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1. GIRIS

Ureme ¢agindaki ciftlerin %10-15’ine infertilite tanis1 konmaktadir.
Infertilite tedavisinde son basamag1 Yardimc1 Ureme Teknikleri(YUT), In vitro
fertilizasyon(IVF) olusturmaktadir. IVF hastalarinda yeterli endometrial kalinlik

gebelik basarisi i¢in 6nemlidir.

Saglikli bir gebelik gelisimi i¢in uygun zigotun gelismesinin yani sira
zigotun uterin kaviteye ulagmasi ve diizglin implantasyonu Onemlidir.
[mplantasyon igin endometriumun  sekretuar fazda olmasinin yam sira
progesteron varligi, hiicrelerin glikojen ve lipidden zengin olmasi, endometrial
kalinligin 10-14mm civarinda olmasi1 ve bir¢ok hormonal ve biyokimyasal faktor

gereklidir[1].

Endometrial reseptivite modellerinin ¢alisilmasi, agiklanamayan infertilite
ve gebelik kayiplart nedenlerinin anlasilmasi i¢in yararlhidir. Endometrial kalinlik
reseptivite i¢in 6nemli bir belirtegtir, bir ¢ok caligmada endometriyal kalinlik ve
implantasyon  oranlart  degerlendirlmistir.  Follikiiler ~fazda transvajinal
ultrasonografi ile yapilan olgiimlerle endometrial kalinlik karar1 verilmektedir.
Ince endometrium smirlarin1 belirleyen kesin konsensus bulunmamakla birlikte
ince endometrium kabul etmek icin follikiiler fazda yapilan Ol¢limlerde

endometriumun 7 mm alt1 olmas1 genel kabul gérmektedir[2].

Ince endometriuma sahip tekrarlayan IVF basarisizliklar1 olan hastalarda

endometrial ~ kalmligi arttirmak igin olanaklar kisithdir. Implantasyon
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basarisizliklar1 IVF’in en énemli kisitlayici basamaklarindandir[3]. Implantasyon
mekanizmasinda rol oynayan belirtecler aydinlatilmadik¢a implantasyon

basarisizliginda optimal tedavi saglanamamaktadir

Glinlimiizde yapilan klinik ¢alismalarda IVF tedavisi altindaki
endometrial kalinlilk 7mm altinda olan hastalara subkutan ya da intravajinal
granulosit koloni stimule edici faktor( G-CSF) uygulanmakta ve gebelik
oranlarinin arttig1 izlenmektedir.[4] Yapilan ¢alismalarda G-CSF uygulamasinin
endometrial kalinligi arttirdigi izlenmektedir. Zamanlamasi ve uygulama sekli
icin daha fazla ¢alisma yapilmasi1 gerektigi belirtilmektedir. Zhao ve arkadaglari
yaptiklar1 hayvan deneyi caligmasinda subkutan olarak uyguladiklari G-CSF’in

endometrial kalinlig1 arttirdigini gostermislerdir.[5]

Bu c¢alismada rat modellerinde ince endometrium olusturarak uygulanan
G-CSF ile endometriyal kavitede meydana gelen histopatolojik degisiklikler
degerlendirildi. Ayn1 uygulama ince endometrium olusturulmayan rat grubunda
da degerlendirildi. Ama¢ G-CSF uygulamasmin etkilerini histolojik olarak
degerlendirerek tedavinin basari oranina objektif bir bakis acis1 getirmektir. Bu
nedenle calisma 24 rat iizerinde yapilmis olan kontrollii hayvan deneyi olarak

dizayn edilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Infertilite

35 yas altinda olan kadinlarda korunmasiz bir y1l boyunca, 35 yas tizerinde
korunmasiz 6 y siiresince diizenli iligkiye ragmen gebe kalinamamasi infertilite
olarak tanimlanir. [6] Ureme cagindaki ciftlerin %10-15’ine infertilite tanisi
konmaktadir. Infertilite nedenlerinin  %35’ini tubal pelvik patolojiler
olusturmaktadir, %235’inde erkek infertilitesi izlenmektedir, %10 hastada

aciklanamayan infertilite izlenmektedir(tablo 2). [1]

M tubal ve pelvik patoloji %35

M erkek infertilitesi %35

® ovulatuvar disfonksiyon %15

B nedeni agiklanamayan infertilite %10
H diger problemler %10

Tablo 1 infertilite Nedenleri

Infertilite tan1 ve tedavi asamasinda ciftlerin birlikte degerlendirilmesi
onemlidir. Bir yildan uzun siiredir korunmasiz iliskiye ragmen gebelik olmayan
ciftlerde degerlendirilme onerilmelidir. Menstrual sikluslar1 diizensiz olan, pelvik

enfeksiyon, endometriyozis Oykiisli olan, pelvik cerrahi geciren, erken menapoz
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aile oykiisii olan, pelvik radyasyon Oykiisii gibi fertiliteyi olumsuz etkileyecek
hikayesi bulunan hastalarda ve erkek faktorii kotii sperm Kkalitesi, testikiiler
travma, gecirilmis atesli hastalik ve diger cinsel islev bozuklugu hikayesi olan

hastalarda degerlendirilmesi erken baslatilmalidir [7]

2.1.1 Kadin infertilitesi

Infertil ciftlerde %35 erkek infertilitesi neden iken %35 tubal ve pelvik
patolojiler, %15 ovulatuvar disfonksiyon izlenir, servikal ve uterine patolojiler
infertilitenin  nadir nedenleridir, %10 hastada ise herhangi bir neden

izlenememektedir.[1]

Kadin faktoriiniin degerlendirilmesinde kapsamli hikaye alinmasi, fizik
muayene yapilmasi, hormon testleri yapilmasi, goriintiileme yontemleri ile

degerlendirme ve gerek goriildiigii durumda genetik testlerin yapilmasi énemlidir.

2.1.1.1. Kadin Infertilitesi Nedenleri
2.1.1.1.1 Ovulatuar Faktor

Infertil c¢iftlerde %15 ovulatuvar disfonksiyon izlenmektedir, kadmn
infertilite nedenlerine tek basina bakildiginda ovulatuar disfonksiyon %40

oraninda izlenir. [7]



Ovulatuar disfonksiyon oligoovulasyon ya da anovulasyon olarak
izlenebilmektedir, bu da klinige irregiiler menstrual siklus bozukluklar
(oligomenore) veya amenore olarak yansimaktadir. Tiroid hastaliklari,
hiperprolaktinemi, hipofizer ve ovaryen tiimoérler, yeme bozukluklari, asirt
egzersiz, kilo kayiplari, polikistik over sendromu ve obezite anovulasyon ile

iliskili bulumustur.[8]

Yas oosit rezervi i¢in Onemli faktordiir. Yasla birlikte oositlerin hem
sayisinda hem de kalitesinde azalma izlenmektedir. 30’lu yaslardan sonra siklus
basina follikiil kayip orami hizla artmaktadir.[9] Sigara i¢mek, radyasyon,

kemoterapi, otoimmun hastaliklar follikiil kaybini arttiran diger faktorlerdir.[10]

Over rezervi, biyokimyasal ve ultrasonografik belirteclerle belirlenebilir.
Biyokimyasal olarak bazal serum follikiiler stimulan hormon (FSH), bazal
estradiol (E2), bazal Anti-Miilleryen Hormon testleri kullanilmaktadir. Dinamik
biyokimyasal testlerde bulunmaktadir; bunlar Klomifen Sitrat Challenge testi |,
Gonadotropin releasing hormon agonisti Stimulasyon Testi(GAST), Eksojen FSH
Overyan Rezerv Testi(EFORT)dur. Ultrosonografik belirtegler olarak antral

follikiil sayisi, over voliimii, ovaryan stromal kan akimi kullanilabilmektedir.[11]

Anovulasyon sebepleri ve over rezervi degerlendirildikten sonra sebebe
yonelik ve hastanin  klinigine yonelik uygun tedavi protokolleri

olusturulabilmektedir.



2.1.1.1.2. Tubal ve Pelvik Patolojiler

Infertilite nedenlerinin %35’ini tubal pelvik patolojiler olusturmaktadir.
Kadin infertilitesinin de yaklasik %40’ imndan sorumludur. Tubal ve Pelvik patoloji
alt bagliklar1 arasinda Konjenital uterin malformasyonlar, leiomyomlar, intrauterin
adezyonlar, endometrial polipler, kronik endometrium, tubal tikaniklik ve
adneksiyal adezyonlar sayilmaktadir. Tubal tikaniklik ve adneksiyal adezyonlarin
nedenleri gecirilmis riiptiire apandisit, ektopik gebelik, septik abortus, pelvik
tiiberkiiloz, pelvik veya tubal cerrahi, pelvik inflamatuar hastalik (PID) veya
endometriyozis sonrast gelisen peritubal-periovaryen adezyonlar, tubal

obstruksiyonlardir. [12]

Infertil kadinlarda tubo-peritoneal patolojilerin ~ degerlendrilmesinde
histerosalpingografi (HSG), selektif salpingografi, sonohisterografi, histereskopi,

laparoskopi yontemleri kullanilmaktadir.[1]

Tubal patolojilerin tedavisinde de en uygun yaklasim laparoskopidir; ancak
cerrahi  yaklasim endikasyonlari giderek azalmaktadir, tedavide YUT
kullanilmaktadir. IVF basarisin1 arttirmak amaci ile pelvik adezyolizis ve

hidrosalpenks varliginda salpenjektomi basart oranlarini arttirmaktadir.[13]

Kadin infertilitesinin  %2-5’in1 uterin malformasyonlar, leiomyomlar,
adenomyozis, intrauterin  adezyonlar, kronik endometrit wve polipler
olusturmaktadir. Uterin patolojilerde infertilite mekanizmasi implantasyonun
engellenmesidir. Bu patolojiler infertilite artist yam1 siwra 1.-2. trimester

abortuslarinda da etken olusturmaktadir. Bu anomalilerin tespit edilmesi ve



tedavilerinin diizenlenmesi gebelik oranlarinda artis olusmasini
saglamaktadir.[14] Konjenital anomaliler arasinda en sik izlenmekte olan septat
uterus olmakla birlikte parsiyel agenezi,hipoplaziler, unikornuat uterus, uterus
didelfis, arkuat uterus, deetilstilbestrol (DES) maruziyeti de konjenital uterin
anomaliler arasinda sayilmaktadir. Septat uterus infertilite ve obstetrik
komplikasyonlarla iligskisi en fazla olan anomalidir ve diizeltilmesi gebelik

prognozlarini %75’lere kadar olumlu yonde etkilemektedir.[15]

Normal midsiklusta servikal mukus sperm transportunu kolaylastirmaktadir.
Mukusun reseptivitesi hormonal ve biyokimyasal yapist bozuk oldugu zaman
tanis1 konulamasa da servikal faktér nedenli infertilite olusmaktadir  ve
tedavisinde YUT kullanilmaktadir. Gegirilmis servikal travma ya da konjenital
nedenlerle servikal stenoz gelisimi de infertilite nedenlerinde servikal faktorler

arasinda sayilmaktadir.[1]

Bir diger uterin faktor ise nedeni ve tedavisi tam olarak aydinlatilamamis bu
nedenle agiklanamayan infertilite de kismen konusu gegen endometriyal
faktordiir, endometriyal kalinlik ve reseptivite infertilite ve tekrarlayan IVF
basarisizliklarinda aydinlatilmaya ¢alisilan {izerinde bir¢ok caligma yiiriitiilen bir

anormalliktir.[16]
2.1.1.1.3. Agiklanamayan Infertilite

Aciklanamayan infertilite infertilite nedenlerinin %10’unu
olusturmaktadir. Nedeni belirlenemeyen hastalarda etiyolojisinde endokrinolojik,

immunolojik, genetik ve lireme fizyolojisi ile ilgisi olan tespit edilemeyen birgok



neden oldugu diisiiniilmektedir. Ac¢iklanamayan infertilite tanis1 alan hastalarda
ovulasyon indiiksiyonu, intrauterine inseminasyon(IUI), IVF tedavileri ampirik

olarak uygulanmaktadir.[17]

2.1.2.IVF tedavisinde Tekrarlayan implantasyon Basarisizhg

Tekrarlayan implantasyon basarisizliginin tanimi 40 yasin altinda 4’ten az
sayida kaliteli embryo transferi yapilmis en az 3 taze veya donmus IVF siklus
basarisizligidir [16]. Konuyla ilgili birgok yaymn olmasina ragmen kesin tani ve

tedavi metodlar1 heniiz gelistirilememistir.

Implantasyon konusunda &nceden bahsedildigi iizere saglikl1 bir gebelik ve
implantasyonda bir¢cok faktér rol oynamaktadir. Bu nedenle implantasyon
basarisizligi embryo ve endometriumdan kaynaklanan birgok faktore bagh
olabilir. Bunlar; maternal yas, oosit ve embryo kalitesi, immunolojik faktorler,
endometriyal reseptivite, luteal faz defektleri, uterine, tubal, peritoneal faktorler,
uygulanan IVF stimulasyon protokolleri ve embryo kiiltiir mediumlart olarak

izlenebilmektedir.[3]
2.1.2.1 Oosit ve Embryo Kalitesi

Embryo kalitesi IVF tedavisinde implantasyon ve gebelik gelisimini
belirleyen temel faktorlerdendir.[18] Embryo transfer giinii, blastomer sayisi,
fragmantasyonu ve nukleasyonu embryo kalitesini belirlemede 6nemlidir. ESHRE

2011 embryo skorlama sistemi kullanilmaktadir [19]

Blastokist ~ transferi  tekrarlayan = implantasyon  basarisizlifinda
kullanilabilecek bir yontemdir. lyi kalitede embryo transferi, blastokist transferi
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ile gebelik oranlar1 artarken, daha az sayida embryo transfer ederek IVF

tedavisinin ¢ogul gebelik komplikasyonu da minumuna indirilmis olmaktadir.[20]

Embryonun otolog hiicrelerle desteklenerek kiiltiire edilmesi (ko-kiiltiir)
embryo kalitesini arttirabilir, tekrarlayan implantasyon basarisizliginda
kullanilabilecek bir yontemdir.[21]  Preimplantasyon Genetik Tani (PGD)
tekrarlayan implantasyon basarisizlifinda kullanilabilir, ancak c¢ok fazla yarar

gosterilememektedir.[22]
2.1.2.2 Luteal faz yetmezligi

Yetersiz progesteron konsantrasyonlart implantasyon sorunlarina ve
erken gebelik kayiplarina neden olmaktadir. Infertil hastalarda luteal faz
yetersizligi insidans1 3.5-20% olarak raporlanmistir.[23] IVF siklusundaki
hastalarda luteal faz yetmezliklerinin dogal siklusa gore daha cok gorildigl
bilinmekte olup etyoloji 30 yildan uzun siiredir tartisilmaktadir. Luteal faz
destegi giliniimiizde IVF tedavisinin rutin bir pargast olarak yapilmaktadir. Cok
sayida caligma luteal faz desteginin klinik gebelik oranlarini, canli dogum
oranlarini arttirdigini kanitlamistir, ancak destek metodu, verilis sekli ve siiresi ile

ilgili ¢alismalar devam etmektedir.

2.2. implantasyon ve Endometrial Reseptivite
Basarili bir embryo implantasyonu i¢in uygun embryo gelisiminin yani
sira endometrial reseptivite onemlidir. Window of Implantation”(WOI) olarak

tanimlanan ideal implantasyon aralig1 menstrual siklusun midluteal fazina

(siklusun 19-23. Giinleri) denk gelmektedir.[24]



WOI c¢alismalarinda implantasyon igin prostoglandinler, sitokinler,

biiyiime faktorleri, hormonlar, adezyon molekiilleri gibi birgok énemli biomarker

bulunmustur(tablol). Implantasyon i¢in endometriumun sekretuar fazda olmasi

gerekmektedir. Kalinlik ortalama 10-14 mm araliginda olmalidir, progesteron

varlig1 yani sira hiicrelerin glikojen ve lipidden zengin olmasi gerekmektedir.[1]

Prostaglandins Interleukin-1a

Epidermal growth factor family

Thromboxanes Interleukin-1p

EGF

Interleukin-6

Heparin-binding EGF

Interleukin-11

TGF-a

Colony-stimulating factor-1

Insulin-like growth factor family

Tumor necrosis factor-o

[GF-1

Leukemia-inhibiting factor

[GF-11

Interferon-y

IGFBPs 1-6

Platelet-derived growth factor

Transforming growth factor-p

Fibroblast growth factors

Vascular endothelial growth factors

Angiopoietins

Tablo 2. Endometrial implantasyonda rol oynayan Faktorler

Endometriumda epitelyal estrojen ve progesteron reseptorlerinin yani sira

Ozellikle integrinlerin 6nemli rol oynadigi pinopodlar bulunmaktadir (sekill) [25].

Optimal kosullarda siklus bagina maksimum implantasyon orani %40 olarak kabul

edilmektedir.[]1]  Kompleks implantasyon

mekanizmasinin aydinlatilmasi

implantasyon basarisizlig1 tedavisinde yol almak adina 6nemlidir.
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Implantasyon endometriumun molekiiler ve hormonal hazirliklar1 sonrasi
blastokist evresine ulasmis embryo arasindaki iletisim ile saglanmaktadir.
Implantasyon ovulasyondan 3-4 giin sonra, embryo endometriyal kaviteye
ulagtiktan 2-3 giin sonra, fertilizasyondan 7-8 giin sonra baslar ve 3 asamada
gerceklesir; 1. Blastokistin endometriuma temas ettgi apozisyon donemi, 2.
Blastokistin endometriuma yapistigi adezyon donemi ve 3. Blatokistin
trofoblastlar1 ile endometriumun igerisine yerlestigi invazyon donemidir [26]

(sekil 2)

Madels of embnyo—sndometrizl attschment. From Donaghsy and Lessey [34). Ueed with peomeagion.
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Cytotropheblast

Sekil 2.Embryo Implantasyon Modeli

Ozetle implantasyon ve saglikli gebelik igin endometrial reseptivite,
gebelikte hormonlar ve sitokinlerle olusan 6zel endometrium olan desiduanin

olusumu, desidual reaksiyon gelisimi 6nemlidir[27]

2.2.1 Desidualizasyon ve Implantasyon Belirtegleri

Desidualizasyon sirasinda endometrial yass1 fibroblastlar farklilagir.
Ekstraselliiler matrikste Tip 4 kollojen, fibronektin, laminin iiretilir, prolaktin,
doku faktorii, insulin benzeri biiytime faktorii baglayict protein-1 (IGFBP-1) gibi

desidual protein sekresyonu artar[28]

Invazyon sirasinda ekstravilloz trofoblastlardan differansiasyon ve
invazyonda rol oynayacak spesifik proteinler salgilanmaktadir.
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Bu proteinler; integrin hiicre ekstraselliler matriks antijenleri, matriks
metalloproteinazlariMMPs), transforming growth faktorB (TGFB), vaskiiler
entoteliyal growth faktor (VEGF), vaskiiler endoteliyal growth faktor reseptorii

(VEGFR), insulin like growth faktor 2 ( IGF2) lerdir. [29]

Desidualizasyon trofoblastlarin invazivlesmesini onleyen fiziksel bariyer
de olusturur ve embryo i¢in maternal antikorlardan koruyucu ortam olusturur.
Trofoblastlar endometrium hiicrelerini salgiladiklar1 kemokinlerle degistirerek
implantasyona uygun Idkositlerin baskin hale gelmesini saglar. Implantasyon
alaninda %70 olmak iizere Natural killer hiicreleri (NK) hakimdir. Bu hiicreler
implantasyonda onemli olan 16kemi inhibitor faktoér (LIF), Graniilosit koloni
stimiile edici faktor (G-CSF), Graniilosit-Makrofaj koloni stimule edici faktor

(GM- CSF) salgilanmasinda rol oynarlar. [30]

Desidual proliferasyon ya da inhibisyon, trofoblastlarin invazyonu ¢esitli
integrinler tarafinca belirlenir. invazyon asamasinda trofobastik IGF-2 ve desidual
IGFBP-1 sekresyonu artarken desidual TGFB salinimi da inhibe olmaktadir. [31]
LIF ve MMP gibi bircok molekiil daha trofoblast invazyonu yani sira desidual
vaskiilarizasyon, inflamatuar siire¢ olusumu, maternal immunolojik yanit
olusmamasi adina salinmaktadir.[32] Implantasyon basamaklarinda daha heniiz
aciklanamamig bircok faktor rol oynamaktadir, infertilite tedavilerinde bu

faktorlerin ¢ézlimlenmesi yeni tedavi segeneklerini beraberinde getirecektir.

2.2.2. Ince Endometrium, Endometriyal reseptivite bozukluklar
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Endometrial reseptivite modellerinin calisilmasi agiklanamayan infertilite
ve gebelik kayiplari nedenlerinin anlasilmasi i¢in yararlidir. IVF hastalarinda
yeterli endometrial kalinlik gebelik basarisi i¢in 6nemlidir. Follikiiler fazda
transvajinal ultrasonografi ile yapilan Olgiimlerle endometrial kalinlik karari
verilmektedir. Ince endometrium smrlarim  belirleyen kesin konsensus
bulunmamaktadir. Weissman ve ark. Normal endometrium i¢in minimal kalinligi

7mm kabul etmislerdir.[2]

Richter ve arkadaslarinin yaptigi diger bir ¢alismada gebelik oranlari
endometrium 9mm altinda iken %53, endometrium 16mm ve iizerinde odugunda
%77’ye ¢ikmaktadir.[33] Shapiro ve arkadaslar1 yaptiklar1 diger bir ¢aligmada
6mm altin1 ince endometrium olarak kabul etmisler ancak YUT sikluslarinda

minumum kalinligin 8mm olmasi gerektigini belirtmislerdir. [34]
Endometrial kalinligin implantasyon i¢in hazirlanmasinda hormonlarin

biyokimyasal markerlarin yani sira anjiogenez de 6nemli rol oynamaktadir. VEGF
insan endometriumunda vaskularizasyondan sorumlu olarak bulunmaktadir.[35]
Ince endometrium; azalmis glandiiler epitel gelisimi, artmis uterin kan akimi
rezistansi, azalmis VEGF ekspresyonu, azalmig vaskiler gelisim ile

karakterizedir.

2.2.3. ince Endometrium Tedavisi

Ince endometrium tedavisinde adezyonlara bagli oldugu diisiiniildiigiinde
cerrahi yaklagim uygulanabilirken, luteal faz yetmezligi diisiiniilen olgularda
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hormonal destek uygulanabilir. Ince endometrium olusma mekanizmasinda
endometrial kanlanma 6nemsendigi i¢in kanlanmay arttirmak igin ¢esitli ajanlar

kullanilmakta, tedavide sonuglar1 kesin olmayan farkli modaliteler denenmektedir.

[36]

Ince endometrium patofizyolojisinde kan akimi rolii mevcuttur. Bu
nedenle vazoaktif ajanlar endometrial perfiizyonu arttirarak endometrial kalinlig
arttirabilir, implantasyonda olumlu etki olusturabilirler. Weckstein ve arkadaslar
28 ince endometriumlu (8mm alt1) IVF hastasinda yaptig1r randomize kontrollii
calismada diisiik doz aspirin implantasyon ve klinik gebelik oranini anlamli olarak
arttirmaktadir.[37] Ancak yapilan diger ¢alismalarda ve Cochrane veri tabaninda
anlamli bir etki gosterilememistir.[38]  Perfiizyonu arttiran diger ajanlar
pentoksifilin ve vitamin E’dir. Acharya ve ark yaptig1 ¢alismada verilen kombine
tedavi %40 hastada endometrial kalinlikta gelisme saglamistir.[39] Diger bir
calismada da pentoksifilin ve Vitamin E kombine tedavisi uygulanmis,

endometrial kalinlik ve gebelik oranlarinda artis izlenmistir.[40]

Endometriyal perfiizyonu arttirici diger bir ajan ise sildenafildir. Sildenafil,
fosfodiesteraz-5 inhibitori, nitrik oksitin vasodilator etkisini arttirir. Sher ve Fisch
vajinal sildenafil uygulamasmin ince endometriumlu IVF hastalarinda kan

akimini, gebelik oranlarini, implantasyonu arttirdigini gostermislerdir.[41]

Takasaki ve ark 61 ince endometriumlu hastada yaptigi caligmada

hastalara sirastyla vitamin E, L-arjinin, sildenafil sitrat tedavileri verilmistir;
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endometrial kalinliktaki artis sildenafil grubunda en yiiksek olarak

izlenmistir(%52,%67,%92).[42]

Ince endometrium, basarisiz implantasyon tedavisi igin yeni tedavi
modaliteleri mevcuttur. Bunlardan biri G-CSF’dir. Ince endometrium (7mm alt1)
olan hastalarda subkutan ya da intra uterine uygulanmaktadir. Yapilan
calismalarda uygulamanin IVF etkinligi {izerinde olumlu etkileri gosterilmistir.
Ancak calisma sayilar1 kisithdir daha fazla calisma yapilmasi gerekmektedir.
Gleicher ve arkadaslar1 yaptiklar1 21 hastalik ¢alismada 30 mIU intrauterin G-CSF
uygulamasinin implantasyon ve gebelik oranlarini arttirdigini ancak daha genis
klinik c¢alismalarin yapilmasi gerektigini belirtmektedirler. [4]  Kunicki ve
arkadaslarinin 37 hastada kontrol grubu olmaksizin yaptiklar1 calismada ince
endometriumu olan 6nceki IVF basarisizligi olan hastalara ET 72 saat Once
intrauterine 30mU G-CSF uygulanmis ET sirasinda Olgiilen endometrium
kalinliginda artis ve implantasyon basarisinda artis izlenmistir. [43] Zhao ve
arkadaglar1 ratlarda ince endometriumu iatrojenik olarak olusturduklar1 hayvan
deneyinde uygulanan subkutan G-CSF’in endometrial hiicrelerde rejenerasyon
saglayarak endometrial implantasyonu arttirabilecegini bunun kanitlanmasi i¢in
daha fazla ¢alisma yapilmasi gerektigini belirtmislerdir.[5] Calismada subkutan

G-CSF uygulamasi endometrial kalinligi anlamli olarak arttirmaktadir (tablo3)
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Table 1. Comparison of the endometrial thickness between
groups (x=*s).

groups Uteri (n) Endometrial thickness(um)
experimental group | 20 569.37+37.01"
control group | 20 23496+37.82°"
experimental group Il 20 487.78+19.48%
control group |l 20 23121+17.81%°

Note: ‘PAP“P<0.01, “P=0.05. There is significant difference between the
groups when P<20.05.
doi:10.1371/journal. pone.0082375.t001

Tablo 3.Embryo Implantasyon Modeli

Yapilan caligmalar hasta sayisi ve objektif sonug¢ agisindan yeterli olmadig

icin daha fazla ¢alisma gerekmektedir.

Ince endometrium igin diger ¢ok yeni tedavi modaliteleri arasinda
rejenratif tedaviler yer almaktadir. Jing ve ark ethanol uygulamasi ile ince
endometrium olusturduklar1 ratlara iv kemik iligi mezenkimal kok hiicre
enjeksiyonu uygulamislardir. Randomize kor degerlendirme sonrasit kok hiicre
enjeksiyonu yapilan grupta endometrial kalinlikta anlamli artis izlenmistir.[44]
Nagori ve arkadaslar1 ashermani olan bir vakada uyguladiklar1  kok hiicrenin
intra uterin kaviteye uygulanmasi endometriumun 8mm olmast ve gebelik
olusmasini  saglamistir.[45] Ancak bu konu iizerinde yeterli c¢alisma

bulunmamaktadir; daha fazla ¢alisma yapilmasi gerekmektedir.

17



2.3. Graniilosit Koloni Stimiile edici Faktor(G-CSF) ve Reseptorii(G-CSF-R)

Koloni stimiilasyon faktorii 3 (CSF-3) olarak da bilinen G-CSF granulosit
ve kok hiicre iireten kemik iliginden koken alan glikoproteindir.[46] 174-177
aminoasit uzunlugunda 25kDa molekiil agirhinda iki formu olan hiicre disi
reseptoriine baglanarak etki gosteren bir molekiildiir. ~Rekombinant DNA
teknolojisi ile artifisyel olarak tretilmektedir.[47] Uzun yillardir onkolojik ve
hematolojik hastalarda tedavi siirecinde notropeni tedavisi amaci ile

kullanilmaktadir.[48]

G-CSF-R hiicre yiizeyinde bulunan reseptordiir. Bu reseptor temel olarak
kemik iligi Oncii hiicrelerinin {izerinde bulunmaktadir. G-CSF reseptoriine
baglandiginda noétrofilik grantilositler ve makrofajlarda proliferasyon ve
farklilagsma baslatir. [49] G-CSF temel olarak kemik iligi hiicreleri iizerinde etkili
bir molekiil olsa da osteoblastlarda, diiz kas hiicrelerinde, endotelyal ve epitelyal
hiicreler basta olmak iizere bircok hiicrede de reseptorii, iiretimi ve etkileri
gosterilmistir.  [50] Desidual hiicrelerde ve plasentada da G-CSF varligi
bildirilmistir.[51] Salmassi ve arkadaslar1 luteinize granuloza hiicrelerinde G-CSF
ekspresyonu tespit etmislerdir ve follikiil sivisinda da G-CSF miktarim yiiksek
bulmusglardir. [52] Bazi c¢alismalar follikiil sivisindaki G-CSF yiiksekliginin
ovulasyonda ve sonrasinda gebeligin devamliliginda O©nemli oldugunu
belirtmektedirler.[53] G-CSF’in  trofoblast biiyiimesinde ve plasenta

metabolizmasi lizerinde etkileri gosterilmistir. Trofoblast hiicre ylizeylerinde

G-CSF-R gosterilmistir. Bu nedenle G-CSF’in trofoblast ve plasenta gelisiminde

embryo implantasyonunda etkisi oldugu disiiniilmektedir.[54] Diger bazi
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caligmalarda erken hafta abortuslarda trofoblastlar degerlendirildiginde G-CSF

ekspresyon yetersizligi izlenmistir[55]

Gebelik semi- allogreft bir durumdur; bu nedenle gebelerde greft toleransi
saglanmasi onemlidir. G-CSF Th2(T-helper2) cevabini arttirir, NK hiicrelerini ve
mononiikleer hiicreleri inhibe ederek T hiicre toleransini arttirarak greft

toleransini saglamaktadir.[56]

G-CSF yapist geregi implantasyona katki sagladigi, ince endometriumda
basarisiz implantasyon olgularinda etkili olabilecegi diistiniilmektedir. Ancak IVF
hastalarinda, tekrarlayan implantasyon basarisizliklarinda G-CSF disaridan
uygulamanin endometriyal reseptiviteyi arttirabilecegi diisiiniilmektedir. Bu konu
ile ilgili yeterli ¢alisma bulunmamaktadir. Yapilan bu hayvan deneyinde G-CSF
uygulamasinin  endometrium iizerinde yaptig1 etkileri histolojik olarak
gosterilmesi  hedeflendi. Bu sayede endometriyal kalinliga, anjiogeneze,
implantasyonda etkisi olan sitokin, bliylime faktorlerinin artisina etkisini objektif

olarak degerlendirilmesi planlandi.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Hayvan Deneyi Protokolii

Calismamiz i¢in Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan
(HADYEK) etik kurul onay1 alindi. Hollanda Harlan labaratuarindan alinan 24
adet disi 200-250 g Sprague Dawley rat deneye dahil edilmistir. Gazi Universitesi
Labaratuvar Hayvanlar Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar Merkezi’nde 12 saat
aydinlik/karanlik siklusunda, ve standart deney rat diyeti (Korkuteli Yemek
Endiistrisi, Tiirkiye) ve su ad libitum seklinde (siirekli ulasabilecekleri sekilde)

verilmigtir. 24 hayvan randomize sekilde 4 gruba ayrilmistir.

3.1.1. ince Endometrium’lu Grup 1(Deney Grubu: Ince Endometrium+G-
CSF)

1. grupta 6 adet 200-250g Sprague Dawley rat model olusturulduktan
sonra ince endometrium olusturmak tizere Ketamin ve Xylazine ile 80-100 mg/kg:
5-10mg/kg dozlarinda aneztezi yapildi. Uygun tiraglama ve baticon ile saha
temizligi takiben 2 cmlik alt segment kesisi ile batina girilerek mesane arkasinda
uterin hornlar bulundu. Uterin hornlar klemplenebildigi en iist noktadan ve
servikal seviyeden ezmez klemplerle klemplendikten sonra 0.1ml bir horna 0.1ml
bir horna %96 etil alkol enjekte edilerek 2 dakika beklendikten sonra 0.1
ml’serden iki horna tekrar enjekte edilerek toplam bekleme siiresi 5 dakika olacak
sekilde uygulandi, sonrasinda klempler agilarak kas tabakasi ve cilt tek tek siiture
edildi. Ratlarin 6nceden bahsedilen uygun randomize kosullarda 10 giin siiresince

bakimlarina devam edildi. Rat estrus siiresi 4.5- 5 giin siirdiigli i¢in ve ince
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endometrium olusturulan modellerde 2 estrus beklendi. 10 giin sonrasinda diger

islemler yapilmaya baglandi.

10 giin sonra 5 giin siireyle ayn1 saatlerde ratlara 40 pg/kg/g subkutandz
yoldan GCSF enjeksiyonu yapildi. Ardindan 3 estrus siiresince, 15 giin
beklendikten sonra anestezi ile batina girilerek histerektomi islemi yapildi.
Alinan materyal 4% paraformaldehit icerisine konularak immunohistokimyasal

incelemeye alindi. Ratlara 6tenazi uygulandi.

3.1.2. Ince Endometrium’lu Grup 2 (Kontrol Grubu: ince Endometrium+

Serum fizyolojik)

2. grupta 6 adet 200-250g Sprague Dawley rat model olusturulduktan
sonra ince endometrium olusturmak tizere Ketamin ve Xylazine ile 80-100 mg/kg:
5-10mg/kg dozlarinda aneztezi yapildi. Uygun tiraslama ve baticon ile saha
temizligi takiben 2 cmlik alt segment kesisi ile batina girilerek mesane arkasinda
uterin hornlar bulundu. Uterin hornlar klemplenebildigi en iist noktadan ve
servikal seviyeden ezmez klemplerle klemplendikten sonra 0.1ml bir horna 0.1ml
bir horna %96 etil alkol enjekte edilerek 2 dakika beklendikten sonra 0.1
ml’serden iki horna tekrar enjekte edilerek toplam bekleme siiresi 5 dakika olacak
sekilde uygulandi, sonrasinda klempler agilarak kas tabakasi ve cilt tek tek siiture
edildi. Ratlarin 6nceden bahsedilen uygun randomize kosullarda 10 giin siiresince
bakimlarina devam edildi. Rat estrus siiresi 4.5- 5 giin siirdiigii i¢in ve ince
endometrium olusturulan modellerde 2 estrus beklendi. 10 giin sonrasinda diger

islemler yapilmaya baslandi.
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10 giin sonrasinda 5 gilin siireyle aymi saatlerde ratlara 40 pg/kg/d
subkutandz yoldan serum fizyolojik enjeksiyonu yapildi. Ardindan 3 estrus
stiresince,15 giin beklendikten sonra anestezi ile batina girilerek histerektomi
islemi yapildi. Alinan materyal 4% paraformaldehit igerisine konularak

immunohistokimyasal incelemeye alindi. Ratlara 6tenazi uygulanda.

3.1.3. Normal Endometrium ile Grup 3(Normal Endometrium + G-CSF)

3. gruptaki ratlara 1. Ve 2. Gruptaki ratlara islem yapildig1 siire igerisinde
onceden anlatilan randomize labaratuar kosullarinda bakildi. Ardindan 1. ve 2.
Grupla es zamanli olacak sekilde 5 giin siireyle ayn1 saatlerde ratlara 40 pg/kg/g
subkutanéz yoldan G-CSF enjeksiyonu yapildi. 3 estrus siiresince, 15 giin
beklendikten sonra anestezi ile batina girilerek histerektomi islemi yapildi. Alinan
materyal 4% paraformaldehit igerisine konularak immunohistokimyasal

incelemeye alindi. Ratlara 6tenazi uygulandi.

3.1.4. Normal Endometrium ile Grup 4(Normal Endometrium + Serum

Fizyolojik)

4. gruptaki ratlara 1. Ve 2. Gruptaki ratlara islem yapildig1 siire igerisinde
onceden anlatilan randomize labaratuar kosullarinda bakildi. Ardindan 1. ve 2.
Grupla es zamanli olacak sekilde 5 giin silireyle ayn1 saatlerde ratlara 40pg/kg/g
subkutan6z yoldan serum fizyolojik enjeksiyonu yapildi. 3 estrus siiresince, 15
giin beklendikten sonra anestezi ile batina girilerek histerektomi islemi yapildi.
Alinan materyal 4% paraformaldehit icerisine konularak immunohistokimyasal

incelemeye alindi. Ratlara 6tenazi uygulandi.
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3.2. Uterus Duvar Kalinhgi ve Endometrium Kalinhginin Degerlendirilmesi
Tim gruplarda uterus duvar kalinligi ve endometrium kalinhii, epitel
girintilerinin en diisiik seviyede oldugu bolgeler dikkate alinarak her preparattan 6

alan belirlendi, her alandan da 6’sar 6l¢lim yapilarak ortalamalar1 saptandi.

3.2.1 Histokimyasal Takip ve Yontem

Tiim deneklerden elde edilen uterus dokusu ornekleri 151tk mikroskobik
inceleme icin ilk olarak en az 72 saat siliresince % 10’ luk formaldehit
sollisyonunda tespit edildi. Tespit isleminden sonra doku ornekleri kasetlere
konularak akarsu altinda 24 saat siiresince yikandi. Suyun uzaklastirilmas: i¢in
dokular artan alkol serilerinden (%50, %70, %80, %90, %100) gegirildi.
Sonrasinda dokular parlatilmalart amaciyla ksilolden geg¢irilip ardindan erimis
parafine gomiildiller. Hazirlanan parafin bloklardan elde edilen 4 pm
kalinligindaki kesitlere tiim gruplardaki her hayvana ait Ornekler igin
Hematoksilen-Eozin (H&E) ve Masson’s Trikrom boyamalari yapildi. Leica DM
4000 (Germany) bilgisayar destekli goriintiileme sisteminde, Leica Q Vin 3
programinda resimleri ¢ekilerek degerlendirildi. H&E boyama ile; uterus duvar
kalinlig1 ve endometrium kalinligi dl¢timii yapildi. Masson trikrom boyama ile;
fibroblast infiltrasyonu ile kollajen birikimine bakilarak fibrozis siddeti ve

yaygiligi degerlendirildi.
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3.2.2. Masson’s Trikrom Uglii Boyama Yontemi:

Deney gruplarina ait parafin bloklarindan alinan 4 pm kalinligindaki
kesitler deparafinizasyon iglemi igin, 37°C’lik etiivde bir gece kaldiktan sonra
deparafinizasyonun davaminda etiiv 1sis1 57°C’ye c¢ikarilarak 1 saat daha
bekletildi. Daha sonra Kkesitler 2 kez 5° er dakika ksilole alinarak
deparafinizasyonlar1 sonladirildi. 2 kez 3 dakika %100’Lik etil alkolden
gecirildikten sonra sirastyla %90, %80, %70 ve %50 azalan etil alkol serilerinden
gecirildi. Kesitler daha sonra akan musluk suyunda yikanarak boyamaya hazir
hale getirildi. Kesitlere GBL Masson Trikrom Boyama Kiti (Cat no: 5022, Lot no:
A0203) uygulandi. Haematoxylin Weigert’s A ve Haematoxylin Weigert’s B
soliisyonlar1 esit miktarda karistirilarak Weigert Hematoksilen hazirlandi. Kesitler
sudan gecirildi. Weigert’ s Demirli Hematoksilen ile 15 dk ¢ekirdek boyamasi
yapildi. ardindan lam silkelenerek ayira¢ uzaklastirildi ve oda sicakliginda 30 dk
kurutuldu. Doku kesitleri Pikrik asit ¢oziltisi ile ortiildii ve 4 dk sonra distile
suyla yikandi. Ardindan doku kesitleri Gelincik kizili fuksin ¢ozeltisi ile ortiildii
ve 4 dk sonra distile suyla yikandi. Doku kesitleri Fosfomolibdik asit ¢ozeltisi ile
ortiillerek 10 dk bekletildi. Ardindan yikamadan 7 dk Masson anilin mavisi
cozeltisi ile doku kesitlerinin tizeri oOrtiildii ve distile suyla yikandi. Yikanan
kesitler alkol serilerinden gegirilerek ksilole alind1 ve entellan ile kapatildi. Sonug
olarak nukleuslar mavi-siyah; sitoplazma ve kas kirmizi; kollajenler maviye

boyandi.
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3.2.3. Immunohistokimyasal Yontem

Immiinohistokimyasal boyamalar icin olusturulan parafin bloklardan
polilizinli lamlara 4 pm kalinhiginda kesitler alindi. Alman kesitler 37°C’ deki
etlivde bir gece tutuldu, daha sonra deparafinizasyonu kolaylastirmak icin etiiv
15151 57°C” ye ¢ikarilarak bu 1sida 1 saat, sonrasinda 61 °C” de 20 dakika bekletildi.
Camlar deparafinizasyonu tamamlamak ig¢in 2 kez 20’ser dakika ksilol’e etkin
birakildi. Daha sonra kesitler 10’ar dakika sirasiyla %100, %96,%90, %80 ve %
70’lik alkol serilerinden geg¢irildi. Dehidrate edilen kesitleri alkolden arindirmak
icin kesitler 2 kez 5’er dakika distile sudan geg¢irildi. Daha sonra doku igerisinde
formaldehit’in kapattifi reseptdr bolgelerinin agiga c¢ikarilmasimni saglamak
amaciyla, dokulara sitrat tamponu (pH 6.0) ile mikrodalga firinda retriver islemi
uygulandi. Mikrodalgadan ¢ikan sitrat tamponundaki kesitler 20 dakika disarida
sogumaya birakildi. Daha sonra dokular sitrattan arindirilmak i¢in 2 kez 5’er
dakika distile sudan gecirilip, dokularin etrafi PAP-pen ile ¢evrilerek nemli ortam
olan immiinohistokimya barina dizildi. Dokular 3 kez 3’er dakika PBS (Phosphate
Buffer Saline) (Ph:7.4) ile yikandiktan sonra, 15 dakika %3’liikk hidrojen peroksit
ile etkin birakilan dokulardan endojen peroksidaz aktivitesinin bloke edilmesi
sagland1. Islem sonrasinda PBS ile yikanan kesitlere 5 dakika UltraV block (Lab
Vision, Fremont, CA, Cat no: TA-125-UB, Lot no: AUB150113AC) uygulanarak,
0zglin olmayan baglanmalarin engellenmesi saglandi. Bloklama asamasinin
ardindan kesitler yikanmadan, uygun dilusyonda Fibronektin (1:100, Abcam,
ab2413, Lot no: GR248495-1), Proliferation cell nuclear antigen (PCNA(FL-261)
(1:100, SantaCruz, sc-7907, Lot no: K1015)), FIk-1(C-20)(VEGF reseptorii2)

(1:100, SantaCruz, sc-315, Lot no: H2415) primer antikorlarina belirli siirelerde
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etkin birakilarak inkiibasyonlar1 saglandi. Primer antikordan sonra Kesitler 3 kez
3’er dakika PBS ile yikandiktan sonra 10 dakika biotinli sekonder antikor (Lab
Vision, Fremont, CA, Cat no: TP-125-BN, Lot no: PBN141111AE) uygulanarak
primer antikora baglanmasi saglandi. Tekrar PBS ile yikandiktan sonra kesitler
enzimin biotine baglanmasi amaciyla 10 dakika streptavidin peroksidaz enzim
kompleksine (Lab Vision, Fremont, CA, Cat no: TS-125-HR, Lot no:
SHR150121AA) etkin birakildi. Islem sonunda kesitler yine 3 kez 3’er dakika
PBS ile yikandi. Son olarak ortama diaminobenzedin igeren (DAB) substrati (Lab
Vision, Fremont, CA, Cat no: TA-125-HD, Lot no: HD31722) eklenerek yaklasik
5-10 dakika bekletilip mikroskop altinda gozle goriilebilir immiin tepkimenin
ortaya ¢ikmasi saglandiktan sonra zemin boyasi olarak Mayer’in hematoksilen’i
kullanildi. DAB ile isaretlenip zemin boyamasi yapilan lamlar azalan alkol
serilerinden ve ksilolden gecirildi. Sonrasinda kesitlerin {izeri lamel ile entallan
medyumu kullanilarak kapatildi. Kesitler Leica DM 4000 (Germany) bilgisayar
destekli goriintiileme sisteminde, Leica Q Vin 3 programinda fotograflar
cekilerek degerlendirildi. Degerlendirmeler sonunda her primer antikor igin
immiinohistokimyasal tutulum yogunluklar1 incelenerek istatistiksel verileri

olusturuldu.

3.2.4. TUNEL yontemi
DNA fragmantasyonu ile gelisen apoptozisi saptamak icin TUNEL

(Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) yontemi
uygulandi. Bu yontem igin Millipore Apoptag Plus Peroxidase in Situ Apoptosis
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Detection kit (Cat no: S7101, Lot no:2702246) igerigi kullanildi. Kesitler 37°
C’deki etiivde bir gece tutuldu daha sonra deparafinizasyonu kolaylastirmak igin
etiiv 1s1s1 57° C’ye cikarilarak bu 1sida 1 saat, son olarak da 61 °C’ de 20 dakika
bekletildi. Camlar deparafinizasyonu tamamlamak i¢in 3 kez 20’ser dakika
ksilol’e etkin birakildi. Daha sonra 10’ar dakika sirasiyla %100, %96, %90, % 80
ve %70’lik alkol serilerinden gegirildi. Kesitler alkolden arindirilmak icin iki kez
5’er dakika distile sudan gegirildi. Sudan ¢iktiktan sonra etrafi PAP-pen ile
cevrelenen dokular, 25 dakika boyunca 37 °C’de 20 pg/ml proteinaz K (Millipore,
Cat no: 21627) ile inkiibe edildi. Daha sonra dokular 3 kez 3’er dakika PBS ile
yikandi. PBS ile yikama asamasindan sonra 15 dakika %3’liikk hidrojen peroksit
ile etkin birakilan dokularda endojen peroksidaz aktivitesi bloke edildi. 2 kez 5’er
dakika PBS ile yikanan kesitler lizerine Equilibration Buffer (Millipore Apoptag
Plus Peroxidase in Situ Apoptosis Detection kit, Cat no: S7101, Lot n0:2693367)
damlatilarak oda sicakliginda 5 dakika bekletildi. PBS ile yikanan kesitler 60
dakika 37 °C nemli ve karanlik ortamda Working Strength TdT Enzyme
(Millipore Apoptag Plus Peroxidase in Situ Apoptosis Detection kit, Cat no:
S7101, Lot no0:2604905) ile inkiibe edildi. Kesitler Stop/Wash tamponunda
(Millipore Apoptag Plus Peroxidase in Situ Apoptosis Detection kit, Cat no:
S7101, Lot n0:2679354) 10 dakika bekletildi ve 1 dakika PBS ile yikandi.
Ardindan dokular Anti-Digoxin Peroksidase soliisyonu (Millipore Apoptag Plus
Peroxidase in Situ Apoptosis Detection kit, Cat no: S7101, Lot no:2693373) ile
nemli ortamda, oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edildi. Dokular 3 kez 2’ser

dakika PBS ile yikandi. Yikamanin ardindan TUNEL pozitif hiicreleri
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belirleyebilmek i¢in DAB (Millipore Apoptag Plus Peroxidase in Situ Apoptosis
Detection kit, Cat no: S7101, Lot n0:2670412) ile boyama yapildi. Zemin boyasi
olarak Metilen Green kullanildi. Boyanan camlar azalan alkol serilerinden
gecirildi. Son olarak da 20 dakika ksilolde bekletildikten sonra entallan ile lamelle
kapatildilar. Kesitler Leica DM 4000 (Germany) bilgisayar destekli goriintiileme

sisteminde, Leica Q Vin 3 programinda degerlendirildi.

3.3. Istatistiksel Analiz

Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu grafiksel olarak ve Shapiro-
Wilk testi ile incelendi. Normal dagilim sartini1 saglamayan degiskenleri (Uterus
duvar kalinhigr ve endometrium kalinligi) tanimlamak i¢in median degerleri
ceyrekler arasi genislik degerleri ile birlikte degeri kullanildi. Nonparametrik
degiskenlerin karsilastirilmasi i¢in Kruskal-Wallis nonparametrik varyans analizi
kullanildi. Fark bulundugunda farkli grubu belirleyebilmek i¢cin Mann-Whitney
testi ile ikili karsilastiriimalar1 yapild:. Istatistiksel analiz ve hesaplamalar IBM
SPSS Statistics 21 (IBM Corp, NA, USA) ve MS-Excel 2013 ile yapildi.

[statistiksel kararlarda p<0.05 anlamli farkliligin gostergesi olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Uterus Duvar Kalinigi ve Endometrium Kalinhginin Istatistiksel Olarak
Degerlendirilmesi

Tim gruplarda uterus duvar kalinligi ve endometrium kalinligi, epitel
girintilerinin en diisiik seviyede oldugu bolgeler dikkate alinarak her preparattan 6

alan belirlendi, her alandan da 6’sar 6l¢iim yapilarak ortalamalar1 saptandi.

Uterus duvar kalinligi ortalamalari;normal endometrum+ serum fizyolojik
grubunda 1230,21 (429,07) um; normal endometrium + G-CSF grubunda 1073,47
(644,76) um, ince endometrium grubunda 264,20 (196,53) um, ince endometrium

+ G-CSF grubunda 373,90 (154,19) um olarak saptandi.

Uterus endometrium kalinlig1 ortalamalari; normal endometrium+ serum
fizyolojik (Grup4) grubunda 288,38 (160,86) um; normal endometrium+G —CSF
grubunda 219,49 (227,78) um, ince endometrium grubunda 84,27 (150,00) pum,

ince endometrium+G-CSF grubunda 254,25 (266,98) um olarak saptandi.

Kruskal Wallis testine gore 4 grup arasinda fark anlamli olarak bulundu

(p<0,001). Gruplarn ikili karsilagtirtlmas1 Mann Whitney U testi ile yapildu.

Normal endometrium+ Serum fizyolojik (Grup4) ile  Normal
Endometrium+ G-CSF grubu(Grup3) kiyaslandiginda uterus duvar kalinligi
(p=0,076) ve endometrium kalinlig1 (p=0,309) degerlerinde istatistiksel olarak

anlaml bir fark gozlenmedi.
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Normal endometrium+Serum fizyolojik(grup4) ile ince endometrium
grubu+ serum fizyolojik(Grup2) kiyaslandiginda, uterus duvar kalinhigi ve
endometrium kalinhigi degerlerinde istatistiksel olarak anlamli fark gdézlendi.
Grup 2’nin duvar kalinligit ve endometrium kalinligt Grup 4’e¢ goére azalma

gosteriyordu. (p<0.001; p<0.001)

Normal Endometrium + serum fizyolojik (grup4) ile ince endometrium+G-
CSF grubu(Grup 1) kiyaslandiginda, uterus duvar kalinligi degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlendi (p<0,001); Ancak endometrium

kalinlig1 degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark goézlenmedi. (p=0,102)

Normal endometrium+G-CSF(Grup3) ile ince endometrium grubu(Grup2)
kiyaslandiginda, uterus duvar kalinligi ve endometrium kalinligi degerlerinde
istatistiksel olarak anlamli fark gozlendi. Ince endometrium grubunun duvar
kalinlig1 ve endometrium kalinligi G-CSF grubuna gore anlamli olarak azalma

gosteriyordu. (p<0,001; p<0,001)

Normal endometrium + G-CSF grubu (Grup3) ile ince endometrium + G-CSF
grubu(Grupl) kiyaslandiginda, uterus duvar kalinligi degerlerinde istatistiksel
olarak anlamli bir fark gozlendi (p<0,001); ancak endometrium kalinlig

degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmedi. (p=0,333)

Ince endometrium (Grup2) ile ince endometrium + G-CSF grubu(Grupl)
kiyaslandiginda, uterus duvar kalinligi ve endometrium kalinhigi degerlerinde

istatistiksel olarak anlamli fark gézlendi. ince endometrium grubunun duvar
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kalinligt ve endometrium kalinligi ince endometrium+G-CSF grubuna gore

azalma gosteriyordu. (p=0,025; p=0,026)

Yapilan istatistiksel degerlendirmede ince endometrium grubunda uterus
duvar kalinlig1 diger gruplarla istatistiksel olarak anlamli farklilik géstermekteydi.

Ince endometrium grubunun uterus duvar kalinlig1 incelmisti.

Uterus endometrium kalinliklar1 degerlendirildinde en ince olglimler
beklenildigi gibi ince endometrium grubunda alinmistir. Ince endometrium
olusturulduktan sonra G-CSF uygulamasi yapilmasi ile endometrial kalinlikta

istatistiksel olarak anlami artis izlenmistir. (Tablo 4)
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Grupl Grup2 Grup3 Grup4 P degeri
Ince endometrium+ Ince endometrium+ Normal endometrium+ Normal endometrium+
G-CSF Serum fizyolojik G-CSF Serum fizyolojik
Median Median Median Median
Mean (ceyrekler Mean (geyrekler Mean (¢eyrekler Mean (¢eyrekler
+ arasi genislik) | + arasi genislik) | £ arasl + arasi genislik)
SD pm SD pm SD genislik) SD pum
pm pm pm um pm
p<0.0001
. 239.9 254.25 151 84.27 283.6 219.49 282.6 288.38 p=0.309?
Endometriyal | . (266.98) + (150) + (227.78) + (160.86) p<0.0001°
kalinhik 158.4 167 189.1 24.9 p=0.102°
p<0.0001¢
p=0.33°
p=0.025'
p<0.0001
Uterin duvar | 551.74 | 373.9 290.82 | 264.20 1085.58 1073.47 1262.83 1230.21
kalinlik + (754.19) + (196.53) + (644.76) + (429) p=0.076*
397.51 119.18 459.71 279.69 p<0.0001b
p<0.0001°
p<0.0001¢
p<0.0001°
p=0.026'

Tablo 4.Endometrial duvar kalinliklar1 ve uterus

karsilastirmalar1

Kabul edilen P degeri: p<0.05

duvar kalinliklar

a Normal endometrium + serum fizyolojik, normal endometrium + G-CSF

karsilastirmasi

b Normal endometrium + serum fizyolojik , ince endometrium+ serum fizyolojik

karsilastirmasi

c Normal endometrium + serum fizyolojik,

karsilastirmasi

d Normal endometrium + G-CSF, ince endometrium + G-CSF karsilastirmasi

ince endometrium + G-CSF

e Normal endometrium + G-CSF, ince endometrium + serum fizyolojik

karsilastirilmasi

f Ince endometrium +

karsilastirmasi

serum fizyolojik, ince endometrium + G-CSF
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4.2. Mason Trikrom Boya Bulgulari

Normal endometrium+ serum fizyolojik grubunda ve normal
endometrium+ G-CSF grubunda, endometrium lamina propriasinda, diiz kas
hiicre bandlar1 arasinda ve tunika adventisyada mavi olarak boyanan kollagen lif

dagilimi belirgin olarak gozlenmekteydi. (Sekil 3,4)

Ince endometrium ve ince endometrium+ G-CSF gruplarinda tunika
adventisya da kollagen lif iceren alanlar mavi boyanirken , mavi boyanma
ozelliginin olmamas: nedeniyle ince endometriumda ekstraselliller matriksin

kollagen lif igeriginin zayif oldugu belirlendi (Sekil 5,6)

Sekil3- Normal endometrium-+serum Sekil4- normal endometrium+G-CSF
fizyolojik grubunda endometrium lamina grubunda endometrium lamina
propriasinda, diiz kas hiicre bantlart propriasinda, diiz kas hiicre bantlari
arasinda ve tunika adventisyada mavi olarak arasinda ve tunika adventisyada mavi
boyanan kollagen lif dagilimi. olarak boyanan kollagen lif dagilimi.

/f

: & &fw.
O i f T8
Sekil5. ince endometrium grubunda tunika Sekil6. ince endometrium+G-CSF
adventisya da (kirmizi ok) kollagen lif grubunda endometrium tunika adventisya
dagilimi,mavi boyanma 6zelligi da (kirmizi ok) kollagen lif dagilimu.

gostermeyen endometrium (sar1 oklar) 33



4.3. Fibronektin Bulgular:

Normal endometrium+seum fizyolojik grubunda, subepitelial matrikste
(mavi oklar), endometrial stromada, diiz kas hiicre bandlarini1 ¢cevreleyen matrikste
zayif fibronektin tutulumu gdzlenirken, perivaskiiler matrikste yogun

immiinreaksiyon gozlendi(Sekil?7).

Normal endometrium+G-CSF grubunda 6zellikle subepitelial matrikste ve
endometrial bezlerin bazal membraninda perivaskiiler matrikste ve kas hiicre

bantlar1 arasindaki matrikste fibronektin tutulumu pozitifti (Sekil8).

Ince endometrium grubunda ise subepitelial bag dokuda ve myometrium
kas tabakalar1 arasindaki gevsek bag dokuda zayif, perivaskiiler alanda orta

diizeyde fibronektin tutulumu gézlendi (Sekil 9)

Ince endometrium+ G-CSF grubunda subepitelial bag dokuda ,vaskiiler
ekstraselliller matrikste ve myometriumdaki diiz kas hiicre bandlarinin

periferindeki  ekstraselliiler matrikste kuvvetli fibronektin tutulumu gozlendi

(Sekil 10)

s, 3

Sekil7. Normal endometrium+serum
fizyolokjik grubunda, subepitelial matrikste
(mavi oklar), endometrial stromada, diiz kas
hiicre bandlarini ¢evreleyen matrikste zayif
fibronektin tutulumu goézlenirken,
perivaskiiler matrikste(kirmizi oklar) yogun
immiinreaksiyon vardi

Sekil8.Normal endometrium + G-CSF
grubunda dzellikle subepitelial matrikste
(mavi oklar) ve endometrial bezlerin bazal
membraninda (pembe oklar), perivaskiiler
matrikste (kirmizi oklar) ve kas hiicre bantlar
arasindaki matrikste (sar1 ok) fibronektin
tutulumu pozitifti.
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2 & 1

Sekil9. Ince endometrium grubunda Sekil10. ince endometrium+G-CSF grubunda

subepitelial bag dokuda (mavi ok) ve subepitelial bag dokusunda (mavi

myometrium kas tabakalar arasindaki gevsek oklar),vaskiiler ekstraselliiler matrikste

bag dokuda (sart ok) zayif, perivaskiiler (kirmiz1 oklar) ve myometriumdaki diiz kas

alanda (kirmizi ok) orta diizeyde fibronektin hiicre bandlarinin periferindeki ekstraselliiler

tutulumu gozlendi. matrikste (sart ok) kuvvetli fibronektin
tutulumu .

4.4. TUNEL Bulgulan
Normal  endometrium+serum  fizyolojik  grubunda  endometrium

stromasinda ¢ok az sayida TUNEL pozitif stromal hiicreler belirlendi. (Sekil 11)

Normal endometrium+G-CSF grubunda ise endometrium epitelinde ve
endometrium stromasinda az sayida TUNEL pozitif isaretli hiicrelerin varlig

belirlendi.  (Sekil 12)

Ince endometrium grubunda ise az sayida TUNEL pozitif epitel hiicresi
gozlenirken diger tiim gruplardan ¢ok daha fazla sayida endometrium stromal

hiicresinin TUNEL pozitif olarak isaretlendigi dikkati ¢ekti (Sekil 13)
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Ince endometrium+ G-CSF grubunda endometriumda yer alan az sayidaki

stromal hiicre, tunika muskularisteki kas demetleri arasinda yer alan bag dokuda

az sayida fibroblastin TUNEL pozitif yanit verdigi gozlendi (Sekil 14)

Sekill1. Normal endometrium-+serum
fizyolojik grubunda endometrium
fonksiyonaliste TUNEL pozitif stromal
hiicreler (kirmiz1 oklar)

Sekill2. Normal Endometrium+G-CSF
grubunda, ¢ok az sayida TUNEL pozitif
endometrium epitel hiicresi (mavi oklar) ve
endometrial stromal hiicre (kirmizi oklar)

Sekil13. ince endometrium az sayida TUNEL
pozitif epitel hiicresi (mavi oklar), ¢ok sayida
pozitif endometrium stromal hiicresi (kirmizi
oklar)

Sekil14. ince endometrium + G-CSFgrubunda
endometrium az sayidaki stromal hiicrede
(kirmiz1 oklar) tunika muskularisteki kas
demetleri arasindaki az sayida fibroblastlarda
TUNEL pozitif hiicreler
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4.5. PCNA Bulgular
Normal endometrium+Serum fizyolojik grubunda hiicre proliferasyonu
belirteci olan PCNA varligi ¢ok sayida endometrial bez epitel hiicrelerinde

gozlenirken ¢ok az sayida endometrial stromal hiicre PCNA pozitifti (Sekil 15)

Normal endometrium+G-CSF grubunda PCNA dagilimi
degerlendirildiginde ise endometrial bez epitel hiicrelerinde ¢ok sayida,
endometrial stromal hiicrelerde ise ¢ok az sayida PCNA pozitif hiicre saptandi

(Sekil 16)

Ancak ince endometrium grubu degerlendirildiginde uterusun tiim

katmanlarinda PCNA pozitif hiicre gézlenmedi (Sekil 17)

Ince endometrium+ G-CSF grubunda ise ¢ok sayida liiminal endometrial
epitel hiicrelerinde ve endometrial stromal hiicrelerde PCNA pozitiflik gézlendi
Bu bulgu kontrol grubu ve neupogen grubu bulgulart ile  benzerlik

gostermekteydi (Sekil 18)

Sekill5. Normal endometrium+serum Sekill6Normal Endometrium+.G-CSF
fizyolojik grubunda endometrial bez grubunda endometrial bez hiicrelerinde ¢ok
hiicrelerinde ¢ok sayida (kirmiz1 oklar), ¢ok az  sayida (kirmizi oklar), ¢ok az sayida

sayida endometrial stromal (sar1 oklar) PCNA  endometrial stromal (sar1 oklar) PCNA pozitif
pozitif hiicre hiicre
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Sekill7. ince endometrium grubunda PCNA Sekil18. ince endometrium+G-CSF grubunda

pozitif hiicre gézlenmedi. endometrial epitel hiicrelerinde (kirmizi
oklar) ve endometrial stromal PCNA pozitif
hiicreler (sar1 oklar).

4.6.VEGFR2 Bulgular:
Angiogenezis belirteglerinden VEGF igin spesifik VEGFR incelendiginde
normal endometirum ve serum fizyolojik grubu ve normal endometrium+G-CSF

grubunda vaskiiler bazal membranda ve endometrial bez epiteli hiicrelerinde

VEGFR2 tutulumu belirlendi (sekil 19,20)

Ince endometrium grubunda ise VEGFR degerlendirildiginde immiin
tutulumun oldukca zayif olarak vaskiiler bazal mambranda varligi dikkati

¢ekmekteydi (sekil 21)

Ince endometrium+ G-CSF grubunda ise VEGFR dagilimi perikapiller
alanda ve endometrial bezleri ¢evreleyen ekstraselliiler matrikste yer almaktaydi

(Sekil 22)
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Sekill9. Normal endometrium-+serum Sekil20. Normal  endometrium+G-CSF

fizyolojik  grubunda vaskiiler  bazal grubunda vaskiiler bazal membranda (kirmizi
membranda (kirmuzi oklar) ve endometrial bez oklar) ve endometrial bez epiteli hiicrelerinde
epiteli hiicrelerinde (mavi oklar) VEGFR2 (mavi oklar) VEGFR2 tutulumu

tutulumu

Sekil21. Ince endometrium grubunda vaskiiler Sekil22. ince endometrium+G-CSF grubunda

bazal mambranda zayif VEGFR2 tutulumu perikapiller alanda (kirmizi oklar) ve

(kirmuzt oklar) endometrial bezleri ¢evreleyen alanda (mavi
oklar) VEGFR2 tutulumu

Sonug¢ olarak bu bulgular 1s51831nda G-CSF endometrium liiminal epitel
hiicrelerinde ve endometrial stromal hiicrelerde hiicre proliferasyonunun
tetikleyerek endometrium tabakalariin onarimina katkida bulunmustur. Bu bulgu
PCNA nin kontrolii olarak uygulanan ve DNA fragmantasyonunu gosteren
hiicrelerin saptanmast i¢in uygulanan TUNEL yontemi bulgulart ile de

desteklenmektedir. TUNEL sonuglarina gore ince endometrium+ G-CSF
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grubunda PCNA nin belirgin pozitif oldugu hiicre gruplarinda TUNEL pozitif

hiicre sayilarinin az oldugu belirlenmistir.

Bag doku rejenerasyonunun énemli elemanlarindan biri olan Fibronektin
ekspresyonu ise G-CSF uygulamasi ile tetiklenmis &zellikle subepitelial bag
dokuda ,vaskiiler ekstraselliiler matrikste ve myometriumdaki diiz kas hiicre

bandlarinin periferindeki ekstraselliiler matrikste kuvvetli tutulum gostermistir.

G-CSF uygulamasiyla fibronektin ekspresyonunun artmis oldugunun
belirlenmis olmasina ragmen bu artis Masson Trikrom boyasi ile belirgin olarak

ortaya ¢ikan bir boyanabilme miktarina ulasamamastir.

Ayrica doku rejenerasyonunda Onemli etkenlerden biri olan vaskiiler
endotelial growth factor reseptdriiniin ekspresyonu da G-CSF uygulamasiyla

artmigtir.

40



Immunohistokimyasal 6l¢iimler kalitatif olarak yapilmis olup, kantitatif

Olgtimleri ve istatistiksel degerlendirme ¢alismalar1 devam etmektedir.( Tablo 5)

Grupl

Ince
endometrium+
G-CSF

Grup2

Ince
endometrium+
Serum fizyolojik

Grup3

Normal
endometrium+
G-CSF

Grup4

Normal
endometrium+
Serum fizyolojik

Kollojen hiicre

dagilimi Pozitif Zayrf belirgin belirgin
(Masson
Trikrom
Boyama)
Fibronektin Cok sayida Az sayida Cok sayida pozitif
tutulumu
Apoptozis Az sayida Cok sayida Az sayida Az sayida
(TUNEL)
Bez epiteli: ¢ok | Bez epiteli: | Bez epiteli: ¢ok | Bez epiteli: ¢ok
Proliferasyon sayida izlenmedi sayida sayida
(PCNA) Stroma: ¢ok | Stroma: Stroma: az | Stroma: az
sayida izlenmedi sayida Sayida
Perikapiller Zayif Perikapiller Perikapiller

VEGFR2(FIK1)

alanda : belirgin
Endometrial bez
matiksi: belirgin

alanda : pozitif
Endometrial bez
matiksi: pozitif

alanda: pozitif
Endometrial bez
matiksi: pozitif

Tablo 5.immunohistokimyasal boyama kalitatif karsilagtirmalari
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5. TARTISMA

Yeterli endometrial kalinlik ART sikluslarinda basarili klinik gebelik
sonuglar1 i¢in Onemlidir.[57] Klinik gebelik oranlari ince endometrium olan
vakalarda belirgin diisiiktiir. ( endometrial kalinlik <7mm: OR 0.42). Kovacs ve
ark. Ve Traub ve ark yaptiklar1 ¢alismalarda endometrial kalinlik ve gebelik
arasinda belirgin iliski izlenmistir.[58, 59] Ince endometriumun zayif gebelik
oranlar1 ile iliskisi net bilinmemektedir; bu konuda yapilmis endometrial
histolojik ¢ok sayida ¢alisma bulunmamaktadir. ince endometrium varliginda
bazal tabaka endometrium oksijen seviyelerinde artis olduguna dair ve bu artan
oksijen konsantrasyonunun embryo implantasyonuna zarar verebilecegine dair
teoriler bulunmaktadir.[60] Bu nedenle ince endometrium, endometrial
reseptivite iligkisini kesinlestirecek molekiiler yapilarin ve morfolojik yapinin
belirlenmesi igin daha ¢ok ¢alismaya gereklilik vardir.[61] Calismada ratlarda
gebelik olusturulmadigi i¢in ince endometriumun reseptivitesi tam olarak
degerlendirilememistir; ancak ince endometriumun immunohistokimyasal yapisi
lizerinde calisilmugtir. Ilerleyen ¢aligmlarda reseptivitenin degerlendirilebilmesi

amaci ile gebe rat modelleri olusturulabilmesi faydali olabilir.

Bazi caligmalar endometrial patern ve IVF sonuglar1 arasinda korelasyon
oldugunu savunmaktadir.[62] Diger ¢alismalarda ise belirgin korelasyon
goriilmemistir.[63] Metaanalizler endometrial paternin farkli ¢alismalarda farkli

klasifikasyon sistemleri igermesi nedeni ile tam olarak yapilamamaktadir.
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Anjiogenez disi reproduktif sistemde onemli rol oynamaktadir. Dominant
follikiil gelisimi, korpus luteum olusumu ve endometrium kalinlasmasinda
onemlidir.[64] Calismalar insan endometrium dokusunda anjiogenezi,
vaskularizasyonu diizenlemede dokuda eksprese olan VEGF’in etkili oldugunu
gostermektedir.[65] Uterin kan akimi endometrium gelisiminde 6nemli rol
oynamaktadir. Caligmalar embryo transferi yapilan hastalarda diisiik kan akimi ve
uterin  reseptivite arasindaki  yakin iliskiyi  gdstermektedir.[66] Ince
endometriumlu olgularda glanduler epitelyum gelisimi zayiftir, yiiksek uterin kan
akim impedansi, azalmis VEGF ekspresyonu ve zayif vaskiiler gelisim
bulunmaktadir.[67] VEGF anjiogenez artisininda etkili oldugu gibi midsekretuar
fazda vaskiiler permeabilitede artis saglamakta ve basarili implantasyonda etkili
olmaktadir ve VEGF diizeyleri midsekretuar fazda en yiiksek diizeylerde
izlenmektedir. [68] Disiik VEGF seviyeleri ince endometrium varliginda diisiik
endometrial reseptivite ile implantasyon basarisizligina neden olmaktadir. WOI
olarak gecen implantasyon araligi siiresince bakilan insan uterin lavajinda
VEGFA yiiksek oranlarda bulunmustur. Aciklanamayan infertilite hastalarinda
VEGFA’da belirgin azalma izlenmektedir. Klinik IVF sonuglarinda potensiyel
iyilesme amaci ile insan embryo kiiltlirlerine VEGF eklenmesi faydali olacaktir.
[69] VEGF endotelyal hiicrelerin hiperplazisi, kapiller yapilarin olusumu,
mikrovaskiiler gecirgenligin artigi,selliiler matriks iiretiminin stimiilasyonu ve
neovaskiilarizasyonda etkilidir.[70] Bazi ¢alismalarda G-CSF’in nétrofillerden
VEGF salinimini arttirarak anjiogenezi arttirdigin1 gostermektedir. Bu ¢alismada

VEGFR 2 dokularda degerlendirilmistir. VEGF etkinligini gosterecek olan
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VEGFR reseptorii ince endometrium+G-CSF uygulanan grupta artmis
gorilmektedir. Bu durum G-CSF’in anjiogenezde olumlu etkileri oldugunu
diisiindiirmektedir. Anjiogenezin implantasyon {iizerinde olumlu etkilerini
gosteren c¢alismalar mevcuttur. G-CSF’in  implantasyon tizerindeki olumlu
etkilerinden olabilecegi disiinilmektedir. VEGF, VEGFR birlikte bakildigi

calismalar daha kesin sonuglar olusturabilecektir.

Yapilan diger bir ¢alismada dogal IVF siklusunda ince endometrium ve
diisiik gebelik oranlarn iligskisinde anormal integrin ekspresyonlar1 izlenmektedir.
Integrin ekspresyon eksikligi endometriosis ile iliskili izlenmektedir.[71] Fahey
ve arkadaglarinin yaptig1 ¢aligmada diger sitokin ve kemokinlerin yani sira G-CSF
ve GM-CSF polarize epitel hiicrelerin apikal yiizeylerinden sekrete edildigi
gosterilmektedir.[72] Zhao ve Chegini 1999 yilinda yaptig1 ¢alismada GM-CSF
ve reseptOriiniin  ekspresyonunun endometrium iizerinde menstruel siklus
sliresince otokrin ve parakrin fonksiyon gosterdigini belirtmislerdir.[73] Chegini
ve arkadaglar1 GM-CSF’in endometrial hiicreler {iizerinde mitojenik etki
gostermedigini ancak epitel ve glandiiler hiicrelerde TGF-B1ve ekspresyonunu
arttirdig1 goriilmektedir. [74] Moldenhauer ve arkadaslar1 2010 yilinda farelerde
erken gebelik doneminde GM-CSF’in uterin dendritik hiicrelerinde T hiicre

aktivasyonunda dnemli regulatuar etkisi gostermislerdir.[75]

Cok sayida biiyiime faktorii ve reseptoleri implantasyon amaci ile embryo
ve tlreme traktindan salinmaktadir. Fibronektin ¢ogunlukla blastokistlerden
salinan implantasyonda baglanma vyiizeyinde yer alan O6nemli ekstraselliiler

matriks proteinidir.[76] Bu calismada Fibronektin diizeyleri ince endometrium
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olgularinda G-CSF uygulamasi sonrasi artis izlenmektedir. G-CSF bu etkisi ile de
implantasyon  {izerine olumlu etkiler olusturabilir. Ince endometrium
olusturmaksizin uygulanan G-CSF’de fibronektin artisi ile sonuglanmaktadir. Bu
durum tekrarlayan implantasyon basarisizliklarinda endometrial kalinhik
bakilmaksizin G-CSF uygulamasinin yararli olup olmayacag: hipotezi iizerinde

diisiindiirmektedir. Bu konuda literatiirde daha ¢ok ¢alismaya ihtiyag vardir.

Bunun yani sira epitel doku biitiinliigii igerisinde bakilan kollojen

liflerinde G-CSF uygulamasi ile herhangi bir artis izlenmemistir.

Ik kez 2011 yilinda Gleicher ve arkadaslar standart tedavilerle basarisiz
olunan ince endometrium tedavisinde G-CSF uygulamasi denemislerdir[77]
Sonraki ¢alismalarda G-CSF uygulamasinin endometrial kalinlikta belirgin artis
sagladigr ancak klinik gebelik oranlarmin diisik izlendigi (19,1%, 18,9%)
goriilmiistiir.[4, 43] Yapilan diger bir ¢alismada ise G-CSF uygulamasi ile embryo
implantasyon oranlarinin(31.5%) ve klinik gebelik oranlarinin (48.1%) anlaml
artis gosterdigi belirtilmistir.[78] Barad ve arkadaslarinin yaptigi 141 hastalik
diger bir klinik ¢alismada ise G-CSF intrauterin uygulamasinin endometrial
kalinlik artis1 sagladigi ancak IVF sonuglarina herhangi olumlu etkisi olmadigi

gosterilmistir.[79]

G-CSF  hematopoetik  kok  hiicre ve progenitor hiicrelerin
mobilizasyonunda rol oynamaktadir.[80] Kemik iliginde mezenkimal prekiirsor
hiicre sayisini arttirmaktadir.[81] Bu mezenkimal kok hiicrelerin arteryal hasarli

bolgelere yer degistirdigi belirtilmektedir. ince endometriumun azalmis sayida ve
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fonksiyon  kaybetmis  endometrial  kok  hiicrelerden  kaynaklandigi
distiniilmektedir. G-CSF  endometrial kok hiicre stimulasyonunda rol
oynamaktadir ve kemik iligi kok hiicrelerinin mobilizasyonu ile endometrial

gelisimi saglamaktadir. [82]

G-CSF biiylime faktorii ve sitokin fonksiyonlar1 olan bir glikoprotein
olmasinin yani sira endotel,makrofaj ve diger immunositler gibi bir ¢ok hiicrede
iretilerek proliferatif etkinlik gdsterir. Bunun yani sira anti-apoptotik etkinligi de
bulunmaktadir.[83] Bu ¢alismada hiicre proliferasyon belirteci olan PCNA’ya
bakildiginda G-CSF uygulandiginda endometriyal bez ve epitel hiicrelerinde
proliferasyon belirteci pozitif olan ¢ok sayida hiicre saptanmistir. Ince olmayan
endometriumda goriilen bu etki benzer sekilde ince endometrium olusturulmus
G-CSF uygulanan durumlarda da izlenmistir. Bu sonuglar literatiirde endometrial
kalinlik artisinda etkili mekanizmanin histolojik gostergesi olarak durmaktadir .
ve G-CSF’in endometriyal proliferasyonda etkili oldugunu kanitlar niteliktedir.
Epitel ve gland hiicrelerinde stromadan daha ¢ok proliferasyon izlenmesi
implantasyonda aktif rol oynayan hiicrelerin artis1 da anlamli goriilmektedir.
Calismada endometrial stromada apoptotik faktér olarak TUNEL pozitif hiicreler
degerlendirilmistir. Endometrium stromasinda TUNEL pozitif hiicrelerin varlig
ince endometrium grubunda en fazla miktarda izlenmis olup G-CSF uygulamasi
ile bu hiicre sayisinda azalma goriilmektedir. G-CSF’in bilinen antiapoptotik
etkinliginin ince endometriumlu olgularda endometrial duvar kalinligindaki artista

etkili oldugu diigtiniilmiistiir.
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Calismada ince endometrium kontrol ve G-CSF grubundaki endometrial
duvar kalinliklar1 ol¢timleri 2013 yilinda Zhao ve arkadaslarmin yaptigi
calismadaki endometrial kalinliklarla benzerlik gostermektedir. [5] Bu ¢alismada
benzer sekilde ince endometriumlu ratlarda G-CSF uygulamasit halinde
istatistiksel olarak anlamli sekilde duvarda kalinlik artis1 izlenmektedir. Hayvan
sayilarindaki azlik sonuglart olumsuz etkilememektedir. Normal endometrium
gruplarinda ise kontrol grubu ve G-CSF grubu arasinda istatistiksel olarak anlaml
artig izlenmemektedir. Bu durumda klinik uygulamada G-CSF uygulamasinin ince

endometrium varliginda yararli olabilecegi sonucuna ulagilmaktadir.
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6. SONUC
Tekrarlayan implantasyon basarisizliklarinin tedavisi
kesinlesememis bir konudur. G-CSF uygulamasi ile implantasyon ve ince

endometrium tedavisinde yol katedilebilir. Bu ¢alisma ile;

1. G-CSF uygulamasinin literatiir ile uyumlu sekilde endometrial
duvar kalinliginda istatitiksel olarak anlamli arti sagladigini,
2. Uygulamanin normal endometriumu olan olgularda istatistiksel

olarak anlamli kalinlik olusturmadigi, nedeni agiklanamayan

tekrarlayan implantasyon basarisizliginda yarar
saglayamayabilecegi,

3. Immunohistokimyasal ~ degerlendirme sonucu  G-CSF’in
reseptivite iizerine olumlu etkiler yaratabilecek

fibronektin,kollojen, proliferasyon,VEGFR’lerini arttidigi ve
tekrarlayan  implantasyon basarisizliklarinda ~ endometrial
reseptiviteyi arttirarak olumlu etkileri olacag,

4, Apoptoz belirteglerinin de G-CSF uygulamasi ile daha az
izlenmesinin reseptivite tizerimde olumlu etkiler olusturacagi
distiniilmektedir.

5. Yapilan  hayvan  calismasinda  implantasyon ~ modeli
olusturulamamistir, bu nedenle endometrial kalinliktaki bu
olumlu degisimlerin implantasyona olan etkileri bu calismada

net degerlendirilememektedir; ancak implantasyon faktorlerini
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arttirmas1 G-CSF’in implantasyon basarisizliklarinda ve ince
endometrium tedavisinde kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.
Yapilan ¢alismada immunohistokimyasal boyama sonuglar
kalitatif olarak verilmis olup, kantitatif sayimlari, istatistiksel
degerlendirmesi devam etmektedir. Yapilacak istatistiksel
veriler ile daha kesin sonuclar elde edilmesi miimkiin olacaktir.
Reseptivite tlizerindeki etkilerini degerlendirmek icin literatiirde

daha ¢ok ¢alismaya gereklilik duyulmaktadir.
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8. OZET

Yeterli endometrial kalinlik ART sikluslarinda basarili klinik
gebelik sonuglart icin 6nemlidir. Yapilan ¢alismalarda 7 mm ve altindaki
dlgiimler ince endometrium olarak kabul edilmektedir. Implantasyonda
anjiyogenez ve bir¢ok sitokin ve kemokin 6nemli rol oynamaktadir.

G-CSF  tedaviye direngli ince endometrium olgularinda
kullanilmaktadir. Calismada 24 rat {lizerinde G-CSF’in endometrial duvar
kalinliklarina etkileri ve proliferatif faktorler, apoptotik faktorler ve
anjiogenez lizerindeki etkileri degerlendirilmistir.

G-CSF ince endometriumda duvar kalinliklarimi arttirmaktadir ve
bunun yam sira proliferatif faktorler, anjiogenez ve apoptotik faktorler
tizerindeki olumlu etkileri izlenmektedir. Normal endometriumda etkinligi
daha az olmakla birlikte etkinligi gosterilmistir.

G-CSF  implantasyon basarisizigt  ve ince endometrium
tedavilerinde kullanilabilir, ancak reseptivite {lizerine etkilerini gostermek

amaci ile literatiirde daha fazla ¢alisma yapilmalidir.
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9. SUMMARY

Adequate endometrial thickness is very important for succesful
clinical pregnancy in IVF treatment. In the literature there are studies of
measurement of endometrium, and the values less than 7mm are broadly
accepted as thin endometrium. Angiogenesis and various chemokines and
cytokines have an important role in implantation.

G-CSF is used for treatment of implantation failures that resistant
to treatment. In the study the endometrial thickness, angiogenesis,
apoptotic and proliratif factors were evaluated after G-CSF enjected to 24
rats.

In G-CSF groups the endometrial thickness were increased. Also
this enjection improved angiogenesis, apoptotic and proliferatif factors
which are important for implantation. The influence of G-CSF was seen
more in thin endometrium, but also there was seen an improvement in
normal endometrium.

G-CSF can be beneficial for implantation failure treatment.
However more study should be done in literature for finding out the effect

of G-CSF on endometrial receptivity.
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