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OZET

Diyabetin, implantasyon Penceresi Donemindeki Sican Endometriyumunda aVp3

Integrin Ekspresyonuna ve ince Yapiya Etkisi

Insanda implantasyon siireci; oosit maturasyonunun erken dénemlerinde
baslayan, embriyo ve endometriyum arasindaki kompleks bir iliski ile kontrol
edilmektedir. Endometriyum menstrual siklus boyunca yeniden diizenlenir ve
sadece ‘implantasyon penceresi’ doneminde reseptiftir.

Integrinler; memelilerde tiim viicutta yaygin olarak bulunan adezyon
molekiillerinin bir simifidir. Birgok fizyolojik olayda ve erken gelisimsel olaylarda
onemli rol oynarlar. aVP3 integrin endometriyumun luminal epitelinde en iyi
karakterize edilen hiicre adezyon molekiiliidiir.

Diabetes mellitus, insiilinin yetersiz salinmasi ve/veya yetersiz etkisi sonucu
ortaya c¢ikan ve hiperglisemi ile karakterize metabolik bir hastahktir. Bu
cahsmada diyabetin gebe sican endometriyumunda aVp3 integrin ekspresyonuna
etkisinin incelenmesi amaclandi.

Cahsmada 42 adet, 8 haftahk disi Wistar albino sican kullamldi. Sicanlar
kontrol (n=21) ve diyabetik (n=21) olmak iizere iki gruba ayrildi. Bu gruplardan
da 3, 5 ve 7. gebelik giiniinde otenazi yapilmak iizere toplam 6 alt grup
olusturuldu. Hayvanlarda diyabet yapmak icgin streptozotosin (50 mg/kg)
uygulandi. Elde edilen wuterus dokulann elektron mikroskobik ve
immunohistokimyasal isaretleme icin takip edilerek incelendi.

Immunohistokimyasal isaretlemede diyabet grubunda kontrol grubuyla
karsilastinnldiginda aVB3 integrin ekspresyonunda artis gozlendi. Elektron
mikroskobik incelemelerde diyabetik grupta, luminal epitel hasar, epitel hiicre
apikal yiizeyinde pinopodlarda bozulma, stromal kapiller damarlarda endotel
hipertrofisi ve buna bagh liimen daralmasi oldugu gozlendi.

Bu veriler dogrultusunda implantasyonda onemli bir rolii olan aVp3
integrinin, diyabette ekspresyonunun arttigl, diyabette artmis implantasyon
basarisizhginin da bu artisa bagh olabilecegi diisiiniildii.

Anahtar Sézciikler: Implantasyon, «aVP3 integrin, diyabet, endometriyum,

elektron mikroskopi.



ABSTRACT

The Effect of Diabetes on aVB3 Integrin Expression and Ultrastructure of Rat
Endometrium at the Time of Implantation Window

Implantation in humans is controlled by a complex interaction between
embryo and endometrium, which begins at the early stages of oocyte maturation.
The endometrium is remodelled throughout the menstrual cycle, and exhibits only
a short period of receptivity, known as the ‘implantation window’.

Integrins are a class of cell adhesion molecules that expressed on almost all
cells in body. Integrins participate in many physiological processes and early
developmental events. aVB3 integrin is an adhesion molecules that have been well
characterized in endometrial luminal epithelium.

Diabetes mellitus (DM) is a metabolical disease characterized by
hyperglycemia and insufficiency of secretion or action of endogenous insulin. The
main purpose of this study was to observe the effects of diabetes to aVp3 integrin
expression on the endometrium of diabetic pregnancy rats.

Eight weeks old, fourty-two female Wistar abino rats were used for this
study. Animals were separated as diabetes (n=21) and control (n=21) groups. Each
group were subdivided for euthanasia in thirth, fifth and seventh pregnancy days.
In the diabetes group, 50 mg/kg streptozotocin were administered
intraperitoneally to each rats. Obtained tissues were processed for the
ultrastructural examination and immunohistochemical staining.

In comparison to the control group, there was an increased
immunohistochemical labeling for aVP3 integrin in the diabetes groups.
Ultrastructural examination of the diabetes group tissues showed luminal
epithelium damage, at the apical surface of epithelium, cell pinopod degeneration,
narrowing in capillary vessels due to endothelial hypertrophy.

According to this study; aVB3 integrin expression, which has an important
role in implantation, increased in diabetes and this increase might be related to the
implantation failure.

Key Words: Implantation, aVB3 integrin, Diabetes mellitus, Endometrium,
Electron microscopy
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1. GIRIS

Memelilerde iireme, disi lireme organinda déllenme ve iireme bolgesi igerisinde
gecen erken embriyonik gelisme ile baslamaktadir. Bunu embriyo ve eklerinin uterus
duvarindaki tutunmas: (implantasyonu) izlemektedir. Implantasyon, blastokist dis
tabakas1 trofoektoderminin uterusun luminal epiteli ile etkilesime girdigi genel bir
birliktelik sathasini gerektirmektedir. Cesitli deneysel ¢aligmalarda, endometriyumun
implantasyon i¢in hazirlandigi gosterilmis ve bu donem implantasyonun pencere
donemi olarak isimlendirilmistir. Endometriyumda cesitli yapisal, hiicresel ve
molekiiler olaylar implantasyon penceresi ile kontrol edilir ve bdylece endometriyal
kabul edisi saglayan gerekli elemanlar ortaya ¢ikabilir. Bunlar adezyon molekiilleri,
sitokinler, pinopod adi verilen biiylik sitoplazmik c¢ikintilarin olusumu ve diger
endometriyal proteinlerin miktarlarinda degisikliklerdir. Implantasyonu takiben
plasentasyon olarak isimlendirilen evrede, plasenta olusumu ile implantasyon olay1
tamamlanir ve gebelik doneminin sonuna kadar embriyoyu destekleyecek olan yapi
kurulmus olur (1).

Integrinler; memelilerde tiim viicutta yaygm olarak bulunan adezyon
molekiilleridir. Bunlar, hiicre-hiicre dis1 matriks (bazal lamina) bilesenleri arasindaki
adezyonda oldugu kadar hiicre-hiicre adezyonunda da yer alirlar (2). Memelilerde a ve
B zincirler olmak iizere iki alt birimden olusan integrinlerin birbirinden farkl 18 o ve 8
B zinciri tanimlanmis olup eslestirildiginde farkli fonksiyonlar1 olan 24 farkli integrin
heterodimeri olusturabilirler. Bu iki alt birim birbirlerine kovalent olmayan baglarla
baghdir (3,4).

Endometriyum adezyon molekiilleri olan integrinlerden zengin bir bolgedir.
Integrinlerin endometriyal, desidual ve ekstravilloz sitotrofoblastik hiicrelerde
bulundugu gosterilmistir (5). Mid-luteal fazdaki implantasyon penceresi doneminde
integrin ekspresyonunun arttig1 ve bu artisin implantasyon penceresi igin bir belirte¢

(marker) olarak da kullanilabilecegi bildirilmistir (6). alp1, o4pflve aVB3 integrin alt



tipleri menstrual siklusun 20-24. giinlerinde insan endometriyumunda birlikte eksprese
edilir ve aVB3 integrin ve ligand1 osteopontin, trofoblastin ilk temas ettigi endometriyal
luminal epitel yiizeyinde de saptanmistir (7). Anormal aVPB3 integrin ekspresyonunun;
aciklanamayan infertilite, hidrosalpinks, endometriosis, luteal faz eksikligi ve son
zamanlarda polikistik over sendromu ile birlikte goriildiigii 6ne siiriilmiistiir (8).

Diyabet (Diabetes Mellitus (DM)), insiilin eksikligi ve/veya dokularin insiiline
duyarsizligi sonucu organlarin uzun siire hiperglisemiye maruz kaldigi bir grup
metabolik hastaliktir. Diyabetteki hiperglisemi basta géz, bobrekler, sinirler, kalp ve
damarlar olmak iizere bir¢ok organda zamanla hasara ve fonsiyon bozukluklarma yol
acar (9). Diyabet Tip I (insiiline bagimli) ve Tip II (insiiline bagimli olmayan) olmak
iizere iki gruba ayrilir. Tip I diyabet, otoimmiin olarak pankreas beta hiicrelerinin
harabiyeti ile seyreder (10). Tip 1I diyabet ise insiilin aktivitesine karsi direng ve beta
hiicre fonksiyonunda bozulma ile karakterizedir (11).

Diyabetin disi iireme sistemi iizerindeki etkilerini inceleyen cok sayida ¢alisma
mevcuttur. Obez olmayan diyabetik farelerde uterus agirligmin azaldigi, luminal ve
glandular epitel iginde lipid biriktigi, endometriyum ve myometriyumun atrofiye
ugradig1 ve kas hiicre tabakasi sayismnin azaldigi gosterilmistir (12). Yine diyabetik
Chinese hamsterinin endometriyal bazal membraninda kalinlasma ve luminal epitelinde
boy kisalmasi, sitoplazmik vakuolizasyonla karakterize cesitli diizensiz hiicrelerin
bulundugu ve amiloid benzeri hiicreler arasi temel madde ile kollajen fibril ayrilmasi
gozlenmistir (13). Diyabetin implantasyona etkisi iizerine ¢ok sayida calismaya
rastlanmamakla birlikte yapilan bir calismada diyabetik ratlarda implantasyon
bolgesinde Ostrojen reseptor diizeylerine bakilarak normal ovulatuvar siklus sonrasi
%20 diisiik implantasyon hiz1 gézlemlenmistir (14).

Sunulan ¢aligmada, diyabetik gebe sican endometriyumlarinin ince yapismin ve
implantasyon penceresi donemindeki oVP3 integrin ekspresyonunun incelenmesi

amacland1.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Endometriyum

Endometriyum, bazal ve fonksiyonel tabakadan olusan ve myometriyumu orten
dinamik bir dokudur. Fonksiyonel tabakadaki hiicreler menstruasyon sirasinda bazal
tabakadan ayrilir. Bazal tabaka myometriyuma baghdir ve endometriyal rejenerasyonda
temel gorev alir. Endometriyum; luminal ve glandular hiicrelerin dosedigi epitel,
stromal fibroblastik hiicreleri iceren stroma, bagisiklik hiicreleri ve kan damarlarindan
olusur. Bu hiicrelerin sayilari, aktivitesi, fonksiyon ve yapist menstrual siklus boyunca
ve gebelik sirasinda degismektedir.

Ostrojen ve progesteron, endometriyal maturasyonun anahtar ayarlayicilaridir,
bu siiregteki rolleri karmasiktir. Ovaryan Ostrojen ve progesteron implantasyon igin
uterusu uygun hale getirir ve basarili gebelik i¢in gereklidir. Hem epitel hem de stromal
kisimlar Ostrojen ve progesteron reseptorlerini eksprese eder ve yanit hormonlarin
konsantrasyonunun yani sira bu reseptorlerin seviyesine de baglidir. Progesteron erken
embriyonik gelisim, implantasyon, plasentasyon ve fetal gelisim i¢in gerekli olan uterin
fonksiyonlarin devaminmi saglamaktadir. Desidualizasyon sirasinda stromal hiicreler
progesterona yanit olarak desidual hiicrelere differansiye olmaktadir. Desidualizasyon
ayni1 zamanda hiicre dis1 matriksin yeniden sekillendirilmesi ve integrin ekspresyonunu
kapsamaktadir (15,16).

Endometriyal luminal epitel doku homeostozisini siirdiirmenin yani sira,
mikrobiyal enfeksiyonun Oniinde bir engel olarak da gdrev yapmaktadir. Uterin epitel

hiicrelerinin yiizeyinde glikokaliks olarak adlandirilan apikal glikoproteinler vardir (17).



2.2. Kemirgenlerde Uterus Yapisi

Kemirgenlerde desidual endometriyum 5 farkli bolge igermektedir: 1- Bazal
bolge, 2- Kapsiil, 3- Antimezometriyal desiduama, 4- Mezometriyal desiduama ve 5-
Glikojenik bolge. Sicanda gebeligin erken donemlerinde goriilen desidualizasyon ve
implantasyon olaylari, uterusun antimezometriyal bdlgesinde 6zellikle primer desidual
alanda gerceklesmektedir. Antimezometriyal desiduanin i¢ tabakasi embriyoyu saran
ileri derecede yassi hiicrelerden, ara tabakasi poligonal hiicrelerden, miyometriyuma

komsu dis tabakasi ise predesidual hiicrelerden olusmaktadir (18,19).

2.3. implantasyon

Embriyo implantasyonu ¢ogu tiirlerde iiremenin en 6nemli basamagini temsil
eden dinamik bir siirectir. Implantasyon siireci 3 asamada smiflandirilabilir: yaklasma,
adezyon ve invazyon. Implantasyondan &nce blastokist polarite gdsterir. Polarite
embriyonik implantasyon ve gelisimin cesitli diizeylerinde gereklidir. Oncelikle, gelisen
blastokist ve oosit igerisindeki polarite embriyonik hiicrelerin differansiyasyonu ic¢in
onemlidir. Bu 6zellik implantasyon dncesi embriyonun gelisimini destekler. Polaritenin
ikinci asamasi blastokist endometriyuma yaklastigi zaman olur ve endometriyuma
belirli bir yonelim gosterir. Insanlarda blastokistin i¢ hiicre kitlesi endometriyuma
yonelim gostermektedir. Blastokist yonlenir yonlenmez (yaklasma), zona pellusidasini
kaybeder. Trofoblast hiicreleri reseptif endometriyal epitele baglanir (adezyon). En
sonunda blastokist stromaya invaze olur. Adezyon ve sonrasindaki invazyon esnasinda
embriyo ile anne arasinda goriilen molekiiler etkilesimler embriyonun implante
olabilmesi i¢in hayati 6nem tasimaktadir (20).

Implantasyonun basarisi; blastokistin reseptif endometriyumla dogru zamanda
bulusmasma baglidir. Endometriyum menstrual siklus boyunca yeniden diizenlenir ve
sadece ‘implantasyon penceresi’ doneminde reseptiftir. Insanlarda, menstrual siklus
sirasinda embriyo ovulasyondan 4 giin sonra uterin kaviteye ulasir. Endometriyum
blastokist implantasyonuna ovulasyondan 6-8 giin sonra reseptif olur ve bu reseptivite 4
giin (20-24. giinler) siirer (20).



Insanda implantasyon siireci; oosit maturasyonunun erken donemlerinde
baslayan, embriyo ve endometriyum arasindaki kompleks bir iligki ile kontrol
edilmektedir. Bu iligki, endometriyumun maturasyonu ve oositin es zamanli geligimine
olanak saglar. Cogu molekiiller (hormonlar, sitokinler, integrinler, enzimler vb.) basaril
implantasyon i¢in blastokist ve endometriyum arasindaki diyaloga katilir. Donasyon
programlarindaki tecriibelere gore; optimal kosullarda maksimum implantasyon basarisi
siklus basma %40 olup, bu oran yas ile azalmaktadir (20).

Implantasyon siireci heniiz insanlarda dogrudan in vivo olarak incelenememistir.
Fakat oOzellikle kemirgenler, koyun ve primat gibi hayvanlardan, implantasyon
oncesinde ve implantasyon sirasinda kadinlarda meydana gelen hormonal ve morfolojik
degisiklikler hakkinda ipuglar1 saglanmaktadir. Endometriyal gelisimin hayvanlarda
gozlemlenen 3 doneminin (nétr donem, reseptif donem, refrakter donem) insanlarda da
olduguna inanilmaktadir (21).

Basarili bir implantasyon, hem uterusun ovaryum steroidlerince kontrol edilen
bir dizi 6zgiin farklilagmasi, hem de blastokistin kesin bir aktivasyon evresine erigsmis
olmasini gerektirir. Kemirici blastokistinin trofoektodermi aktif hale gelerek bir degisim
stirecinden geger. Metabolik orani artar, luminal epitel ile etkilesme kapasitesini
gelistirir. Trofoektoderm ve luminal epitelin adeziv etkilesim ve blastokistin stroma
icine penetrasyonu i¢in gerekli olan molekiiler olaylarin ayni anda ortaya g¢ikmasi
gerekmektedir. Blastokistler, sadece implantasyonun pencere doneminde luminal epitel
ile implantasyon etkilesmine girebilirler (22).

Implantasyon oncesinde endometriyumun luminal epitelinde bir takim
degisiklikler meydana gelir. Hiicreler artik daha yassilasir ve mikrovillus sayis1 azalir.
Bir¢ok tiirde mikrovilluslarin yerini pinopod adi verilen biiyiik sitoplazmik ¢ikintilar
alrr. Insanlarda luminal epitel hiicrelerindeki diizenli mikrovilluslar ovulasyondan
yaklasik 6 gilin sonra yerlerini pinopodlar’a birakirlar. Tekrarlayan biyopsileri igceren
calismalar, bu pinopodlarin kadinlarda 48 saatten daha az bir 6mre sahip olduklarmi
ortaya koymustur. Pinopodlar menstrual siklusun 20-22. giinleri aras1 degismekte ve her
bireyin kendine 6zgii olmaktadir. Bu durum, insanin beklenen implantasyon penceresi
ile uyum gostermektedir (23). Kemirgenlerde pinopodlarin fonksiyonu uterin liimenden
stvinin  pinositotik almimidir. Yine bu tiirlerde pinopod igerisindeki vakuollerin

pinositotik fonksiyona katildig1 diisiiniilmektedir. Fakat insanlarda ise pinositoz



gdzlenmemektedir. Losemi Inhibitor Faktor (LIF), Homeobox gen (HOXA10), aVP3
integrin, Heparin Baglayici Epidermal Biiylime Faktorii (HB-EGF) ve glutaredoksin
gibi ¢esitli molekiiler belirtegler pinopodlarin varhigiyla iligkilidir (24). Hiicre yilizeyi
molekiillerinin apikolateral dagiliminda degisiklikler ortaya c¢ikar. Desmozomal
proteinler, fare luminal epitelindeki lateral hiicre yiizeyleri boyunca tekrar dagilir ve
diizenlenirler. insan ve fare luminal epitelinde implantasyon zamaninda desmozom
yogunlugu azalir (25). Bu zaman igerisinde insan da dahil bazi tiirlerde lateral
membrandaki siki baglant1 dagilimi ve kompleksitesi de degisir. Buna ek olarak, ge¢it
baglantilar1 (gap junctionlar), implantasyonun oldugu epitelde agiga ¢ikar ve ovaryum

steroidlerince sik1 bir sekilde diizenlenirler (26).

2.4. Adezyon Molekiilleri

Adezyon molekiilleri; hiicre yilizeyinde yapisal olarak var olan, bazi uyarilarla
hiicre ylizeyinde beliren, hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesiminde rol alan
molekiillerdir. Hiicre korunmasinda, yara iyilesmesinde, doku biitiinligliniin
saglanmasinda gorev alirlar. Hiicrelerin ¢cogalmasi ve gocli gibi onemli hareketlerin
baslatilmasi, endotel ve epitel hiicrelerinin secici bir bariyer olusturmasi, hiicrelerin
birbirlerine ve matrikse baglanmasi adezyon molekiilleri araciligiyla gergeklestirilir.
Ayrica bu molekiiller, hiicre i¢i ya da hiicreler arasi sinyal iletiminin diizenlenmesinde
de etkin roller iistlenmektedirler. Tim bunlara ek olarak, hiicre iskeleti araciligiyla
hiicre hareketinin organizasyonunda onemli gorevleri vardir. Hiicre adezyon molekiilleri
ve onlarin ligandlari; gelisim, farklilagsma, gog¢, tiimor olusumu ve metastazi gibi
olaylarin gelismesinde organizmadaki c¢esitli kontrol fonksiyonlarma sahiptirler.
Adezyon molekiilleri ve ekstraselliiler matriks (ECM) arasindaki iliskilerin; hiicre
aktivasyonu, proliferasyonu, tiimor olusumu ve apoptozda dnemli oldugu gosterilmistir.
Hiicre adezyon molekiilleri yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri g6z oniinde tutularak alt1
grup altinda toplanabilir. Bunlar; reseptor protein tirozin fosfatazlar, immiinoglobulin

stiper ailesi, kaderinler, integrinler, selektinler ve hyaluronat reseptorleridir (27).



2.5. Integrinler

Integrinler; insanda tiim hiicrelerde bulunan hiicre adezyon molekiillerinin bir
smifidir. Embriyolojik gelisim, hemostazis, trombozis, yara iyilesmesi, immiin ve
immiin olmayan savunma mekanizmalar1 gibi bir¢ok fizyolojik olayda hiicre-hiicre ve
hiicre-matriks adezyonuna Kkatilirlar. Fertilizasyon, implantasyon ve ilk blastula
olusumunu iceren erken gelisimsel olaylarda onemli rol oynarlar. Bu gereksinim
embriyolojik gelisim, yetiskin dokunun olusumu ve devami siiresince olmaktadir.
Adezyondaki rollerine ek olarak integrinler, hiicre membraninda c¢ift yonlii sinyal
yapabilme yetenegindedir (28). Integrinler, kovalent olmayan baglarla birbirine
baglanmis olan a ve [ alt lnitelerinden olusmaktadir. 18 alfa ve 8 beta zinciri
tanimlanmis olup eslestirildiginde farkli fonksiyonlar1 olan 24 farkli integrin
heterodimeri olusturabilirler. Her heterodimer i¢in ligand spesifitesi, a ve [ alt
iinitelerinin 6zel kombinasyonuyla belirlenir (29, 30).

Integrinler; biiyiikk N-terminal ekstraselliiler alan (P alt iinitesi icin yaklasik 700
aminoasit, o alt Tniteleri i¢in 1000 aminoasit), transmembran alan ve kisa C-terminal
sitoplazmik alandan olusan katyon bagli heterodimerik (o ve B zinciri) transmembran

adeziv reseptor ailesidir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Integrin o ve P alt iinitelerinin yapisi. -NH2 = amino ug, Cyt = sitoplazmik alan, TM =
transmembran alan, S-S= disiilfid zincir, -COOH = karboksil u¢ (31 nolu makaleden modifiye edilerek
kullanilmustir).




Integrin reseptdrlerinin birgogu ECM bilesenlerinde gozlenen tripeptid, arjinin-
glisin-aspartik asid (RGD) dizisini tanir. ECM ve integrinler arasindaki bu etkilesim
hiicre iskeletinde sinyal doniisiimii i¢in 6nemli degisiklikleri indiikler. Cogu hiicreler
integrinleri eksprese eder ve cogu integrinler yaygin hiicre ¢esidinde eksprese edilir
(31).

Integrinlerin major fonksiyonu hiicre-hiicre ve hiicre-ekstraselliiler matriks
baglanmasimna aracilik etmektir. Integrinler B alt {initinin sitoplazmik alam araciligryla
hiicre iskeleti ile ¢ok yakindan baglantili olur ve a-aktinin, paksilin, talin, tenasin ve
vinkiilin gibi cesitli hiicre iskeleti proteinlerine baglanabilir. Integrinlerin ekstraselliiler
baglanmas1 adezyon, proliferasyon, yasami siirdiirme ya da apoptozis, sekil, polarite,
motilite (hareket yetenegi), gen ekspresyonu ve diferansiyasyon gibi hiicre
davranislarii ayarlayan ¢esitli sinyal geg¢is olaylarinmn biiylik kismini baslatir (31).

Memelilerde bazi integrinler belirli hiicre tipi ya da doku ile sinirhdir: allbp3
plateletlerde, a6p4 keratinositlerde, aEf7 mukozal dokularda mast hiicreleri, dendritik
hiicreler ve T hiicrelerinde, a4B7 hafiza T hiicrelerinin alt kiimesinde ve B2 integrinler
l6kositlerde bulunur (32).

Ligand spesifitelerine gore memeli integrinleri laminin baglayici integrinler
(alBl, a2B1, a3pB1, a6Bl, a7B1 ve a6p4), kollajen baglayici integrinler (alfB1, a2pl,
a3pBl, alOpl ve allpl), lokosit integrinler (aLP2, aMP2, aXp2 ve aDB2) ve arjinin-
glisin-aspartik asit (RGD) taniyici integrinler (a5B1, aVB1, aVP3, aVP5, aVP6, aVP8
ve allbB3) olarak gruplara ayrilabilir (Sekil 2.2) (33).
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Sekil 2.2. Integrin ailesinin gdsterimi. Omurgalilarda, integrin ailesi 24 heterodimer igerir (33 nolu
makaleden modifiye edilerek kullanilmistir).

2.5.1. aVP3 integrin

aVB3 integrin kan damarlarindaki gesitli hiicrelerden, (6rnek; endotel hiicreleri,
diiz kas hiicreleri, fibroblast, makrofaj ve plateletler) mezenkimden orijin alan
hiicrelerin neredeyse tiimiinden eksprese edilen ¢ok yaygin integrinlerden birisidir (34).
Birgok biyolojik olaya aracilik ettigi bilinmektedir (6rnek; vaskiiler diiz kas hiicrelerinin
go¢ii, kemik matriksine osteoklastlarin adezyonu, anjiyogenez ve implantasyon). Ayrica
bu integrin alt iiniti hiicre proliferasyonu ve differansiyasyonu arasindaki dengenin
diizenlenmesinde anahtar sinyalleri saglamaktadir.

aVP3 integrin aracili hiicre matriks etkilesimlerinin osteoblast fonksiyonu i¢in
gerekli oldugu bilinmektedir. Artan ekspresyonu ¢esitli invaziv malign tiimorler ve
timor endotelinde gozlenir. aVP3 integrin osteoporozun patogenezinde de dnemli rol
oynamaktadir (35, 36).

a5B1, aVB1, aVP3, aVRS, aVP6, aVPS, allbB3 heterodimerlerini igeren integrin
ailesinin ¢ogu iyesi ligandlarindaki RGD dizisini tanir (37). aVPB3 integrin, RGD



etkilesimi ile vitronektin, fibronektin, fibrinojen, osteopontin, trombospondin ve von
Willebrand faktor (faktor VIII) gibi ¢ok farkli ligandlara baglanabilir (38, 39).

aVP3 integrin endometriyumun luminal epitelinde en iyi karakterize edilen
hiicre adezyon molekiiliidiir. Fare ve tavsan modellerinde aVP3 integrinin blokaji
implantasyonu bozar, fakat aV siz fareler fertildir (40, 41). Cheres ve ark. (42), aVp3
integrinin anjiyogenez i¢in 6énemli oldugunu gdstermistir. implantasyon zamaninda bu
integrinin notralizasyonu, implantasyon bdlgesinde yeni damar olusumunu Onleyerek
embriyo yasamini yasamini azaltabilir ve integrin ndtralize ajanlarin enjeksiyonundan
sonra azalan implantasyon bolge sayisinin sebebi olabilir.

Insan endometriyumunda aVP3 integrin ekspresyonu, hem epidermal biiyiime
faktorti (EGF), HB-EGF gibi pozitif, hem de 17p-estradiol (E;) gibi negatif faktorlerle
diizenlenir. Proliferatif fazda, yiiksek Ostrojen seviyelerinin integrin ekspresyonunu
Ostrojenin alfa reseptorii lizerinden inhibe ettigi gosterilmistir. Ayrica luteal fazda
progesteron artigi, Ostrojen alfa reseptorlerinin sayisini azaltir ve bu durum belirgin
integrin artis1 ile sonuglanir. Progesteron, epitelyal B3 integrin ekspresyonunu
indiiklemek icin parakrin faktorlerin (6rnek; EGF ve HB-EGF) artirilmasinda olumlu
rol oynar. HOXA 10, B3 alt iinitesinin ekspresyonunun diizenlenmesini saglar. HOXA
10 ile muamele edilen kiiltiire endometriyal epitel hiicrelerde B3 integrin ekspresyonu

fazlasiyla artmigtir (43).

2.6. Integrinler ve Implantasyon

Integrinler iireme siklusu ve erken gebelik boyunca uterus icerisinde uzamsal ve
gecici olarak diizenlenir. Uterin integrin reseptorlerine dair bilgilerin ¢ogu kemirgen
deneyleri ve klinik ¢aligmalardan elde edilir. Insanlarda 02, a3, a6, a9, aV, B1, p4, B5
ve B6 integrin alt birimleri uterusun lumial epitelinde tanimlanmistir. B5 ve B6 hari¢ bu
integrinlerin tiimiinlin ayrica ol ve o4 integrin alt {initelerinin de glandular epitelde
eksprese edildigi gosterilmistir (Cizelge 2.1). Boylece, uterin luminal ylizeyde mevcut
olan heterodimerler a2f1, a3p1, a6fl, a9B1, aVPL, aVP3, aVPS ve aVP6 integrinleri
icerir. Proliferatif endometriyumda bulunmayan a4p1 integrin, ovulasyon sonras1 (14.
giin) sadece glandular epitel hiicrelerinde goriiniir ve maksimum uterin reseptivite

periyodu sona erdigi zaman siklusun 24. giiniinde kaybolur. alB1 integrin ise siklusun
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14 ve 28. giinler aras1 epitelyal hiicrelerinden eksprese edilmektedir. aVB1 integrin,
implantasyon penceresi acik oldugu zaman 19/20. giin sonrast glandular epitel
hiicrelerinden eksprese edilir. Implantasyon penceresi sirasmda aVB3 integrin uterusun
luminal epitelinde ve glandular epitelinde ekprese edilmektedir. Bu periyot maksimum
uterin reseptivite ile ayni1 zamana denk gelir. Bu periyot sirasinda dort integrinin birlikte
ekspresyonu, embriyo-maternal tanima ve blastokistin basarili implantasyonu igin
onemlidir. a4fB1 integrinin kayb1 bu pencerenin kapanmasini haber verir. Uterin epitelin
penetrasyonundan sonra blastokist uterin stromaya invaze olur.

Implantasyon sirasinda insan trofoblast hiicreleri tarafindan integrin ekspresyonu
hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur. Kemirgen implantasyonu da invaziv oldugundan bazi
goriisler kemirgen trofoektoderminin incelenmesinden elde edilir. Adezyonun ilk
asamasi sirasinda, kemirgen trofoektodermi a5B1 ve aVP3 integrinleri eksprese eder.
Fakat konseptus uterin epitelin 6tesine invaze olmaya basladiginda trofoektoderm al1p1,
a6B1 ve a7P1 integrin ekspresyonuna yer degistirir. Laminin ve kollajene baglanan bu
integrinler, epitelin invazyonunu destekler ve stromaya gocii kolaylastirir. Embriyo-
endometriyal etkilesimler i¢in 3 senaryo vardir: (i) trofoektodermden eksprese edilen
integrinler uterin epiteldeki ligandlara baglanir, (ii) uterin epitelin apikal ylizeyinden
eksprese edilen integrinler trofoektodermdeki ligandlara baglanir, (iii) integrinler hem
hiicrelerden ekprese edilir ve hiicreler arasi alanda bulunan ekstraselliiler matriks
bilesenlerine baglanir. Insan fibronektini (04B1 igin ligand) ve vitronektin (aVB3 igin
ligand) trofoblastlardan eksprese edilir. Endometriyal o4P1 torfoblastik dokunun
taninmasma katilir. aVB3 integrin; vitronektin, fibrinojen, osteopontin (OPN),
fibronektin, trombospondin ve endometriyal hiicrelerden eksprese edilen von
Willebrand faktor dahil genis ECM komponentlerine baglanma yeteneginde olan ¢ok
yonlii bir integrindir (31).
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Cizelge 2.1. Menstrual siklus sirasinda endometriyumda integrin altiinitelerinin dagilimi (31 nolu

makaleden modifiye edilerek kullanilmstir).

Siklus fazi ol o2 (a3 |04 [a5 | a6 [aV | Bl | B4 | B3
Proliferatif faz
(8/9. giin)
Epitel hiicreleri |- |+ |+ |— |— |+ |- + |+ | =
Stromal hiicreler | — |+ |£ |— |[— |+ |- + |+ | =

Owvulatuvar faz
(14/15. giin)

Epitel hiicreleri |+ |+ [+ |+ |- |+ |- + |+ |-

Stromal hiicreler | £ |+ |+ |+ |— [+ |- + |+ |-
Mid-luteal faz

(19/20. giin)

Epitel hiicreleri |+ |+ |+ |[++ | — |++ | +++ [+ |+ | +++

Stromal hiicreler |+ |+ |+ |[++ | — [++ | +++ |+ |+ | +++
Menstrula faz

(26/27. giin)

Epitel hiicreleri |- |- |+ |£ |- |+ |- + |+ |-

Stromal hiicreler | - |- |+ |- |— [+ |- + |+ |-

2.7. integrinler ve Ureme Basarisizhig

Ureme basarisizlig1 teriminin, tekrarlayan gebelik kaybi, hormonal dengesizlik,
aciklanamayan infertilite, IVF (In Vitro Fertilizasyon) basarisizligi, endometriosis,
polikistik overler, pre-mature ovaryan basarisizlik ve anormal endometriyal fonksiyon
dahil gesitli tanilar1 kapsayan genis bir anlami vardir.

Integrinlerin pek cogunun embriyo-endometriyal etkilesimler ve implantasyona katildig

aciktir. Sorulardan biri “lireme basarisizlig1 olan kadmlarin endometriyumunda integrin
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ekspresyonunun profili nedir?” olarak Ozetlenebilir. Polikistik Over Sendromlu
hastalarda oVP3 integrin ekspresyonu endometriyumda ya gecikmistir ya da
bulunmamaktadir. Endometriyozis ve uterin reseptivite arasindaki etiyolojik iliski
cogunlukla bilinmez. Anormal aVp3 integrin ekspresyonu endometriyozis ile iliskilidir
ve uterin reseptivitede siklus verimi azalan bazi kadinlarda tanimlanabilir. Meyer ve
ark.(31), endometriyal reseptiviteyi olumsuz etkileyen inflamatuvar hidrosalpinksi
gostermistir. Bu ¢alismada aVP3 integrin ekspresyonu, hidrosalpinksli kadinlarin mid-

luteal faz endometriyumunda az olarak saptanmistir (31).

2.8. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus (DM), kronik hiperglisemi ile seyreden, insiilin sekresyonu
azhig1 veya insiilinin etkisinde azlik ve bazen de her ikisinin bozuklugundan
kaynaklanan ve karakteristik olarak hiperglisemi ile seyreden metabolik bir hastaliktir.
Klinik olarak ortaya ¢ikisi, klasik olarak poliiiri, polifaji, polidipsi ve zayiflama gibi
semptomlarladir. Kronik bir metabolizma hastaligi olan diyabetes mellitusta akut
metabolik komplikasyonlarm yanmi sira, kronik mikrovaskiiler ve makrovaskiiler
komplikasyonlar, hastaliga bagli morbidite ve erken mortalitenin en 6nemli nedenidir
(44).

Diabetes Mellitus, insanlarda en sik rastlanan metabolik hastaliktir, degisik
popiilasyonlarda yaklasik %2-8 arasinda bildirilmektedir ve bu oran her gecen yil daha
da artmaktadir. Gebelik dncesi teshis edilmis ise pregestasyonel, ilk kez gebelikte teshis
edilmigse gestasyonel diyabetes mellitus adini alwr. Toplumdaki yayginligina paralel
olarak degisik popiilasyonlarda gebeliklerin %1-14’i gestasyonel diyabet, %0,5’1 de
pregestasyonel diyabet ile komplike olmaktadir (45).

Diyabetin yaygin olarak iki tipi vardir. Tip I diyabet pankreasin 3 (beta)
hiicrelerinde insiilin hormonunun yapim eksikligine bagl ortaya ¢ikan otoimmun bir
hastaliktir. Tip II diyabet ise insulin duyarliliginda azalma ve insulin direncine bagh
olarak gelisir (46).

Diyabet gebelikte oldukga sik goriilen bir komplikasyondur. Diyabetle komplike

olmus gebelikler normal gebe durumuna goére birtakim maternal ve fetal riskler
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icermektedir. Yeterli glisemik kontrol saglanamadigi zaman bebekte konjenital
malformasyonlardan uterus igerisinde Oliime, annede hipoglisemiden diyabetik
ketosidoza, retinopati ve nefropatide artisa neden olmaktadir (47).

Yas ile birlikte ilerleyen hiperglisemik durumun siddetlenmesi 0Ozellikle
endometriyal epitel tabaka icerisinde sitolojik degisikliklerin artmasiyla birlikte
olmaktadir. Db/db mutasyonun ekspresyonundan sonra uterusun epitel hiicresel
biitiinliglinde azalma oldugu, epitel bazal membran katlantilarinin arttigi, bazal
membranim kalinlastigi, sitoplamik organellerin hacminin azaldig1 ve belirgin bazal

kutup lipid birikiminin oldugu gosterilmistir (48).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlarinin Elde Edilmesi

Deney protokolii Mersin Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan
onaylanmistir. Calismamiz Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari
Arastirma Laboratuvar1 ve Uygulama Merkezi’'nden elde edilen 42 adet, 8 haftalik disi
Wistar albino si¢can kullanildi. Siganlar diyabet ve kontrol olmak {izere iki gruba ayrildi.
Her iki gruptaki hayvanlarda gebeligin 3, 5 ve 7. glinlerinde Gtenazi yapilmak tlizere 3’er
alt gruba (n=7) ayrildi. Bu giinlerin se¢ilmesindeki amac; gebeligin erken doneminde,

implantasyonun pencere donemini, bu donemin dncesini ve sonrasini inceleyebilmekti.

Sicanlarin gebelik siiresi yaklasik olarak 21-23 giindiir ve implantasyon gebeligin
yaklagik 5-6. giiniinde olmaktadir (49,50).

Sekil 3.1. Sigan vajinal siiriintiisiindeki spermler (X300).
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3.2. Deneysel Diyabet Olusturulmasi

Deney grubundaki siganlara tek doz olarak 50 mg/kg streptozotosin (Sigma
Chemical Co.) sodyum sitrat tampon (pH:4,4) soliisyonda ¢oziindiiriilerek periton igi
yolla enjekte edildi. Enjeksiyondan 3 giin sonra si¢anlarin kuyruk veninden alinan kan
glikozu diizeyi glukometre (Accu-Chek®) ile degerlendirilerek diyabetes mellitusun
olusumu kontrol edildi. Kan glikoz diizeyi 130-200 mg/dl arasinda olan si¢anlar orta
diyabetik olarak kabul edildi. Diyabetik sicanlar 2 haftalik diyabet periyodundan sonra
ciftlesmeye konuldu. Ayni siirelerde kontrol grubundaki siganlarda ciftlestirildi.
Sicanlarin ¢iftlesebilmeleri igin bir erkek, ii¢ disi olmak iizere aym kafese konuldu.
Ertesi sabah vajinal siiriintii ile disi siganlarin gebe kalip kalmadiklar1 kontrol edildi ve
spermin saptandigi giin 1. gebelik gilinii sayildi. Diyabetik ve kontrol grubundaki

sicanlara gebeligin 3., 5. ve 7. gilinde 6tenazi yapildi.

3.3. Uteruslarin Elde Edilmesi, Fiksasyon

Sicanlar intraperitoneal Ksilazin+Ketamin anestezisi ile uyutulduktan sonra
gbgiis kafesleri agilarak sol ventrikiilden, dnce %0,9’luk izotonik NaCl ile takiben
sodyum fosfat tampon iginde (pH:7,2) hazirlanan %4’liik paraformaldehit+%0,5’lik
gluteraldehit ile kardiyak perflizyon yapildi. Perflizyon fiksasyonunun tamamlanmasini
takiben uteruslar ¢ikarildi. Bir kismi immunohistokimyasal inceleme i¢in %10’ luk
formaldehite, bir kism1 da elektron mikroskobik inceleme icin %2,5’luk gluteraldehite
konuldu. Dokular tespit olduktan sonra 11k mikroskobik inceleme icin parafin ve

elektron mikroskobik inceleme i¢in resin bloklara gomiildii.

3.4. Immiinohistokimyasal Isaretleme

Mikrotomla adheziv lamlara 7um kalinliginda alinan kesitlere uygulanan islemler
asagida belirtildigi gibidir.

1. Kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 60 C etiivde 1 saat bekletildikten sonra oda

1sisinda 3X10 dakika ksilolden gegirildi.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Rehidratasyon iglemi i¢in derecesi giderek azalan alkol serilerinden gegirilerek

distile suya alind1.

Fiksasyon ve parafine gomiilmekten kaynaklanan antijen maskelenmesini
ortadan kaldirmak icin tripsin (pH:7,6) icinde 37°C (Bio-Optica Milano Spa®)
30 dakika muamele edildi.

Bu islemden sonra taze hazirlanmis fosfatl tuz tamponu (PBS) ile 3X5 dakika

yikand.

Distile suda %12,5’luk hazirlanmigs hidrojen peroksit (H,O;) ile endojen
peroksidaz aktivitesinin yok edilmesi i¢in 10 dakika inkiibe edildi.

PBS ile 3X5 dakika yikand:.

Nonspesifik antikor baglanmasini ve bundan dolayr olusabilecek zemin
boyamasmi engellemek icin Novocastra ' Protein Block ile 8 dakika inkube
edildi.

Dokularin iizerindeki protein blok uzaklastirilarak yikama yapilmadan PBS
icinde %0.5’1ik sigir serum albumin (BSA) ile sulandirilmis primer antikor

damlatildi. Kesitler nemlendirilmis kapali bir kap i¢cinde oda 1sisinda 1 gece
inkube edildi.

PBS ile 3X5 dakika yikand:.

Biotin ile baglanmis polyvalent sekonder antikor (Scytek®) damlatilarak oda
1s1sinda 10 dakika bekletildi.

PBS ile 3X5 dakika yikandi.
Streptavidin peroksidaz enzim reagenti ile 10 dakika inkiibe edildi.
PBS ile 3x5 dakika yikandu.

Peroksidaz siibstratt olan diaminobenzidin (DAB) damlatildi ve boyanma

yogunlugu mikroskop altinda kontrol edilerek 3-5 dakika inkube edildi.

Distile suda 5 dakika yikand1.
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16. Hematoksilen ile 5-10 saniye zit boyama yapildu.

17. Akar suda berraklasana kadar yikandi.

18. Kesitler derecesi artan alkollerden gegirilerek dehidrate edildi.
19. Ksilolden 3x5 dakika gegirildi.

20. Entellan ile kapatildi.

Negatif kontrol amaciyla ayrilan kesitlere primer antikor igermeyen %0,5 PBS-BSA
damlatildi. Daha sonra protokole ayni sekilde devam edildi.

Dokular, Olympus® BXS50 (Olympus GmbH, Almanya) isik mikroskobu ile
incelenerek ayni mikroskoba eklenmis Nikon® CoolpiX5000 dijital kamera (Nikon
Corp. Tokyo, Japonya) ile resimleri ¢ekildi.

3.5. Elektron Mikroskobik inceleme

Elektron mikroskobik inceleme i¢in alinan uterus 1 mm>’liik parcalara boliindii ve
4-6 saat %2,5’luk gluteraldehit soliisyonunda bekletildi. Fosfat tamponlu tuz soliisyonu
ile yikandiktan sonra elektron mikroskobik incelemeler i¢in doku takip islemi Leica EM
TP (Leica Microsystems GmbH, Viyana, AVUSTURYA) cihazi kullanilarak asagida
belirtildigi sekilde yapildi ve rezin igine gomiildii.

1. %1’ lik osmium tetraoksit 1saat

2. Fosfat tamponlu tuz soliisyonu 15 dk
3. Fosfat tamponlu tuz soliisyonu 15 dk
4. Etil alkol (%50) 15 dk

5. Etil alkol (%60) 15 dk

6. Etil alkol (%70) 15 dk

7. Etil alkol (%80) 15 dk

8. Etil alkol (%90) 15 dk
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9. Etil alkol (%100) 15 dk
10. Etil alkol (%100) 15 dk
11. Etil alkol (%100) 15 dk
12. Etil alkol (%100) 15 dk
13. Propilen oksit 15 dk

14. Propilen oksit 15 dk

15. Propilen oksit+rezin (2+1)
16. Propilen oksit+rezin (1+1)
17. Propilen oksit+rezin (1+2)
18. Saf rezin 12 saat

19. Rezin i¢ine gdmme islemi
20. Etiivde (60°C) polimerizasyon 24 saat

[k 11 basamak +4°C’de daha sonrakiler oda 1s1smda gergeklestirildi.

EMBed-812 Embedding Kit i¢ine gédmiilen dokulardan Leica Ultracut UCT 125
ultramikrotom (Leica Microsystems GmbH, Viyana, AVUSTURYA) ile 70 nm
kalmhiginda kesitler 300 gézenekli bakir gridler {izerine alindi. Uranil asetat ve kursun
sitratla kontrastlandiktan sonra Jeol Jem-1011 transmisyon elektron mikroskobuna (Jeol
Ltd. Tokyo-JAPONYA) ecklenmis Megaview III dijital kamera (Olympus GmbH,

Germany) ile fotograflanarak degerlendirildi.

19



4. BULGULAR

4.1. Immunohistokimyasal Bulgular

Kontrol ve deneysel diyabet olusturulmus gebe si¢anlardan alinan uterus
dokularinda aVPB3 integrin ekspresyonu immunohistokimyasal olarak degerlendirildi.
Primer antikor damlatilmayan negatif kontrol kesitlerinde herhangi bir isaretlenme

gozlenmedi (Sekil 4.1.1).

Sekil 4.1.1. Negatif kontrol. Primer desidual alan (P), Sekonder desidual alan (S), endometriyal luminal
epitel (ok), bez epiteli (ok bast), desidual kan damarlari (yildiz) (X600).
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Kontrol grubu: aVB3 integrin ekspresyonu agisindan gebe sican endometriyumunun
luminal epitel, glandular epitel ve stromasinda 6nemli farklar vardi.

Kontrol 3. giinde antimezometriyal bolgenin luminal epitelinde az sayida
hiicrede zayif isaretlenme gozlenirken, mezometriyal bolge epitelinde isaretlenme
goriilmedi. Sekonder desidual alanda ozellikle de kan damarlar1 ¢evresindeki
ekstraselliiler matrikste ve stromal hiicrelerde belirgin olarak isaretlenme gozlenirken,
primer desidual alanda bu yapilarda zayif isaretlenme bulunmaktaydi. Bu gruptaki en

belirgin isaretlenme bez epiteli hiicrelerinde saptandi ( Sekil 4.1.2, 4.1.3).

2008Um

Sekil 4.1.2. Kontrol grubu 3. giinde aVP3 integrin antikoru ile zayif isaretlenmis luminal epitel hiicreleri
(ok), primer desidual alandaki (P) ekstraselliiler matriks ve stromal hiicreler, sekonder desidual alanda (S)
belirgin isaretlenmis ekstraselliiler matriks, stromal hiicreler ve bez epitel hiicreleri (ok basi) (X300).
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Sekil 4.1.3. Kontrol grubu 3. giinde zayif isaretlenmis luminal epitel hiicreleri (ok), primer desidual
alandaki (P) ekstraselliiler matriks ve stromal hiicreler, sekonder desidual alanda (S) belirgin isaretlenmis
ekstraselliiler matriks ve stromal hiicreler, belirgin isaretlenmis bez epitel hiicreleri (ok bast) (X600).

Kontrol 5. giinde antimezometriyal bolgenin endometriyal luminal epitelinde kismen
isaretlenmenin varlig1 belirlendi. Kontrol 3. giine gore epiteldeki isaretlenme daha
yogundu. Yine sekonder desidual alanin ekstraselliiler matriksinde ve stromal
hiicrelerinde belirgin isaretlenme bulunmaktayken, primer desidual alandaki hiicreler ve
ekstraselliiler matriks zayif isaretlenmisti. Bez epiteli hiicreleri, bu grupta da en siddetli
pozitif boyanan hiicrelerdi, ancak bu boyanma 3. giindeki bez epiteli hiicrelerine gore
daha azd1 (Sekil 4.1.4, 4.1.5).
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Sekil 4.1.4. Kontrol grubu 5. giinde kontrol 3. giine gore daha yogun isaretlenmis luminal epitel hiicreleri
(ok), primer desidual alandaki (P) zayif isaretlenmis ekstraselliiler matriks ve stromal hiicreler, sekonder
desidual alanda (S) belirgin isaretlenmis ekstraselliiler matriks ve stromal hiicreler ve pozitif boyanan bez
epitel hiicreleri (ok bas1) (X300).

100 UM

Sekil 4.1.5. Kontrol grubu 5. giinde kontrol 3. giine gore daha yogun isaretlenmis luminal epitel hiicreleri
(ok), primer desidual alandaki zayif isaretlenmis ekstraselliiler matriks ve stromal hiicreler (P), sekonder
desidual alanda (S) belirgin isaretlenmis ekstraselliller matriks ve stromal hiicreler, pozitif boyanan bez
epitel hiicreleri (ok basi) (X600).
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Kontrol 7. giinde hem antimezometriyal hem de mezometriyal bolgenin luminal
epitelindeki isaretlenme hemen hemen kaybolmustu. Primer desidual alandaki stromal
hiicrelerde ve ekstraselliiler matrikste zayif isaretlenme gozlenirken, sekonder desidual
alandaki stromal hiicrelerde ve ekstraselliiler matrikste daha belirgin isaretlenme
saptandi. Bu grubun en belirgin ekspresyonu da yine bez epitelinde gozlendi. Ayrica bu
grupta endometriyumun desiduasinda ve perimetriyumunda bulunan damarlarin endotel

hiicrelerinde aVP3 integrin ekspresyonu oldukga zayift1 (Sekil 4.1.6, 4.1.7).

200ium

Sekil 4.1.6. Kontrol grubu 7. giinde ¢ok zayif isaretlenmis luminal epitel hiicreleri (ok), primer desidual
alan (P), sekonder desidual alan (S) pozitif boyanan bez epitel hiicreleri (ok basi) (X300).
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Sekil 4.1.7. Kontrol grubu 7. giinde zayif isaretlenmis luminal epitel hiicreleri (ok), primer desidual
alandaki (P) ekstraselliiler matriks ve stromal hiicreler, sekonder desidual alanda (S) belirgin isaretlenmis
ekstraselliiler matriks ve stromal hiicreler, damarlarin endotel hiicrelerinde zayif isaretlenme (ince ok),
belirgin isaretlenmis bez epitel hiicreleri (ok bast) (X600).

Diyabet grubu: Diyabetik sicanlarda gebeligin 3. giiniinde aV3 integrin ekspresyonu
epitelin tim bolgelerinde goriildii. Bu grupta hem primer desidual bolgede hem de
sekonder desidual bolgedeki ekstraselliiler matriks ve stromal hiicrelerde isaretlenme
bulunmakla birlikte, primer desidual alandaki matriks ve hiicreler sekonder desidual
bolgedekilere gore daha kuvvetli isaretlenmislerdi. Bu grubun bez epitel hiicreleri de,
kontrol gruplarindakilere benzer sekilde oldukga belirgin olarak isaretlenmisti. Desidual
ve perimetriyal damarlarin endotel hiicrelerinde de isaretlenme gozlendi (Sekil 4.1.8,
4.1.9).
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Sekil 4.1.8. Diyabet 3. giinde luminal epitel hiicrelerinin tiim bdlgelerindeki isaretlenme (ok), primer
desidual alan (P), sekonder desidual alan (S), belirgin isaretlenmis bez epitel hiicreleri (ok basi) (X300).

Sekil 4.1.9. Diyabet 3. giinde luminal epitel hiicrelerinin tim bélgelerindeki isaretlenme (ok), kan
damarlarinin endotel hiicrelerinde isaretlenme (yildiz), kuvvetli isaretlenmis bez epitel hiicreleri (ok bag1)
(X600).
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Diyabet 5. giinde tiim bolgelerdeki luminal epitel hiicrelerinin bir kisminda
isaretlenme goriilirken diger kisminda isaretlenme gozlenmedi. Endometriyal bez
epitelinde ekspresyon yine kuvvetliydi. Primer desidual alandaki stromal hiicrelerde ve
ekstraselliiler matrikste belirgin isaretlenme vardi. Sekonder desidual alanda ise, stromal
hiicrelerin ve ekstraselliiler matriksin daha az isaretlendigi belirlendi. Desidual ve
perimetriyal damarlarin endotel hiicrelerinde de belirgin isaretlenme gozlendi (Sekil

4.1.10, 4.1.11).

Sekil 4.1.10. Diyabet 5. giinde isaretlenen epitel hiicreleri (ok), Primer desidual alan (P), sekonder
desidual alan (S), damarlarin endotel hiicrelerinde belirgin isaretlenme (yildiz) (X600).
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Sekil 4.1.11. Diyabet 5. giinde isaretlenen epitel hiicreleri (ok), primer desidual alanda (P) stromal
hiicrelerde ve ekstraselliller matrikste (ince ok) belirgin isaretlenme, sekonder desidual alanda (S) zayif
isaretlenmis stromal hiicreler ve ekstraselliiler matriks, damarlarin endotel hiicrelerinde belirgin
isaretlenme (y1ldiz) (X1200).

Diyabet 7. giinde tiim luminal epitelde ekspresyon azalmisti. Epitelde az sayida hiicrede
isaretlenme izlendi. Hem primer hem de sekonder desidual alandaki stromal hiicrelerde
ve ekstraselliiler matrikste ekspresyon gdzlenmekle birlikte primer desidual alandaki
stromal hiicreler ve ekstraselliiler matriks daha kuvvetli isaretlenmisti. Bez epiteli
hiicreleri yine kuvvetli pozitif olarak goézlendi. Desidual ve perimetriyal damarlarin

endotel hiicrelerinde de belirgin isaretlenme vard1 (Sekil 4.1.12, 4.1.13).
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Sekil 4.1.12. Diyabetik 7. giinde luminal epitel hiicrelerinde zayif isaretlenme (ok), primer desidual alan
(P), sekonder desidual alan (S), bez epitel hiicrelerinde kuvvetli pozitif isaretlenme (ok basi), damarlarin
endotel hiicrelerinde belirgin isaretlenme (y1ldiz) (X300).

|
b

g ' .

e

Sekil 4.1.13. Diyabetik 7. giinde luminal epitel hiicrelerinde zayif isaretlenme (ok), primer desidual
alandaki (P) stromal hiicreler ve ekstraselliiler matrikste sekonder desidual alana gore daha yogun
isaretlenme, sekonder desidual alan (S), bez epitel hiicrelerinde kuvvetli pozitif igsaretlenme (ok basi),
damarlarin endotel hiicrelerinde belirgin isaretlenme (y1ldiz) (X600).
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4.2. Elektron Mikroskobik Bulgular

Kontrol Grubu

Kontrol 3. giinde endometriyal luminal epitelin mikrovilluslart uzun ve
diizgiindi (Sekil 4.2.1, 4.2.2). Luminal epitel hiicrelerinde lipid damlaciklar1 gozlendi
(Sekil 4.2.1). Apikal vezikiiller azdi1 (Sekil 4.2.2). Bazal lamina hafif kivrmtiliydi (Sekil
4.2.3). Stromadaki kapiller damarlar normaldi (Sekil 4.2.4)

Sekil 4.2.1. Kontrol grubu 3. giinde luminal epitel hiicreleri ve lipid damlasi (ok) (X4,000).
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Sekil 4.2.2. Kontrol 3. giinde luminal epitel hiicrelerinin apikalindeki mikrovilluslar (ok basi) ve apikal
vezikiiller (ok) (X15,000).

Sekil 4.2.3. Kontrol grubu 3. giinde luminal epitel hiicrelerinin hafif kivrintili bazal laminast (ok)
(X15,000).
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Sekil 4.2.4. Kontrol grubu 3. giinde stromadaki normal gériiniimlii kapiller damar (y1ldiz) (X7,500).

Kontrol 5. giinde luminal epitel hiicreleri 3. giine gore daha kisa ve az sayida
mikrovilluslara sahipti. Hiicrelerin boylar1 daha kisalmisti ve mikrovilluslarin yerini
diizensiz apikal sitoplazmik uzantilar olan pinopodlar almaktaydi (Sekil 4.2.5).
Pinopodlarin bazilarmm bir ya da iki biiyiikk vakuol igerdigi ancak organel icermedigi
tespit edildi. Pinopodlarin boylar1 mikrovilluslardan uzundu. Apikal vezikiiller ¢ok
sayida ve biiyiikliikleri cesitliydi (Sekil 4.2.6). Epitelin bazal laminas1 diizgiin olarak
degerlendirildi (Sekil.4.2.7). Stromadaki kapiller damarlar normaldi ( Sekil 4.2.8).

32



AR AT
RIS ‘ﬁal
o P

v“ l' 4

Sekil 4.2.6.Kontrol grubu 5. giinde pinopod (ok bas1), ¢cok sayida apikal vezikiiller (ok) (14,000).
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Sekil 4.2.7. Kontrol grubu 5. giinde luminal epitel hiicrelerinin bazal laminasi (X15,000).

Sekil 4.2.8. Kontrol grubu 5. giinde stromadaki normal goriiniimlii kapiller damar (y1ldiz) (X3,000).
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Kontrol 7. giinde luminal epitel mikrovillus say1 ve uzunlugunun arttigi tespit
edildi (Sekil 4.2.10). Pinopod yapilar1 kaybolmustu (Sekil 4.2.9, 4.2.10). Apikal
sitoplazmalarindaki apikal vezikiiller azalmist1 (Sekil 4.2.10). Bazal lamina diizgiin

gortiniimdeydi (Sekil 4.2.11). Stromadaki kapiller damarlar normaldi ( Sekil 4.2.12).

Sekil 4.2.9. Kontrol grubu 7. giinde luminal epitel hiicreleri ve lipid damlalar1 (0k) (X4,000).
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Sekil 4.2.10. Kontrol grubu 7. giinde luminal epitel hiicrelerinin apikalindeki uzun mikrovilluslar (ok
bast) ve apikal vezikiiller (ok) (X15,000).

Sekil 4.2.11. Kontrol grubu 7. giinde luminal epitel hiicrelerinin diizgiin goriiniimlii bazal laminasi (ok).
(X12,000).
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Sekil 4.2.12. Kontrol grubu 7. giinde stromadaki normal goriinimli kapiller damar (yildiz) (X5,000).

Diyabetik Grup

Diyabetik grupta gebeligin 3. giiniinde, kontrol 3. giinle karsilastirildiginda
endometriyal luminal epitel mikrovillus say1 ve uzunlugunda azalma gorildi (Sekil
4.2.13). Stromadaki kapiller damarlarin endotel hiicrelerinde hipertrofiye bagh daralma
ve vakuolizasyon bulunmaktaydi (Sekil 4.2.14). Endometriyal luminal epitel icerisinde
heterojen igerikli lizozomal graniillere sahip ¢ok sayida makrofajlar ve nétrofiller
gozlendi. Makrofajlarin igerisinde ¢ok sayida apoptotik hiicre artiklari1 bulunmaktaydi
(Sekil 4.2.15, 4.2.16).
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Sekil 4.2.13. Diyabet 3. giinde kontrol grubuyla karsilastirildiginda luminal epitel hiicrelerinin
apikalindeki mikrovilluslarin say1 ve uzunlugunda azalma (ok bas1), lipid damlasi (ok) (X12,000).

Sekil 4.2.14. Diyabet 3. giinde stromadaki kapillar damarlarda (y1ldiz) endotel hiicrelerinde hipertrofiye
bagli daralma ve vakuolizasyon (0k) (X6,000).
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Sekil 4.2.15. Diyabet 3. giinde luminal epitel igerisindeki fagositik hiicre (kalin ok), nétrofiller (ince ok),
stromdan luminal epitel icerisine girmekte olan nétrofil (ok bast) (X4,000).

Sekil 4.2.16. Diyabet 3. giinde luminal epitel icerisindeki fagositik hiicreler (0k) (X4,000).
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Diyabet 5. giinde apikal yiizeyde kontrol 5. giline gore mikrovillus say1 ve
uzunlugunda azalma tespit edildi (Sekil 4.2.17) Endometriyal luminal epitelde
pinopodlarin bulundugu ancak yapilarinin bozuk oldugu gézlendi (Sekil 4.2.18). Apikal
vezikiiller diyabetik 3. giine gore daha fazlaydi (Sekil 4.2.17, 4.2.18). Bazal laminada
kivrilmalar ve lipid damlalar1 bulunmaktaydi (Sekil 4.2.19). Kapiller damarlarda
endotel hipertrofisi ve dejenerasyona bagl olarak daralma gozlendi (Sekil 4.2.20).

Sekil 4.2.17. Diyabet 5. giinde kontrol grubuna gére mikrovillus say1 ve uzunlugunda azalma (kalin ok),
apikal vezikiiller (ince ok) (X5,000).
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Sekil 4.2.19. Diyabet 5. giinde luminal epitel hiicrelerinin kivrintili bazal laminas1 (0k), luminal epitel
icerisindeki lipid damlalar1 (ok basi) (X25,000).
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Sekil 4.2.20. Diyabetik 5. giinde stromadaki kapiller damarlarda (yildiz) endotel hiicrelerinde hipertrofi
ve dejenerasyona bagli olarak liimende daralma (ok) (X3,000).

Diyabet 7. giinde endometriyal luminal epitelin mikrovilluslarmin kontrol 7.
gline kiyasla say1 ve uzunlugunda azalma ve sekillerinde bozulma tespit edildi (Sekil
4.2.21). Apikal vezikiiller diger diyabetik gruplara gore artmust1 (Sekil 4.2.21). Kontrol
grubuyla karsilastirildiginda bazal lamina daha kivrmtiliyd: ve lipid damlaciklar1 da
bulunmaktayd: (Sekil 4.2.22). Luminal epitel igerisinde fagositik hiicreler goézlendi
(Sekil 4.2.23). Kapiller damarlarda endotel hipertrofisine bagli olarak liimende daralma,

diizensizlesme ve vakuolizasyon gozlendi (Sekil 4.2.24).
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Sekil 4.2.21. Diyabetik 7. giinde kontrol 7. giine gére mikrovillus say1 ve uzunlugunda azalma (ok), diger
diyabetik gruplara gore pek ¢ok apikal vezikiiller (ok bast) (X15,000)

Sekil 4.2.22. Diyabetik 7. giinde kontrol grubuyla karsilastirildiginda luminal epitel hiicrelerinin daha
kivrintili bazal laminasi (0K), lipid damlalar (ok bast) (X15,000).

43



Sekil 4.2.23. Diyabetik 7. giinde luminal epitel igerisindeki heterojen icerikli lizozomal graniillere sahip
fagositik hiicreler (ok), lipid damlalar1 (ok bast) (X4,000).

Sekil 4.2.24. Diyabetik 7. giinde stromadaki kapiller damarlarda (yildiz) endotel hiicrelerinde hipertrofiye
bagli olarak limende daralma, diizensizlesme ve vakuolizasyon (ok) (X4,000).
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5. TARTISMA

Bu calismada diyabetik siganlarda gebeligin 3, 5 ve 7. giinlerinde oV3 integrin
ekspresyonunun immunohistokimyasal ve elektron mikroskobik yontemlerle incelendi.
Morfolojik degerlendirme i¢in transmisyon elektron mikroskopla inceleme yapilirken,
uterusta adezyon molekiiliiniin bir sinifi olan integrin ekspresyonun degerlendirilmesi
icin aVP3 integrin antikoru ile immun boyama yapildi.

Endometriyum adezyon molekiilleri olan integrinlerden zengin bir bolgedir.
Integrinlerin, fertilizasyon, implantasyon ve ilk blastula olusumunu igeren erken
gelisimsel olaylarda 6nemli rol oynadig bilinmektedir (5). Bu gereksinim embriyolojik
gelisim, yetiskin dokunun olusumu ve devamu siiresince olmaktadir. Integrinler
implantasyon sirasinda endometriyal ve embriyonik yilizeyde karakterize edilmekte;
insan, fare, sigan, tavsan ve koyun gibi ¢esitli tlirlerde uterin reseptivite belirteci olarak
kabul edilmektedir (51). Sunulan ¢alismada da aVB3 integrin ekspresyonunun kontrol
grubunda gebeligin 3. giliniinde var oldugu ancak en yiiksek ekspresyon diizeyine
gebeligin 5. giiniinde ulastig1l, 7. gilinde ise ekspresyonun neredeyse tamamen
kayboldugunu gozlemledik.

Gebelik, embriyo implantasyonu, plasentasyon ve embriyo gelisimini kapsayan
komplike bir siiregtir. Bu siirecte, reseptif endometriyal epitele trofoblastin adezyon ve
invazyonu ¢ok onemli olaylardan biridir ve hiicre proliferasyonu, differansiyasyonu,
adezyon, goc¢, ekstraselliller matriksin yeniden yapilanmast ve maternal kan
damarlarinin  yeniden diizenlenmesini igermektedir. Kontrol mekanizmasindaki
herhangi bir basarisizlik yetersiz implantasyona neden olmaktadir (52). Calismamizda
elde ettigimiz temel bulgulardan birisi diyabetik grupta stromal kapiller damarlarin
yapisal bozulmaya ugramasiydi. Bu bozulmanin, uterin kan akimini azaltarak iskemiye
yol agabilecegi ve implantasyonu engelleyebilecegi diisiiniildii.

Orta ve agwr diyabetik nefropatide epitel hiicrelerinde lokalize olan integrin alt
initelerinin (aV, B3, aVP3, aVP5) ekpresyonunun arttigr bildirilmistir. Bu artigin
diyabette Degistirici/Dontistiiriicii biyliime faktori-f (TGF-p) artisma bagli olarak
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ortaya ¢ikmis olabilecegi de ayni ¢aligmada One siiriilmiistiir (53). Ciinkii baska bir
calisgmada TGF-B’nin normal glomeriilde alBlve a5P1 integrin sentezini stimiile ettigi
gozlenmistir (54). Ayrica TGF-p diabetes mellitusun deneysel modellerinde artmaktadir
(55). In vitro ¢alismalar yiiksek glikoz konsantrasyonlarinda kiiltiire hiicrelerde integrin
ekspresyonunun degistigini gostermistir. Endotel hiicre integrinleri yiliksek glikoz
konsantrasyonlarinda artmaktadir ve diyabetik anjiyopatide hiicresel fonksiyon
bozuklugu i¢in bir potansiyel oldugu 6ne siiriilmiistiir (56).

Literatiirdeki bu caligmalar sunulan calismamizdaki verileri desteklemektedir.
Bizim ¢alismamizda da immunohistokimyasal olarak aVB3 integrin ile yapilan immun
isaretlemede diyabet grubundaki sicanlarin endometriyumunda kontrol grubuna gore
isaretlemenin arttig1 goriilmiistiir. Bu durumun onceki ¢alismalarda gosterildigi gibi
diyabetin TGF-B sentezini artirmasi, artan TGF-f’nin da aVB3 integrin ekspresyonunu
artirmasina bagli olabilecegi diistiniilmiistiir.

Integrinler  ile  ekstraselliiler — matriks  sentezindeki  artigm,  hiicre
proliferasyonunun azalmasina yol agabilecegi bildirilmistir (55). Calismamizda
diyabetik gruplarda oVB3 ekspresyonunun artmis olmasinin, implantasyon sonrasi
embriyodaki hiicre proliferasyonunu azaltabilecegi ve boylece infertiliteye katkismin
olabilecegi sonucuna ulasilmistir.

Kontrol grubunda primer desidual alandaki stromal hiicrelerde ve ekstraselliiler
matrikste zayif isaretlenme gozlenirken, sekonder desidual bolgede stomal hiicrelerde
ve ckstraselliiler matrikste daha belirgin isaretlenme gézlemledik. Diyabetik grupta ise
kontrol grubuyla karsilastirildiginda hem primer desidual bolgede hem de sekonder
desidual bolgedeki ekstraselliiler matriks ve stromal hiicrelerde isaretlenme bulunmakla
birlikte primer desidual alandaki matriks ve stromal hiicreler sekonder desidual
bolgedekilere gore daha kuvvetli isaretlenmisti. Literatiirde diyabetik gebe
endometriyumunda aVp3 integrin dagilim ile ilgili bizim bulgularimizi da agiklayacak
yeterli bilgiye ulasamadik. Bu farkliliklarin agiklanabilmesi daha ileri ¢alismalar ile
miimkiin olabilecektir.

Pinopodlar, hem kemirgenlerde hem de insanlarda implantasyonun pencere
déneminde uterusun luminal epitelinin apikal yiizeyinde ortaya ¢ikmaktadir. Insanlarda
sicanlardan farkli olarak, pinopodlar mitokondri, golgi kompleksi, sekretuvar vezikiiller,

diiz endoplazmik retikulum ve biiylik vakuoller icermektedir. Bazi caligmalar insanlarda
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pinopodlarin 48 saatten kisa bir 6mre sahip olduklarini ortaya koymustur. Siganlarda ise
pinopodlarin émrii biraz tartigmalhdir. Gebeligin 4. giliniinde artmakta, embriyo
implantasyonu giiniinde yani 5. giinde pik yapmakta 6. giinde ise neredeyse gozden
kaybolmaktadir (24). Calismamizin elektron mikroskobik incelemesinde, gebelik
donemine gore kontrol ve diyabet grubunda luminal epitel hiicrelerinin apikal
membraninin genel diizenlenmesinin degistigi gdzlendi. Kontrol 3. giinde mikrovilluslar
uzun ve diizenliyken, kontrol 5. giinde ise mikrovilluslarin kisaldigi ve bazi epitel
hiicrelerinin diizensiz ¢ikitilara sahip oldugu tespit edildi. Mikrovilluslardan daha uzun
pinopodlarin bulundugu, pinopodlarin bir ya da iki biiyiik vakuol i¢erdigi ve organel
icermedigi de belirlendi. Diyabet grubunda ise mikrovilluslarin ve pinopodlarin gebelik
donemine gore goriilme sirasi kontrol grubuyla benzer olmasina ragmen, sayr ve
uzunluklarinin kontrol gruplarina gore azaldigi goriildii. Diyabet grubunda pinopod
yapismnin bozulmus oldugu izlendi. Steroid hormonlarin etkisi altinda endometriyal
faktorler implantasyonu regiile etmektedir. Endometriyal pinopod gelisimi; mid-luteal
LIF, progesteron ve aVB3 integrin ekspresyonunda artma ile birliktedir (24). Yapilan
bir ¢alismada gebeligin erken doneminde diyabetik siganlarin plazmasinda diisiik
Ostrodiol/progesteron orani saptanmustir. Arastirmacilar, bu sonuglara gore; kontrol
grubu sicanlarla karsilastirildiginda diyabetik gruptaki %20 diisiik implantasyon
oraninin aksayan hormonal ¢evrenin bir sonucu olabilecegini 6ne siirmiislerdir (14).
Diyabetin neden oldugu lipid metabolizma bozuklugu steroid hormon sentezi yapiminda
azalmaya yol acabilir. Bizim bulgularimizda da pinopodlarin yapisinin bozulmasmin
nedeninin steroid hormonlarinin oranindaki dengesizlik ve etkisi altindaki faktorlerdeki
bir degisim sonucu olabilecegini diisiindiirdii.

Yapilan c¢alismalarda diyabetin epitel bazal laminalar1 iizerinde hastaligin
agirhigmma bagh olarak degisikliklere yol acabilecegi, bazal membranda ayrilmalar,
kalinlagmalar ve kivrilmalar olusabilecegi gosterilmistir (48, 56). Calismamizda,
diyabetik gruptaki bazal laminalarin normal kalinlikta goriilmelerine ragmen, kontrol
gruplarma gore daha kivrintili oldugu saptandi. Bu durumun stromadaki kan
damarlarinin daralmasma bagl gelisen iskemiye karsi kompensatuar bir yanit, yani
beslenme yiizeyini artirma amagh bir degisiklik olabilecegi degerlendirildi.

Diyabetli hastalarda endotel fonksiyonunda anormallikler oldugu bilinmektedir.

Normal bir endotel, olduk¢a secici gegirgen bir bariyer, nontrombojenik bir yiizey olup,
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pek cok vazoaktif maddenin sentezinden sorumlu metabolik olarak aktif bir yapidir.
Kan damarlarinin islevleri agisindan yasamsal dneme sahiptir. Hiperglisemi, diyabetin
en Onemli sorunlarindan birisi olan damar hasar1 olusumunu hizlandirarak ateroskleroz
gelisimine yol agar (57). Calismamizda diyabetik gruplarin stromal kapiller damar
endotel hiicrelerindeki hipertrofiye bagli olarak daralma ve endotel hiicrelerinde
vakuolizasyon ve dejenerasyon gozlendi.

Calismamizda diyabetik gruplarm endometriyumunda desidual ve perimetriyal
damarlarin endotel hiicrelerinde belirgin isaretleme gozlemledik. Bunun da diyabetik
gruplardaki kan damarlarinda meydana gelen hasara bagl olarak artan anjiyogenez
gereksinimini karsilamak amacglh bir telafi mekanizmasi olabilecegi diisiiniildii.

Diyabet ve kontrol grubunun her ikisinde luminal epitel hiicrelerinin apikalinde
vezikiiller goriildii. Literatiirde de siganlarda 3. giinden 7. giine kadar apikal vezikiillerin
bulundugu ve gebeligin 5. giiniinde maksimum sayida oldugu gosterilmistir. Erken
gebelikte ilk tutunma sirasinda endositotik aktivitenin apikal vezikiillerin olusumu ile
birlikte artis gosterdigi ayni1 ¢alismada bildirilmistir. Bu vezikiillerin olasilikla golgi
kompleksinde olustugu ve uterin liimene bilinmeyen bir salgi iiretimini iletmek i¢in
sekretuvar vezikiil olarak fonksiyon gordiigii ya da endositotik aktiviteyle apikal plazma
membranini yeniliyor olabilecegi de One siiriilmiistiir (58). Bizim ¢alismamizda bu
vezikiillerin sayis1 kontrol 5. giinde, kontrol 3. ve 7. giine gére daha fazlaydi. Diyabetik
5. glinde ise apikal vezikiiller, diyabet 3. gliniine gore artmist1 fakat kontrol 5. giine gore
daha azdi. Diyabetik 7. giinde ise apikal vezikiillerin sayis1 diger diyabetik gruplara
gore en fazlaydi. Bu durum diyabetin epitelyal hiicre islevini bozmasi nedeniyle vezikiil
yapiminin gecikmesiyle agiklanabilir.

Diyabetin endometriyal luminal epitel hiicrelerinde apoptoza yol agtig1 ve bu
yoldan endometriyal atrofiye neden oldugu gosterilmistir (59, 60). Bizim ¢alismamizda
da, diyabetik gruplarin luminal epitelinde igleri apoptotik hiicre artiklariyla dolu
makrofajlar ve yine fagositik karakterli hiicreler olan nétrofiller goriildi. Bu durumun
diyabet komplikasyonu olarak epitel iskemisi nedeniyle ortaya ¢ikabilecegi 6ngoriildii.

Diyabetli hastalarda ve diyabet olusturulmus hayvanlarda yapilan ¢alismalarda
oksidatif stres ve bunun sonucunda serbest oksijen radikallerinin yapiminda artig tespit
edilmigtir. Serbest oksijen radikallerinin pek ¢ok yolak aracilifiyla doku hasarina yol

acabildigi  bilinmektedir (61). Calismamizda stromal kapiller damar endotel
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hiicrelerinde hipertrofi ve dejenerasyon gozlemledik. Bu dejenerasyonun kaynaginm,
diyabete bagli olarak artan serbest oksijen radikalleri olabilecegi degerlendirildi.
Implantasyon hiicresel, hormonal ve molekiiler bircok faktdriin rol oynadigi
kompleks ve hala tam aydmlatilamamis bir siirectir. Bilgi arttik¢a; implantasyon
oranlarindaki azlik, tekrarlayan gebelik kaybi ve yardimhi iireme teknikleri
basarisizliklar1 gibi konular daha iyi irdelenebilecektir. Elde ettigimiz bulgular
degerlendirildiginde diyabetin embriyonun endometriyuma tutunmasini saglayacak
adezyon molekiillerinin ekspresyonlarinda ve endometriyal kanlanmada bozulmaya
neden olarak implantasyon basarisizligina yol agabilecegi diisiiniildii. Ayrica, iskemiye
bagl olarak gelisen epitel apoptozisi ve atrofisi, serbest radikallerin artigi, hormonal

dengesizlik gibi sebeplerin de bu tabloyu agirlastirabilecegi sonucuna ulagildi.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

. Diyabet gruplarinin endometriyumunda aVf3 integrin ekspresyonu, kontrol
grubuna gore artmis olarak degerlendirildi. Bu durum, diyabetin TGF-f
iizerinden aVP3 integrin ekspresyonunu artrmasma bagl olabilir. Artmis
integrin  ekspresyonu da implantasyon sonrasi embriyodaki hiicre
proliferasyonunu azaltabileceginden bu durumun infertiliteye olumsuz

etkiledigini diistindiik.

. Diyabet grubu endometriyal epitel hiicrelerinin apikal yiizeyindeki
mikrovilluslarm, kontrol grubuna goére sayilarmin ve uzunluklarnm azaldig,
pinopodlarin da diyabet grubunda sayica azaldig1 ve yapilarinin bozuldugu tespit
edildi. Kanimizca bu sonuglar da implantasyon basarisini olumsuz yonde

etkilemektedir.

. Kontrol grubuna gore diyabetik grupta primer desidual alan ve sekonder
desidual alandaki stromal hiicreler ve ekstraselliiler matrikste aVB3 integrin
ekspresyonunun arttig1 belirlendi. Bu farkliligin nedenlerinin aydinlatilabilmesi

icin ek caligmalara gereksinim vardir.

. Diyabetin neden oldugu lipid metabolizma bozuklugu steroid hormon sentezi
yapiminda azalmaya yol agabilir. Bu azalmanin da diyabetik 5. giinde
pinopodlarda goézlemledigimiz sayisal ve yapisal degisikliklere neden olmasi

mumkindir.

. Diyabet gruplarmin epitel bazal membranlarmin kontrol grubuna goére daha
kivrintilt bir sekil aldigi belirlendi. Bu kivrintilar, bozulmus epitel beslenmesini

artirabilmek icin beslenme yiizeyini genisletme ¢abasi olarak degerlendirildi.

. Diyabetik gruplarin endometriyumunda desidual ve perimetriyal damarlarin

endotel hiicrelerinde belirgin isaretleme gozlendi. Bunun da diyabetik damar
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7.

8.

9.

hasar1 nedeniyle artmis anjiyogenezin integrin ihtiyacini karsilamak amagh

olarak ortaya ¢ikmis olabilecegi diisiiniildii.

Endometriyal epitel hiicrelerinde goriilen apikal vezikiiller kontrol grubunda 5.
giinde maksimum sayiya ulasirken, diyabet grubunda 7. giinde en fazla sayiya
ulastig1 gozlendi. Diisiincemize gore bu durum diyabetin epitel hiicrelerinde

meydana getirdigi hasardan kaynaklanan yapim gecikmesine baglidir.

Diyabetik gruplarm luminal epitelinde igleri apoptotik hiicre artiklariyla dolu
makrofajlar ve yine fagositik karakterli hiicreler olan nétrofiller goriildii. Bu
durumu diyabet komplikasyonu olarak epitel iskemisi ve harabiyeti ile

aciklayabiliriz.

Diyabete bagli olarak artan serbest oksijen radikallerinin endotel hiicrelerine
zarar verdigi bilinmektedir. Biz de caligmamizda diyabetik gruplarin stromal
kapiller damarlarinda endotel hiicrelerindeki hipertrofiye bagli olarak daralma
ve endotel hiicrelerinde vakuolizasyon ve dejenerasyon gozlemledik. Artmis
serbest oksijen radikallerinin endotel hasarina ve endometriyal iskemiye yol

acabilecegini diistindiik.

10. Literatiirde diyabetin endometriyumda adezyon molekiiliiniin bir smifi olan

aVPB3 integrin ekspresyonuna etkilerini inceleyen caligmalara rastlanmamustir.
Sundugumuz bu g¢alisma bu konuda sinirli bir 6n degerlendirme olarak kabul
edilebilir, ancak implantasyonda 6nemli rol oynayan bu integrin alt biriminin

molekiiler mekanizmasinin bozulmasiyla ilgili kapsamli ¢aligmalar yapilmalidir.
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