlendirdiklerinde, pre-implantasyon evresindeki sigan
uterusuna ait epitel hucrelerinde implantasyonun baglamasi ve ilerlemesiyle
birlikte, ZO-1 ve E-kaderin mRNA’larinin primer desidual bdlgenin stromal
hicrelerinde ifade edildigini ve yerlesim gdsterdigini de bu ydntemlerle
saptamiglardir. Bu yontemlerden elde ettikleri verileri destekleyecek sekilde,
immunohistokimyasal yontemleri de kullanarak E-kaderin’in endometriyumun
yuzey epitelinin apikal yizeyinde ve bazi epitel hicrelerinin ise lateral yuzeylerinde
yerlesim gosterdigini, ayrica subepitelyal alanda ve implantasyon alaninin

cevresindeki stromal hiicrelerde de yer aldigini géstermiglerdir.

Calismamizda Paria ve digerlerine benzer sekilde biz de E-kaderin tutulumunu
ge¢ luteal evredeki sigan uterus epitelinde degerlendirmeyi amagladik. Biz de
benzer sekilde, kontrol grubuna ait uterus dokularinda E-kaderin’in
endometriyumun ylzey epitelini olusturan htcrelerinin apikal membranlarinda
tutulum gosterdigini izledik. Ek olarak, E-kaderin’in ylzey epiteli bazal
membraninin altinda yer alan stromal hlcrelerde de kuvvetli sitoplazmik tutulumu
oldugu calismamizda izlenirken, FA eksikligi olusturulan deney modelimize ait
uterus dokularinda ise E-kaderin tutulumunun, hem ylzey epitelini olusturan
hucrelerin apikal yuzeylerinde hem de bazal membran altinda yerlegsim gosteren
stromal hucrelerde zayiftan ortaya degisen tutulumda oldugunu, kontrol grubuna

karsin tutulumun azaldigini gézlemledik.

Li ve digerleri kalsiyum homeostazinda rol oynayan bir hormon olan kalsitoninin,
bir insan endometriyal adenokarsinoma hucre hatti olan Ishikawa hucrelerinde
membran reseptorlerine baglanmasindan sonra gelisen hucresel olaylari
arastirmis ve bu hucrelerin kalsitonin ile muamelesi sonrasinda kritik bir hicre
adezyon molekull olan E-kaderin’in hlicre-hucre deginme bdlgeleri olan epitel yan
yuzlerindeki  immunofloresan  tutulumunun  belirgin  sekilde  azaldigini
gostermiglerdir. Bu bulgu dogrultusunda, kalsitonin’in implantasyon penceresi
sirasinda sigan uterus dokusunda E-kaderin Uzerindeki etkilerini de gergek
zamanli PCR ve immiunohistokimyasal ydntemlerle degerlendirmiglerdir. Gebe
sicanlarin uterus epiteli hucrelerinde, kalsitonin  mRNA’sinin  saptanamadigi

gebeligin ilk 3 guninde, E-kaderin mRNA ifadesinin ylksek seviyelerde oldugunu,
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buna karsilik gebeligin 4-5. glnlerinde ise kalsitonin ifadesinde gegici bir artisin
olmasiyla birlikte E-kaderin mRNA duzeylerinin keskin bir sekilde azaldigini gergek
zamanli PCR yontemi ile belirlemiglerdir. Ayrica gebeligin 1. guninde sigan uterus
dokusu epitel hucrelerinin hem lateral hem de apikal bolgelerinde E-kaderin’in
kuvvetli immunreaktivite gosterdigini, gebeligin 4.ginunde ise epitel hucrelerinin
apikal bdlgelerinde immin tutulumun g¢ok az oldugunu buna karsin lateral
bolgelerde ise negatif immunreaktivitenin izlendigini belirlemislerdir. Dolayisiyla bu

bulgular, ger¢cek zamanli PCR yontemiyle elde ettikleri verileri destekler niteliktedir.

implantasyon penceresinin acik oldugu didstrus evresinde yaptigimiz
calismamizda benzer sekilde ¢alismamizin kontrol grubu kesitlerindeki E—kaderin
immunohistokimya boyamasinda endometriyum tek katli prizmatik epitelinin, apikal
hicre membraninda kuvvetli tutulumunun goérilmis olmasi bu galismanin
sonuglari ile korelasyon gostermektedir. Ayni baglamda, FA eksiklik grubu uterus
dokusu kesitlerinde, E-kaderin’in ylzey epiteli hlicrelerinin apikal membranlarinda
immunreaktivitesi belirgin derecede azalmis, bazal membran altinda yerlesim
gOsteren stromal hicrelerde de benzer sekilde immuanreaktivitenin azaldigi

calismamizda izlenmistir.

Tekrarlayan implantasyon basarisizliklari ve tekrarlayan dugukler Ureme
biyolojisinin énemli arastirma konularindandir. Trofoblast hticrelerinin, ¢odalma,
g0¢ ve kan destedi saglama kapasiteleri gibi 6zellikleriyle kanser hucrelerine
carpici bir sekilde benzer fenotip sergilediklerini bilinmektedir. Bu iki fizyolojik
surecin birbiriyle karsilastirlmasinda birgcok hucresel belirte¢g arastiriimigtir.
Ornegin hem kanser hiicreleri hem de trofoblastlar tarafindan invazyon igin
kullanilan hlcresel program, hucreden hicreye temas inhibisyonunun kaybina
neden olmaktadir. Bu programla iligkili olarak hicrelerde integrin gen ifadesindeki
degisiklik ve E-kaderin’in kaybi, hlcrede polarite kaybina ve hareketliligin
artmasina neden olmaktadir (Lamouille, Xu ve Derynck, 2014; Conrad ve digerleri,
2019).

Ayrica, Hox transkripsiyon faktorleri, kanser hucrelerinde ve benzer sekilde
trofoblast hicrelerinde hiicre-hiicre ve hicre-hicreler arasi matriks adezyonunu

duzenlemektedir. HOXA-10, Homeobox gen alt ailesinin bir Gyesi olup iyi bilinen
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bir transkripsiyonel dizenleyicidir. HOXA-10, erigkinde embriyonik gelisim ve
fonksiyonel endometriyal farklilanma sirasinda uterus organogenezinde énemli bir

rol oynar (Taniguchi, 2014).

Yang ve digerleri, IVF sonrasi tekrarlayan implantasyon basarisizligi ve
tekrarlayan dusukleri olan kadinlar ile normal fertil kadinlardan olusan kontrol
grubunu, immunofloresan ve immiunohistokimyasal yontemlerle, HOXA-10 ve E-
kaderin belirtecleri agisindan degerlendirmislerdir. Ug grupta da endometriyum
dokusundaki bez epiteli hicrelerinin sitoplazmalarinda E-kaderin imminreaktivitesi
gOsterilmis ve bu belirtece ait tutulumun, U¢ grupta da benzer oldugu
arastirmacilar tarafindan izlenmistir. Ancak bez epiteli hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde
E-kaderin  tutulumundan s6z etmemislerdir. E-kaderin’in  endometriyum
dokularindaki bu yerlesimi immunofloresan boyamalardan elde edilen bulgular ile
de tutarli bulunmustur. HOXA-10 immunreaktivitesini ise her U¢ grupta stroma
hucrelerinin ¢ekirdeklerinde ve bez epitellerinin sitoplazmasinda gozlemlemiglerdir.
Kontrol grubundaki deneklerle kargilastinildiginda, tekrarlayan implantasyon ve
tekrarlayan dusuk gruplarinda bulunan kadinlarda, bez epiteli sitoplazmalarinda
HOXA-10 immunreaktivitesinin onemli olgude daha dusuk oldugunu ancak
tekrarlayan implantasyon basarisizhigi ve tekrarlayan duisik gruplarini HOXA-10
immunreaktivitesi acisindan semi-kantitatif olarak degerlendirdikten sonra H-skor
yontemiyle birbirleriyle kiyasladiklarinda istatiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadigini belirlemiglerdir. Bu bulgulara benzer sekilde, deney gruplari ve
kontrol grubunda, stroma hicrelerinin cekirdeklerinde HOXA-10
immunreaktivitesini  kiyasladiklarinda, kontrol grubuna gobre anlamli olarak
azaldigini gostermislerdir. Ayrica kontrol grubuyla kiyasladiklarinda her iki deney
grubunda da E-kaderin immuUnreaktivitesinin anlamh olarak azaldidini
g6zlemlemiglerdir. Dolayisiyla HOXA-10 ve E-kaderin’in degisen immun
tutulumlarinin, Greme basarisizliginda etkin bir rol oynayabilecedi sonucunu

cikarmiglardir (Yang ve digerleri, 2017).

Yang ve digerlerinin, tekrarlayan dusik yapan gruptaki bez epiteli hicre
sitoplazmasindaki E-kaderin immunoreaktivitesinin kontrol grubuna oranla belirgin
derecede az oldugunu gosteren galismasina benzer olarak, bizim ¢alismamizda

da kontrol grubunda bez epiteli hicrelerinin hem sitoplazmalari hem de
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membranlarinda kuvvetli E-kaderin immunreaktivitesi gorulmesine karsin, FA
eksiklik grubunda E-kaderin immdunreaktivitesinin azaldidi izlenmistir. Yang ve
digerlerinin c¢alismalari ile korele olarak, bizim g¢alismamizda da E-kaderin
tutulumunun hem kontrol grubunda hem de FA eksikligi olusturulan grupta

cekirdek tutulumu goézlemlenmemigtir.

Shih ve digerleri tarafindan yapilan, 30 normal ve 73 endometriyal karsinoma
tanisi almig iki grup arasindaki ¢alismada, E-kaderin ve B-katenin tutulumlari
immunohistokimyasal olarak arastinimistir.  E-kaderinin  normal grupta,
endometrial bez hicrelerinde sitoplazmik tutulumunun, proliferatif dénemde
arttigini ancak bu tutulumun endometriyumun sekretuar doneminde azaldigini
gostermiglerdir. E-kaderin tutulumunun, endometriyumun hem fonksiyonel hem de
bazal tabakalarinda gézlendigini, proliferatif ve erken sekretuar dénemlerdeki
tutulumlari arasinda o6nemli farkliliklar oldugunu goéstermiglerdir. Stromal
hicrelerin, proliferatif ve erken sekretuar donemlerde, E-kaderin icgin pozitif
immunreaktivite gosterdigini, ancak pozitif immunreaktivitenin, orta ve geg¢
sekretuar donemlerde kayboldugunu belirtmiglerdir. Yuzey epitel hucrelerinin
menstrual dongl boyunca E-kaderin icin pozitif boyanma goésterdigini ve sekretuar
dénemde boyanmada hafif bir baskinlk oldugunu tespit etmislerdir. Endometriyal
karsinoma grubunda ise E-kaderin tutulumlarin bez epiteli hicrelerinde azaldigini
gOstermiglerdir. Sonug¢ olarak E-kaderin ve B-katenin'in normal endometriyum
siklusundaki salgilanimlarinin, endometrial yapiyi koruma sureci Uzerine etkin

olabilecegini belirtmislerdir (Shih ve digerleri, 2004).

Shih ve digerleri tarafindan yapilan ve E-kaderin tutulumunun proliferatif evrede
immun pozitif olmasina karsin ge¢ sekretuar evrede negatif oldugunu bildirir
calismalarindan farkli olarak biz ise ¢alismamizda, ge¢ sekretuar evrede uterus
dokusu kesitlerinde ylizey ve bez epitel hicrelerinde E-kaderin tutulumunu kontrol
grubumuzda immunpozitif olarak izlerken ancak bu reaksiyonun FA eksikligi

grubunda oldukc¢a azalmis oldugunu gozlemledik.

a5B3 integrin implantasyon penceresinin gliclii bir belirtecidir. implantasyon

penceresi suresince bez epiteli hucrelerinde tutulum gosterir ve gebelik sirasinda
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endometriyal stromal hicrelerde yerlesim gosterdigi bildiriimistir (Germeyer ve
digerleri, 2014).

Trofoblastik ve malign hucreler tarafindan sergilenen benzer go¢ ve invazyon
mekanizmalari, a1B1 ve a5B3 integrin reseptorlerinin artan tutulumlari dahil olmak
Uzere, hicre adezyon molekillerindeki fenotipik degisiklikleri icermektedir
(Yoshida ve digerleri, 2006).

Tuckerman ve digerleri yaptiklari ¢alismada, kontrol grubu olarak 29-39 yaslari
arasindaki 16 fertii kadin ile 21-42 vyaslar arasindaki acgiklanamayan ve
tekrarlanan dusuk oykusu olan 21 kadini immunohistokimyasal yontemler ile
menstural siklusun farkh evrelerinde karsilastirmiglardir. a5B3 integrin‘in normal
fertil grupta immunohistokimyasal analizi sonucunda, proliferatif evrede, bez ve
[imen epiteli hicrelerinde immunreaktivitesinin zayif oldugunu goéstermislerdir.
Sekretuar evrede ise, a5B3 integrin immiunreaktivitesinin bez ve limen epitel
hlcrelerinde arttigini belirlemiglerdir. Sekretuar evrede bez ve limen epitelinde
boyanmanin iki sekilde oldugunu, ya epitel hicre hatti boyunca esit olarak
yayllmis ya da yuzey epitel hucrelerinin apikal yuzeyi boyunca kugcuk kumeler
halinde bolgesel olarak immun-pozitif alanlarin oldugunu gézlemlemislerdir. Ayrica
Stromal hicrelerde de yaygin bir immuin tutulumun oldugunu tespit etmislerdir.
Orta-sekretuar evredeki stromal hicrelerin kiicik ve bireysel formda ve lenfatik
hicre  kumeleriyle  cevrili  olarak  immun-boyandigini  gostermislerdir.
Aciklanamayan tekrarlanan diguk grubunu ile kontrol grubu immuanohistokimyasal
degerlendirmelerinin benzerlik sergiledigini tespit eden eden arastirmacilar a5p3
integrin’in agiklanamayan tekrarlayan dusuklerin patogenezinde rol oynamadigi

kanisina varmiglardir (Tuckerman ve digerleri,2006).

Bagka bir c¢alismada Elnaggar ve digerleri, a5B3 integrin'in endometriyal
tutulumunun, aciklanamayan infertilitesi olan ve normal fertil kadinlar arasinda
farklihk gosterip gostermedigi arastiriimistir.a5B3 integrin'in immuanreaktivitesi, 0 -3
arasinda skorlama yapilarak semi-kantitatif olarak degerlendirilmistir:  (-)
immunreaktivite yok, (+) zayif immunreaktivite, (++) orta dereceli immunreaktivite,
(+++) kuvvetli immuanreaktivite olacak sekilde skorlanmigtir. Fertil grupta yapilan

immunohistokimyadal degerlendirme sonucunda hem bez epiteli hem de lumen
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epitelinde  avB3-integrin’in  kuvvetli  immuUnreaktivite  (+++)  gdsterdigi,
aciklanamayan infertilitesi olan grupta ise zayif immunreaktivite (-) gdézlemlendigi

belirtilmigtir.

a5B3-integrin  tutulumu agiklanamayan infertilite olgularinda endometriyumda
onemli 6lgide daha dusuktir. Bu durum a5B3 integrin'in insan endometriyumunda
yetersiz tutulumunun, kusurlu uterin alicilikla baglantili olabilecegini ve kadinlarda
tanimlanamayan bir kisirlik nedeni olarak rol oynayabilecegini bildirmiglerdir

(Elnaggar ve digerleri, 2017).

Kimmins ve digerlerinin, gebe sigir ve koyun endometriyumunda a5p3 integrin ve
osteopontin immunreaktivitelerinin, embriyo implantasyonu suresince etkilesimini
arastirmak amaciyla yaptiklari galismada limen epiteli, stroma, miyometriyum ve
diz kasta a5B3 integrin tutulumunu tespit etmiglerdir. Bu c¢alismada koyun
endometriyumunda a5B3 integrin tutulumunun, sigir endometriyumu a5B3
tutulumuna karsin farkliliklari oldugunu gézlemlemiglerdir. Koyunlarda, [Gmen
epitelinde veya trofoblastlarda immunreaktivitenin olmadigini belirtmiglerdir. Derin
bez epiteli hicrelerinde gugli immuanreaktivite goézlendigini, ylzeyel bezlerde
immunreaktivitenin olmadigini buna kargin her iki cinste de ayni olacak sekilde
osteopontin immin-tutulum dagihiminin koyun ve sigir endometriyumu icin benzer
sekilde oldugunu belirtmislerdir. Her iki tur igin de lumen epitelinde, bez epitelinde
ve embriyonik dokularda apikal bolgelerde osteopontin immunreaktivitesinin
oldugunu bildirmiglerdir (Kimmins, Lim ve MacLaren, 2004).

Calismamizda Kimmins ve digerlerinin sigir endometriyumundaki bulgularina
benzer sekilde gec luteal evre sigan uterus dokusu kontrol grubunda, derin
endometriyum bez epiteli hicrelerinin sitoplazmalarinda kuvvetli a5B3 integrin

immun tutulumunun oldugu dikkati cekmistir.

Sahin ve digerlerinin cinkonun gebe sigan endometriyumunda, pre-implantasyon
doneminde, a5B5 integrin ve vitronektin tutulumlarindaki etkisini arastirmak
amaciyla yaptiklari calismada, kontrol grubu ile gebeliginin ilk 5 gind boyunca ¢inko
uygulamasi yapilan grubu karsilastirmiglar. Cinko uygulamasi yapilan grupta

Ozellikle endometriyal bez epitel hicrelerinin bazal membranlarinda a5p5 integrin
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tutulumlarin immunreaktivitesinin belirgin oranda arttigini tespit etmiglerdir. Kontrol
grup ile cinko uygulanan grubun her ikisinde de endometriyum ylzey epitel
hiicrelerinde ve bez epiteli hucrelerinde a5B5 integrin tutulumlarin olmadigini
gozlemlemiglerdir. Ayrica a5B5 integrin’in ginko grubunda hucreler arasi matriksde
glclid  immunoreaktivitesini  belirlemiglerdir. Cinko kullaniminin  implantasyon
basarisinda 6nemi olabilecegini belirtmislerdir Guzman ve digerleri, 2006). a5B5

integrin, a5B3 integrin ile benzer isleve sahiptir (Tokmak ve Sarikaya, 2015).

Tei ve digerlerinin, endometrial a5B3 integrin tutulumu ile tekrarlayan IVF
basarisizliklari arasinda bir iligki olup olmadigini belirlemek ve Danazol tedavisinin
a5B3 integrin  tutulumu Uzerindeki etkisini incelemek amaciyla yaptiklar
calismada, 10 fertil kadin ve 57 infertil hastadan elde edilen orta-sekretuar evrede,
endometriyumdaki a5B3 integrinin semi-kantitatif olarak immunohistokimyasal
degerlendirmesini yapmiglardir. Aciklanamayan infertilitesi olan 22 hastadan
rastgele secilen 9 hasta daha sonra 12 hafta boyunca oral Danazol uygulamasi ile
tedavi edilmis ve Danazol tedavisinden sonraki ilk orta-sekretuar fazda yeniden
muayene edilmistir. Agiklanamayan infertilitesi olan 22 hastada endometriyal a533
integrinin tutulum seviyeleri, fertil kontrol grubuna goére ve acgiklanmis infertilitesi
olan 35 hastaya goére daha disik bulunmustur. Danazol ile tedavi edilen 9
hastada ise, a5Bp3 integrin immunreaktivitesinde onemli bir artis gdézlenmistir.
Kontrol fertil kadinlardan elde edilen endometriyumun immunohistokimyasinda,
integrinin proliferatif ve erken sekretuar evre sirasinda stromada guglu bir sekilde
tutulum goésterdigi, ancak limen ve bez epitelinde oldukgca zayif tutulumunun
oldugu, bunun tam tersi olarak da orta-sekretuar fazda limen ve bez epitellerinde
belirgin tutulumu oldugu goértlmuas, stromada ise tutulum goézlenmemistir. Kontrol
grubunda ise, menstrual siklus boyunca a5p3 integrinin vaskuler endotel boyunca
sabit diuzeyde bir tutulumu oldugu gdésterilmistir. Agiklanabilen infertilitesi olan
hastalara ait dokular immunohistokimyasal olarak degerlendirildiginde, bez
epitelinde normal, endometriyal damarlarda kuvvetli immuanreaktivite gdzlenmistir.
Aciklanamayan infertil vakalarda ise bez epiteli hlcrelerinde oldukga zayif
immunreaktivite gdzlenmistir. Agiklanamayan infertilitesi olan 22 hastada epitelyal
a5B3 integrin tutulumu fertil hastalardakilere oranla 6énemli élgide daha disuk
oldugu goézlenmistir. Danazol tedavisinden sonra ise bezlerde immun-boyanma

yogunlugunun arttigini gézlemlemiglerdir (Tei ve digerleri, 2003).
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Calismamizda Tei ve digerlerinin orta—sekretuar fazdaki bulgularina benzer
sekilde, ge¢ sekretuar evrede yaptigimiz immuin-boyamalarda, a5B3 integrin
tutulumlarin, endometriyal tek katli prizmatik ylzey epitelini olusturan hucrelerin
apikal ve bazal bodlgelerine yakin yerlesimli sitoplazmalarinda, zayiftan ortaya
dogru degisen yogdunlukta oldugunu goézlemledik. Tei ve digerleri, a583 integrin
tutulumunun vaskiler endotel boyunca sabit seviyede tespit ederken biz de
calismamizda endometriyumun fonksiyonel tabakasinda yer alan kapillerlerin
duvarini ¢evreleyen endotel hlcrelerinde orta dereceli sitoplazmik a5B3 integrin
immunreaktivitesi bulundugunu gézlemledik. Tei ve digerlerinden farkli olarak
yuzey epitelinin altinda yer alan stromal hlcrelerde ise orta dereceli sitoplazmik

a5B3 integrin immun tutulumunun oldugunu tespit ettik.

Choi ve digerlerinin Benzoik asit (BA) ile yaptidi benzer bir ¢aligmada, |6semi
inhibitdr faktore (LIF) bagh a5B3 integrin ve B5 integrin sentezinin dokuda artmasiyla
endometriyal aliciigin ylkselmesine, benzoik asitin katkisi gosterilmistir. Cesitli
bitkilerin bir bileseni olan benzoik asit, antifungal ve antioksidan etkileri olan basit bir
aromatik karboksilik asittir. Yapilan ¢alismalar insan, tavsan, fare dahil implantasyon
pencereleri doneminde, uterus epitelinde, uterus bezlerinde ve endometriyal stromal
hicrelerinde LIF sentezinin dokuda arttigini gostermistir. Bu calismada benzoik
asitin, LIF‘e baglh avB3 integrin mRNA gen ifadesindeki artisini gercek zamanli PCR
ve Western Blot yontemleriyle tespit etmigler. BA'in LIF’e bagh dolayli bir
mekanizma araciligiyla adezyon molekullerinin dokuda sentezini arttirdigini ve bu
durumun endometriyal aliciik Uzerine pozitif etkisinin olabilecedi kanisina

varmiglardir (Choi ve digerleri, 2017).

Biz de endometriyal reseptivite agisindan oldukga 6nemli bir bilesen olan FA’ in
implantasyon penceresinin agik oldugu ileri sekretuar déonemde a5B3 integrin
tutulumu yani dokudaki a5B3 sentezinin ve yerlesiminin etkisine/degiskenligine
olabilecek etkisini arastirdigimiz ¢alismamizda, Choi ve digerlerinin kullandiklari
antioksidan BA gibi FA'in de a5B3 immun tutulumunu pozitif yonde etkiledigini

gOzlemledik.
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6.SONUGC VE ONERILER

Calismamizda gec¢ luteal faz evresindeki sigan uterus dokusunda yaptigimiz
histokimyasal, E-kaderin ve av@3-integrin immun belirtegleri ile yapilan
immunohistokimyasal degerlendirmeler sonucunda FA eksikliginin endometriyum
yuzey, bez epiteli ve stromal hucrelerin immunoreaktivitesinde degisikliklere sebep

olabilecegi tespit edildi.

Sonug olarak, endometriyal reseptivitenin ginimuzde halen arastirmaya acik bir
konu oldugu goérilmektedir. Guncel bilgilerimiz bazi potansiyel biyoisaretleyiciler
Uzerinde yogunlasmistir. Halen devam eden bir ¢ok antioksidan ve benzeri
biyolojik materyallerin endometriyum morfolojisinin  korunmasi ve islevinin
surekliliginin olumlu yonde devaminin saglanmasi Uzerine yogunlagmis oldugu
gorulmektedir. Bizim c¢alismamizda da FA’in endometriyum morfolojisinin ve
islevselliginin devami Uzerinde olumlu etkisinin olabilecedi yapilan histokimya ve
immunohistokimya analizleri ile gorulmus olmakla birlikte bu konuda halen daha
fazla calismalara ve internasyonel konsensus kararlarina gereksinim

duyulmaktadir.
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