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OZET

In Vitro Fertilizasyon Programina Alinan implantasyon Basarisizhig Olan
Endometriozisli Hastalarin ve Aciklanamayan Infertil Hastalarin Mid-Sekretuar
Endometriyumunda Kalsiyum Metabolizmasinda Islev Géren Proteinlerin
Ekspresyonunun Incelenmesi

Uterin endometriyumda Ca*? iyonlar1 gebeligin baslamasi ve devam icin
gereklidir, fakat endometriumda Ca*?’un diizenlenmesinin hiicresel ve molekiiler
mekanizmas1 tam olarak anlasilmis degildir. Transient Reseptor Potansiyel
Vanilloid 6 (TRPV6) ve Plazma Membran Ca*? ATPaz 1 (PMCA1), bircok dokuda
aktif Ca*? transport mekanizmasina katihr. Bu ¢alismanin amaci, fertil ve infertil
(endometriozis ve agiklanamayan infertilite) insan endometrial dokularda TRPV6
ve PMCAL1 ekspresyonunu arastirmaktir.

Endometrial ornekler 14 fertil ve 27 infertil (12 endometriozis ve 15
aciklanamayan infertilite olmak iizere) olgudan alindi. Bu ¢alismada real time RT-
PCR, immiinohistokimya ve ICP-MS kullamildi. Mid-sekretuar faz sirasinda,
infertil ve saghkh fertil kontrol endometriyumunda TRPV6 ve PMCAl1 mRNA
ekspresyon diizeyleri ol¢iildii. Bu proteinlerin ekspresyonlar1 degerlendirildi.
Dokudaki Ca*? konsantrasyonlar1 ICP-MS ile belirlendi.

TRPV6 ve PMCAL immiin isaretlenme yogunlugu, mid-sekretuar faz sirasinda
saghkh fertil hastalar ile karsilastirildiginda infertil hastalarin luminal ve glandular
epitelinde anlamh bir sekilde artti. Gruplar aras1 TRPV6 ve PMCA1 mRNA
ekspresyonunda anlamh farkhliklar gozlenmedi. Ca*? konsantrasyonlar1 da kontrol
grubuna gore aciklanamayan infertil grupta anlamh yiiksek bulundu.

Calismamizin sonuglari, agiklanamayan infertil hastalarin endometriuymunda
TRPV6 ve PMCA1 protein ekspresyonunun bozulmasi ve Ca*?
konsantrasyonundaki farkhliklarin, bu hastalarda infertilitenin potansiyel hiicresel
ve molekiiler mekanizmalarindan biri olabilecegini vurgulamaktir.

Anahtar sozciikler: Agciklanamayan infertilite, endometriozis, kalsiyum
metabolizmasi, implantasyon basarisizhgl, infertilite
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ABSTRACT

The examination of the expressions of proteins, functioning in calcium metabolism
in the mid-secretory endometrium of the unexplained infertile and endometriosis
patients with implantation failure, which undergoing In Vitro Fertilization
programs.

Calcium ions (Ca?*) in the uterine endometrium are essential for the
establishment and maintenance of pregnancy, but the cellular and molecular
mechanisms of Ca?* regulation in the endometrium are not fully understood.
Transient Reseptor Potansiyel Vanilloid 6 (TRPV6) and Plasma Membrane Ca®*
ATPase 1 (PMCAL1) are involved in the active Ca?* transport mechanism in many
tissues. The aim of this study was to investigate TRPV6 and PMCAL expression in
fertile and infertile (endometriosis and unexplained infertility (Ul)) human
endometrial tissues.

Endometrial samples were obtained from 14 fertile and 27 infertile (12
endometriosis and 15 patients diagnosed with Ul). This study utilized, real-time RT—
PCR, immunohistochemistry and ICP-MS. Expression levels of TRPV6 and
PMCA1 mRNA in the endometrium of infertile patients, as well as healthy fertile
controls were measured during the mid-secretory phase. Expressions of TRPV6 and
PMCAL were evaluated. Ca?* concentrations in tissues were determined by ICP-
MS.

TRPV6 and PMCA1 immun labelling intensity was significantly higher in both
luminal and glandular epithelial cells in infertile patients compaired with healty
fertile patients during the mid-secretory phase. No significant differences were
observed in these proteins mRNA expression among the groups. Ca?* concentrations
were also found to be significantly higher in the Ul group compared to the control
group.

Our results highlight that impaired expression of TRPV6 and PMCAL protein
expression and Ca?* concentration differences in the endometrium of infertile
patients with Ul, might be one of the potential cellular and molecular mechanisms
of infertility in patients with UL.

Keywords: Unexplained infertility, endometriosis, calcium metabolism,
implantation failure, infertility
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GIRIS

Infertilite etyolojisi degerlendirildiginde bunlarin yaklasik %75’ini ovulatuar
bozukluklar, tubal tikaniklik ve semen anormallikleri olusturken; %251 ise endometriozis
veya agiklanamayan infertilite kaynaklidir. Endometriozis, endometrial bez ve stromanin
uterus disinda varligi olarak tanimlanir. Endometriozisin prevalansi tam olarak
bilinmemektedir, ancak dogurganlik cagindaki kadinlarda %2-10 arasinda degistigi
tahmin edilmekte ve infertil kadinlarda ise %50’a kadar yiikselmektedir (1, 2, 3).

Inflamatuar sitokinler, biiyiime ve anjiyogenik faktdrler ve anormal eksprese olan
genler tim endometriozis ile iliskili infertilitede potansiyel etiyolojik faktorler olarak
aragtirtlmaktadir. Humoral ve hiicresel bagisiklik faktorleri, ektopik endometrial
implantlarin biiylime ve inflamatuar davranislarini diizenler ve embriyo implantasyonunu
etkiler. Endometriotik implantlar, makrofajlari cezbeden ostradiol, progesteron, pro-
inflamatuar sitokinler (IL-1p, IL-8, IL-6, and TNF a) ve vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii (VEGF) salgilamaktadir. Endometriozisli kadinlarin  periton sivisinin
inflamatuvar/toksik etkilerinden spermlerin kalite ve fonksiyonu azalmaktadir. Periton
stvisindaki inflamatuvar hiicrelerin sayisinin artmasinin sadece oosit ve sperm iizerinde
degil, embriyo Uzerinde de toksik etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica,
inflamasyon tubal fonksiyonu bozar ve tubal motiliteyi azaltir (4, 5).

Endometriozisli kadinlarin 6topik endometriyumunda endometrial reseptivite i¢in
gerekli oldugu bilinen bir¢cok genin anormal ekprese edildigi bilinmektedir. Ancak,
endometriyumda degisikliklere neden olan spesifik sinyaller ve mekanizmalar heniiz tam
olarak tanimlanmamistir. Hiicre adezyon molekiilleri/yolaklarindaki farkliliklarin
hastaligin patogenezinde dnemli bir rol oynayabilecegi ileri stirilmistiir (6). Bir grup
arastirmaci, endometriozisli kadinlarin endometriyumunda E-kaderin ekspresyonunun
kontrol ile karsilastirildiginda; endometrial epitel hiicrelerinde mid-sekretuar faz
sirasinda yiikselerek, gec sekretuvar fazda ekspresyonunun azaldigini; 3-katenin protein
ekspresyonun ise arttigini gostermislerdir (7). Vimentin ekspresyonunun degismedigi
bildirilmistir (8). Integrin altbirimleri ile etkilesen fokal adezyon kinazin mMRNA ve
protein ekspresyonu yine bu fazda artmaktadir (9). Ostrojen reseptérleri bu hastalarin

endometriyumunda arastirilmis ve Gstrojen reseptor beta seviyesinin degismedigi (10),



bir diger ¢alismada ise glandular epitel hiicrelerinde ekspresyonunun arttigi gosterilmistir
(11). Endometriozisli infertil kadmnlarin endometriyumu ince yap1 diizeyinde
incelendiginde, endometrial yiizeyin diizensiz bezler ile birlikte heterojenlik sergiledigi,
mitotik epitel ve stromal hiicre sayisinin azaldigi1 gosterilmistir (12).

Aciklanamayan infertilite tanis1 almis kadinlarda infertilite nedeni olarak uterin
reseptiviteden siiphelenilmektedir. Bu kadinlarda hormon profili ve ovulatuar siklus
normal seyretmekte, organ patolojileri ve erkek faktor infertilitesine dair higbir kanit
bulunmamaktadir. Bu nedenle aciklanamayan infertilite tamis1 alan kadinlarda
endometrial reseptivite ile iliskili hedef molekiilleri arastirmak daha cazip hale
gelmektedir. Ras-iliskili protein Rap-1b; hiicre biiyiimesi, hiicre siklusu, farklilasma ve
anjiyogenez gibi cesitli hiicresel siirecleri diizenlemede ©nemli rol oynamaktadir.
Aciklanamayan infertil kadinlarin mid-sekretuar faz endometriyumunda Rap-1b
ekspresyonunun arttigi ve nedeninin ise progesteron sinyallesmesinin degismesinden
kaynaklanabilecegi ileri siiriilmiistiir. Riyanodin reseptér fonksiyonunu ve hiicre igi
kalsiyum (Ca*?) salinimini diizenleyen Ca*2-baglayic1 bir protein olan Sorcin’in, bu
kadinlarin mid-sekretuvar faz endometriyumunda ekspresyonun azaldigi gosterilmistir.
Bir baska c¢alismada fertil kadinlar ile karsilastirildiginda bu fazda protein
ekspresyonunun arttigi, stromada ise azaldigi saptanmistir. Sorcin’in bu degisen
ekspresyonunun, Ca*? seviyelerinde dengesizlige ve endometriyumun yetersiz
fonksiyonuna yol agarak infertiliteye neden olabilecegi distiniilmiistir (13). Anti-
inflamatuar 6zelligi olan Apolipoprotein-Al ve hiicre adezyon ve invazyonu ile iliskili
hiicre iskeletinin 6nemli diizenleyici olan Cofilin-1’in agiklanamayan infertil hastalarin
reseptif endometriyumunda ekspresyonunun degistigi bildirilmistir (14).

Ca*? iyonlari; hiicre farklilasmasi, mitoz, apoptoz, hiicre déngiisii ilerlemesinin
kontrolii, hiicre motilitesi, protein katlanmas1, makrofaj aktivasyonu, Ca*? ve potasyum
kanallarinin kontrolii gibi hiicrenin fizyolojik fonksiyonlarinda o6nemli bir rol
oynamaktadir. Ca*? ligand/reseptdr baglanmasi ile hiicre disindan alinan sinyalleri hiicre
icinde 6zgiil yanitlara déniistiirerek ikincil haberci olarak gdrev yapmaktadir. Ca™?’un
hiicre i¢i konsantrasyonu ile pek ¢ok hiicresel fonksiyon kontrol edilmektedir (15, 16, 17).

Uterusta Ca*? dengesinin korunmasi embriyo implantasyonu gibi pek ¢ok
fonksiyonlar icin gereklidir. Embriyo implantasyonunun erken asamasi sirasinda
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implante embriyonun g¢evresinde Ca™*’un diizenlenmesinin basarili implantasyon i¢in



onemli oldugu vurgulanmustir (18). Ca*? sitoplazmaya kanal proteinleri araciligiyla ile
tasinmaktadir. Bu tasiyicilar, Ca*? baglayic1 proteinleri kullanarak Ca*? pompalari ile
+2>

hiicre membranindan disariya Ca

Kanal Subailesi V iiyeleri (TRPVS5 ve TRPV6) bobrek ve intestinal epitel hiicrelerinin

u aktarirlar. Transient Reseptor Potansiyel Katyon

apikal membraninda eksprese olmaktadir ve transseliiler transport sirasinda Ca*2
almmmimin mediatorleri olarak Onerilmektedir (19). Transient Reseptdr Potansiyel
Vanilloid 6 (TRPV®6), iireme organlarindan uterus ve plasentadan eksprese edilmektedir.
Uterusta TRPV6’nin, endometrial ve glandular epitel hiicrelerinde eksprese edilmesinin
{ireme sisteminde fetal implantasyon, Ca*? homeostaz1 ve endometriyal hiicre iiretimine
katilabilecegini gostermektedir. Plasental TRPVS6, fetusa Ca*? transportunda &nemli rol
oynamaktadir (20). Plazma Membran Ca*? ATPazlar (PMCA), sitozoliin disina Ca*>’u
pompalayan ATP-bagimli tastyicilardir. insanlarda ve diger memelilerde, farkli genler
tarafindan kodlanan dort ana PMCA izoformu (PMCAI, 2, 3 ve 4) bulunmaktadir.
PMCAL, ilk kez eritrosit membraninda belirlenmis ve Ca*? iyonlarma yiiksek affinitesi
oldugu bulunmustur. PMCA 1, hiicre icerisinde diisiik sitozolik Ca*? seviyesini koruyarak
Ca*? homeostazina katilmaktadir (21).

Endometriozis ve agiklanamayan infertilite, heniliz fizyopatolojisi tam olarak
aydinlatilamamis bir hastalik olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Son yillarda konu ile ilgili
kapsamli arastirmalar yapilmistir. Ancak literatiirde endometriozisli ve agiklanamayan
infertilite dykiisii olan hastalarda Ca*? homeostazinda 6nemli rol oynayan TRPV6 ve
PMCAZ’in ekspresyonu ile ilgili ¢alismaya rastlanmamigtir. Bu amagla, endometriozisli
ve agiklanamayan infertil hastalarin mid-sekretuar faz endometriyumunda belirtilen
proteinlerin ekspresyonlarindaki olast degisiklerinin saptanmasi, infertilitenin nedenine
yonelik ac¢iga kavusmayan molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasinda katki

saglayacagi diistintilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Infertilite

Kontraseptif bir yontem uygulamadan, haftada en az iki kez diizenli bir cinsel
iliskiye ragmen, bir yil siireyle gebelik olusmamasina infertilite adi verilmektedir.
Infertilite iireme cagindaki ciftlerin yaklasik %15’inde goriilmektedir. Infertilitenin
siklig1 ve nedenleri bir toplumdan digerine farklilik gosterir. Ciftlerin %30-40’1nda erkek
kaynakli, %40-45’inde kadin kaynakli nedenler infertiliteye neden olur. Ciftlerin %10-
15’inde ise giiniimiizdeki standart tanisal testler ile tani1 konulamadigi i¢in bu durum
aciklanamayan infertilite olarak isimlendirilir. Infertilite, primer ve sekonder infertilite
olmak tizere iki sekilde degerlendirilir. Daha 6nce hi¢ gebelik olugsmamigsa primer
infertilite, buna karsilik daha 6nce canli dogumla sonuglansin veya sonuglanmasin en az
bir gebelik olugsmussa sekonder infertilite olarak tanmimlanmaktadir. Kadinlarda
infertiliteye neden olan sebepler ovulatuar bozukluk (%30-40), tubal ve peritoneal
patolojiler (%20-40), agiklanamayan nedenler (%10-15), servikal ve immiinolojik
faktorler (%1-2) olarak bilinmektedir (22).

2.1.1. Tubal/Peritoneal Infertilite Nedenleri

Tubal/peritoneal faktorler kadinlarda infertilitenin ikinci sik nedeni olarak
goriilmektedir. Fallop tiiplerinin obstriiksiyonu enfeksiyon kaynakli olabilir. Ozellikle
klamidya enfeksiyonlar1 basta olmak iizere sik gecirilmis pelvik inflamatuar hastalik veya
tiiberkiiloz gibi hastaliklar tubal tikanikliklara veya tubalarda fonksiyon bozukluklarina
yol agabilmektedir. Peritoneal faktor denilince fallop tiipleri, uterus, ovaryumlar,
barsaklar, omentum ve diger peritoneal ylizeyler arasindaki yapisikliklar anlagilmaktadir.
Bu yapisikliklar tuba fonksiyonu, tuba ile over iligkisini bozabilir. Tuba-peritoneal
infertiliteye sebep olabilecek patolojiler arasinda siniflandirilan endometriozis hem
pelvik adezyonlara yol agarak hem de adezyondan bagimsiz olarak infertilite

etyolojisinde rol oynamaktadir (23).



2.1.1.1. Endometriozis

Endometriozis; endometrial bez ve stromanin uterus disinda (ektopik olarak)
bulunmasi seklinde tanimlanan, pelvik agr1 ve infertilite gibi iki 6nemli klinik probleme
neden olan kronik bir jinekolojik hastaliktir (24). Dogurganlik yas grubundaki kadinlarin
%10’unu etkilemekte iken, kadin infertilitesi olgulariin %50’sinde, kronik pelvik agrisi
olan kadinlarin ise %60°1nda goriilmektedir (25).

Endometriozis, pek ¢ok rahatsizligi i¢inde barindiran bir hastaliktir. Bu hastalik
pek c¢ok tabu, gecikmis teshisler, basarisiz gelisigiizel tedaviler, biling eksikligi gibi
durumlarla ¢evrelenmis ve bazilari i¢in kronik bir duruma doniisen ¢ok sayida degisik
bulgular1 igermektedir. Endometriozis problemi, hastanin semptomlarini kontrol altina
almak, yasam kalitesini diizeltmek ve fertilitesini saglamak amaciyla, bu kadinlara
yardim etmeye ¢alisan hekimlere kadar uzanmaktadir (26). ‘‘Hastaligin en koti
asamalarinda, bu hastalik, kadinin iyilik halini tamamen olumsuz etkiler, hastanin tiim
maneviyat1 yikilir ve ileride daha kot acilar ¢gekme korkusu ile yasar...”” Bu climleler
Louis Brotherson tarafindan 1776’da yazilmistir (27) ve bu ciimleler 233 sene sonra
giiniimiizde pek ¢ok endometriozisli kadinin yiizylize kaldig1 durumu tam olarak ifade
etmektedir.

Unilateral veya bilateral overler, fossa overikalar, ligamentum latum, anterior ve
posterior kuldesak, uterosakral ligamentler, pelvik periton basta olmak {izere, barsaklar,
mesane, ireterler ve posterior vajinal fornikste derin infiltrasyon seklinde yerlesim
gosterebilirler (Sekil 2.1). Ayrica pelvis disinda; beyin, bobrek, akcigerler, plevra ve

laparotomi skarlarinda da nadiren goriiliir (28, 29).
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Sekil 2.1. Endometriozisin anatomik yerlesimlerini gosteren sematik resim (30).



Hastaligin etyopatogenezi net olarak bilinmemesine ragmen, hastaligin olusumu
ile ilgili baz1 teoriler ortaya atilmistir. Bunlar; retrograd menstruasyon, ¢6lomik
metaplazi-indiiksiyon, vaskiiler/lenfatik yayilim teorileridir. Bu teorilerin higbiri tam
olarak dislanmamigsa da, endometriozis olusumundaki ilk hamlenin, peritoneal
implantlarin oldugu tipteki hastaligin gelisiminde, retrograd menstruasyon oldugu kabul
edilmektedir (31, 32).

I. Retrograd Menstruasyon Teorisi:

Retrograd Menstruasyon teorisi 1920’lerde ortaya atilmistir ve halen en yaygin
kabul edilen teori olarak goriilmektedir. Menstruasyon sirasinda dokiilen endometrial
dokularin fallop tiipleri araciligiyla periton bosluguna tagindigini ve pelvik organlarin
yiizeylerine implante oldugunu 6ne siirmektedir. Pek ¢ok kanit bu teorinin endometriozis
patogenezinde temel mekanizma oldugunu desteklemektedir. Menstruasyon sirasinda
peritoneal sividan elde edilen endometrial hiicreler kiiltiirde cogaltilabilmekte ve
peritonun mezotel ylizeyine tutunup penetre olabilmektedir. Kisa menstruel siklusu olan

ve kanamanin uzun siirdiigii kadinlarda endometriozis riski artmustir (33).

I1. Célomik Metaplazi- Indiiksiyon Teorisi

Peritonda (¢olomik kavite) farklilasmamis veya endometrial dokuya doniisme
potansiyeli olan hiicrelerin varlifina dayanarak ortaya atilmistir. Bu teoriye gore
endometriozis, periton ve plevrada lokalize olan ¢6lomik epitelden kaynaklanan
mezotelyal hiicrelerdeki spontan metaplastik degisiklik sonucu olusur. Indiiksiyon teorisi
ise ¢6lomik metaplazi teorisinin genisletilmis seklidir ve peritona yayilmis endometrial
debrisin, farklilasmamais periton hiicrelerini aktive ederek metaplaziye gitmesini saglayan
faktorler salgiladigini ileri siirer. Periton hiicrelerinin kendiliginden ya da bir etken

yardimi ile metaplazi gelistirdigini gosteren bir delil bulunmamaktadir (34).

I1I. Vaskiiler/Lenfatik Yayilim Teorisi

Pelvisten uzak organlarda ortaya ¢ikan endometriozis implantasyonlarini
aciklamak amaciyla ortaya atilmis bir teoridir. Ekstra pelvik endometriozis odaklarinda,
endometrial hiicrelerin uterin damar ve lenf sistemi ile tasinmasi nedeniyle olabilir.

Ovaryan endometriozis gibi en sik goriilen yerdeki bu hastalik, uterustan overlere olan



lenfatik akim ile agiklanabilir. Endometrial adenokarsinomun lenfatik yolla yayilma
egilimi, endometriyumun bu yolla kolaylikla tasinabildigini gostermektedir Ayrica uterus
venlerine intravendz olarak endometrial doku enjeksiyonu sonrasi pulmoner

endometriozis gortilmiistiir (35).

2.1.2. Klinik semptomlar

Endometriozis genellikle yerlestigi bolgeye gore klinik belirti ve bulgu veren bir
hastaliktir. Endometriozisin en sik semptomlari, daha ¢ok menstruasyon sirasinda
siddetlenen pelvik agri, disparoni, anormal menstruel kanama ve infertilitedir. Bir¢ok
endometriozisli kadin tamamen asemptomatiktir. Ancak subfertilitesi, dismenore ve
disparoni veya kronik pelvik agrisi olan kadinlarda endometriozisten siiphelenilmelidir.
Agr1, endometriozis ile iligkili en sik goriilen belirtiler arasindadir. Hastalarda agriya
neden olan olas1 mekanizma; periton boslugundaki inflamatuar sitokinlerin etkisi, doku
hasar1 ile birlikte olan derin infiltrasyon ve endometriotik implantlardaki bolgesel

kanamanin dogrudan ve dolayli etkileri olabilir (36).

2.1.3. Endometriozis ve Infertilite

Endometriozis ve infertilite iliskisi karmasik ve tartismalidir. Endometriozisi olan
tiim kadinlarin infertilite problemi yasamadig1 gercegi ve infertilitesi olan kadinlarin %50
kadarinda endometriozis tanmisinin konulmasi, endometriozisli kadinlarda infertilite
gelisiminde rol alan mekanizmalarin karmasikligini1 vurgulamaktadir (37).
Endometriozis tanisi alan kadinlarda infertilitenin nedenine yonelik bilgiler hala
netlesmemistir. ileri evre endometriozisli kadmlarda bozulan pelvik anatominin
tuboperitoneal adezyonlara neden olarak fertiliteyi diistirmesi beklenebilir (38).
Endometriozisin infertiliteye neden oldugu mekanizmalar1 sorgularken, endometriozisi
olan ve olmayan kadinlarda in vitro fertilizasyon (IVF) sonrasi elde edilen gézlem
sonuglarini incelemek gerekmektedir. Endometriozisli kadinlarda IVF ile ilgili yapilmis
bircok gozlemsel ¢alismanin sonuglar1 farklidir, ancak bu veriler degerlendirildiginde;
degerli bilgiler sunarlar. IVF sonrasi elde edilen sonuglara gore hastaligin oosit kalitesi,

embriyogenez ve endometrial reseptivite gibi cesitli basamaklarda fertiliteyi olumsuz



etkiledigi diistiniilmektedir. Normal pelvisli kadinlara gore hafif endometriozisli
kadinlarda aylik fekundabilite oranlari olduk¢a az bulunmustur (39). Pellicer ve
ark.’larinin (40) yaptig1 bir ¢alismada endometriozisli kadinlardan toplanan oositlerin,
endometriozisi olmayan kadinlardan elde edilenlere gore daha az sayida blastomere sahip
olduklar1 gézlenmis, bu embriyolarda arrest ve anormal morfolojik gelisime daha siklikla
rastlanmistir. Endometriozisli kadinlardan elde edilen oosit sayisi, implantasyon ve
fertilizasyon oranlari, tubal faktor infertilitesi olan kadinlardan oldukg¢a diisiik
bulunmustur (41). Yapilan baska bir ¢alismada arastirmacilar, hem uyarilmis hem de
uyartlmamis sikluslarda IVF sonrasi fertilizasyon ve embriyo klivaj oranlarinin, kontrole
gore endometriozislilerde anlamli oranda diisiik oldugunu bildirmislerdir (42, 43).
Endometriozisli hastalarin periton sivisindaki g¢esitli faktorler spermatozoonun 0o0siti
fertilize etme yetenegini bozmaktadir. Bu hastalarin periton sivisindaki IL-6 ve reseptorii
sperm hareketliligini azaltmaktadir (44).

Uterin reseptivite hormonlar, sitokinler, adezyon molekiilleri ve diger faktorlerle
diizenlenen gelismekte olan embriyonun implantasyonunu saglayan karmasik bir siirectir.
Endometriozisli kadinlarin endometriyumunda homeobax geni HoxA10 ekspresyonunun
azaldig1 ve metilasyonunun degistigi bildirilmistir. Ayrica, avB3 integrin ekspresyonunun
endometriozisli kadinlarin endometriyumunda yaklasik %350’sinde azaldigi ve bazi
durumlarda ekspresyonunun olmadigi saptanmistir (45). Glikodelin A (GdA),
osteopontin, 16semi inhibitor faktor (LIF) ve lizofosfatidik asit reseptor 3 endometriozisli
kadinlarda ekspresyonu azalan diger uterin belirteglerdir (46, 47). Nitekim, endometriozis

bir kadinin iireme sisteminin her pargasini etkilemektedir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Endometriozisli kadinlarda azalan fekundite ile iliskili faktorler (48).

Follikiilogenez, endometriozisi olan kadinlarda bozulmaktadir. Preovulatuar
follikiillerin sayisi, follikiil gelisimi, dominant follikiil cap1 ve follikiiler Ostrodiol
konsantrasyonlart bu hastalarin overlerinde azalmaktadir (49, 50). Endometriozis
embriyo gelisimini de olumsuz etkilemektedir. Endometriozisli kadinlardan alinan
periton sivisinda in vitro ortamda kiiltiire edilen fare embriyolarinin iki hiicreli evreden
sonra gelisim hizinin azaldig: belirtilmistir (51). Benzer bir arastirmada, endometriozisli
kadinlarin periton sivisinda kiiltiire edilen fare embriyolarinin kontrol periton sivisindaki
embriyolar ile karsilastirildiginda DNA fragmantasyonu Ve apoptozisin arttigi
gosterilmistir (52). Ayrica, bu hastalarin periton sivisi, saglikli dondrlerden alinan

spermin DNA fragmantasyonunu arttirmaktadir (53).

2.1.4. Endometriozis Tedavisi

Endometriozis tedavisindeki amag, hastaliga bagl olarak olusan semptomlarin
ortadan kaldirilmasi, fertilitenin saglanmasi ve korunmasidir. Endometriozis tedavisi ve
takibi uzun siire gerektiren bir hastaliktir. Glinlimiizde uygulanan bir¢ok tedavi secenegi

mevcuttur. Fakat, hangi tedavinin hangi hasta i¢in daha uygun olduguna karar verebilmek



i¢in hastanin yasi, semptomlarin siddeti ve siiresi, ¢ocuk sahibi olma istegi, menopozal
durumu gibi birgok faktor géz oniine alinmaktadir. Endometrioziste laparoskopi hem tani
hem de tedavi se¢enegi sunabilmektedir. Tedavi, semptomlarin tedavisi (medikal tedavi)

ve hastaligin kendisinin tedavisi (cerrahi tedavi) seklinde iki grupta ele alinmaktadir (54).

2.1.4.1. Medikal Tedavi

Agrili semptomlar1 gidermek, endometriozis odaklarinin yayilimini ve boyutunu
azaltmak endometrioziste medikal tedavinin amacini olusturmaktadir. Medikal tedavinin
infertiliteyi diizeltme etkisi tartigilabilir olsa da, semptomlara yonelik tedavinin etkili
olduguna dair elde kanitlar vardir (54).

Analjezikler, oral kontraseptifler, Gonadotropin Releasing Hormon (GnRH)
agonistleri, progesteronlar, androjenik ajanlar ve aromataz inhibitérleri kadinlarda tedavi
secenegi olarak diisiiniilmektedir. Analjezikler prostaglandinlerin liretimini azaltarak etki
gosterir. Oral kontraseptifler dismenore ve pelvik agrist olan hastalarda ilk tedavi olarak
kullanilabilir. Aromataz p-450 enziminin aktivitesini baskilayan aromataz inhibitorleri;
agr1 tedavisi ovulasyon indiiksiyonu ve IVF protokollerinde kullanilabilmektedir (55).
GnRH agonistleri; pitiiiter GnRH reseptorlerine baglanarak Luteinizan Hormon (LH) ve
Folikiil Stimiile Edici Hormon (FSH) sentez ve salinimimi stimiile ederler. GnRH
agonistleri tedavide igiincli tercih olarak Onerilmektedir (56). Progesteronlar
endometriotik implantlarin biiylimesini, ovaryan hormone iiretimi ve gonadotropin
sekresyonunu engelleyerek etki gostermektedirler (57). Anrojenik ajanlardan birisi olan
danazolun ise androjenik aktivitesinden dolay1 tedavide kullanimi sinirhidir (58). Sonug
olarak, progestinler, danazol veya GnRH agonistleri ile tedavinin endometriozisle beraber
olan agriy1 tedavi etmede etkili oldugu bir¢ok prospektif, randomize ve plasebo kontrollii

caligmada gosterilmistir (59).

2.1.4.2. Cerrahi Tedavi
Cerrahide amaglanan endometriotik dokularin eksize edilmesi ya da yok edilmesi,
adezyonlarin ortadan kaldirilmasi ve pelvik anatominin restorasyonudur. Cerrahi tedavi

laparotomi veya laparoskopi ile yapilabilmaktedir. Rektovajinal yerlesimli lezyonlarda
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cerrahi ilk tercih olabilirken, endometriozis ile iligkili infertilitesi olan hastalarda ilk
tercih olarak diistiniilmemelidir. Cerrahi komplikasyonlar ile birlikte yarar zarar oranlari

ele alinmalidir (60).

2.1.5. Agiklanamayan Infertilite

Agiklanamayan infertilite; infertilite nedenleri i¢in yapilan tetkikler sonucunda
herhangi bir neden saptanamamasi olarak tanimlanir. Infertilitenin %10-15’inden
sorumlu olan agiklanamayan infertilite tanisi, bir ¢iftin 24-36 ay boyunca gebeligi elde
edememesi ve infertilite degerlendirmesi sonucunda infertilite nedeni olabilecek bir
sebep bulunmamas: ile konulur (61). infertilite degerlendirilmesinde; menstrual dyki,
bazal viicut 1s1s1, tiriner LH 6l¢timii, mid-luteal serum progesteron 6l¢iimii ve endometrial
biyopsi gibi ovulasyon varligini tespit eden tetkikler, over rezervinin degerlendirilmesi,
uterus ve fallop tiiplerinin normal olup olmadiginin degerlendirilmesi ve Diinya Saglik
Orgiitii (WHO) kriterlerinde yer alan parametreleri iceren semen analizi gibi tetkiklerin

yapilmasi gerekmektedir (62, 63).

2.1.5.1. Agiklanamayan Infertilitenin Olas1 Nedenleri

Fertilite tedavisinde yapilan testler, iireme sisteminin degerlendirilmesinde
yetersiz kalmaktadir. Defektif endometrial reseptivite, oosit ve/veya sperm fertilizasyon
kapasitesi ilgili problemler, luteinize riiptiire olmamis folikiil sendromu, luteal faz
defektleri, peritoneal makrofaj aktivitesinde artis ve bozulmus peritoneal sivi antioksidan
fonksiyonunun agiklanamayan infertiliteye neden olabilecegi belirtilmistir (64, 65, 66).
Spermlerin fonksiyonel kapasitesinin semen analizi ile tam olarak gosterilememesi ile
sperm/zona  pellusida  penetrasyonunun  basarili  sekilde olup  olmadigi
ongoriillememektedir. Erkek faktorii olan bazi infertil olgularin bu grupta
degerlendirilmesinin temeli budur. B-defensin 126 proteinini kodlayan gende olusan
mutasyonun varligi standart semen analizinde tespit edilememektedir. Buna ragmen,
intrauterin inseminasyon (1Ul) veya IVF tedavileri ile mutasyonun ters etkileri ortadan
kaldirilabilmektedir (67). Ac¢iklanamayan infertilite 35 yas istii kadinlarda daha sik

goriilmektedir; mantiksal olarak agiklanamayan infertilitenin en olast gizli nedenleri,
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gecerli bir tani testi olmayan gametlerdeki veya implantasyondaki anormallikler ile de
olabilir. insan embriyolarmin erken doneminde andploidi sik goriilmesine ragmen,
embriyo ve trofektodermdeki bir genetik bozukluk erken gebelik kaybina neden
olabilmektedir. Endometrial reseptivitedeki genetik anormallikler embriyonun
apozisyon, adezyon veya invazyonunu etkilemekte ve implantasyon basarisizligina neden
olabilmektedir (68).

2.1.6.2. Tedavi

Dogurganligi normal olan giftlerde ortalama siklus fekundabilitesi %20-25 iken
bu hastalarda siklus fekunditesi %2-4 arasinda degismektedir. Tedavi ampiriktir ve belirli
zamanda karsilasan sperm ve oosit sayisini artirmaya yoneliktir. Hastanin yasi ve
infertilite siiresi esas alinarak, klomifen sitrat ile Ul kombinasyonu, yine cevap
alimamamas1 halinde gonadotropinlerin kullanildig: sikluslar1 takiben IVF onerilir. Bu
basamaklar sira ile 2-4’er siklus denenmeli ve basarisizlik durumunda bir sonraki ve daha

kapsamli tedavilere gegilmelidir (69).

2.2. Kadin Genital Sistemi
Kadin genital sistemi; menstrual siklus sirasinda morfolojik degisikliklere
ugrayan farkli anatomik bolgelerden olusmaktadir. Uterus ve fallop tiiplerini iceren st

bolge, vajina ve ektoserviksi igeren alt bolgelere ayrilir (Sekil 2.3) (70).
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Sekil 2.3. Kadin genital sistem histolojisi ve anatomisi (70).

2.2.1. Uterus Histolojisi
Uterus, perimetriyum, miyometriyum ve endometriyam olmak iizere fig

tabakadan olugmaktadir.

2.2.1.1. Perimetriyum

Uterusu kaplayan visseral periton tabakasi ya da dis ser6z tabakasi olan
perimetriyum pelvik ve abdominal periton ile devamlilik gosterir. Mezotelyumdan ve
ince bir gevsek bag dokusu tabakasindan meydana gelmektedir. Mezotelyumun altinda
bir elastik doku tabakasi belirgindir. Perimetriyum anteriyor yiizeyin bir kismini
kaplarken posteriyor ylizeyin tamamini kaplar. Anteriyor yiizeyin kalan kismi bag dokusu

ya da adventisya ile kaplhidir (71).
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2.2.1.2. Miyometriyum

Miyometriyum, uterus duvarinin en kalin tabakasidir. Birbirinden ayirt
edilemeyen ii¢ diiz kas tabakasindan olusmaktadir. Orta kas tabakasi ¢ok sayida biiyilik
kan damarlar1 (venoz pleksuslar) ve lenfatikler igermektedir ve bu damardan zengin kisim
’stratum vaskulare’” adin1 alir. En kalin tabakadir ve sirkiiler ya da spiral seyirli i¢ ige
gecen diiz kas demetlerinden olusur. i¢ ve dis tabakalarda bulunan diiz kas demetleri
uterusun uzun eksenine paralel sekilde diizenlenme gosterirler. Gebe olmayan uterusta
diiz kas hiicreleri yaklagik 50 um uzunlugundadirlar. Gebelik sirasinda uterus biiylik
Ol¢iide genisler. Bu biiyiime primer olarak varolan diiz kas hiicrelerinin hipertrofisi ile
saglanir ve diiz kas hiicreleri yaklagik 500 um uzunluguna ulasirlar. Sekonder olarak da
diferansiye olmamis mezenkimal hiicrelerin farklilasmasi ve varolan kas hiicrelerinin
bolinmesi ile yeni lifler olusur. Bag dokusunun miktari da artar. Uterus servikse dogru
daralir ve kas dokusu yerini fibr6z bag dokusuna birakir. Servikste miyometriyum daha

az miktarda diiz kas hiicreleri ve bol miktarda elastik fiberler icermektedir (71).

2.2.1.3. Endometriyum

Uterusun en i¢ katmani olan endometriyum dinamik bir dokudur. Silyali ve salgi
yapan mikrovilluslu hiicreler iceren tek katli prizmatik epitel ile doselidir. Epitel
hiicrelerinin altinda endometrial stroma adi verilen diizensiz siki bag dokusu yapisinda
lamina propria bulunur. Menstrual siklusun sekretuar fazi sirasinda prizmatik epitel
hiicreleri prolifere olarak lamina proprianin derinlerine dogru basit tiip benzeri ¢okiintiiler
yaparak uterus bezlerini olustururlar. Boylece olusan basit tiibiiler bezler az sayida silli
hiicre igerirler ve endometriuymun derin kismina dogru dallanirlar. Mezenkime benzeyen
endometriyal stroma yliksek diizeyde seliilerdir ve bol miktarda hiicreler aras1 madde
igcermektedir. Stromada fibroblast, makrofaj, graniiler 16kosit ve lenfositler bulunur. Bu
hiicrelerin sayilari, aktivitesi, fonksiyon ve yapisit menstrual siklus ve gebelik boyunca
degismektedir. Fibroblastlar epitel altinda yogun bir tabaka olusturarak yapisal destek
saglar Endometriyumu miyometriyumdan ayiran bir submukoza bulunmamaktadir (72,
71).
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Endometriyum islevsel olarak fonksiyonel ve bazal olmak iizere iki tabakadan
olusur. Fonksiyonel tabakanin yapisal mikroskobik oOzellikleri menstriiel dongiiniin
evrelerine gore degisiklik gosterir. Bu tabaka da islevsel 6zelliklerine gore iki katmandan
olusmaktadir. Ust 2/3 kismu sik1 yapidadir ve bezlerin daralmis boyun bdlgelerini igerir,
buraya kompakt tabaka (stratum kompakta) denir. Alt 1/3 kismi ise daha genistir ve
salgiyla dolu bez gdvdelerini kapsar. Siingerimsi yapida oldugu icin bu katmana
stingerimsi tabaka (stratum spongiozum) denir. Fonksiyonel tabakanin damarlanmasi
spiral arterler ile olmaktadir. Endometriyumun fonksiyonel tabakasi Ostrojen ve
progesteron hormon diizeylerindeki degisikliklerden ve spiral arterlerin kanlanmasindan
cok etkilenir. Menstrual dongiiniin sonunda bu kat kismen ya da tiimiiyle dokiiliir. Bazal
tabaka (stratum bazale), miyometriyuma komsu uterus bezlerinin son kisimlarini i¢ceren
1/3 bazal boliimdiir. Menstrual dongii sirasinda dokiilmez, menstruasyon sonrasinda
endometriyumun yenilenmesinden sorumludur. Bazal tabaka Gstrojen ve progesteron
hormon kan diizeyinden etkilenmez. Endometriyum essiz bir kan damarlari sistemine
sahiptir. Uterin arterden, miyometriyumda anastomoz yapan 6-10 arkuat arter ¢ikar. Bu
arterlerin dallar1 olan radial arterler endometriyumun bazal tabakasina girerler ve burada
endometriyumun bu bolgesini besleyen kiiglik diiz arterleri olustururlar. Radial arterin
ana kolu yukar1 dogru devam eder ve yiiksek diizeyde sarmal hale gelir. Bu nedenle bu
artere spiral arter denmektedir. Spiral arterden ¢ok sayida arteriyol ¢ikar ve bunlar kapiller
ag1 desteklerken siklikla anastomozlasirlar. Menstrual siklus sirasinda diiz arterler ve
spiral arterlerin proksimal pargalar1 degisime ugramaz. Ostrojen ve progesteronun etkisi
altinda spiral arterlerin distal pargalar1 her menstrual siklusta dejenerasyona ve

rejenerasyona ugrar (73, 74, 71).

2.3. Menstrual Siklus

Menstruasyon; hipotalamus, hipofiz ve overler tarafindan iiretilen hormon
etkilesimlerine yanit olarak hiicre ig¢indeki ¢esitli sinyal yolaklarinin neticesinde ortaya
¢ikan etkilerin koordinasyonu sonucunda tek bir folikiiliin seg¢ilerek olgunlagsmasi ve
ovulasyonu ile sonug¢lanan aylik dongli gosteren bir aktivitedir. Bu sliregte baslica
overden salgilanan steroid hormonlarin etkisi ile endometriyumda da degisiklikler olmasi

saglanarak implantasyon ve basgarili bir gebelik i¢in hazirlik yapilmaktadir (75).
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Sekil 2.4. Menstrual siklus evreleri (70).

Menstrual siklusun ortalama siiresi 28 giindiir. Bu dongii, hormon seviyesindeki
degisiklikler ile karakterize edilen menstrual faz, proliferatif faz ve sekretuvar faz olmak
tizere fazlara ayrilmaktadir (Sekil 2.4).Menstrual siklusun baslangicinda, anterior hipofiz
bezi tarafindan salgilanan glikoprotein yapida bir hormon olan FSH gelismekte olan
folikiildeki graniiloza hiicreleri ve ovaryan teka hiicrelerini ostradiol tiretmek i¢in uyarir.
Proliferatif faz sirasinda ostradiol diizeyi artar ve ovulasyondan hemen 6nce pik yapar.
Bunu, konsantrasyonunda hizl1 bir diisiis takip eder. Ostradiol diizeyindeki artis, anterior
hipofiz bezi tarafindan salgilanan LH salgilanmasini uyarir ve ge¢ proliferatif faz
sirasinda LH pik yapar. 24-36 saat sonra ovulasyon gergeklesir. Ayn1 zamanda, FSH
diizeyi de az bir miktar artmaktadir. LH ve FSH diizeyleri erken sekretuvar fazda hizla
diiser. Ovulasyonun ardindan, sekretuvar faz sirasinda korpus luteum progesteron ve
Ostradiol kaynagidir. Progesteron ve dstradiol konsantrasyonlar artarak sekretuvar fazin
ortasinda pik yapar. FSH ve LH diizeyleri sekretuvar faz siiresince diisiik kalir.
Fertilizasyon gerceklesmezse, korpus luteum gerileyerek Ostradiol ve progesteron
diizeylerinde bir azalma ile endometrial dokiilme ve kanamanin baglamasina neden olur

(76, 70).

16



Endometriyum ¢ogalma (folikiiler faz sirasinda rejenerasyon), farklilasma (luteal
fazda) ve dokiilme (menstriiasyon) gibi steroid kaynakli aylik siklusa ugramaktadir.
Endometriyumun kompakt ve spongiyozum tabakasi menstruasyonda yikilir. Ust
tabakanin yeniden rejenerasyonundan ise bazal tabaka sorumludur. Ostrojen folikiiler faz
sirasinda proliferatif degisikliklerden sorumlu iken, progesteron endometrial biiylimeyi
inhibe eder ve sekretuvar faz sirasinda endometrial bez ve stromal hiicrelerin

farklilagsmasini saglar (77).

2.3.1. Proliferatif faz

Menstrual kanamayi izleyen 5-14. giin arasindaki evredir. Menstrual fazin sonu
ve ovulasyon arasindaki siire olarak tanimlanmaktadir. Menstruasyonun baglamas ile
hormonlara yanit veren endometriyumun fonksiyonel tabakasi dokiilmeye baglamaktadir.
Biiytimekte olan folikiillerin granuloza hiicrelerinden salinan 6strojenin etkisi ile bazal
tabaka rejenerasyon gosterir ve menstruasyon sirasinda yitirilen fonksiyonel tabakanin
yeniden yapilanmasini saglar. Bu donem proliferatif fazdir, hem bez epiteli hem de
stromada hizl1 ¢ogalma ile karakterizedir. Ovaryum follikiillerinin bir kisminin hizla
biiyiimesiyle es zamanli basladigindan bu evreye “follikiiler faz’’> da denilmektedir.
Proliferatif fazin baslangicinda, fonksiyonel tabaka kisa, diizgiin ve dar liimenli bezler
igermektedir. Ostradiol diizeyinin yiikselmeye devam etmesi ile bu fazin sonuna dogru
bezler kismen kivrintili olurken, nispeten diizenli araliklarini korumaktadir. Bezleri
doseyen epitel hiicreleri oval niikleolus ve yogun bazofilik sitoplazmalar ile yalanci ¢ok
katli bir goriinlime sahiptir. Stromal hiicreler, oval niikleus ve dar sitoplazmali, 1yi
geligsmis graniilli endoplazmik retikulum (GER) ve Golgi aygiti ile yliksek mitotik
aktivite gosterirler. Kiiciik spiral arterler ve ince duvarli veniiller mevcuttur. Lenfositler
damarlarin etrafinda belirgin olmakla birlikte stromaya dagilmistir (78).

Erken folikiiler fazda overler hormonal olarak c¢ok aktif degildirler. Biiyiiyen
antral folikiillerin granuloza hiicre tabakalar1 arttikga aromataz aktivitesi sebebiyle
Ostrodiol yapimi da artmaktadir. Kanda diizeyi artmaya baslayan ostradiol negatif
feedback ile FSH ve LH salinimini baskilamaktadir. Artan 6stradiol da endometriyumun
proliferasyonuna neden olarak kalinligini artirmaktadir. Endometriyum bu fazin sonunda

4-5 mm kalinliga ulagir (79).
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2.3.2. Sekretuar faz

Ovulasyon ile mensturasyonun baslamasi arasindaki siire olarak tanimlanir.
Ovulasyondan hemen sonra, korpus luteumdan progesteron yapimi ve salmimi
baslamistir. Progesteron ve Ostrojen hormonlar1 proliferatif fazda gelismis olan bezlere
etki ederek bezleri daha da uyarir ve tiibiiler bezler genisleyerek govdeleri kivrintili hale
gelir. Ovulasyon sonrast endometriyumdaki ilk degisim bez epitel hiicrelerinin
niikleuslarinin altinda vakuollerin olugsmaya baslamasidir. Bu hiicreler sekretuvar fazin
devami boyunca degisken derecede vakuolizasyon gostermeye devam eder. Sitoplazmik
vakuolizasyon, bezler uygun kivrimli bir hal aldigi siirece olan fizyolojik bir degisikliktir.
Bez epitel hiicrelerinin apikal sitoplazmasi glikojen igerir. Spiral arterler endometriyal
bezler ile es zamanl olarak uzar ve endometriyum yiizeyine kadar ulasir. Endometrial
stroma 6demli hale gelir ve endometriyum kalinligi 7-8 mm ulasir. Progesteronun
etkisiyle uterin kavitedeki blastosist varligindan bagimsiz olarak, fibroblastlar
implantasyona hazirlik i¢in desidualizasyon olarak bilinen belirgin fenotipik degisiklik
gosterirler. Endometriyal stromal hiicrelerin desidual hiicrelere degisimi yuvarlak
niikleus, GER ve Golgi sistemlerinde dilatasyon, genisleyen sitoplazmada glikojen ve
lipid damlaciklarinin birikimi ile iligkilidir. Sekretuvar fazin basi ve ortasinda ince
sitoplazmik uzantilar1 6demli bag dokuya uzanarak, glikojen ve diger salgi iiriinlerini
ekstraselliiler bosluga birakirlar. Desidualize stromal hiicreler ektraselliiler matriksin
yeniden sekillenmesini saglayan yogun fagositik aktivite sergilerler. Ayrica, trofoblast
hiicrelerinin denetimli ¢ogalmasini da saglarlar (80).

Sekretuar aktivite faz ortasinda belirgin hale gelir ve bez epitel hiicrelerindeki
bazal vakuoller niikleusu asarlar. 4. haftaya kadar sekresyon bez liimenlerine verilerek,
maksimuma ulastiginda bezlerde dilatasyon olmaktadir. 24-25. giinlerde sekresyonun
azalmasi1 ve bezlerin biiziilmesi ile tirtikl1 veya testere disi bir goriiniim sergilerler. Bez
epitel hiicreleri sekretuvar fazin geri kalan1 boyunca degisken derecede vakuolizasyon
gostermeye devam edebilir. 21-22. giinlerde spiral arterioller olduk¢a belirgindir. 23.
giinde spiral arteriolleri ¢evreleyen stromal hiicrelerde hipertrofi ve mitoz gozlenir. 24.
giinde predesidual hiicreler spiral arteriol etrafinda belirginlesir. Bu hiicreler
fonksiyonaliste oval sekilli iken poligonal sekilli olur ve sitoplazma eozinofiliktir. Sadece
yiizey epiteli altinda onlar ig seklinde olabilmektedir. 26. giinde, yiizey epitelinin altinda

ve damarlarin etrafindaki predesidual degisim, biiyiik tabakalar olusturarak birlesir.
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Predesidual reaksiyon ile birlikte, 24-28. giinlerde stromada belirgin lenfosit infiltrasyonu
ve daginik noétrofilin varligi inflamasyon anlamina gelmez. 27. glinde endometriyum
premenstriieldir. Bezlerin taban kisminda apoptoz baglar. 28. giinde fibrin kiiglik

damarlarda olusarak bunu eritrositlerin damarlardan stromaya girisi takip eder (81).

2.3.3. Menstrual faz

Fertilizasyon ger¢eklesmez ise ovulasyon sonrasinda 14. giinde korpus luteumun
fonksiyonu sona erer ve bunun sonucunda Ostrojen ve progesteron diizeyleri diiser ve
menstruasyon baglar. Hormon diizeyine bagl olarak fonksiyonel tabakanin kanlanmasi
degismektedir. Spiral arterlerin duvarlari kasilip gevsemeye baslar ve 2 giin sonra spiral
arterlerin  kasilmasina bagli kan akimi engellenir. Fonksiyonel tabakanin
oksijenlenmesinin kesilmesiyle olusan iskemi endometriyumun fonksiyonel tabakasinin
bir kisminin nekrozuna neden olmaktadir. Spiral ater duvarindaki yirtilma sonucu
endometriyum ig¢ine kanama olur. Nekrotik endometriyumun fonksiyonel tabakasindan
ayrilan epitel ve stromal hiicreler ile birlikte uterus sivist da kan ile birlikte atilir.
Menstruasyon ile atilan kan miktar1 kadinlar arasinda farklilik gostermektedir.
Endometriyumun fonksiyonel tabakasi tiimiiyle dokiiliir, geriye sadece bazal tabaka kalir.
Bazal tabakadaki hiicrelerin mukozayr yeniden olusturmak i¢in c¢ogalmasi ile

endometriyum yeni bir dongiiye hazirlanir (82).

2.4. implantasyon

Implantasyon endometriyum ile embriyo arasinda olusan karmasik bir diyalog
cercevesinde embriyonun desiduaya yapismasi ve stromaya invaze olmasidir. Bu
diyalogu saglayan, biiylime faktorleri, hormonlar, adezyon molekiilleri, ekstraselliiler
matriks proteinleri, sitokinler, prostaglandinler, iyon kanallar1 ve immunolojik faktorleri
kapsayan komplike bir sistemdir. Bu sistemde meydana gelen herhangi bir aksaklik
implantasyonu  engellemektedir.  Implantasyon =~ mekanizmalar1  tam  olarak
aydinlatilmadik¢a endometrial uygunlugun kesin bir tanimin1 yapmak zordur (83, 84, 85).

Basarili implantasyon, blastokist ve reseptif endometriyum arasindaki uyumu

gerektirir. Endometriyum menstrual siklus siiresince degisimler gecirir ve implantasyon
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penceresi olarak adlandirilan ¢ok kisa bir donemde reseptiftir. Insanlarda endometriyum
menstrual siklusun mid-sekretuar fazinda, ovulasyondan 6-8 giin sonra blastokist
implantasyonuna reseptif hale gelir ve bu siire¢ 4 giin devam eder (86). implantasyon
apozisyon, adezyon ve invazyon olmak iizere 3 asamada siniflandirilabilir. Apozisyon
sirasinda luminal epitelin apikal ylizeyinde pinopod (uterodom) olarak adlandirilan kiigiik
uzantilar olusur ve trobfoblast hiicreleri luminal epitel ile iletisim halindedir (Sekil 2.5).
Adezyon, blastokist ve endometriyum arasindaki parakrin sinyallesme ile olur. Adezyon
tamamlandiginda trofoblast, sitotrofoblast ve sinsityotrofoblasta farklilagir. Embriyonun
endometrial tarafinda bulunan i¢ hiicre kitlesi, endometrial stromaya invaze olur ve

maternal damarlanma ile etkilesime girer (87).
Trofoektoderm
Epiteldeki degisikliklerin sitokin ve biiyiime faktorleri
ile diizenlenmesi
i hiicre kitlesi

\ Mikrovillus
integrinler

smvallzas nu

eseptlf endometriyumda integfinler

MUC1 in Ioka Uterodom
@lelel o r.';'.L. oole! 0«.] ' | [_| e

/ e ol. .1. ®’ .{
l.ummal itel

> : 5.
b /; 7 ) N ﬁf, (0\\
Y E""’0""“!0‘lvuﬂ'lun hormon stimiilasyonu SR DY
estromamn desiduéllzasyonu he
( / ( >4
_ Endometrial stroma '/,/~ \
R : ’
— A BN, A
- W/ { 4 — /
"’C,t{}’ Endometrial bezler 7~

Sekil 2.5. implantasyon oncesi embriyo ve endometriyum arasindaki siyallesmeyi gosteren sematik resim (87).

Implantasyon i¢in luminal epitelin hazirlanmasinda yer alan 6énemli bir dizi
olaylar serisi bulunmaktadir. Luminal epitel yiizeyi biyolojik bir bariyer olan glikokaliks
ile kaplhdir. Glikokaliks igerisinde adezyonu oOnleyen musin glikoproteinleri
bulunmaktadir. Anti-adeziv molekiilii musin 1 (MUC1), sekretuvar epitel hiicrelerinin
apikal yiizeyinde lokalize olur ve insanlarda mid-sekretuvar faz sirasinda ekspresyonu

artar (88). Tekrarlayan implantasyon basarisizligi olan hastalarin endometriyumunda
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reseptif fazda MUC1’in anlamli olarak daha diisiik diizeylerde oldugu bildirilmistir (89).
Endometrial hiicreler, hiicre i¢i ve hiicre disi sinyallere yanit olarak adezyon, gog ve
invazyon gibi hiicresel siireglere aracilik ettigi bilinen bir dizi integrin ailesine de ev
sahipligi yapmaktadir. Yapilan caligmalarda integrinlerin ekspresyonlarinin siklusun
mid-luteal fazinda arttig1, reseptivite i¢in dnemli bir belirte¢ oldugu ve implantasyonun
diizenlemesi ile ilgili rolleri arastiritlmistir (90). Kemirgen (91) ve insanlarda (92) av33
integrinin, implantasyon penceresi sirasinda luminal ve glandular epitel hiicrelerinde
ekspresyonu gosterilmistir. Ag¢iklanamayan infertiliteye sahip hastalarda 83 integrin
ekspresyonun geciktigi veya olmadigi, bunun da infertilite ile iliskili oldugu
belirlenmistir (93). Heparin baglayici epidermal biiyiime faktoriiniin (HB-EGF), mid-
sekretuvar faz sirasinda reseptif luminal epitelin apikal yiizeyinde bolca eksprese edildigi,
embriyo ve endometriyum arasindaki erken diyalog sirasinda 6nemli oldugu
diisiiniilmektedir. Ayrica stromal ve epitel hiicrelerinde eksprese edilen HB-EGF’nin
desidual doniisiim, glandular epitel sekresyonu ve endometrial hiicre proliferasyonunu
diizenledigi gosterilmistir (94). GdA’ nin sekretuar ve desidualize endometriyumda bol
bulunan glikoproteinlerden birisi oldugu ve implantasyon i¢in endometriyumun
hazirliginda ¢ok onemli bir rol oynadigi bildirilmistir (95). Bastu ve ark.’larimin (89)
yapmis oldugu bir ¢alismada, implantasyon penceresi sirasinda, tekrarlayan implantasyon
basarisizligi olan kadinlarin saglikli fertil kadinlar ile karsilastirildiginda GdA’nin
endometrial hiicrelerde ve periferik kanda anlamli derecede azaldig1 gosterilmistir. GdA,
tekrarlayan implantasyon basarisizligini degerlendirmek i¢in bir aday belirteg olarak
goriinmektedir. Notch ligand ve reseptorleri, mid-sekretuar faz sirasinda luminal epitelin
apikalinde lokalize olur ve endometriyum ve embriyo baglanmasint kolaylastirir (96).
Bunun yani sira epidermal biiylime faktorii (EGF), transforme edici biiyiime faktorii-beta
(TGF-B), 16semi inhibitér faktor (LIF), E-kaderin, selektin, fibronektin, laminin,
osteopontin, heparan siilfat proteoglikan, homeobax genleri HoxA10 ve HoxAll,
Siklooksijenaz-2 (COX-2), interlokin 6 ve interlokin 11 gibi implantasyonda rolii olan
pek ¢cok endometrial belirtegler arastirma konusu olmustur (97, 98).

Endometriyumda c¢ok sayida farkli iyon kanallar1 kesfedilmistir. Bu iyon
kanallarinin fonksiyonel rolleri heniiz tam olarak anlasilamamistir. Endometriyumdaki
iyon kanallar1 {izerinde caligmalar halen sinirli olsa da, bugiine kadar toplanan kanitlar

ozellikle endometrial epitelde iyon kanallarinin endometriyal reseptivite ve embriyo
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implantasyonunun diizenlenmesinde dnemli role sahip oldugunu ortaya koymustur.

Iyon kanallari, iyonlarin hiicre ya da organel membranlar1 boyunca akisini saglayan bir
grup transmembran proteinden olusmaktadir. Bu kanallar araciligiyla iyon gegisleri; pH,
Ca*? sinyalizasyonu ve membran potansiyelinde degisikliklere neden olabilmektedir.
Hiicre ¢ogalmasi, gb¢, apoptoz, asit-baz dengesi, hiicre hacminin diizenlenmesi, kas
kontraksiyonu, ndronal sinyal iletimi ve epitel salgilama/emilim gibi bir ¢cok fizyolojik

stirecler i¢in iyon kanallar1 gereklidir (99, 100).

2.5. Hiicre I¢i Kalsiyumun Onemi

Kalsiyum (Ca*?), in vivo yasam ve homeostaz i¢in énemli bir iyondur. Hiicre
boliinmesi, hiicresel motilite, hormon sekresyonu, metabolizma, damar diiz kasinin
kasilmasi/gevsemesi, sinir sisteminin isleyisi, protein dongiisii, gen ekspresyonu,
apoptozis, 00sit maturasyonu ve embriyo implantasyonu gibi siireclerde islevsel dnemi
bilinmektedir. Bu 6zelligi ile pek ¢ok fonksiyonu kontrol etmesi hiicre i¢indeki Ca*?’un
diizenli olarak ayarlanmasina bagli olmaktadir. Biitlin organizmalarda hiicre
sitoplazmasinda, hiicre i¢i organellerde ve hiicre dis1 ortamda bulunmaktadir (101,102).

Hiicre i¢i Ca* konsantrasyonunun gegici bir sekilde artis1 ile Ca*? sinyali olusur.
Ca*? sinyal olusturma 6zelligi ile hiicre iginde ve hiicreler arasi etkilesimde ikincil haberci

olarak rol oynamaktadir. Hiicre icerisinde Ca*?’

un sinyal molekiilii olarak fonksiyon
gérmesinin nedeni, hem hiicre dis1 ortama hem de hiicre i¢inde depolayan yapilara gore
hiicre i¢i Ca*?’un ¢ok diisiik olmasidir. Sitozoldeki Ca*? konsantrasyonu yaklasik 107 M
seviyelerindedir. Hiicre dis1 sivida 10 M iken, endoplazmik retikulum (ER) gibi Ca*?
depolarinda yaklasik 5x10* M civarindadir. Bu nedenle, hiicre disindan gelen sinyaller
ile hiicre sitoplazmasinda serbest Ca*? artis1 gozlenir. Cesitli uyarilar ile Ca*? gegirgenligi
cok az olan hiicre membrani ve ER membrani1 gegirgen hale getirildiginde, hem hiicre i¢i
ve dis1, hem de sitoplazma ve ER arasindaki Ca*? gradiyenti yiiziinden, Ca*? iyonlar1 hizl1

bir sekilde sitoplazmaya dogru difiizyon yapar. Bu da Ca*? artisina neden olur ve

hiicrelerdeki Ca*?’a duyarl proteinlerin aktivasyonunu saglar (103).

2.5.1. Blastokist implantasyon siirecinde Ca*?’un rolii
Implantasyon sirasinda maternal endometriyum ve konseptus trofoektodermi

arasinda hiicre adezyonu i¢in Ca*? gereklidir. integrin, kaderin ve selektinler gibi hiicre
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adezyon molekiilleri i¢in bir aktivator olarak rol oynamaktadir (104, 105).

Ca*? gebeligin baslamasi ve devamu icin gereklidir, ancak endometriyumda
Ca*?’un diizenlenmesinin hiicresel ve molekiiler mekanizmalari tam olarak anlasilmis
degildir. 1994 yilindan bu yana in vitro olarak etanol veya kalsitonin ile hiicre igi Ca*?
uyarilmasinin, blastokist gelisme hizin1 arttirdig1 kabul edilmistir. 2000 yilinda, Tinel ve
ark. blastokist appozisyonunu incelemek igin bir model gelistirerek, endometrial
hiicrelerin blastokist olarak kullanilan model ile fiziksel temas: sonucunda hiicre ici Ca*?
seviyelerinde artis oldugunu gostermislerdir. Ca*?’daki bu artisin basarili blastokist
tutunmasi i¢in ¢ok dnemli oldugu rapor edilmistir. Blastosist ve epitel adezyonuna katilan
molekiiller basaril1 bir implantasyona zemin hazirlayan, hiicre i¢i Ca*? sinyalizasyonunda
¢ok onemli rol oynayan molekiillerdir. Bu molekiillerin bazilari fibronektin (FN),
histamin, HB-EGF ve lizofosfatidik asit (LPA)’tir. 2002 yilinda, Wang ve ark.;
implantasyon sirasinda, FN’nin sitoplazmik serbest Ca*? seviyelerini hizla artirdigini ve
ekstraselliiler matrikse blastokistin adezyonunu kolaylastirdigini gostermistir. FN
reseptorleri ayn1 zamanda trofoblast gelisimi ve farklilagmasi i¢in ¢ok 6nemli olan hiicre
i¢i sinyal kaskadlarini1 da baslatmaktadir. Blastokist ve epitel adezyonuna katilan bir diger
molekiil histamindir. Liu ve ark., 2004 yilinda HTR-8/SVneo (insan trofoblast hiicre
hatt1)’nin histamin ile inkiibasyonunun histamin tip-1 reseptdriinii uyararak, fosfolipaz C
(PLC) ve inozitol-1,4,5-trifosfat (IP3) yolaklarinin aktivasyonu ile hiicre i¢i Ca*?
seviyesini artirarak trofoblast adezyon ve invazyonunu sagladigini gostermistir. Genel
olarak, histamin reseptorlerinin, IP3 reseptoriiniin (IPsR) uyarilmasi ile yavas ama daha
kalic1 Ca*? yamtlarim1 uyardigi bilinmektedir. HB-EGF, blastokistin implantasyonunda
onemli rol oynayan bagka bir molekiildiir. Apozisyonun oldugu yerde fare endometrial
epitel hiicrelerinden eksprese edilmektedir. HB-EGF baglayabilen ErbB1 ve ErbB4
olmak iizere iki reseptdr bulunmaktadir. ErbB1’in protein tirozin fosforilasyonu ile hiicre
ici Ca*? sinyalizasyonunu indiikledigi gosterilmistir. Bir baska calismada, fare
blastokistinde sitozolik Ca*? selasyonu ya da protein kinaz C (PKC), kalmodulin veya N-
tipi Ca*? kanallarinin inhibisyonunun, Ca*? sinyalizasyonunu indiikleyen HB-EGF’i
bloke ettigi bildirilmistir. LPA, sitozolik Ca*? gegislerini indiikleyici G-proteini bagl
reseptorler araciligi ile calisan sinyal molekiillerinden birisidir. LPA ile fare blastokist
uyarilmasi, HB-EGF reseptorlerinin transaktivasyonu ile trofoblast farklilagsmasini

hizlandirmaktadir (106).
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Hiicre i¢i Ca*? seviyesindeki veya Ca*? mobilizasyonundaki artis; endometrial
prostaglandin iiretimi, epitel transportu, proteaz aktivitesi, epitelyal sik1 baglantilar, HB-
EGF sinyallesmesi, blastokist-endometriyum adezyonunun diizenlenmesi gibi
implantasyon ile ilgili gesitli siiregleri olumsuz etkilemektedir (102).

Sonug olarak, hiicre i¢i Ca*? sinyalizasyonu basarili embriyo ve plasenta gelisimi
ile sonuglanan implantasyon Oncesi ve sonrasi blastosist gelisiminde ve implantasyonda

anahtar rol oynamaktadir.

2.6. Ca*? kanallar
Hiicre disindan sitoplazmaya Ca*? girisini saglayan 3 tip Ca™ kanali
bulunmaktadir. Bu iyon kanallar1 gesitli uyaranlarin etkisi ile Ca*?’un plazma membrani

ve endoplazmik retikulum (ER) membranlarindan gegisini saglarlar (103).

1. Voltaj bagimh Ca*? kanallar1 (VDCC)

Membran depolarizasyonu sonucu aktive olan kanallardir. Bu Ca*? kanallart;
aksiyon potansiyel olusumu, norotransmiter ve hormon salinimi, kas kasilmasi,
sinaptogenez, Ca*? bagimli gen ekspresyonu, sinaptik plastisite ve hiicre Sliimii gibi
cesitli hiicresel siireglerde plazma membranin depolarizasyonunu saglarlar. Hiicrenin
dinlenme potansiyelinde kapali iken sadece depolarizasyonda agiktirlar. Aktivasyon ve
inaktivasyon kinetiklerine bagli olarak L-tipi, P-tipi, Q-tipi, N-tipi ve T-tipi olmak iizere
farkli tipte siniflandirilirlar. Bunlardan L-tipi kanallar, desidualizasyon ve implantasyona
katilmaktadir. Sigir endometriyal eksplantlarinda, L-tipi kanal aktivasyonunun

prostaglandin sentezini indiikledigi gosterilmistir (103).

2. Ligand Bagimh Ca*? Kanallar1

+25

Ligandlarin baglanmasi ile aktive olarak Ca™’a gecirgen hale gelirler. Ayni
zamanda birer reseptdr olan bu kanallarin bir kismu1 kendilerine baglanan bir ligand ile
dogrudan aktive olurken bir kismi da membran potansiyeli degisikliginden
etkilenmektedir. Bu kanallarin bazilari, Ca*? disindaki katyonlara da gecirgendirler. Bu

kanallar segici olmayan katyon kanallari olarak da adlandirilirlar (103).
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3. Depo Bosalmasi ile Aktive olan Ca*? Kanallar
Kasta SR ve kas disindaki hiicrelerde ER’un en 6nemli fonksiyonlarindan birisi

+25

Ca*? deposu olmasidir. Bu kanallar hiicre depolarindaki Ca*?’un, Ca*? sinyali sonucu ya
da farkl1 bir sekillerde bosalmasi ile aktive olan, hiicre disindan hiicre i¢ine Ca*? gegisini
saglamaktadir. Ca*2 depolarmin bosalmasi ile aktive olarak, Ca*? sinyalini ve hiicre ici
Ca*2 homeostazini diizenlerler. Gegici reseptdr potansiyel (TRP) kanallarinin bazilarinin
depo bosalmasi ile aktive olan kanallar oldugu yapilan arastirmalarda gosterilmistir. Bu
kanallar Ca*? iyonundaki degisikliklere, hiicre icine membrandan Ca*? i¢in giris yollar1
olusturarak ve organellerden Ca*? salinimini da diizenleyerek 6nemli katkida bulunurlar.
ER ve kas sarkoplazmik retikulum (SR), Ca*2 deposudur. Depolardan Ca*? ¢ikis: inositol
1,4,5-trisfosfat reseptorleri (IP3R) ve ryanodin reseptorleri (RyR) ile olmaktadir.
Uyarilabilir olmayan hiicrelerde, Ca*? sinyalini olusturan mekanizma, IP3 etkili Ca*2
salmimudir. IP3, ER yiizeyindeki bulunan IP3R kanallarini aktive ederek Ca*?’a gecirgen
hale getirir. Boylece sitozolde ani bir Ca*? artis1 olur. Sarkoplazmik/Endoplazmik
Retikulum Ca*>-ATPazlar (SERCA) Ca'®’u depoya, plazma membran Ca*?> ATPaz
(PMCA) pompalari ise hiicre disina uzaklastirarak Ca*? iyonunu dengeye getirir. RyR ise
voltaj bagimli Ca*? kanallarindan giren Ca*? tarafindan aktive edilmektedir (103).
Endometriyumda voltaj-bagimli Ca*? kanallar1 ve gegici reseptdr potansiyel

kanallar1 dahil olmak tizere iki tip kanal ailesi bulunmaktadir.

2.6.1. Transient Reseptor Potansiyel (TRP) Kanallar

TRP kanallari, endometriyumda da eksprese edilen voltaja bagimli olmayan Ca*?
gecirgen katyon kanallar ailesidir (104). Memelilerde 28 farkli TRP kanal genleri
tanimlanmistir. Amino asit benzerliklerine gére TRP kanallar1 6 alt gruba ayrilmaktadir:
TRPC (kanonik, TRPC1-7), TRPM (melastatin, TRPM1-8), TRPV (vanilloid reseptor,
TRPV1-6), TRPA (ankirin zengin protein, TRPAL), TRPP (polisistin, TRPP2, TRPP3,
TRPP5 ) ve TRPML (mukolipin, TRPML1-3) (105, 106).

2.6.1.1. TRPV6 Kanal
TRPVG, epitel Ca*? kanali (ECAC2) veya Ca*? tasiyic 1 (CaT1) olarak da

bilinir (107). Hiicre igine Ca*? alimim saglayan, epitel hiicrelerinin apikal membraninda
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lokalize olan Ca*? kanalidir (108). Alt: transmembran bélge, transmembran segmentinden
5 ve 6 arasinda Ca*? poru olusturan kisa bir bolge, hiicre i¢i N- ve C- terminal bolgelerden
olugsmaktadir (Sekil 2.6). N-terminal bolge birgok proteinlerde mevcut olan ve protein-
protein etkilesimlerinde 6nemli bir rol oynayan ii¢ ankirin tekrar1 icermektedir. Ankirin
tekrarlart ile hiicre iskeletine baglanabilmektedir. N- ve C-terminal kuyruklari molekiiler
iskelenin bir parcasi olarak islev gorebilen PDZ (Postsinaptik dansite-95, Drosophila
diskleri-biiyiik protein, zonula okludens protein 1) motifleri igerir. TRPV6’nin son dort
aminoasiti PDZ-baglayict motiflerdir. Bu etkilesim ile tasiyicilar, iyon kanallar1 ve
reseptorleri hiicre i¢inde aktivitelerini diizenleyen sinyal molekdilleri ile birlestirmektedir.
Ayn1 zamanda N- ve C-teminal kuyruklar1t PKC, siklik adenozin monofosfat (cAMP)-
bagimli protein kinaz (PKA) ve Ca*¥/kalmodulin-bagimli protein kinaz II (CaMKII) i¢in
cesitli fosforilasyon bolgelerine de sahiptirler. Bu fosforilasyon bolgelerinin pek cogu

TRPV6’nin fonksiyonunda 6nemli rol oynamaktadir (109, 110).

NH,
Sekil 2.6. (A) TRPV6 nin yapisal organizasyonu (B) Tetramerik (homo-hetero) yapisi (110).

TRPVG6; duodenum, jejunum, ileum, bobrek, pankreas, prostat, testis, meme, tiikriik
bezleri, uterus ve plasenta dahil olmak tizere birgok dokuda eksprese olmaktadir (111,
112, 113).

Ca*?’ un sitozole alinist baslica TRPVS ve TRPV6 olmak iizere son derece segici
kanallar aracilig1 ile olmaktadir. Hiicre igerisinde bulunan Ca*?-baglayici proteinler olan
kalbindinler (kalbindin-D28k ve kalbindin-D9k), hiicrenin apikalinden bazolateraline

Ca*?’un tasmmasina aracilik ederler. Bu proteinler, Ca*? artisina bagl olarak ortaya
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cikacak zararli etkileri ortadan kaldirarak tamponlama etkisi gosterirler. Hiicre icerisine
alinan Ca*?, Na*/Ca*? tasiyicilar1 (NCX1) ve PMCA1 pompalari ile hiicre disina tasinir
(Sekil 2.7) (114). Yapilan ¢alismalar g6z 6niinde bulunduruldugunda, iireme dokularinda
Ca*? transportunu saglayan bu genlerin implantasyon siireci ve gebelik sirasinda
endometriyumda etkisi ve taginmasini diizenleyen hiicresel ve molekiiler mekanizmalarin

aydinlatilmas1 gerekmektedir.

Ca?*

Kalbindinler ‘
(D9k ve 28k)
~

“a NCX1

820
O O

PMCA1b

Sekil 2.7. Ureme dokularinda Ca*? transport genlerini gsteren sematik resim (114).

Disi iireme dokularinda TRPV6’nin klinik 6nemi TRPV6 knockout fareler
kullanilarak gosterilmistir. Bu farelerde, vahsi tip fareler ile kiyaslandiginda fertilitenin
ve fetal kalsiyum birikiminin azaldig1, % 40 daha diisiik maternal-fetal Ca*? tasinmimmin
oldugu bildirilmistir (115). Farelerde, TRPV6 MRNA ekspresyonunun gebeligin 7.
giiniinde baslayarak, gestasyonun ortasinda pik yaptigi gosterilmistir (116). Domuzlarda
gebeligin tiim asamalarinda luminal epitelde eksprese oldugunu, gebeligin ortasinda
glandular epitel hiicrelerinde ekspresyonunun arttigi gdzlenmistir (117). Insan
endometriyal dokularda menstrual siklus sirasinda TRPV6’1in endometriyal epitel ve

glandular epitel hiicrelerinde eksprese edilmesinin fetal implantasyon, Ca*? homeostazi
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ve endometriyal hiicre iiretimine katilabilecegini gostermektedir (118).

2.7. Sitozolden Ca*?’un uzaklastirilmasi
Sitozolden Ca*?’un uzaklastirilmas: yani hiicre igindeki depolara Ca*?’un
alinmas1; SERCA ile ER’a Ca*2 aliniminin artmasi, Na*-Ca*? “exchange” (degis-tokus)

ve hiicre membranindaki PMCA ile hiicre disina Ca*?’un atilmast ile olmaktadir (119).

2.7.1. PMCA1

Ca*? kanallarindan birisi olan PMCAL, Ca*? baglayici proteinler ve diger tasiyict
sistemler ile birlikte ¢alisarak Ca*?> homeostazinm kontroliinii saglar (120, 121). Hiicre
Ca*?’un kontrolii hiicrenin en 6énemli islevlerinin diizenlenmesinde zorunlu bir ihtiyag
olmaktadir. Ciinkii hiicre i¢inde hassas bir denge halinde bulunan Ca*? miktarinin asir1
derecede artmasi, hiicrelerdeki apoptotik yolagi tetiklemektedir (122). Plazma
membraninda PMCA ve Sarkoplazmik/Endoplazmik Retikulumda SERCA olarak

+25

bulunurlar. Ca™’u sitozolden hiicre dis1 ortama veya organellerin liimenine aktarirlar.
Biitiin bu tasima sistemlerinin uyumlu ¢alismasi, Ca*?’un hiicre yasam gerekliliklerine
gore diizenlenmesini saglamaktadir (123).

PMCA, ilk olarak eritrosit membraninda (Schatzmann, 1979) ve daha sonra ¢ok
sayida diger hiicre tiplerinde karakterize edilmistir (124). PMCA, 4 farkli gen (PMCA1-
4) tarafindan kodlanmaktadir ve pek ¢ok varyantlar1 spesifik doku dagilimi, hiicresel
lokalizasyon ve fonksiyonel cesitlilige neden olmaktadir. PMCA 1 ve PMCA 4 tiim
dokularda eksprese olurken, PMCA 2 ve PMCA 3 6zellikle beyin ve kalp gibi 6zellesmis
dokularda eksprese olmaktadir (125). PMCAL, 10 transmembran (TM) bolge ve sitozolik
alanda diizenlenmis N- ve C- terminal uglarindan olusmaktadir. Pompanin sitozolik kismi
lic ana bolge icermektedir: TM2 ve TM3 arasindaki kisim, uyarici asidik fosfolipid
baglayic1 bolge ve reaksiyon siklusu sirasinda fosforile olan aspartat kalintis1t ve ATP
baglanma bdlgesini igeren TM4 ve TMS arasindaki intraselliiler kisim ve pompanin en
onemli diizenleyici bolgesini igeren olduk¢a uzun C-terminal kuyrugudur. C-terminal

kuyrugu da kalmodulin baglayic1 bolge, protein kinaz C ve protein kinaz A igin
fosforilasyon bolgesi icermektedir (Sekil 2.8) (126).
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Sekil 2.8. PMCA yapisinin sematik resmi (126).

PMCA pompalari, sitozolik Ca*? seviyesinin korunmasi igin gerekli olan yiiksek
afinite, disiik kapasiteli enzimlerdir. Bu pompalar reaksiyon dongiisii sirasinda bir ara
madde aspartil-fosfat olusumu ile karakterize edilen P tipi ATPaz ailesine aittir:
pompanin iki yapisal durumu tanimlanmistir. E1 durumunda, plazma membraninin

sitoplazmik tarafina yiiksek bir afinite ile Ca*’

u baglar. ATP ile degismeyen aspartatin
fosforilasyonu enzimin yapisal degisikligini saglar ve E1~P>E2~P degisimi olur. E2
durumunda Ca*? afinitesi diiser, hiicrenin disina Ca*?’u birakir. Ca*? salimmindan sonra

E2-P ayrilarak E1 yapisina donmektedir (Sekil 2.9) (127).

: VI .‘ 0
Extraceilulan
; space/lumen

o o

Sekil 2.9. Ca*? -ATPazlar tasima déngiisiiniin semas1 (127).
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PMCAL, tiim hiicre ve dokularda eksprese edilmektedir ve yoklugu farelerde
embriyonik o6liime yol agar (128). Yapilan ¢alismalar; TRPV6 ve PMCAL’in uterus,
plasenta, duodenum, bobrek ve beyinde Ca*? homeostazinin diizenlenmesinde bir rolii
oldugunu gostermistir (129, 130, 131). In situ hibridizasyon analizinde, domuzlarda
PMCA1 mRNA'nin gebelik sirasinda endometriyumun luminal ve bez epitel hiicrelerinde
ve stromal hiicrelerde lokalize oldugunu gostermistir. Bu sonuglar erken gebelik sirasinda
endometriyumda Ca*? ¢ikisi1 diizenleyen bu molekiillerin gebeligin baslamasi ve
devaminda 6nemli bir rol oynadigin1 vurgulamaktadir (132). Insan endometriyal
PMCAT1’in, endometriyal ve glandular epitel hiicrelerinin sitoplazmasinda eksprese
edilmesinin insan iireme sisteminde fetal implantasyon, Ca*? homeostazi ve endometriyal
hiicre iiretimine katilabilecegini gdstermektedir (118). Insan plasentasinda, PMCA1
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sinsityotrofoblastlardan fetal tarafa Ca™’un aktarilmasini saglayan temel proteindir.
Fonksiyonlari, hiicre igerisindeki fazla Ca*?’u ortadan kaldirarak sitozolik Ca*?
konsantrasyonunu  korumaktir.  Preeklamptik  plasentadan  kiiltiire  edilen
sinsityotrofablastlar tarafindan Ca*? tasiniminin azaldigi, TRPV6 ve PMCA1 mRNA ve
protein sevilerinde de anlamli derecede bir azalmanin oldugu gosterilmistir. PMCA nin
ekspresyonunun azalmasinin, oksidatif strese bagli ATP nin tiikkenmesine neden oldugu
ve TRPV kanallar1 ve kalbindinlerinlerin ekpsresyonlarinin azalmas: ile hiicre i¢i Ca*?
konsantrasyonunu artirdigi sonucuna varmislardir (133).

Sonug olarak, implantasyon sirasinda TRPV6 ve PMCA1’in mekanizmalar: tam
olarak aydinlatilamanus olsa da, bu Ca*? kanallarimin endometriyum ve blastokist

adezyonunu diizenlemede 6nemli bir rolii oldugu asikardir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiza Subat 2015-Subat 2016 tarihleri arasinda Zekai Tahir Burak Kadin
Saglig1 Egitim ve Arastirma Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Ana Bilim Dali
Infertilite Poliklini§ine basvuran, implantasyon basarisizligi olan endometriozis ve
aciklanamayan infertilite tanisi konmus hastalar dahil edildi. Caligma 6ncesi Hastane
Egitim Planlama ve Koordinasyon Kurulu onay1 alindi. Calismamiz 2015/35 sayili karar
ile Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanligi Klinik Arastirmalar Etik Kurul
Baskanligi’nin 29.01.2015 tarihli oturumunda goriisiildii ve onaylandi.

Calismaya dahil edilen tiim hastalardan anamnez alinarak, hastalarin yas, tibbi
oykiileri, boy, kilo, bazal hormon degerleri, menstriiasyon durumu, jinekolojik
muayeneleri, infertilite siiresi, infertilite i¢in yapilan 6nceki tedaviler sorgulanarak
calisma formlarma (EK-1) kaydedildi. Tiim hastalarin boy ve kilolar1 6l¢iildii. Viicut
agirhgr (kg)/boy? (m) formiilii ile viicut kitle indeksi (VKI) hesaplandi. Calismada yer
alan tiim hastalarin Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu belirtilen kurallara uygun olarak
hazirland1 ve arastirict tarafindan okutularak hastalarin doldurmalar1 saglandi. Sekretuar
faz ortasinda (19-24. giin) alinan endometriyal biyopsiler; kontrol grubu (n=14),
endometriozis (n=12) ve agiklanamayan infertilite grubu (n=15) olmak iizere {i¢ gruba
ayrildi. Ayrica rutin tetkikler sirasinda alinan kan drneklerinden hormon diizeyleri ve total
Ca*? diizeyi 6lciildii. Endometrial tarihnleme Noyes kriterlerine gore belirlendi (81).

Calismaya endometriozis ve agiklanamayan infertilite tanisi alan, diizenli
menstriiel sikluslu (26-32), 38 yas alti, muayene Oncesi en az 2 ay GnRH agonistleri ya
da seks steroidleri gibi hormonal tedavi almamis bireyler dahil edildi. Bilateral tubal
okliizyonu, endometriti, endometrial hiperplazisi, endometrial polipi ve myomu olan
hastalar dahil edilmedi. Kontrol grubuna kontrasepsiyon istemi ile bagvuran normal
pelvik kaviteli fertil kadinlar alindi. 11k bagvuruda tiim hastalar jinekolojik muayene ve

transvajinal-USG ile degerlendirildi.
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3.1. Endometriyal Biyopsilerin Elde Edilisi ve Saklanmasi

Hastalardan biyopsi kateteri ile endometrial 6rnekler alindi. Alinan endometrial
doku &rnekleri ii¢ kisma ayrildi. Ik kisim, immiinohistokimyasal analiz igin +4°C
sicaklikta 0,1M'lik sodyum fosfat ile tamponlanan %4’liik paraformaldehit tespit
soliisyonuna, ikinci kisim Real-Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) analizi igin
RNAlater® soliisyonuna ve iigiincii kisim ise dokudaki Ca*? konsantrasyonunu
belirlemek i¢in 1,5 ml’lik deney tiiplerine alinda.

+4°C sicaklikta 0,1M'lik sodyum fosfat ile tamponlanan %4'liik paraformaldehit
tespit soliisyonu igerisinde 24 saat fikse edilen endometriyal doku ornekleri +4°C
sicaklikta 0,1 M'lik sodyum fosfat ile tamponlanan %0.1’lik paraformaldehit tespit
sollisyonuna alindi. Rutin 151k mikroskobik doku takibi protokoliine uygun sekilde takip
edilerek parafin bloklara gomiildii. Parafin bloklara gémiilen dokulardan mikrotom ile
poli-L-Lizin kapli lamlara 3 pm’lik Kkesitler alinarak Hematoksilen-Eozin ve
immiinohistokimyasal boyama i¢in hazir hale getirildi. RNAlater® soliisyonuna ve
ependorflara alinan endometriyal doku Ornekleri ise analiz edilinceye kadar -20°C’de

muhafaza edildi.

3.2. Istkk Mikroskobik Doku Takip Islemi
Isik mikroskobik inceleme i¢in uygun sekilde tespit edilen endometrial biyopsi
ornekleri 2 saat akarsu altinda yikandiktan sonra asagidaki doku takip protokoliine alindi.

e Etil alkol (% 70) 15 saat

e Etil alkol (% 80) 45 dk
e Etil alkol (% 90) 45 dk
e Etil alkol (% 96) 45 dk
e Etil alkol (% 96) 45 dk
e Etil alkol (% 96) 45 dk
e Etil alkol (% 96) 45 dk
o Ksilol 15 dk
o Ksilol 15 dk

e Kasilol- Parafin (1:1) 1 saat
e Kasilol- Parafin (1:2) 15 dk
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e Parafin 15 dk
e Parafin 2,5 saat

e Bloklama

3.3. Hematoksilen - Eozin Boyama Protokolii
Leica® RM2125RT marka rotary mikrotom ile non-adheziv lamlara 3 um

kalinliginda alinan kesitlere uygulanan islemler asagida belirtilmistir.

e Kaesitler 60°C etiivde 1 saat deparafinize edildi.

e Kasilol 20 dk

e Kasilol 20 dk

o Etilalkol (%96) 10dk

e Etilalkol (%90) 10dk

e Etilalkol (% 80) 10dk

e Distile su ile yikanr.

e Mayer’s Hematoksilen soliisyonunda 60 s tutuldu.

e  Musluk suyu ile yikandi.

e Amonyak soliisyonuna batirilip ¢ikarildi.

e  Musluk suyu ile yikandi.

e Asit alkol soliisyonuna batirilip ¢ikarildi.

e  Musluk suyu ile yikandu.

e Eozin soliisyonunda 35 s tutuldu.

e Etil alkole (% 80) batirilip ¢ikarildi.

o Etil alkole (% 90) batirtlip ¢ikarildi.

o Etil alkole (% 96) batirtlip ¢ikarildi.

o Kesitler 1 saat ksilolde tutuldu.

e Kesitler entellan ile kapatildi.
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3.4. Immiinohistokimyasal Isaretleme Protokolii

Parafin bloklardan Leica® RM2125RT marka rotary mikrotom ile adeziv kaplh

lamlara 3 pm’lik kesitler alind1. Immiinohistokimyasal isaretleme yapilarak, Olympus®

BX50 (Olympus GmbH, Almanya) 1sik mikroskobu ile incelenerek ayni mikroskoba

eklenmis Nikon® CoolpiX5000 dijital kamera (Nikon Corp. Tokyo, Japonya) ile

goriintiilendi.

Immunohistokimyasal isaretleme icin;

Kesitler 60°C etiivde deparafinize edildi.

3 kez 10’ar dk (3x10) ksilolde tutuldu.

Etil alkol (% 96) 3dk

Etil alkol (% 90) 3dk

Etil alkol (% 80) 3dk

Etil alkol (% 75) 3dk

Kesitler distile su ile yikandi.

Kesitlerin ¢evreleri PAP pen ile ¢izildi.

Antijenik 6zelligi tekrar kazandirmak icin kesitler 0,01M sodyum sitrat ¢ozeltisinde
(pH: 6.0), 60°C’de bir gece inkiibe edildi.

Kesitler 20 dk soguduktan sonra taze hazirlanmig 0,1 M fosfat tamponlu tuzlu su
(Phosphate-Buffered Saline) ile 3x5 dk yikandi.

Endojen peroksit blokaji1 i¢in %12,5’luk Hidrojen peroksit (H202) soliisyonunda 12
dakika inkiibe edildi.

0,1M PBS ile 3x5 dk yikand.

Nonspesifik antikor baglanmasini ve bundan dolayi olusabilecek zemin boyanmasini
engellemek i¢in kesitlerin iizerine protein blok soliisyonu damlatilarak 8 dakika
inkiibe edildi.

Blok soliisyonu yikamadan uzaklastirilarak sulandirilmis TRPV6 (Biorbyte, 1/100),
PMCA1 (Abcam, 1/50) primer antikorlari damlatilarak, +4°C’de kapali nemli
ortamda bir gece inkiibe edildi. Negatif kontrol amaciyla ayrilan kesitlere primer
antikor icemeyen bovin serum albumin (BSA) damlatildi.

0,1M PBS ile 4x5 dk yikandi.

Primer antikor ile uyumlu biyotinlenmis sekonder antikor damlatilarak oda 1s1sinda

30 dk. inkiibe edildi.
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e 0,1IM PBS ile 3x5 dk yikandi.

e Peroksidaz konjuge streptavidin soliisyonu ile oda 1sisinda 10 dk inkiibe edildi.

e 0,IM PBS ile 3x5 dk yikandi.

e Kesitlerin iizerine 3,3’-Diaminobenzidine tetrahidrokloriir (DAB) damlatild1 ve
boyanma yogunlugu mikroskop altinda kontrol edilerek 5-10 dk inkiibe edildi. (Bu
basamagin stiresi her iki primer antikor i¢in optimize edildi).

o Kesitler distile su ile yikandi.

e Mayer’s Hematoksilen ile 5 saniye zit boyama yapildi.

e Kesitler akarsuda berraklasana kadar yikandi.

e Etilalkol (% 75) 3dk

e Etilalkol (% 80) 3dk

e Etilalkol (% 90) 3dk

e Etilalkol (%96) 3dk

e Kesitler kuruduktan sonra ksilolden 3x5 dk gegirildikten sonra entellan ile kapatildi.

3.5. Histolojik ve Immiinohistokimyasal inceleme

Hematoksilen&Eozin boyama ydntemi ile boyanan ve anti-TRPV6 ve anti-
PMCAL primer antikorlari ile isaretlenen kesitler 151k mikroskobik olarak incelenmistir.
TRPV6 ve PMCAL antikorlarinin boyanma yogunlugunu karsilastirmak i¢in halka acik
kullanim1 olan Image J (National Institutes of Health, Bethesda, MD) goriintii analiz
yazilimi ile 16-bit renk formatina doniistiiriilerek yapilmistir. Gergeklestirilecek analiz
icin kesitlere ait goriintiiler, Olympus® BX50 mikroskobunun 40 biiyiitmelik objektifi
kullanilarak alinmistir. Buna gore her gruba ait biitiin doku kesitlerinde bes farkli alanda
luminal epitel, bez epiteli ve stromal hiicreler degerlendirilmistir. Boyanma yogunluklari
kontrol, endometriozis ve agiklanamayan infertil gruplar1 arasinda parametrik olarak

karsilastirilmistir.

3.6. Total RNA izolasyonu
Endometriyal biyopsilerin RNA izolasyonu, “Ribozol RNA Extraction Reagent

35



(Amresco)” kullanilarak gergeklestirildi. izolasyon sirasinda asagidaki islemler takip

edildi.

a. Ornegin Homojenize Edilmesi

e -20°C’de muhafaza edilen dokular oda 1sisinda ¢oziildiikten sonra enjektor ucu ile
pargalandi. 50-100 mg doku basina 1 mL Ribozol Reagent eklenerek yine enjektor ucu
ile parcalanip vortekslendi.

e QOda sicakliginda 15 dk bekletildi.

b. RNA Eldesi

e 1 mL Ribozol basma 0,2 ml chloroform:isoamylalcohol, 24:1 (Amresco) eklendi ve
15 s vortekslendi.

e 13.000 rpm’de 10 dk +4°C’de santrifiijlendi.

e Ustte olusan s1v1 faz baska bir tiipe alindi.

€. RNA’nmin ¢oktiiriilmesi

e Alman sivi fazinin tizerine 0,5 mL isopropanol (Amresco) eklendi.

e (Oda 1sisinda 10 dk bekletildi.

e 13.000 rpm’de 10 dk +4°C’de santrifiijlendi.

e Siipernatant atild1 ve pelet 1 ml % 80 ethanol (EtOH) ile yikandi ve vortekslendi.
e 13.000 rpm’de 10 dk +4°C’de santrifiijlendi.

d. RNA Diliisyonu
Siipernatant kisim atildiktan sonra pelet 5-10 dk oda sicakliginda kurutuldu. 40 pl distile

su i¢inde ¢Oziildii.

3.7. Total RNA Konsantrasyonunun Hesaplanmasi

RNA konsantrasyonu ve safligi 260 ve 280 nm’de spektrofotometrik olarak
nanodrop yardimiyla ol¢iilmiistiir. 1 pl DNase/RNase igermeyen molekiiler su ile kor
alindiktan sonra RNA’nin miktarini ve safligini belirlemek i¢in izole edilen her bir RNA
orneginden 1 pl alindi ve dlglim yapildi. Her 10 6rnekte bir kor alinarak isleme devam
edildi. RNA miktarlarinin belirlenmesi i¢in 260 nm’deki absorbsiyon degeri, kontamine
protein miktarinin belirlenmesi icin de 280 nm’deki absorbsiyon degeri kullanilmistir.

Saf RNA eldesi i¢in OD260/0D280 degerinin 1,8-2,0 arasinda olmas1 saglanmistir. Her
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bir 6rnek i¢in total RNA konsantrasyonu esit olacak sekilde DNase/RNase igcermeyen

molekiiler su kullanilarak seyreltildi.

3.8. Total RNA’dan Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Komplementer DNA eldesi i¢in Cizelge 3.1°de miktarlar belirtilen, son hacmi
100 pl olan bir karisim olusturuldu. Hazirlanan karigimdan her 6rnek i¢in 50 ul alindi ve
tizerine RNA o6rneklerinden 5 pl eklendi. Referans 6rnek i¢in, karistmdan 100 pl alindi
ve 5 ul Tagman Control Human RNA (ABI 4307281) eklendi. Ornekler termal dongii
cihazina yerlestirildi (Cizelge 3.2). Elde edilen cDNA 6rnekleri -20°C’de saklandi.

Cizelge 3.1. TRPV6 ve PMCAL i¢in cDNA karisim miktar1 (100 pl’lik reaksiyon).

Niikleaz igermeyen H20 30,5 ul
5X RT Buffer 16 pl
dNTP karisimi1 (2 mM) 40 pl
MMV-RT (200 U/ul) 1,0 pl
Ribolock RNase Inhibitor (40 U/ul) | 0,5 pl
Poly T (100 pmol/ul) 10 pl
Reaksiyon toplamm 100 pl

Cizelge 3.2. TRPV6 ve PMCAL icin cDNA sentezi PCR programi.

PCR 1. Adim 2. Adim 3. Adim
Sicaklik (°C) 37 95 4
Siire (dk) 60 5 o0

37



3.9. RT- PCR Analizi

Elde edilen cDNA’lardan, TRPV6, PMCA1 ve ACTB (housekeeping) gen
ekspresyonlar1 RT-PCR (ABI 7500, Applied Biosystems) cihazi ile “Comparative CT
(AACT)” analizi yapilarak belirlendi. Bu ¢alisma hazirlig1 i¢in bu genlerin her birinin

primer ve prob dizayn: yapilip sentezletildi.

3.9.1. Kullanilan Primer ve Problar

Primer Express 3.0 (Applied Biosystems) programi kullanilarak TRPV6 geninin
“NM_018646.5, Homo sapiens transient receptor potential cation channel subfamily V
member 6 (TRPV6), mRNA”, PMCA1 geninin “NM_001001323.1, Homo sapiens
ATPase plasma membrane Ca*? transporting 1 (ATP2B1), transcript variant 1, mMRNA ve
beta aktin geninin “NM _001101.3, Homo sapiens actin, beta (ACTB), mRNA”
dizilerinden primer ve prob dizileri olusturuldu (Cizelge 3.3). Primer ve problar,
“Metabion International AG, D-82152 Martinsried/Deutschland” tarafindan sentezlendi.

Cizelge 3.3. RT-PCR’da kullanilan TRPV6 ve PMCAL genlerinin primer ve prob dizileri.

Gen Primer ve Prob Dizileri

F5-TGGTTCCTGCGGGTGGA-3’
TRPV6 | R 5’- CCTGTGCGTAGCGTTGGAT-3’

Pr 5°-FAM-ACAGGCAAGATCTCAACCGGCA-BHQ-1-3’

F 5-TTACGGGCGCCTGCAT-3’

PMCAL | R 5-TGAGGTTTACCCACAGCATCTG-3’
Pr5’-FAM-A(pdC)T(pdC)AAGA(pdC)T(pdC)AC(pdC)G(pdC) TTA-
BHQ-1-3’

B-Aktin | F 5-GGCACCCAGCACAATGAAG-3’

R 5-GCCGATCCACACGGAGTACT-3’

Pr 5’-Yakima Yellow-TCAAGATCATTGCTCCTCCTGAGCGC-BHQ-
1-3’
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Ekspresyon analizi i¢in kullanilacak problarin her birinin 5’ ucuna absorpsiyon
dalga boyu degeri 495 nm ve emisyon dalga boyu degeri 520 nm olan floresan etiketli
oligoniikletit probu 6-karboksifloresan (6-FAM), 3’ ucuna ise problar serbest halde iken
floresan 1s1may1 engelleyen, absorpsiyon dalga boyu deger araligi 480-580 nm arasinda
olan “Black Hole Quencer-1 (BHQ-1)” sogurucu molekiilii baglandi. Ayrica, prob
dizisinde bulunan sitozinlerin yerine, prob erime sicaklik (Tm) derecesini artirmak igin
(~ 2,8°C), sitozin analogu olan C-5-propinil-deoksiribositozin (pdC) kullanildi (134).

ACTB genine 6zgii prob “Yakima Yellow” isaretlidir. Degerlendirme siirecinde
“VIC” olarak degerlendirilmesinin sebebi “Yakima Yellow” ile “VIC”in benzer dalga
boylarinda 1s1ma yapmasidir. Yakima Yellow maksimum emisyon degeri 549 nm’dir

(135).

3.9.2. RT-PCR Reaksiyon Ortaminin Hazirlanisi
Real-Time PCR reaksiyon ortami, total 25 pl olacak sekilde hazirlandu.

e 12.5ul, 2X TagMan Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems)

e Son konsantrasyon; TRPV6, PMCA1 ve ACTB primerlerinden 900 nmol olacak
sekilde primerler kullanildi. FAM ile isaretli TRPV6-Pr, PMCAL-Pr problarindan ve
Yakima Yellow ile isaretli ACTB-Pr probundan 200 nmol olacak sekilde problar
kullanildi.

e 2.5 ul cDNA 6rnegi (~ 30 ng)

e 5 uldistile su

3.9.3. RT-PCR Reaksiyon Sartlar:

RT- PCR islemi ve kantitasyon “ABI Prism 7500 RT- PCR (Applied
Biosystems)” cihaz1 ve “SDS 2.0.6 software for 7500 RT-PCR Product (Applied
Biosystems)” programi kullanilarak gerceklestirildi (Cizelge 3.4)

39



Cizelge 3.4. RT-PCR Reaksiyon Sartlart.

Sicakhik Zaman-islem Dongii sayis1

50°C 2 dakika on inkiibasyon 1
95°C 10 dakika aktivasyon 1
95°C 15 saniye denatiirasyon 40
60°C 1 dakika baglanma/uzama 40

3.10. Dokuda Ca*? konsantrasyonunun belirlenmesi

Biyopsi ornekleri (20-30 mg, kuru agirlik) PFA dayanikli numune kaplarinda
tartildi. 1 mL nitrik asit, 0.1 mL H2O> eklenerek yavasca galkalandi. Bu asamada ¢epere
yapigsmamast i¢in 6zen gosterildi. Her bir 6rnek analizi i¢in bir blank (kor) c¢ozelti
hazirlandi. Numune kaplar1 sikica kapatilarak mikrodalga parcalama {initesine
yerlestirildi. Her bir numunenin, 400 W, 10 dk mikrodalgada pargalanmasi saglandi. 5
dakika soguduktan sonra parcalanan numune polipropilen tiipe aktarilarak ultra saf su ile
10 mL’ye tamamland: ve Indiiktif olarak Eslestirilmis Plazma-Kiitle Spektrometresi
(ICP-MS) ile analiz edildi.

3.11. istatistiksel Analiz

Siirekli dl¢timlere ait normallik kontrolleri Shapiro Wilk testi ile test edilmistir.
Gruplar arasindaki farkliliklar icin normal dagilim gosterenler i¢in varyans analizi,
normal dagilim gostermeyenler icin Kruskal Wallis testleri kullanilmistir. Normal
dagilim gosteren dl¢limlerde varyanslarin homojenligi Levene testi ile test edilmis olup
varyanslarin homojenligi kosulunun saglandigi durumda One Way ANOVA testi,
kosulun saglanmadigi durumlar i¢cin Welch testi kullanilmistir. Tanimlayici istatistikler
olarak ortalama ve standart sapma degerleri verilmistir. Normal dagilim gdstermeyen
stirekli 6lgtimlerde gruplar aras1 farkliliklarda ikili karsilagtirmalar i¢in Mann Whitney U
testi ile test edilmistir. Tanimlayicr istatistikler olarak minimum, maksimum, medyan, %
25-75 yiizdelikler verilmistir. Post Hoc analizler i¢in Least Significant Difference (LSD)
ile Bonferroni testleri kullanildi. Kategorik degiskenler ise n (%) olarak gosterildi.

p<0,05 istatistiksel anlamlilik diizeyi olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Gruplarin Demografik Ozelliklerinin Karsilastirilmasi

Kontrol, endometriozisli ve agiklanamayan infertil hasta grubu yas, viicut kiitle

indeksi (VKI), progesteron, ostradiol (E2) ve kan Ca'? diizeyleri ¢izelge 4.1°de

karsilagtirilmistir.  Calismamizda, kontrol grubunun yas ortalamast 30,1 + 4,4,

endometriozisli hastalarin yas ortalamasi 29,3 + 3.4; aciklanamayan infertil hastalarin yas

ortalamasi ise 30,9 + 3,5 olarak belirlenmistir. Ug grubun yaslari arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark saptanmadi (p>0,05). Gruplar arasinda VKI, progesteron, E; ve

kan Ca*? diizeyleri agisindan da istatistiksel anlamli bir fark bulunmamstir (p>0,05)

(Cizelge 4.1).

Cizelge 4.1. Kontrol, endometriozis ve agiklanmayan infertilite gruplarinin demografik 6zellikleri.

Yas 30,1 £4.4 293+34 30,9+35 0,531
VKI (kg/m?) 24,24 + 3,61 23,66 + 2,59 24,49 + 2,39 0,767
Progesteron 19,6 £5.1 20,6+5,1 22,8+7,4 0,481
(ng/ml)

E> (pg/ml) 102,8 +38.4 109,4+33,7 103,6+30,8 0,580
Kan Ca* diizeyi 9,37 +£0,53 9,54 + 0,24 9,54 + 0,24 0,350

4.2. Doku Ca*? konsantrasyon diizeyi él¢iim sonucu

Dokuda Ca*? konsantrasyonu gruplar aras1 karsilastirildiginda, kontrol grubu ve

aciklanamayan infertilite gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu
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(p=0,007) tespit edilmistir. A¢iklanamayan infertilite grubunda doku Ca*? konsantrasyon

degeri ortalamasi kontrol grubuna goére daha yiiksek bulunmustur (Sekil 1, Cizelge 4.2).

Aciklanamayan infertilite ve endometriozis grubu karsilastirildiginda istatistiksel olarak

anlamli farklilik tespit edildi (p<0,001). A¢iklanamayan infertilite grubunda doku Ca*?

konsantrasyon degeri ortalamasinin endometriozis grubuna gore anlamli olarak ytiksek

oldugu saptandi (Cizelge 4.2, Sekil 4.1). Kontrol grubu ve endometriozis grubu arasinda

istatistiksel anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05).

Cizelge 4.2: Kontrol ve hasta gruplarmin doku Ca*? konsantrasyon diizeylerinin kargilastirilmas.
*: Kontrol grubu ile olan farkliliklari; +: Endometriozis ile olan farkliliklar1 gostermektedir.

Min- Medyan | Min- Medyan Min- Medyan
Max | [% 25-75] | Max | [%25-75] | Max | [% 25-75]
Ca*? 18,36- 24,29 20,18- 25,2 18,17- 50,57 0,001
konst. | 6590 | [20,11- |36,60 | [22.4- | 60,40 | [40,67-
(ppm) 25,55] 26,6] 51,37]
60
50
- 40
3
=
30
20
10
Kontrol Endometriozis Aciklanamayan
M Ca konsantrasyon 24,29 25,2 50,57

Sekil 4.1. Gruplar aras1 doku Ca*? konsantrasyon diizeylerinin karsilagtiriimas.
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4.3. Isitk Mikroskobik Bulgular

Kontrol, endometriozis ve agiklanamayan infertil gruplarindan alinan endometrial
biyopsi dokularinda morfolojik farkliligi degerlendirebilmek igin Hematoksilen-Eozin
boyamasi yapildi. Her ii¢ grupta endometriyumun benzer morfolojide oldugu saptandi.
Endometrial epitelin tek katli silindirik hiicrelerden olustugu, lamina propria icerisinde
kivrimli basit tiibiiler bezlerin yerlestigi ve bezler arasinda gevsek bag dokusu yapisinda
stromanin olduk¢a 6demli oldugu izlendi. Stroma igerisinde; makrofajlar, lenfositler,
graniiler I6kositler ve stromal hiicreler ve kan damarlar1 yerlesim gostermekteydi. Odem
nedeniyle, stromal hiicreler 21-22. giinlerde ¢iplak nukleus goriiniimiindeydi. Bu
degisiklikle birlikte stromal hiicrelerin, kiigiik niikleuslu ve belli belirsiz sitoplazmalari
ile oldukga daginik yerlesim gosterdigi dikkat ¢ekmekteydi. Glandular epitel igerisinde
yer yer salgi vakuollerinin oldugu, epitel hiicrelerinin luminal yiizeylerinin oldukca
diizensizlestigi ve liimende besleyici degeri yliksek mukoid salgilarin varlig tespit edildi

(Sekil 4.2,4.3,4.4,45,4.6,4.7).
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Sekil 4.2. Kontrol grubu. Luminal Epitel (LE), Glandular Epitel (GE), 6demli stroma (asterisk) (X600).
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Sekil 4.3. Kontrol grubu. Luminal Epitel (LE), Glandular Epitel (GE), 6demli stroma (asterisk), stromal
hiicre (ok bas1) (X1200).

Sekil 4.4. Endometriozis grubu. Luminal Epitel (LE), Glandular Epitel (GE), 6demli stroma (asterisk)
(X600).
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Sekil 4.5. Endometriozis grubu. Luminal Epitel (LE), Glandular Epitel (GE), 6demli stroma (asterisk),
stromal hiicre (ok bas1) (X1200).

Sekil 4.6. Agiklanamayan infertilite grubu. Luminal Epitel (LE), Glandular Epitel (GE), 6demli stroma
(asterisk) (X600).
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Sekil 4.7. Aciklanamayan Infertilite grubu. Luminal Epitel (LE), Glandular Epitel (GE), 6demli stroma
(asterisk), stromal hiicre (ok bas1) (X1200).

4.4, Iimmiinohistokimyasal Bulgular

4.4.1. immiinohistokimyasal TRPV6 Ekspresyonu

Calismamizda kontrol, endometriozis ve agiklanamayan infertil gruplarda
TRPV6 protein ekspresyonu semi-kantitatif olarak degerlendirildi (Sekil 4.9, 4.10, 4.11,
4.12, 4.13, 4.14, 4.15, 4.16). Primer antikor damlatilmayan negatif kontrol kesitlerinde
herhangi bir isaretlenme gozlenmedi (Sekil 4.8).

Endometrial luminal epitelde TRPV6 boyanma yogunlugu, endometriozis ve
kontrol gruplar1 arasinda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu
(p=0,005) tespit edildi. Agiklanamayan infertil grup ile kontrol grubu arasinda luminal
epitelde TRPV6 boyanma yogunlugu bakimindan istatistiksel olarak anlamli farklilik
gorildi (p=0,001) (Cizelge 4.3). Glandular epitelde TRPV6 boyanma yogunlugu,
endometriozis ve agiklanamayan infertil gruplar1 ve kontrol gruplar1 arasinda
karsilastirildiginda endometriozis (p=0,003) ve aciklanamayan infertil grupta (p=0,009)
anlaml farklilik gosterdi. Sekil 4.17°de goriildiigi gibi TRPV6 boyanma yogunlugu

ortalamasi, aciklanamayan infertil grupta endometriozis ve kontrol grubuna giére daha
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yiikksek bulundu. TRPV6 ekspresyonu luminal ve glandular epitel hiicrelerinin
sitoplazmalarinda izlendi (Sekil 4.9, 4.10, 4.11, 4.12, 4.13, 4.14, 4.15, 4.16). Stromada,
TRPV6 boyanma yogunlugu bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark gozlenmedi (Cizelge 4.3, Sekil 4.17).

Kontrol grubunda luminal epitel, glandular epiteli ve stromada TRPV6 immiin
isaretlenme yogunlugu karsilastirildiginda anlamli bir farklilik olmadigi belirlendi
(Cizelge 4.3, Sekil 4.18). Endometriozis grubunda luminal epitel, glandular epitel ve
stromada TRPV6 boyanma yogunlugu karsilastirildiginda anlamhi farklilik oldugu;
luminal epitel ile glandular epitel arasindaki farkin p=0,039; luminal epitel ile stroma
arasindaki farkin p=0,012; glandular epitel ile stroma arasindaki farkin p<0,001 oldugu
goriildiit TRPV6 boyanma yogunlugu ortalamasi, en yiiksek glandular epitelde gézlendi.
(Cizelge 4.3, Sekil 4.17). Agiklanamayan infertil grupta ise TRPV6 boyanma yogunlugu
bakimindan luminal epitel ile glandular epitel arasinda anlamli bir farklilik olmadig:
(p=0,289), luminal epitel ile stroma arasinda (p=0,003), glandular epitel ile stroma
arasinda (p<0,001) anlamli fark oldugu tespit edildi. Bu grupta TRPV6 boyanma
yogunlugunun en yiiksek glandular epitelde oldugu saptandi (Cizelge 4.3, Sekil 4.17).
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Sekil 4.8. TRPV6 immiin boyamasia ait negatif kontrol. Luminal Epitel (LE), Glandular Epitel (GE),
O6demli stroma (asterisk), stromal hiicre (ok bast) (X600).
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Sekil 4.9. Kontrol grubu TRPV6 immiin boyamast. Luminal Epitel (LE), Glandular Epitel (GE), 6demli
stroma (asterisk), stromal hiicre (ok bast) (X600).

Sekil 4.10. Kontrol grubu TRPV6 immiin boyamasi. Luminal Epitel (LE), Glandular Epitel (GE), 6demli
stroma (asterisk), stromal hiicre (ok bas1) (X1200).

48



.

Sekil 4.11. Endometriozis grubu TRPV6 immiin boyamasi. Luminal Epitel (LE), Glandular Epitel (GE),
(X600).

Sekil 4.12. Endometriozis grubu TRPV6 immiin boyamasi. Luminal Epitel (LE), Glandular Epitel (GE),
stromal hiicre (ok bas1), (X600).
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Sekil 4.14. A¢iklanamayan infertilite grupta TRPV6 immiin boyamasi. Luminal Epitel (LE), Glandular
Epitel (GE), 6demli stroma (asterisk), stromal hiicre (ok bas1) (X600).
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Sekil 4.15. Agiklanamayan infertilite grupta TRPV6 immiinboyamasi. Luminal Epitel (LE), Glandular
Epitel (GE), stromal hiicre (ok bast) (X1200).

Sekil 4.16. A¢iklanamayan infertilite grubu glandular epitelinde (GE) TRPV6 immiinboyamasi (X1200).
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Cizelge 4.3. Gruplar arasi ve grup i¢i LE, GE ve stromada TRPV6 immiin isaretlenme yogunlugunun
istatistiksel karsilastirilmasi.

Grup ici karsilastirma icin

Luminal Glandular > A
TRPV6 Epitel Epitel Stroma P Degerleri
(A) (B) (C) Gene
Ortalamat Ortalamat Ortalamat | AB AC B
Gruplar SS SS SS
Agiklanamayan =l 128.674,5+ 129.298,0+ 127.216,3+ <0,00 0,28 0,00 <0,00
1.840,17 2.052,76 754,07 1 9 3 1
Endometriozis Grubu =Il 128.034,8+% 129.117,2+ 126.855,6% 0,001 0,03 0,01 <0,00
1.437,35 1.503,13 358,19 9 2 1
Kontrol Grubu = 126.450,0+  127.244,4+  127.204,7+ 0,090 035 0,10
1.042,14 1.304,22 490,60 9 5 1
Grup ici karsilagtirma igin genel P
degeri 0,001 0,004 0,210
1->1 0,298 0,767 0,133
Gruplar arasi
Kargilastirmalar 111 0,001 0,009 0,951
1->11 0,005 0,003 0,067

General Linear Model Repeated Anova (Wilks' Lambda-Huynh-Feldt) - Univariate (ANOVA) Analysis of Variance
(Bootstrap) - ikili Karsilastirmalar icin: LSD - Bonferroni - SS: Standart Sapma

TRPV6

130000,0

129500,0 129298,0
129117,2

129000,0 128674,5

128500,0
128034,8

128000,0

127500,0 1272444 127216,3 127204,7

1270000 126855,6
126450,0

126500,0
126000,0

125500,0

125000,0
Luminal Epitel Glandular Epitel Stroma

OAgiklanamayan O Endometriozis Kontrol

Sekil 4.17. Gruplar aras1 TRPV6 immiin isaretlenme yogunlugunun; luminal epitel, glandular epitel ve
stroma arasinda istatistiksel olarak karsilastirilmasi. Post hoc ile gruplar arasinda anlamli farkliliklar tespit
edilmistir.
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130000,0
129500,0
129000,0
128500,0
128000,0
127500,0
127000,0
126500,0
126000,0
125500,0

125000,0

128674,5

129298,0

127216,3

TRPV6

128034,8

Agiklanamayan

O Luminal Epitel

129117,2

126855,6

Endometriozis

OdGlandular Epitel O Stroma

126450,0

127244,4127204,7

Kontrol

Sekil 4.18. Grup ici TRPV6 immiin isaretlenme yogunlugunun; luminal epitel, glandular epitel ve stroma
arasinda istatistiksel olarak karsilagtirilmasi. Post hoc ile gruplar arasinda anlamli farkliliklar tespit

edilmistir.
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4.4.2. immiinohistokimyasal PMCA1 Ekspresyonu

Calismamizda kontrol, endometriozis ve agiklanmayan infertil gruplarda PMCA1
protein ekspresyonu semi-kantitatif olarak degerlendirilmistir (Sekil 4.20, 4.21 4.22,
4.23, 4.24, 4.25). Primer antikor damlatilmayan negatif kontrol kesitlerinde herhangi bir
isaretlenme gozlenmedi (Sekil 4.19).

Luminal epitelde PMCA1 boyanma yogunlugu endometriozis, agiklanamayan
infertilite ve kontrol gruplar1 arasinda karsilastirildiginda anlamh farklilik goézlendi.
Endometriozis ve kontrol gruplar arasinda luminal epiteldeki anlamli farkin p=0,001,
aciklanamayan infertilite grubu ile kontrol gruplari arasindaki ise anlamli farkin p=0,003
oldugu tespit edildi. PMCA1 boyanma yogunlugunun, agiklanamayan infertil grubun
luminal epitelinde diger iki gruba kiyasla anlamli diizeyde yiiksek oldugu saptandi
(Cizelge 4.4). Glandular epitelde PMCA1 boyanma yogunlugu gruplar arasi
karsilastirildiginda hem endometriozis ve kontrol gruplar1 arasinda (p=0,002), hem de
aciklanamayan infertilite ve kontrol gruplar1 arasinda (p=0,028) anlamli fark oldugu
saptandi. Glandular epitelde PMCA1 boyanma yogunlugu ortalamasi, endometriozis ve
aciklanamayan infertil gruplarinda kontrol grubuna gore daha yiiksek bulundu (Cizelge
4.4, Sekil 4.26). PMCAL ekspresyonu luminal ve glandular epitel hiicrelerinin
sitoplazmalarinda izlendi. Stromada PMCALl boyanma Yyogunlugu bakimindan
endometriozis, ag¢iklanamayan infertilite ve kontrol gruplar1 karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (Cizelge 4.4, Sekil 4.26).

Endometriozis grubunda luminal epitel, glandular epitel ve stromada PMCA1
boyanma yogunlugu karsilastirildiginda anlamli farklilik oldugu (p=0,003); luminal
epitel ile glandular epitel arasindaki farkin p=0,001; glandular epitel ve stroma arasindaki
farkin p=0,001 oldugu gozlendi. Luminal epitel ile stroma arasinda anlamli bir farklilik
gostermedi (p=0,207). Agiklanamayan infertil grupta luminal epitel, glandular epitel ve
stromada boyanma yogunlugu bakimindan anlamli bir farklilik tespit edilemedi
(p=0,070). Kontrol grubunda ise luminal epitel, bez epiteli ve stromada PMCA1 boyanma
yogunlugu karsilastirildiginda anlamli farklilik oldugu (p=0,006); luminal epitel ile bez
epiteli arasindaki farkin p=0,004; luminal epitel ve stroma arasindaki farkin p=0,006
oldugu gozlendi. PMCAL boyanma yogunlugunun en yiiksek bez epitelinde oldugu
belirlendi (Cizelge 4.4, Sekil 4.27).
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Sekil 4.19. PMCA1 immiin boyamasina ait negatif kontrol. Luminal Epitel (LE), Glandular Epitel (GE),
stroma (asterisk), stromal hiicre (ok bas1) (X1200).

Sekil 4.20. Kontrol grubu PMCAL immiin boyamasi. Luminal Epitel (LE), Glandular Epitel (GE), stroma
(asterisk), stromal hiicre (ok bas1) (X600).
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Sekil 4.21. Kontrol grubu PMCAL immiin boyamasi. Luminal Epitel (LE), Glandular Epitel (GE), stroma
(asterisk), stromal hiicre (ok bag1) (X1200).

Sekil 4.22. Endometriozis PMCAL immiin boyamasi. Luminal Epitel (LE), Glandular Epitel (GE), stroma
(asterisk) (X600).
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Sekil 4.23. Endometriozis PMCAL immiin boyamasi. Luminal Epitel (LE), Glandular Epitel (GE), stroma
(asterisk), stromal hiicre (ok bas1) (X1200).

Sekil 4.24. Ac¢iklanamayan infertilite grubu PMCAL immiin boyamasi. Luminal Epitel (LE), Glandular
Epitel (GE), stroma (asterisk) (X600).

57



20 [JImA

Sekil.4.25. Agiklanamayan infertilite grubu PMCA1 immiin boyamasi. Luminal Epitel (LE), Glandular
Epitel (GE), stroma (asterisk) (X600).
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Cizelge 4.4. Gruplar aras1 ve grup i¢i LE, GE ve stromada PMCAL immiin isaretlenme yogunlugunun

istatistiksel karsilastirilmast.

Luminal Glandular Grup ici ..
. . Stroma kargilagtirma igin
PMCA1 Epitel Epitel P Degerleri
(A) (B) (€)
Ortalamaz Ortalamaz Ortalamaz Gene A-B A-C B-C
Gruplar SS SS Ss |
Agiklanamayan (n=15) =l 139.680,9+ 140.238,4+ 139.405,1+ 0,070 0,09 0,29 0,05
898,07 1.152,21 734,96 9 2 6
Endometriozis Grubu =l 139.703,0+ 140.461,3+ 139.410,9+ 0,003 0,00 0,20 0,00
(n=12) 829,18 875,48 391,99 1 7 1
Kontrol Grubu (n=14) =l 138.524,1+ 139.385,1+ 139.334,3+ 0,006 0,00 0,00 0,85
685,46 820,13 309,33 4 6 9
Grup i¢i karsilagtirma igin genel P
degeri <0,001 0,016 0,914
1= 0,950 0,584 0,984
Gruplar arasi 1> 0,003 0,028 0,721
Karsilagtirmalar
1->111 0,001 0,002 0,606

General Linear Model Repeated Anova (Wilks' Lambda-Huynh-Feldt) -Univariate (ANOVA) Analysis of Variance
(Bootstrap) - ikili Karsilastirmalar icin: LSD - Bonferroni - SS: Standart sapma

141000,0

140500,0

140000,0
139680,9 139703,0

139500,0

139000,0

138500,0

138000,0

137500,0

140238,4

PMCA1

140461,3

138524,1

Luminal Epitel

O Agiklanamayan

Glandular Epitel

O Endometriozis

139385,1

139405,1 139410,9

139334,3

Kontrol

Stroma

Sekil 4.26. Gruplar aras1 PMCA1 immiin isaretlenme yogunlugunun; luminal epitel, glandular epitel ve
stroma arasinda istatistiksel olarak karsilastirilmasi. Post hoc ile gruplar arasinda anlamli farkliliklar

tespit edilmistir.
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141000,0

140500,0

140000,0
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PMCA1

140461,3
140238,4
139680,9 139703,0
139405,1 139410,9 139385,1 139334.3
138524,1
Aciklanamayan Endometriozis Kontrol
OLuminal Epitel OGlandular Epitel O Stroma

Sekil 4.27. Grup ici PMCAL immiin isaretlenme yogunlugunun; luminal epitel, glandular epitel ve stroma
arasinda istatistiksel olarak karsilagtirilmasi. Post hoc ile gruplar arasinda anlamli farkliliklar tespit

edilmistir.

45. RT- PCR Analiz Sonucu

Kontrol, endometriozis ve agiklanamayan infertilite gruplar1 arasinda TRPV6 ve

PMCAT1’e ait mRNA ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gozlenmedi (p>0,05) (Cizelge 4.3, Sekil 4.28).

Cizelge 4.5. Kontrol, endometriozis ve agiklanamayan infertilite gruplarmmimm mMRNA ekspresyon
diizeylerinin kargilastiriimasi.

TRPV6

,13£,37

,16+,27

,52+,32

0,116

PMCA1

,26+,32

,29+,50

,38+,63

0,806
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0,8
0,7
0,6
0,5
0,4

2—AACT

0,3
0,2

0,1

Kontrol Endometriozis Agiklanamayan
m TRPV6 0,7263 0,7555 0,5185
m PMCA1 0,2571 0,2929 0,3761

0

mTRPV6 mPMCAl1l

Sekil 4.28. TRPV6 ve PMCAL mRNA ekspresyon diizeylerinin 224t analizi.
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TARTISMA

Endometrial reseptivitenin basarisi; embriyo implantasyonu icin gerekli olan
transkripsiyon faktorleri (HOXA10, STAT3, p53), biiylime faktorleri, sitokinler (HB-
EGF, LIF, prokinetikin 1, IL-1, IL-11), hiicre adezyon molekiilleri ve ligandlarinin (av33
integrin, trophinin, L-selektin ligandi) diizenli ekspresyonuna baglhdir. implantasyon
sirasinda infertilitenin potansiyel belirteglerini ve molekiiler mekanizmalarini belirlemek
amactyla birgok genin ekspresyonu arastirilmigtir. Mid-sekretuar faz sirasinda bazi
proteinlerin ekspresyonundaki farkliliklar, endometrial reseptivite ile ilgili kusurlar
velveya pre-reseptif fazdan reseptif faza gecis sirasinda endometrial farklilagsma
stirecinde degisikliklerden sorumlu olabilmektedir (136, 137).

Veri tabani iizerinden infertil kadinlarin endometriyumunda hiicresel lokalizasyon
(%21.1), ekstraselliiler bolgede lokalize olan (19.2), transport (%18.8) ve transport
aktivitesine (%13.1) katilan regiilasyonu bozulmus 6nemli sayida gen tespit edilmistir.
Regiilasyonu bozulan transporta katilan genlerin 6nemli bir oranini (%9.9) iyon transport
genleri olusturmaktadir. Bu genler arasinda Ca*? bagimli hiicre-hiicre adezyon
mekanizmalarina katilan katenin; gap junction, siki baglantilar, Ca*? sinyallesmesi ve
fokal adezyona katilan hiicresel sinyal yolaklar ile iliskili PKC; ekstraselliiler matriksin
yeniden sekillenmesine katilan matriks metalloproteinazlar, hiicre iskeletinin yapisal
kompanenti olan aktin olmak iizere birgok gen ailesi yer almaktadir (138).

Bu c¢alismada endometriozis ve agiklanamayan infertil hastalardan ve kontrol
vakalarindan alinan endometrial dokularin hematoksilen eozin boyamasinda; endometrial
epitelin tek kath silindirik hiicrelerden olustugu, lamina propria igerisinde kivrimli basit
tiibiiler bezlerin yerlestigi ve bezler arasinda gevsek bag dokusu yapisinda stromanin
olduk¢a 6demli oldugu, glandular epitel igerisinde yer yer salgi vakuollerinin varligi,
epitel hiicrelerinin luminal yiizeylerinin oldukca diizensizlestigi tespit edildi. Isik
mikroskobik incelemede kontrol ve hasta gruplari arasinda morfolojik olarak belirgin bir
fark gdzlenmedi. Kontrol ve hasta gruplarmin yas, VKI, E2, progesteron, infertilite
siireleri, kan Ca'? diizeyleri gibi klinik ozellikleri de iki grup arasinda benzerlik

gostermekteydi.
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Aciklanamayan infertil kadinlarda Ca*? bagimli hiicre igi proteaz olan kalpain 6
ve ekstraselliiler matrikse hyaluronik asiti baglayan hyaluronan-baglayici protein 2’nin
ekspresyon profili de fertil kontrollerden farklidir. Cofilin-1, apolipoprotein-Al (apoA-
1), Ras-iligkili protein Rap-1b, ve RAN GTP-baglayici niiklear protein ekspresyonu, bu
kadinlarin mid-sekretuar faz endometriyumunda artmustir. Immiinlokalizasyon
calismalarinda hiicre adezyon ve invazyonu ile iliskili aktin hiicre iskeletinin dnemli
diizenleyicisi olan Cofilin-1’in, aciklanamayan infertil hastalarin erken sekretuar faz
endometriyumu ile karsilastirildiginda mid-sekretuar faz endometriyumunda stroma,
glandular ve luminal epitelde ekspresyonunun arttig1 gozlenmistir. Aktin organizasyonun
diizensizliginin endometriozisin nedensel faktorlerinden biri oldugu ileri siiriilmektedir.
Infertil kadinlarin reseptif fazinda Cofilin-1 ekspresyonunun artmasinin, uygun olmayan
aktin polimerizasyonu ve depolimerizasyondan kaynaklanabilecegi ileri siiriilmektedir.
Implantasyon sirasinda onemli rolii olan adezyon molekiilleri ve inflamatuar
mediatorlerin sentezlenmesini inhibe edebilen, inflamatuar 6zellige sahip apoA-1’in,
otopik endometriyumda anormal ekspresyonu ile birlikte, endometriozisli hastalarin
endometriyumunda immiinreaktivitesinin luminal epitelde arttigi ve glandular epitelde
azaldigi  Dbildirilmistir. ~ Aciklanamayan  infertil  hastalarin  mid-sekretuar
endometriyumunda ise stroma, luminal ve glandular epitelde apoA-1 ekspresyonunda
onemli bir artisin oldugu gosterilmistir. Yapilan bir baska c¢alismada apoA-1
ekspresyonundaki artisin, endometriozis Ve tekrarlayan implantasyon basarisizligi gibi
infertilite ile iliskili patolojilerin nedeni olabilecegi sonucuna varilmistir. Bunun gibi
implantasyon sirasinda 6nemli rol oynayan pek ¢ok proteinin molekiiler mekanizmasinin
anlasilabilmesi i¢in agik kapilar bulunmaktadir (139).

Calismamizda kontrol, endometriozis ve agiklanamayan infertilite gruplar
arasinda TRPV6 ve PMCAT1’e ait mRNA ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark gozlenmedi (p>0,05). Kontrol ve hasta gruplar1 protein
ekspresyonu karsilastirildiginda; TRPV6 ve PMCA1 ekpresyonunun endometriozis
aciklanamayan infertil hastalarin endometrial luminal ve glandular epitelinde arttig
gozlendi. Endometriozis ve agiklanamayan infertil hasta gruplarinda; grup iginde luminal
epitel, glandular epitel ve stroma karsilastirildiginda, luminal epitel ve glandular epitelde

immiin isaretlenme yogunlugu stromaya gore fazlaydi.

63



Ca*? ekzositoz, kasilma, metabolizma, transkripsiyon, cogalma ve apoptozis dahil
olmak {iizere bir¢ok farkli biyolojik fonksiyonlar: uyaran bir hiicre i¢i sinyaldir (140).

+25

Endometriyumda Ca™’un hiicresel ve molekiiler diizeyde etkinligi ve diizenleme
mekanizmalar1 tam olarak anlasilmis degildir. Kemirgen (141) ve domuz (132) gibi
tiirlerde TRPV6; implantasyon, gebeligin devamu, fetal gelisim ve Ca*2 desteginde dnemli
rol oynamaktadir. Sprekeler ve ark., (115) yapmis oldugu c¢alismada, sigir
endometriyumunda TRPV6 ve Ca*? baglayici protein olan kalbindin-9k ekspresyonunun
luminal ve glandular epitelde oldugunu, buradaki lokalizasyonlarinin epitel icinde Ca*?’a
talep ve transportunda artis gosterdigini belirtmislerdir. Domuzlarda luminal Ca*?
konsantrasyonu yaklasik gebeligin 12. giiniinde strojen ile artig gostermektedir. Epitel
hiicrelerine hiicre ici Ca*? iyonlarinin akis1 gesitli endokrin, parakrin ve otokrin faktorleri
aktive eden hiicre ici sinyal yolaklarinda ikincil haberci olarak rol oynayabilmektedir.
Gebelik sirasinda luminal epitel blastokistin hiicre yiizeyine baglanmasi i¢in integrinler
dahil pek c¢ok hiicre adezyon molekiillerini eksprese etmektedir. Ciinkii integrin-aracili
hiicre adezyonu, hiicre i¢i Ca*?iyonlari ile indiiklenebilir (“ig-dis’* sinyallesme). Gebelik
sirasinda TRPV6 araciligryla luminal epitele tasman Ca*? iyonlari, luminal epitel ve
blastosist arasindaki hiicre adezyonunu etkileyebilir (142). Gebeligin baslamasi ve
devaminda uterus ve konseptus arasindaki hiicre-hiicre etkilesimlerinde hiicre adezyonu
icin Ca*? iyonlarinin varligi gerekmektedir. Hiicre i¢ci Ca*? homeostazinin diizenlenmesi
ekstraselliiler alan ve hiicre ici depolardan Ca*? girisini gerektirir. Ca*?
sinyalizasyonundaki degisikligin proliferasyon, gd¢, invazyon ve metastaz gibi malign
fenotiplerin  ekspresyonunu  dinamiklestirmektedir  (143). Endometrial  hiicre
fonksiyonunun bozulmasi Ve implantasyon basarisizligi, Ca*?> homeostazi ve uygun
sinyalizasyondaki  hatalarin ~ sonucunda  miimkiin  olabilir.  Calismamizda,
immiinohistokimyasal boyamalar neticesinde TRPV6 boyanma yogunlugunun
endometriozis ve agiklanamayan infertil gruplarin luminal epitelinde kontrol grubu ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttig1 tespit edildi. Bu bilgiler
15181nda, bu gruplarda immiinpozitif hiicrelerin boyanma yogunlugunun kontrol grubuna
gbre artmis olmasi, Ca*? sinyalizasyonundaki islevsel bozuklugun TRPV6 kanal
fonksiyonunun degismesine neden olarak, integrin aracili hiicre adezyonunu olumsuz

etkiledigini isaret edebilir. Nitekim endometriozis ve agiklanamayan infertil hastalarda

anormal aVP3 integrin ekspresyonu oldugu bildirilmistir (144).
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Endometrial luminal ve glandular epitel, gebelik sirasinda histotrof olarak
adlandirilan uterin salgilarin tiretiminde oldukga aktiftir. Bu salgi konseptus gelisimi,
implantasyon ve plasenta iizerinde etkili tasiyici proteinler, enzimler, biiylime faktorleri
ve ekstraselliiler matris proteinlerini igermektedir (145, 146). Ozellikle, glandular epitel
salg1 aktivitesi, gebeligin ortasinda fetal biiyiime arttik¢a hizla artmaktadir. Bylece Ca*?
iyonlar1 endometriyumda ¢esitli salgi molekiillerinin ekzositoz ile salgilanmasini
etkileyebilir, ki bu da Ca*?’un ekzositoza katildigin1 gostermektedir (119, 117). Eksik
glandiiler aktivitenin genellikle "salg1 faz defekti" olarak tanimlanan, insanlarda erken
gebelik kayiplarinin altta yatan nedenlerinden biri oldugu diisiiniilmektedir ve kiitle
spektrometresi kullanilarak yapilan proteomik ¢alismalar, fertil kadinlarin uterin luminal
stvisinda bulunan proteinlerin, infertil kadinlar ile karsilastirildiginda degistigini
gostermistir (147, 148). Glandular epitel ve stroma arasindaki parakrin etkilesim
insanlarda blastokist implantasyonu i¢in 6nemli olan stromal hiicre desidualizasyonu ve
reseptif endometriyum igin gerekli olabilir. Iyonlar, su ve biiyiik molekiiller i¢in
transepitelyal paraseliiler permeabilite, ince bagirsak ve bobrek de dahil olmak tizere pek
¢ok doku ve organlardaki siki baglantilarin diizenlenmesi ile ayarlanmaktadir. Bu nedenle
sik1 baglantilardaki degisen ekspresyon ile transepitelyal paraselliiler permeabilitesindeki
bir degisiklik uterus liimenine Ca*? iyonlarinin salgilanmasini saglayabilir. Bazi1 kanitlar
domuz, koyun ve insanlarda implantasyon siiresince endometrial siki baglantilarin
degistigini  gostermektedir. Endometrial epitelyal siki  baglantilarin  dinamik
diizenlenmesi endometriyumda Ca*? salg:1 aktivitesini etkiliyor olabilir (132). Bu
calismada TRPV6 ve PMCAI1 immiin isaretlenme yogunlugunun glandular epitelde
kontrol grubuna gore kiyasla anlamli derecede artmis oldugu tespit edildi.

Basarili embriyo implantasyonu i¢in, embriyo, endometrial epitel ve stromal
hiicreler arasinda etkili bir iletisim gereklidir. TRP kanallar1 epitel ve stromal hiicreler
arasinda hiicreler aras1 sinyalizasyonda &nemli rolii olan potansiyel oyunculardir. Bu Ca*2
gecirgen iyon kanallarinin desidualizasyona katildig1 gézlenmektedir (149). Ancak, insan
endometrial epitel ve stromal hiicrelerde TRP kanallar1 dagilim1 hakkinda bilgiler olduk¢a
azdir. Yapilan bir ¢calismada menstrual siklusun luteal fazinda elde edilen endometrial
biyopsilerde TRPV6’nin ekspresyonu mRNA seviyesinde belirlenirken primer
endometrial stromal hiicre kiiltiiriinde belirlenemedigini, bu iyon kanallarinin ek analizi

icin segici farmakolojik ajanlarin eksikliginin spesifik antikorlarin sinirli olmasindan
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kaynaklanabilecegi ileri siirilmiistiir. Endometrial biyopsilerdeki luminal ve glandular
epitel hiicreleri, kan damarlar1 ve sinir liflerindeki bilinmeyen fraksiyonu saflastiriimis
kiiltiirlerde  TRP kanallarindaki 6nemli diisiisiin bir agiklamasi olabilir. Bu da
biyopsilerde RNA’lar1 belirlenebilir iken, saf stromal hiicre kiiltiirlerinde TRPV6’nin
olmamasini yansitmaktadir (150). Bu ¢aligmada ise stromada TRPV6 antikoru ile bazi
hiicrelerin isaretlendigi, TRPV6 boyanma yogunlugu bakimindan endometriozis ve
aciklanamayan infertil gruplar kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak
anlaml bir fark olmadig1 gozlendi.

Diyabet, osteoporoz, hiperkalsiiiri, hipertansiyon, kanser ve norodejeneratif
hastaliklarda farkli PMCA alt birimlerinin degisen ekspresyonlari, hastaligin patolojik
sonuglarinda 6nemli rol oynadigimi gostermektedir (151, 152, 153, 125). Curry ve
ark.’larmin (154) yaptig1 bir ¢alismada PMCA1 ve PMCA4’{in, MDA-MB-231 meme
kanser hiicre hattinda Ca*? sinyalizasyonu ve hiicre 6liim yolaklarinin diizenlenmesinde
farkli rolleri oldugunu rapor etmislerdir. Lee ve ark., (155) meme kanser hiicre hattinda,
Aung ve ark., (156) ise kolon kanser hiicre hattinda PMCA 1’in asir1 eksprese oldugunu;
gen transkripsiyonu, hiicre farklilasmasi ve ¢ogalmasinda degisikliklere neden
olabilecegini bildirmislerdir. Apoptozisten kurtulma yetenegi olan kanser hiicresinin
Ozelliklerinden biri, PMCA’1n asir1 eksprese olmasi ile hiicre 6liimiinii aktive eden hiicre
ici Ca™ seviyelerininin siirekli artisi engelleyerek apoptotik direnci saglamaktir.
Sitoplazmada Ca* seviyesinin siirekli artmas1 (157), mitokondriyal Ca*? aliniminin
artmas1 (158) ile Ca™ pompalarinin potansiyeli igin kanser hiicrelerinin apoptozise
duyarli hale gelmesinde acik kanit saglamaktadir. B-hiicre lenfoma 2 (bcl2) nin varligim
siirdiirme etkisi, hiicre ici Ca*? seviyesini azaltarak, daha sonra mitokondriye Ca*? alimin
ve apoptotik yollarin aktivasyonunu azaltir (159, 160). Yapilan bir ¢aligmada,
preeklampsili hastalarin plasentalarindan kiiltiire edilen sinsityotrofoblastlarda PMCAL
protein ekspresyonu ve ATP sentaz seviyesinin onemli Ol¢iide azaldigi; bu pompalar
araciligryla hiicre disina yetersiz Ca*2 salinimi ve muhtemelen preeklamptik plasentalarda
hipoksiye neden olan ATP eksikliginin ise oksidatif strese bagli oldugu sonucuna
vartlmistir (133). Bruce ve ark. (161), oksidatif stresin si¢an pankreatik hiicrelerde
sitozolik Ca*? konsantrasyonunu artirarak, PMCA’nin inhibisyonuna neden oldugunu
gostermislerdir. Calismamizda ise endometriozis ve agiklanamayan infertil grupta

PMCAL boyanma yogunlugunun luminal epitel ve glandular epitelde kontrol grubuna
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kiyasla oldukga arttigi gézlendi. Bu genin kodladig1 protein ekspresyonunun artmast,
hiicre i¢i Ca*? konsantrasyon dengesini bozarak, farkli transkripsiyon programlarmin
sitozolik Ca* seviyesindeki kontrolii yeniden kazanmak igin bu pompalar1 aktive ettigini
ve bazal sitozolik Ca*? seviyesindeki dengeyi saglayamamasi durumunda belki de fertilite
tizerindeki olumsuz etkisini gosteren 6nemli bir kanit olarak diistiniilmektedir.

In situ hibridizasyon analizleri gebelik sirasinda domuz endometriyumunda
PMCAT’in 6zellikle luminal epitel ve glandular epitelde ekspresse oldugunu, stromada
ise zayif eksprese oldugunu gostermistir. Molekiiler diizeyde Ca*? iyonunun hiicre disina
transportunu saglayan mekanizmalarin roliiniin tam olarak anlagilamadigi ve daha fazla
calisma yapilmasi gerektigi vurgulanmigtir (132). Calismamizda ise stromada PMCA1
antikoru ile bazi hiicrelerin isaretlendigi, boyanma yogunlugunun gruplar arasi
karsilastirilmasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi gézlendi.

Kadin genital sisteminde 6zellikle endometriyum dokusunda metallerin etkilerini
degerlendiren az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Wistar albino ratlarda kursun, ¢inko ve
civa gibi metallerin endometrial degisiklikleri tetikleyebilecegi ve uterotrofik deneylerde
ostrojen benzeri etki sergiledigi bildirilmistir. Bu nedenle, in vitro ve in vivo ¢alismalar
bazi metallerin endometrial homeostazi degistirme ve uterin epitel hiicre bilyiimesini
uyarabilecegini gostermistir (162). Atomik absorpsiyon spektrometri ile malign over
dokularinda Ca*? seviyelerinin benign dokulardan biraz daha yiiksek oldugu, kanser
endometrial dokularin Ca*? seviyelerinde ise bir farklilik olmadig1 belirlenmistir. Benign
endometrial dokulardaki Ca*? konsantrasyonlarinin ortalamasmin yas agirhik bazinda
343-330 mg/kg oldugu gosterilmistir (163). Cunzhi ve ark., (164) serviks kanserinde doku
Ca*? konsantrasyonunun saglikli dokular ile karsilastirildiginda anlamli sekilde diisiik
oldugunu bildirmigtir. Insan meme biyopsilerinde; saglikli ve tiimdr dokular
karsilastinildiginda Al, Ca, Cu, K, Mg, Mn, P ve Zn gibi farkli elementlerin Indiiktif
Eslesmis Plazma-Optik Emisyon Spektrometresi (ICP-OES) ile konsantrasyonlarinda
anlamhi  farkhiligin  oldugu gdzlenmistir. Tiimdr dokularmda Ca*?  birikimi
mikrokalsifikasyonlarin varliginin gostergesidir. Kalsiyum hidroksiapatit kristalleri ¢evre
hiicrelere kanserin yayilmasinda aktif rol oynayabilir ve bu da komsu dokuda Ca*2
birikimini agiklayabilir, seklinde yorumlanmistir. Ayrica bu bilesik MCF-7 ve Hs578T
hiicre hatt1 ve normal insan meme epitel hiicre hattinda mitozu artirir. Timdr dokularinda

Mg, K ve P hiicre proliferasyon hizin1 desteklemek ig¢in metabolik enerji liretim ve
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transportuna katilmaktadir (165). Hiicre membran1 boyunca iyonik gradientin korunmasi
icin Na-K gereklidir. Nasiadek ve ark. (166) yaptigi ¢calismada normal uterin dokular ile
karsilastirildiginda uterin kanser dokularinda Ca*? konsantrasyonunda 6nemli artis
oldugunu gostermislerdir. Literatiirdeki ¢alismalar incelendiginde, fertil ve infertil
endometrial biyopsilerde, Ca*? konsantrasyonunu inceleyen herhangi bir calismaya
rastlanmamistir.  Calismanizda, dokudaki Ca*? konsantrasyonu gruplar arasi
karsilastirildiginda agiklanamayan infertil hasta grubunda, kontrol ve endometriozis
grubuna gore daha yiiksek oldugu saptandi. Bu hastalarda Ca*? konsantrasyonundaki bu
degisikligin nedenlerinden birinin, hiicrede Ca*? diizeyindeki artisla ilgili olabilecegi ve

+25

bu artisin da Ca™’un etkin oldugu sinyalizasyon yolaklarinda islevsel kayba neden
olabilecegi diisiintildii.

Sonug olarak, caligmamizdan elde edilen bulgular degerlendirildiginde;
endometriozis ve agiklanamayan infertil hastalarda TRPV6 ve PMCAL protein
ekpresyonunun bozulmasinin, implantasyon ile ilgili g¢esitli siiregleri olumsuz
etkileyebilecegi, dzellikle aciklanamayan infertil hastalarda Ca*? konsantrasyonunun da
degistigi, bu durumun da infertilitenin potansiyel hiicresel ve molekiiler

mekanizmalarindan biri olabilecegi diistiniildii.
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SONUC VE ONERILER

Calismamizda, implantasyon basarisizlig1 olan endometriozisli ve agiklanamayan

infertil hastalarin mid-sekretuar faz endometriyum dokulari 151k mikroskobik,

immiinohistokimyasal, molekiiler ve kiitle spektrometresi inceleme sonuglar1 fertil

grubun endometriyum dokular1 ile karsilastirmali olarak degerlendirildiginde asagida

belirtilen sonuglara varilmistir.

1.

Endometriozis, agiklanamayan infertilite ve kontrol grubuna ait endometriyum doku
orneklerinin 151k mikroskobik degerlendirmesinde belirgin bir farklilik gézlenmedi.
Bu konuda planlanacak ultrastriiktiirel caligsmalarin yarari olabilecegi diisiiniildii.
Kontrol ve hasta gruplarmin yas, VKI, E2 ve progesteron, infertilite siireleri, kan
Ca*? diizeyleri gibi klinik 6zellikleri gruplar arasinda benzerlik gostermekteydi.
Ca*? homeostazinda &nemli rol oynayan TRPV6 immiinreaktivitesinin,
endometriozis ve aciklanamayan infertil hastalarin endometrial luminal ve glandular
epitelinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamhi diizeyde arttigi gozlendi.
Bunun nedeninin, Ca*? sinyalizasyonundaki hatalarin TRP kanal fonksiyonunda
degisiklige yol acgarak, uterus ve konseptus arasindaki sinyal iletiminin
diizenlenmesinde etkin rolii olan hiicre adezyon molekiillerine olumsuz etkileri
sonucunda gerceklesebilecegi diisiiniildii. Bu durum infertilitenin nedenine yonelik
aciga kavusmayan mekanizmalarin aydinlatilmasina katki saglayabilir.

PMCAL immiin isaretlenme yogunlugunun, endometriozis ve agiklanamayan infertil
gruplarin luminal ve glandular epitelinde kontrol grubuna kiyasla oldukga arttigi
gozlendi. Bu genin kodladig1 protein ekspresyonunun artmasi, hiicre i¢i Ca*2
konsantrasyon dengesini bozarak, farkli transkripsiyon programlarinin sitozolik Ca*?
seviyesindeki kontrolii yeniden kazanmak i¢in bu pompalar: aktive ettigini ve bazal
sitozolik Ca*? seviyesindeki dengeyi saglayamamasi durumunda fertilite iizerinde
olumsuz etkisini gosteren 6nemli bir bulgu oldugunu diisiindiirmektedir. Bu nedenle
TRPV6 ve PMCAT’in, hiicre adezyonu ve sinyal yolaklar ile iligkili proteinler ile
birlikte ele alinarak bu mekanizmanin aydinlatilmas: gerekmektedir.

TRPV6 ve PMCAL antikoru ile stromadaki bazi hiicrelerin isaretlendigi, TRPV6
boyanma yogunlugu bakimindan endometriozis ve agiklanamayan infertil gruplar

kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig:
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tespit edildi. Endometrial epitel ve stromal hiicreler arasindaki iletisimde bu
proteinlerin rollerinin arastirilmasi i¢in kapsamli ¢alismalar yapilmalidir.

6. Kontrol, endometriozis ve a¢iklanamayan infertilite gruplar1 arasinda TRPV6 ve
PMCAT1’e ait mRNA ekspresyon diizeyleri arasinda anlamli bir fark gézlenmedi.

7. Dokudaki Ca*? miktar1 gruplar aras1 karsilastirildiginda agiklanamayan infertil hasta
grubunda, kontrol ve endometriozis grubuna gore daha yiiksek oldugu saptandi. Bu
hastalarda Ca*? konsantrasyonundaki bu degisikligin nedenlerinden birinin, hiicrede

+25

Ca*? diizeyindeki artisla ilgili olabilecegi ve bu artisin da Ca*?’un etkin oldugu
sinyalizasyon yolaklarinda islevsel kayba neden olabilecegi diisiiniildii. Bu nedenle
in vitro calismalar ile bu hastalarin endometrial hiicrelerinde Ca*? diizeyinin
Olciilmesi de bu isleyisler i¢in temel bilgi iiretebilir. Ayrica infertil hastalarda
implantasyon siirecinde endometriyumda doku Ca* konsantrasyonundaki
degisikliklerin  potansiyel etkilerini inceleyen ek c¢alismalara gereksinim

duyulmaktadir.

Bu calismada, endometriozisli hastalarin ve agiklanamayan infertilite tanis1 konmus
hastalarin endometriyumlarinda mid-sekretuar fazda Ca*2 metabolizmasinda rol oynayan
TRPV6 ve PMCAL’in proteinlerin ekspresyonlarindaki degisikliklerin saptanmasi ve
embriyo implantasyonundaki roliiniin arastirilmast amaglanmistir. Standart tanisal testler
ile agiklanamayan infertilite tanisi alan hastalarda ve patogenezin belirsizligi dolayisiyla
uygun, vyan etkisi az medikal veya cerrahi tedavi secenekleri bulunamayan
endometrioziste infertilitenin nedenine yonelik agiga kavusmayan mekanizmalarin
aydinlatilmas1 gerekmektedir. Ca*? homeostazini diizenleyen molekiillerin insan
tiremesindeki etkilerinin daha ayrintili olarak incelenmesi ve mekanizmalarinin
biyokimyasal, genomik ve proteomik verileri kullanan klinik ve temel bilim arastirmalar1
ile miimkiin olabilecegi kanisindayiz. Bu hastalarin endometriyumunda implantasyon
sirasindaki aksakliklarin nedeninin Ca*? metabolizmasinda olan degisim ile ilgili
olabilecegi ve yardimci treme teknikleri tedavilerinin gelistirilerek bu yonde

diizenlenmesinin fertiliteye katkida bulunacagi diisiiniilmektedir.
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ZEKAI TAHIR BURAK KADIN SAGLIGI EGITiM VE ARASTIRMA HASTANESI

KADIN HASTALIKLARI VE DOGUM ANA BiLiM DALI

REPRODUKTIF ENDOKRINOLOJI VE INFERTILITE BiLiM DALI

HASTA TAKIiP FORMU

Adi-Soyada:
Protokol no:
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Onceki Tedavi:

Gecirilen Ameliyat:
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Total Ca*?:
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LH:
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PRL:
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Progesteron:
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Jinekolojik Muayene:
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