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OZET

Calismalarimizda, tekrarlayan implantasyon basarisizligi olan 15 goniillii ve tiip bebek
tedavisi sonrasi canli dogum elde edilmis olan 15 goniillii olarak, toplamda 30 kadinin
endometriyal biyopsi ornekleri kullanilmistir. Tekrarlayan implantasyon basarisizligi olan
hastalar ¢aligma grubunu; IVF sonrasi canli dogum yapmis hastalar ise kontrol grubunu
olusturacak sekilde calisma tasarlanmistir. Noyes kriterlerince anlamli bir giin sapmasi
gruplar arasinda mevcut degildir. Elde edilmis olan bu endometriyal biyopsi drneklerinden;
hem 16S metagenom analizi, hem de immiinohistokimyasal calismalar yiiriitilmiistiir.
Metagenom analizi i¢in kontrol ve ¢aligma gruplarinda oncelikle, bakteri ¢esitliligi, tiir
bazinda incelenmis ancak bu iki grup arasinda belirgin bir bakteriyal flora farklilig
goriilmemistir. Ardindan Lactobacillus cinsinin baskimligmin (%90 ve tizeri) IVF
tedavisinin basarisinda etkili olup olmadigin1 ortaya koymak igin gruplar arasi analiz
yapilmistir. Elimizdeki biyopsi orneklerinde bu baskinligin, gruplar arasinda anlamli bir
degisiklik gostermedigi saptanmustir. Basigin, E-kadherin ve okludin proteinlerine karsi
gelistirilen antikorlar ile yapilan immiinohistokimyasal incelemelerde ise yiizeyde, bez
epitelinde ve stromada bu proteinlerin her birinin ifadesi gruplar arasinda ortaya
konulmustur. Kontrol ve ¢aligma gruplar1 arasinda fark goériilmemis yeni bir gruplama
yapilarak, bu proteinlerin ifadeleri, Lactobacillus oraninin %90 ‘nin altinda oldugu 1. Grup
ve % 90 ve iizerinde oldugu 2. Grup arasinda karsilagtirilmistir. Buna gore E-kadherin
tutulumu, stromada, 1. Grupta 2. Gruba goére daha yiiksek tespit edilmistir(p: 0,024).
Okludin ifadesinin ise bez epitelinde ve stromada gene 1. Grupta 2. Gruba goére daha
yiiksek oldugu goriilmiistiir. Sonug olarak, ¢alistigimiz goniillilerde bakteri florasindaki
farkliligin, tekrarlayan basarisizligt olan hastalarda direkt etkili olmadigini, ancak
endometriyumda bulunan e-kadherin, okludin gibi implantasyon igin onemli olan
proteinlerin ifadesinde farklilik yaratabilecegi ortaya konulmustur.
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ABSTRACT

In our studies, endometrial biopsy samples of a total of 30 women were used in 15
volunteers with recurrent implantation failure and 15 volunteers who had a live birth after
IVF treatment. Patients with recurrent implantation failure formed the study group; The
study was designed so that the patients who had a live birth after I\VF is the control group.
There was no significant day deviation between groups by Noyes criteria. From these
obtained endometrial biopsy samples; both 16S metagenome analysis and
immunohistochemical studies were carried out. For metagenome analysis, bacterial
diversity was primarily examined on the basis of species in the control and study groups,
but no significant bacterial flora difference was observed between these two groups. Then,
between-group analysis was performed to reveal whether the dominance of the
Lactobacillus genus (90% and above) was effective in the success of IVF treatment. In the
biopsy samples we have, it was determined that this dominance did not show a significant
difference between the groups. In immunohistochemical studies with antibodies developed
against basigin, E-cadherin and occludin proteins, the expression of each of these proteins
on the surface, glandular epithelium and stroma was revealed between groups. No
difference was observed between the control and study groups, a new grouping was made
and the expression of these proteins was compared between Group 1, where the
Lactobacillus ratio was below 90%, and Group 2, where the ratio of Lactobacillus was
below 90% and above. Accordingly, E-cadherin uptake in the stroma was higher in Group
1 than in Group 2 (p: 0.024). Occludin expression in the gland epithelium and stroma was
higher in Group 1 than in Group 2. As a result, it was revealed that the difference in the
bacterial flora of the volunteers we studied was not directly effective in patients with
recurrent failure, but it could cause a difference in the expression of proteins that are
important for implantation, such as e-cadherin and occludin in the endometrium.
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1. GIRIS

Taze veya dondurulmus olarak transferi gergeklestirilmis 1yi kalitedeki embriyolara
ragmen, en az ug¢ siklusta gebelik elde edilemeyen durumlar, tekrarlayan implantasyon
basarisizhign (RIF) olarak tanimlanmaktadir. Implantasyon; embriyonun endometriyum
luminal yiizeyine baglandigi, ardindan da epitel yoluyla gd¢iinii ve invazyonunu igeren bir
stirectir. Kaliteli embriyo transferlerine ragmen ard arda gebelik elde edilememesi RIF
seklinde adlandirilmaktadir. Ancak bu tiip bebek denemelerinde basarisiz siklus sayisini
veya transfer edilen toplam embriyo sayisini tanimlayan resmi bir kriter yoktur. Buna gore,
IVF uygulayan farkli merkezler, RIF icin farkli tanimlar kullanabilirler (Shufaro ve
Schenker, 2011). Implantasyon siireci, implantasyon potansiyeline sahip olmasi gereken
saglikli bir embriyo ve bunu miimkiin kilacak alic1 bir endometriyum olmak iizere iki ana
bileseni icermektedir. Embriyo ve endometriyum arasinda karmasik iliskiler mevcuttur.
Basaril1 bir implantasyon i¢in embriyonun invazyonu zorunlu bir siirectir. Bu siirecler gok
kapsamli arastirmalar altindadir. implantasyon biinyesinde, embriyo ve endometriyumdan
kaynaklanan bir ¢ok araciyi; hatta annenin immiinolojik sistemini de barindirip bunlardan
etkilenmektedir (Achache ve Revel, 2006; Fukui ve arkadaslari, 2011; Gonen-Gross ve
arkadaglari, 2010). Embriyoda, endometriyumda veya bagisiklik sisteminde herhangi bir
anormallik, implantasyon basarisizligina neden olacaktir. Bu nedenle, RI F
degerlendirilirken kisinin; embriyo, uterus ve fonksiyonel endometriumu referans alinarak
degerlendirilmelidir. Buna gore, RIF tedavisi, tespit edilen anormallige ve implantasyon
basarisizligina katkida bulunabilecek herhangi bir olasi sikintinin diizeltilmesine yonelik

olmalidir (Margalioth ve arkadaslari, 2006; Shufaro ve Schenker, 2011).

Son yillarda, disi genital sistemde mevcut olan bakteri florasinin, IVF basarisinda etkisi
oldugu diisiincesi ile, bu konudaki arastirmalar genisletilmistir. Yiiksek verimli DNA
sekanslamanin gelistirilmesinden 6nce viicut i¢inde bulunan bakteri tiirlerinin belirlenmesi
icin kiiltiir bazli yontemler kullanilirdi. Ancak son 20 yil icerisinde gen sekanslamasindaki
ilerlemeler mikrobiyom sekanslamasini hizlandirmistir (Gonzalez ve arkadaslari, 2011;
Peterson ve arkadaslar1, 2009). Vajinal mikrobiyom profilleri 16S ribozomal RNA (rRNA)
profilleme (PCR ve pyro-sekanslama ile 16S rRNA gen sekanslamasi), Sanger sekanslama
veya tiim genom sekanslama (Sirota ve arkadaslari, 2014) ile iiretilmistir. Insan
mikrobiyom projesindeki son bulgular gdstermektedir ki vajinal sistemde Lactobacillus’un

cesitli tiirlerinin bulunmasina ragmen sadece bir ka¢ tanesi baskin durumdadir; gercekten



de gastrointestinal mikrobiyoma gore iireme sistemindeki mikrobiyal cesitlilik oldukca
azdir (Gonzalez ve arkadaslari, 2011; Peterson ve arkadaslari, 2009). Bu ilerlemeler
mikrobiyal komiinite analizi alanin1 ve daha sonra da onunla dogrudan ya da dolayl
etkilenen fertilite ve lireme gibi saglik alanlarini degistirmistir. Gergekten de bu degisim
yerlesik mikrobiyal komiinitelerin yapisinin ve kompozisyonunun iireme saglhigi ve
fertilite sonuglar1 {izerindeki etkisini tanimlayan yayinlarin sayisindaki iistel artistan
goriilmektedir (Green ve arkadaslari, 2015; Haahr ve arkadaslari, 2016; Ma ve arkadaslari,
2012; Nuriel-Ohayon ve arkadaslari, 2016). “Saglikli” bir vajinal mikrobiyomu, genel
olarak hastalik bulgulariin ve ¢esitli enfeksiyonlarin bulunmamasi olarak tanimlanir ve iyi
gebelik sonuglari ile iliskilendirilmistir. “Normal” vajinal mikrobiyomu gebe olmayan
saglikli kadinlarda agirlikla Lactobacillus tiirlerini igerir ve embriyo igin 6n ve gebelik
oncesi donemde saglikli ve destekleyici bir ¢evreyi giiclendirir (Sirota ve arkadaslari,
2014). Bir kadmin hayat1 boyunca hormonal ve yasam stili degisikliklerine bagli olarak
VMB’sinde dramatik kaymalar olur. Bu komiinitelerin karmagiklig1 ve bu degisiklikleri
etkileyen cevresel faktorler heniiz tam olarak tanimlanmamis olmakla birlikte, yeni nesil
DNA sekanslama teknolojilerinin kullanilmasi bu alandaki bilgiyi daha ileriye tasiyacaktir.
Saglikli bir vajinal mikrobiyota iiriner sistem enfeksiyonlari1 ve BV gibi {irogenital
durumlarin Oniine gecilmesine yardimci olabilir; bu nedenle VMB’nin daha iyi
anlagilmasina yol acan ¢aligmalar bu durumlar i¢in iyilestirilmis tedavi ve tanimlamalarin
kesfedilmesine yardimci olacaktir. Vajinal mikrobiyotanin kompozisyonunun hamilelik ve
yenidogan sonuglar1 tizerinde dikkat cekici bir etkisi vardir. Moreno ve arkadaslarinin
yakin zamandaki bir ¢alismasinda endometriyal mikrobiyota kompozisyonunun IVF
uygulanan kadimlarin hamilelik sonuglarini etkileyip etkilemedigini arastirmislardir. {lging
bir sekilde, yazarlar olumsuz hamilelik sonuclari ile Lactobacillus tiirleri bakimindan zay1f
olan endometriyal mikrobiyotalar arasinda korelasyon iliski bulmuslardir (Moreno ve
arkadaglari, 2016).

Biz de buradan yola ¢ikarak tekrarlayan implantasyon basarisizlig1 olan hastalarin vajinal
mikrobiyomlarinda enfeksiyon olup olmadigini ve genel olarak floralarinin, IVF basarisina
etkisini gozlemlemek amaciyla 16S sekanslama ile metagnom analizi planladik ve bazi

calismalarda beklenen ideal endometriyal mikrobiyota ile kiyasladik.

Ayrica implantasyonda giiclii etkileri oldugu disiiniilen, Basigin, E-kadherin ve Okludin

proteinlerinin endometriyumdaki, yiizey epitelinde, bez eptelinde ve stromada ayri ayri



ifadelerinin belirlenebilmesi amaciyla immiinohistokimyasal c¢alismalar tasarlanmistir.
Basigin, hiicre proliferasyonu, anjiyogenez ve doku yeniden sekillenmesinde rol oynayan
bir transmembran glikoproteinidir ve disi liremesi i¢in gerekli oldugu gdsterilmistir, ancak
normal uterus fonksiyonundaki rolii hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Dogurganlik
calismast verileri, mutant farelerin kontrollere kiyasla dogurganligt 6nemli o6lcilide
azalttigin1 gostermistir. Bu sonuglarla, Basigin’in basarili gebelik i¢in, implantasyon ve
desidualizasyonda fonksiyonlarini destekledigi gosterilmistir (Li ve arkadaslari, 2021).
Kadherinler, hiicreler arasi yapismanin kalsiyuma bagimli mekanizmalarindan sorumlu
olan bir glikoprotein ailesidir. E-kadherinler embriyogenezde; gastrulasyon, nériilasyon ve
organogenezde merkezi bir rol oynarlar. E-kadherin iiretiminin baskilanmasi, hiicre igi
adezyonu bozar. Luteal fazda, E-cadherin mRNA seviyeleri 6nemli Olgiide artar. E-
kadherinlerin ifadesi, endometriyal kalsitonin ile birlikte progesteron tarafindan diizenlenir
(Shirane ve arkadaglari, 2012). Embriyo implantasyonu sirasinda, endometriyal epitelde,
E-Kadherin ifadesinin modeli lizerinde ¢esitli tartismalar mevcuttur. Bazi c¢alismalar,
embriyo implantasyon bolgesinde, endometriyal epitel hiicrelerde, E-Kadherin kaybi
oldugunu, bazilar1 da artis oldugunu bildirirken diger taraftan bazi galigmalarda ise fark
goriilmedigi raporlamistir. Okludin ise, siki baglantilarin stabilizasyonuna ve optimal
bariyer fonksiyonuna katkida bulunan bir integral membran proteinidir. Bu siki
baglantilarin da implantasyon sirasinda nasil ve ne zaman etkilendigi tartismalidir.
Goriildiigi iizere cok 6nemli olan bu proteinlerin mekanizmalari tam olarak anlagilabilmis
degildir. Biz c¢alismamizda bu proteinlerin antikorlarim1 kullanarak gruplar arasinda
immiinohistokimyasal karsilastirmalar yapmay1 hedefledik. Bu alandaki ¢alismalarin ¢cogu
insan endometriyumunda yapilmamistir. Bu nedenle ¢aligmamizin 6zgiinliigii yiiksektir.
Bu proteinlerin ifadeleri calismalarda hep donemsel farkliliklar gdstermistir. Implantasyon
oncesinde, implantasyon sirasinda ve gebeligin farkli giinlerinde ifadeleri giiclii ya da
oldukca zayif olabilir. Biz ¢alismamizda oviilasyon test kiti kullandigimiz i¢in aldigimiz

orneklerin implantasyon penceresi araliginda oldugunu belirleyebildik.

Diger bir histolojik calisma olarak (H&E) boyamasi ve Masson’un {iglii boyamasi ile
Noyes kriterlerine gore, goniilliilerin endometriyal giinlerini degerlendirdik. Cikan
sonugclari, teste gore belirlenmis olan giinler ile karsilagtirarak giin sapmasi hesaplandi. Bu
onemliydi ¢iinkii; endometriumun histolojik gelisiminde 2 ginden daha fazla olacak bir
gecikme luteal faz yetmezliginin tanimidir. Bu yetmezligin tanimlanmasinda ise literaturde

en sik bas vurulan yontem; Noyes ve arkadaslarinin (Noyes ve arkadaslari, 1950) tarif



ettigi klasik kriterlere gore yapilmaktadir. Giiniimiizde de hala giincel olarak kullanilan bu

kriterler endometriyal giinleme ag¢isindan 6nemini korumaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Fertilizasyon ve Implantasyon

Insan {iremesi, gametogenezis, folikiilogenezis, oviilasyon, fertilizasyon ve implantasyon gibi
asamalardan gegerek gerceklesir ve tiim bu siire¢ hassas bir dengede ilerler. Bireyin varliginm
baglatan fertilizasyon, erkek gamet olan spermin, disi gamet ile yani oosit ile birlesmesi olarak
tanimlanabilir (Sadler, 2010). Yani sperm ve oosit yeni bir bireyi olusturmak iizere ¢ekirdek ve
tim sitoplazmik bilesenlerin katilimiyla gerceklesen bir olaylar dizisidir. Fertilizasyon
tamamlanmis oldugunda anne ve babadan gelen kromozomlar yeni bir kombinasyon
olusturarak diploid reorganizasyonu saglarken yeni olusan bireyin cinsiyeti de belirlenir. Bu
0zellik gametlerin olgunlagma siirecinde kromozom sayisini yariya indirgeyen mayoz boliinme
ile saglanmaktadir (Sadler, 1985; Junguieria ve Carneira, 1983; Wassarman, 1987; Longo,
1997). Fertilizasyon ile kromozomlarinin yarisi anne ve yarisi babadan gelen essiz bir genetik

yaptya sahip olan zigot olusur (Norwitz ve arkadaglart, 2001).

Disi ve erkek gametlerin birbiriyle birlesip kaynasmasi anlamina gelen dollenme, uterus
tiiplerinin ampuller bolgesinde gercgeklesir. Bu bolge, tiipiin en genis ve overe en yakin
bolimiidiir (Sekil 2.1). Spermler disinin {ireme kanallarinda birka¢ giin boyunca canli

kalabilmektedir (Sadler, 2017).

Buyuyen follikuller

Fallop
thpu

Ampulla

Kimulus
ooforus
htcreleri

Fumbrnia > ikinci mayotik bélinme
. asamasindaki sekonder oosit

Sekil 2.1. Fimbria, oositi folikiilin yirtildig1 bolgede yakalayarak tiipiin i¢ine dogru
stiptirtir (Sadler, 2017)



Vajene dolan spermlerin %1 kadar1 serviksten gecebilecektir. Buraya kadar ulagabilen
spermler canliliklarim1 saatler boyu koruyabilirler. Spermler uterus ve tiip duvarlarindaki
kasilmalar ile serviksten, fallop tiiplerine dogru kendi propulsif hareketleriyle yol alirlar.
Spermin bu yolculugu 30 dk ve 6 giin arasinda degisiklik gosterir. Istmusa ulastiklarinda
motiliteleri ve hizlar1 yavaglar. Oviilasyon ile birlikte oositi cevreleyen kiimiiliis
hiicrelerince salgilanan kemostatik maddelerin etkisi ile spermler yeniden hareketlenerek
dollenmenin siklikla gergeklestigi ampullaya dogru yiizmeye devam ederler. Disi lireme
kanali icerisindeki spermlerin oositi dolleyecek yetenege kavusabilmeleri igin
spermatozoanin kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu denilen degisimleri gegirmelidirler
(Sadler, 2017). Spermin, oositi fertilize edecegi zamana dek gegirecegi islemler sirasiyla
hareketliligindeki degisim, kapasitasyon, akrozom reaksiyonu, zona pellusida’ya
penetrasyon, oolemmaya baglanma ve membran flizyonudur. Testis i¢inde hareketsiz
bekleyen spermler, epididimde hareketli olsalar dahi, tam hareketlilige ejakulasyon ve
kapasitasyondan sonra ulasirlar (Bedford, 2008; Bailey, 2010). Oositte gergeklesen yapisal
degisiklikleri ise kortikal reaksiyon, zona reaksiyonu, ve oosit aktivasyonu olarak

siralayabiliriz.
2.1.1. Fertilizasyon siirecinde spermde olusan degisimler

Fertilizasyon siirecinde spermlerde kapasitasyon

Spermler kapasitasyon siirecini disi genital kanallarinda, salgilarin da etkisi ile
tamamlarlar. Ancak bu kapasitasyon siirecinin lokalizasyon olarak nerede baslayip nerede
tamamlandigin1 bilmemekle birlikte, genellikle spermin depolandig1 yere gore degiskenlik

gosterdigi bilinmektedir (Delilbagi, 2008).

Bu siiregte spermin akrozomal bolgesini kaplayan plazma membranindaki glikoprotein
ortiisii ve seminal plazma proteinleri ortadan kaldirilir. Kapasitasyonunu tamamlamis bir
sperm ancak korona hiicrelerinin arasindan gegebilir ve akrozom reaksiyonuna girebilir
(Sadler, 2010).

Spermlerin kapasitasyonu disi genital kanallarinda tamamlansa da; bir kismi1 da oositle
karsilastiginda, oositi ¢eveleyen kumulus-korona hiicrelerinin  salgilamis  oldugu

glikoproteinlerin etkisi ile de tamamlanabilirler. Yani kapasitasyon; spermlerin oositle



karsilasmadan 6nce veya bu sirada tamamlamalar1 gereken bir siirectir. Bu siiregte yapisal
bir degisiklik gozlenmese de kapasite olan spermlerde iyonlarin yeniden organizasyonu,
metabolik degisiklikler ve nukleus proteinlerinde degisiklikler goriiliir (Longo, 1997;
Gardner ve Hiatt, 2007; Carlson, 2004; Jones, 1991). Bu sirada spermlerin plazma
membranlarinda bazi degisiklikler gozlemlenir: Akrozomal kep bolgesindeki plazma
membranindan seminal plazma proteinleri ve glikoprotein ortii uzaklastirilir. Ayni
zamanda spermin plazma membraninda bulunan intramembrandz partikiiller de yer
degistirir. Hiicre i¢i kalsiyum ve sodyum seviyesi yiikselir (Delilbasi, 2008). Yapisal bir
degisiklik gozlemlenmese de; kapasite olan spermlerde intraseliiler iyonlarin yeniden
organizasyonu gercekleserek metabolik degisiklikler olusur (Longo, 1997; Sadler, 2006;
Gardner ve Hiatt, 2007; Carlson, 2004; Jones, 1991).

Kapasitasyon esnasinda endometriyal hiicrelerden salgilanan, interlokin-6 (IL-6) spermin
fertilizasyon yetenegini olumlu yonde etkileyerek kapasitasyonu arttirir. IL-6 etkilerini
muhtemelen en ¢ok, spermde bulunan IL-6Ro reseptoriine baglanmak suretiyle

olusturdugu diistintilmektedir (Laflamme ve arkadaslari, 2005).

Kapasitasyon, kalsiyum, kinaz, CAMP, G-protein ve redoks bagimli bir olaydir (Baldi ve
arkadaglari, 1996). Kapasitasyonun gergeklesebilmesi i¢in ortamda bikarbonat, kalsiyum,
serum albumin, enerji kaynaklar1 ve glikoz mevcut bulunmalidir. Kapasitasyonda, ikinci
mesajct olarak cAMP gorev almaktadir. Protein kinaz A, hiicre icinde gergeklesen
kapasitasyondan sorumludur ve inhibisyonu da kapasitasyonu bloke eder. Kapasitasyon
siirecinde gergeklesen diger bir olay tirozin fosforilasyonunun artmasidir. cAMP bu
fosforilasyonda gorevli bir enzimdir. cAMP-bagimli sinyal mekanizmasi ve ROS (serbest
oksijen tiirevleri) iiriinleri tirozin fosforilizasyonunu baslatir. Bu sirada Ca*? artis1 da
gerceklesecektir (Leclerc ve arkadaglari, 1998; Mandal ve arkadaslari, 1999). Tirozin ile
fosforile edilmis olan proteinler insan sperminde ZP3 igin reseptor islevindedir (Burks ve
arkadaslari, 1995). Bu proteinler akrozomda bulunur ve tirozin kinaz aktivasyonu
gosterirler. Zona pellusidada, proteinler ile temas ettiginde tirozin kinaz aktive olur, tirozin
fosforillenir ve fosfotirozin olusur. Sperm membraninda bulunan AKAP (A-kinase anchor
protein) adi1 verilen diger bir protein de kinaz aktivitesi gosterir ve ZP proteinleri igin
reseptor iglevindedir (Mandal ve arkadaslari, 1999). Sperm ve disi lireme kanallarini

doseyen epitel hiicreleri arasinda bir etkilesim olur, spermin akrozomal bdlgesini Grten



plazma membrani {izerindeki glikoprotein kilif ve seminal plazma proteinleri ortadan

kaldirilir (Gedikli ve arkadaslar, 2013).

Insanlarda yaklasik olarak 7 saat siiren bu kapasitasyon dénemi kisaca; spermin, disi iireme

kanallarinin fertilizasyon i¢in uygun hale getirilmesidir.

Fertilizasyon siirecinde spermlerde akrozom reaksiyonu

Laboratuvar ortamimnda, yaklasik 2-15 dk siiren bir islemdir (Bedford, 2008).
Kapasitasyonun tersine spermlerde yapisal degisiklige neden olurlar bu nedenle de geri
dontisiimii olmayan bir olgudur. Akrozomal reaksiyon spermlerin oositle karsilastiklar:
donemde gegirdikleri bir siiregtir. Bu reaksiyonda sperm basinda yer alan ve i¢i hidrolitik
enzimle dolu yapinin serbest kalmasi ile akrozomal kep icerigi sperm basi etrafinda dagilir
(Delilbasi, 2008). Akrazom; akrozin, proakrozin, hiyaluronidaz, kollajenaz, fosfotaz,
arilsiilfataz, fosfolipaz-C (PLC), néraminidaz, beta galaktosidaz gibi hidrolitik enzimleri
igeren, membranla sarilmis olan, sperm basinin 6n bolgesinde bulunan baglik kismudir.
Kapasitasyon isleminden sonra sperm, ZP’ye baglaninca, proteinlerince uyarilan akrozom
reaksiyonunda spermin plazma membraninda gecirgenligi artar ve pek ¢ok iyonun
intraselliiler konsantrasyonu degisir. PLC tarafindan inositol 1,4,5- trifosfat (IP3) iiretilir
ve bu akrozomdaki reseptorlerine baglanarak depolanmis olan kalsiyum salmiverir
(Walensky ve Snyder, 1995). Boylece sitoplazma alkalinize olur. Akrozom reaksiyonu
sirasinda; ilk olarak, ¢oklu flizyonlar ile dis akrozomal membran sperm basinin plazma
membrani ile birlesir (Bu reaksiyonda hiyaluronidaz ve akrozin, tripsin benzeri maddeler
rol oynar). Sonraki basamakta ise akrozom graniilleri kirilir ve lizinler salinir, boylece ZP
boyunca yol agilir (Bedford, 2008). Akrozom reaksiyonu sonucunda serbest kalmis
hidrolitik enzimler, zona pellusiday1 lokal olarak eritip, spermin zona pellusiday: kat
etmesini saglar. Sonugta ZP’yi asan sperm, perivitellin aralia ge¢mis olur (Sekil 2.2)
(Longo, 1997; Wassarman, 1987; Guzick ve arkadaslari, 1989).



Perivitellin aralik
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Sekil 2.2. Fertilizasyon siirecinde spermin oosit cevresindeki yapilari agarak oosit
stoplazmast igine girisi (Delilbasi, 2008)

ZP, 13-15 pm kalinhiginda olup, ZP1, ZP2 ve ZP3 glikoproteinlerinden olusan oositi
biitiiniiyle kusatan bir kiliftir. Sperm basinda bulunan yiizey molekiilleri ZP’de bulunan
ZP3’e 0zgii baglanir. Yani spermin ZP’ye baglanmasi ve akrozom reaksiyonu ZP3 ligandi
ile diizenlenir. Bu baglanmaya primer baglanma denilmektedir. Akrozom reaksiyonunu
tamamlamig olan spermin bu kez ZP’nin islevsel olan diger molekiilii ZP2’ye baglanmasi

ise ikincil baglanmadir (Foltz ve Lennarz, 1993; Foltz, 1994).

Kapasitasyon islemini gecirmis olan spermlerin, korona radiyata ile temasi sirasinda
akrozomda delinmeler gergeklesir. Spermin plazma membrani ve akrozomun membrani
pek ¢ok noktada birlesirler. Birlesim noktalarinda sperm plazma membraninda delinmeler
olusur ve akrozom igindeki enzimler disartya verilir. Bunlardan; hiyaluronidaz, spermin
korona radiyataya penetrasyonunu, tripsin benzeri maddeler ise ZP’nin sindirimini, zona

lizinse spermin ZP’ yi agmasina yardim eder (Gedikli ve arkadasglari, 2013).



10

2.1.2. Fertilizasyon siirecinde oositte olusan degisimler

Oositte gerceklesen yapisal degisiklikler ise; kortikal reaksiyon, zona reaksiyonu, ve

ardindan 0osit aktivasyonu olarak gerceklesir.

Kortikal reaksiyon

Oosit stoplazmasinin c¢evresinde yerlesmis olan kortikal graniiller hiicre yiizeyine dogru
salgilanarak polispermiye karsin bir blok olustururlar. Bu durum sperm, oosit
stoplazmasina girdikten hemen sonra gergeklesir. Kortikal graniillerin bu sekilde oosit
ylizeyine salgilanmalarina kortikal reaksiyon denir. Kortikal reaksiyon sirasinda, kortikal
graniiller oolemmanin elektrostatik yapisinda degisikliklere neden olarak salgilanirlar. Bu
salgilanma ilk olarak spermin oosite girdigi bolgeden baslar ve dalgalar halinde tiim oosit
yilizeyinde devam eder. Kortikal reaksiyon sirasinda her bir graniil ayr1 ayr1 oolemma ile

birleserek igerigini oosit yiizeyine bosaltir (Sadler, 2006).

Kortikal graniillerin ekzositozunu baslatan mekanizma; hiicre igindeki Ca* artis1 ve buna
bagli olarak gelisen reaksiyonlardir. Oosit sitoplazmasi igerisine Ca** enjeksiyonu, serbest
Ca'"a baglanan selasyon ajanlari ve oositin A 23187 veya amfoterin B ile muamele

edilmesiyle baglar.

Kortikal graniillerin salgilanmasi ile yapisal ve fizyolojik degisiklikler gdzlenir. Ik dnce
kortikal graniillerin iceriginin proteolizisi gerceklesir. ikincil olarak bu icerik ekstraselliiler
yapiya katilir ve son olarak da perivitellin alandaki molekiillerle ¢apraz olarak baglanirlar.

Tiim bunlarin neticesinde ZP yapisinda farklanmalar goriiliir (Delilbas1 2008).

Kortikal reaksiyon, zona reaksiyonuna neden olmaktadir. Ve sonugta; 1) Oositin membrani
diger spermatazoalara gec¢irgen olmayan hale gelir. 2) ZP’nin yapist polispermiyi

engellemek amaciyla degiserek katilagirlar (Yanagimachi, 1994).
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Zona reaksiyonu

Kortikal graniiller, ekzositoz yolu ile hiicre ylizeyine salgilandiklarinda kortikal graniiller
ZP’nin yapisint sertlestirerek degistirirler ki bu da zona reaksiyonu olarak bilinmektedir.
Zona reaksiyonu ile zona yiizeyindeki spermler icin tiire spesifik olan reseptor alanlari
aktivitesini kaybetmis olur. Sertlesmis olan zona embriyoyu potansiyel mikrobiyal
istiladan koruyan bir yap1 olustururken, blastomerlerin de siki temas halinde tutulmasini
saglar. Bu koruyucu tabakadan embriyo, implantasyondan hemen once ¢ikacaktir

(Wassarman ve arkadaslari, 1999).

Zona reaksiyonu iki farkli yolla gerceklesmektedir: 1) ZP’nin sperm baglayabilme
yetenegi azalir ve ZP diger spermlerin penetrasyonuna karsi direng olusturur. 2) ZP’nin

¢oziinlirliige kars1 direnci azalir (Delilbasi ve arkadaslari, 2000).

Zona reaksiyonunun, ZP’deki, ZP2’ nin ZP2fye doniismesi; ZP3’ iin de karbonhidrat
igeriginin sindirilmesine bagli olarak sperm baglama kapasitesinin kaybolmasindan

kaynaklandigi bilinmektedir (Delilbasi ve arkadaslari, 2000).

Oosit aktivasyonu

Sperm ile birlesmis olan oositte, sitoplazmasinda birtakim degisiklikler gelisir. Oositte
gozlemlenen tiim bu degisiklikler oosit aktivasyonu olarak isimlendirilmektedir. Oosit
aktivasyonunun biyokimyasal temelleri hakkinda 2 goriis mevcuttur. Birinci goriis; 00sitin
sperm tarafindan tasinan oosit aktivasyon faktorii (AOF) tarafindan uyarilmasi, ikinci
goriis ise; bu silirecin reseptorler tarafindan yonlendirilen olaylar dizisi olmasidir (Delilbast,
2008). Ancak Lawrence ve arkadaslarinin yaptigi calismada, spermin oosite baglanmasinin
kesilmesine karsin Ca*™ dalgalanmalarinin devam etmesi, spermin oosite aktardigi bir
faktor ile kalsiyum metabolizmasimi etkileyerek bu aktivasyonun olustugu gosterilmistir

(Lawrence ve arkadaslari, 1997).

2.1.3. Fertilizasyon siirecinde proniikleuslarin (PN) olusumu

Erkek PN olusumu ii¢ asamada gerceklesmektedir. 1) Ik dnce spermin cekirdek zar erir,
2) Sonrasinda yogunlasmis olan sperm kromatini sitoplazmada dagilir (Sadler, 2006).

Spermin membran zari, oosit stoplazmasina sperm girdikten sonra i¢ ve dig membranlarin
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birlesmesi ile birgok alanda vezikiiler bir yap1 kazanir. Zamanla bu vezikiiller oosit
sitoplazmasina dagilarak vezikiillerinde g¢evreleyen membranlarinin yikilmasi ile sperm
kromatini ooplazmada serbest kalmis olur (Delilbasi, 2008). 3) En son asamada ise
pronukleer zar olarak nukleer zar yeniden sekillenir (Sadler, 2006). Pronukleus zarinin
sekillenmesinde oosit sitoplazmasinda yaygin goriilen endoplazmik retikulum (ER) islev
gormektedir. Bu ER’larin kromatin ¢evresinde yer yer birlesmeye baslamasi ile prontikleer

membran sekillenir (Delilbasi, 2008).

Disi PN’lerinde ise anafaz II'yi izleyen donemde, oosite ait kromozomlar, zigot
sitoplazmasinda daginik halde bulunurlar. Sonra kromozomlarin ¢evresindeki vezikiiller
kromozomlari iglerine almaya baglarlar. Vezikiiller de birbirleriyle birleserek disi PN’leri
gelismis olur. Gelisen PN, zamanla biiyiiyerek yuvarlanir ve igerisinde de ¢ekirdekg¢ikler
gelisir. Sonrasinda da farkli bolgelerde gelisen erkek ve disi PN’ler, spermdeki asterler ve
hiicre iskelet yapilar1 sayesinde birbirlerine yakinlasarak birlikte oositin sitoplazmasinda
orta kisma dogru yol alirlar. Erkek PN’lerinin ilk hareketini tetikleyen sperm
sentriyollerinde bulunan mikrotiibiillerin itici giiciidiir. Bu esnada uzayan mikrotiibiiller de
Sekil 2.3’te ki gibi, her iki PN yiizeyine temas ederek PN’ler birbirlerine yonelirler
(Longo, 1997).

Korona Zona Perivitellin bogluk
pellusida
O

Erkek prontkleus

Mitotik ig Disi proniikleus Polar cisimler Sentrozom
2. olgunlagsma bélinmesi

Sekil 2.3. A. Fertilizasyondan hemen 6nce oviilasyonla atilmak tizere olan oosit. B. Bir
spermatozoon ikinci mayotik bdliinmesini tamamlamis olan oositin igine
girmistir. Oositin kromozomlar1 vezikiiler bir niikleus i¢inde, disi PN, hazir
durumda beklemekt edirler. Bir kag spermin basi ZP’ye takilip kalmistir. C.
Erkek ve disi PN’ler (Sadler, 2017)

Farkli bolgelerde gelismis olan bu PN’lerin birbirlerine yaklasarak birlikte oosit

sitoplazmasinin ortasina dogru hareket etmelidirler. Bu harekette hem sperm asteri hem de
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hiicre iskeletini olusturan yapilar birlikte ¢alisirlar. inseminasyon sonras1 20. saatte PN’ler

birbirlerine yonelerek zigotun ortasina yerlesmis olurlar (Longo, 1997).

PN membranlar1 oncelikle kaybolarak, kromozomlar mitotik boliinme i¢in bir araya
gelirler (Sekil 2.4). Zigotun mitoz mekiginin olusmasinda spermatozoonun proksimal
sentriyolu rol oynar. Singami sonrasi ilk yariklanma olusarak, embriyo gelisimi baslamis

olur (Bebitoglu, 2004).

zona pellusida

ekirdekcilder

pronikleustann
tizyon streci

Sekil 2.4. PN’lerin kaynasmas1 (Bebitoglu, 2004)

Doéllenme sonucunda; yarist anneden, yaris1 da babadan gelen farkli bir kromozom
kombinasyonuna sahip zigot olusmustur (Resim 2.1) ve olusan yeni bireyin cinsiyeti
belirlenmistir: X tastyan bir sperm ile disi bir embriyo (XX); Y tasiyan bir sperm ile de
erkek bir embriyo (XY) olusacaktir (Sadler, 2017).

Resim 2.1. Fertilize olmus bir oosit (Delilbasi, 2008)
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Fertilizasyon ile essiz bir genetik yapiya sahip zigot olusumundan sonra ise, implantasyon
siireci gelecektir: Zigot blastokist haline geldiginde uterus kavitesine ulagmasi ve
endometriyum liiminal epiteli ile karsi karsiya gelmesi, tutunmasi ve desidualize
endometriyum stromasini istila ederek maternal damar sistemine ulasip yerlesmesi siireci

implantasyon siirecidir (Norwitz ve arkadaslari, 2001).

2.1.4. Fertilizasyon sonrasi blastosist implantasyonu

Dollenmenin bir diger sonucu da klivajin baglamasidir. Zigot artik 2 hiicreli asamaya
ulagmanin sonucunda pespese mitotik bdliinmelerin sonucunda hiicre sayisini arttirmaya
baslayacaktir. Sekil 2.5’te goriildigii gibi, her klivaj boliinmesi sonucunda, hacmi giderek

kiigtilen hiicreler olacaktir. Bu hiicreler blastomer olarak adlandirilirlar (Sadler, 2010).

DNA
duplikasyonu

12-24 saat

;‘ 2 N .‘\.
‘-gi.} 1 Oviilasyon 6ncesi S J51%-6 glin
follikGlt

Myometriyu

Fimbria Perimetriyum ¥
Endometriyum (progestasyonel evre)

Sekil 2.5. Oositin blastosist evresine ulasincaya kadar gegirmis oldugu siireg (Sadler, 2010)

Blastomerler 8 hiicre agsamasina kadar gevsek bir hiicre kiimesi halindedir. Ancak {i¢iincii
yariklanmadan sonra blastomerler Resim 2.2’de de goriildiigii gibi birbirleriyle daha siki

baglantilar kurarak kompakt bir hiicre kiimesi haline gelirler (Sadler, 2010).
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Resim 2.2. Hiicrelerin dig hatlarinin kaybolmaya baslayarak, kompaktlagmanin olusumu
(Sadler, 2017)

Bu siire¢ kompaksiyon olarak bilinmektedir. Kompaksiyon asamasinda i¢ hiicreler ve dis
hiicreler birbirlerinden ayrilirlar. Ancak hala aralarindaki bosluk vasitasiyla iliski
halindedirler. Fertilizasyonun yaklasik 3 giin sonrasinda kompakt haldeki embriyo yeniden
boliinerek Sekil 2.6’da gosterilmis sekilde morula-dut (16 hiicreli) hale gelmis olur (Sadler,
2010).

Iki hicre evresi Dért hiicre evresi Morula

Sekil 2.6. Zigotun iki hiicre evresinden ge¢ morula evresine gelisimi (Sadler, 2017)

Morula, uterus bosluguna ulastigi zaman, uterus boslugunda bulunan sivi ZP’yi delerek, i¢
hiicre kiitlesinin hiicreler arasi bosluguna sizip orada toplanmaya baslar. Bu bosluklar
genigler ve nihayetinde de bosluklarin birlesmesiyle, tek bir bosluk olan blastosel olusur.
Artik bu evrede de embriyoya blastosist denilir. Morulanin i¢ hiicreleri, i¢ hiicre kiitlesini;
dis hiicreleri ise dis hiicre kiitlesini olusturur. Sekil 2.7°de gosterildigi gibi, ¢ hiicre
kiitlesinden, embriyonun dokulari, embriyoblast; dis hiicre kiitlesinden de daha sonra

plasentaya katilacak olan trofoblastlar gelisir (Sadler, 2010).
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i¢ hiicre kitlesi Uterus epiteli Uterus stromasi
veya embriyoblast

D s

~~~~~ = : Trofoblast
= £ hicreleri

Cc

veya trofoblast

Sekil 2.7. A. 107 hiicreli insan blastosist kesiti, B. Fertilizasyondan 4.5 giin sonra uterus
boslugundan alinmig bir insan blastosistinin sematik gdsterimi, C. Gelisimin 9.
giiniinde bir blastosistin sematik gosterimi (Sadler, 2017)

ZP’deki bu asamada yok olmaya baslayarak embriyonun uterus mukozasina
implantasyonuna imkan vermis olur. Yani gelisimin 6. giiniinde trofoblastik hiicreler,
uterus mukozasinin epiteliyal hiicreleri arasina penetre olmaya baglamistir (Sadler, 2010).
Penetrasyon asamasi; trofoblast hiicreleri {izerindeki L-selektinin ve uterus epiteli
tizerindeki karbonhidrat reseptorleri araciligiyla gelismektedir. Gelisimin 1. haftasinin
sonunda zigot, morula ve blastosist evrelerini gecirerek uterus mukozasina gomiilmeye

baslamistir (Sadler, 2010).

Uterusun duvar1 3 tabakadan olusmaktadir: Duvarin i¢ yiiziinii déseyen mukoza
endometriyum; kalin bir diiz kas tabakasi miyometriyum; ve son olarak duvarin en digini
kaplayan perimetriyum. Doéllenme gergeklestiyse endometrium implantasyona yardimci
olur ve plesantanin olusumuna katkida bulunur. Gebeligin ilerleyen dénemlerinde hormon
salinimlar1 plesanta tarafindan iistlenilir ve korpus luteum bozulur. implantasyon sirasinda
uterusun mukozasi, uterus bez ve arterlerinin uzayarak, kivrilarak helozonik bir sekle
biiriindiigii ve dokularn tiimiiyle dolgunlastigi sekresyon evresindedir (Sekil 2.8). Insan

blastosisti de bezlerin agizlar1 arasina implante olur (Sadler, 2010).



17

Ovulasyon Korpus luteum Gebelik korpus
luteumu

Follikiiliin olgunlagmasi
N

J L4
W g
¢

0 14
Menstriel evre Folliktler veya Projestasyonel Gravid evre
proliferatif evre veya sekretuvar evre

Sekil 2.8. Over ve uterus mukozasindaki es zamanli degisikliklerin sematik goériiniimii
(Sadler, 2017)

Insan embriyo implantasyonu, alict bir endometriyum ile fonksiyonel bir blastosist
arasindaki, es uyumlu ¢apraz etkilesimi igeren ii¢ asamali bir siirectir (eslesme, adezyon ve
istila). Bu durum, sadece implantasyon penceresi araliginda goriilebilir. Bu da adet
dongiisiiniin  20-24. giinleri arasindaki sl bir alicihk doénemidir. Implantasyon,
gebeligin gergeklesmesi icin; inhibe edici bilesenlerin kaybindan, adezyon ligandlarinin
edinilmesine kadar uzanan karmasik bir sinyal olaylar1 dizisini igerir (Achache ve Revel,
2006). Embriyo implantasyonu, bir¢ok tiirde tireme siirecinin en kritik agamasimni temsil
eder. Blastosist, biiyiiyen fetiis ve maternal dolasim arasinda bir arayiiz saglayacak
plasentay1 olusturmak i¢in maternal endometriyal yiizeye yakin bir sekilde baglandig:

benzersiz bir biyolojik olay gergeklestirir (Denker, 1993; Aplin, 2000).

Basarili implantasyon, alic1 bir endometriyum, blastosist gelisim asamasinda normal ve
fonksiyonel bir embriyo, maternal ve embriyonik dokular arasinda senkronize bir diyalog
gerektirir (Simon ve arkadaslari, 2000). implantasyon; adet déngiisiiniin 20. ve 24. giinleri
arasinda uzanan, kendi kendini sinirlayan bir donemde gergeklesebilir. Bu siire boyunca
yani implantasyon penceresi boyunca (Psychoyos, 1973), insan endometriumu, overlerin
steroid hormonlar1 tarafindan baslatilan dogru bir morfolojik ve islevsel duruma sahip

oldugu goz oniine alindiginda, blastosist baglanmasi i¢in hazirlanir (Finn ve Martin, 1974;
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Yoshinaga, 1988; Paria ve arkadaslar1, 2002). Implantasyon, gebeligin elde edilebilmesi
icin ¢ok Oonemli ve karmasik sinyal olaylar dizisini igerir. Ovaryan hormonlarin etkisi
altinda ¢ok sayida tanimlanmis molekiiler aracilarin bu erken etkilesimde rol oynadig ileri
stiriilmistiir. Bu aracilar, adezyon molekiilleri, sitokinler, sitokinler dahil ¢ok cesitli
birbiriyle iliskili molekiilleri, bitylime faktorlerini ve lipitleri kapsar (Lessey ve arkadaslari,
1992; Simon ve arkadaslari, 2000). Endometriyal alicilik, adezyonun kazanilmasindan
sonra olusur inhibitor bilesenlerin kaybi ile birlikte ligandlar, baglanan bir embriyoya

bariyer gorevi gorebilir (Aplin, 2000).

Endometriyum morfolojik 6zellikleri de implantasyon basarisinda olduk¢a Onemlidir
(Achache ve Revel, 2006). Endometriyumun tarihlenmesini anlatan klasik ¢alisma, Noyes
ve arkadaslar1 (1950), 50 yildan daha eski bir tarihe aittir. ilging bir sekilde, bu makale
uzun zaman boyunca infertilite literatiiriinde en ¢ok alinti yapilan makaleydi (Key ve
Kempers, 1987). Endometriyal histolojinin degerlendirmesi rutininin iki amaci vardir: ilki
progesteron salgilayan aktif bir korpus luteum gelisiminin tespiti (endometriyal bezler
tizerindeki gozlemlenebilen etkiler yoluyla); ikincisi ise, endometriyal giinlemenin
embriyonik yas ile uygun bir iliski igerisinde oldugundan emin olmaktir (Acosta ve
arkadaglari, 2000; Lessey ve arkadaslari, 2000). Luteal faz, ovilasyon ve menstriasyon
arasindaki silire¢ olup, progesteron uretimini gerceklestiren korpus luteumun olusumu ile
karakterizedir. Progesteron salinimi, endometriumun, sekretuvar faza dontusumiini
baslatmakta ve implantasyona hazirlanmasini saglamaktadir. LH salinimi ile uyarilmayan
korpus luteum varliginda kadinlarda dusiik serum progesteron seviyeleri izlenmekte ve
korpus luteum yetmezligi olarak tani konulmaktadir (Hinney ve arkadaslari, 1996). Bu
hastalarda korpus luteum tarafindan salinan az miktarda progesteron seviyeleri bile GhnRH
salimimini baskilayarak ¢ok az miktarda LH salinimina sebep olmakta, hipotalamik korpus
luteum yetmezligi olarak da adlandirilmaktadir (Hinney ve arkadagslari, 1996).
Endometriyumun histolojik gelisiminde 2 giinden fazla gecikme luteal faz yetmezligini
tanimlamada literatiirde en sik bagvurulan yontemdir, Noyes ve arkadaslarinin tarif ettigi

klasik kriterlere gore yapilir (Noyes ve arkadaslari, 1950).

Ayrica pinopodlar, endometriyal epitelin apikal yilizeyinde bulunan kabarcik benzeri
cikintilardir (Usadi ve arkadaslari, 2003). Bu yapilar birka¢ um genisligindedir ve
mikrovilli seviyesinin iizerinde uterus liimenine ¢ikint1 yapar. Ilk énce farelerde (Nilsson,

1958) ve daha sonra insan endometriyumunda tanimlandilar (Johannisson ve Nilsson,
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1972; Martel ve arkadaslari, 1987; Murphy ve arkadaslari, 1987). Pinopod ifadesi,
implantasyonun varsayilan penceresine karsilik gelen adet dongiisinde maksimum 2
giinliik kisa bir siire ile smirlidir (Nikas, 1999; Aghajanova ve arkadaslari, 2003).
Pinopodlar progesterona bagimli goriinmektedir. Menstriiel dongii boyunca progesteron
seviyesinin orta luteal artisi1 ile pinopodlarin ilk goriiniimii arasindaki iligski not edilmistir
(Stavreus-Evers ve arkadaslari, 2001; Usadi ve arkadaslari, 2003). Ayrica blastosist
implantasyonuna endometriyal alicilik i¢in disa vurumu gerekli olan HOXA 10 geni,
pinopod gelisiminde de oOnemli bir role sahiptir. Aslinda, HOXA-10 ifadesinin
engellenmesi pinopodlarin sayisin1 6nemli olgiide azaltir. HOXA 10, hem endometriyal
stromal hiicre (ESC) proliferasyonunu hem de epitel hiicre morfogenezini diizenleyerek
endometriyumda ikili bir rol gostermektedir (Bagot ve arkadaslari, 2001). Pinopodlarin
rolii tam olarak bilinmemekle birlikte, embriyo ve endometriyal etkilesimlerinin tercih
edilen bolgeleri gibi gortinmektedir (Sekil 2.9). Blastosist yapigsmasinin endometriyal
pinopodlarin tepe noktasinda olustugu gosterilmistir (Bentin-Ley ve arkadaslari, 1994;
Bentin-Ley ve arkadaslari, 1999). Orta sekretuvar faz sirasinda pinopodlarin saptanmasi,
implantasyon oranlarin1 en 1iyi hale tasimak i¢in ve endometriyal aliciligin

degerlendirilmesi i¢in son derece yararli olabilir (Achache ve Revel, 2006).



20

ezikiler(graafian)
folikal

Diger adhezyon
molekiilleri -
integrinler ~__

@%ﬁﬁ@%ﬁé @%gﬁ'@%gé

Sekil 2.9. Uterusta insan embriyo implantasyonu. A. Endometriyum, dstrojen artigi altinda
gelisir. B. Luteinize folikiillerden gelen progesteron endometriyal farklilagmaya
neden olur. C. Blastosist uterus boyunca ilerlerken, L-selektin sinyalleri altinda
endometriyum tizerinde serbest¢e yuvarlanir. D. Musin-1, blastosisti iter ve
diisilk implantasyon sansina sahip olan endometriyal bolgelerde tutunmayi ve
yapismay1 onler. E. Kemokinler ve sitokinler, blastosisti optimal implantasyon
noktasina ceker. F. Integrin ve kadherin gibi adezyon molekiilleri, blastosisti
endometriyal pinopodlara sikica baglayarak, basarili bir implantasyona katki
saglar (Achache ve Revel, 2006)
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2.1.5. implantasyon penceresi

Gelisimsel olarak yetkin bir embriyonun endometriyuma baglanmasina ve nihayetinde
endometriyuma girmesine izin verildigi adet dongiisii sirasindaki aralik "implantasyon
penceresi" olarak adlandirilnustir.  Implantasyon penceresi ilk olarak {ireme
endokrinologlart tarafindan bir embriyo transferinin zamanlamasimin degerlendirilmesi

sirasinda fark edilmistir (Harvey ve arkadaslari, 2019).

Navot ve arkadagslar1 42-48 saatlik embriyolarin yalnizca dongii giinleri (CD'ler) 17, 18
veya 19'da (oviilasyon giinii olan CD 14'e normalize edildiginde) aktarildiginda implante
edildigi gergegini giiclii bir sekilde belgeledi (Navot ve arkadaslari, 1991). Daha onceki
veya sonraki transferler herhangi bir hamilelikle sonu¢lanmadi. Daha ileri ¢alismalar bunu
teyit etti ve IVF ile implantasyon penceresinin CD 19-23'lerini kapsadigin1 gosteren ortak

bir gézlem olustu (Bergh ve Navot, 1992; Wilcox ve arkadaslari, 1999).

Bu bulgular, dogurgan kadinlarda CD 18.5 ila 21'ler arasinda dogal olarak dongii yasayan
4.5-7 giinliik insan embriyolarinin dogrudan gozlemleriyle de korelasyon gostermistir
(Hertig ve arkadaslari, 1956). Trofoblastlarin, yalnizca CD 19 iizerinde toplanan
orneklerden endometriyal ylizey epiteline yapistigir gosterilmistir, bu da ylizey epitelinin
endometriyal seciciligin en kritik bileseni oldugunu géstermektedir (Kliman ve arkadaslari,

1990).

Implantasyonun tek bir olaya bagimli olmadigi; embriyonun trofektodermi, endometriyal
ylizeyi ve bez epiteli arasindaki bir dizi etkilesimle oldugu agiktir (Lindenberg, 1991;
Lessey, 2011).

Endometriyal bosluga ulastiktan sonra, embriyo ilk olarak uzun miisin molekiilleri ile
etkilesimler yoluyla endometriyal yiizey epiteline zayif bir sekilde kars1 koyar (apozisyon
faz1) (Meseguer ve arkadaslari, 2001). Daha sonra, blastosist, trofoblast tarafinca tiiretilen
fetal fibronektinli etkilesim yoluyla endometriyal yiizeye sikica yapisir (Turpeenniemi ve
arkadaglar, 1995). (avPs integrini gibi endometriyal yapisma molekiilleri araciligiyla
[yapisma asamasi] (Lessey ve arkadaslari, 1992; Lessey ve arkadaglari, 1994)). Bu siireg,
epitelden ve ardindan da endometriyal stromaya trofoblast istilasi ile sonuglanir (Hertig ve

arkadaglari, 1956; Carter ve arkadaslari, 2015).



22

Bu durum, hem embriyonun hem de endometriyumun sirali ve es zamanli olarak
fonksiyonel bilesenleri almas1 gerektigi anlamina gelir, aksi takdirde implantasyon elde

edilemez (Harvey ve arkadaslari, 2019).

Hiicre adezyon molekiiler ailesi; integrinler, selektinler kadherinler, immiinoglobulinler,
misinler, sitokinler, prostaglandinler seklinde smiflandirilabilirler (Achache ve Revel,
2006).

2.1.6. Endometriyal epiteldeki adezyon molekiilleri, doku biitiinliigii ve embriyo

implantasyonu iizerindeki etkileri

Endometrial epiteldeki hiicre adezyonlari, yaklasik 4 giinliik gibi bir kisith siire boyunca
embriyonun interstisyel implantasyonuna izin verirken, ayni zamanda liimen Ortiicii hiicre
tabakasinin siirekliligini ve koruyuculugunu siirdiirmek i¢in de diizenlenir. Bir ¢ok goriise
gore normal embriyo implantasyonda basarisiz olur ve epitelyal embriyo tutunumu tam

olarak anlasilamayan bir fenomen olarak kalir (Singh ve Aplin, 2009).

Insanda implantasyon, blastosist ve endometriyal yiizey arasindaki ilkin zayif bir
etkilesimi, sonrasinda kararli bir yapismayi ve ardindan da embriyo konumlandikca
epitelde gecici bozulmayi ve yeniden miihiirlenmeyi icerir. Molekiiller mekanizmalari

heniiz tam olarak anlasilamamustir.

Birka¢ calisma, insan blastosistinde trofektoderm iizerinde adezyon molekiilii ifadesini
analiz etmistir (Campbell ve arkadaslari, 1995a, b; Bloor ve arkadaslari, 2002; Fujiwara ve
arkadaglari, 2002, 2003; Genbacev ve arkadaslari, 2003). Ancak embriyo azligi ve
hassasiyeti goz Oniine alindiginda bilgi biriktirmek olduk¢a yavas kalmistir (Aplin, 2000,
2006; Aplin ve Kimber, 2004). implantasyon olay1 epitelde kazanilan bir dzellik olan
maternal aliciligi gerektirir ve epiteldeki molekiiler adaylarin belirlenmesi, baglanma
mekanizmalarma iligskin giliglii hipotezlerin formiile edilmesini saglamistir. Epiteldeki
adezyon molekiilleri ayrica alttaki bazal membrana veya bitisik epitelyal hiicrelere
yapismaya aracilik etmek i¢in gereklidir. Hiicre ylizeyi bilesenleri, transkriptomik
kiitiiphanelerde nispeten zayif bir sekilde temsil edilir, ancak diger biyoinformatik
bilisimlerle ilgili yaklagimlar daha aydinlatict olabilir (Reese ve arkadaslari, 2001; Yoon
ve arkadaslari, 2004; Aplin, 2006; Aplin ve Singh, 2008). Giiniimiizde mevcut islevlerin
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saptanmasi igin verilerin ¢ogu laboratuvar ortaminda implantasyon modellerini

kullanilarak genisletilen geleneksel immiinolokalizasyon calismalarindan elde edilmistir

(Singh ve Aplin, 2009).

Kadherinler

E-Kadherin ve Kalsiyum

Kadherin siiper ailesinin iiyeleri, yaklasik 110 aminoasitlik dizi tekrarlarin1 paylasan
transmembran glikoproteinleridir. E-cadherin, homotipik ya da heterotipik baglanma
yoluyla hiicre-hiicre etkilesimine aracilik eden, kalsiyuma bagimli CAM ailesine ait, hiicre
ylizey transmembran glikoproteinidir (Stemmler, 2008). Kadherinler; klasik kadherin (tip
I), tip II kadherin, desmozomal kadherin ve proto kadherinler olmak iizere birkag alt grupta
tanimlanmistir. Transmembran kisim; ekstraseliiler tekrarlart daha kisa olan sitoplazmik
alana baglar ki; bu kisimda, non-kovalent bir sekilde etkilesime giren, p120 katenin ve [-
katenin etkilesimindedir. B-katenin Oncelikle a-katenine baglanir. a-katenin, aktin hiicre
iskeleti kompleksine, hem aktin filamentleri yoluyla dogrudan; hem de vinkulin, zonula
okludens-1 (ZO-1), a-aktinin ve afadin gibi aktin baglayici proteinlerle dolayli olarak
baglanabilir (Kaplan ve arkadaslari, 2001; Hartsock ve Nelson, 2008; Stemmler, 2008).
Katenin baglanma bdlgelerinin silinmesi, hiicresel yeniden organizasyonun yitimine ve
baglanma 6zelliginin kaybina neden olur. Bu da kateninlerin, kadherinlerin aktivitesinde
aracilik ettigini gostermektedir (Rosales ve arkadaslari, 1995). Kadherin-katenin kompleks
olusum kaybi, epitel hiicrelerinde lateral yapisma kaybi ile iligkilidir (Oyama ve
arkadaslari, 1994). Tam uzunluktaki B-katenin ifadesi, hem bu karmasik yapilanmayi, hem

de hiicre adezyonunu diizeltir (Kawanishi ve arkadaslari, 1995).

Endometriyum, alici bir duruma ulasmak i¢in kapsamli bir yeniden sekillenme geciren
dinamik bir dokudur. Hamileligin basarili bir sekilde baslatilmasi i¢in bir embriyo
varhiginda daha da modiile edilir. E-kadherinler epitel biyogenezi i¢in gereklidir. E-
kadherin kodlayan gen olan kadherin yoksun farelerde, uterus epiteli diizensiz bulunmustur
(Reardon ve arkadaslari, 2012). Ayrica E-kadherin ifadesi, infertil kadinlarin epitellerinde
ve bazi endometriyal bozukluklarda degisiklik gosterdigi saptanmigtir (Kakar ve
arkadaslari, 2019; Matsuzaki ve arkadaslar1, 2010; Mishra ve arkadaslari, 2020; Whitby ve
arkadaglari, 2020).



24

Kadherinler, hiicreler arasi yapismanin kalsiyuma bagimli mekanizmalarindan sorumlu
olan bir glikoprotein ailesidir. E-kadherinler embriyogenezde; gastrulasyon, nériilasyon ve
organogenezde merkezi bir rol oynarlar. E-kadherin iiretiminin baskilanmasi, hiicre igi
adhezyonu bozar. Luteal fazda E-kadherin mRNA seviyeleri énemli Olgiide artar. E-
kadherinlerin ifadesi, endometriyal kalsitonin ile birlikte progesteron tarafindan diizenlenir
(Shirane ve arkadaslari, 2012).

Embriyo implantasyonu sirasinda, endometriyal epitelde, E-Kadherin ifadesinin modeli
tizerinde c¢esitli tartismalar gene de mevcuttur. Bazi ¢alismalar, embriyo implantasyon
bolgesinde, endometriyal epitel hiicrelerde, E-Kadherin kaybr oldugunu, bazilar1 da artis
oldugunu bildirirken diger taraftan bazi caligmalarda ise fark goriilmedigi raporlanmigsir
(Arora ve arkadaslari, 2016; Ashary ve arkadaslari, 2018; Dudley ve arkadaslari, 2017;
Guo ve arkadaslari, 2009; Jha ve arkadaslari, 2006; Payan-Carreira ve arkadaslari, 2016).
Ancak son yillardaki ¢aligmalara gore, blastosistin endometriyuma baglanma siirecinde, E-

kadherin ifadesinin kayip oldugu goriisii agir basmaktadir (Verma ve arkadaslari, 2021).

E-kadherin yok edilmis farelerde preimplante, embriyo gelisiminde kusur ve implantasyon
basarisizliklar1 gozlemlenmistir (Larue ve arkadaslari, 1994; Riethmacher ve arkadaslari,
1995). E-kadherin, lateral epitelyal plazma membraninda bulunur ve adherens
baglantilarinin  kurulmasi ve siirdiiriilebilirligi acisindan kritik olmasit muhtemeldir
(Gumbiner, 1996; Huber ve arkadagslari, 1996; Poncelet ve arkadaslari, 2002). Mevcut
diger kadherinler arasinda tip 1 N-kadherin ve P-kadherin ve tip 2 kadherin-6 (K-kadherin)
bulunur (van der Linden ve arkadaslari, 1995; Getsios ve arkadaslari, 1998; MacCalman ve
arkadaslari, 1998; Dai ve arkadaslar1, 2002; Tsuchiya ve arkadaslari, 2006).

Ishikawa hiicreleriyle (endometriyal karsinom hiicreleri) yapilmig olan in vitro deneyler
gostermektedirki; kalsitonin tarafindan tetiklenen hiicre icerisindeki kalsiyumun gegici
olarak yiikselmesi, E-kadherini hiicresel temas bdlgerinde asagi diizenler ve doku
transglutaminazi aktive eder (Li ve arkadaslari, 2002; Li ve arkadaslar1, 2006). Kalsitonin,
kalsiyum mobilizasyonu yoluyla endometriyal epitel hiicrelerinin trofoblastik yer
degistirmesini destekler (Li ve arkadaglari, 2008). Kemirgenlerde progesteronun kalsitonin
ifadesini diizenledigi ve maternal kalsitoninin bloke edildigi taktirde implantasyon
oranlarinda azalma oldugu gosterilmistir (Zhu ve arkadaslari, 1998a,b). Insanlarda

sekretuvar fazda ylikselen progesteron seviyeleri biiyiik ihtimalle endometriyal kalsitonin
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ifade edilmesini uyarir (Ding ve arkadaslari, 1994; Kumar ve arkadaslari, 1998; Zhu ve
arkadaslari, 1998a).

E-kadherin luminal epitelde ve ayrica trofoektodermde bulundugundan, embriyonun ilk

yapismasinda rol oynayabilecegi One siiriilmistiir (Coutifaris ve arkadaslari, 1991).

E-kadherinlerin (veya diger kadherinlerin) ikili bir isleve sahip olmas1 miimkiindiir. ilk
asamalarda, epitel devamlilig1 i¢in hiicre yiizeyinde ifade edilmesi gerekli olabilir. Bununla
birlikte, kadherin aracili adezyon, blastosist invazyonunu saglamak icin sonradan

implantasyon yerinde asagi regiile diizenlenebilir (Singh ve Aplin, 2009).

E-kadherinin, insan embriyo implantasyonundaki rolii tam olarak bilinmemektedir, ancak
disa vurum modeline dayanarak, implantasyonda O©nemli bir rolii oldugundan
stiphelenilmektedir. E-kadherin mRNA seviyelerinin luteal fazda anlamli derecede yiiksek
oldugu gosterilmistir (Fujimoto ve arkadaslari, 1996). Epitel hiicre yilizeyinde E-kadherin
mevcudiyetinin diizenlenmesi, hiicresel yapisma kontroliinii miimkiin kilmaktadir. E-
cadherin ifadesinin asagi diizenlemesi, karsinomat6z hiicreler tarafindan metastatik
potansiyelin edinimi ile iliskilidir. Daha sonra doku biitiinliigi kaybolur ve hiicre
ayrigsmasina, dagilmasina sebebiyet verir (Batlle ve arkadaglari, 2000; Cano ve arkadaslari,
2000; Comijn ve arkadaslari, 2001).

E-kadherin, c¢esitli dokular tarafindan ifade edilir ve gastrulasyon, noriilasyon ve
organogenez sirasinda embriyogenez olusumunda Onemli bir rol oynar. E-kadherin
baskilanmasi, hiicre-hiicre adezyonunun islev bozuklugundan sorumlu ana molekiiler

olaylardan birisi olarak kabul edilir (Barth ve arkadaslari, 1997).

p-Katenin etkilesimleri

B-Katenin, kadherin tasiyan hiicre- hiicre baglantilarinin biitiinliigliniin korunmasindaki
roliine ek olarak, sitosolik sinyallerin ¢esitli hiicresel baglamlarda ¢ekirdege aktarilmasinda
onemlidir. Wnt yolu lizerinden sinyal verilmesi, B-Katenin’in aktivasyonuna, birikimine ve
niikleer translokasyonuna yol agar (Widelitz, 2005). Farelerde, blastosist tarafindan
salgilanan Wnt ligandi, inhibisyonu ciddi seklide diisiiren, uterusun liimen epitelindeki

Wnt/ B-Katenin sinyal yolunu aktive eder (Mohamed ve arkadaslari, 2005). B-Katenin
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ifadesi, insan endometriyumunda; hem proliferatif hem de sekretuvar fazda
gozlemlenmistir (Fujimoto ve arkadaslari, 1996; Shih ve arkadaslari, 2004) ve mRNA
verileri Wnt/B-Katenin sinyallemesinin reseptif fazda rol aynama olasiligin1 géstermektedir
(Tulac ve arkadaslar1, 2003). MUC1 miisin, sekretuvar faz endometriyumunda (Yamamoto
ve arkadaglari, 1997; Li ve arkadaslari, 1998) yiiksek oranda ifade edilmektedir.
Sitoplazmik alanda serin- B-Katenin ile etkilesime girer ve iliskili adaptor proteinlerin de
var olmasi sinyal iletiminde MUCI’ in rolii oldugunu diisiindiiriir (Wen ve arkadaslari,
2003). Luminal epitel yiizeyinin diger bir miisin bileseni, hiicre-hiicre yapigmasini uyaran

MUCI16’dir (Gipson ve arkadaglari, 2008).

Desmozomlar ve siki baglantilar

Dezmozomlar, lateral epitel sinirlarla iliskili mekanik temas bdolgeridir (Dockery ve
arkadaglar1, 1988; Preston ve arkadaslari, 2004). Farelerde gebeligin implantasyon dncesi
doneminde liimen uterin epitelinde desmozomal plak proteini desmoplakin azalir
(IMingworth ve arkadaslari, 2000). Desmozomlarin goriilme sikligi (ve ayrica agiklik
baglantilar1 da) implantasyon sirasinda azalir, bu da muhtemelen bosluklarin agilmasini ve
implantasyonda trofoblast hiicreleri tarafindan luminal epitelin penetrasyonunu
kolaylastirir (Dockery ve Burke, 2008). In-vitro baglanma bélgelerinde trofektoderm ve
luminal epitel hiicreleri arasinda apikal birlesme kompleksleri ve desmozom paylasimi

vardir (Bentin-Ley ve arkadaslari, 2000; Lopata ve arkadaslari, 2002).

Desmozomal plazma membran proteinleri (desmokollinler ve desmogleinler) kadherin st
ailesinin iiyeleridir ancak klasik kadherinlerden farkli sitoplazmik bdlgelere sahiptir ve
plakoglobin alimina izin verir. Bu yap1 ara filament hiicre iskeleti ile baglantilidir. Dokuya
ve farklilagmaya 6zgii bir sekilde ifade edilen {i¢ desmokollin ve desmoglein alt tipi
bulunmaktadir. Desmozomal kadherinler, klasik kadherinlerin homotipik etkilesimlerinin
aksine heterotipik etkilesimlere agiktir. Desmozomal kadherinler, klasik kadherinlerin
yoklugunda hiicre-hiicre yapismasini baglatabilir ve siirdiirebilirler. Desmoglein-2 eksik
fareler ve heterozigotlarin bir kismi, i¢ hiicre kiitlesi kusurlar1 nedeniyle implantasyonda
basarisiz olur (Eshkind ve arkadaslari, 2002). Desmoglein 1 ve 2, sigan uterus epitelinde
gozlenir. Insan endometriyumundaki doku fenotipinin daha fazla analiz edilmesi gereklidir
(Preston ve arkadaslari, 2004). Apikal birlesme kompleksindeki endometriyal luminal

epitel hiicrelerinde siki baglantilar belirgindir ve bunlarin derinligi ve karmasikligi 24-25.
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giinlere gore 14-16. giinlerde daha yiiksektir (Murphy ve arkadaslari, 1992; Dockery ve
Burke, 2008). Si¢anlarda, implantasyon sirasinda apikal plazma membraninda, siki
baglantilarin artan derinligi, mikrovilluslarin diizlesmesi ve apikal hiicre iskeletindeki
iliskili degisiklikler ile bir doniisiim vardir (Lindsay ve Murphy, 2008). Endometriyumdaki
sik1 baglantilarin savunma islevi, daha fazla incelemeyi gerektirmektedir. Implantasyonda
trofektoderm ile etkilesimlere dahil olabilecek birgok adezyon molekiilii, apikal alana
regiile diflizyon olabilecek sekilde yanal membran alaninda spesifik olmamakla birlikte

esas olarak bulunur. Islevsel potansiyeli agisindan énemlidir (Aplin, 2006).

Immiinoglobulin siiper ailesi

Immiinoglobulin siiper ailesinin (IgSF) iiyeleri, hiicre-hiicre adezyon reseptdrleri veya
sinyal transdiiksiyon reseptorleri yada her ikisi gibi de davranarak, hiicre davraniginin
kontroliinde yer alir (Aricescu ve Jones, 2007). IgSF {iyeleri, homofilik baglanmaya dahil
olabilir veya heterofilik hiicre-hiicre yapigmasina aracilik etmek i¢in integrinler i¢in ligand

gorevi gorebilir (Singh ve Aplin, 2009).

ICAM-1 (CD54)

Hiicreleraras1 adezyon molekiilii-1 (ICAM-1 veya CD54), Bz integrinler i¢in bir liganddir.
ICAM-1 adezyon etkilesimleri, I6kositlerin transendotelyal go¢iine ve diger gesitli
immiinolojik fonksiyonlara aracilik eder (van de Stolpe ve van der Saag, 1996). ICAM-1,
adet dongiisii boyunca endometriyal epitel hiicrelerinin apikal ylizeyine immiinolokalizedir
(Thomson ve arkadaslar, 1999). ICAM-1’in dolasimdaki formu, transmembran ICAM-

1’in proteolizi ile hiicre yilizeyinden salinmaktadir (Defrere ve arkadaslari, 2005).

C-CAM ve N-CAM

Implantasyon sirasinda trofektoderm yiizeyinde bulunan diger IgSF ailesi iiyeleri,
homofilik hiicre-hiicre yapisma molekiilii 105 (C-CAM) (Svalander ve arkadaslari, 1987)
ve noral yapigsma molekiiliidiir (N-CAM) (Kimber ve arkadaslari, 1994). C-CAM protein
ifadesini, oOstrojen etkisi altinda liimen epitelinde de tespit edilirken, disa vurum

progesteronlu uterusta asagi diizenlenir (Svalander ve arkadaslari, 1990).
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CD146

CD146 (Mel-CAM; MUCI18), gebeligin ilk trimesterinde invazif sitotrofoblastlarda ifade
edilir, ancak invazif olmayan trofoblastta ifade edilemez (Shih ve arkadaslari, 1998b; Liu
ve arkadaslari, 2004). /n vitro trofoblast invazyonunda fonksiyonel bir yol gdsterilmistir
(Shih ve arkadaslari, 1998a). Farelerde CD146, 6zellikle alici maternal uterin ve invaziv
embriyonik trofoblastlarda ifade edilir, hamile olmayan rahimlerde bulunmamaktadir.
CD146 fonksiyonunun antikor tarafindan in vivo ve in vitro bloke edilmesi, blastosist
baglanmasin1 ve ardindan trofoblastik istilayr giiclii bir sekilde inhibe ederek gebelik
basarisizligina yol agmistir (Liu ve arkadaslari, 2008).

Basigin

Basigin; EMMPRIN ya da CD 147 olarakta bilinmektedir. Hiicre ylizeyinde ¢ok sayida
baglanma partnerlerine sahip, oldukca glikosile bir transmembran glikoproteindir (Singh
ve Aplin, 2009). Basigin, hiicre proliferasyonu, anjiyogenez ve dokularin yeniden
sekillenmesinde rol oynayan bir transmembran glikoprotein yapisina sahiptir. Basigin’in
erkek ve disi {remesinde gerekli oldugu gosterilmistir ancak normal uterus

fonksiyonundaki rolii hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir (Li ve arkadaslari, 2021).

Basigin komsu hiicreler arasindaki homotipik etkilesim ile aktive edilebilir. Ancak aym
zamanda matris metaloproteinaz (MMP) aracili proteoliz aktivatorii olarak da bilinir.
Kaveolin, monokarboksilat tasiyicilar ve B1 integrinler ile kompleks olusturma dahil olmak
tizere hiicre yiizeyinde birden fazla molekiiler iliskide yer alir. Basigin dollenme ve

implantasyon i¢in gereklidir (lacono ve arkadaslari, 2007).

Basigin, MMP’ler ve vaskiiler endotelyal biiytime faktorii (VEGF) gibi anjiyojenik
faktorlerin giiglii bir indiikleyicisi olmasinin yani sira, ayrica monokarboksilat tastyicilar
gibi plazma hiicre zarindaki spesifik metabolit tasiyicilari i¢in bir saperon proteinidir ve

hiicre metabolizmasinin 6nemli bir diizenleyicisidir (Li ve Nowak, 2020).

Basigince yoksun mutant fareler, her iki cinsiyette de kisirlik sergilemistir. Birgok basigin
yoksun mutant farede, embriyonun, implantasyon zamanlar1 sirasinda kayboldugu

gosterilmistir. Sinirlt sonuglara dayanarak, kusurlu implantasyon, kadin kisirhiginin nedeni



29

olarak kabul edilmistir. Basigin geninin bozulmasiin, yalnizca implantasyon degil, aym
zamanda dollenme de dahil olmak {izere disi iireme siireclerinde basarisizliga yol actiginm
diisiiniilmektedir. Kiimiiliis hiicrelerinde Basigin mRNA ifadesi ve bazolateral lokalizasyonu,
endometriyal epiteldeki Basigin proteininin, bu siire¢lerde 6nemini daha da desteklemektedir

(Kuno ve arkadaslari, 1998).

Uterus epitel hiicrelerinde, basigin protein ifadesini, dstrojen ve progesteron reseptorlerinin
en ylksek diizeyde ifade edildigi proliferatif faz sirasinda en giiglii sekilde oldugu
bilinmektedir (Braundmeier ve arkadaslari, 2006).

Insanda Basigin, lenfositlerin aktivasyonunu ve matris metaloproteazin (MMP) uyarilmasinda
rol oynar (Biswas ve arkadaslari, 1995; Kasinrerk ve arkadaslari, 1992). Endometriyal
epiteldeki Basigin, MMP’nin, trofoblast tarafindan ifade edilmesini uyararak, trofoblastin
uterus liimen epiteline invazyonuna katkida bulunabilir (Kuno ve arkadaslari, 1998).
MMP’ler, kalsiyum ve ¢inko bagimli proteolitik enzim ailesidir. Bu ailenin bir {iyesi olan
MMP-2 ve MMP?9 jelatini, tip IV, V, VII ve X kollajeni pargalayan tip IV kollajenazlardir.
MMP-2 fibroblastlar, endotel hiicreleri ve osteoblastlar; MMP-9 inflamatuar hiicreler, timor
hiicreleri, keratinositler ve epitel hiicreleri tarafindan sentezlenmektedir (Taskan ve Gonenc,
2020).

Nedeni belirlenememis infertil hastalarin endometriyumdaki MMP-9 mRNA seviyelerinin
daha diisiik oldugu belirtilmistir (Wu ve Zhon, 2003). Aksine bir diger ¢alismada ise;
yapilan PCR ¢aligmalarinin sonucunda nedeni bilinmeyen infertil endometriyumlarinda ve
tekrarlayan gebelik kaybi1 bulunan endometriyumlarda MMP-2 ve MMP-9 ifadelerinin
daha yiiksek oldugunu gostermistir (Oner ve Oner, 2013). Bulunmus olan bu sonuglar
idiyopatik infertilite ve tekrarlayan gebelik kayiplarinda endometriyal Ekstraselliiler
Matriks (ECM)’in rolii olabilecegini gostermistir. Ciinkii desidualizasyon asamasinda
uterusta ECM yikimi gerceklesir. Bu yikimi gerceklestiren faktérler de basarili bir
implantasyon ve gebelik icin olduk¢a &nemlidir (Oner ve arkadaslari, 2006). ECM
yikilmasi da kismen MMP’lar araciligiyla diizenlenir. MMP ailesi de ECM’nin en azindan

bir bilesenini pargalayabilen proteinazdir (Aksun ve arkadaslari, 2001).
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Hem farelerde hem de siganlarda basigin gebeligin 1. giiniinde Ostrojenin etkisi altinda,
liimen epitelinde azalarak diizenlenir, ancak daha sonra 4. giinde embriyonik uyaranlara

yanit seklinde ve lokal olarak yeniden ortaya ¢ikar (Xiao ve arkadaslari, 2002a,b).

Basigin ifadesinin endometriyumun embriyo ile tutunum bolgesinde, lokal olarak arttig
ve, basigin genine sahip olmayan mutant farelerin ciddi sekilde diisiik implantasyon
oranlarina sahip oldugu bildirilmistir (Igakura ve arkadaslari, 1998). Fare
endometriyumundaki basigin ekspresyonu, limende embriyo olmayan bolgelere gore daha
giiclii bulunmustur (Kuno ve arkadaslari, 1998). Basigin mRNA, 4.0-7.5 giinlerde i¢ hiicre
kiitlesi ve embriyoda giiglii bir sekilde ifade edilmektedir (Igakura ve arkadaslari, 1998).

Insan endometriyumunda hem bez epitel, hem de stromal hiicrelerde giiclii ifadesi ile;
luminal (lateral) epitel yiizeylerinde zay1f bir sekilde disa vurum yaptig1 baz1 ¢caligmalarca
sdylenmistir. Immiinofloresans ve hiicre yiizeyi proteomik analizi ile Ishikawa
hiicrelerinde orta derecede apikal dagilimda gdzlemlenir. insan endometriyumunda adet

dongiisiine bagli olarak molekiiler varyantlar gbzlemlenmistir (Noguchi ve arkadaslari,

2003).

ALCAM (CD166)

Aktiflestirilmis bir 16kosit-hiicre adezyon molekiilii olan ALCAM (CD166), 1gSF’ye ait bir
transmembran glikoprotein ve T lenfositler lizerinde ifade edilen CD6 igin bir liganddir.
ALCAM-ALCAM homotipik adezyonunun kok hiicre farklilagmasinin diizenlenmesinde
o6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir (van Kempen ve arkadaslari, 2001). ALCAM,
endometriyal liiminal ve bez epitel hiicre yiizeylerinde ve ayrica blastosist hiicre yiizeyinde
ifade edilir (Fujiwara ve arkadaslari, 2003). MMP aracili proteolizi aktive eder (Lunter ve
arkadaglari, 2005). Normal endometriyuma kiyasla endometrioziste ekspresyon énemli 6lgiide

azalmstir (Zhang ve arkadaslari, 2006).

Trophinin

Trophinin, insan trofoblastik ve endometriyal hiicre sinirlarinin adezyonundaki roliine
dayal1 olarak tanimlanan apikal bir transmembran glikoproteinidir (Fukuda ve arkadaslari,

1995; Fukuda ve Sugihara, 2008). Trophinin sitoplazmik alani, bistin ve tastin proteinleri
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ile kompleksler olusturur. Trophinin, kalsiyuma bagli homofilik hiicre yapismasina aracilik
ediyor gibi goriinmektedir ve trofoblast aktivasyonu i¢in molekiiler bir anahtar gorevi
gdriir; bunun ligasyonu, trofoblastta proliferasyonu ve motiliteyi tesvik ettigi ileri siiriilen
bir sinyal olayr olan HB-EGF varliginda, ErbB4 fosforilasyonuna yol agar. Farelerde
trophinin hem blastosist hem de uterus tarafindan koitus sonrasi 3,5 ve 5,5. giinlerde uterus
tarafindan ifade edilir. Ancak erken implantasyon sirasinda kesinlikle gerekli degildir.
Makak ve maymun implantasyon bdlgelerinde trophinin ifadesi hem luminal epitelin

apikal ylizeyinde hem de trofoblastta gozlenir (Fukuda ve Sugihara, 2008).

CD164

CD164 (endolin, MUC24), sisteinden zengin, miisin olmayan bir alan ve 13 amino asitten
olusan, iki hiicre dis1 miisin alan1 (I ve II) igeren yiiksek oranda O-glikosile olmus bir tip |
transmembran proteinidir (Chan ve arkadaslari, 2001; lhrke ve arkadaslari, 2000).
Alternatif birlesim, ¢Oziiniir bir form da dahil olmak iizere, molekiiler varyantlarin
iiretimine yol acar. CD164, insan hematopoietik kok hiicrelerinin proliferasyonunu,
yapismasini ve yer degistirmesini diizenler (Zhou ve arkadaslari, 2010). CD164'in prostat
kanseri hiicre hatlar1 iizerinde bloke edilmesi, bunlarin kemik iligi endotel hiicrelerine
yapismasini ve hiicre dig1 matrikslerin (ECMs) istilasini azaltmistir (Havens ve arkadaslari,

2006).

Endometriyal epitel hiicreleri ve endometriyal biyopsiler {izerinde yapilan
immiinolokalizasyon ¢aligsmalari, CD164'{in liimen epitel hiicrelerinin apikal yiizeyinde bez
epitel ve stromal hiicrelerle birlikte ifade edildigini ve bunun embriyo baglanmasi sirasinda

rol oynayabilecegini diisiindiirdiigiinii géstermektedir.

Integrinler ve baglanma partnerleri

Integrinler, o ve B alt birimlerinin kovalent olmayan birlesmesi ile olusturulan bir
transmembran glikoprotein ailesidir. Her bir alt birim, bir hiicre dis1 alan, bir
transmembran bolge ve bir hiicre i¢i alan igerir. ECM bilesenleri, salgilanan
glikoproteinler, tamamlayici ve diger hiicreler i¢in reseptor gorevi goriirler. Ligand
baglanmasina yanit olarak integrinlerin fokal yapigsma bdlgelerine birlesmesi, hiicre iskeleti

proteinleri ve hiicre i¢i sinyal kompleksleri aginin gérevlendirilmesine yol acar (Arnaout
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ve arkadaslar;, 2007). Integrinlerin implantasyondaki rolii genis c¢apta arastirilmis ve
anahtar noktalar1 6zetlenmistir (Aplin, 1997, 2006; Lessey, 1998, 2000, 2002; Lessey ve
arkadaglari, 2000; Aplin ve Kimber, 2004; Kimber, 2008).

P Integrinler

a2P1 ve asPi1 integrinler, adet dongiisii sirasinda yapisal olarak ifade edilir ve kolajen ve
interstisyel ECM'in diger bilesenleri i¢in reseptorler olarak, menstrilasyondan sonra
yeniden epitelizasyonda kullanilabilirler. 11 ve a4P1 integrinleri dongiliniin 20-24.
giinlerinde ifade edilir. Alt birim lokalizasyon verileri, integrinlerin farkli miktarlarda da
olsa apikal, bazal ve lateral epitel yiizeylerinde mevcut oldugunu gostermektedir. Bununla

birlikte, B1 genellikle belirgin bir yanal dagilim gosterir (Quenby ve arkadaslari, 2007).

Integrin B1 alt biriminden yoksun fare blastosistleri, goriiniise gére subepitelyal stromaya
yapisamama veya ona tutunamama nedeniyle implante olamamaktadir (Brakebusch ve
arkadaglari, 1997). Antikor uyarim deneyleri, fare implantasyonunda integrin a4fa'in bir

rolii oldugunu diisiindiirmektedir (Basak ve arkadaslari, 2002).

av Integrinler

av integrinler ECM’yi veya bir arginin-glisin aspartik asit (RGD) peptit motifi igeren
salgilanan proteinleri baglar. Endometriyal epiteldeki orta sekretuar fazda avBs’ deki artis,
19. giinden sonraki B3 miktarindaki artistan kaynaklanir (Lessey, 2002). Bu, transkripsiyon
faktorii HoxA10'un aracilik ettigi steroidlerden kaynakli bir etkidir (Daftary ve arkadaglari,
2002). Atipik avBs integrin, agiklanamayan kisirlik ve diger endometriyal patolojiler ile
iligkilendirilmistir (Lessey ve arkadaslari, 1992, 1994, 1995, 1996; Apparao ve arkadaslari,
2002). avPs ve avPs integrinler de endometriyumda bulunmaktadir (Aplin ve arkadaslari,
1996). Bu ailenin integrinleri, implantasyon sirasinda trofektoderm tarafindan ifade edilir
(Campbell ve arkadaslari, 1995b; Bloor ve arkadaslari, 2002). Fare veya tavsan
modellerinde avPBs etkilesimlerinin  bloke edilmesinin implantasyonu bozdugu

gosterilmistir. Bununla birlikte av eksikligindeki fareler fertildir (Illera ve arkadaslari,

2000; Illera ve arkadaslari, 2003).
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Osteopontin ve diger integrin ligandlar

Hem trofoblast hem de uterin epitel yilizeyinde bulunan integrinler, embriyonik yapigmaya
aracilik etmek i¢in iki islevli hiicre dis1 bir koprii ligandina baglanabilir. Osteopontin (OPN;
SPP1 olarak da bilinir), bir RGD motifi i¢eren ve multimerizasyon yapabilen salgilanmis bir
glikoproteindir (Johnson ve arkadaslar1, 2003). Osteopontin, progesteron tarafindan diizenlenir
ve agirlikl olarak apikal LE ve GE hiicrelerine immiinolokallestiginde dongiiniin salgilama
fazinda en yliksek seviyeye ulasir (Apparao ve arkadaslari, 2002; Quenby ve arkadaslari,
2007). Gebe koyunlarda, osteopontin mRNA progesterona baglidir ve ortaya ¢ikan protein, bu
tiirdeki erken implantasyonun yapisma ve baglanma asamasina karsilik gelen bir donem olan
11. ve 17. glinler arasinda salgilanir (Johnson ve arkadaslari, 2000; Spencer ve arkadaslari,
2004). Gergekten de, OPN tam olarak trofektoderm ve liiminal epitel arasindaki arayilizde
lokalize olur (Johnson ve arkadaslari, 1999). Osteopontini kodlayan mRNA da insan
trofoblastlarinda progesteron tarafindan yukari seviyeye diizenlenir (Omigbodun ve
arkadaslar1, 1997). OPN’nin; a4P1, ovBs, avPs, ovPe integrinler dahil ve CD44’tin spesifik
varyantlarini da iceren (v3 ve v6) birden fazla baglayici ortag: vardir. OPN’nin uyarimimdaki
artig, insanlarda orta sekretuar faz sirasinda liimen epitelinde artan integrin avPs ifadesiyle
eslesir. Bu nedenle, ovfs ve CD44 dahil reseptorlerle OPN kompleksleri, embriyo
baglanmasini desteklemek igin luminal epitelin apikal yiizeyinde olusabilir. OPN eksik fareler
fertildir (White ve arkadaslari, 2006).

Bagka integrin ligandlar1 da mevcuttur. Fibronektin, insan embriyolarinda ZP ile baglantili
olarak tanimlanmistir (Turpeenniemi-Hujanen ve arkadaslari, 1995). Heparan siilfat
proteoglikan (HSPG) perlekan, fare blastosistinin dis yiizeyinde bulunur ve onun ¢ekirdek
porteini, avf3 integrini i¢in ligand gorevini istlenebilir (Carson ve arkadaslari, 1993).
Trombospondin, avB3 igin bir liganddir ve trofektoderm ile bez epitel ve desidua ile ifade
edilir (O’Shea ve arkadaslari, 1990).

Integrin asfs

Integrin 06p4 temelde endometriyal epitelde ifade edilir (Murray ve arkadaslari, 1999).
Integrin a6P4, lamininler igin bir reseptdr gorevi goriir ve bazal membrana hiicre

yapismasina aracilik eder ve hiicre polaritesini diizenler. Ayn1 zamanda, bazal membranlar
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tizerinden gogiinde de rol oynayabilir (Guo ve arkadaslari, 2006; Friedland ve arkadaslari,
2007).

CD9

Transmembran-4 siiper ailesinin bir {iyesi olan CD9, trofoblast tarafindan iiretilen gebelige
Ozgii glikoproteinler igin bir reseptordiir (Park ve arkadaslari, 2000; Wynne ve arkadaslari,
2006) ve endometriyal epitel hiicrelerinde a6, a3 ve B1 integrinleri ile birlesir (Hirano ve
arkadaglari, 1999; Park ve arkadaslari, 2000). Baskin olarak liimen epitel hiicrelerinin lateral
membranlarinda dagilir ve blastosistlerde ifade edilir. Bir in vitro fare embriyo baglanma
modelinde CD9'a kars1 bloke edici antikorlarin kullanildig1 fonksiyonel analiz, baglanma hizi
tizerinde hicbir etki gostermedi ancak trofoblast biiylimesini uyardi. Farelerde, CD9’a kars1
antikorlar gebeligin 4. giliniinde enjekte edildikten sonra implantasyon alanlarinda bir artis
gozlemlenmistir (Li ve arkadaslari, 2006). CD9'a karsi antikor, BeWo koryokarsinoma
hiicrelerinin go¢iinii arttirir, belki de integrin iliskisinin islevi inhibe edici oldugunu
diistindiiriir (Hirano ve arkadaslari, 1999). CD9 implante edilmeyen embriyolar normalde
CD9 yoksun annelerde, CD9'un implantasyonun bir inhibitdrii veya diizenleyicisi oldugu

hipoteziyle uyumludur (Wynne ve arkadaslari, 2006).

Karbonhidrat baglanma reseptorleri ve implantasyon

Sekretuvar faz glikokaliksinde ve sekretuvar materyalde zengin bir seker yapisi gesitliligi
mevcuttur. Bu da immiinohistokimya kullanilarak gosterilmistir (Aplin, 1991; Hey ve
arkadaglari, 1994; Jones ve arkadaslar1, 1998). Bazi yapilar, tiire 6zgii bir sekilde hormonal
olarak diizenlenir (Jones ve arkadaslari, 1998). Bir hiicre yiizeyi glikan kodunun,
trofektoderm epitel baglanmasin1 diizenlemede rol oynadigi 6ne siirlilmiistiir (Jones ve
Aplin, 2008); bu, epiteliyal yerlesimli tiirlerde insanda oldugundan ¢ok daha uzun
omiirlidir (Jones ve Aplin, 2004). Epitelyal trofoblast arayiiziindeki karbonhidrat
baglayici proteinler, boyle bir etkilesime aracilik etmenin bir yolunu saglayabilir (Singh ve

Aplin, 2009).
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CD44

CD44, tek gecisli bir transmembran glikoproteindir ve endometriyumda gézlenen birkag
izoform ile alternatif birlesim karmasik bir modelde oldugunu gosterir (Behzad ve
arkadaglari, 1994; Horne ve arkadaslari, 2002). CD44 hiicre gogii ile iliskilidir ve
hiyaluronat ve osteopontin dahil olmak iizere ¢ok sayida baglayici ortaga sahiptir (Behzad
ve arkadaslar1, 1994; Poncelet ve arkadaslari, 2002; Cichy ve Pure, 2003).

Endometriyumda, CD44 hem bez epitelinde hem de luminal epitelde baskin olarak lateral
bir dagilim gosterir (Behzad ve arkadaslari, 1994). Sekretuvar fazda, lateral membrandaki
ifadesi artarken (Albers ve arkadaslari, 1995); orta sekretuvar fazda lateral membranda en
yiiksek diizeye ulasir (Afify ve arkadaslari, 2006). Epitelyale 6zgii diziler, miisin benzeri
alanlarin 6zelliklerine sahiptir, serin, treonin ve diger hidrofilik amino asitler agisindan
zengindir ve yiiksek bir glikosilasyon potansiyeli sunar (Cichy ve Pure, 2003). CD44
ayrica implantasyon Oncesi insan embriyolarinda da ifade edilir (Campbell ve arkadaslari,
1995a). CD44 yoniinden eksik mutant fareler fertildir (Singh ve Aplin, 2009).

Galektinler

Galektinler, lektin siiper ailesine ait olan kalsiyumdan bagimsiz B galaktozid baglayici
proteinler ailesidir. Galektinler i¢in ¢esitli islevler tanimlanmistir: immiinomodiilasyon,
hiicre yapismasi ve kemotaksis, hiicre yiizey reseptorii gorevi, bliylime faktorii yanitlarinin
6l¢eklendirilmesi ve istilact mikroorganizmalara kars1 savunma gorevleri gibi islevleri
vardir. Galektinler klasik olmayan bir yolla hiicrelerden salgilanir. Biiytik olasilikla, hiicre
yilizeyinde ve/veya ECM'de karbonhidrat zincirlerini ¢apraz baglayarak hareket ederler
(Lau ve arkadaslari, 2007; Rabinovich ve arkadaslari, 2007). Galektin-1'in (LGALS1)
dongiliye bagli ifadesi, insan endometriyal stromal hiicrelerinde; galektin-3, epitel
hiicrelerinde gozlenir (von Wolff ve arkadaslari, 2005; Aplin ve Singh, 2008). Galektin-
1'in hem adhesif hem de anti-adhesif rollere sahip oldugu ve maternofetal toleransta
islevleri olan bir immiinomodiilatér oldugu diistiniilmektedir (Blois ve arkadaslari, 2007).
Geg blastosistlerin trofektodermindeki transkriptlerin ifadesi, Galektin-1'in, embriyo
implantasyonunda rol oynayabilecegini gosterir. Bununla birlikte, galektin-1 eksik mutant
fare embriyolar1 normal sekilde gelisir ve herhangi bir acik fenotipik anormallik géstermez

(Poirier ve Robertson, 1993).
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Galektin-3 (LGALS3), adet dongiistiniin sekretuvar fazinda ifadesi 6nemli Gl¢iide artan
galaktoza 6zgii bir lektindir (von Wolff ve arkadaslari, 2005). Epitel hiicrelerinden
salgilanmasindan sonra laminin, fibronektin ve integrinler gibi ligandlara baglanarak hiicre

yapismasini modiile edebilir (Colnot ve arkadaslari, 1998).

Ayrica, Galektin-9'un ekspresyonu, galektin-9'un insan embriyo implantasyonunun ilk

olaylar1 sirasinda bir rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir (Shimizu ve arkadaslari,

2008).

Galektin 15 (OVGAL 11)’in ise, progesteron tarafindan indiiklenir ve koyunlarda
endometriyal luminal epitelden salgilanir, burada trofektoderm baglanmasinda ileriye

doniik bir rolii vardir (Farmer ve arkadaslari, 2008).

Selektinler

Selektinler, yiiksek oranda glikoliz edilmis hiicre dis1 bir alan, tek bir transmembran alan
ve kiiclik bir hiicre i¢i sitoplazmik kuyruk igeren kalsiyuma bagimli hiicre adezyon
molekiilleridir (Barthel ve arkadaslar1, 2007). Blastosist {izerinde L-selektin ifadesine dair
kanit vardir ve maternal yilizeyde oligosakkarit ligand ile etkilesimin fizyolojik 6nemi ileri
stirilmiistiir. L-selektin ligandlari, liminal ve glandiiler epitelyuma lokalize edilir ve
implantasyon penceresi sirasinda ifadesinde artis1 saglanir (Hey ve Aplin, 1996; Red-Horse
ve arkadaslari, 2004; Lai ve arkadaslar1, 2005). Bununla birlikte, ii¢ selektinin her biri i¢in
bos homozigotik mutant farelerde ve {i¢ selektinin ikisine veya hepsine sahip olmayan
farelerde embriyonik gelisim, implantasyon ve gebelik normal goriinmektedir (Bullard ve
arkadaglari, 1996; Robinson ve arkadaslar1, 1999; Collins ve arkadaslari, 2001).

2.1.7. Hiicreler arasindaki baglantilar ve implantasyondaki rolleri

Dokulart olusturan hiicrelerin birbirleri ile iliskisini diizenleyen mekanizmalar; hiicreleri
birbirine mekanik olarak baglamasinin yanisira, boslugun hiicreler arasi gegirgen veya yari
gecirgen bir hal almasimi da saglar. Ayrica hiicreden hiicreye impulslarla uyar1 ve kimyasal
madde tasinmasini saglarlar. Epitel doku hiicrelerinin morfolojik temas olusumlari; Zonula
okludens, Zonula Adherens, Macula Adhaerens yani desmozomlar seklindedir (Kiziroglu,
2004).
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Zonula okludens; siki baglant1 olarak da isimlenmektedir (Campbell ve Reece, 2006). Yan
hiicre plazmalema dis lamellerinin birbirleri ile kaynasmasiyla olusurlar (Kiziroglu, 2004).
Hiicrelerin ¢evresinde devamlilik tasiyan bir kusak olusturarak hiicre dis1 sivisinin epitel
hiicre tabakasinin disina sizmasimi Onlerler (Campbell ve Reece, 2006). Biiyiik
molekiillerin girisine bolgeden izin olmazken; kiig¢iikk iyonlar ve elektrik uyarilarin

gecisinde bu yapilar etkindir (Kiziroglu, 2004).

Zonula adhaerens; ara baglanti ve iletisim baglantilar1 olarak da adlandiriimaktadirlar
(Campbell ve Reece, 2006). Zonula okludens ile iliski halindedir. Burada iki hiicre
arasindaki bosluk 20 nm’dir (Kiziroglu, 2004). Komsu hiicreler arasinda sitoplazmik
baglantilarin  kurulmasmi saglarlar. Tuz iyonlari, sekerler, aminoasitler, niikleotitler,
vitaminler, hormonlar ve diger kiiciik molekiillerin gegisine olanak saglayacak
biiyiikliiktedir. Hiicre arasi gegitlerin en 6nemli gorevlerinden birisi de, embriyonik gelisim
esnasinda, bazi belirli maddelerin hiicreden hiicreye bu yolu kullanarak ge¢ip, doku ve

hiicrelerin farklilismasini saglamaktir (Demirsoy, 2004).

Makula adherens; ayni zamanda dezmozom ve implantasyon baglantilar1 olarak da ifade
edilirken (Kiziroglu, 2004; Campbell ve Reece, 2006); iki hiicrenin birbirleriyle temasta
olan noktalar1 da yar1 dezmozom olarak adlandirilmaktadir (Kiziroglu, 2004). Yapistirict
madde rolii listlenen bir glikoprotein tabakasi mevcuttur. Plazmalemma bu bdlgede ¢ok
kalinlagsmistir. Hiicreleri giiglii tabakalar formunda percinleyerek baglama islevi goriirler
(Campbell ve Reece, 2006), hiicrelerin mekanik baglantilarina destek olurlar. Buradaki

tonofilamanlar hiicreye dayaniklilik vermektedir (Kiziroglu, 2004).

Erken gebelikte embriyonun anne viicudunun olumsuz ortamindan korunmasinin, implante
olan embriyonun yakin ¢evresini kaplayan desidual hiicreler tarafindan olusturulan gegici bir
gecirgen bariyerin olusturulmasiyla elde edildigi diistiniilmektedir. Normalde, polarize epitel,
maddelerin hiicre i¢i gecisini dar baglantilarla diizenleyerek bir bariyer gorevi gordr.
Implantasyon éncesi uterus liimen epitelinde siki baglant1 proteinlerinin ifadesi bu diisiinceyle
uyumludur. Ancak, desidualize stromal hiicreler tarafindan implantasyon sirasinda olusturulan
gecirgenlik bariyerinin dogasi ve regiilasyonu tizerine sinirl bilgi bulunmaktadir. Siki baglanti
proteinlerinin, okludin, klaudin-1, zonula okludens-1 ve zonula okludens-2'nin, tiimiiniin ifade
edildigini ve embriyoyu ¢evreleyen bir bariyer olusturan desidualize stromal hiicrelerin fiziksel

varlig ile iligkili oldugu burada gosterilmektedir (Wang ve arkadaglari, 2004). Blastosist
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trofektodermin bu bariyerin yaratilmasi igin uyarici1 oldugu goriinmektedir, ¢iinkii izole edilmis
i¢ hiicre kiitlesi veya yapay uyaranlar, boyle bir bariyer olusturmada basarisiz olmustur.
Ayrica, normal blastosist tarafindan uyarilan birincil desidual bolge, gecirgen degildir. Bu
bulgular, trofoblastin neden oldugu siki baglantilarin ifadesiyle birincil desidual bélgenin
hiicrelerinde gegici bir bariyer olusturdugunu ve annenin immiinoglobulinleri gibi embriyoya

zararli uyaranlarin gegisini kisitladigimni gosterir (Wang ve arkadaslari, 2004).

Epitelyal ve/veya endotelyal bariyerler, insan da dahil olmak iizere hayvan yasam
formlarinda kritik bir rol oynar. Siki baglantilar, bu engellerin 6nemli bir bilesenidir.
Okludin de bu siki baglantilarin 6nemli bir pargasidir (Feldman ve arkadaslari, 2005). Sik1
baglantilarin stabilizasyonuna ve optimal bariyer fonksiyonuna katkida bulunan bir integral

membran proteinidir (Cummins, 2012).

2.2. Infertilizasyon ve IVF Teknikleri

Bir yil siireyle korunmasiz iliskiye ragmen gebe kalinanamamasi durumu infertilite olarak
tanimlanmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve Amerikan Ureme Tibbi Dernegi (ASRM) bu
tanmmin bir yil korunmasiz iliskiye ragmen, gebe kalinamamasi durumunda, bu tanimin
kullanilmasini uygun gormiistiir (Zegers-Hochschild ve arkadaglari, 2009; Practice Committee
of the American Society for Reproductive Medicine, 2008; National Collaborating Centre,
2013). Herhangi bir saglik problemi bulunmayan bir ¢ifite haftada 2-3 kez birlikte olan geng bir
ciftin infertilite tetkiklerine baslanmasi i¢in bir yil beklemeleri onerilmektedir. Yas ile birlikte
fertilitenin sansinin diistiigiinii diisiiniirsek, 35 yas ilizerindeki kadinlarda ve ayrica; amenore,
pelvik inflamatuvar hastalik, pelvik cerrahi, inmemis testis gibi de fertilite thtimalini diistirticii
risk faktorleri bulunuyorsa infertilite testlerine daha erken baslanmasi onerilen bir durumdur
(World Health Organization, 1991). Birincil infertilite daha 6nce hi¢ gebelik olusmamast;
ikincil infertilite ise daha onceden bir gebelik 6ykiisiine sahip olmasi seklinde tanmimlanmaktadir.
Tiim diinya baz alindiginda, dogurgan yastaki kadinlar ve onlarin esleri ile olusmus ¢iftlerin %8-

12’sinin infertil oldugu diisiiniilmektedir (Johnson ve Tough, 2012).

IVF; oositin viicut disinda sperm ile fertilize edilmesini igeren bir prosediirdiir (Nargund ve
arkadaslari, 2007, Edwards ve arkadaslari, 2007). Bunun i¢in uygulanan iki teknik mevcuttur;
ilki, konvansiyonel IVF (Steptoe ve Edwards, 1978) digeri ise intra-sitoplazmik sperm

enjeksiyonu (ICSI)’dir (Palermo ve arkadaglar, 1992). Laboratuvarda gerceklestirilen
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konvansiyonel IVF, aslinda canli igerisinde gelisen olaylarin taklidi gibi diistiniilebilir. Oositler
bir petri kabina yerlestirilerek erkekten elde edilerek islenmis olan sperm ile karistirtlir. Oositin
dis katmanlarinda bulunan kiimiiliis ve korona hiicrelerinin sperm tarafindan gegilmesi ve oosit
icerisine girebilmesi icin petri kabinda genellikle 1 gece (bazen birkag saat) bekletilir (Gardner
ve Simon, 2019). 80’lerin basinda ise kontrollii ovaryan hiperstimiilasyonunun (KOH)
baslamasi, daha fazla oosit elde edilmesine imkan verdigi i¢in IVF islemini daha verimli hale
getirmistir (Trounson ve arkadaslari, 1981; Fleming ve arkadaslari, 1982). Bu yontemde ultrason
esliginde folikiil aspirasyonu uygulanarak oosit(ler)’in toplanmasi etkili ve giivenli bir yol olarak
karsimiza ¢ikmaktadir (Chian ve arkadaslari, 2004; Tan ve Child, 2002; Child ve arkadaslari,
2001). Daha sonra toplanmus olan oosit(ler) ICSI i¢in hazirlanmahidir. Hazirlanan spermler
icerisinden de sperm se¢imi olduk¢a dnemlidir. Ooosit toplandiktan 3-5 saat sonrasinda ICSI
islemi uygulanir. Secilmis olan spermin kuyrugu sikilip hareketsizlestirilerek ooplazma igerisine

iletilir (Gardner ve Simon, 2019).

2.3. Endometriyal Giinleme ve Noyes Kriterleri

Luteal faz, oviillasyon ile menstriiasyon arasinda gegen ortalama olarak 14 giinliik bir suredir ve
progesteron uretimini gergeklestiren korpus luteumun olusumu ile karakterizedir. Progesteron
salmmu, endometriyumun, sekretuvar faza donusumini baslatmakta ve implantasyona
hazirlanmasim saglamaktadir. Gebeligin erken evresinde korpus luteumun ¢ikartilmasi abortusa
neden olmaktadir. Gebeligin devamimm olumsuz etkileyen luteal faz yetmezliginde
endometriyumun sekretuvar faza doniisimu yetersiz ve daha kisa suireli olmaktadir (Selam ve
Topguoglu, 2004). Endometriyumun histolojik gelisiminde 2 gunden daha fazla olacak bir
gecikme luteal faz yetmezliginin tanimidir. Bu yetmezligin tammlanmasinda ise literaturde en
sik bag vurulan yontem; Noyes ve arkadaglarinin tarif ettigi klasik kriterlere gore yapilmaktadir.
Noyes ve arkadaslar1 1950°de “Dating the Endometrial Biopsy” adi altinda bir g¢alisma
yayimlamiglardir ve bu calismada alinmis olan endometriyal biyopsi Orneklerinin histolojik
olarak giinlemeleri yapilmistir (Noyes ve arkadaslari, 1950). Gliniimiizde de hala giincel olarak

kullanilan bu kriterler endometriyal giinleme agisindan dnemini korumaktadir.

Ayrica 2020’ de giincellenmis bir ¢alismada da endometriyal giinlemede histolojik kriterler
tekrar ele almmustir (Alfer ve arkadaslari, 2020). Bu ¢alismaya gore histolojik olarak en goze
carpan kriterler su sekildedir ve Resim 3 incelendiginde gozlemlenebilir durumdadir: 16. giin:

Bez epitelinde subniikleer vakuolizasyonu diizenli ve belirgindir.  Cekirdeklerin
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psodostratifikasyonu bez epitelinde hala goriilebilir ve stromada neredeyse sadece hiicrelrin
¢ekirdekleri belirgindir; 17. giin: Sadece bez epitelin fokal tabakalagsmasi mevcuttur. Cekirdekler
az/cok st liste diziler halinde bulunur. Homojen stoplazmalariyla vakuoller ile arka arkaya gelir;
18. giin: Bez epitelinde bezin tabakalasmis goriintiisii neredeyse son bulur. Vakuollerin boyutu
kiictilmiis ve ¢ekirdegi gegerek bez epitel liimenine yakin sitoplazmaya ve oradan da liimene
dogru kaymustir; 19. giin: Birkag¢ vakuol arda kalmistir. Bu yiizden 16. giin asamasmin erken
vakuolizasyonuna benzetilebilir. Liimen i¢i salgilanmanin varligi ve psodostratifikasyonunun ve
mitozlarin yoklugu, bu giinii karakterize etmemizi saglamaktadir; 20. giin: Salgi zirveye ulasir.
Subniikleer vakuoller nadirdir, ¢ekirdekler yuvarlak ve temelde yerlesmislerdir. Sekresyon;
periyodik asit — Schiff reaksiyonuyla kirmizi renk olusturularak belirgin hale getirilebilir ve bu
durum 25. giine kadar gézlemlenebilir haldedir. Stromal 6dem baslangici bu giinde goriilmeye
baslayabilir. 21. giin: Stromal 6demde artislarm belirgin olarak goriilebilmesi ile karakterizedir;
22. giin: Stromal 6dem en yiiksek seviyeye ulasmustir. Spiral arteriyoller belirgin degildir.
Stromal hiicreler ise, neredeyse artik ¢ok ince sitoplazmali ¢iplak c¢ekirdekler seklinde
goriilebilmektedir. 23. giin: Onlan ¢evreleyen stromalarin yogunlagsmasi nedeniyle spiral
arteriyoller belirginlesmistir. Periarteriolar stroma hiicrelerinin ¢ekirdekleri ve stoplazmalari
biiytimiistiir. 24. giin: Spiral arteriyollar ¢evrelerindeki desidualizasyon oncesi reaksiyonlara
bagl olarak belirgin hale gelirler. Predesidual degisiklikler yiizey epitelinin altinda baglamstir
(Alfer ve arkadaslari, 2020).
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Resim 2.3. Noyes kriterleri altindaki temel 6zelliklerle, adet dongiisiiniin 16-24 giinlerinde
endometriyumun histolojik analizi i¢gin H&E boyamast

2.4. Mikrobiyota ve Mikrobiyom Kavramlari

2001 yilinda insan genomunun sekanslanmasi (Venter ve arkadaslari, 2001) fizyoloji ve
biyoloji biliminde 6nemli bir basar1 olmasina karsin; bazilari tarafindan, sadece insanlar
icin ancak kismi bir harita olarak goriilmekteydi. Insan mikrobiyotasi, yani disimizda ve

icimizde var olan mikroorganizmalar komiinitesinin bu haritaya katkida bulundugu
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goriilmiistlir ve bireyin saglik durumunun belirlenmesinde, tanimlanmasinda 6nemli bir rol

oynadigi agiga ¢ikmustir (Zhou ve arkadaslari, 2010).

Mikrobiyota; ¢evreyle baglanti halinde bulunan ve 16S rRNA sekanslama gibi molekiiler
tekniklerle saptanabilen mikrobiyal siniflandirma (Cho ve Blaser, 2012; Ursell ve
arkadaslari, 2012) iken, mikrobiyom ise habitati bir biitiin olarak ifade etmektedir. Boylece
hem biyotik hem de abiyotik faktorleri i¢ererek, konak ve mikroorganizma genomlarini ve

cevresel kosullarin tiimiinii kapsar (Cho ve Blaser, 2012).

Metagenom; bir mikrobiyomun igerisinde var olup, biyotik faktdrlerden elde edilen

genlerin ve genomlarin toplamini ifade etmektedir (Marchesi ve Ravel, 2015).

2.4.1. Kadin iireme sistemi mikrobiyotasi

Mikrobiyota elemanlarinin ¢ogunlugunu kiiltiirde {iretilmesi zor olan anaerobik
mikroorganizmalar olusturmaktadir. Giiniimiize kadar kiiltiir bazli yontemler siklikla
kullanilmis ancak molekiiler yontemlerin gelismesiyle birlikte kiiltiirde iiretilemeyen
bakteri tiirlerinin  tanimlanmasi1  i¢in  bir olanak  gelismistir. =~ Mikrobiyota
kompozisyonlarinin biiyiik kismin1 bakteriler olusturdugundan hedef bolge olarak 16S
ribozomal RNA (rRNA) geni segilmektedir. DNA izolasyonu ve sonrasinda 16S rRNA
amplifikasyonu ile bakteriler tanimlanmaktadir (Dymock ve arkadaslari, 1996). 16S rRNA
gen sekanslamasi tiir seviyesine kadar bakterilere 6zgii olan hiper degisken bdlgeleri
tanimlayabilmektedir (Hyman ve arkadaslari, 2005). VM profilleri, 16S ribozomal RNA
(rRNA) profilleme (PCR ve pyro-sekanslama ile 16S rRNA gen sekanslamasi), Sanger
sekanslamasi ya da tiim genom sekanslamasi ile olusturulmustur (Sirota ve arkadaslari,

2014).

Sekanslama yontemleri, disiik maliyetli olmalar1 ve hizli bir sekilde dizilerin elde
edilebilecegi yontemleri kapsamaktadir. Yeni nesil dizileme yontemlerinde tipik olarak
cogaltilmis amplikonlar yerine, DNA amplikonu ya da total topluluk DNA’s1
kullanilmaktadir. Total metagenomik DNA dizilenip fonksiyona ydnelik veri tabanlari ile
karsilastirilabilir veya dizilenen topluluk DNA’s1 referans genomlar ile karsilagtirilarak
mikrobiyal dizi varyantlar1 ve polimorfizmleri tanimlanabilir, spesifik organizmalarin

varlik ve miktarlar1 bu sayede belirlenebilir (Borsting ve Morling, 2015).
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VM’nin kadin genital sistemindeki patojenlere kars1 direng i¢in 6dnemli mekanizmalar olan
adaptif bagisiklik sistemlerine katkida bulundugu diistintilmektedir (Mendling, 2016).
Yapilan vajinal mikrobiyota calismalarinda Lactobasillus stiinliigii mevcuttur (Sirichoat
ve arkadaslari, 2018; Smith ve Ravel, 2017). Yapilan ¢aligmalarda vajinal mikrobiyota en
¢cok saptanan baskin mikroorganizmalar iizerinden bes kategoriye ayrilmastir:
Lactobacillus (L) crispatus, L. gasseri, L. iners, L. jensenii ve Anaerococcus,
Peptoniphilus, Prevotella, Streptococcus, Atopobium ve Gardnerella gibi anaerob

bakterilerin baskin oldugu son grup (Smith ve Ravel, 2017).

Steril uterus 20. Yiizyilda pediatrist Henry Tisser tarafindan olusturulan, fetusun steril bir
ortamda gelistigi goriisliniin Onciisii bir dogma olarak kabullenilmis olsa da giinlimiize
kadar kanitlanamamistir (Perez-Munoz ve arkadaslari, 2017). Yakin dénemde yeni nesil
sekanslama yOntemlerinin bulunmasi endometriyal mikrobiyotanin varligma yonelik
calismalara neden olmustur (Perez-Munoz ve arkadaslari, 2017; Green ve arkadaslari,
2015). Ancak bir tireme sistemindeki mikrobiyal ¢esitlilige bakildiginda, 6rnegin bir
gastrointestinal mikrobiyomu ile karsilagtirildiginda, oldukga disiiktiir (Gonzalez ve

arkadaglari, 2011; Peterson ve arkadaslari, 2009).

Mikrobiyal komiinite analizlerindeki artis ve buna bagli olarak, dogrudan ya da dolaylh
olarak etkilenen fertilite ve ilireme alanlarindaki etkileri, bilinenleri degistirmistir. Bu
degisim iireme saglig1 ve infertilite alaninda yapilan yayinlarin artigina sebep olmustur
(Green ve arkadaslari, 2015; Haahr ve arkadaslari, 2016; Ma ve arkadaslar1, 2012; Nuriel-
Ohayon ve arkadaslari, 2016).

Saglikli bir VM genel olarak cesitli enfeksiyonlarin ve hastalik bulgularinin olmamasi
seklinde tanimlanmistir ve pozitif gebelik sonuglar ile iligskilendirilmistir. Beklenen
normal bir VM gebe olmayan saglikli kadinlarda ¢ogunlukla Lactobacillus tiirlerini igerir
ve embriyo i¢in Oon ve perikonsepsiyonel donemde sagliklt ve destekleyici bir cevreyi

giiclendirir (Sirota ve arkadaslari, 2014).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deneysel Yontem ve Hazirhik Asamasi

Calismalarimizin etik kurul izinleri; Hacettepe Universitesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulu'ndan alinmis olup, hastalarin bu girisimsel islem i¢in saglik ydniinden
sigortalanmalar1 biyopsi ornekleri toplanmadan 6nce saglanmistir. Sonrasinda Hacettepe
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) Birimi’ne sunulmus olan Kapsamli

Aragtirma Projesi ile bu ¢calisma desteklenmistir.

Calismalarimizin deneysel kismi i¢in 30 adet goniilli kadinin endometriyal biyopsi
ornekleri ile calisilmistir. Tiim goniilliller Hacettepe Tip Fakiiltesi Hastaneleri; Tiip bebek
Unitesi’nde tiip bebek tedavisi icin bagvurmus ve burada en az bir kere olmak iizere tedavi
gormiis hastalar arasindan secilmistir. Goniillii yas araliklart 20-38 olarak belirlenmistir.
Bu 30 kisilik goniillii ekibin 15 tanesi ¢alisma grubu; diger 15 tanesi ise kontrol grubu
olarak belirlenmigtir. Calisma grubu goniilliileri; son 2 yil igerisinde IVF (In vitro
fertilizasyon) tedavisi goérmiis olan, en az 2 siklusta da iyi kalitede embriyolar transfer
edilmis (5. giin de blastokist asamasinda transfer edilmesi sartiyla) olmasina ragmen
(dondurulmus ya da taze embriyo transferi) gebelik kesesi olusmamis Kkisileri
kapsamaktadir. Kontrol grubu goniilliillerimiz ise; gene son 2 yil igerisinde tiip bebek
merkezine bagvurmus olan kadinlar arasindan, 5. giin transferi ile gebelik elde edilerek

canli doguma ulasabilmis kisilerdir.

Bu goniilliilerin tiimii ile ¢caligma Oncesinde ylizyiize goriisiilerek ¢aligsma ile ilgili gerekli
tiim ayrintilar, caligmanin amaglari, hastalarin ¢alisma sonunda elde edebilecegi bilgiler
aciklanmistir ve yazili olarakta beyan edilmistir. Gerekli onam formlar1 goniilliilerden
alinmigtir. Hastalardan o6rnek alinmadan en az 1 hafta Oncesinde mikrobiyotanin
degismemesi agisindan esleri ile cinsel birliktelikten kaginmalar1 istenmistir. Goniilliilerin
timiiniin benzer histolojik endometriyum giiniinde bulunmalar1 ve test edilen hedef
proteinlerin  implantasyona etkileri agisindan anlagilabilmesi i¢in implantasyon
penceresinin agik oldugunu diisindugumuz tarihler arasinda biyopsi 6rneklerinin alimlari
gerceklestirilmistir. Bu tarihlerin belirlenebilmesi agisindan hastalara “predictor ovulation”

LH kitleri teslim edilmis, testleri pozitif ¢iktiktan sonra da, implantasyon penceresi
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acikliginin oldugu diisiiniilen 5, 6 ve 7. giinlerde endometriyal biyopsi 6rneklerinin, kadin

hastaliklar1 ve dogum uzmanlarinca diisiik basingl pipel ile alinimi1 gerceklestirilmistir.

Bir hastadan alinmis olan her bir 6rnek, mikrobiyota i¢in; igerisinde steril SF (serum
fizyolojik) bulunan steril eppendorflara alinarak, — 20° C’de saklanmustir. Histolojik
calismalarda kullanilacak olan yaklasik olarak 1,0 x 1,0 cm biiyiikliglindeki biyopsi
ornekleri ise hizlica 3 sn yikanarak, pH’1 7.0 olan, % 4’liikk formaldehite alinarak oda
sicaliginda saklanmastir. Gerek mikrobiyom analizi i¢in, gerekse histolojik ¢aligsmalar i¢in
toplanan bu Orneklerin hepsi tamamlanarak 30 goniilliiniinde islemi bitinceye kadar

belirtilen sartlarda etiketlenerek saklanmistir.

3.2. Metagenom Analizi

Goniilliilerden mikrobiyota icin diisiik basingli pipel ile alinmis olan &rnekler; steril SF
icerisinde, — 20°C’de, eppendorflar icerisinde, tiim 30 hastanin 6rnekleri tamamlanincaya
dek bekletilmistir. Ardindan calisilan proje kapsaminda Hacettepe Universitesi, Tip
Fakiiltesi, Dahili Tip Bilimleri Boliimiinde gérev yapmakta olan Dr. Ogr. Uyesi Cagman

Tan’a teslim edilmistir.

Burada metagenom analiz ¢alismalar1 icin; “Ton 16S metagenomics Kit” (Thermo Fisher)

kullanilmastir.

DNA izolasyonu ve kalite Olgiimleri ilk basamagi olusturmaktadir. Bu islemler iiretici
firmanin prosediiriiyle gerceklestirilmistir. Metagenomik calisma i¢in 16S rRNA gen
bolgesinde bulunan degisken bolgeler baz alinip tanilamalar1 gergeklestirilmistir. lon
Torrent cihazi kullanilarak, 16S metagenomik kit ile iki primer havuz kullanilarak
bakteriyel 16S rRNA ¢oklu degisken bolgeleri (V2, V3, V4, V6, V7, V8, V9)
cogaltilmistir. Bu sayede de kompleks bakteriyal popiilasyonlar1 igerisinde tiir tespiti
yapilmistir. Ion Reporter Software kullanilarak da, referans veritabaninda popiilasyon

cesitliligi saptanmistir.

3.3. Isik Mikroskobik Yontem

Uygun kosullarda 6rnek havuzunda tiim hastalarin 6rnek alimlarinin tamamlanmasi igin

formaldehit soliisyonunda bekletilen doku drnekleri, 24 saat akarsu altinda yikanarak tespit
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maddesinden arindirilmasi saglanmstir. Bu islemin ardindan da dokulardaki fazla suyun
uzaklastirilabilmesi icin sirasiyla %70’lik, %80’lik, %90’lik, %96’lik ve %100’lik
seklinde artan etil alkol serilerinden gegirilerek dehidrasyon islemi tamamlanmistir. Bu
islemden sonra dokularin ksilol igerisinde seffaflastirilarak parafine gomiilmesi

saglanmistir. Doku takibi ve gomme islemi boylece sonlanmustir.

Bu islemlerden sonra kesit alma islemine gecebilmek igin parafin bloklardan mikrotom
aracilifiyla (Leica SM 2000, Germany), 4 um kalinliginda kesitler alinmistir. Alinmis olan
bu kesitlerin agilmasim saglamak amaciyla 37 °C’ lik su banyosuna almmuslardir.
Immiinohistokimyasal ¢alismalar i¢in polilizinli; H&E ve Masson’un {i¢lii boyamas: ile
yapilacak olan boyamalarda ise rodajli lamlar {izerine kesitler alinmistir. Havada kurutma

islemleri de tamamlandiktan sonra artik boyamalara hazir halde kesitler elde edilmistir.

3.3.1. Hematoksilen — Eozin (H&E) boyamasi

Bova Soliisyonlarinin Hazirlanmasi

Harris’in Hematoksilen Soliisyonu i¢in;

1 g, Hematoksilen

10 mL, %96°1lik Etil alkol
20 g, Potasyum alum

200 mL, distile su

0.5 g, Civa oksit

8 mL, Glasiyal asetik asit

Eozin Soliisyonu igin,

19, Eozin
100 mL, Distile su
1 kiiciik timol kristali

Boyama Yontemi
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Kontrol ve ¢alisma gruplarindan alinmis olan 4 p kalinhigindaki kesitler, 2 saat siireyle
60°C etiivde bekletilmistir. Ardindan 2 kez, 20’ser dk ksilole alinarak, deparafinizasyon
islemi 1ile parafinden uzaklagtirnllmigtir. Daha sonra lamlar, dokulardaki suyun
uzaklastirilabilmesi igin sirasiyla azalan (%100, %96, %80, %70, %50) etil alkol
serilerinde 7’ser dk tutulmuslardir. Kesitler havada kurumasi saglandiktan sonra 10 dk
boyunca akarsu altinda, dokulardaki alkoliin uzaklasabilmesi icin bekletilmislerdir.
Ardindan lamlar, Harris Hematoksilen’de 15 dk boyandiktan sonra tekrar 10 dk kadar
akarsu altina alinmigtir. Siire bitiminde, %70 alkol +2 -3 damla glasiyel asetik asit
karisimina 2-3 kez batirtlip ¢ikartilmak suretiyle maruz birakilarak sonunda tekrar 10 dk
akarsu altinda yikanmiglardir. Kesitler daha sonra 10 dk kadar eozin boya soliisyonunda
bekletilip, 10 dk akarsu islemi tekrarlanmistir. Ardindan artan dereceli etil alkol
serilerinden (%50, %70, %80, %96, %100) kesitler hizlica gegirilerek 2 x 20 dk ksilole

aliarak entellan ile kapatilmiglardir.

3.3.2. Masson’un iiclii boyamasi

Kontrol ve g¢alisma gruplarindan alinmis olan 4 p kalimligindaki kesitler, 2 saat siireyle
60°C etiivde bekletilmistir. Ardindan 2 kez, 20’ser dk ksilole alinarak, deparafinizasyon
islemi ile parafinden wuzaklagtirilmistir. Daha sonra lamlar, dokulardaki suyun
uzaklastirilabilmesi i¢in sirasiyla azalan (%100, %96, %80, %70, %50) etil alkol
serilerinde 7’ser dk tutulmuslardir. Kesitler havada kurumasi saglandiktan sonra 10 dk
boyunca distile su igerisinde bekletilmiglerdir. Bu boyamada “MosLAB Masson Trichrome
(Lot: 25112019)” kiti kullanmilmistir. Distile sudan alinmis olan lamlar, esit sekilde
karnistirllmis olan; Iron hematoksilen ve Ferric Choloride igerisinde 10 dk siireyle
bekletilmislerdir. Ardindan distile sudan gegirilerek, Ponceu-acid fuchsin soliisyonunda 15
dk tutulmustur. Tekrar distile su igerisine alinan lamlar 5 dk’lik siirenin bitiminde,
Phosphotungustic asitte 15 dk bekletilmistir. Daha sonra Aniline blueya, kesitlerimiz, 5 dk
maruz birakildiktan sonra, distile suya 5 dk kadar alinarak, alkol serileri, ksilen ve kapama

islemlerinin yapilmasindan sonra boyama tamamlanmuistir.

3.3.3. immiinohistokimyasal (IHC) yéntem

Insan endometriyum dokusu, basigin (CD147 Polyclonal Antibody, Lot: Al03014735,
BIOSS-USA), e-kadherin (E-cadherin Polyclonal Antibody, Lot: AH10169197, BIOSS-
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USA), okludin (Occludin Polyclonal Antibody, Lot: Al03265882, BS-1495R, BIOSS-
USA) antikorlartyla Avidin-Biotin-Peroksidaz kompleksi yontemiyle immiin reaktivite

acisindan incelenmistir.

Kesitler polilizinli lamlara alindiktan sonra 37°C’de etiivde bir gece bekletilip daha sonra
da deparafinizasyonun kolaylagsmasi i¢in 60°C’lik etiivde 1 saat daha bekletilmistir.
Deparafinizasyon isleminin tamamlanmasi igin kesitler 3’er kere 20 dk kadar ksilolde
bekletildikten sonra, her birinde 10 dk kalacak sekilde %100’lik, %96’lik, %86’lik,
%70’1lik ve %50’lik etil alkol serilerinden gegirilip ardinda 2 kez 5’er dk distile suda

bekletilerek alkolden armdirilmastir.

Doku igerisinde formaldehitin kapattifi reseptér bolgelerinin agiga ¢ikarilmasi igin,
calisilmig olan kesitlerin herbiri 95°C sicaklikta mikrodalga igerisinde %10’ luk sitrat
tamponuna (pH: 6. 00) (Lot: MK190226, Lab Vision, Thermo Scientific, UK) maruz
birakilmistir. Oda sicakliginda 20 dk kadar sogutulmaya birkilmistir ve ardinda 2 kez 5 dk
kadar distile su ile muamele edilerek yikanmustir. Polilizinli lamlarin {izerinde bulunan
dokulara ait kesitlerin ¢evresi PAP Pen (Cat: Pen-01, PatoLab, Japan) ile ¢ergevelenerek
hatlar1 belirlenerek sinirlandirilmigtir.  Daha sonra kesitleri igeren polilizinli lamlar,
immiinobara siralanmis ve dokularin 3’er kez 3 dk kadar PBS (Lot: BBI1120127, Thermo

Scientific, UK) (pH: 7.4) ile muamelesi gergeklestirilerek yikanmasi saglanmistir.

Sonrasinda dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesinin bloke edilebilmesi i¢in 15 dk, oda
sicakliginda, % 3’ liik H20O2’e (Lot: HP46013, Thermo Scientific, UK) maruz birakilmstir.
Ardindan tekrar 3 kez 5” er dk boyunca PBS ile dokularin yikanmasi yapilmistir. Spesifik
olmayan baglantilarin 6niine gegmek amaciyla, oda sicakliginda 5 dk boyunca Ultra V
Block (Lot : AUBL260-A, Thermo Scientific, UK) uygulanmustir.

Bloklama isleminden sonra kesitlere yikama yapilmaksizin, Large Volume Ultrab Diluent
(Lot: UD45348, Thermo Fisher Scientific, UK) ile diliie edilmis basigin (1:200), e-
kadherin (1:300) ve okludin (1:300) primer antikorlarina maruz birakilmis, 1 gece boyunca
+4°C’de inkiibe edilmistir. Bir sonraki giin primer antikorlarin uygulanmis oldugu kesitler
3 kez 5 dk boyunca PBS ile yikandiktan sonra 10 dk biyotinli sekonder antikor (Lot:
PBNN250-A, Thermo Scientific, UK) uygulanarak primer antikorlara baglanmasi
hedeflenmistir. Kesitler 3 kez 5 dk kadar tekrar PBS ile yikandiktan sonra dokular enzimin
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biyotine baglanmasi amaciyla 10 dk streptavidin peroksidaz enzim kompleksine (Lot:
SHRN251-A, Thermo Scientific, UK) maruz birakilmistir. Kesitler 3 kez 5 dk PBS ile
yikanmasi isleminden sonra AEC (Lot: HA45338, Thermo Scientific, UK) uygulanip
reaksiyon gelistirerek, gozle goriilebilen immiin tepkimenin agia ¢ikmasi saglanmistir.
Daha sonra reaksiyonu durdurmak amaciyla kesitler distile suya alinir. Zemin
boyamasinda kesitler 1 dk kadar Mayer Hematoksileni’ne maruz birakilmistir ve
sonrasinda akar su altina alinmistir. Lamlar daha sonra Aqua Mount (Lot: TA-125-AM,

Thermo Scientific, UK) ile kapatilmistir.

Degerlendirme asamasinda ise, yapilan immiinolojik boyanma skorlamasi ( 0: hi¢ boyanma
olmamasi; 1: zayif boyanma; 2: zayif-orta boyanma; 3: orta boyanma; 4: orta-kuvvetli
boyanma; 5: kuvvetli boyanma) seklinde yapilmistir. Bu sekilde Basigin, e-kadherin ve
okludin proteinlerinin her birisine ayri ayri bakilarak gene her bir protein i¢in yiizey
epitelinde, bez epitelinde ve stromada olmak iizere 3 ayr1 bolgede bulunma yogunluklar:

ayr1 ayr1 skorlanmistir.

3.4. istatistiksel Yontem

Yapilmis tiim histolojik deneysel ¢alismalarda, gruplar arasindaki farklarin saptanmasi igin
SPSS 21.0 (IBM, USA) programinda Mann-Whitney U testi uygulanmistir. Degisiklikleri
tamimlamak amaciyla en diisiik, en yiliksek degerler, 1. ¢eyrek, ortanca ve 3. geyrek
degerleri kullanilmustir. Istatistiksel olarak, p<0.05 degeri anlaml1 bir farkliligin gostergesi

olarak kabul edilmistir.

Ayrica mikrobiyom sonuclarinin temel bilesenler analiz grafigi ile 1s1 haritasinin

olusturulmasinda da; R version 4.0.4. (R programlama dili) kullanilmistur.
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4. BULGULAR

Toplamda 30 goniillii ile caligma hedeflenmistir. Ancak 1 kisi kontrol grubundan; 1 kiside
calisma grubundan olmak iizere, yetersiz biyopsi Ornegi nedeniyle tamamen elenmek
zorunda kalinmistir. Ayrica deneysel hazirlik asamalart tamamlanip mikroskobik
yontemlerde arastirilmalart i¢in kesitler alinip, ilgili boyamalar1 yapildiginda, bazi
katilimcilarin - dokularnin, bazi c¢alismalar icin yetersiz kaldigr anlasilmistir ve
calismalardan elenmek zorunda kalinmistir. Alinmis olan endometriyal biyopsi ornekleri,
insandan temin edildigi i¢in ve tek seferde hassas ve Ol¢iilii 6rnek alinmasi gerektiginden,
ayrica farkli zamanlarda ayni hastadan 6rnek aliniminin farkli sonuglar yaratabilecegini
disiindiigiimiizden, endometriyal doku temini tekrarlanamamistir. Alinmis olan bu
biyopsiler hem metagenomik, hem de histolojik ¢aligmalarda kullanilacagindan bazi
calismalarda yetersizlikler ya da doku kayiplart yasanmistir. Bu nedenle bizi sonuca
gotlirebilecek her tiirlii 6rnek kullanildiysa da bazi ¢aligmalarda doku azligi sebebiyle
elenmeler olmustur. Bunlar su sekildedir: Kontrol grubundaki bir goniilliimiizde e-
kadherin ifadesinin yiizey epitelinde incelenememesi, gene kontrol grubumuzda bir kiside
sadece e-basigin ifadeleri ve giinlemelerin incelenebilmis olmasi, ¢alisma grubumuzdaki
bir goniilliide basigin ve okludin disa vurumlarinin degerlendirilememesi ve gene caligma

grubundan bir kiside sadece okludin digsa vurumlarinin incelenebilmesidir.

4.1. Metagenom Analiz Bulgularn

lon Torrent cihazi kullanilarak, 16S metagenomik kit ile iki primer havuz kullanilarak
bakteriyel 16S rRNA c¢oklu degisken bolgeleri (V2, V3, V4, V6, V7, V8, V9)’nin
cogaltilarak yapildigi ve kompleks bakteriyal popiilasyonlar1 igerisinde de sirasiyla
simif/takim/familya/cins/tiir/ tespiti yapilmaya ¢alisilmistir. Ion Reporter Software
kullanilarak da, referans veri tabaninda popiilasyon cesitliligi saptanmistir. Elde edilmis
olan veriler kontrol ve calisma gruplarinda karsilastirilarak, bakteri cesitlilik farkinin
implantasyon basarisinda etkisinin olup olmadigi saptanmaya ¢alisilmistir. Her hasta igin
elde edilmis olan bakteri yogunluklar1 ¢alisma dosyasina aktarilarak karsilastirilmis;

sonuglar temel bilesenler analizi grafigi ve 1s1 haritasi ile ifade edilmistir.
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Temel Bilesenler Analizi Grafigi
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Sekil 4.1. Kontrol grubu ve hasta grubunun bakteri cesitlilik farkliligi agisindan
incelenmesi amaciyla olusturulmus temel bilesenler analiz grafigi

Sekil 10’da yesil renk kontrol grubunu; turuncu renk ise c¢alisma grubunu temsil
etmektedir. R version 4.0.4. (R programlama dili) kullanilarak bu grafik elde edilmistir.
Elimizdeki varyansi en ¢ok aciklayan ilk 2 bilesen (PC1, PC2) cizilmistir. Bu grafige gore
IVF basarisint etkileyen bir faktor goriilmemektedir. Ciinkii grafikte kontrol ve calisma

gruplart i¢ ice ortak kiimede goziikerek kesin bir sekilde ayrim ortaya ¢ikarmamiglardir.
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Is1 Haritasi

CONTROL_T
CONTROL_BE
CONTROL_B
CONTROL_11
CONTROL_12
CONTROL_13
CONTRCL_14
PATIENT_3
PATIENT_E
PATIENT_B
PATIENT_10
PATIENT_13
PATIENT_14
PATIENT_&

i CONTROL_10
PATIENT_11
CONTROL_3
PATIENT_13
PATIENT_1
CONTRCL_4
CONTROL_1
CONTROL_S
CONTROL_15
PATIENT_2
PATIENT_4
PATIENT_S
PATIENT_15
CONTROL_S

|: PATIENT_T
CONTROL_2

Sekil 4.2. Bakteri ¢esitliliginin kontrol ve ¢alisma gruplari arasindaki farkliligini incelemek
amaciyla c¢alisilmis 1s1 haritast

Veillone lla (g}
Brevibacieriaceas
Brevibacterium (g}
Streplococcus (g)
Alopobium (g}
Oiseneila umbonata (s)
Caulobacter aceas (f)

Methylobacterium (g)
Vaifione ifa montpaiiieransis (s)

R version 4.0.4. (R programlama dili) kullanilarak 1s1 haritas1 (Sekil 11) elde edilmistir. 15
kontrol grubu, 15 ¢alisma grubu kullanilarak toplamda en sik goriilen 3 tiir, 5 cins ve 2
familya, bazinda; 10 adet mikrobiyota verisi ile ¢alisilmistir. Yesil renk kontrol grubunu;
turuncu renk ¢aligma grubunu temsil etmektedir. Kirmizidan sartya dogru gidildikge ise;
bakteri bulunma yiizdesi artmaktadir. Yani en az bulunma yogunlugu kirmizi ile ifade
edilirken; sarida ise bakteri bulunma ylizdesi artmaktadir. Bu 1s1 grafigine gore bu
mikrobiyota verilerinde anlamli bir fark ortaya konulamamistir. Ayni sekilde bulunma
yogunlugu fazla oldugu igin, 1s1 haritasinda Caulobacteraceae familyasina baktigimizda

da, kontrol ve ¢alisma gruplari arasinda anlamli bir fark mevcut degildir.
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Diger bilimsel caligmalarin bir kisminda implantasyon basaris1 agisindan Lactobacillus
cinsinin, %90 ve iizerinde bulunma ylizdesinin onemi vurgulandigi icin ozellikle
Lactobacillus cinsine baktigimizda da kontrol ve calisma gruplar1 arasinda bizim
¢alismamizda bir farklilik goriillmemistir. Lactobacillus cinsinin yiizdesi, Mann-Whitney U
Testi ile, kontrol ve calisma gruplart arasinda karsilastirildiginda, ortanca degerlere
bakildiginda, kontrol grubu 98,00; calisma grubu 94,00 olarak bulunmustur. Ancak bu
sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,967). Sonuglar ¢izelge 4.1°de topluca
verilmistir. Anlamli bir fark olmadig: tespit edildigi i¢in 2. basamak olarak kontrol ve
calisma grubu 6rnegi olup olmadigina bakilmaksizin, % 90 altinda Lactobacillus cinsini
icerenleri (1. Grup), %90 ve iizerinde Lactobacillus cinsini icerenleri (2. Grup) olarak,
gruplara ayirma gereksinimi dogmustur. Bu 2 grup arasinda da, IHC sonuglarmda ve
histolojik giinlemelerde ki sapmalarda Lactobacillus cinsinin baskin olmasi durumunun,
etkisinin olup olmadigina bakilmistir. Bu sonuglar da Cizelge 4.2° de verilmistir ve

ayrintili olarak, endometriyal giinleme ve IHC boyama bulgularinda verilmistir.

Calismamizda, metagenomik analiz sonucuna gore, goniillillerde tespit edilmis olan

Lactobacillus cinsine ait bakterilerin tiimii Lactobacillus iners tiiriine ait ¢ikmistir.

4.2. Isik Mikroskobik Yontem Bulgular:

3 ayri boyama uygulanarak hazirlanan kesitler 15tk mikroskobunda degerlendirilmistir.
Immiinohistokimyasal yontemde secilmis olan 3 proteine kars1 gelistirilmis olan antikorlarin
bulunma yogunluklari; kontrol grubu ve ¢alisma grubu arasinda degerlendirilmis ve embriyo
tutunum basarisindaki proteinlerin rolii belirlenmeye caligilmistir. Masson’un ti¢lii boyamasi
ve (H&E) Boyamasi ile de gene bu 2 grup arasindaki Noyes kriterlerince belirlenmis

histolojik giinler ile uyumlar1 karsilagtirilmustir. Elde edilen bulgular asagidaki sekildedir.

4.2.1. Endometriyal giinleme i¢in yapilmis histokimyasal boyama bulgular:

Goniilliilere oviilasyon kiti uygulanarak, implantasyon penceresinin acgik oldugu diisiiniilen
giinlerde alimmis olan Orneklerin histolojik gilinlemelerinin yapilabilmesi i¢in, H&E
Boyamasi ve Masson’un ti¢lii boyamasi uygulanmis, Noyes kriterlerince belirlenmis bazi
onemli kriterlere gore, histolojik giinleri belirlenmistir. Bu histolojik giinler ile, oviilasyon

kitine gore saptanmis tahmini giinler arasindaki farka gore de giin sapmalar1 belirlenmistir.
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Bu sayede her iki grup arasinda, endometriyal giinleme sapmalarini karsilastirmak miimkiin

olmustur.
Noyes kriterlerince giin belirlemede ayirt edici belirgin kriterler su sekildedir;

Mitoz figiirii; 16. 17. ve 18. giinde izlenebilecek olan mitozlarin yoklugu 19. giine giris ile
karakterizedir.

Psdédostratifikasyon; Psodostratifikasyonunun bez epitelinde gézlenmesi, endometriyumun

16. Giinii ile iligkiliyken; yoklugu, histolojik olarak 19. giinii isaret etmektedir.

Subniikleer vakuoller;, Uterusun bez epitel hiicrelerinin bazalinda bulunan vakuollerdir.
Endometriyumda 16. giinde, subniikleer vakuoller diizenli olarak gozlemlenmektedir. 20.
giinde ise subniikleer vakuoller ¢ok nadirdir ve ¢ekirdekler yuvarlak sekilde temelde

yerlesmislerdir.

Stromal Odem; Stromal 6dem baslangici, 20. giinde goriilmektedir. 21. giinde artislar

gozlemlenmektedir ve 22. giinde ise doruga ulasmaktadir.

Spiral Arteriyoller; 22. giinde belirgin olmayan spiral arteriyoller, 23. giinde belirmeye

baglarlar ve 24. giinde, ¢evrelerindeki predesidual reaksiyonlara bagl olarak iyice belirgin

hale gelirler.

Resim 4.1. Kontrol (a) ve ¢aligma (b) grubundan hematoksilen eozin boyama ornekleri 17.
giine ait orneklerde glandular epitelde psddostratifikasyon azalmistir. Az sayida
mitoz goriilebilir. Subniikleer vakuoller goriilmektedir. Stromal 6dem yoktur



Resim 4.2. Kontrol (a) ve galisma (b) grubunda, 17. giinden Masson’un iglii boyama
ornekleri, stromal 6dem bu giinlerde goériilmemektedir

Tiim bu kriterlere bakilarak belirlenmis olan histolojik giinleme ile teste gore belirlenmis
endometriyum giinleri arasindaki fark bize, gilin sapmasini vermistir. Cizelge 4.1°e
baktigimizda, giin sapmasinin ortanca degerlerinde; kontrol ve galigma gruplart arasinda

fark goriilmemistir (p= 0,624).

Cizelge 4.2°de ise, 1. grup (Lactobacillus igerigi <%90) ve 2. grup (Lactobacillus igerigi
>90) arasinda, yeniden giin sapmalar1 degerlendirilmistir. 1. Grupta, 2. Gruba gore daha
yiiksek bir sapma goriilmekle birlikte, istatistiksel olarak bu fark anlamli bulunmamistir
(p=0,274).

4.2.2. immiinohistokimyasal (IHC) boyama bulgular1

Basigin, E-kadherin, Okludin proteinlerine kars1 gelistirilmis antikorlar ile yapilan IHC
incelemede, kontrol ve ¢alisma gruplari arasinda anlamli bir farklilik olup olmadigini
anlamak amaciyla; ylizeyde, bez epitelinde ve stromada ayri ayr1 olmak iizere yapilan

skorlamalara, Mann-Whitney U testi uygulanmistir. Sonuglar Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Mann-Whitney U testi kullanilarak, kontrol ve ¢aligma gruplar1 arasindaki;
IHC analizlerinin, giin sapmalarinin ve Lactobacillus cinsi bakterilerin
bulunma yiizdelerinin istatistiksel karsilastirmalari

Kontrol/Calisma | Minimum | 1. Ceyrek | Ortanca 3. Ceyrek Maksimum p Degeri
Deger Deger Deger
Yiizey epiteli Kontrol 0 1,00 1,00 3,25 5 0,212
Basigin Calisma 0 1,00 2,50 5,00 5
Bez epiteli Kontrol 0 1,00 2,00 4,00 5 0,374
Basigin Caligma 0 2,00 3,00 4,00 5
Stroma Kontrol 1 1,00 2,00 4,00 5 0,432
Basigin Caligma 0 2,00 3,00 3,00 5
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Cizelge 4.1. (devam) Mann-Whitney U testi kullanilarak, kontrol ve calisma gruplari
arasindaki; IHC analizlerinin, giin sapmalarimin ve Lactobacillus cinsi
bakterilerin bulunma yiizdelerinin istatistiksel kargilastirmalari

Kontrol/Calisma | Minimum | 1. Ceyrek | Ortanca 3. Ceyrek Maksimum p Degeri
Deger Deger Deger

Yiizey epiteli Kontrol 0 0,25 1,00 3,00 4 0,894
E-kadherin Caligma 0 0,50 1,00 2,00 4

Bez epiteli Kontrol 0 1,00 2,00 4,00 4 0,390
E-kadherin Calisma 0 0,50 2,00 2,50 4

Stroma Kontrol 0 1,00 1,00 3,00 4 0,840
E-kadherin Calisma 0 1,00 1,00 2,50 5

Yiizey epiteli Kontrol 0 0,00 1,00 2,50 5 0,538
Okludin Caligma 0 0,50 1,00 2,50 5

Bez epiteli Kontrol 0 0,00 1,00 3,50 5 0,650
Okludin Caligma 0 0,50 2,00 3,00 5

Stroma Kontrol 0 0,00 1,00 4,00 5 0,479
Okludin Caligma 0 1,50 3,00 3,50 4

Histolojik Giinleme Kontrol 16 16,00 17,00 18,50 20 0,560
(HG) Caligma 15 16,25 17,50 19,00 22

Teste gore tahmini Kontrol 18 19,00 20,00 20,00 21 0,305
giinleme (TG) Caligma 18 19,00 20,00 21,00 24

Giin Sapmasi (GS) Kontrol -4 -3,00 -2,00 0,00 0 0,624
(HG-TG) Calisma -8 -3,00 -2,00 -1,00 0

Lactobasilus yiizdesi Kontrol 0 0,00 98,00 100,00 100 0,967

Caligma 0 0,00 94,00 100,00 100

Bu ¢izelgeye gore, ortanca degerler iizerinden gittigimizde;

Basigin pozitifligi; ylizey epitelinde, bez epitelinde ve stromada, ¢calisma grubunda, kontrol
grubuna gore daha yiiksek bulunmustur. Ancak sonuglar istatistiksel olarak anlaml

bulunmamastir.

E-kadherin pozitifligi; ylizey epitelinde, bez epitelinde ve stromada, ¢alisma ve kontrol

grubunda esit bulunarak arada fark gériilmemistir.

OkKludin pozitifligi; yiizey epitelinde, calisma ve kontrol grubunda esit bulunmustur. Bez
epitelinde ve stromada ise, ¢aligma grubunda kontrol grubuna goére daha yiiksek olarak

saptanmistir.

Tabloda, ayrica Lactobacillus cinsinin yiizdesi kontrol ve caligma gruplar1 arasinda
karsilastirtlmigtir. Ortanca degerlere bakildiginda, kontrol grubu 98,00; calisma grubu
94,00 olarak bulunmustur. Ancak bu sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=
0,967). Bu nedenle ¢alismamizda ikinci bir basamak olarak, kontrol ve calisma grubu
ornegi olup olmadigina bakilmaksizin, % 90 altinda Lactobacillus cinsini igerenleri (1.
Grup), %90 ve iizerinde Lactobacillus cinsini igerenleri (2. Grup) olarak, gruplara ayirma
gereksinimi duyduk. Olusturulan bu yeni 2 grup arasinda da, IHC sonuglarinda ve
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histolojik giinlemelerde ki sapmalarda Lactobacillus cinsinin baskin olmasi durumunun,

etkisinin olup olmadigina bakildi. Sonuglar Cizelge 4.2’ de verilmistir.

Cizelge 4.2. 1. Grup (% 90 altinda Lactobacillus cinsini igerenler) ve 2. Grup (%90 ve
iizerinde Lactobacillus cinsini igerenler) arasindaki sonuglarin, Mann-
Whitney U testi kullanilarak, IHC farkliliklar ve giin sapmasi yoniinden
karsilastirilmasi. Istatistiksel olarak anlamli ¢ikan sonuglar (0.01<=p<0.05)
tabloda sar1 ile gosterilmistir

1(<90)/2 (=90) Minimum 1. Ceyrek Ortanca Deger | 3. Ceyrek Maksimum | p Degeri
Deger Deger

Yiizey epiteli 1 1 1,00 3,00 5,00 5 0,218
Basigin 2 0 1,00 1,00 3,00 5

Bez epiteli 1 1 2,00 3,00 4,00 5 0,234
Basigin 2 0 1,00 2,00 4,00 5

Stroma 1 1 1,50 3,00 3,75 5 0,235
Basigin 2 0 1,00 2,00 3,00 5

Yiizey epiteli 1 0 1,00 1,50 4,00 4 0,108
E-kadherin 2 0 0,00 1,00 2,00 3

Bez epiteli 1 0 1,00 1,50 3,75 4 0,349
E-kadherin 2 0 1,00 2,00 3,00 4

Stroma 1 1 1,00 2,00 3,75 5 0,024
E-kadherin 2 0 1,00 1,00 2,00 3

Yiizey epiteli 1 0 0,25 1,00 3,00 5 0,290
Okludin 2 0 0,00 1,00 2,00 4

Bez epiteli 1 0 1,00 2,50 3,00 5 0,016
Okludin 2 0 0,00 0,00 2,00 4

Stroma 1 0 2,00 3,00 3,75 4 0,038
Okludin 2 0 0,00 1,00 3,00 4

Histolojik 1 15 16,00 16,00 18,50 20 0,186
Giinleme (HG) 2 16 17,00 18,00 19,00 22

Teste gore tahmini | 1 18 19,25 20,00 21,00 23 0,488
giinleme (TG) 2 18 19,00 20,00 21,00 24

Giin Sapmasi (GS) | 1 -8 -4,75 -3,00 -2,00 0 0,274
(HG-TG) 2 -4 -3,00 -2,00 -1,00 0

Cizelge 4.2°ye bakildiginda, anlamli bulunan istatistiksel farklar su sekildedir;

e Stromada, E-kadherin tutulumunun, ortanca degerlerine bakildiginda, 1. grupta (L<90),
2. Gruba gore (L>90) daha yiiksek oldugu tespit edilmistir ve bu fark anlamh
bulunmustur (p= 0,024).

e Bez epitelinde, okludin tutulumunun, ortanca degerlerine bakildiginda, 1. grupta
(L<90), 2. Gruba gore (L>90) daha yiiksek oldugu saptanmis ve bu fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p= 0,016).

e Stromada, Okludin tutulumunun ortanca degeri, 1. grupta (L<90), 2. Gruba gére (L>90)
gene daha yiiksek olarak belirlenmis ve istatistiksel olarak bu fark anlamli ¢ikmistir (p=
0,038).
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Cizelge 4.2’de diger sonuglara da baktigimizda,

Basigin pozitifligi; yiizey epitelinde, bez epitelinde ve stromada, 1. grupta daha yiiksek

saptanmistir.

E-kadherin pozitifligi; yiizey epitelinde ve stromada, 1. grupta daha yiiksek; bez epitelinde
ise 2. grupta daha yiiksek bulunmustur.

OKludin pozitifligi; yiizey epitelinde, esit bulunmus; bez epitelinde ve stromada ise, 1.

grupta daha yiiksek olarak saptanmistir.

Ayrica bu gizelgeye bakarak, giin sapmasinin 1. grupta daha yiiksek bulunmus olmasinin
yani sira, bu farkin istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,274).

Anti-Basigin, Anti-E-kadherin ve Anti-OKkludin antikorlarin1 kullanarak yapmis
oldugumuz immiinuhistokimyasal boyamalar ve onlarin yiizey epitelinde, bez epitelinde,

son olarak da stromadaki immiinoreaksiyon skorlamalarinin, ortanca degerlerinin (OD)

sekillerle gosterimi asagidaki gibidir.

Resim 4.3. Anti-Basigin antikoru kullanilarak, yiizey epitelinde yapilmis olan immiino-
histokimyasal boyamalar. a. Kontrol grubu (OD=1,00); b. Calisma grubu
(OD=2,50) olarak immiinoreaksiyon skorlamalar1 yapilmistir
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Resim 4.4. Anti-Basigin antikoru kullanilarak, bez epitelinde yapilmis olan immiino-
histokimyasal boyamalar. a. Kontrol grubu (OD=2,00); b. Caligma grubu
(OD=3,00) olarak immiinoreaksiyon skorlamalar1 yapilmistir

Resim 4.5. Anti-Basigin antikoru kullanilarak, stromada yapilmis olan immiino-
histokimyasal boyamalar. a. Kontrol grubu (OD=2,00); b. Calisma grubu
(OD=3,00) olarak immiinoreaksiyon skorlamalar1 yapilmistir
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Resim 4.6. Anti-E-kadherin antikoru kullanilarak, yiizey epitelinde yapilmis olan immiino-
histokimyasal boyamalar. a. Kontrol grubu (OD=1,00); b. Calisma grubu
(OD=1,00) olarak immiinoreaksiyon skorlamalar1 yapilmistir

Resim 4.7. Anti-E-kadherin antikoru kullanilarak, bez epitelinde yapilmis olan immiino-
histokimyasal boyamalar. a. Kontrol grubu (OD=2,00); b. Calisma grubu
(OD=2,00) olarak immiinoreaksiyon skorlamalar1 yapilmistir



62

Resim 4.8. Anti-E-kadherin antikoru kullanilarak, stromada yapilmig olan immiino-
histokimyasal boyamalar. a. Kontrol grubu (OD=1,00); b. Calisma grubu
(OD=1,00) olarak immiinoreaksiyon skorlamalar1 yapilmistir

—_—

Resim 4.9. Anti-Okludin antikoru kullanilarak, yiizey epitelinde yapilmig olan immiino-
histokimyasal boyamalar. a. Kontrol grubu (OD=1,00); b. Calisma grubu
(OD=1,00) olarak immiinoreaksiyon skorlamalar1 yapilmistir
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Resim 4.10. Anti-Okludin antikoru kullanilarak, bez epitelinde yapilmis olan immiino-
histokimyasal boyamalar. a. Kontrol grubu (OD=1,00); b. Calisma grubu
(OD=2,00) olarak immiinoreaksiyon skorlamalar1 yapilmistir

—_—

Resim 4.11. Anti-Okludin antikoru kullanilarak, stromada yapilmis olan immiino-
histokimyasal boyamalar. a. Kontrol grubu (OD=1,00); b. Calisma grubu
(OD=3,00) olarak immiinoreaksiyon skorlamalar1 yapilmistir
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5. TARTISMA

Taze ya da dondurulmus olarak transferi uygulanmis, iyi kalitedeki embriyolara ragmen,
en az li¢ siklusta gebelik elde edilemeyen durumlar, tekrarlayan implantasyon basarisizligi
(RIF) olarak ifade edilmektedir. Implantasyon; embriyonun endometriyum luminal
ylizeyine baglandigi, ardindan da epitel yoluyla gogiinii ve invazyonunu igeren bir siirectir.
Kaliteli embriyo transferlerine ragmen ard arda gebelik elde edilememesi RIF seklinde
tanimlandirilmaktadir. Ancak IVF denemelerinde basarisiz siklus sayisini veya transfer
edilen toplam embriyo sayisini1 tanimlayan resmi bir kriter bulunmamaktadir. Buna gore,
IVF uygulayan farkli saglik merkezleri ve kuruluglar, RIF i¢in farkli tanimlar
kullanabilirler (Shufaro ve Schenker, 2011). Biz de calismamizda toplam 30 goniillii
kadinin endometriyal biyopsi orneklerini kullanarak, ¢alisma grubu ve kontrol gurubu adi
altinda iki gruba ornekleri ayirdik. Calisma grubu goniilliileri; son 2 yil igerisinde IVF
tedavisine katilmis olan, en az 2 siklusta da iyi kalitede embriyo transfer edilmis (5. giin de
blastokist asamasinda transfer edilmesi sartiyla) olmasina ragmen (dondurulmus ya da taze
embriyo transferi) gebelik kesesi olusmamis kisileri kapsamaktadir. Kontrol grubu
goniillillerimiz ise; gene son 2 yil igerisinde tiip bebek merkezine bagvurmus olan kadinlar
arasindan, 5. giin transferi ile ilk seferde gebelik elde edilerek canli doguma ulasabilmis

kisiler arasindan segilmistir.

Endometriyal ve vajinal mikrobiyotanin yap1t ve kompozisyonunun kadinlarda
degisebilecegi gosterilmistir. Hormonal diizenlemeden bagimsiz olan bir endometriyal
mikrobiyotanin varligi bircok calismada mevcuttur. Son yillarda, 16S rRNA gen

sekanslamasi yonteminin kullanimi hizla artmaktadir (Moreno ve arkadaslari, 2016).

Makalelerin bircogunda endometriyumda Lactobacillus bakterilerinin bulunmamasi, tireme
fonksiyonlari iizerinde olumsuz etkilerle koreledir ve implant basarisizliginin ve gebelik
diisiiklerinin agiga ¢ikan bir nedeni olarak goriilmektedir (Moreno ve arkadaslari, 2016).
Vajinal mikrobiyota tipik olarak menstrual siklus siiresi, cinsel aktivite, hijyenik iiriinler, i¢
camasirt kompozisyonu gibi faktorlere dayali olarakta degisebilmektedir (Gajer ve

arkadaglari, 2012).

Bizim ¢alismamizda, kesfedilen Lactobacillus cinslerinin timi Lactobacillus iners tiiriine

ait olarak tespit edilmistir. Lactobacilli, uzun zamandir 6énemli bilesenler olarak kabul
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edilmistir. Saglikli insan vajinasinin Lactobacillus iners vajinada en sik saptanan bakteri
tiiriidiir, ancak hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir (Macklaim ve arkadaslar1, 2011). Ureme
caginda, kadinlarin vajinal mikrobiyotasina hakim oldugu bilinen 4 tiir vardir. Bunlar;
Lactobacillus crispatus, L. gasseri, L. jensenii ve L. mers’dir ve L. iners’da karsilagsma
siklig1 en yiiksek olan tiirdiir (Ravel ve arkadaslari, 2011). Bizim ¢alismamizda tiimiiniin L.
iners olmasmin nedeni hem vajinal mikrobiyotada en yiiksek siklikla karsilasilan
Lactobacillus tlirli olmasindan, hem de calistifimiz o6rnek sayisinin  azligindan
kaynaklaniyor olabilir. Calismay1r daha yiiksek sayida goniilli ile yapmak ileride bu

sonuclarin giivenilirligini arttiracaktir.

2016 yilinda, 22 fertil kadin ile yapilmis olan bir mikrobiyota ¢alismasinda, (Moreno ve
arkadaglari, 2016) endometriyal sivi ve vajinal aspirasyon oOrnekleri, ayni menstriial
siklusta, implantasyon Oncesi ve implantasyon doneminde toplamda 44 o&rnek ile
incelenmistir. Sonucunda uterin kavitesi ve vajinal aspirasyon 6rneklerinin farkli ve cesitli
bakteri floralarina sahip oldugunu bulunmustur. Lactobacillus domine olan floralar % 90
ve lizerinde tanimlanarak; 1. grup; % 90 ve altinda Lactobacillus iceren florlar ise 2. grup
olarak incelenmistir ve 2. grupta implantasyon oranlarinda ciddi dislisler
gbzlemlemislerdir. Buradan da implantasyon sirasinda bakteri florasinda meydana gelen ya
da gelebilen degisimlerin, IVF uygulamalarinin basarisinda fark yarattigi sonucu ortaya
konulmustur. Gene 2016 yilinda yapilmis olan bir diger calismada (Linda ve Giudice,
2016), bizim c¢alismamizda da oldugu gibi 16S rRNA sekanslama yapilmistir. Burada
endometriyal sivi ve vajinal aspirasyon sivilart kullanilmistir. Lactobacillus baskin
olmayan (L<%90), floralara sahip hastalarda implantasyon oranlarinda diisiis ve diisiik
oranlarinda artis tespit etmislerdir. Bu c¢aligmalarda oldugu gibi Lactobacillus oraninin
baskin olmas1 durumunda (L>%90), IVF ve implantasyon basarisinin olumlu etkilendigine
yonelik calisma sayist fazladir. Bu nedenlerle biz de c¢alismamizi kurarken ayni
Lactobacillus baskinligin1 goéz onilinde bulundurduk ve Lactobacillus ylizdeleri {izerinden
gittik ve bu durumun tekrarlayan implantasyon basarisinda etkili olup olamayacagini
aragtirmay1 hedefledik. Bulgularimizda, Cizelge 4.1°deki tablomuzda da goriildiigii iizere,
RIF olan goniilliilerde de (¢calisma grubu), IVF sonucu basarili dogum yapmis gontilliilerde
de (kontrol grubu) Lactobacillus oranlart % 90’ iizerinde bulunmustur. Lactobacillus
baskinlig1 her ne kadar ikisinde de bu oranin iizerinde oldugu i¢in etki etmiyormus gibi
goriinse de bu oran kontrol grubunda % 98’ken calisma grubunda % 94’¢ diismiistiir.

Kontrol grubunda, bu oranin daha yiiksek bulunmus olmasi agisindan diger c¢alismalara
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paralelik gostermistir. Ancak bu tip bir ¢alismada ileride goniillii sayisinin arttirilmasi
gerekmektedir. Bu tarzda genisletilmis mikrobiyota ¢alismalarinin sonucunda belki de IVF
basarisini arttirabilmek icin antibiyotik tedavisi uygulanabilir. Bu sayede patojen ya da
istenmeyen mikroorganizmalarin floradan elenmesi saglanarak ileride implantasyon basari

oranlari arttirilabilir.

1950 yilinda Noyes ve arkadaslar1 “Dating the Endometrial Biopsy” adi altinda bir ¢alisma
yaymmlamislardir ve bu ¢alismada alinmig olan endometriyal biyopsi 6rneklerinin histolojik
olarak gilinlemeleri detaylica yapilmistir (Noyes ve arkadaslari, 1950). Giinlimiizde de hala
giincel olarak kullanilan bu kriterler endometriyal giinleme agisindan 6nemi korumaktadir.
Ayrica 2020°de yenilenmis bir calismada da endometriyal giinlemede histolojik kriterler
genigletilip gilincellenerek tekrar ele alinmistir (Alfer ve arkadaslari, 2020). Bu caligmaya
gore histolojik olarak en goze ¢arpan kriterler kullanilmistir. Endometriyumun histolojik
olarak implantasyona uygun bir sekilde hazir olmasi kuskusuz ki hem implantasyon hem
de IVF basarisi icin olduk¢a onemlidir. Biz de calismamizda, kontrol ve calisma
gruplarinda histolojik giinlemelerinde sapma farkliliklart var m1 bunlar1 karsilagtirmay1
hedefledik. Sonuclara gore, iki grup arasindaki giin sapmalari esit bulundu. Ayrica
Lactobacillus baskinliginin bu giin sapmalarinda etkisinin olup olmadigini incelemek i¢in
baktigimizda da, bu baskinligin giinlemede anlamli bir istatistiksel fark yaratmadiginm
gordiik. Ancak bu sonuglarin desteklenebilmesi i¢in, ornek sayisinin arttirilarak ileri

caligmalarin planlanmasi gerekmektedir.

Implantasyon sirasinda trofektoderm epiteli ile endometriyumda hiicre-hiicre temasi
olduk¢a onemlidir. Bu esnada da bir¢ok molekiiliin rolii vardir. Biz de ¢alismamizda
implantasyon penceresinin agik oldugu giinlerde dnemli goriilen Basigin, E-kadherin ve
Occludin’i segerek, bu donemdeki ifadelerini, yiizey epitelinde, bez epitelinde ve stromada

gruplar arasinda ayri ayr1 karsilagtirmay1 hedefledik.

Basigin ile ilgili ¢ok sayida calisma olmasina ragmen; Basigin’in normal uterus
fonksiyonundaki rolii hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir (Li ve arkadaslari, 2021). Hala

aydinlatilamamis ve karmasik birgok noktast vardir.

Basigin, komsu hiicreler arasindaki homotipik etkilesim ile aktive edilebilir. Ancak ayni

zamanda matris metaloproteinaz (MMP) aracili proteoliz aktivatérii olarak da
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bilinmektedir (lacono ve arkadaslari, 2007). Kimi PCR ile yapilmis ¢aligmalarda infertil
endometriyumlarda MMP-2 ve MMP-9 ifadelerinin fertil endometriyumlarina gére daha
diisiik oldugu tespit edilmisken (Wu ve Zhon, 2003); aksine bazi ¢alismalarda da infertil
endometriyumunda daha yiiksek MMP mRNA seviyelerine rastlanmistir (Oner ve Oner,
2013). Farkli sonuclar alinmis ¢alismalar oldugu goriilmektedir. Bu nedenle implantasyon
asamasinda MMP etkisinin incelenmesi i¢in daha ayrintili ¢alismalara ihtiya¢ vardir.
Desidualizasyon asamasinda, uterusta ECM yikimimin gerceklesmesi ve bu yikimin
implantasyonda biiyiik rolii olmasi bu konuda 6nemlidir. Endometriyal epiteldeki Basigin,
MMP’lerin trofoblast tarafindan ifade edilmesini uyararak, trofoblastin liimen epiteline
invazyonuna katkida bulunabilir ancak bizim ¢alismamizda embriyo mevcut olmadigindan,
Bunu net olarak saptamamiz séz konusu degildir. Ancak farkli sonuglar literatiirlerde
mevcut oldugundan daha ¢ok arastirilmaya ihtiya¢c duyulan bir konu olarak karsimiza

cikmustir.

Uterus epitel hiicrelerinde, basigin disa vurumunun, proliferatif faz sirasinda en giicli
sekilde ifade edildigi bildirilmistir (Braundmeier ve arkadaslari, 2006). Bizim
caligmamizda, implantasyon penceresinin aktif oldugu donem segildiginden, sekretuvar
fazda calismalarimiz yapilmistir. Bu nedenle yiizey epitelinde Basigin’in baglanmasi,
calismamiza gore, ortanca degerlere bakildiginda, hem kontrol grubunda (1,00) hem de
calisma grubunda (2,50) olarak skorlanarak, c¢ok giicli bulunmamistir. Basigin
pozitifliginin giicli skorlara sahip olmamasit bizim ¢aligmamizda da bu fikri

desteklemektedir.

Basigince yoksun mutant farelerin, her iki cinsiyette de kisirlik sergilemesi 6nemini ortaya
koymaktadir. Bir c¢ok calisma Basigin genindeki bozuklugun, implantasyon dahil,
dollenme ve diger lireme sonuglarinda basarisizliga yol agtigini vurgulamistir. Ancak hangi

mekanizma ile bunu gergeklestirdigi agikliga kavusmamaistir.

Basigin ifadesinin, endometriyum-embriyo tutunum bdlgesinde, lokal olarak arttigi ve,
basigin genine sahip olmayan mutant farelerin ciddi sekilde riskli implantasyon oranlarina
sahip oldugu bildirilmistir (Igakura ve arkadaslari, 1998). Kuno ve arkadaslari tarafindan,
fare endometriyumundaki basigin ifadesinin, limende embriyo olmayan bolgelere gore
daha giiclii oldugu bulunmustur. Northern blot analizinde, farelerle yapilan bir deneyde,

Basigin mRNA ifadesinin, erken gebelik sirasinda gegici olarak arttigi ve implantasyon
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gerceklestiginde yaklasik 4.5 giinde zirve yaptigi gozlemlenmistir. Bizim ¢alismamizda,
embriyo ¢alismaya dahil edilmediginden bu konu ile ilgili herhangi bir tezimiz
bulunmamaktadir. Ancak embriyo olmadigi ve dolayisiyla implantasyon aninda
olmadigimiz i¢in ¢ok giicli Basigin ifadelerine rastlamamis olmamiz, bu fikirleri

desteklemektedir.

Baska bir ¢alismada da, Basigin mRNA, gebeligin 1. giiniinde esas olarak liimen epitelinde
lokalize olmustur. Luminal epiteldeki basigin mRNA miktar1 gebeligin 2. gilinlinden
itibaren kademeli olarak azalmis ve gebeligin 3-5. giinlerinde diigmiistiir. Bununla birlikte,
orta miktarda bir basigin mRNA'st ilk olarak gebeligin 3. giiniinde glandiiler epitelde
saptanmis ve bu silire boyunca da korunmustur. Hamileligin 4., 5. ve 6. giinlerinde, basigin
mRNA's1 esas olarak implante blastosistte ve blastosisti ¢cevreleyen liimen epitelinde tespit
edilmistir. Gebeligin 7. glinlinden 8. gliniine kadar basigin mRNA sinyali kademeli olarak
artarak ve embriyolarda ve desidualize hiicrelerde giiclii bir sekilde tespit edilmistir (Xiao
ve arkadaslar1, 2002b). Tiim bu ¢alismalar, Basigin miktarinin implantasyonda lokal olarak
ifadesinin arttigin1 ve bunu takip eden gebelik giinlerinde de degisim dinamiginin aktif
oldugunu gostermektedir. Bizim c¢alismamiz ise; implantasyon Oncesi durumda, Basigin
ifadesi, yiizey epitelinde, bez epitelinde ve stromada arastirildigindan 6zgiin bir calisma

olmustur.

Noguchi ve arkadaslar1 2003 yilinda yaptiklar1 ¢alisma ile, Basigin’in adet dongiisiiniin
kisitlh zaman araliklarinda dahi molekiiler varyantlarin1 gozlemlemislerdir. Bu nedenle
endometriyum Orneklerinin alindigi zaman diliminin Basigin pozitifligi sonuglarinda
olduk¢a Onemli oldugunu gorebiliyoruz. Biz de calismamizda her bir katilimciya
oviilasyon test kiti uyguladik ve genel olarak implantasyon penceresinin acik oldugunu
disiindiigiimiiz giinleri endometriyal biyopsi gilinli olarak sectik. Ancak bu aralik 3-4
giinliik bir siireyi kapsadigindan tiim hastalarda Basigin ifadesini degerlendirebilmek igin

ayni donemi yakalayamamis olmamiz muhtemeldir.

Ayni ¢alismada, immiinofloresans ve proteomik analizi ile, insan endometriyumunda hem
bez epitel, hem de stromal hiicrelerde giiclii disa vurum; epitel yiizeyde ise zayif bir
Basigin ifadesi gozlemlemislerdir. Bu agidan bakildiginda bizim ¢alismamiz da bu sonucu
desteklemektedir. Hem kontrol, hem c¢alisma gruplarinda, yiizey epiteli; Basigin’in

ifadesinin goriildiigli en zayif bolgedir.
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Calismamizda, Basigin pozitifligi; ilging olarak; yiizey epitelinde, bez epitelinde ve
stromada; c¢alisma grubunda, kontrol grubuna goére daha yiiksek bulunmustur. Ancak
Basigin’in implantasyon asamasinda, implantasyon bolgesinde lokal olarak arttigi goz
Ontine alindiginda bu sonug bize sadece implantasyon dncesi, basigin yogunlugu hakkinda
bilgi vermektedir. Bu sonuca goére implantasyon oncesi Basigin ifadesinin diisiik olmasi,
ileride implantasyon ftzerinde pozitif etki yaratabilecegini gostermektedir. Gebelik
mimkiin olmadig1 i¢in, embriyonun endometriyum iizerindeki etkisi tam olarak
belirlenemediginden anlamli bir farklilik bulunamis olabilir. Ancak sonuglarimiz, Basigin
ifadelerinin, implantasyon Oncesi donemde genel olarak diisiik oldugunu gostererek

Igakura ve arkadaslarinin ¢alismasini desteklemistir (Igakura ve arkadaslari, 1998).

Bir sonraki gruplandirmamiz ise mikrobiyotasinda, % 90 oranmin altinda Lactobacillus
cinsi igerenler, 1. grup; % 90 ve lizerinde Lactobacillus cinsi igerenler, 2. grup seklindedir.
Bu gruplar arasindaki Basigin ifadelerine baktigimizda; yiizey epitelinde bez epitelinde ve
stroma da 1. grupta daha yiiksek bulunmustur. Ancak sonuglar her ne kadar istatistiksel
olarak anlamli ¢ikmamis olsa da bununla ilgili ileri ¢alismalara gereksinim duyulmaktadir.
Ciinkii tim Lactobacillus cinslerimiz Lactobacillus iners tiirtine ait bulunmustur ve bu

tiirtin Basigin ifadesini nasil etkiledigine dair literatiirde bir ¢alisma mevcut degildir.

E-kadherin, homotipik ya da heterotipik baglanma yoluyla hiicre-hiicre etkilesimine
aracilik eden, kalsiyuma bagimli CAM ailesine ait, hiicre ylizey transmembran
glikoproteinidir (Stemmler, 2008). E-kadherin, lateral epitelyal plazma membraninda
bulunur ve adherens baglantilarinin kurulmasi ve stirdiiriilebilirligi agisindan kritik olmasi
muhtemeldir (Gumbiner, 1996; Huber ve arkadaslari, 1996; Poncelet ve arkadaslar1, 2002).
[lk asamalarda, epitel devamliligi igin hiicre yiizeyinde ifade edilmesi gerekli olabilir.
Ancak sonrasinda, kadherin aracili adezyon, blastosist invazyonunu saglamak icin
sonradan implantasyon yerinde asagi diizenlenebilecegi hipotezi kurulmustur (Singh ve
Aplin, 2009). E-kadherinlerin, embriyogenezde; gastrulasyon, noriilasyon ve
organogenezde merkezi bir rol oynadiklari1 bilinmektedir. Ayrica hamileligin basarili bir
sekilde baslatilmasi i¢in bir embriyo varliginda daha da modiile edildigi raporlanmistir. E-
kadherin kodlayan gen olan kadherince yoksun mutant farelerde, uterus epiteli diizensiz
bulunmustur (Reardon ve arkadaslari, 2012). Endometriyum, embriyo alici bir duruma
ulagmak i¢in detayli bir sekillenme geciren dinamik yapidir. Ayrica E-kadherin ifadesi,

infertil kadinlarin epitellerinde ve bazi endometriyal bozukluklarda degisiklik gosterdigi
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saptanmistir (Kakar ve arkadaslari, 2019; Matsuzaki ve arkadaslari, 2010; Mishra ve
arkadaslari, 2020; Whitby ve arkadaslari, 2020). Shirane ve arkadaslariin 2012 yilinda
yapmis oldugu bir ¢alismada luteal fazda E-cadherin mRNA seviyeleri dnemli dlgiide
arttigin1 tespit etmislerdir (Shirane ve arkadaslari, 2012). Ancak bizim caligmamizda
implantasyon penceresi araliginda giigli E-kadherin ifadelerine rastlanmamistir. Ortanca
deger skorlamalarimiz; yiizey epitelinde, bez epitelinde ve stromada sirasiyla; 1,00; 2,00;
1,00 seklinde, kontrol ve calisma gruplar1 arasinda fark goriilmeksizin sonu¢lanmistir. E-
kadherin ifadesi farkinin gruplar arasinda goriillmemis olmasi bize her ne kadar bu baglanti
biriminin yiizey epiteli ve yan yiiz baglantilar1 agisindan implantasyonda etkisi olmadigini
diisiindiirtse de; ancak burada implantasyon anindaki sonuglart gormemiz, embriyo ile
calismadigimizdan miimkiin degildir. Bu sebeple embriyonun endometriyum {tizerindeki
etkisi tam olarak belirlenemediginden anlamli bulunamamis olabilir. Bu nedenle

sonuglarimizin kontrol ve ¢aligma gruplarinda esit ¢ikmis olabilir.

E-kadherince yoksun mutant farelerde implantasyon 6ncesi, embriyo gelisiminde kusur ve
implantasyon basarisizliklar1 gézlemlenmistir (Larue ve arkadaslari, 1994; Riethmacher ve
arkadaslari, 1995). Bunun nedeni, uterus epitelinin diizensiz olmasina baglanabilir.
Implantasyon asamasinda ise literatiirlerde cesitli goriisler mevcuttur. Son yillarda,
blastosistin endometriyuma baglanma siirecinde, E-kadherin ifadesinde kayip oldugu
goriisii agir basmis olsada (Verma ve arkadaglari, 2021), calismalarin bir kismi
embriyonun implantasyon bolgesinde, endometriyal epitel hiicrelerinde, E-kadherin kaybi
oldugunu; bir kismi artis oldugunu bildirirken bir kismi da bizim ¢alismamizda oldugu
gibi, fark goriilmedigini bildirilmistir (Arora ve arkadaslari, 2016; Ashary ve arkadaslari,
2018; Dudley ve arkadaslari, 2017; Guo ve arkadaslari, 2009; Jha ve arkadaslar1, 2006;
Payan-Carreira ve arkadaslari, 2016). Ancak bizim ¢alismamizin farki; embriyo ortamda
olmadiginda gruplar arasinda esit bulmamizdir. Bu sonucumuz gostermektedir ki;

implantasyon oncesi donemde, E-kadherin ifadesi, IVF basarisini etkilememistir.

E-kadherinin, insan embriyo implantasyonundaki rolii ¢alismalardan da goriildiigii tizere,
tam olarak bilinmemektedir, ekspresyon modeline dayanarak, implantasyonda 6nemli bir
roli  oldugundan siiphelenilmektedir. Ancak deneysel modelleri gelistirerek,
literatiirlerdeki bu sonug farkliliklarinin da giderilmesi i¢in, ileride daha fazla 6zellesilmesi

gereken bir konu olarak diistiniilmiistiir.
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Mikrobiyotasinda, % 90 oraninin altinda Lactobacillus cinsi icerenler, 1. grup; % 90 ve
tizerinde Lactobacillus cinsi igerenler, 2. grup olarak nitelendirilmislerdir. Bu 2 grup
arasindaki E-kadherin pozitiflikleri incelendiginde, stromada; 1. grupta, 2. gruba goére daha
yiiksek bulunmustur ve istatistiksel olarak bu sonu¢ anlamlidir (p= 0,024). implantasyon
penceresi donemi sonrasi sekretuvar evre ile devam edilecek bir siiregtir. Bezlerin olusumu
icin bu siiregteki e-kadherin dalgalanmalar1 yasaniyor olabilir. Stromada bu tarz bir
farkliligin yakalanmis olmasi ilgingtir ve ilerleyen zamanlarda buradaki mekanizmalarinin
anlagilabilmesi i¢in, daha ¢ok c¢aligmaya ihtiyag duyulmaktadir. Caligmamizda
Lactobacillus cinsi olarak tespit edilmis tiim tiirler Lactobacillus iners tiiriine ait olarak
bulunmustur ve daha 6nce Lactobacillus iners ve E-kadherin pozitifligi tizerine yapilmis
herhangi bir literatiire rastlanmamistir. Ancak bakteri floresindaki degisimin, E-kadherin

pozitifligine etkisi oldugu agiktir.

Endotelyal ve epitelyal kisitlayicilarin, insan da dahil olmak iizere, tim yasam formlarinda
kritik bir rol oynadig1r bilinmektedir. Siki baglantilar da bu engellerin 6nemli bir
bilesenidir. Okludin ise, bu siki baglantilarin 6nemli bir parcasimi temsil etmektedir
(Feldman ve arkadaglari, 2005). OKludin, siki baglantilarin stabilizasyonuna ve optimal
bariyer fonksiyonuna katkida bulunan bir integral membran proteinidir (Cummins, 2012).
Gebeligin erken donemlerinde embriyonun olumsuz dis ortam kosullarindan korunmasinin,
implante olan embriyonun yakin c¢evresini kaplayan desidual hiicreler tarafindan
olusturulan gecici bir gegirgen bariyerin olusturulmasiyla elde edildigi diisiiniilmektedir.
Polarize epitel normalde maddelerin hiicre i¢i gegisini dar baglantilarla diizenleyerek bir
bariyer gorevi goriir. Ancak, desidualize stromal hiicreler tarafindan implantasyon
sirasinda olusturulan gegirgenlik bariyerinin dogast ve diizenlenmesi {izerine sinirh bilgi
bulunmaktadir. Siki baglanti proteinlerinden, okludin, klaudin-1, zonula okludens-1 ve
zonula okludens-2'nin, tiimiiniin ifade edildigini ve embriyoyu c¢evreleyen bir bariyer
olusturan desidualize stromal hiicrelerin fiziksel varlig: ile iligkili oldugunu gosteren bir
calisma mevcuttur. Bu bariyerin olusumunda, blastosist trofektoderminin uyarict oldugu
calismalarda gosterilmistir (Wang ve arkadaslari, 2004). Bizim ¢alismalarimizda embriyo
kullanilmadig i¢in, implantasyon sirasinda gézlemlenen bu giiglii ifadelerine esyonlarina
ylizey epitelinde, hem kontrol hem de ¢alisma gruplarinda rastlanmamistir ve her ikisinde
de ortanca degerler 1,00 olarak saptanmis, zayif baglanmayla esitlik gostermislerdir.

Sonuglarimiz bu nedenle, diger literatiirlerle paralellik gostermektedir.
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Ancak dikkat c¢ekici bir bulgu olarak, Okludin pozitifligi yiizey epitelinde fark
yaratmazken, bez epitelinde ve stromada ise galisma gruplarinda, kontrol gruplarina gore
daha yiiksek bulunmustur. Bu durumun, implantasyon basarisint olumsuz etkileyip
etkilemeyecegini gormek i¢in daha detayli, ileri ¢aligmalara gereksinim duyulmaktadir. Bu
sonug diger gelecekteki c¢alismalarin Onciiliinii olusturabilecek kadar ¢arpicidir. Kontrol
gruplarinda, stromada 1,00 olarak saptanan ortanca deger, ¢alisma grubunda 3,00 olarak
bulunmustur. Bunun nedeninin, Ornekleri aldigimiz zamanin akabininde, sekresyon

donemine gegilecegi i¢in oldugu diistiniilmektedir.

2010 yilinda raporlanmis olan bir ¢aligmada Lactobacillus plantarum’un epitelyal siki
baglantilar1 uyardig1 goriilmiistiir. Lactobacillus plantarum’ un artisi, Zonula Okludens-1
ve bir transmembran proteini olan occludin’in artan boyanmasina sebep olmustur
(Karczewski ve arkadaslari, 2010). Bizim sonug¢larimizda Lactobacillus cinsine ait tim
tirler Lactobacillus iners olarak kesfedilmistir. Bu yiizden Lactobacillus % 90 ve {izeri ve
%90 nin alt1 olarak nitelendirilen 2 grup arasindaki sonuglar1 karsilagtirirken bu durumu
daha da ozellestirerek Lactobacillus iners bulunma yogunlugundan da soz edebiliriz.
Buradan yola ¢ikarak biz de Lactobacillus iners miktar1 % 90 ve iizeri gruplarda okludin
pozitifligi acisindan degiskenlik gosterebilecegini diisiindiik. Bizim sonuglarimiza
bakildiginda; yiizey epitelinde, Lactobacillus iners yogunlugunun artisi, okludens
pozitifligi acisindan esit bulunarak fark yaratmadig tespit edilmistir (p= 0,290). Ancak bez
epitelinde ve stromada istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bizim ¢alismamizda
raporlanmistir. Mikrobiyotasinda, % 90 oranmin altinda Lactobacillus cinsi igerenler, 1.
grup; % 90 ve iizerinde Lactobacillus cinsi i¢erenler, 2. grup olarak nitelendirilmislerdir.
Bez epiteli ve stromada Okludin pozitifligi, 1. gruplarda daha yiiksek goriilmiistiir ve bu
sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. (bez epitelinde, p= 0,016; stromada, p=
0,038) Bu sonuglara gore, Lactobacillus Iners cinsi bakterilerin mikrobiyotada bulunma
yogunlugu %90 ve iizerindeyse Occludin pozitifligi bez epitelinde ve stromada diisiiyor.
Bu durum implantasyon ve sonrasi donemlerde pozitif etki yaratabiliyor olabilir; ancak

kesin bir ifade i¢in, caligsmalar genisletilmelidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Implantasyon siireci, endometriyumun tek basina etkili oldugu bir siire¢ degil; embriyo ve
endometriyum arasinda karsilikli gelisen bir siirectir. Trofektoderm epiteli ile
endometriyumda,  hiicre-hiicre  temasi, epitel implantasyon i¢in  gereklidir.
Endometriyumun reseptivitesi ve onunla, trofektoderm arasindaki karmagik iligkiler
biitiiniidiir. Implantasyon asamasinda bu iki yonlii etkilesimler birlikte rol oynarlar. Hiicre-
hiicre temasi sirasinda; trofoblast hiicrelerinin kontrollii istilasi, uterus stromal hiicrelerinin
desidual hiicrelere doniismesi ve annenin immiinolojik tepkilerinin hepsi bu siiregte rol
oynamaktadir. Bizim ¢aligmamizda insan endometriyumu hedeflendigi i¢in, embriyolarla
calismamiz miimkiin olmamistir. Bu nedenle implantaston sirasindaki degisimleri es

zamanl takip etmemiz miimkiin olmadigindan bu degisimler g6z ard1 edilmistir.

Endometriyumda, Basigin, E-kadherin ve Okludin ifadesinin, insan endometriyumunda,
implantasyon penceresi acikligi doneminde, yilizey ve bez epitelinde, stromada
incelenmesine ait benzer bir makale mevcut degildir. Bu nedenle 6zgiinliigii yiiksek bir

calisma olmustur.

Baz1  istatistiksel  karsilagtirmalarimizda, gruplar arast  anlamli  farkliliklarin
bulunamamasinin nedeninin denek sayilarindaki eksikliklerden ya da biyopsi elde edilmesi
asamasinda eksik doku alinmis olmasindan kaynaklandig: diistintilmektedir. Alinmis olan
endometriyum dokulari, insandan temin edildigi i¢in, goniilliilerden tek seferde hassas ve
Ol¢iili Ornek alinmasi gerekliydi. Biyopsi islemi tekrar edilemeyeceginden almis
bulundugumuz bazi dokular eksik kalabilmistir. Ciinkii tek seferde alinan bu dokularin,
hem metagenomik analiz, hem de histolojik ¢alismalarin tiimiine yetmeliydi. Caligilan

ornek sayist ileri yapilan ¢alismalarda arttirilarak giivelilirligin yiikseltilmesi gereklidir.

Kontrol ve ¢alisma gruplarinda Lactobacillus orani, kontrol gruplarinda daha yiiksek tespit
edilmistir. Calisma ve kontrol grubu olup olmadigina bakilmaksizin Lactobacillus baskin
tirlerde anlaml istatistiksel sonuglar olarak; stromada e-kadherin ifadesi, bez epitelinde
ve stromada okludin ifadeleri daha diisiik bulunmustur. Bu sonuglar, Lactobacillus

baskinliginin bu proteinlerin disa vurumunda etkili olabilecegini gostermistir.
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Kontrol ve g¢alisma gruplarinda; lactobacillus baskin olan ve olmayan gruplarda, Noyes

Kriterlerince sapmalar hesaplanmis ve gruplar arasi istatistiksel bir fark bulunamamustir.
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