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OZET

Kontrollii Ovaryen Stimiilasyon Uygulanmis Sicanlarda Sildenafil

Sitratin Endometriyum Reseptivitesinde Rol Oynayan Faktorlere Etkisi

Bu ¢aismada KOH (Kontrollii ovaryen stimiilasyon) uygulanmis
sicanlarda Sildenafil sitratin (Ss) endometriyum reseptivitesinde rol
oynayan faktorlere etkisini arastirdik. Calismamizda, 3 ayhk 220-250
gram agirhginda en az iki diizenli 5 giinliikk ostrus siklusu geciren
toplam 60 adet Wistar albino disi sican kullandik. Bunlar; Kontrol
grubu (saat 10:00 ve saat 16:00 da serum fizyolojik subkutan (sc)
verilen grup), Ss grubu (saat 10:00 ve saat 16:00 da oral gavaj yoluyla
Ss verilen grup), KOH grubu (saat 10:00 da Cetrotide+Puregon (sc) ve
saat 16:00 da Puregon (sc) verilen grup), KOH + Ss grubu (saat 10:00
da Cetrotide+Puregon (sc), Ss (oral gavaj) ve saat 16:00 da Puregon
(sc), Ss (oral gavaj) verilen grup) olmak iizere dort ana gruba ayirdik.
Sicanlara yaptigimiz bu 3 giinliik uygulamadan sonra 4. giin (KOH ve
KOH + Ss gruplarina saat 16:00 da Pregnyl (sc) uyguland) ciftlesmek
iizere erkek sicanlarla bir gece biraktik. Ertesi giin vajinal smearda
spermatozoa goriilmesi gebeligin 0. giinii olarak kabul edildi ve
gebeligin 3.,4. ve 5. giinlerinde her grupta 5 sican bulunacak sekilde
sakrifiye edildi. Uteruslar1 ¢ikarildi, doku takipleri yapildi. Ve
immiinohistokimyasal yontemlerle boyama yapilarak bulgular
degerlendirildi. Calismamizin sonucunda, Ss uyguladigimiz sicanlarda
endometriyum reseptivite belirteclerinden LiF, HOXA-10, B3 integrin,
VEGF ve Aktin ekspresyonlarmm1 daha yogun ve istatistiksel olarak
daha anlamh oldugunu bulduk.

Anahtar Kelimeler: Kontrolli ovaryen stimiilasyon, endometriyum

reseptivitesi, uterus, sildenafil sitrat
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ABSTRACT

The Effect of Sildenafil citrate on Factors Acting on Endometrium

Receptivity of Ovarian Hyperstimulated Rats

In this study; we investigated the effect of Sildenafil citrate on
factors acting on endometrium receptivity of controlled ovarian
hyperstimulated rats. In our study; we used a total of 60 Wistar albino,
3-month, 220-250 gr rats having minimum two regular 5-day estrus
cycles. We grouped them into four as; Control group (group having
subcutaneous (sc) serum physiological between 10 a.m. and 4 p.m.),
Sildenafil citrate (group having Sildenafil citrate by oral gavage
between 10 a.m. and 4 p.m.), Controlled Ovarian Stimulation Group
(group having cetrotide+puregon s.c. at 10 a.m. and puregon s.c. at 4
p.m.), Controlled Ovarian Stimulation + Sildenafil citrate group (group
having cetrotide+puregon s.c. and Sildenafil citrate (oral gavage) at 10
a.m., puregon s.c. and Sildenafil citrate (oral gavage) at 4 p.m.). After
this 3-day procedure, on day 4 (Sildenafil citrate and Controlled
Ovarian Stimulation + Sildenafil citrate groups received Pregnyl (sc) at
16:00 p.m) we left them with male rats for intercourse whole night.
Next day was referred as 0 day of pregnancy by determination of
spermatozoa in vaginal smear and 5 rats in each group were sacrified
on day 3, 4 and 5. Their uteri were removed, tissue follow-up was taken.
Immunohistochemical methods applied to sections and results were
evaluated. At the end of our study; we found that expression of
endometrium receptivity markers, LIF, HOXA-10, B3 integrin, VEGF
and actin are denser and statistically significant Sildenafil citrate

administered rats.

Key Words: Controlled ovarian stimulation, endometrium receptivity,

uterus, Sildenafil citrate



TESEKKUR

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim dalindaki doktora tez ¢aligmam
sirasinda essiz destek ve yardimlarini gordiigiim danigsmanim;

Dog. Dr. Serdar Filiz’ e

Egitimim boyunca her tiirlii bilgi birikimlerini ve deneyimlerini
paylasan degerli hocam;
Prof. Dr. Hakki Dalcik’ a
Egitimim siiresince destek ve yardimlarini esirgemeyen degerli
hocalarim;
Prof.Dr.Siireyya Ceylan ve Prof.Dr.Melda Yardimoglu Yilmaz’ a
Degerli Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi;
Dog¢.Dr. Siiheyla Gonca’ ya
Degerli Calisma Arkadaslarim;
Ogr. Gor. Dr. Yusufhan Yazir
Bio. Elif Gelenli
Uzm. Mol. Bio. Ender Yal¢inkaya
Uzm. Bio. Ozcan Budak’ a
Kadin Hastaliklar: ve Dogum Anabilim Dali Eski Ogretim Uyesi
Dog. Dr. Birol Vural’ a
Istatistiksel testlerin yapilmasinda katkis1 olan
Aile Hekimligi Anabilim Dali Ogretim Uyesi;
Dog. Dr. T. Miige Filiz’ e

Sonsuz Destegini ve Sevgisini Her Zaman Yanimda Hissettigim
Annem, Babam ve Canim Kardesim Selin’ e
Her Zaman Yanimda Olan Sevgili Esim
Oguzhan Biyiksiz’ a
Canimmm Oglum

Batuhan’ a

TESEKKUR EDERIM...........

vi



ICINDEKILER

L0777 ) PPN
ABSTRACT .. iiiiiiiiiiiiiniiiiiaricsenstcosssstossssscsssssscssnsss
TESEKKUR.....couiiiiiieiiiieieeieieererieeneenernernennnne
ICINDEKILER........couuttiiiiiiiiiininiiniiniitnniennnnees
SIMGELER VE KISALTMALAR DiZINi.........c.ccccuuu....
SEKILLER DIZINT...ccouiiuiiiiiiiiiiiiiiieneeiieieenenennnenenns
CIZELGELER DIZINI ...
1. GIRIS VE GENEL BILGILER........................
1.1. €513 TR
1.2. Disi Ureme Sistemi Histolojisi ..........................
1.2.1. Disi Ureme Sistemi Organlart...........................
L2110 Ovaryum...oooeeiii i,
1.2.1.1.1. Ovaryum Folikiilleri...................coooiiiiiiiiinn
1.2.1.2. OVIduKt.....ooiiii e
L2130 UeIUS. c et
1.2.2. Menstrual Siklus. ...
1.2.3. Implantasyon ve Desidualizasyon .......................
1.2.3.1.  Implantasyonun Baslangicindaki Sinyallesme..........
1.2.3.2.  Implantasyon Hazirligindaki LE’de Meydana Gelen

Degisiklikler ve Desidualizasyon.........................
1.2.3.3.  Fare ve ratlarda implantasyon.............................
1.3. Endometriyum Reseptivitesi............c.coeeeviniinnnn...
1.3.1. Uterin reseptivitenin diizenlenmesi.............cccecvvennennee.
1.3.2 Endometriyum Reseptivitesinde

Rol Oynayan Faktorler................o..ciiin,
1321, LIF.iiii e,
1.3.22. HOXA-10. .
1.3.23.  VEGF....o
1324, Integrin B3 ...o.oivniieiiiie e
1.3.22.5. AKHN. ..o
1.4. Sildenafil Sitrat (Viagra®)..............cceevviiieiienieenen.
2. AMAGC VE KAPSAM....ccciiiiiiiuiiiiieininniiececnnn

vii

iv

vi
vii
ix
xi

xii

19
20
22
26

28
28
29
30
32
35
37



3.1.
3.2.
3.3.

4.1.

4.1.1.
4.1.2.
4.1.3.
4.1.4.

4.2.

4.2.1.
4.2.2.
4.2.3.
4.2.4.

4.3.

4.3.1.
4.3.2.
4.3.3.
4.3.4.

4.4.

4.4.1.
4.4.2.
4.4.3.
4.4.4.

4.5.

4.5.1.
4.5.2.
4.5.3.
4.5.4.

GERECVE YONTEM........uuuummmrrrnrnnnnnnenenee
Deney Hayvanlart...............o.oooo.
Laboratuar Calismalari....................oociine.
Istatistiksel Degerlendirme......................... ...
BULGULAR.....ccctiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiecieieeeneens
LIF Grubu Bulgulari...................ccoooeeiinnnin,
Kontrol Grubu Bulgulart..................ooooia.
Sildenafil sitrat Grubu Bulgulari......................
KOH Grubu Bulgulart................ccoooiiiiin. .
KOH + Sildenafil sitrat Grubu Bulgulari............
HOXA-10 Grubu Bulgulari................c..ooen.
Kontrol Grubu Bulgulari...............................
Sildenafil sitrat Grubu Bulgulari......................
KOH Grubu Bulgulart....................oooinnl,
KOH + Sildenafil sitrat Grubu Bulgulari............
VEGF Grubu Bulgulart....................ooonl.
Kontrol Grubu Bulgulari...............................
Sildenafil sitrat Grubu Bulgulari......................
KOH Grubu Bulgulart...............c..cooo
KOH + Sildenafil sitrat Grubu Bulgulari............
Integrin B3 Grubu Bulgulari...........................
Kontrol Grubu Bulgulari...............................
Sildenafil sitrat Grubu Bulgular1......................
KOH Grubu Bulgulart..............c.ooooiiian. .
KOH + Sildenafil sitrat Grubu Bulgulari............
Aktin Grubu Bulgulari.......................o
Kontrol Grubu Bulgulart................c.oooia.
Sildenafil sitrat Grubu Bulgular1......................
KOH Grubu Bulgulart................coooiiinnn.
KOH + Sildenafil sitrat Grubu Bulgulari............
TARTISMA...cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeneens

SONUCLAR VE ONERILER.........cccccccvveunen .

KAYNAKLAR....cccttiitiiiiiiiiiiiiiiieieiieniaeaes

OZGECMIS..cueuieniieiiieieeeeeeeeeeneeneeneenne

41
41
43
44
45
45
45
45
46
46
47
47
47
48
48
48
48
49
49
50
50
50
51
51
52
52
52
53
53
54
77
90
92



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

cGMP : Cyclic Guanosine Monophosphate
CSF-1 : Colony Stimulating Factor

COX-2 : Cyclooxygenase

CT : Sitotrofoblast

E2 : Estrodiol

EGF : Epidermal Growth Factor

EIN : Endometriyal Integrin

ErbBs : EGF Receptor Family Members

ESM : Ekstraselular Matriks

FGF : Fibroblast Growth Factor
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FSH : Folikiil Stimiilan Hormon

GnRH : Gonadotropin Releasing Hormon

GE : Glandular Epitel

HB-EGF : Heparin binding-EGF like Growth Factor
hCG : human Chorionic Gonadotophin
HOXA : Homeobox gen

IGF : Insiilin like Growth Factor

IVF : Invitro Fertilizasyon

IGFBP-1 : Insulin-like Growth Factor Binding Protein 1
IL-1 : Interleukin-1

IL-1B : Interleukin-1 Beta

KOH : Kontrollii Ovaryen Stimiilasyon

LE : Luminal Epitel

LH : Liiteinizan Hormon

LIF : Leukaemia Inhibitory Factor

LIF-R : Leukaemia Inhibitory Factor Receptor
MMP : Matriks Metalloproteinazlar

MUC : Musin

NO : Nitrik Oksid
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1. GIRIS VE GENEL BILGILER

1.1. Giris

Uterusun i¢ kismini déseyen endometriyum siirekli yenilenme dénemleri
yasayan ve gebelikte ¢ok onemli rol oynayan bir dokudur. Menstrual siklus
stiresince Ostrojene bagli preovulatuvar proliferasyon fazi, progesterona
bagli postovulatuvar sekresyon fazi ve progesteronun diismesine bagh
menstrual faz degisiklikleri gosterir (Jabbour et al. 2006). Embriyo
implantasyonu ise pek c¢ok tiiriin iireme faaliyetleri agisindan ¢ok kritik bir
basamaktir. Bagsarili bir implantasyon i¢in reseptif endometriyum,
gelisiminin blastosist evresinde olan normal ve fonksiyonel bir embriyo ile
maternal ve embriyonik dokular arasinda eszamanli bir iliski olmalidir
(Simon et al. 2000).

Implantasyon, Enders’in 1967 yilinda tammladig1 sekilde ii¢ evrede
smiflandirilabilir: apozisyon, adezyon ve invazyon (Achache and Revel,
2006). Implantasyon uterusun luminal epiteliyle serbest yiizen blastosist
evresindeki embriyonun karsi karsiya gelmesiyle baslar (apozisyon), kisa
zaman sonra blastosist endometriyuma nazikge yapisir (adezyon) ve sonra
trofoblastlar luminal epitel boyunca gocedip endometriyumun altina

gomiiliir (invazyon) ( Norwitz et al. 2001).

Sekill. Implantasyon dénemleri.

Apozisyon Adezyon invazyon



Blastosistin  endometriyuma implantasyonu sadece diizenli bir
menstrual siklusun 20.-24. giinleri arasinda kendini sinirlayan bir zaman
diliminde gerceklesir (Wilcox et al. 2001) ve bu donem Psychoyos
tarafindan implantasyon penceresi olarak adlandirilmistir (Achache and
Revel, 2006). Implantasyon pencere ddnemi: plazma membran
transformasyonu, bazi spesifik adezyon molekiilleri, kemokinler, sitokinler,
biliylime faktorleri, hormonlar, homeobox genleri, prostaglandinler, serbest
radikaller ve ekstraseliiler matriksi yikan enzimler gibi pek ¢ok faktoriin rol
aldigi endometriyumdaki morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerle
karekterizedir (Lessey et al. 1992a, Tabibzadeh and Babaknia, 1995, Paria
et al. 2002, Kodaman and Taylor, 2004). Sekretuvar faz boyunca
endometriyum, Leukaemia Inhibitory Factor (LIF), Heparin binding-EGF
like Growth Factor (HB-EGF), Transforming Growth Factor-alpha (TGF-a)
sentezlemekle birlikte integrin gibi 6zel ylizey yapilarini da sentezler
(Halbersztadt et al. 2006). Implantasyon basarisizliklarinin en 6nemli
sebeplerinden biri endometriyumun nonreseptiv olmasidir. Implantasyonda
rol aynayan molekiillerin herbiri diizenli olarak eksprese edildiginde ya da
inhibe edildiginde endometrial reseptiviteye ya da nonreseptiviteye katkida
bulunurlar (Giudice,1999).

LIF fare myeloid 16semi hiicre serilerinde makrofaj farklilagmasini
indiiklemesi nedeniyle bir hematopoetik faktér olarak tanimlanmistir
(Hilton, 1992). LIF’in ¢ogalma, farklilasma ve hiicrenin yasam siiresine
otokrin ve parakrin etkileri arastirmacilart blastosist gelisimi ve
implantasyondaki olas1 etkilerini aragtirmaya yonlendirmistir. LIiF
implantasyondan hemen 6nce endometriyum bez epitelinde eksprese olur
(Steward et al. 1992) ve en yiiksek seviyesine implantasyon penceresi
doneminde ulasir (Charnock-Jones et al. 1994). Hem LIF hem de LIF
reseptdriiniin insan endometriyumunda bulunmasi LiF’in insan embriyo
implantasyonunda 6nemli oldugunu diisiindiirmektedir. Farelerdeki LIF
geninin hedefli delesyonlar1 implantasyondaki basarisizlik yiiziinden
infertiliteyle sonuglanmistir (Ware et al. 1995). Embriyolarin LIF ile
muamele edilmesi sonucunda hem embriyo kalitesinin hem de blastosist
evresine ulasan embriyo sayisimnin arttigi  gosterilmis ve boylece

endometriyal LIF ekspresyonunun embriyoyu kontrol ettigi ileri siiriilmiistiir



(Dunglison et al. 1996). LiF ayni1 zamanda desidualizasyonda da rol alir
(Steward et al. 1994).

HOX genleri iireme kanalinin gelisimini de i¢eren embriyo gelisiminin
yonetiminde 6nemli rol oynayan transkripsiyon diizenleyicileridir. HOXA-
10 bir homeobox gendir ve ekspresyonu hem pinopod gelisimi hem de
blastosist implantasyonu i¢in endometriyal reseptivitenin saglanmasi ic¢in
gereklidir. Ayrica, endometriyal stromal hiicrelerin ¢ogalmasiyla birlikte
epitelyal hiicre morfogenezisinde de diizenleyici rol oynar (Bagot et al.
2001). HOXA-10 ve HOXA-11’in insan embriyosunda menstrual siklus
bagiml bir sekilde orta-sekretuvar fazda ekspresyonu en yiiksek degere
ulagir (Taylor et al. 1998). Bu genlerin mutasyonlarinda implantasyon
basarisizligina bagli olarak infertilite (Ma et al. 1998) ve desidualizasyon
defektleri goriliir (Lim et al. 1999). Ayn1 zamanda, insan 3 integrininin
expresyonun da HOXA-10 ile diizenlendigi gosterilmistir (Daftary et al.
2002).

Endometriyumun yetersiz damarlanmasi implantasyonun basarisizligina
ve infertiliteye neden olabilir. Ostrojen ve progesteronun bu vaskiiler
yatagin olugsmasinda c¢ok 6nemli rolii vardir. Endometriyumda eksprese
edilen Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), angiopoietin-1 ve
angiopoietin-2 ve bunlarin reseptorleri vaskiiler gelisimin yeniden
yapilanmasinda birbirleriyle etkilesirler. Endometriyal bez epitel ve stromal
hiicrelerin VEGF ekspresyonu Ostrojen ile diizenlenir (Albrecht and Pepe,
2003b). Farelerde yapilan ¢aligmalarda, VEGF’in implantasyon Oncesinde
uterusta eksprese edildigi, bu ekspresyonun orta sekretuvar faz boyunca
devam ettigi ve basarili implantasyon i¢in gerekli artmig damarlanma ve
damar gecirgenliginde rol oynadig1 gosterilmistir (Chakraborty et al. 1995).

Hiicre adezyon molekiilleri doku integrasyonunda, yara iyilesmesinde,
morfogenetik olaylarda, hiicresel goglerde ve tiimor metastazlarinda rol
oynayan ¢ok onemli molekiillerdir. Pek¢ok bazal membran ve ekstraseliiler
matriks proteinleri invitro olarak blastosistin adezyonunu ve gelismesini
saglar. Blastosistin adezyonunu artiran bazi proteinlerin uterus ylizey
epitelinin bazal laminasinin parcasi oldugu bazilariin ise alttaki stromanin
ags1 yapisini destekledigi bulunmustur. Integrinler ile ekstraseliiler matriks

arasindaki etkilesim hiicre iskeletindeki degisiklikleri uyarir (Ruoslahati,



1991). Postovulasyondaki 5. ve 6. giinlerde yani menstriiel siklusun 19.-20.
giinlerinde endometriyal epitelyal hiicrelerde avp3 (vitronektin reseptorii)
integrin ortaya c¢ikar (Lessey et al. 1992a) ve implantasyon penceresi
dénemince ekspresyonu yiiksek kalir (Lessey et al. 1994b). Integrin B3’iin
artis1 blastosistin endometriyal epitel hiicrelerine yapisma kabiliyetinin
artirmastyla 1iligkili oldugu (Simon et al. 1998a) ve avp3 integrin
ekspresyonundaki bir bozuklugun luteal faz defektiyle direkt ilgili oldugu
gosterilmistir (Lessey et al. 2000).

implantasyonla birlikte endometriyum stromasindaki fibroblastlarda
desidual fenotipe dogru farklilasma baslar. Desidualizasyon primat
endometriyumunda gebelik olusumunda goriilen biiylik bir degisikliktir ve
stromal hiicrelerin desidual hiicrelere doniismesi hiicre igindeki aktin
filamentlerin ekspresyonu ile karekterize edilirler (Kim and Fazleabas,
2004).

Endometriyumdaki nitrik oksid (NO) iiretimi lokal vazodilatasyon ve
immiinosupresyon etkilerinden dolay1 implantasyonun basarili olmasinda ve
plasentanin gelisiminde rol oynar (Norman and Cameron, 1996). NO cGMP
aracili bir yolla damar diiz kaslarini1 gevsetir (Ballard et al. 1998), ayrica,
NO sentaz izoformlar1 uterusta belirlenmistir (Telfer et al. 1997). Sildenafil
sitrat bir tip 5- spesifik fosfodiesteraz inhibitoriidiir ve cGMP nin yikilimini
onleyerek NO’nun vazodilatator etkilerini artirir (Sher and Fisch, 2000).
1997 yilindan beri erkek erektil disfonksiyon tedavisinde biiyiik bir
basariyla kullanilmasina ragmen kadinlardaki etkileri heniiz tam olarak
belirlenmemistir. Yapilan az sayidaki ¢aligmada, Sildenafil sitratin uterus
kan akimini artirarak endometriyal gelisimi artirdigi (Sher and Fisch, 2000),
vaginal yolla kullanimi1 sonras1 gebelik oranlar1 diisiik kadinlarda yiiksek
implantasyon oranlar1 elde edildigi (Sher and Fisch, 2002) ve son olarak
endometriyal kalinlig1 artirarak gebelik sansimi artirdigi  gosterilmistir
(Zinger et al. 20006).

Bu c¢alismanin amaci; endometriyum reseptivitesinde olduk¢a 6nemli
rol oynayan LIF, HOXA-10, VEGF, Integrin B3 ve Aktin’in
ekspresyonlarint  sicanlarda  implantasyon  penceresi ~ doneminde
immiinohistokimyasal olarak gdstermek ve endometriyum {izerindeki

etkileri net olarak bilinmeyen Sildenafil sitratin bu belirtegler iizerine



etkilerini arastirmaktir. Calismamizin sonucunda elde edecegimiz bulgular
erkeklerde erektil disfonksiyon tedavisi lizerine son derece etkin olan
sildenafil sitratin kadinlardaki endometriyum reseptivitesine olan etkilerini

ortaya ¢ikaracak ve olasi bir tedavi yontemi olusturulabilecektir.

1.2. DIiSi UREME SISTEMI HiSTOLOJISi

Disi lireme sistemi iki ovaryum, iki ovidukt, uterus, vajina ve dis genital
organlardan olusur. Sistem menars ile menapoz arasinda yap1 ve fonksiyon
aktivitesi bakimindan dongiisel degisikliklere ugrar. Bu degisiklikler

norohumoral mekanizmalar ile kontrol edilir.

1.2.1. Disi Ureme Sistemi Organlari

1.2.1.1. Ovaryum

Ovaryum 3 cm. uzunluk, 1,5 cm geniglik ve 1 cm. kalinlikta badem
seklindedir. Organ gevsek bag dokusu i¢inde damardan zengin bir yapi
gosteren mediiller bolge ile oosit iceren ovaryum folikiillerinin bol miktarda
bulundugu bir kortikal bolgeden meydana gelir. Korteks ile medulla
arasinda kesin bir sinir goriilmez. Embriyonik hayatin birinci ayindan sonra,
primordiyal germ hiicreleri (oogonyumlar) vitellus kesesinin endodermi
icinde ortaya cikarlar. Bu hiicreler genital kabarti bolgesine gé¢ ederken
birka¢ defa mitoz bdliinme gecirirler. Oogonyumlar olusacak ovaryum
korteksi ic¢inde toplanirlar. Mitoz boliinmeler fetal hayatin besinci ayina
kadar devam eder. Bu zamanda her bir ovaryum 3 milyonun {izerinde
oogonyum icerir. Fetal hayatin ii¢lincii ayindan itibaren bazi oogonyumlar
birinci mayoz bdliinmenin profazina girerler ve primer oositler haline
dontistirler.

Insan fetusunda bu islem gebelik siirecinin yedinci aymin sonuna kadar
tamamlanir. Bu donem icinde bircok primer oosit atrezi denilen bir
dejeneratif siire¢ sonucunda ortadan kaybolur.

Korteks bolgesinin stromas1 karakteristik igsi sekilli fibroblastlardan

meydana gelir. Bu hiicreler hormonal uyarilara karsi diger organlardaki



fibroblastlardan farkli bir yanit olustururlar. Ovaryum ylizeyi tek katli yassi
ya da kiibik germinal epitel ile ortiiliidiir. Germinal epitelin altinda stroma,
tunika albuginea denen simurlari belirsiz bir siki bag dokusu tabakasi
olugturur. Tunika albuginea ovaryumun agik renkte goriilmesini saglar

(B.Young, 2000; Leslie P. Gartner, 2001; Luiz C. Junqueira, 2003).
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1.2.1.1.1. Ovaryum Folikiilleri

Ovaryum folikiilleri korteksin stromasi iginde yer alir. Bir folikiil, bir ya
da daha fazla tabaka olusturmus folikiil hiicreleriyle (graniiloza hiicreleri)
cevrili bir oositten meydana gelir. Folikiiler gelisimin birka¢ evresi vardir:

Primordiyal folikiiller: primordiyal folikiillerin en ¢ok sayida
bulundugu dénem dogum Oncesidir. Her bir primordiyal folikiil tek sira
yasst folikiil hiicreleriyle cevrili bir primer oositten olusur. Primordial
folikiildeki oosit yaklasik 25 um capli kiire seklinde bir hiicredir. Hafifce
ekzantrik olarak yerlesmis biiylik bir niikleusu ve biiyiik bir niikleolusu
bulunur. Kromozomlar c¢ogunlukla ag¢ilmis haldedir ve koyu olarak
boyanamazlar. Sitoplazmadaki organeller niikleusa yakin bir kiime
olusturma egilimi gosterirler. Sitoplazmada ¢ok sayida mitokondri, birkag
golgi kompleksi ve endoplazma retikulumu sisternasi bulunur. Yassi folikiil
hiicreleri birbirlerine desmozomlarla baglanirlar. Folikiil hiicrelerinin altinda
bir bazal lamina bulunur ve damardan yoksun folikiilleri stromadan ayiran

sinir1 olusturur.

Biiytimekte olan folikiiller: Folikiillerin biliyiimesi esas olarak folikiil
hiicrelerinin ve bununla birlikte primer oositin ve folikiili c¢evreleyen
stromanin biiylimesi ile olur. Bu esnada oositin ¢apt maksimum 125-150 pm
ye ulagir. Nukleus biiyiir ve bu durumuyla germinal vezikiil adin1 alir.
Mitokondri sayisinda artis olur, endoplazmik retikulum hipertrofiye olur ve
golgi kompleksleri de hiicre ylizeyinin altina go¢ eder. Folikiil hiicreleri tek
tabakali kiibik hiicreler haline geldiginde unilaminer (tek tabakali) primer
folikiil ismi verilir. Folikiil hiicreleri mitozla ¢ogalirlar ve ¢ok katli folikiiler
epiteli ya da graniiloza tabakasini olustururlar. Folikiilin bu haline
multilaminer (¢ok tabakali) primer folikiil ismi verilir. Oositi ¢evreleyen
kalin bir ortii olan zona pellusida en az ii¢ farkli glikoprotein igerir. Zona
pellucida sentezinin, hem oositler hem de folikiil hiicreleri tarafindan
yapildig1 diistiniilmektedir. Folikiil hiicrelerinin uzantilar1 (filopodya) ile
oosit mikrovilluslar1 zona pelusida icine uzanirlar ve gap junctionlar ile
birbirleriyle temas kurarlar. Folikiilde bu degisiklikler olusurken, folikiiliin
etrafin1 saran stroma farklilasma gostererek teka folikiiliyi olusturur. Daha

sonra bu tabaka teka interna ve teka eksterna olarak farklilagir. Teka



internanin hiicreleri tamamen farklilastiginda steroid iireten hiicreler ile ayni
ultrastriiktiirel o6zelliklere sahip olurlar. Bu hiicrelerin sentezledigi
androstenedion graniiloza hiicreleri tarafindan Ostradiole dondistiiriiliir.
Endokrin fonksiyona sahip tiim organlar gibi teka interna da damardan
zengindir. Teka eksterna esasen bag dokusundan ibarettir, icinden gecen
kiigiilk damarlar teka internanin sekretuvar hiicreleri etrafinda zengin
kapiller aglar olusturur. Folikiiliin biiylimesi esas olarak graniiloza
hiicrelerinin biiyiikliigiiniin ve sayisinin artmasi ile olur. Bu esnada hiicreler
arasinda folikiil sivisi toplanmaya baslar. Siviy1 iceren bosluklar birleserek
tek bir bosluk (antrum) olusturur. Bu o6zelliklerinden dolay1 folikiile
sekonder (vezikiiler) folikiil ismi verilir. Folikiil sivisi igerisinde plazma,
glikozaminoglikanlar, steroid baglayici proteinleri de igeren bazi proteinler
ve yiiksek konsantrasyonda steroidler (progesteron, androjen ve Ostrojenler)
igerir.

Olgun Folikiiller: Olgun folikiil yaklasik 2,5 cm. ¢apindadir ve ovaryum
ylizeyinden disar1 dogru siskinlik yapan saydam bir vezikiil olarak
goriilebilir. Sivi toplanmasinin bir sonucu olarak, folikiil boslugunun
genisliginde bir artis olur ve oosit graniiloza hiicreleri tarafindan olusturulan
bir sap ile folikiil duvaria baglanir. Graniiloza hiicreleri, siv1 toplanmasiyla
dogru orantili bir bicimde ¢ogalma gdstermedikleri i¢in graniiloza tabakasi
daha ince bir hale gelir. Ovum etrafindaki ilk tabakay1 olusturan graniiloza
hiicreleri zona pellusida ile yakin temastadir. Bu hiicreler uzayarak korona
radyatay1 olusturur. Korona radyata ovum ovaryumu terk ederken ona eslik
eder. Korona radyata spermatozoonun ovumu délledigi zamanda dahi
mevcuttur ve ovumun ovudukttan gecisi esnasinda da bir siire kalir (Michael

H.Ross, 2003; Luiz C. Junqueira, 2003; Abraham L. Kierszenbaum, 2000).

Ovulasyon

Ovulasyon, olgun folikiiliin riiptiire olmas1 ve oviduktun geniglemis ucu
tarafindan yakalanacak ovumun serbest kalmasidir. Kadinda ovulasyon
zamaninda ovaryumdan ¢ogunlukla sadece bir ovum serbest birakilir, ancak
ayn1 anda iki ya da daha fazlas1 da atilabilir. Ovulasyon menstrual siklusun

ortalarinda, yani 28 giinliikk bir siklusun yaklasik 14. gilinii civarinda



meydana gelir. Uyarimi olusturan, 6n hipofiz bezinden salgilanan luteinizan
hormondaki (LH) bir dalgalanmadir. Kanda LH’daki artistan sonra birkag
dakika i¢inde ovaryumun kanlanmasinda bir artig goriiliir ve plazma
proteinleri kapiller ve postkapiller veniillerden sizarak 6deme yol agarlar.
Lokal olarak, prostaglandinler, histamin, vazopressin ve kollajenaz salinir.
Graniiloza hiicreleri daha fazla hyaluronik asit iiretirler ve gevsek bir hal
alirlar. Kollajen yikimi, iskemi ve iistteki bazi hiicrelerin 6lmesi folikiil dis
duvarinda bir zayiflamaya yol acar. Bununla beraber antral sivi basincinin
artmast ve muhtemelen diiz kas hiicrelerinin kasilmasi folikiil dis
duvariinda riiptiire ve ovulasyona neden olur. Zona pellusida ve etrafindaki
hiicrelerle birlikte ovum ve bir miktar antral sivi ovaryumu terk eder ve
ovidukta girer.

Oviduktun ovaryum yiizeyine bakan ucu huni seklindedir ve fimbriya
ismi verilen ¢ok sayida parmaksi uzantilardan olusan bir sagaklanma
gosterir. Ovulasyon aninda bu u¢ ovumu tutar. Kas kontraksiyonu ve silyalt
hiicrelerin aktivitesinin olusturdugu itici gii¢ ile ovum, dollenebilecegi yere,
oviduktun infundibulumuna girer. Déllenmis ovuma zigot ismi verilir. Zigot
yariklanmaya baslar ve yaklasik 5 giin stirecek bir yolculukla uterusa tasinir.
Ovum ovulasyondan sonraki ilk 24 saat i¢inde dollenmezse dejenerasyona

ugrar ve fagosite edilir.

Korpus Luteum

Ovulasyondan sonra, ovaryum i¢inde kalan graniiloza ve teka interna
hiicreleri korpus luteum denen gecici bir endokrin bezi olustururlar.
Ovaryumun korteks bolgesinde yerlesen korpus luteum, progesteron ve
Ostrojen hormonlarini salgilar. Progesteron yeni ovaryum folikiillerinin
gelismesini engelleyerek ovulasyona engel olur.

Folikiil sivisinin bosalmasi ile folikiil duvari biiziiliir ve katlantili hale
gelir. Folikiil boslugunda bir miktar kanama olur. Bu kan burada koagiile
olur ve daha sonra yerini bagdokusuna birakir. Bu bag dokusu ile giderek
ortadan kaldirilmakta olan kan pihtisi artiklart korpus luteumun en i¢

kismina yerlesir.



Ovulasyondan sonra  graniiloza  hiicreleri  béliinmez  ancak
biiylikliiklerinde biiyiik bir artig goriiliir. Bunlar korpus luteum
parenkimasinin yaklasik %80’ini olusturur ve graniiloza lutein hiicreleri
ismini alir. Bu hiicreler steroid salgisi yapan hiicrelerin &zelliklerine
sahiptirler. Teka interna hiicreleri de teka lutein hiicrelerini olusturarak
korpus Iluteumun olusumuna katilirlar. Bu hiicreler graniiloza Ilutein
hiicrelerine benzer yapidadir, ancak daha kiiciiktiir ve daha koyu boyanirlar.
Bu hiicreler korpus luteum duvarinin katlantilarinda yerlesirler. Korpus
luteum tarafindan iiretilen progesteron, LH {iretimi {izerinde baskilayici bir
etkiye sahiptir. Gebelik meydana gelmedigi zaman, korpus luteum yalnizca
10-14 giin yani menstrual siklusun sadece ikinci yarisi boyunca kalir
(menstruasyon korpus luteumu). Bu siireden sonra, LH eksikligi korpus
luteumun dejenere olup ortadan kalkmasina yol agar. Gebelik meydana
gelirse, plesenta tarafindan tiretilen koryonik gonadotropin korpus luteumu
uyarir. Boylece, korpus luteum 6 ay kadar bir siire kalir ancak daha sonra
yavag yavas etkisini kaybeder. Buna gebelik korpus luteumu denir. Gebelik
korpus luteumu ayni1 zamanda bir polipeptid hormon olan relaksin salgilar.
Bu hormon simfisiz pubisin bag dokusunu yumusatip gevseterek dogumun
kolaylasmasina yardimci olur (Ross, 2003; Junqueira, 2003; Kierszenbaum,

2006).

2.1.1.2. Ovidukt

Ovidukt (tuba uterina) biiylik hareketlilik gosteren miiskiiler bir
kanaldir. 12 cm kadar bir uzunluga sahiptir. Bir ucu ovaryum yakininda
periton bosluguna acilirken digeri uterus duvarin1 geger ve bu organin i¢
kismina agilir. Oviduktun serbest ucu fimbriya denen ¢ok sayida parmaksi
uzantilardan olusan bir sagaklanma gosterir.

Ovidukt anatomik olarak infindibulum, ampulla, istmus ve intramural
bolgelerine ayrilirken, duvari ii¢ tabakadan yapilmistir: mukoza, muskularis
ve seroza.

Mukoza epiteli tek katli prizmatik olup iki tip hiicre igerir. Bunlardan
biri silya icerirken, digeri salg1 yapici 6zellik gosterir. Silyalar uterusa dogru

haraket ederek oviduktun ylizeyini orten ince viskoz bir sivi tabakasinin
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hareketini saglar. Bu sivi esas olarak silyali hiicreler arasina serpistirilmis
sekretuvar hiicrelerin {iriinlerinden ibarettir. Bu sekresyon ovum igin
besleyici ve koruyucu fonksiyonlara sahiptir. Aym1 zamanda,
spermatozoonun aktivitesini (kapasitasyon) saglar. Ovidukt mukozasini
kaplayan ince sivi tabakanin hareketi ile birlikte kas tabakasinin
kontraksiyonlar1 ovum ya da zigotun uterusa dogru tasinmasina yardim
eder. Bu sivi akimi aym1 zamanda wuterusun periton bosluguna
mikroorganizmalarin gegisine engel olur.

Mukozanin lamina propriast gevsek bag dokusundan olusur. Kas

tabakasi ise igte sirkiiler ya da spiral, dista ise uzamina bir tabaka olarak
diizenlenmis diiz kas liflerinden ibarettir.
Ovidukt, ovaryum tarafindan serbest birakilan ovumu yakalayarak onu
uterusa dogru tasir. Limeni dollenmeye elverisli bir ortam olusturur ve
salgilar1 gelismenin erken safhalari esnasinda embriyonun beslenmesine
yardimci olur. Déllenme, genellikle oviduktun ampulla bolgesinde olur
(Michael H. Ross, 2003; Luiz C. Junqueira, 2003; Abraham L.
Kierszenbaum; 2006).

1.1.1.3. Uterus

Uterus armut seklinde bir organ olup, uterus kavitesinin daraldigi
internal os’un yukarisinda yer alan govde (korpus) ile internal os’dan
asaglya dogru wuzanan silindirik bir yapr olan servikten ibarettir.
Oviduktlarin uterusa girdigi bolgelerin yukarisinda kalan gdvde kismina
fundus ismi verilir. Uterus duvari nispeten kalin olup ii¢ tabakadan meydana
gelir: igte endometriyum, kalin bir diiz kas tabakasi olan miyometrium ve

dista seroza ya da adventisya yer alir.

Endometriyum: Endometriyum, epitel ile basit tiibiiler bezler igeren
lamina propriadan olusur. Bezler miyometriyuma yakin alt bdliimlerinde
bazen dallanmalar gosterir. Epitel tek katl prizmatiktir, silyali hiicreler ile
sekretuvar hiicrelerden olusur. Uterus bezlerinin epiteli yiizey epiteline

benzerse de silyali hiicreler bu bezlerde nadir olarak bulunur. Lamina
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proprianin bag dokusu fibroblastlardan zengindir ve bol miktarda amorf
temel madde igerir. Bag dokusu lifleri cogunlukla retikiilerdir.

Endometriyum tabakasi iki zon ile alt boliimlere ayrilabilir; bunlar, her
menstrual siklus esnasinda menstruasyonla dokiilen ve tekrar yenilenen
boliimii olusturan fonksiyonalis ile menstruasyon sonrasinda arta kalan ve
hemen ¢ogalarak endometriyumun yeniden olusturulmasi i¢in yeni bir epitel
ile lamina propriayr yapan bazalistir. Bazalis i¢inde derin kisimlarda
bulunan uterus bezlerinin tabanlari, béliinen ve menstrual fazdaki
endometriyumun agiga ¢ikan bag dokusu lizerine go¢ eden hiicrelere kaynak
olusturur. Bu sekilde menstruasyondan sonra uterusun yeni ylizey epiteli
saglanmis olur.

Endometriyumu besleyen kan damarlar1 bu tabakanin biiylik bir
boliimiiniin periyodik olarak dokiilmesinde 6zel bir 6neme sahiptir. Arkuat
arterler dairesel olarak miyometriyumun orta tabakalarinda yerlesir. Bazalisi
kanlandiran diiz arterler ve fonksiyonalise kan getiren spiral arterler Arkuat
arterlerden koken alir.

Miyometriyum: Miyometriyum bag dokusu ile ayrilmig diiz kas lif
demetlerinin olusturdugu uterusun en kalin tabakasidir. Diiz kas demetleri
siirlart 1yi belirlenemeyen dort tabaka olusturur. Birinci ve dordiincii
tabaka esas olarak longitudinal yani organin uzun eksenine paralel yerlesmis
liflerden olusur. Orta tabakalar ise daha biiyiik kan damarlarini igerir.

Gebelik esnasinda, miyometriyum biiyiik bir biiyiime donemine girer.
Biiytime hem hiperplazi hem de hipertrofi sonucu gelisir. Gebelik esnasinda
birgok diiz kas hiicresi protein salgisi yapan hiicrelerin ultrastriiktiirel
ozelliklerini gosterir ve aktif olarak kollojen sentez ederler. Boylece, uterus
kollojen igeriginin Onemli derecede artmasina neden olurlar. Gebelik
sonrasinda, bazi1 diiz kas hiicrelerinde harabiyet, digerlerinin boyutlarinda
azalma ve kollojen enzimatik yikimi izlenir. Bdylece uterusun boyutlar
gebelik oncesindekine yakin degerlere iner (Michael H. Ross, 2003; Luiz C.
Junqueira, 2003; Abraham L. Kierszenbaum, 2006).
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Serviks Uteri

Serviks uterusun alttaki silindirik kisimdir. Bu bolge uterusun diger
kisimlarindan histolojik yap1 olarak farklidir. Yiizeyde mukus salgis1 yapan
tek kath prizmatik epitel bulunur. Serviks az sayida diiz kas lifi igerir, esas
olarak siki bag dokusundan (%85) ibarettir. Vajina liimenine dogru ¢ikinti
yapan serviksin dis kismi ise ¢ok katli yassi epitel ile ortiiliidiir.

Serviksin mukozasi olduk¢a dallanmis, miikoz servikal bezler igerir. Bu
bezler menstrual siklus esnasinda kiigiik yapisal degisikliklere ugrar. Buna
karsin bu mukoza menstruasyon esnasinda dokiilmez. Gebelik esnasinda,
servikal miikdz bezler cogalarak daha vizkéz ve bol mukus yaparlar.

Servikal salgilar ovumun dollenmesinde Onemli bir rol oynar.
Ovulasyon aninda miikoz salgilar sulanir ve spermin uterusa girisine olanak
saglar. Luteal fazda ya da gebelikte, progesteron diizeyleri miikoz salgilarin
daha viskoz bir hale gelmesinde rol oynar. Bu durumda uterus gévdesi icine
sperm ile mikroorganizmalarin gegisi engellenir. Dogumdan 6nce servikste
goriilen genigleme, siddetli kollojenolizise ve bunun yol actigi yumusamaya
baghdir (Michael H. Ross, 2003; Luiz C. Junqueira, 2003; Abraham L.
Kierszenbaum, 2006).

1.2.2. Menstrual Siklus

Hipofizin 6n lobunun uyarimi altindaki ovaryum hormonlarinin
(6strojen ve progesteron) etkisi endometriyumun menstrual siklus esnasinda
dongiisel yapisal degisikliklere girmesine neden olur. Menstrual siklus
siiresi degiskenlik gostersede ortalama 28 giinde bir tekrarlanir.

Menstrual sikluslar genellikle 12-15 yaslar arasinda baglar ve 45-50
yasina kadar devam eder. Menstrual sikluslar, ovum tiretimi ile baglantili
ovaryum degisimlerinin sonucu olarak ortaya ¢ikar. Bu yiizden disi sadece
menstruasyon gordiigii yillar boyunca fertil kalir. Bu durum sekstiel
aktivitenin menopozla sonlanmasi1 anlamina gelmez, sadece fertilite sona
erer.

Pratik olarak menstrual siklusun baglangict menstrual kanamanin

goriildiigli giin olarak alinir. Menstrual akinti kan damarlarindan gelen kanin
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dejenere olan endometriyumla karigimindan ibarettir. Menstrual faz siklusun
ilk dort giinii olarak tanimlanir. Proliferatif faz 5 ile 14’{incii gilinler arasini
kapsar. Sekretuvar faz ise 15 ile 28’inci giinler arasini kapsar. Her fazin
stiresi degisebilir. Belirtilen araliklar sadece ortalama degerlerdir.

Menstrual siklusta bir proliferatif faz, bir sekretuvar ya da luteal faz ve
bir menstrual faz bulunmasina karsin siklus siiresince goriilen yapisal
degisiklikler kademeli olarak gerceklesir. Burada bahsedilen fazlar
arasindaki belirgin ayirimlar gercekte egitici olmasi amacina yoneliktir.

Proliferatif Faz: Menstrual fazdan sonra, uterus mukozasi bezlerin bazal
kisimlarini igeren kii¢lik bir lamina propriadan ibarettir. Proliferatif faz ayni
zamanda ovaryum folikiillerinin gelistigi ve dstrojenlerin iiretildigi donemle
cakismasi sebebiyle folikiiler faz olarak da bilinir.

Tiim proliferatif faz boyunca hiicresel ¢ogalma devam eder. Boylece
hem bezler hem de endometriyumun yiizey epiteli yenilenir. Ayrica, bag
dokusu hiicreleri ¢cogalir ve lamina propria i¢cinde temel madde birikir. Bu
da endometriyumun bir biitiin olarak biiylimesine sebep olur (Michael H.

Ross, 2003; Luiz C. Junqueira, 2003; Abraham L. Kierszenbaum, 2006).

Sekil 4. Menstrual Siklus (http//centrum.com)
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Proliferatif fazin sonunda, endometriyum 2-3 mm kalinliga ulasir. Tek
katli prizmatik epitel hiicreleri igeren bezler dar liimenli diiz tiibiiller
olustururlar. Bu faz esnasinda, epitel hiicrelerinde kaba endoplazmik
retikulum sisterna sayisinda ve golgi kompleksi boyutlarinda giderek bir
artis izlenir ve bu sekilde hiicreler salgilama aktivitesi i¢in hazirlik yapar.
Spiral arterler yenilenmekte olan stroma i¢ine dogru ilerler.

Sekretuvar ya da Luteal Faz: Bu faz ovulasyondan sonra baslar. Korpus
luteum tarafindan salgilanan progesteron hormonunun etkisi altindadir.
Ostrojenin  etkisi ile gelismis olan bezler, progesteron etkisiyle
glikoproteinleri  salgilar. Bu glikoproteinler implantasyondan 6nce
embriyonun en bilyiik beslenme kaynagi olacaktir.

Bezler fazlasiyla kivrintili, spiral bir hale gelir ve epitel hiicreleri
niikleuslarinin altinda glikojen depolamaya baglar. Daha sonra, glikojen
miktarinda diisme olur. Glikoprotein salgi iriinleri, bezlerin liimenini
genigletir. Bu fazda endometriyum, salgi iirlinlerinin birikmesi ve
stromadaki 6demin bir sonucu olarak maksimum kalinliga (5 mm) ulasir.
Mitozlara sekretuvar faz esnasinda nadir olarak rastlanir. Spiral arterlerin
uzamasi ve kivrilmasi devam eder ve endometriyumun yiizeysel kismi igine
uzanir. Progesteron miyometriyumun diiz kas hiicrelerinin kontraksiyonunu
inhibe ederek embriyonun implantasyonu tehlikeden korur.

Menstrual Faz: Ovaryum tarafindan serbest birakilan ovumun
dollenmesi ve implantasyonu ger¢eklesemedigi zaman, korpus luteumun
fonksiyonu yaklagik 14 giin sonra kendiliginden durur. Bu durumda kandaki
progesteron ve Ostrojen diizeyleri siiratle diiser. Bu hormonlarin etkisiyle
gelismis olan endometriyumda gerileme baglar ve endometriyum kismi
olarak dokiiliir. Implantasyon gergeklestigi taktirde gelismekte olan embriyo
tarafindan insan koryonik gonadotropini (hCG) sentezlenmeye baglar. Bu
hormonun etkisiyle korpus luteum yasamina devam eder ve menstruasyon
olusmaz.

Sekretuvar fazin sonunda, spiral arterlerin duvarlar1 kasilir, kan akimi
engellenir ve olusan iskemi damar duvarmin ve endometriyumun
fonksiyonalis tabakasinin nekrozuna neden olur. Bu esnada kasilan
damarlarin yukarisinda bulunan kan damarlar1 yirtilir ve kanama baslar.

Endometriyum kismen ayrilmis bir hale gelir. Dokiillen miktar farklh
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kadinlarda hatta ayni kadinda farkli donemlerde bile degiskenlik gosterir.
Menstrual fazin sonunda endometriyumdan geriye, endometriyum
bezlerinin bazal uglarimi iceren bazal tabakadan baska bir sey kalmaz,
buradan bez hiicrelerinin ¢ogalmasi ve bunlarin yiizeye gdc¢ etmeleri ile
proliferatif faz ve siklus tekrar baglar (Michael H. Ross, 2003; Luiz C.
Junqueira, 2003; Abraham L. Kierszenbaum, 2006).

1.2.3. implantasyon ve Desidualizasyon

Implantasyon, blastosistin dis tabakasi olan trofektodermin (TE),
uterusun luminal epiteli (LE) ile etkilesime girmesidir. Bu olayda genetik
olarak farkli olan embriyonik ve maternal dokular arasinda basarili bir
kaynagma meydana gelir (Sarani et al. 1999, Kimber, 2000 ).

Insan oositinin ddllenmesi oviduktun genellikle ampulla bdlgesinde
olur. Zigot pasif olarak uterusa dogru tasinirken yariklanmaya baslar. Sonra
gerceklesen mitozlarla, siki bir hiicre toplulugu olan morula olusur. Zona
pellusida ile ortiilii bulunan morula, zigotla yaklasik ayni biiyiikliktedir.
Zigotun segmentasyonu sonucu ortaya ¢ikan hiicrelere blastomer denir.

Oviduktun liimeninden aktarilan sivinin giderek birikmesi sonucunda
morulanin merkezinde bir bosluk olusur. Hiicrelerin olusturdugu bu i¢i sivi
dolu kiireye, blastosist denir. Blastomerler periferik bir tabaka (trofoblast)
seklinde diizenlenirler. Bu tabaka i¢ hiicre kitlesi denen bir hiicre
toplulugunun blastosist bosluguna dogru c¢ikinti  yaptigi noktada
kalinlagsmistir. Gelisimin bu evresi ovulasyondan sonraki yaklasik 4 ya da
5’inci giinlere rastlar. Bu zamanda embriyo uterusa ulasir. Blastosist uterus
limeninde 2 ya da 3 giin kalir. Burada endometriyum salgis1 iginde
endometriyum ylizeyiyle temas eder.

Blastosist evresinde, zona pellusida daha ince bir hale gelir ve daha
sonra kaybolur. Bdylece mukozay1 delme kapasitesine sahip olan trofoblast
hiicrelerinin endometriyuma dogrudan temas etmesine olanak saglar.
Bundan hemen sonra trofoblast hiicreleri hizli bir sekilde c¢ogalmaya
baslayarak, endometriyumun da yardimiyla embriyonun beslenmesini

saglar. Bu evre esnasinda embriyo i¢ hiicre kitlesi hafifce biiytir.
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Implantasyon ya da nidasyon ¢ok az nekroza yol agarak uterus
epitelinden penetrasyon ile olur. Interstisyel implantasyonun bu tipi insanda
ve diger birkag memelide goriiliir. Implantasyon, endometriyum sekretuvar
fazdayken meydana gelir. Uterus bezleri glikoproteinler salgilar, damarlar
genisler ve lamina propria hafifce siser. Implantasyon, ovulasyondan
sonraki 7’inci giin civarinda baslar; ovulasyondan sonraki 9. giin civarinda
embriyo artitk gebelik boyunca kendisini koruyup besleyecek olan
endometriyumun i¢ine tamamen gémiilmiis durumdadir.

Implantasyon esnasinda trofoblast, sinsityotrofoblast ve sitotrofoblast
olmak tizere iki tabakaya farklilasir. Cok cekirdekli sinsityal bir dis tabaka
olan sinsityotrofoblast tabakasi tek ¢ekirdekli sitotrofoblastlarin birlesmesi
ile ortaya c¢ikar. Sitotrofoblast sinsityotrofoblastin hemen altinda tek
¢ekirdekli ovoid hiicrelerin olusturdugu diizensiz bir tabaka halinde bulunur.

Sinsityotrofoblastlarin yiizeyi diizensiz mikrovilluslara sahiptir. Yiizeye
yakin sitoplazma diizgiin membranlarla ortiilii vezikiiller icerir. Bu durum
sinsityotrofoblastta, maternal dolasimdan fetusa materyal tasinmasina bagl
olarak yogun bir pinositotik siirecin  s6z konusu  oldugunu
diisiindiirmektedir. Bu seviyenin altinda ise sinsityotrofoblastin sitoplazmasi
bol miktarda kaba ve diiz endoplazma retikulumu, iyi gelismis bir Golgi
kompleksi ile ¢ok sayida mitokondri igerir. Bu ultrastriiktiirel 6zellikler
koryonik gonadotropin, plasental laktojen ve Ostrojen ile progesteron
sekresyonunda sinsityotrofoblastin aldigi rollere uygun bir goriintii verir.
Sitotrofoblastlarin igerdigi lipid damlaciklarinda steroid hormonlarin onciilii
olan kolesteroliin bulundugu sitokimyasal yontemlerle belirlenmistir.
Ekstrasitoplazmik bosluklarin sinirlarini sinsityotrofoblastlar olusturur. Bu
bosluklarin boyutlarinin artmasi ve birbirleriyle iligki kurmalar1 sonucunda
stingerimsi bir yap1 olusur. Boylece sinsityotrofoblastlarla doseli lakiinalar
meydana gelir. Sinsityotrofoblastin litik etkisi ile arteriyel ve vendz
maternal kan damarlar riiptiire olur ve bu lakiiner bosluklara asir1 bir kan
akimi gelisir. Kan arteriyel damarlardan lakiinalara ve oradan da venlere
gecer (Ross, 2003; Junqueira, 2003; Kierszenbaum, 2006).

Implantasyonun  diizenli  hiicresel ve  molekiiler  olaylarim
aciklayabilmek i¢in ¢esitli donemler tanimlanmaistir.

Donem 1: Metafaz II oositin fertilizasyonu ile baglar.
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Donem 2: Zigotun boliinme evresinin baslangicini gosterir.

Doénem 3: Morula, uterus bosluguna girer ve kisa zaman sonra blastosist
olusur. Bu nedenle bu donem blastosist implantasyonunda Faz I olarak
isimlendirilir. Blastosist endometriyal kavite i¢inde serbesttir ve heniiz
ylzey epiteli ile temas etmemistir.

Insanlarda morulanin uterusa ulagmasi ovulasyon/fertilizasyondan
yaklasik 72-96 saat (3-4. giin) sonra olmaktadir. Zona pellusida 5. gilinde
(yaklasik ovulasyon/ fertilizasyondan 110-120 saat sonra) erimeye baglar.
Donem 4: Blastosist ylizey epiteline yapisir ve daha sonra epitele ve hemen
ardindan stromaya penetre olur. Bu donem blastosist implantasyonunda Faz
IT olarak isimlendirilir.

Dénem 5-9: Implantasyonun en belirgin dzelligi olan plasentasyon olur. Bu
donem Faz III olarak isimlendirilir (Parr et al. 1987).

Blastosist TE ile LE’nin adeziv etkilesimi ve blastosistin stroma igine
penetrasyonu i¢in gerekli olan molekiiler olaylarin ayni anda ortaya ¢ikmasi
gerekmektedir. Blastosistler, sadece implantasyonun pencere doneminde LE
ile implantasyon etkilesimine girebilirler (Kimber, 2000). Bunu belirleyen
ise, korpus luteumdan salgilanan progesteronun endometriyumdaki etkileri
ve bunlar1 takip eden gebeligin 4. giinlindeki kiigiik bir Ostrojen pikidir.
Insanlarda uterusun implantasyona elverisli oldugu dénem standart bir

menstrual devrenin 19- 24. giinleri arasindadir (Bibhash et al. 1998) .

1.2.3.1. implantasyonun Baslangicindaki Sinyallesme

Blastosist ve LE arasindaki sinyallesme, hiicrelerden salinan eriyebilir
molekiiller yoluyla ortaya cikabilecegi gibi, zara bagli sinyal molekiilleri
yoluyla da ortaya c¢ikabilir. 1994’te yapilan bir caligmada, fare
endometriyumunun yilizey epiteline blastosistin baglanmasindan hemen
once Heparin Binding-Epidermal Growth Factor (HB-EGF) salgilandigi
gosterilmistir. HB-EGF, 6strojen kontrolii altindaki fare endometriyal epiteli
ve progesteronun kontrol ettigi stroma tarafindan eksprese edilir. HB-EGF,
Ostrojenin hiicre ¢gogalmasindaki etkilerine aracilik eder. Gebeligin 2. ve 3.

giinlerinde LE'de HB-EGF mRNA bulunmaz ancak, olasilikla blastosist
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baglanma zamanindan 6-7 saat once, LE’in apikal yiizeyinde blastosiste

komsu bolgede eksprese edilir (Paria et al. 2000, Kimber, 2000).

1.2.3.2. implantasyon Hazirhgindaki LE’de Meydana Gelen

Degisiklikler ve Desidualizasyon

Implantasyon 6ncesinde LE’de bir takim degisiklikler meydana gelir.
Implantasyon aninda LE hiicrelerinin apikal bazal polaritesi, apikal
membrandaki bazolateral belirteclerin ortaya ¢ikmast ile belirginligini
kaybeder ve daha siklik hale gelir. Hiicreler artik daha yassilasir ve
mikrovilluslarin  sayist1 azalir. Birgok tiirde mikrovilluslarin yerini
pinopodlar alir. Bazal membran kalinlig1 dikkat ¢ekecek derecede azalir
(Bentin-Ley et al. 1998). Hiicre yiizeyi molekiillerinin apikolateral
dagiliminda degisiklikler ortaya ¢ikar. Ornegin, sekretuvar evrede integrin
6’nin dagilimi, bazal ve laterale dogru degisir. Bu durum, implantasyon
aninda LE’nin hiicreleraras1 etkilesimdeki degisimine isaret eder.
Desmozomal proteinler, fare LE’sindeki lateral hiicre yiizeyleri boyunca
tekrar dagitilir ve diizenlenirler. Insan ve fare LE’sinde implantasyon
zamanit desmozom yogunlugu azalir (Illingworth et al. 2000). Zaman
icerisinde insan da dahil bazi tiirlerde lateral membrandaki siki baglanti
dagilimi da degisir (Murphy et al. 1992). Buna ek olarak, 6zglin gap
junctionlar, implantasyonun oldugu epitelde agiga ¢ikar ve ovaryum
steroidlerince siki bir sekilde diizenlenirler. Insanlarda endometriyal epitelin
yeniden organizasyonu diger memelilerdekine paralel ek unsurlar icerir. LE
hiicrelerindeki diizenli mikrovilluslar ovulasyondan yaklasik 6 giin sonra
yerlerini pinopodlara birakirlar (Kimber et al. 2000).

Insan uterus epitel hiicre serilerinin embriyonun tutunmasini
destekleyebilmesi i¢in, E-kadherin, integrin 1, 4 ve 6 gibi baz1 bazolateral
hiicre adezyon molekiillerinin apikal ekspresyonlari gerekmektedir (Duc-
Goiran et al. 1999)

Embriyonun  implantasyondan  sonra  endometriyum  biiyiik
degisikliklere ugrar ve desidua ismini alir. Gebelige bagli olarak
endometriyumda gelisimin ikinci haftasinda olusan hiicresel ve vaskiiler

degisikliklere desidual reaksiyon adi verilir (Moore, 2009). Implantasyon

19



sirasinda artmis progesteron seviyesine bagli olarak endometriyumdaki
stromal hiicreler farklilasarak desidua hiicrelerine doniisiirler. Stroma
hiicreleri genisler, poligonal hale gelir ve desidual hiicreler ismini alirlar.
Desidual hiicreler bol miktarda glikojen ve lipid depolayarak gelisen
embriyonun beslenmesine yardime1 olurlar.

Implantasyon bolgesine gore desidua ii¢ ayr1 bolge gosterir:

1. Embriyo ile miyometriyum arasinda kalan kisim desidua bazalis,

2. Embriyo ile uterus liimeni arasinda kalan kisim desidua kapsiilaris,

3. Bunlarin diginda kalan desidua kismi desidua pariyetalis (Ross, 2003;
Junqueira, 2003; Kierszenbaum, 2006).

Desidua kapsiilaris ile temas halindeki trofoblastlar, beslenmenin
yetersiz olmasi sebebiyle sadece hafif bir gelisme gosterir. Miyometriyuma
bakan embriyo kisminda trofoblastlarin biiylimesi maternal kan tarafindan
saglanir ve oldukga stiratlidir. Trofoblastin bu kismindan primer villus
denen uzun cikintilar olusur. Bunlarin baslica 6zelligi yapilarinda sadece
sitotrofoblastlar ile dista bir sinsityotrofoblast Ortiisii  bulunmasidir.
Embriyonik  gelisimin  bu evresinde ekstraembriyonik mezensim
intraembriyonik mezensimden Once ortaya c¢ikar ve plasenta ile fetal
membranlarin olusmasina katkida bulunur. Ekstraembriyonik mezensim ve
trofoblast koryonu olusturur. Desidua kapsiilaris tarafinda koryon ¢ok az
gelisir. Desidua bazalis tarafinda ise koryon oldukca fazla gelisir ve koryon

frondosumu yapar.

1.2.3.3. Fare ve sicanlarda implantasyon

Fare ve sicanlarda apozisyon, adezyon ve invazyonun 6 saatte meydana
geldigi son derece hizli bir implantasyon goriiliir. Zona pellusidanin
kaybindan sonra uteus liimeni blastosisti Orter. Blastosist endometriyumun
anti mezometriyal kenarina mezometriyal yonlendirmelerle i¢ hiicre
kitlesinin bulundugu noktadan tutunur. Blastosist epitel tabakasi ile iligki
kurduktan sonra blastosistin duvarindaki trofoblastik hiicreler tarafindan
yapilan fagositozla epitelyal penetrasyon baslar. I¢ hiicre Kitlesinin
mezometriyal yonlendirmesi blastosistin bir paket halinde desidual zona

invaze olmasini saglar. Primer desidual zonun farklilanmasiyla embriyonun
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bliylimesi i¢in trofoblast ile maternal kan saglayan plasenta sekillenir.
Apozisyon, adezyon ve invazyonun hizli olmasi yiiziinden erken
implantasyonun fiziksel mekanizmalarinin anlagilmasi i¢in fare ve siganlar
iyi bir aday degildir. Ancak, trofoblastik tutunmanin olmadigr durumlarda
desidual cevap ortaya ciktigi ve gebe farelerde desidualizasyon bdolgesi
kolayca ayirt edilebildiginden dolay: fare ve si¢anlarda desidualizasyon

mekanizmasinin ¢alisilmasi i¢in iyi bir modeldir (Lee and DeMayo, 2004).

Sekil 5. Implantasyon evreleri (Fitzgerald et al. 2007’den almmustir).

~ Implantasyon Penceresi
(Ideal 28 qinlik siklusta 20-23. gin)

Apozisyon Adezyon Invazyon Tamamlanmig

Implantasyon

P: pinopod, EIN: Endometriyal integrin, TIN: Trofoektodermal integrin,
LE: Luminal epitel, ST: Sinsityotrofoblast, CT: Sitotrofoblast
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1.3. Endometriyum Reseptivitesi

Implantasyon pencere doneminde endometriyumda eksprese olan

reseptivite belirtecleri Cizelge 1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 1. Implantasyon donemine gore endometriyum reseptivitesi

belirtegler (Hassa, 2003’den alinmistir).

L. Apozisyon ve Adezyon II. Implantasyonun invazyon

donemi

Pinopod olusumu, sitokinler, | Integrinler, MMP, TIMMP
kemokinler, biiyiime faktorleri,
MUC-1, epitelyumyal integrinler,
Ostrojen/progesteron  reseptorleri,
glikodelin (PP-14), Ca-125, hCG,
prolaktin, trofinin/testin,  l6semi
inhibe edici faktor (LIF), CSF-1, IL-
1B, TGF-B, IGFBP-1, VEGF, FGF,
anjiopoietin,  heparin  baglayici
epidermal bliylime faktori (HB-
EGF), matriks metalloproteinazlar
(MMP), MMP doku inhibitorleri
(TIMMP), Hoxa-10, Hoxa-11 gen
ekspresyonu, siklooksijenaz-2
ekspresyonu, kalsitonin.

Embriyo, implantasyon oncesinde kendi gelisimini ve nidasyonunu
uyarici sinyalleri endometriyuma iletir. Bodylece kendi gelisimini
kolaylastirir. Endometriyum bu asamada sadece pasif bir gorev almaz ve
kendiside selektif olarak embriyonal sinyallere yanit verir. (Ergen ve Tekin,
1999)

Endometriyumun implantasyon i¢in hazirlanmast hedef dokunun
Ostrojen ve progesterona maruz kalmasiyla gergeklesir. Progesteron

endometriyal farklilagsma i¢in ¢ok 6nemli bir steroiddir (Hilary et al. 2006).
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Cizelge 2. Endometriyum reseptivitesi ile ilgili belirtegler (Brenner and

West, 1975 ve Delilbas1 2008 den derlenmistir)

Biomarker Hiicre Tipi Fonksiyonu
Hormon/reseptor Glandular ve luminal | Embriyo kalitesini artirma
Kalsitonin epitel
IGF-II Glandular ve luminal | Mitojen
epitel
Progesteron reseptorii | Glandular Sekretuvar
epitel/stroma aktivite/desidualizasyon
Sitokin/Biiyiime
faktorii/reseptorleri
CSF-1 Luminal epitel Embriyo kalitesini artirma
LIF Glandular ve luminal | Embriyo kalitesini artirma
epitel
HB-EGF Glandular ve luminal | Embriyo kalitesini artirma
epitel
IL-1 Glandular ve luminal | Embriyo kalitesini artirma
epitel

Hiicre adezyon
molekiilleri

Integrinler (avp3,04B1)

Glandular ve luminal
epitel

Hiicre adezyonlar

Trophinin-tastin

Glandular ve luminal

Hiicre adezyonlari

epitel

Ephrin Glandular ve luminal | Hiicre migrasyonlari
epitel

L-selektin Glandular ve luminal | Hiicre adezyonlar1
epitel

MUC-1 Glandular ve luminal | Anti adezyon

epitel

Desidual proteinler

IGF-BP1 Desidua Trafoblast invazyon
kontrolii

Kaderin Desidua Baglanti kurma-adezyon
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(IGF, Insiilin like growth factor; CSF, colony-stimulating factor; EGF,
epidermal growth factor; IL, interleukin; MUC, musin; BP, binding protein).

EGF, FGF ve VEGF anjiyogenezisle ilgili biiylime faktorleridir.
Calismalar, ovidukttan salgilanan biyolojik faktorlerin zigotun blastosiste
gelismesine katkida bulundugunu gdstermistir. Uterusun implantasyon igin
hazirlanmasinda steroid hormonlarinin, g¢esitli biiylime hormonlarinin,
sitokinlerin, lipid mediatdrleri ve transkripsiyon faktorlerinin sekresyonu ve
zaman-uzamsal sentezi gergeklesir. Sican, fare ve koyunda implantasyon
bolgesinin ¢evresinde, insan ve sican uterusunda VEGF izoformlar1 ve
bunlarin reseptorlerinin bollugu dikkat c¢ekicidir ve domuzlarda gebelik
siiresince maternel fetal ylizde ve domuz desiduasinda yiiksek miktarda
VEGF bulunmaktadir. Yapilan deneylerde gebeligin 1. giinii ve 2. giiniinde
VEGF artiginda progesteronun anahtar rol oynadigi diigiiniilmektedir. Bu
gbzlem hormon replasman tedavisinin sonuglartyla desteklenmektedir. Bu
bliytime faktorlerinin, domuzlarda gebeligin kurulmasinda ve devaminda
parakrin ag1 destekledigi diistiniilmektedir (Wollenhaupt et al. 2004).

IVF’te kullanilan kontrollii ovaryen hiperstimiilasyonun (KOH)
yarattigi ana problemlerden biri endometriyal faktorlerdeki degisimlerdir.
IVF sikluslarinda fazla sayida oosit elde etmek icin yapilan ovulasyon
indiiksiyon ilaglar1 suprafizyolojik seviyelerde steroid hormon iiretimine yol
acarak endometriyal reseptiviteyi ve takiben implantasyonu olumsuz
etkilemektedir (Macklon et al. 2008).

Elektron mikroskobik ¢alismalarda, uterin reseptivite ddneminde
membran morfolojisinde dramatik degisikliklerin oldugu gosterilmistir.
Ozellikle birgok tiirde pinopod adi verilen uterin epitelden uzanan genis
sitoplazmik projeksiyonlar tanimlanmistir. Pinopodlarin ortaya ¢ikis zamani
endometriyal reseptivite donemi ile es zamanli olup siklusun 19.-21. giinleri
arasinda 24-48 saat siireyle devam etmektedir. Pinopodlarin fonksiyonu tam
olarak bilinmemekle birlikte endometriyal reseptivite doneminde ortaya
cikmalar1 implantasyon aralifinin tespitinde morfolojik belirteg olarak
kullanabileceklerini diisiindiirmektedir (Martel et al. 1991, Lopata et al.
2002).
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Implantasyonu takiben embriyo tarafindan salman 6strojen ve hCG
lokal olarak etki ederek endometriyumun desidualizasyonunu saglar.
Progesteron bir yandan prostaglandin E2’ nin makrofajlar tarafindan
sentezini artirarak endometriyumun desidualizasyonunu hizlandirirken diger
yandan uterusun irritabilite ve kontraktilitesini azaltir.  Ayrica,
progesteronun immiinsupresif 6zelliginin hCG ile birlikte fetal allogreftin
kabuliinii kolaylastirdig: diisiiniilmektedir (Gardner et al. 1997).

Gebeligin periimplantasyon doneminde, ovaryen hormonlar ile
blastosist ve uterus arasindaki sinyal mekanizmalarinin etkisi altindaki
uterin stromada, gelisen blastosiste cevap olarak desidual reaksiyon adi
verilen baz1 degisiklikler meydana gelir. Prolifere olan endometriyal stromal
fibroblastlar morfolojik ve fizyolojik farklilasmalar  gosterirken,
ekstraselliiler matriks (ESM) molekiillerinin yapis1 da yeniden sekillenir. Bu
donemde desidual hiicrelerin sekresyon ve sentez aktivitelerinin artigina
bagli olarak ESM molekiillerinin endometriyal stromadaki dagilimlarinda ve
kompozisyonunda biiyiik degisiklikler gdzlenir. Implantasyon igin uygun
ortamin hazirlanmasinda, endometriyal stromanin, O6zellikle de ESM
yapisinin  yeniden nasil sekillendigi tam olarak bilinmemektedir.
Desidualizasyon olaylarinda ESM  molekiillerinin ~ katildigr  sinyal
mekanizmalar1 hakkindaki bilgiler oldukca sinirhdir.

Blastosist implantasyonu i¢in sadece implantasyon penceresi olarak
bilinen luteal fazdaki kisa bir periyod boyunca endometriyumun reseptif
oldugu kabul edilmektedir. Son on yildaki yogun arastirmalar reseptivite
icin Ozel belirtegler oldugunu gostermistir. Endometriyumda eksprese edilen
fizyolojik sinyallerin biiyiik ¢ogunlugu, salgilanan proteinlerin icerigi, hiicre
yluzey reseptorleri, niikleer transkripsiyon faktorleri, hiicre yiizey
morfolojisindeki degisiklikler luteal faz boyunca arastirilmistir (Creus et al.
2002). Implantasyon pencere donemi ve implantasyon ovaryen steroidleri
trafindan kontrol edilir (Meseguer et al. 1998).

Insan endometriyumu; endometriyal bezler, stromal hiicreler,
fibroblastlar, endotelyal hiicreler, lenfoid hiicreler, endometriyum duvarmni
cevreleyen diiz kas  hiicreleri gibi farkli hiicrelerden olusur.
Endometriyumun bu kompleks yapisi kuskusuz hiicre dagilimina, hiicre

trafigine ve hiicreler arasi iletisime katkida bulunan farkli hiicrelerin
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diizenlenisini saglayan fibronektin ve laminin gibi bagka molekiilleri
gerektirir. Menstriiel siklus sirasinda endometriyum implantasyona
hazirlanmak igin bir seri dikkate deger degisiklikler gdosterir ve bu
degisiklikler erken gebelik doneminde de devam eder. Ddngiisel
endometriyal yenilenme, implantasyon, gebelik ve dogum, spesifik hiicre-
hiicre veya hiicre-ekstraselliiler matriks arasi etkilesime gerek duyar

(Atabekoglu 2002).

1.3.1. Uterin reseptivitenin diizenlenmesi

Menstruasyon doneminden sonra, gelisen folikiillerden salinan
estradioliin etkisiyle glanduler epitelin biiylimesi proliferatif fazda
gergeklesir. Ovulasyonla, korpus luteumdan salgilanan progesteron etkisiyle
endometriyum sekretuvar doku haline doniisiir (Brenner and West, 1975).
Temel olarak, endometriyal siklus boyunca endometriyal biiyliime ve
gelisme sirasinda meydana gelen onemli olaylarin biiyiik kismi bu iki
hormon ve onlarin reseptorleri tarafindan kontrol edilir (Lessey, 1998).
Insanlarda ve pekgok tiire ait ¢alismalarda, Ostrojen ve progesteron
reseptorleri stromal bolgede devam ederken implantasyon zamaninda
epitelyal hiicrelerde azaldigi goriilmiistiir. Bu azalma mekanizmalari
progesteron bagimlidir ve luteal faz defektlerinde gecikebilir (Lessey,
1996a). Normal implantasyonda, implantasyon penceresi doneminde
progesteronun artmasi pek¢ok proteinin ekspresyonuna neden olmasi
sebebiyle c¢ok oOnemlidir. Endometriyal epitelyal fonksiyon iizerine
stromanin parakrin etkisinde ve epitelyal gen ekspresyonu iizerinde
progesteronun direkt etkisi vardir (Lessey and Arnold, 1998b). Bununla
birlikte bu parakrin yollar, hem EGF ailesinin bir {iyesi olan avf3 integrinle
hem de osteopontin ligandi ile diizenlenir. EGF; 6 kDa biiytikliigiinde cesitli
hiicre tiplerinin proliferasyonunu uyaran mitojen bir biyolojik giice sahip
bliyiime faktoriidiir. Endometriyumun biiylime ve gelismesinde potansiyel
bir role sahiptir (Fisher and Lakshmanan, 1990).

Implantasyon ve trofoblast invazyonu halen gebeligin olusumundaki en
onemli kisitlayict faktdr olarak gosterilmektedir. Adezyon ve sonrasindaki

invazyon esnasinda anne ile embriyo arasinda goriilen molekiiler
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etkilesimler embriyonun implante olabilmesi i¢in hayati Onem tagir.
Gebeliklerin %60 kadar1 periimplantasyon doneminde kaybedilir. Bu
donemdeki kayiplarin en 6nemli sebeplerinden biri embriyo-maternal sinyal
sisteminde goriilen bozukluklardir (Duvan ve ark. 2003).

Implantasyon asamasinda hem desidua hem de trofoblastlar tarafindan
bir¢ok biiyiime faktorii sitokin ve parakrin faktor yaninda adezyon faktoriide
sentezlenir. Trofoblastlar ile endometriyum arasindaki iliski sitokinler (IL-
1,3,4,6,7,8,11,12) ile biiyiime faktorleri (EGF, FGF, PDGF, IGF, TGF)

arasindaki interseliiler sinyallerle diizenlenir (Duvan ve ark. 2003).

Sekil 6. Implantasyonda rol oynayan bazi molekiillerin ekspresyon zamani
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1.3.2. Endometriyum Reseptivitesinde Rol Oynayan Faktorler

1.3.2.1. LiF

Cesitli sistemlere ait dokularda biyolojik etkilere sahip, interlolin-6
ailesininden bir sitokindir. LIF ilk kez M1 fare miyeloid I16semi hiicre
serisinde makrofaj farklilagmasini uyarmasi nedeniyle hemopoetik faktor
olarak tanimlanmistir (Hilton, 1992). Kendi 6zel reseptoriine baglanirken,
gp 130’u da paylasilmis sinyal iletici reseptor partneri olarak kullanir. Gp
130 ile birlesmesi JAK/Tyk tirozin kinazlar1 aktive eder ve bdoylece
fonksiyonun gergeklestirir (Daikoku et al. 2004). LIF’in, fare ve insanida
iceren birgok tilirde diizenleyici rollere sahip oldugundan implantasyon i¢in
gerekli oldugu ifade edilmistir. Embriyo ve yetigkin dokularinda o6zellikle
uterusta yiiksek diizeylerde salgilanir (Kimber, 2005).

LIF, blastosist implantasyonu sirasinda meydana gelen hiicresel
farklilagma, ¢ogalma ve apoptozis olaylarinda etkili bir sitokindir (Daikoku
et al. 2004). Fare embriyosunun implantasyonun basarisinda ¢ok 6nemlidir.
Insan endometriyumundan salgilanan LIF maksimum sekresyonuna
menstrual siklusun 19.-25. giinlerinde ulasir, bu da implantasyon pencere
donemine uymaktadir. LIF ayn1 zamanda, oviduktun epitel hiicrelerinden de
sentezlenir (Senturk and Arici, 1998, Kimber, 2005). Farede LiF geninin
hedefli delesyonlar1 blastosistin uyku halinde kalmasina dolayisiyla
implantasyon basarisizliklarina yol agar (Daikoku et al. 2004). implantasyon
icin uterusun hazirlanmas: amaciyla gebeligin 4. gilinii fare uterus
bezlerinden LIF’in salgilandig1 gosterilmistir (Bhatt et al. 1991;
Hambartsoumian, 1998). Son yillardaki c¢alismalar, gebeligin 4. giiniinde
LIF ekspresyonunun bifazik oldugunu ve sadece uterin bezlerden degil ayni
zamanda blastosist cevresindeki stromal hiicrelerden de salgilandigini
gostermistir (Song et al. 2000).

Insan  sitotrofoblastik  hiicrelerinin  invaziv  davranislarinin
diizenlenmesinde LiF’in etkin oldugu gosterilmistir (Bischof et al. 1995).
LIF, trofoblastlar ile maternal desidual 16kositler arasindaki etkilesime
aracilik ederken erken plasentasyon doneminde de Onemli role sahiptir

(Tapia et al. 2008). LIF, trofoblast hiicreleri tarafindan hCG salinimini da
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uyarir (Kimber, 2005). Multipar kadinlarda ve tekrarlayan implantasyon
basarisizlig1 bulunan hastalarda LIF diizeyleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir fark bulunamasada agiklanamayan infertilite ve tekrarlayan
implantasyon basarisizligi bulunan durumlarda LIF ekspresyon defektleri
goriilmiistiir (Kimber, 2005, Hambartsoumian, 1998). LIF ekspresyonunun
diizenlenmesinde blastosistin rolii oldugu gosterilmistir (Perrier d'Hauterive
et al. 2004). LIF’ten yoksun farelerde luminal epitel yiizeyinde kalin
glikokaliks ve glikozil kalintilarinin anormal birikiminde ve pinopod
gelisiminde basarisizliklar goriilmistiir (Kimber, 2005).

LIF’in invivo olarak temel fonksiyonunun blastosistin biiyiimesini
diizenlemek ve implantasyonu baslatmak oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica,
LIF’in sitotrofoblastlarda hem fibronektin sentezini arttirarak hem de hCG
sentezini azaltarak trofoblastlarin daha invaziv hale gelmelerini sagladig: da
rapor edilmistir (Bischof et al. 1995, Nachtigall et al. 1996, Laird et al.
1997).

1.3.2.2. HOXA-10

HOX genleri gelisimsel olarak diizenlenen ve evrimsel olarak yiiksek
oranda multigen ailesine ait traskripsiyon faktorleridir. Bir HOX geni olan
HOXA-10 gelisen embriyoda genitotiriner bolgede ve yetiskin uterusunda
menstruel siklus ve gebelik boyunca endometriyal bezlerde ve stromada
eksprese edilir (Krumlauf, 1994). Progesteronun fareler ve insanlarda
HOXA-10 ekspresyonunun primer diizenleyicisi oldugu diistiniilmektedir
(Taylor et al. 1998, Lim et al. 1999).

Farelerde; blastosist, gebeligin 4. giliniinde uterin luminal epitele
baglanir. Tutunmanin baslamasiyla implante olan blastosistin ¢evresindeki
endometriyal stroma hiicrelerinde desidualizasyon denilen degisim meydana
gelir (Dey et al. 2004). Farelerde yapilan calismalarda, HOXA-10’nun
gebeligin 4. gliniinde uterin stromadan eksprese edildigi, 5. giinde blastosist
cevresinde olan desidual degisimin stromal hiicrelerdeki HOXA-10 geninin
carpici sekilde artmasiyla meydana geldigi ve 6.-8. giinlerde implantasyon
bolgesinin hem mezometriyal hem de anti-mezometriyal kutbunda

desidualize stromada ekspresyonun giderek arttigi gosterilmistir (Daikoku et
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al. 2004, Rahman et al. 2006). Ayn1 zamanda, farelerdeki genetik caligmalar
da HOXA-10 ekspresyonunun desidualizasyon i¢in gerekli oldugunu ortaya
koymustur (Benson et al. 1996). Farelerde HOXA-10'nun hedefli
delesyonlari, progesterona duyarli stromal hiicrelerin azalmasi yiiziinden

ciddi desidualizasyon defektlerine sebep olur (Rahman et al. 2006).

Sekil 7. Fare implantasyon siirecindeki molekiiler olaylar (Paria and et al.

2000’den alinmistir)
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Insanlarda  endometriyal epitel hiicrelerinde de HOXA-10
ekspresyonunun implantasyon pencere donemine karsilik gelen orta-
sekretuvar faz boyunca arttig1r gosterilmistir (Taylor et al. 1998). HOXA-
10’un hem farelerde hem de insanlarda fertilite ve implantasyon i¢in gerekli
oldugu belirtilmistir (Satokata et al. 1995). Uterusa HOXA-10 inhibit6riiniin
verilmesinin insan ve farelerde implantasyonu ciddi oranda azalttig1 ifade

edilmistir (Daftary and Taylor, 2000).

1.3.2.3. VEGF

VEGF ailesi VEGF-A, B, C, D, E, F ve PIGF icerecek sekilde yedi
tiyeden olusur. Dokularda en yaygin bulunan form VEGF-A olup akciger,

bobrek, kalp, adrenal bezler ve karacigerde yliksek oranda eksprese olur
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(Poltorak et al. 1997). VEGF endotel hiicreleri i¢in giiclii bir mitojendir ve
hem mikrovaskiiler permeabiliteyi artiran (Hoeben et al. 2004) hem de
vaskiilogenezis ile anjiogenezisi diizenleyen anahtar bir biiylime faktoriidiir
(Ferrera and Davis, 1997). VEGF’in iireme sisteminde de Onemli
fonksiyonlar1 vardir. Ovaryumda luteal faz anjiogenezisinde 6énemli oldugu
kadar folikiil gelisiminde de Onemlidir. Folikiiler sivida yiiksek
konsantrasyonda VEGF bulunmasi oositin daha iyi fertilize olmasina ve
embriyo gelisiminin daha iyi olmasina yol acar (Hazzard and Stouffer,
2000).

Shifren et al. (1996) insan endometriyumunda donemsel olarak
glandular epitel hiicre sitoplazmasinda ve stromada bol miktarda VEGF-A
mRNA ve proteini oldugunu, VEGF ekspresyonunun sekretuvar faz
boyunca arttigim1  ve ekspresyonun Ostrojen ve progesteron ile
indiiklendigini  gostermislerdir. Erken embriyonik gelisim boyunca
embriyonun endometriyum ile iliski kurmasindan hemen sonra canliliginin
devam edebilmesi i¢in anjiogenezis gereklidir ve anjiogenezis i¢cin VEGF
¢ok onemli bir faktordiir (Kriissel et al. 2003, Wollenhaupt et al. 2004,
Lecouter et al. 2004). VEGF bu anjiyogenik hareketi, endotel hiicresi
tizerinde bulunan VEGFR-2’nin tirozin kinaz reseptoriine baglanmasi
yoluyla diizenler (Hanahan and Folkman, 1996).

Uterin damarlar, fetusun artan ihtiyacina cevap olarak hem yeni dallar
olusturur hem de genisler. Endometriyum, desidua ve plasenta anjiogenik
bliyiime faktorleri agisindan zengindir. Genellikle, anjiyogenez siireci
VEGF, bazik Fibroblast Growth Factor (bFGF) veya Plasental Growth
Factor (PIGF) tarafindan baslatilir. Anjiyogenez siirecinde yeni damarlarin
fonksiyonel olarak olgunlagmasi ekstraseliiler matriks-indirgeyici proteazlar

ve spesifik adezyon reseptorlerinin ekspresyonlar ile gerceklesir.
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Sekil 8. Blastosist endometriyum etkilesimi. (Castro-Rendon et al. 2006’dan
alinmistir)

ovaryum

1
trofoektoderm
[}
~ Qe farklilagmasi
VEGE " I 11' a5 1 integrin

v
anjiyogenezis  sinsityotrofoblast farkllagir [

" . f—‘“-ﬂ-._, _
et o P {
Va'd I‘ ? '

endometriyum

Disi ilireme yasami boyunca anjiyogenezis korpus luteum ve
endometriyumun menstrual siklusu boyunca diizenli olarak meydana gelir
(Caroline et al. 2001). Yapilan bir ¢alismada, blastosistlerin VEGF mRNA
eksprese ettikleri gosterilerek embriyonun anjiogenezisi indiikledigi ileri

stiriilmiistiir (Satokata et al. 1995).

1.3.2.4. integrin B3

Integrinler Ca™ ve Mg™ bagimli hiicre yiizey glikoproteinleridir. Alfa
ve beta olarak tanimlanan iki farkli alt birimden meydana gelirler. Bugiine
kadar c¢esitli hiicrelerde 18 alfa ve 8 beta alt birimi tesbit edilmistir.
Integrinler, ligandlar1 araciligiyla ECM ve hiicre iskeleti arasinda baglanti
kurarlar. Integrin ligandlar1 arasinda, kollojen, laminin, fibronektin,
epiligrin, tenascin, Won Willebrand faktor, trompospondin, Vascular
Endothelial Adhesion Molecule (VCAM) bulunmaktadir.

Son yillarda yapilan c¢aligsmalar, integrinlerin iireme ile ¢ok yakin iliskili

oldugu gostermektedir. Endometriyal maturasyon ve reseptivitenin
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degerlendirilmesinde  farkli  integrin  altbirimlerinin  rolii  oldugu
diisiiniilmektedir.  Integrinlerin  fertilizasyon,  embriyogenezis  ve
implantasyon siirecinde ¢ok Onemli rolleri oldugu ve endometriyal
hiicrelerde integrin alt birimlerinin zayif veya eksik ekspresyonunun
implantasyon ve embriyo-endometriyal etkilesimlerdeki basarisizliga yol
actig1 ifade edilmektedir. Alfa ve beta integrin alt birimleri menstriiel
siklusun farkli devrelerinde farkli dagilim gosterirler, bu dagilim
paternindeki degisiklikler infertilitenin nedenlerinin bir bdliimiinden
sorumlu olabilir (Atabekoglu, 2002). Kadin infertilitesi ile iliskili molekiiler
defektlerin pek ¢ogu hala anlasilamamistir (Reddy et al. 2001).

Sekil 9. Integrin alt iiniteleri

Integrinler embriyogenezis boyunca hiicre-hiicre tutunmasini, hiicre
go¢iinii ve apoptozisi diizenler. Embriyonun invazyonu ve kanserin yayilimi
arasinda pek ¢ok benzerlik vardir. Implantasyon boyunca benzer spesifik
hiicre adezyon reseptorleri, onlarin ekstraseliiler matriks ligandlar1 ve
enzimlerinin ekspresyonlarina bagli olarak hiicresel etkilesim ve goc
meydana gelir. Implantasyon boyunca, integrinler hiicre polaritesinin
stirdiiriilmesinde, sinyal iletiminde ve plasental sitotrofoblastin ilerleyerek
gelisimlerinde de rol oynarlar. Yapilan deneylerle uterin reseptivitenin

kurulmasinda integrinin dnemli rolii oldugu gosterilmistir (Carson 1997).
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B3 integrin, av integrin alt birimi ile kovalent olmayan bag yaparak
fonksiyonel bir reseptor olusturur. Boylece fibronektin ve vitronektin gibi
cesitli 6zgiil hiicre dis1 matriks proteinlerine baglanir (Blystone et al. 1997)

Embriyonun uterus duvarina ilk olarak tutunmasindan sorumlu olan
adezyon molekiilleri integrin ve kaderinlerdir. Lessey et al. (1994)
integrinlerin implantasyon penceresi doneminde rol aldigini ve siklusun 20.-
24. giinleri arasindaki dort giinliik periyodda ozellikle glandular epitelde
sekresyonlarinin arttigini rapor etmislerdir. Siklusun 20. giiniinde aniden
ortaya ¢ikan ve vitronektin reseptorii olan ovp3’in implantasyon
penceresini actigin1 ve ovulasyondan siklusun 24. giinline kadar mevcut
olan fibronektin reseptdrii a4p1’in ortadan kalkmasinin ise implantasyon

penceresini kapattig1 gostermislerdir (Lessey and et al. 1994).

Sekil 10. Reseptif endometriyumda integrin profili (Staun-Ram and Shalev
2005’den alinmistir).
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Ostrojen ve progesterona bagimli olarak insan endometriyum
epitelinde, implantasyon penceresi doneminde en iyi iki belirtecin, avp3
integrin sekresyonu ve pinopod olusumu oldugu belirlenmistir. Son
zamanlardaki deneysel c¢alismalarda, endometriyal hiicrelerdeki maternal
HOXA-10 geninin B3 integrin ve pinopod olusumu iizerinde ¢ok Onemli
diizenleyici etkisi oldugu gosterilmis ve ovulasyondan sonraki 7.-8. giinde
endometriyum epitelinde avp3 integrinin ekspresyon yogunlugunun asiri
derecede arttig1 goriilmiistiir (Creus et al. 2002).

Gebeligin baslangicinda trofoblast tutunmasiyla integrindeki degisimler
eszamanlidir. Intrauterin bilyiime geriligine neden olan luteal faz defektleri
ve vaskiiler problemler integrinlerdeki anomalilerle agiklanabilir (Merviel et
al. 2001).

avP3 spesifik bir vitronektin reseptdrii olup, menstiirel siklusun 19.
giinlinde endometrial epitelde belirmektedir. Bu ekspresyonun baslangici,
varsayilan acik implantasyon penceresine denk gelmektedir. Bu expresyon

avfB3’iin implantasyonda 6nemli rol oynadig1 gosterir (Atabekoglu, 2002).

1.3.2.5. Aktin

Mikrofilamentler hiicre iginde cesitli sekillerde organize olabilirler.
Cogu hiicrede mikrofilamentler plazmalemmanin hemen altinda hiicre
korteksi denilen ince bir kilif olustururlar. Bu mikrofilamentler endositoz,
ekzositoz ve hiicre hareketi gibi zar fonksiyonlariyla ilgilidirler.
Filamentlerin  sitoplazmik  bilesenlerin  hareketlerinde onemli  rol
oynadiklarina inanilmaktadir. Aktin filamentleri kas hiicrelerinde yapisal
olarak kararli olsalarda diger hiicrelerde kolayca ayrilip tekrar bir araya
gelebilirler. Aktin filamentiyle ilgili etkinliklerin ¢ogu miyozinle aktinin
etkilesimi sonucu olur (Ross, 2003; Junqueira, 2003; Kierszenbaum, 2006)

Implante olan blastosist c¢evresinde endometriyal stromanin
degismesiyle meydana gelen desidual reaksiyon, kemirici ve diger memeli
tiirlerinin gebeliklerinin basarili bir sekilde kurulmasinda ¢ok Onemlidir.
Fibroblast benzeri stromal hiicrelerin desidual hiicrelere doniisiimii, yeni bir

doku tipinin morfogenezini ve bu hiicrelerin yapisal ve biyokimyasal
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yapisinda belirgin degisiklikleri igerir (Timothy et al. 1998). Desidual
reaksiyon, implante olan blastosistte maternal immiinoglobiilinlerin gegisine
izin vermeme ve embriyo invazyonunun sinirlandirilmasi gibi 6zellikleri de
igerir.  Desidual hiicrelerde makromolekiillerin  senteziyle birlikte
intermediyet filamentler, lipid ve glikojen biriktirilir. Bu hiicreler arasinda
gap ve adherens baglantilar1 bulunmaktadir ve prostaglandinlerin
retildigine dair kanitlar vardir. Stromal fibroblastlarin baslattig1 desidual
farklilagma siireci aktin filamentlerinin ekspresyonuyla karekterize edilir.
Desidual degisime maruz kalan sigan stromal hiicrelerinde, luteotropik
faktor ve desmin gibi farkli molekiillerin {retildigi de gosterilmistir
(Abrahamsohn and Zorn 1993, Timothy et al. 1998).

Implantasyon periyodu boyunca desidual hiicrelerin olusumuyla uterin
stromal hiicrelerde hiicre iskeletine ait elementlerin degisimi gibi hiicresel
degisimler goriiliir (Carson et al. 1992). Intermediyet filamanlar epitel
hiicrelerinin mekanik stabilitesinin saglanmasinda 6nemli role sahiptir
(Makker and Singh, 2006). Bu degisimler; alfa diiz kas aktininin (a-SMA)
artisini, desmin gibi intermediyet filamentlerin ve lamininin hiicresel artigini
igerir.  Sican uterusunda desidualizasyon boyunca uterin stromal
hiicrelerdeki a-SMA’nin arttig1 ve erken gebelik boyunca uterus epitelinde
aktinle iliskili proteinler ve aktin filamentlerinin dagilimimin degistigi
belirlenmistir (Timothy et al. 1998).

Desidualizasyon boyunca stromal hiicreler, konseptustan bagimsiz
olarak ilk once cogalir ve ardindan farklilagirlar. In vivo ve in vitro
calismalar desidualizasyon siirecinde iki faz oldugunu gostermistir. 11k faz;
proliferatif fazdir ve stromal fibroblastlar tarafindan a-SMA eksprese edilir.
Ikinci faz ise; desidualize stromal fibroblastlardan a-SMA’nin down-
regiilasyonu ve insulin-like growth factor binding protein-1’in (IGFBP-1)
ekspresyonu ile karekterizedir. IGFBP-1 ekspresyonu konseptusun varligina
bagimlidir ve hormonlar tarafindan diizenlenir. Ekstraseliiler matriks
proteinleri ve stromal hiicre integrinleri arasindaki iligki a-SMA tarafindan

diizenlenir (Kim et al. 1999).
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1.4. Sildenafil Sitrat (Viagra®)

Sildenafil, siklik guanozin monofosfat (cGMP)-spesifik fosfodiesteraz
tip 5'in (PDES) oral etkili, giiclii ve selektif bir inhibitoriidiir. Sildenafil, bu
etkisiyle korporal diiz kaslarda ¢cGMP konsantrasyonunu arttirarak, nitrik
oksidin gevsetici etkisini giiclendirir. Sildenafil sitratin kan akimindaki
kontrolii, stingersi dokudaki endotel ve sinir hiicrelerinden salgilanan nitrik
oksid (NO) tarafindan saglanir. NO, atardamar duvarlarinin genislemesini
saglayan ¢cGMP yapimint uyarir (McCann et al. 2003). Sildenafil sitrat,
cinsel uyar1 ile cGMP yapimi arttiginda devreye girer ve ortamdaki
cGMP'yi pargalayan enzimleri baskilayarak cGMP'nin etkinligini artirip,
sertlesmeyi ve sertlesmenin uzun slirmesini saglar. Ereksiyonun hiicresel
kontrolii cAMP ve daha 6nemlisi cGMP lizerinden gerceklesmektedir. Post
ganglionik sinir uglar1 ve damar endotelinde L-arjininden nitrik oksid
sentetaz enzimi yardimiyla sentez edilen nitrik oksid guanilat siklaz1 aktive
ederek guanozin trifosfattan cGMP yapimini saglar (Refuerzo et al. 2006)

cGMP ereksiyon i¢in mutlak gerekli olan kavernozal diiz kas
gevsemesinin temel molekiilidir. Sinuzoidal gevseme, arteriyel giris ve
vendz ¢ikis direncinin artmasi penisin rijid ereksiyonu ile sonuglanacaktir.
Bunun icin, ¢cGMP’i dokuda yiiksek diizeyde tutacak bir ilag dogal
mekanizmay indiikleyerek ereksiyonla sonuglanacaktir. cGMP’nin korpus
kavernozum diiz kasinda inaktif hale ge¢mesi i¢in gerekli enzim
fosfodiesterazdir (Ergen ve Tekin, 1999).

Son caligsmalar, sildenafil sitratin kadin tireme sisteminde de etkileri
oldugunu gostermistir. Hem hayvan modellerinde hem de gebe olmayan
disilerde Sildenafil sitrat genital kan akimini artirmaktadir. Gebelik boyunca
c¢GMP’nin birikimi ve fosfodiesterazin inhibitor etkisiyle maternal pelvik
kan damarlarinin vazodilatasyonuna yol acar. Sildenafil bu yiizden pre-
eklamside, smirli fetal biiylime gosteren olgularda ve hipokside
uteroplasental kan akimini artirmasiyla terdpatik role sahip olabilir. infertil
hastalarda, intravaginal Sildenafil sitrat kullanimiyla uterin arterde kan
akiminin arttig1 gosterilmistir (Refuerzo et al. 2006).

Basaril1 bir implantasyon i¢in minimal endometriyal kalinligin 7-8 mm

olmas1 gerekmektedir. Vaskiiler kan akiminin saglanmasiyla endometriyal
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gelisimin saglanmasi miimkiin olabilmektedir (Zinger et al. 2006). Jerzac et
al. (2008) yaptig1 calismada, vajinal sildenafil kullaniminin dogal dldiiriicii
hiicrelerinin (NK) aktivitesini 0nemli oranda azalttigini, bunun aksine
endometriyum kalinligint da artirdigin1 gostererek {ireme basarisizligi
gecmisi olan kadinlarda gebelikten once Sildenafil sitrat kullaniminin
teropatik bir secenek olarak kullanilabilecegini agiklamistir. Bunun yam
sira, Nitrik oksid proliferatif fazda uterin kan akimimni diizenlerken
implantasyon penceresi boyunca endometriyumdaki diizeyleri zararli etki
gosterebilir (Sher and Fisch, 2000). Yapilan bir ¢alismada, NO aracili
salinan TNF-a gibi sitokinlerin, NK hiicrelerini aktive ederek implantasyon
basarisizliklarina sebep oldugu gosterilmistir (Barroso et al. 1998). Ancak,
embriyo transferi yapilacagi zaman endometriyumun minimal NO’e maruz

kalmasinin faydali olabilecegide rapor edilmistir (Sher and Fisch, 2000).

Sekil 11. Sildenafilin etki mekanizmasi.
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2. AMAC VE KAPSAM

Bu caligmanin amact endometriyum reseptivitesinde olduk¢a énemli rol
oynayan LiF, HOXA-10, VEGF, Integrin B3 ve Aktin’in ekspresyonlarini
implantasyon penceresi ddoneminde immiinohistokimyasal olarak gostermek
ve endometriyum tizerindeki etkileri heniiz bilinmeyen Sildenafil sitratin bu
belirtecler lizerine etkilerini arastirmaktir. Endometriyumun
reseptivitesindeki problemler gebeligin gerceklesmesindeki en biiyiik
engellerden biridir ve Yardimci Ureme Teknikleri uygulamalarinda bagariy
sinirlayict bir etkendir. Endometriyum reseptivitesinin belirlenmesinde pek
cok faktor rol oynamakta ve implantasyon penceresi olarak adlandirilan
oldukca kisa bir zaman diliminde bu faktorler birbirlerini tetikleyerek
reseptiviteye katkida bulunmaktadir. Bu konuda pek ¢ok calisma yapilmig
olmasima ragmen heniiz reseptiviteyi saglayabilecek bir tedavi protokolii
gelistirilememistir. Calismamizin  sonucunda elde ettigimiz bulgular,
Sildenafil sitratin disi si¢canlarda endometriyum reseptivitesinde kullanilan
belirteclerinden bir kismina olan etkilerini literatiirde ilk kez ortaya ¢ikarmig
olup olasi tedavi yontemlerine 151k tutacak niteliktedir.

Calismamizda, Kontrolli Ovaryen Stimiilasyon (KOH) uygulanmis
sicanlarda sildenafil sitratin endometriyum reseptivitesinde rol oynayan bazi
belirteclere olan etkisini arastirdik. Bilindigi gibi embriyo implantasyonu
endometriyum  ile  blastosistin  eszamanli  etkilesimine  baglidir.
Endometriyumun reseptif olmamasi implantasyon ve dolayisi ile de gebelik
basarisizliginin en biiylik sebebidir. Endometriyumun reseptif oldugu
donem c¢ok kisadir, bu donem implatasyon penceresi olarak adlandirilir ve
insanlarda ovulasyon sonrasi 5.-9. giinde (menstruasyon dongiisiiniin 20.-24.
giinleri) ve sican ile farelerde ciftlesmeden sonraki 3.-5. giinler arasinda
goriilir. Endometriyum reseptivitesini blastosistten gelen sinyallerden
hormonlara kadar pek cok faktor etkilemekte ve buna baglh olarak da
reseptiviteyi gosterebilecek pek c¢ok belirte¢ bulunmaktadir. Ancak, bu
belirteclerin hig¢ birisi reseptiviteyi tek basina kesin olarak gdsteremez. Biz
de bu calismamizda, Oncelikle reseptivite belirteci olarak kullanilan
sitokinlerden LIF, homeobox gen proteinlerinden HOXA-10, biiyiime

faktorlerinden VEGF, hiicre adezyon molekiillerinden Integrin B3 ve
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desidualizasyon belirteci olarak da aktin filamentinin ekspresyonlarini
eszamanlt olarak inceledik. Bunun yanisira erkek erektil disfonksiyon
tedavisinde yillardir basariyla kullanilan ancak endometriyum reseptivitesi
tizerine etkileri hi¢ bilinmeyen Sildenafil sitratin bahsettigimiz belirtecler
tizerindeki etkilerini inceledik. Ayrica, calismamizda IVF tedavisine giden
kadinlarda siklikla uygulanan KOH protokollerinden birinin uygulandigi
siganlar  ile uygulanmadigi  sicanlardaki reseptivite  belirteclerin

ekspresyonlari arastirilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma igin Kocaeli Universitesi Hayvan Arastirmalar1 Etik

Kurulu’ndan onay alimmustir (30.10.2007 tarih ve HAEK 30/1 say1).

3.1. Deney Hayvanlar

1-  Calismamizda, daha 6nce ¢iftlesmemis ve hi¢ bir deneye alinmamus, 3
aylik, 220-250gr agirliginda ve en az iki diizenli 5 giinlik Ostrus siklusu
geciren toplam 60 adet Wistar albino disi sigan kullandik.

2-  Sicanlardan her gilin ayni saatte vajinal smear aliarak Ostrus siklus
takibi yaptik.

3-  Arastirmada kullanilacak disi sicanlar1 dort gruba ayirdik.

Kontrol (K) grubu (n=15):

Disi siganlara asagida belirtilen gilin ve saatlerde ayni miktarda serum
fizyolojik subkutan (sc) verildi. 4. giin son dozdan sonra Ostriis evresinde
bulunan si¢anlar, disi/erkek orani 2/1 olacak sekilde bir gece kafeste
birakildilar. Ertesi sabah vajinal smearda spermiyum belirlenen disi si¢anlar

gebeligin sifirinci gliniinde kabul edildiler.

Sildenafil sitrat (Ss) grubu (n=15):

Disi siganlara metostrus (1. giin) ve didstrus evrelerinde (2.-3. giin) saat
10.00 ve saat 16.00 da ginde iki kez Sildenafil sitrat (Viagra®)
60mg/kg/glin (oral gavaj) verildi ve 4. giin saat 16.00 da Ostriis evresinde
bulunan si¢anlar, disi/erkek orani 2/1 olacak sekilde bir gece kafeste
birakildilar. Ertesi sabah vajinal smearda spermiyum belirlenen disi siganlar

gebeligin sifirinct giintinde kabul edildiler.
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Kontrolli Ovaryen Stimiilasyon (KOH) grubu (n=15):

Metostrus  (1.giin) saat 10.00 da: (GnRH antagonist (Cetrotide)
30ug/100gr agirlik (SC) ve tFSH (Puregon) 5U (SC), saat 16.00 da: rFSH
(Puregon) 5U (SC) uygulandi.

Diostrus (2. giin) saat 10.00 da: GnRH antagonist 30pg/100gr agirlik (SC)
ve rFSH 5U (SC), saat 16.00 da: rFSH 5U (SC) uygulandi.
Diostrus (3.gilin) saat 10.00 da: GnRH antagonist 30pug/100gr agirlik (SC) ve
rFSH 5U (SC), saat 16.00 da: rFSH 5U (SC) uygulandi.
Predstrus (4.giin) saat 16.00 da: hCG (Pregnyl) 5U (SC) uygulanda.

Son dozdan sonra Ostriis evresinde bulunan siganlar, disi/erkek orani 2/1
olacak sekilde bir gece kafeste birakildilar. Ertesi sabah vajinal smearda
spermiyum belirlenen disi siganlar gebeligin sifirinci giiniinde kabul

edildiler.

KOH + Ss grubu (n=15):

Metostrus (1. glin) saat 10.00 da: GnRH antagonist 30ug/100gr agirlik
(SC), rFSH 5U (SC) ve Sildenafil sitrat 60mg/kg/giin (oral gavaj), saat
16.00 da: rFSH 5U (SC) ve Sildenafil sitrat 60mg/kg/giin, (oral gavaj)
uygulandi.

Didstrus (2. giin) saat 10.00 da: GnRH antagonist 30ug/100gr agirlik (SC),
tFSH 5U (SC) ve Sildenafil sitrat 60mg/kg/giin (oral gavaj), saat 16.00 da:
tFSH 5U (SC) ve Sildenafil sitrat 60mg/kg/giin (oral gavaj) uyguland.
Diostrus (3. giin) saat 10.00 da: GnRH antagonist 30ug/100gr agirlik (SC),
tFSH 5U (SC) ve Sildenafil sitrat 60mg/kg/giin (oral gavaj), saat 16.00 da:
rFSH 5U (SC) ve Sildenafil sitrat 60mg/kg/giin (oral gavaj) uygulandu.
Predstrus (4. giin) saat 16.00 da: hCG 5U (SC) uygulandi.

Son dozdan sonra Gstriis evresinde bulunan siganlar, disi/erkek orani 2/1
olacak sekilde bir gece kafeste birakildilar. Ertesi sabah vajinal smearda

spermiyum belirlenen disi siganlar gebeligin sifirinci giiniinde kabul

edildiler.
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3.2. Laboratuar Calismalari

Her gruptan gebeligin 3. giiniinde (n=5), 4. gilinlinde (n=5) ve 5.
giinlerinde (n=5) eter anestezisi altinda hayvanlar1 uyutarak sakrifiye ettik
ve uteruslarini ¢ikartip %4 paraformaldehit igerisinde fikse ettik. Daha sonra
¢ikarilmis tiim dokulara normal doku takibi protokolii uyguland: ve dokular
parafinle bloklandi. Sum kalinliginda kesitler alarak LIF, HOXA-10, VEGF,
Integrin B3 ve Aktin antikorlarinin varhigi ve dagilimimi gdstermek igin
immiinohistokimya teknigi uyguladik.

Boyama asamasi bittikten sonra fotograf atagmanli Olympus BXS50F
151k mikroskobu ile tiim kesitleri inceledik ve gruplar arasindaki protein

ekspresyonu farkliliklari belirledik.

Immunohistokimyasal protokol

Lamlara aliman doku kesitleri 55°C’de bir gece, 65 °C’de 1 saat
bekletildi, deparafinizasyon ve dehidratasyon islemlerinden sonra distile
suda ve fosfat tuzu tamponunda (PBS, pH: 7.2-7.4) yikandi. Endojen
peroksidaz aktivitesinin inhibisyonu i¢in kesitler absolii metanol igerisinde
hidrojen peroksid (Biogenex HK 111-5K, % 3) ile 10dk muamele edildi.
PBS’de yikandi. Antijenik maskelenmenin giderilmesi i¢in kesitler 300 ml
sitrat tamponu (0.01M, pH: 6.0, 978ml dH20 i¢inde 2.94gr Tri-sodyum
sitrat ve 22ml HCI) icinde mikrodalga firinda iki kez {iger dakika 750W da
muamele edildi. PBS’de yikanan kesitler, LIF (N-18) (sc-1336), HOXA-10
(N-20) (sc-17158), VEGF (C-1) (sc-7269), Integrin B3 (MHF-4) (sc-53351)
ve anti-aktin (Sigma A-2066) primer antikorlariyla oda 1sisinda bir gece
inkiibe edildi. Distile su ve PBS’den gecirilen kesitlere sira ile 30’ar dakika
biyotinli sekonder antikor (Histostain-Plus Kit, 85-9943, Zymed / Donkey
anti-goat 1gG, sc-2042, Santa Cruz / Goat anti-mouse IgG, sc-2039, Santa
Cruz) ve streptavidin-peroksidaz kompleksi (Histostain-Plus Kit, 85-9943,
Zymed) uygulandi. PBS’den gegirilen kesitler, 3,3’ Diaminobenzidine
Tetrahydrochloride (DAB-Kit, 00-2020, Zymed) ile 2-5 dakika muamele
edildi. Distile su ile yikanan kesitlerin takipleri yapilarak kapatma

soliisyonu ile kapatildi. Immiinohistokimyasal kontrol kesitlerine primer

43



antikor uygulanmayip slire boyunca sadece PBS de bekletildi.
Immunohistokimya uygulanan doku kesitleri Olympus BXS50F 151k
mikroskobunda degerlendirildi.

3.3. Istatistiksel Degerlendirme

Kesitlerde immiinreaktivite gdsteren bolgelerin degerlendirilmesi
birbirinden bagimsiz iki histolog tarafindan korlemesine yapildi. Olympus
mikroskopta x 400 biiyiitmede her kesit i¢in bes alanda immiinreaktivite
yogunlugu incelendi. Boyanmanin olmamasi (-), zayif boyanma (+), iliml
boyanma (++), yogun boyanma (+++) olarak degerlendirildi.

Immiinreaktivitenin istatistiksel olarak degerlendirilmesi igin

Wilcox un isaret testi uygulandi. Istatistiksel onemlilik p<0.05 olarak alind.
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4. BULGULAR

4.1. LIF Grubu Bulgulan

4.1.1. Kontrol Grubu Bulgular

3. giin: Luminal epitelde (LE) (++) apikal yiizey ve (+) sitoplazma
boyanmasi mevcut. Glandular epitelde (GE) (+) apikal ve bazal yiizey
boyanmasi var. Stromada daginik durumda (++) stromal hiicre boyanmasi
varken, damarlarin endotelinde (+) boyanma var. Miyometriyumda
boyanma yok.

4. giin: LE’de yer yer (++) apikal yiizey boyanmasi mevcut. GE’de (+)
apikal ve bazal yiizey boyanmasi var. Stromal hiicrelerde (+) boyanma var.
Kiiciik damarlarda (+) endotel boyanmasi varken miyometriyumda boyanma
yok.

5. glin: LE’de yer yer (++) apikal ylizey ve sitoplazma boyanma var. GE’de
(++) apikal yiizey ve sitoplazma boyanmasi var. Stromada yer yer (+)
stromal hiicre boyanmasi var. Kiigiikk damarlarda (++) endotel boyanmasi

varken miyometriyumda boyanma yok.

4.1.2. Sildenafil sitrat Grubu Bulgular1

3. giin: LE’de yer yer (+++) apikal yiizey ve (++) sitoplazma boyanmasi var.
GE’de (++) apikal yilizey ve sitoplazma boyanma var. Stromada bazi
bolgeler de daha fazla olmak {izere yaygin (++) stromal hiicre boyanmasi
var. Kiiclik damarlarda (+) endotel boyanmasi varken miyometriyumda
boyanma yok.

4. giin: LE’de (+++) apikal ylizey boyanmasi ve yer yer (++) sitoplazma
boyanmasi var. GE’de (++) apikal yilizey ve sitoplazma boyanma var.
Stromada yaygin olarak (++) stromal hiicre boyanmasi var. Kiiciik
damarlarda (+) endotel boyanmasi varken, miyometriyumda spesifik

boyanma yok.
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5. giin: LE’de (+++) apikal yiizey ve sitoplazma boyanmasi var. GE’de yer
yer (+) apikal yiizey boyanmasi var. Stromada az sayida stromal hiicrelerde
(+) boyanma var. Kiigiik damarlarda (+) endotel boyanmasi varken

miyometriyumda boyanma yok.

4.1.3. KOH Grubu Bulgulan

3. glin: LE’de yer yer (+) apikal yiizey boyanmasi var. GE’de kismen (+)
apikal ylizey ve sitoplazma boyanma var. Stromal hiicrelerde boyanma yok.
Kiiclik damarlarda yer yer (+) endotel boyanmasi varken miyometriyumda
boyanma yok.

4. giin: LE’de kismen (++) apikal yiizey boyanmas1 var. GE’de yer yer (+)
apikal ylizey boyanmasi mevcut. Stromal hiicrelerde (+) boyanma var.
Damarlarda boyanma yok. Miyometriyumda boyanma yok.

5. giin: LE’de yer yer (+) apikal yiizey boyanmas1 var. GE’de boyanma yok.
Az sayida stromal hiicrede (+) ve damarlarda yer yer (+) endotel boyanmasi

var. Miyometriyumda boyanma yok.

4.1.4. KOH + Ss Grubu Bulgular:

3. giin: LE’de ve GE’de yer yer (+) apikal yiizey boyanmasi var. Stromal
hiicre boyanmasi yok. Kii¢iik damarlarda yer yer (+) endotel boyanmasi var.
Miyometriyumda boyanma yok.

4. giin: LE’de yer yer (+) apikal ylizey boyanmasi varken GE’de (+) apikal
ylizey ve yer yer (+) bazal ylizey boyanmasi mevcut. Stromada (++) stromal
hiicre boyanmas1 mevcut. Kiigiik damarlarda yaygin (+) endotel boyanmasi
varken miyometriyumda boyanma yok.

5.giin: LE’de yer yer (++) apikal sitoplazma ve bazal yiizey boyanmasi var.
GE’de yer yer (+) apikal sitoplazma boyanmasi var. Stromada yaygin (++)
stromal hiicre boyanmasi var. Damarlarda (+) endotel boyanmasi varken

miyometriyumda boyanma yok.
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4.2. HOXA-10 Grubu Bulgular

4.2.1. Kontrol Grubu Bulgular:

3. giin: LE’de yer yer (++) apikal ylizey boyanmas1 var. Az sayida GE’de
(+) apikal ve bazal yiizey boyanmasi var. Stromada az sayida stromal
hiicrede (+) boyanma var. Damarlarda (+) endotel boyanmasi var,
miyometriyumda boyanma yok.

4. giin: LE’de genel olarak (++) apikal ylizey boyanmasi var. GE’lerde (+)
apikal ylizey ve bazal yilizey boyanmasi mevcut. Stromada az sayida stromal
hiicrede (+) boyanma varken, damarlarin endotelinde (+) boyanma var.
Miyometriyumda boyanma yok.

5. gin: LE’de yer yer (+) apikal yiizey boyanmasi var. GE’de (+) bazal
ylizey boyanmasi var. Stromada az sayida stromal hiicrede (+) boyanma var.
Az sayida damarda (+) endotel boyanmasi var. Miyometriyumda boyanma

yok.

4.2.2. Sildenafil sitrat Grubu Bulgular1

3. giin: LE’de yaygin sekilde (++) bazal ylizey boyanmasi1 ve (+) apikal
ylizey boyanmasi varken GE’de (++) apikal ve bazal yiizey boyanmasi
mevcut. Stromada olduk¢a yaygin sekilde stromal hiicrelerde (+++)
boyanma var. Damar endotelinde yaygin olarak (++) boyanma varken,
miyometriyumda boyanma yok.

4. giin: LE’de (++) apikal ve bazal yilizey boyanmasi varken GE’de (+)
apikal yiizey boyanmasi mevcut. Stromada c¢ok yaygin sekilde stromal
hiicrelerde (+++) boyanma var. Damar endotelinde (++) boyanma varken,
miyometriyumda boyanma yok.

5. glin: LE’de yer yer (++) apikal ve bazal yiizey boyanmasi var. GE’de yer
yer (+) apikal ve bazal yiizey boyanmasi var. Stromal hiicrelerde (++)
boyanma var. Az sayida damarda (+) endotel boyanmasi varken

miyometriyumda boyanma yok.
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4.2.3. KOH Grubu Bulgulan

3. glin: LE’de yer yer (++) apikal yiizey boyanmasi var. GE’lerin bir
kisminda (++) apikal yiizey boyanmasi var. Stromada az sayida stromal
hiicrede (+) boyanma varken kiiciik damarlarda yer yer (+) endotel
boyanmasi gdzlendi. Miyometriyumda boyanma yok.

4. gin: LE’de yer yer (++) apikal yiizey boyanmasi var. GE’lerin
bazilarinda (++) apikal ylizey boyanmasi var. Stromal hiicrelerde (++)
boyanma var. Kii¢iik damarlarda yer yer (++) endotel boyanmasi gozlendi.
Miyometriyumda boyanma yok.

5. glin: LE’de (++) apikal yilizey boyanmasi var. GE’de (+) apikal yiizey
boyanmasi1 var. Stromada az sayida str hiicrede (+) boyanma var.
Damarlarda genel olarak (++) endotel boyanmasi var. Miyometriyumda

boyanma yok.

4.2.4. KOH + Ss Grubu Bulgular:

3. giin: LE’de yer yer (++) apikal yiizey boyanmasi varken GE’de (++)
apikal ve bazal ylizey boyanmasi var. Stromada az sayida stromal hiicrede
(+) boyanma var. Damarlarda (+) endotel boyanmasi varken
miyometriyumda spesifik boyanma yok.

4. giin: LE’de (++) apikal ylizey boyanmasi var. GE’de (++) apikal ylizey ve
bazal ylizey boyanmasi var. Stromada 3. giline gore daha fazla sayida
stromal hiicrede (++) boyanma gozlenirken kii¢iik damalarda (++) endotel
boyanmasi gézlendi. Miyometriyumda boyanma yok.

5. giin: LE’de yaygin (++) apikal yiizey ve GE’de (++) apikal ve bazal
ylizey boyanmasi var. Stromal hiicrelerde (++) boyanma var. Damar
endotelinde genel olarak (++) boyanma varken miyometriyumda boyanma

yok.

4.3. VEGF Grubu Bulgular:

4.3.1.Kontrol Grubu Bulgularn
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3. giin: LE’de yer yer (+) apikal ylizey boyanmasi var. GE’de yer yer (+)
bazal ylizey boyanmasi var. Stromada az sayida stromal hiicrede (++)
boyanma var. Kii¢ilk damarlarda (++) endotel boyanmasi varken
miyometriyumda boyanma yok.

4. giin: LE’de kismen (+) apikal yiizey boyanmasi var. GE’de yer yer (+)
apial ve bazal ylizey boyanmas1 var. Stromal hiicrelerde (+) boyanma var.
Kiiciik damarlarda (++) endotel boyanmasi varken miyometriyumda
boyanma yok.

5. giin: LE’de yer yer (++) apikal yiizey ve sitoplazmik boyanma var. GE’
de (+) sitoplazmik boyanma var. Stromada az sayida stromal hiicrede (+)
boyanma var. Kii¢ilk damarlarda yer yer (++) endotel boyanmasi var.

Miyometriyumda boyama yok.

4.3.2. Sildenafil sitrat Grubu Bulgular1

3. giin: LE’de yer yer (++) apikal yiizey boyanmas1 var. GE’de genellikle
(+) sitoplazmik boyanma gozlendi. Stromada yaygin sekilde (++) stromal
hiicre boyamasi mevcut. Kii¢iik damarlarda (++) endotel boyamasi var.
Miyometriyumda boyanma yok.

4. giin: LE’de yer yer (++) boyanma var. GE’de (+) sitoplazmik boyanma
mevcut. Stromal hiicrelerde (+) boyanma gozlendi. Kiigiik damarlarda (++)
endotel boyamasi gozlendi. Miyometriyumda belirgin bir boyanma yok.

5. giin: LE’de yer yer (++) apikal ylizey ve sitoplazma boyanmasi mevcut.
GE’lerin bir kisminda (+) bazal yiizey boyanmasi var. Stromada yer yer
(++) stromal hiicre boyanmasit mevcut. Damarlarin hepsinde (++) endotel

boyanmasi var. Miyometriyumda sps boyanma yok.

4.3.3. KOH Grubu Bulgular

3.giin: LE’de boyanma saptanmadi. GE’de (+) sitoplazmik boyanma
goriildii. Stromada bazale yakin kisimlarda (+) stromal hiicre boyanmasi

var. Kiiciik ve orta tip damarlarda (++) endotelde boyanma var.

Miyometriyumda belirgin boyanma yok.
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4. glin: LE’de ve GE’de (+) sitoplazmik boyanma var. Stromada bazalde az
sayida stromal hiicrede (+) boyanma var. Kiiclik damarlarda (++) endotel
boyamas1 varken miyometriyumda spesifik boyanma yok.

5. gin: LE’de (++) sitoplazmik boyanma varken GE’de (+) sitoplazmik
boyanma var. Stromal hiicrelerde (+) boyanma var. Kiiciik ve orta tip
damarlarda (+) endotel ve duvar boyamasi var. Biiyiik damarlarda yer yer

(+) endotel boyamasi var. Miyometriyumda (+) boyanma gozlendi.

4.3.4. KOH + Ss Grubu Bulgular:

3. giin: LE ve GE’de (+) sitoplazma boyanmas1 mevcut. Stromal hiicrelerde
(+) boyanma var. Kiiclik damarlarda yer yer (+) endotel boyanmasi var.
Miyometriyumda boyanma yok.

4. giin: LE’de (++) sitoplazmik boyanma gozlenirken GE’de yer yer (+)
sitoplazmik boyanma go6zlendi. Stromada yer yer (+) stromal hiicre
boyanmasi varken kiicik damarlarda (+) endotel boyanmasi var.
Miyometriyumda boyanma yok.

5. glin: LE’de (+++) sitoplazma boyanma goézlendi. GE’de yer yer (+)
sitoplazma boyanmasi var. Stromada bazale yakin yerlerde (++) boyanma
var. Damarlanma ¢ok artmis, kiigilk damarlarda (++) endotel boyanmasi
varken orta tip damarlarda yer yer (+) endotel ve ¢ok az duvar boyamasi

var, biliyiik damarlarda boyanma yok. Myometriyumda boyanma yok.

4.4. Integrin p3 Grubu Bulgulan

4.4.1. Kontrol Grubu Bulgular

3. giin: LE’de (++) apikal ylizey ve membran boyanmast var. GE’de (+)
membran boyanmasi var. Stromada daginik ve seyrek sekilde (+) stromal

hiicre boyanmasi var. Kiiciik damarlarda (+) endotel boyamasi var.

Miyometriyumda boyanma yok.
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4. glin: LE’de ve GE’de (+) apikal ylizey boyanmasi var. Stromada stromal
hiicre boyanmasi yok. Kii¢iik damarlarda (+) endotel boyanmasi var.
Miyometriyumda boyanma yok.

5. giin: LE’de (++) apikal yiizey, bazal yiizey ve yer yer ve az miktarda
membran boyanmasi var. GE’de yer yer ve az miktarda (+) apikal yiizey
boyanmasi var. Stromada yer yer (++) stromal hiicre boyanmas1 var. Kiigiik
damarlarda (+) endotel boyanmas1 var. Miyometriyumda belirgin boyanma

yok.

4.4.2. Sildenafil sitrat Grubu Bulgular1

3. giin: LE’de ¢ok yaygin (+++) apikal yiizey ve membran boyanmasi var.
GE’de yer yer (+++) apikal yiizey, membran ve yer yer de bunlarla birlikte
bazal ylizey boyanmasi mevcut. Stromada olduk¢a yaygin (+++) stromal
hiicre boyanmas1 var. Kii¢clik damarlarda (+) endotel boyanmasi varken
miyometriyumda belirgin boyanma yok.

4. giin: LE’de (+++) apikal ylizey, bazal yiizey ve membran boyanmasi var.
GE’de (++) membran boyanmasi var. Stromada yaygin (+++) stromal hiicre
boyanmasi mevcut. Kiiciik damarlarda (+) endotel boyanmasi varken
miyometriyumda belirgin boyanma yok.

5. glin: LE’de (++) apikal yiizey ve yer yer membran boyanmasi var. GE’de
yer yer (++) apikal yilizey boyanmasi var. Stromada (++) stromal hiicre
boyanmas1 var. Az sayida damarda (+) endotel boyanmasi varken,

miyometriyumda belirgin boyanma yok.

4.4.3. KOH Grubu bulgular:

3. giin: LE’de (++) apikal yiizey boyanmasi varken GE’de yer yer (++)
apikal ylizey ve membran boyanmasi var. Stromada az sayida stromal
hiicrede (+) boyanma var. Kii¢iik damarlarda (+) endotel boyanmasi varken
miyometriyumda boyanma yok.

4. giin: LE’de (++) apikal yilizey boyanmasi varken GE’de (+) membran

boyanmasi var. Stromada az sayida stromal hiicrede (+) boyanma var.
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Kiiciik damarlarda yer yer (+) endotel boyanmasi var. Miyometriyumda
boyanmasi boyanma yok.

5. giin: LE’de yer yer (++) apikal ylizey ve membran boyanmasi varken
GE’de yer yer (+) membran boyanmasi var. Stromada az sayida stromal
hiicrede (+) boyanma varken damarlarda boyanma gozlenmedi.

Miyometriyumda belirgin boyanma yok.

4.4.4. KOH + Ss Grubu Bulgular:

3. giin: LE’de yer yer (+++) apikal yiizey ve bazal yiizey boyanmasi ve yer
yer ¢ok az membran boyanmasi var. GE’de (++) apikal yiizey ve yer yer
membran boyanmasi var. Stromada yaygin (++) stromal hiicre boyanmasi
var. Kiiglik damarlarda (++) endotel boyanmasi varken miyometriyumda
boyanma yok.

4. giin: LE’de ¢ok az yerde (+) apikal yiizey boyanmasi var. GE’de yer yer
(+) apikal yiizey boyanmasi var. Stromada yer yer (+) stromal hiicre
boyanmasi varken az sayida damarda (+) endotel boyanmasi var.
Miyometriyumda boyanma yok.

5. giin: LE’de az bolgede (+) apikal yiizey boyanmasi var. GE’de kismen
(+) apikal ylizey boyanmasi var. Stromada yer yer (++) stromal hiicre
boyanmasi varken kiicik damarlarda (+) endotel boyanmasi var.

Miyometriyumda boyanma yok.

4.5. Aktin Grubu Bulgularn

4.5.1. Kontrol Grubu Bulgular:

3. giin: LE’de yer yer apikal ylizeyde yogun olmak iizere (++) boyanma var.
GE’de yer yer belirgin (+) apikal yiizey ve daha az bazal yiizey boyanmasi
mevcut. Stromada bazal bolgede daha ¢ok olmak {izere (+) stromal hiicre

boyanmasi var. Damarlarda (+) endotel boyanmasi mevcut. Miyometiyumda

(+) boyanma gozlendi.
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4. gin: LE’de (+) apikal ylizey boyanmasi1 var. Bazale yakin az sayida
GE’de (+) bazal yiizey boyanmasi mevcut. Bazale yakin bazi stromal
hiicrelerde (+) boyanma var. Kiiclik kan damarlarinda (++) endotel
boyanmasi var. Miyometriyumda yer yer (++) boyanma mevcut.

5. giin: LE’de yaygin ve yer yer (++) boyanma mevcut. GE’nin ¢ogunda
lateral, apikal ve bazal yilizde (++) boyanma mevcut. Stromal hiicrelerde
(++) boyanma mevcut. Damar endotel ve duvarinda (++) boyanma

gdzlenirken miyometriyumda yer yer (+) boyanma gozlendi.

4.5.2. Sildenafil sitrat Grubu Bulgular1

3. glin: LE’de yaygin ve oOzellikle apikal ylizeyde (++) boyanma mevcut.
Bazi GE’lerin bazalinde, bazilarinin apikalinde, bir kismiminda hem bazal
hem apikalinde (++) boyanma mevcut. Stromada bazale yakin kisimda daha
fazla olmak iizere yer yer yiizeye yakin kisimlardaki stromal hiicrelerde
(++) boyanma mevcut. Bazi damar duvarlarinda (+) boyanma var.
Miyometriyumun yer yer (++) boyanma mevcut.

4. giin: LE’de apikal yilizeyde daha belirgin olmak iizere (+++) sitoplazmik
boyanma mevcut. GE’de (++) sitoplazmik ve bazal membran boyanmasi
goriiniiyor. Yiizeye yakin bolgelere kadar uzanan (+++) stromal hiicre
boyanmasi var. Damar endotel ve duvarinda (++) boyanma mevcut.
Miyometriyumda (++) boyanma mevcut.

5. giin: LE’de yaygin (++) sitoplazmik boyanma var. GE’de (++) belirgin
sitoplazma boyanmasi1 mevcut. Stromada bazalden yiizeye kadar uzanan
(++) stromal hiicre boyamasi1 var. Damarlarda (++) belirgin endotel ve duvar
boyanmasi mevcut. Miyometriyumda sirkiiler ve longitudinal tabakada yer

yer (++) boyanma mevcut.

4.5.3. KOH Grubu Bulgulan

3. glin: LE’de yer yer (++) apikal yiizey boyanmas1 mevcut. GE’de yer yer
(+) apikal, bazal yiizey ve sitoplazmik boyanma var. Stromada ¢ok az
stromal hiicrede (+) boyanmasi var. Damarlarda (+) endotel boyanmasi var.

Miyometriyumda (++) boyanma goézlendi.
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4. giin: LE’nin kismen apikal ylizeyinde (++) boyanma mevcut. Glandlarda
apikal ylizeyinde (+) boyanma mevcut. Stromada bazale yakin kisimda az
sayida stromal hiicrede (+) boyanma var. Tim damarlarin endotel ve
duvarinda (++) boyanma var. Miyometriyumda yer yer (++) boyanma
mevcut.

5. giin: LE’de ¢ok az kisminda (+) apikal ylizey boyanmasi varken GE’de
(+) sitoplazmik boyama gozlendi. Stromada bazal bolgede yogun olmak
izere (+) stromal hiicre boyanmasi var. Damarlarda (++) endotel ve duvar

boyamasi var. Miyometriyumda yer yer (++) boyanma var.

4.5.4. KOH + Ss Grubu Bulgular:

3. glin: LE’de yer yer (++) apikal sitoplazma boyanmasi mevcut. GE’de yer
yer (+) apikal ve bazal yiizey boyanmasi mevcut. Stromal hiicrelerde (+)
boyanma goézlendi. Biiylik damarlar hari¢ damarlarin ¢ogunda (++) endotel
ve duvar boyanmasi var. Miyometriyumda (+) boyanma var.

4. giin: LE’de yer yer (++) apikal ve sitoplazmik boyanma var. GE’de yer
yer (++) bazal yiizey ve sitoplazma boyanma var. Stromada daginik
durumda ve 3. giine gore daha fazla sayida (++) stromal hiicre boyanmasi
var. Damarlarda (++) endotel boyanmasi var. Miyometriyumda (++)
boyanma var.

S.gliin: LE’de (++) apikal ylizey ve sitoplazma boyanmasi var. GE’de (+)
bazal yiizey boyanmasi var. Stromada daginik durumda olmak iizere (++)
stromal hiicre boyanmasi1 var. Damarlarda (++) endotel boyanmasi var.

Miyometriyumda (++) boyanma gozlendi.

Istatistiksel Degerlendirme

LIF: 3. gin; LE ve GE’de en yogun immiinreaktivite Ss
grubunda, stromal hiicrelerde ise Ss ve kontrol grubunda
bulundu.

4. giin; LE ve GE’de en fazla Ss, stromal hiicrelerde ise

Ss ve KOH+Ss grubunda anlamlilik bulundu

54



HOXA-10:

VEGF:

Integrin B3:

Aktin:

5. giin; LE’de Ss grubunda, GE’de Kontrol, Ss ve
KOH+Ss grubunda, stromal hiicrelerde ise KOH+Ss

grubunda anlamlilik vardi.

3. giin; GE’de en fazla Ss ve KOH+Ss grubunda, stromal
hiicrelerde ve endotelde ise Ss grubunda anlamlik vardi.
4. giin; GE’de en fazla KOH+Ss grubunda, stromal
hiicrelerde ise Ss grubunda anlamlilik vardi.

5. giin; GE’de en fazla KOH+Ss grubunda, stromal
hiicrelerde Ss ve KOH+Ss grubunda, endotelde ise
KOH+Ss grubunda anlamlilik bulundu.

3. glin; LE’de en fazla Ss, stromal herelerde ise KOH+Ss
grubunda anlamlilik bulundu

4. glin; LE’de amlamli farklilik KOH+Ss grubunda
bulundu.

5. glin; LE’de anlamlilik KOH+Ss grubunda, stromal

hiicrelerde ise Ss ve. KOH+Ss grubunda bulundu.

3.giin; LE’de anlaml1 farklilik Ss ve KOH+Ss grubunda,
stromal hiicrelerde Ss grubunda, endotelde ise KOH+Ss
grubunda bulundu.
4. giin; LE, GE ve stromal hiicrelerde anlamli farklilik Ss
grubunda bulundu

5. giin; GE’de anlamli farklilik Ss grubunda bulundu.

3. giin; GE ve stromal hiicrelerde anlamlilik Ss grubunda,
endotelde ise Ss, Kontrol ve KOH+Ss grubunda bulundu.
4. giin; LE, GE ve stromal hiicrelerde anlamli farklilik Ss
grubunda bulundu

5. glin; LE ve endotelde anlamli farklilik Kontrol, Ss ve
KOH+Ss grubunda grubunda bulundu.
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Cizelge 3. Immiinohistokimyasal Boyanma Dereceleri.

3. gln 4. gln 5. glin
LE GE STR | END | MIYO LE GE STR | END | MIYO LE GE STR | END | MIYO
Kontrol ++ + ++ + - ++ + + + - ++ ++ + ++ -
LiF Ss -+ ++ ++ + - +++ ++ ++ + - -+ + + + -
KOH + + - + - ++ + + - - + - + + -
KOH+Ss| + + - + - + + ++ + - ++ + ++ + -
Kontrol ++ + + + - ++ + + + - + + + + -
HOXA1D LSS ++ ++ +++ ++ - ++ + +++ ++ - ++ + ++ + -
KOH + + + + - + + + ++ - ++ + + ++ -
KOH+Ss| ++ ++ + + - ++ ++ ++ ++ - ++ ++ ++ ++ -
Kontrol + + ++ ++ - + + + ++ - ++ + + ++ -
VEGE Ss ++ + ++ ++ - ++ + + ++ - ++ + ++ ++ -
KOH - + + ++ - + + + ++ - ++ + + + -
KOH+Ss| + + + + - ++ + + + - +++ + ++ ++ -
Kontrol ++ + + + - + + - + - ++ + ++ + -
INTEGRIN |Ss b+ F4 b4 + - -+ ++ +++ + - ++ ++ ++ + -
B3 KOH ++ ++ o+ + - ++ + + + - ++ + + - -
KOH+Ss| +++ ++ ++ ++ - + + + + - + + ++ + -
Kontrol ++ + + + + + + + ++ ++ ++ ++ ++ ++ +
AKTIN Ss ++ ++ ++ + ++ +++ ++ -+ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
KOH ++ + + + ++ ++ + + ++ ++ + + + ++ ++
KOH+Ss| ++ + + ++ + ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++ ++ ++
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S: Stroma
G: Gland
L: Limen

Tiim biiyiitmelerdeki
6l¢cekler 100 pum dir.

Sekil 12a. LiF kontrol grubu 3. giin X 160

Sekil 12b. LIF kontrol grubu 4. giin X 160

Sekil 12¢. LIF kontrol grubu 5. giin X 160
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Sekil 13b. LIF Sildenafil sitrat grubu 4.giin X 160

Sekil 13c. LIF Sildenafil sitrat grubu 5.giin X 64
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Sekil 14a. LIF KOH grubu 3.giin X 160

Sekil 14b. LIF KOH grubu 4.giin X 160

Sekil 14c. LIF KOH grubu 5.giin X 160
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Sekil 15a. LIF KOH + Sildenafil sitrat grubu 3.giin X 200

Sekil 15b. LIF KOH + Sildenafil sitrat grubu 4.giin X 100

Sekil 15¢. LIF KOH + Sildenafil sitrat grubu 5.giin X 160
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Sekil 16a. HOXA-10 kontrol grubu 3. giin X 200

Sekil 16b. HOXA-10 kontrol grubu 4. giin X 100

Sekil 16c. HOXA-10 kontrol grubu 5. giin X 100
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Sekil 17a. HOXA-10 Sildenafil sitrat grubu 3.giin X 40

Sekil 17¢c. HOXA-10 Sildenafil sitrat grubu 5.glin X 100
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Sekil 18a. HOXA-10 KOH grubu 3.giin X 100

Sekil 18b.HOXA-10 KOH grubu 4.giin X 100

Sekil 18c. HOXA-10 KOH grubu 5.giin X 100
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Sekil 19a. HOXA-10 KOH + Sildenafil sitrat grubu 3.giin X 160

Sekil 19c. HOXA-10 KOH + Sildenafil sitrat grubu 5.glin X 160
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Sekil 20a. VEGF kontrol grubu 3. giin X 100

Sekil 20b. VEGF kontrol grubu 4. giin X 100

Sekil 20c. VEGF kontrol grubu 5. giin X 200
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Sekil 21a. VEGF Sildenafil sitrat grubu 3.giin X 100

Sekil 21b. VEGF Sildenafil sitrat grubu 4.giin X 200

Sekil 21c. VEGF Sildenafil sitrat grubu 5.giin X 40
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Sekil 22a. VEGF KOH grubu 3.giin X 200

Sekil 22b. VEGF KOH grubu 4.giin X 100

Sekil 22¢. VEGF KOH grubu 5.giin X 200
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Sekil 23a. VEGF KOH + Sildenafil sitrat grubu 3.giin X 40

Sekil 23b. VEGF KOH + Sildenafil sitrat grubu 4.giin X 40

Sekil 23c. VEGF KOH + Sildenafil sitrat grubu 5.giin X 200
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Sekil 30a. Integrin B3 kontrol grubu 3.giin X 100

Sekil 30b. integrin B3 kontrol grubu 4.giin X 100

Sekil 30c. Integrin B3 kontrol grubu 5.giin X 100
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Sekil 30c. Integrin B3 Sildenafil sitrat grubu 5.giin X 100
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Sekil 30a. integrin B3 KOH grubu 3.giin X 200

Sekil 30b. Integrin p3 KOH grubu 4.giin X 100

Sekil 30c. Integrin B3 KOH grubu 5.giin X 100

71



Sekil 31a. integrin B3 KOH + Sildenafil sitrat grubu 3.giin X 100

Sekil 31b. Integrin B3 KOH + Sildenafil sitrat grubu 4.giin X 100

Sekil 31c. Integrin B3 KOH + Sildenafil sitrat grubu 5.giin X 40
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Sekil 28a. Aktin kontrol grubu 3. giin X 100

Sekil 28b. Aktin kontrol grubu 4. giin X 200

Sekil 28c. Aktin kontrol grubu 5. giin X 100
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Sekil 29a. Aktin Sildenafil sitrat grubu 3.giin X 40

Sekil 29b. Aktin Sildenafil sitrat grubu 4.giin X 100

Sekil 29¢. Aktin Sildenafil sitrat grubu 5.giin X 200
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Sekil 30a. Aktin KOH grubu 3.giin X 40

Sekil 30b. Aktin KOH grubu 4.giin X 100

Sekil 30c. Aktin KOH grubu 5.giin X 100
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Sekil 31c. Aktin KOH + Sildenafil sitrat grubu 5.giin X 100
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LIF primersiz boyanma X40

HOXA-10 primersiz boyanma X40

VEGF primersiz boyanma X100



Integrin B3 primersiz boyanma X64

Aktin primersiz boyanma X40



5. TARTISMA

Embriyo implantasyonu pekg¢ok tiir icin iiremenin olmazsa olmaz
adimidir. Basarili bir implantasyon i¢in; reseptif bir endometriyum,
blastosist evresindeki normal ve fonksiyonel bir embriyo ve her ikisi
arasinda esgiidiimlii iletisime gerek vardir. Ureme tibbinda implantasyon
basarisizliklar1 halen ¢6ziilememis en Onemli problemlerden biridir.
Implantasyon basarisizliklarinin ~ yaklagik  2/3’{iniin  yetersiz uterin
reseptivitesinin, 1/3’linden de embriyonun sorumlu oldugu diisiiniilmektedir
(Simon and et al. 1998b, Ledee-Bataille et al. 2002)

Fare ve siganlarda progesteron ve Ostrojenin uterus hiicrelerinin
proliferasyon ve/veya farklilasmasini zaman-uzamsal sekilde diizenleyen
esgiidiimlii etkileri implantasyon penceresini olusturur. Ornegin, gebeligin
birinci gilinlinde uterus epitel hiicreleri preovulatuvar 6strojen salgist etkisi
ile proliferasyona baglar. Yeni olusmus korpus luteumdan salgilanan
progesteron diizeyinin yiikselmesi 3. gilinden itibaren stromal hiicre
proliferasyonunu baglatir. Stromal hiicrelerin proliferasyonu 4. gebelik
giinliinde salgilanan ovaryen az miktarda Ostrojen ile daha da uyarilir.
Progesteron ve Ostrojenin bu esgiidiimlii etkileri uterus epitel hiicre
proliferasyonunun durmasi ve farklilagsmanin baglamasina yol agar (Huet et
al. 1989).

Normal gebelik sirasinda fare uterusunda aktif blastosist varligi
implantasyon reaksiyonu i¢in uyaricidir. Tutunma reaksiyonu 4. giiniin
tamamlanmasi ile bagsladiktan sonra implante olmakta olan blatosisti
cevreleyen stromal hiicreler yaygin sekilde prolifere olup desidua
hiicrelerine farklilasirlar (Lundkvist and Nilsson, 1982, Paria and et al.
2001).

Uterus duyarliligi, steroid hormonlart ve implantasyon yoniinden,
prereseptif, reseptif ve nonreseptif (refrakter) olarak smiflanmistir
(Psychoyos, 1973). Farede uterus gebeligin 4. giinlinde tam olarak reseptif
iken 1.-3. giinler arasinda prereseptif olarak degerlendirilir. Fare uterusu 24-
48 saat progesteron ile hazirlandiktan sonra az miktarda Ostrojene maruz

birakildiginda blastosist implantasyonuna reseptif hale getirilir. Kanitlar
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uterusun en fazla 4. giinde reseptif oldugunu ve implantasyon etkinliginin
zamanla azaldi@in1 gostermigstir. Siklusun 6. giiniinde uterus blatosist
implantasyonuna tamamen refrakterdir (Huet and Dey, 1990, Paria and et al.
1993).

Siganlarin implantasyon penceresi olarak bilinen fertilizasyondan
sonraki 3. ve 5. giinlerde birbirleri ile uyumlu olarak pespese etkilerini
gosteren pek ¢ok endometriyum reseptivite belirteglerinden birkagi olan
LIF, HOXA-10, VEGF, Integrin B3 ve Aktin ile yaptigimiz bu kontrollii
deneysel ¢calismamizda en carpicit bulgularimizi 6zetlersek;

En yogun LIF immiinreaktivitesi 3. ve 4. giinlerde luminal ve glandular
epitelde Sildenafil sitrat (Ss) grubunda gozlendi.

En yogun HOXA-10 imminreaktivitesi 3., 4. ve 5. giinlerde stromal
hiicrelerde Ss grubunda gdzlendi.

En yogun VEGF immiinreaktivitesi 3. glinde luminal epitelde Ss grubunda
gbzlendi.

En yogun Integrin f; immiinreaktivitesi 3. ve 4. giinlerde luminal epitel,
glandular epitel ve stromal hiicrelerde Ss grubunda gdzlendi.

En yogun Aktin immiinreaktivitesi 4. giinde luminal epitel, glanduler epitel
ve stromal hiicrelerde Ss grubunda gozlendi.

LIF, p3, HOXA-10, VEGF ve Aktin’in en az immiinreaktif oldugu sicanlar
(KOH) grubunda yer aldu.

LiF bulgularimiz ve literatiir

Endometriyal luminal ve glandular epitel hiicrelerinde LIF
immiinreaktivitesinin 3. ve 4. giinlerde Ss grubunda diger gruplardan daha
yogun oldugunu bulduk. Stromal hiicrelerde ise immiinreaktivite 3. gilinde
Ss ve kontrol grubunda, 4. giinde Ss ve KOH+Ss grubunda benzer iken, 5.
giinde ise en fazla KOH+Ss grubunda gozledik.

LIF ve reseptorleri hem ¢oziinebilir hem de zara bagli halde bulunurlar.
Immiinohistokimyasal ¢alismalarda LiF proteini luminal ve glandular epitel
yani sira stromada da gosterilmistir (Achache and Revel, 2006). LIF
farelerde gebeligin 4. giiniinde uterus bezlerinde eksprese olmasi nedeni ile

implantasyonda rol aldig1 diisiiniilmektedir (Bhatt et al. 1991). LIF’in 4.
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giindeki ekspresyonunun bifazik olduguna iliskin g¢alisma bulgular1 da
vardir; LIF sadece bezlerde degil tutunma aktivitesi sirasinda blastosistin
etrafindaki stromal hiicrelerde de eksprese olmaktadir (Rathjen et al. 1990).
Bu bulgu bizim bulgularimizla drtiismekte ve LiF’in uterusu hazirlamak,
tutunma reaksiyonunda ve desidualizasyonda yer almak seklinde ikili rolii
oldugunu diisiindiirmektedir.

LIF’in implantasyon iizerine molekiiler diizeydeki etkileri heniiz tam
olarak aydinlatilamamustir. Eksojen LIF verilmesi pek ¢ok tiirde embriyo
sagkalimini ve endometriyuma tutunmasini iyilestirmistir (Fry, 1992, Escary
et al. 1993, Song et al. 2000). LIF reseptorii olmayan embriyolar blastosist
evresine ilerleyip normal olarak implante olmalarina ragmen prenatal
donemde &lmektedirler (Ware et al. 1995). implantasyon déneminde en
yiiksek diizeyde olan LIF ekspresyonu pek cok tiirde progesteron ile
diizenlenmekle birlikte (Yoshida et al. 1996) fare uterusunda LIF
ekspresyonu Ostrojen tarafindan diizenlenir. Gebeligin 1. giiniinde, siklusun
ostrus evresinde uterus Ostrojen etkisi altindayken LIF ekspresyonu
gosterilmistir (Bhatt et al. 1991, Shen and Leder, 1992, Yang et al. 1996).
Deneysel olarak geciktirilmis implantasyon sirasinda uterusda LIF eksprese
olmamakla beraber Ostrojen enjeksiyonunu takiben eksprese oldugu ifade
edilmistir (Bhatt et al. 1991, Song et al. 2000). Gonadotropin uygulanmis
farelerde gebeligin 4. gliniinde yapilan immiinhistokimyasal bir ¢alismada
LIF ekspresyonunun luminal epitel apikal sitoplazmasinda, glandular epitel
sitoplazmasinda ve myometriyumda yogun olarak bulunurken, stromadaki
ekspresyon daha az bulunmustur. Endometrial epitel hiicre kiiltiiriinde
endometrial LIF sekresyonunun doza bagli olarak hCG ile de kontrol
edildigi bildirilmistir. (Perrier d’Hauterive et al. 2004). Bu arastirmalar
bizim bulgularimzi destekler niteliktedir. Ozellikle 4. ve 5. giinlerde
stromal hiicrelerdeki LIF immiinreaktivitesinin yogun olarak KOH+Ss
grubunda goriilmesi, gonadotropinlerin Sildenafil sitratla desteklendiginde
stromal hiicrelerin desidualizasyonuda Onemli rol oynayabilecegini

gostermektedir.
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HOXA-10 bulgularimiz ve literatiir

Bulgularimiza goére endometriyal glandular epitelde HOXA-10
immiinreaktivitesi 3. giinde en yogun Ss ve KOH+Ss grubunda goriiliirken
4. ve 5. giinlerde KOH+Ss grubunda daha yogundu. Stromada ise 3. ve 4.
giinde immiinreaktivite Ss grubunda en yogun iken 5. giinde Ss ve KOH+Ss
grubu benzerlik gdsteriyordu.

Insanlar ve farelerde HOXA-10 ekspresyonunun primer diizenleyicisi
progesterondur (Bentin-Ley et al. 1999). Blastosist tutunmasi endometriyal
pinopodlarin tepesinde gerceklesir. Blastosist adezyonu igin gerekli
reseptorler pinopod yiizeyinde lokalizedir. Endometriyal pinopodlarin
gelisimi orta luteal fazda LIF, progesteron ve avB3 ekspresyonunun artmasi
ile iligkilidir. HOXA-10 ekspresyonu endometriyal yiizey epitelinde dnemli
morfolojik degisikliklere yol acarak pinopod olusumunu kolaylastirir (Bagot
etal. 2001).

Farede HOXA-10 gebeligin 4. giinlinde uterin stromadan eksprese
edilir. Implantasyonun devamindaki 5. giinde blastosist cevresindeki
desidual degisim stromal hiicrelerdeki HOXA-10 geninin artig1 ile birlikte
meydana gelir. Bu ekspresyon 6. ve 8. giinlerde implantasyon bdlgesinin
hem mezometriyal hem de anti-mezometriyal kutbundaki desidualize
stromada giderek artar., HOXA-10 ekspresyonu stromal hiicre
proliferasyonunu diizenleyerek desidualizasyonu baglatir (Bagot et al.
2001). Farelerde yapilan genetik caligmalarda da desidualizasyon igin
HOXA-10’un gerekli oldugu gosterilmistir (Taylor et al. 1998, Lim et al.
1999, Paria and et al. 2000, Daikoku and et al. 2004, Mohammed and et al.
2006). Insanlarda yapilan bir prospektif kontrollii calismada GnRH
antagonistlerinin uterus reseptivitesi tizerine etkileri degerlendirilmistir.

HOXA-10 ekspresyonunun GnRH antagonisti uygulanan sikluslarda
GnRH agonist verilen ya da dogal seyrine birakilan kontrol hastalara gore
daha az oldugu bulunmustur. Bu {i¢ grup arasinda glandular hiicrelerde
HOXA-10 ekspresyonunun farkli bulunmamasina ragmen GnRH
antagonistlerinin kullaniminin endometriyal reseptiviteyi bozdugu yoniinde
yorumlanmistir (Rackow and et al. 2008). Godbole et al. (2007) luteal

fazdaki babun endometriyumunda luminal epitelin ¢ekirdek ve
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sitoplazmasinda, glandular epitelde ve stromada HOXA-10 ekspresyonu
gostermislerdir. Luminal epitel hiicrelerinin sitoplazma ve ¢ekirdeklerindeki
ekspresyon c¢ok belirginken luminal c¢ikintilarin apikal bdolgelerinde de
ekspresyon  oldugunu  gozlemislerdir.  Yaptiklar1  semikantitatif
degerlendirme, fonksiyonel tabakadaki HOXA-10 ekpresyonunun bazal
tabakadakinden iki kat daha fazla oldugunu gdstermistir. Benzer bulgular
insan ve farede de gosterilmistir (Daftary and Taylor, 2006).

HOXA-10 ekspresyonunun bozulmast ya da bloke edilmesi
desidualizasyon ve implantasyon basarisizliklarina yol agmaktadir (Makker
and Singh, 2006). HOXA-10 ayn1 zamanda integrin 3 ekspresyonunu da
diizenler (Daftary and et al. 2002). Yapilan literatiir arastirmalari
bulgularimizin 6nceki bulgularla benzerlik gosterdigini ortaya koymustur.
Calismamizda GnRH antagonisti kullanmis olmamiza ragmen ozellikle
endometriyal epitelde yogun HOXA-10 immiinreaktivitesinin KOH+SS
gruplarinda goriilmesi Sildenafil sitratin gonadotropinlerin reseptivite
tizerindeki olast olumsuz etkilerini 6nemli oranda azalttigi hatta tersine

cevirdigi seklinde yorumlanabilir.

VEGTF bulgularimiz ve literatiir

Endometriyal luminal epitelde 3. giinde en yogun VEGF
immiinreaktivitesi Ss grubunda, 4. giinde Ss ve KOH+Ss gruplarinda, 5.
glinde ise KOH+Ss grubunda gozlendi. Stromal hiicrelerde ise
immiinreaktivite 3. giinde en fazla Ss ve Kontrol (K) grubunda goézlenirken
5. ginde Ss ve KOH+Ss gruplarinda gozlendi. Damarlardaki
imminreaktivite agisindan gruplar arasinda anlamli  bir farklilik
gozlenemedi.

Implantasyon sirasinda uterus damar gecirgenligi ve anjiyogenezde
VEGF ¢ok onemlidir. Gebelik sirasinda ve steroid hormonlara yanit olarak
VEGF ve reseptorlerinin eksprese olduguna dair bulgular gdsterilmistir
(Chakraborty et al. 1995). Ostrojen ve progesteronun niikleer reseptorleri
aracilig1 ile VEGF’in transkripsiyonel ekspresyonunu hizla artirdiklart ileri
stiriilmiistiir (Hyder et al. 2000). Normal iireme siirecinde Ostrojenin uterin

anjiyogenezis i¢in gii¢lii bir uyarisi oldugu diistiniilmektedir, ¢iinkii vaskiiler
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gecirgenlik anjiyogenez i¢in bir 6n sarttir. Ancak, yapilan onceki ¢caligmalar
Ostrojen ve progesteronun bu stiregteki rollerinin farkli oldugunu; 6strojenin
uterin vaskiiler gegirgenligi baglatip anjiyogenezi yogun olarak baskilarken
progesteronun vaskiiler gecirgenligi c¢ok az etkileyip esas etkisini
anjiyogenez lizerinde gostermektedir (Ma et al. 1992). Bununla birlikte,
sigcanlarda, Ostrojenin tek basina luminal epitelde VEGF gen ekspresyonunu
aktive ederken progesteronun stromal bolgede aymi etkiyi baglattigi
gosterilmigtir (Karuri et al. 1998). Ayni zamanda, endometriyal hiicre
kiiltirinde hCG’nin VEGF iiretimini doza bagli olarak arttirdigi ve
anjiyogenik yanit1 potansiyalize ettigi de gosterilmistir (Berndt et al. 2006).
Insan ve diger primat endometriyumlarinda VEGF mRNA ve proteininin
hem stroma hem de glandular epitelde bulundugu da belirtilmistir (Gargett
et al. 2001).

Hornung et al. (1998), endometriyal glandular epitel hiicrelerinde
tretilen VEGF’in daha ¢ok apikalden bez liimenine salgilandigini ve
VEGF’in anjiyogenezde yer almaktan ziyade gelismekte olan blastosistin
beslenme ve/veya apozisyonunu etkiledigi one siirilmiistiir. Ancak, bazi
arastirmacilar, VEGF’in epitel hiicre bazal membranindan 6énemli miktarda
diffiize olarak subepitelyal kapiller komplekslerini etkileyecek gradiyenti
uyardigini savunmaktadirlar (Li et al. 2001, Albrecht et al. 2003a). Goodger
and Rogers (1993) embriyonun implantasyon doneminde endotel hiicre
proliferasyonunu degerlendirdikleri calismalarinda gebeligin 3. giinlinde
artan proliferasyonun 5. giinde tiim endometriyumu kapsadigini
gostermiglerdir. Insan endometriyumunda menstruel siklus boyunca
VEGF’in zaman-uzamsal ekspresyonuna iliskin bulgular oldukga farklilik
gostermektedir. Bazi calismalarda VEGF’in sekretuvar fazda arttifi
bazilarinda ise bifazik olup orta ve gec proliferatif donem ile sekretuvar
fazda arttig1 bildirilmistir (Torry et al. 1996, Shifren et al. 1996, Charnock
Jones et al. 2000). Tiim bu arastirmalara karsin, endometriyal endotel hiicre
proliferasyonunu agiklamak i¢in ne toplam glandular ne de stromal VEGF
tretiminin yeterli olmadig: ileri siiriilmiistiir (Gargett et al. 1999, Gargett
and Rogers, 2001).

Yapilan arastirmalarinda gosterdigi gibi VEGF ve anjiogenez konusu

oldukga tartigmalidir. Bizim bulgularimiza gére, VEGF’in luminal epitelde
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3. giinde Ss grubunda, 4. ve 5. giinlerde KOH+Ss grubunda yogun olarak
immiinreaktivite gostermesi VEGF’in blastosistin implantasyonunda énemli
oldugunu, gonadotropin uygulamasinin VEGF {izerinde zamana bagli olarak
etkinligini gosterdigini ve bu etkinligi Sildenafil sitratin artirdig1 seklinde
distiniilebilir.  Benzer  sekilde, stromal hiicrelerde de VEGF
immiinreaktivitesinin Ss ve KOH+SS gruplarinda yogun olmasi Sildenafil
sitratin gonadotropinlerle birlikte stromal hiicreleri uyararak olasi gebelige
karst damarlar tizerinde etki gosterdigini diisiindiirmektedir. VEGF
immiinreaktivitesi yogunlugunun damar endoteli iizerinde gruplar arasinda
anlamh farklilik gostermemesi Sildenafil sitrat ve gonadotropinler disinda

baska faktorlerinde endotel {izerinde rol oynadigini1 gostermektedir.

Integrin 3 bulgularimz ve literatiir

Endometriyal glandular epitel ve stromal hiicrelerde 3. giinde en yogun
Integrin B3 immiinreakivitesi Ss grubunda gozlenirken, 4. giinde luminal
epitel, glandular epitel ve stromal hiicrelerde en yogun immiinoreaktivite
yine Ss grubunda gézlendi.

Alfa ve beta integrinlerin heterodimerleri kollojen, laminin ve
fibronektin gibi ekstraseliiler molekiiller igin reseptor rolii oynarken
osteopontin  gibi ¢oziilebilir molekiillerden de sinyaller aktarirlar
(Humphries, 2000). a4 ve B3 gibi bazi integrinler siklus siiresince hem
stroma hem de epitel de siklusa bagli gen ekspresyonu degisimi gosterirler.
(Lessey et al. 1992). Normal fertil kadinda a4 alt birimi ovulasyon
doneminde glandular epitelde 14. giinde artmaya baglar ve siklusun 24.
giinii civarinda kaybolurken, B3 ekspresyonu hem glandular hem de luminal
epitelde 19.-20. giinde artar. B3 artis1 ve a4 azalisi reseptif faza denk geldigi
icin bu integrinlerin endometriyumun fonksiyonel olarak reseptif oldugu
zamant belirlemek i¢in kullanilabilecegi diistiniilmiistiir (Lessey et al. 1994,
Merviel et al. 2001). B3 integrin artisinin endometriyal epitel hiicre
kiiltiirlerinde blastosist tutunmasini arttirmasi nedeni ile morfolojik ve
islevsel olarak onemli oldugu diisiiniilmektedir (Simon et al. 1998a). Bu
goriisii destekler bigimde iireme performansi kotii olan kadinlarin ¢ogunda

siklusun 20. giinlinde integrin B3 artisinda yetersizlik gosterilmistir (Lessey
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et al. 1995). Bu durum bazi fertil kadinlarda da goriilmekle birlikte
aciklanamayan infertilitesi olan kadinlarda, endometriozusda,
hidrosalpinksde ve polikistik over sendromunda ¢ok daha siktir
(Vandromme et al. 1995, Meyer et al. 1997, Ota and Tanaka, 1997, Lessey,
2002a).

Gen ekspresyonundaki hemen fark edilemeyen degisimler herhangi bir
histolojik belirti olmadan da ortaya ¢ikabilir ve progesterona degismis
cevaba isaret edebilir. Integrin ekspresyonunda gecikmenin klinik &nemi
belirgin degildir ¢iinkii vakalarin ¢ogunda endometriyumdaki integrin
ekspresyonu siklusun ilerleyen donemlerinde aray1 kapatir. Bu nedenle, 33
ekspresyonunda gecikme ve {ireme basarist arasindaki iligkinin agik
olmamasi integrin ekpresyonunun endometriyal matiirasyon belirtisi olarak
degerlendirilebilecegi ancak B3 ekspresyonunun fonksiyonel reseptivite i¢in
bir gosterge olamayacagi da ileri stiriilmektedir (Sharkey and Smith, 2003).

B3 integrin ov integrin alt birimi ile kovalent olmayan bag yaparak
fonksiyonel bir reseptor olusturur. Boylece fibronektin ve vitronektin gibi
cesitli 6zgil hiicre dis1 matriks proteinlerine baglanir (Blystone et al. 1997).
Integrin avp3 heterodimeri arjinin-glisin-aspartik asid peptid {igiiliisii
(RGD) dizilimlerine baglanarak trofoblasti uterus epiteline baglayacak
hiicre-hiicre etkilesimini baglatir. avpf3 hem uterus epitelinde hem de
trofoblastta bulunur (Merviel et al. 2001). Farelerde blastosistde ve
endometriyumda implantasyon zamaninda avp3 integrin eksprese olur.
Notralizan antikor ya da oavp3 fonksiyonunu engelleyen echistatin
enjeksiyonu farede implantasyon oranlarini anlamli oranda azaltmaktadir
(Hodivala-Dilke et al. 1999, Illera et al. 2000).

Reseptif fazda luminal epitel apikal yiiziinde avp3 integrin eksprese
olur (Aplin et al. 1996). Bu epitelyal yerlesim embriyonik tutunma igin
potansiyel bir reseptér gorevi gérmektedir. (Lessey et al. 1996, Lessey,
2003). avp3 ekspresyonundaki gecikme ayni zamanda luteal faz defekti ile
dogrudan iligkilidir (Lessey et al. 2000). Desidualize endometriyum
hiicreleri de implantasyon zamaninda integrin degisimi gosterirler (Lessey
et al. 1994, Ruck et al. 1994). Sonug¢ olarak, endometriyal maturasyonun
avB3 integrin ekspresyonu ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir (Bourgain

Devroey, 2003).
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Yapilmis olan bu arastirmalar bizim bulgularimiz agisindan oldukca
onemlidir. Bulgularimiza gore integrin B3’lin 4. giinde 6zellikle luminal
epitelde yogun olarak immiinreaktivite gdstermesi blastosistin luminal
epitele tutunmasi agisindan 6nemini ortaya koymustur. Stromal hiicrelerdeki
B3 immiinreaktivitesi de, stromal hiicrelerin ekstraseliiler matriksdeki ¢esitli
yapisal glikoproteinlerle yakin iligkisinden dolay1 desidual reaksiyonun
gerceklesmesinde olduk¢ca Onemli katkilari oldugunu gostermektedir.
Sildenafil sitrat grubunda 4. giinde luminal ve glandular epitelle birlikte
stromal hiicrelerde de en yogun B3 immiinreaktivitesinin bulunmasi,
Sildenafil sitratin implantasyon ve desidulizasyon ac¢isindan ¢ok Onemli
etkileri olabilecegini ve gelecekte olasi tedavi protokollerinde yer

alabilecegini diisiindiirmektedir.

Aktin bulgularimiz ve literatiir

Endometriyal glandular epitel ve stromal hiicrelerde 3. giinde en yogun
Aktin immiinreaktivitesini Ss grubunda gozlerken 4. giinde luminal epitel,
glandular epitel ve stromal hiicrelerde en yogun immiinreaktiviteyi yine Ss
grubunda bulduk.

Sican uterusunda yapilan c¢alismalar, erken gebelik ve blastosist
implantasyon evrelerinde maternal ve embriyo arasinda ilk temas noktasini
olusturan endometriyum epitel hiicrelerinin plazma membraninin apikal ve
bazolateral ylizeylerinde carpict morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler
oldugunu gostermistir (Luxford and Murphy, 1992, Terry et al. 1996, Shaw
et al. 1998). Periimplantasyon doneminde uterin epitel apikal ylizeyindeki
uzun ince diizenli mikrovilluslar irregiiler ve yassi c¢ikintilara doniisiir
(Murphy and Shaw, 1994). Bu dénemde uterin epitel hiicreleri polarize bir
organizasyon goOsterirler. Bazal ve lateral membranlar adezyon
molekiilleriyle donatilir ve bunlar hiicre-hiicre ve hiicre-matriks adezyonunu
saglarlar. Apikal plazma membranlari ise bu molekiillerin g¢ogunu
kaybederken biiylik ve yiiklii molekiillerle doldurulup temas formasyonu
inhibe edilir, boylece adeziv 6zelligi azaltilir (Thie and Denker, 2002). Ayn1
zamanda, apikal kortikal aktin hiicreiskeleti de yeniden organize edilir

(Luxford and Murphy, 1992). Bu degisikliklerin tamami implantasyon
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evresinin “plazma membran transformasyonu” olarak adlandirilir (Murphy,

1995).

implantasyonla  birlikte endometriyal stroma hiicrelerinde  de
desidualizasyon olarak adlandirilan ve aktin filamentleriyle bunlar1 baglayan
proteinlerde belirgin degisimleri iceren c¢esitli morfolojik degisiklikler
olusur. Stroma hiicrelerinde intermediate filamentler vimentin, desmin ve
laminin (Glasser et al. 1987, MacCalman et al. 1996) yan1 sira a-SMA da
artar (Christensen et al. 1995). Prolifere olan insan endometriyumunda
(Carter et al. 1991) ve desidualizasyon sirasinda sigan uterin stromal
hiicrelerinde (Shaw et al. 1998) aktin mikrofilament demetlerinin varligini
gosterilmistir. Boylece, baslangicta fibroblasta benzeyen stromal hiicreler
sekil ve hacimce degisiklige ugrayarak epiteloid 6zelikle kazanirlar ve genis
yuvarlak-ovoid desidual hiicrelere doniisiirler (Can et al.1991).

Diger hiicre tiplerindeki aktin mikroflamanlar1 ve baglayici proteinleri
hiicre seklini, hiicre-hiicre temasini, transmembran iletigimini ve Ostrojen
reseptor hareketi yani sira protein salgilanmasin1 da diizenler (Carraway
1990, Rao and Cohen, 1991, Hitt and Luna, 1994, Zafar and Thampan,
1995). Koryonik gonadotropinin stromal fibroblastlar iizerindeki primer
etkisi a-SMA indiiksiyonudur (Fazleabas et al. 1999, Lobo et al. 2001).
Stromal fibroblastlardaki bu indiiksiyonun, stromal hiicre zarlar1 lizerindeki
hCG’ye yanit olarak indiiklenmis integrinlerin ekstraseliiller matrikse
baglanmasinin bir sonucu oldugu diisiiniilmektedir (Fazleabas et al. 1997).

Bulgularimiz Sildenafil sitratin hem endometriyal epitel hiicrelerinin
polarizasyonunu artirarak implantasyona zemin hazirladigini hem de
stromal hiicrelerde desidual hiicrelere doniisiim i¢in gerekli morfolojik

degisimleri tetikledigini diistindiirmektedir.

Sildenafil sitratin olasi etki mekanizmalari

Ureme sistemiyle ilgili olarak ovaryen follikiilogenez, ovulasyon,
GnRH salgilanmasi, sperm hareketliligi, fertilizasyon ve embriyo
gelisiminde nitrik  oksidin  (NO) rol oynadigi cesitli ¢alismalarla
gosterilmistir. (Rosselli et al. 1998, McCann et al. 2003). Farelerde yapilan
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caligmalarda eNOS ve iNOS’un implantasyon bolgesinde arttigi
gosterilmistir (Purcell et al. 1999). Saxena et al.(2000) kemirgenlerde
implantasyon bolgesinde Ostrojenin iINOS uyarist yaptigint ve tedavi
rejimine progesteron eklenmesi ile bu etkinin daha da arttigim
gostermiglerdir. Uterus boynuzuna NOS aktivitesini inhibe eden L-arjinin
metil ester (L-NAME) verilmesinin implantasyonu o6nledigi, NOS
aktivitesinin azalmasmin ise uterus gecirgenligini artirarak embriyo
gelismini bozdugu bildirilmistir (Biswas et al.1998).

Insanlarda yapilan calismalarda, iNOS ve eNOS’un implantasyon
evresinde glandular epitel, stroma ve miyometriyumda eksprese oldugu,
eNOS’un ayrica endometriyal mikrovaskiiler endotelde baskin oldugu
bulunmustur (Tefler et al. 1997, Khorram et al.1999).

Kadinlarda implantasyon pencere donemindeki endometriyumda eNOS
protein ve mRNA ekspresyonlarinin pik yapmasi glandular sekresyonlari
diizenleyerek implantasyon siirecinde fizyolojik rol oynadiklar ileri
stiriilmiistiir (Ota et al. 1998, Khorram et al.1999, Khorram 2002b). Bunlarla
birlikte, insan ve rodentlerde yapilan c¢alismalarda, NO’nun ovaryen
steroidogenezisi diizenledigi gosterilmistir (Van Voorhis et al. 1994,
Chwalisz et al. 1999). Ayrica, iNOS yada endojen NO’nun uterin duyarliligi
artirarak direkt olarak veya endometriyal vaskulariteyi degistirerek dolayl
olarak desidual bliylimeyi etkiledigi one siiriilmektedir (Spencer et al. 1998).

Tekrarlayan implantasyon basarisizligi olan kadinlarin tedavisinde
Sildenafil sitrat kullanilarak yapilan ¢aligmalarda endometrial kan akiminda,
endometriyal kalinlikta, implantasyon ve gebe kalma oranlarinda artis
oldugu bildirilmistir (Sher and Fisch, 2000, Senturk and Erel, 2008). Bunun
tersine, menstruel siklusun proliferatif fazinda uterus kan akimini arttiran
nitrik oksidin, implantasyon pencere doneminde endometriyumda zararl
olabilecegi (Ota et al. 1999) ve aktive dogal o6ldiiriicii hiicrelerden TNF-a
gibi NO aracili sitokinlerin salinmasiin implantasyon basarisizligr ile
sonuglanabilecegi One siriilmiistiir (Barroso et al. 1998). Tekrarlayan
diisiigli olan ya da endometriozisli kadinlarda NO seviyesi olduk¢a yiiksek
bulunmustur (Wilson et al. 1997, Khorram and Lessey, 2002a). Gebeligin
basarist i¢in implantasyon bolgesinde NO seviyesinin yeterli seviyede

olmasi ¢ok onemliyken yiiksek seviyeler implantasyon basarisizlifina yol
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acmaktadir (Ota et al. 1999). Bu nedenle, Sildenafil sitrat kullaniminin hCG
verilmesinden Onceki giin ya da aym giin sonlandirilmasi Onerilmektedir

(Sher and Fisch, 2000).

KOH Uygulamalan

Kontrollii ovaryen stimulasyon yapilan endometriyumda progesteron
uyarisinin artmig olmasi erken sekretuvar degisimlere yol agmaktadir.
Yiiksek Ostrojen diizeyleri de daha ¢ok artmig glandular uyumsuzluga yol
acmaktadir. Oosit eldesi i¢in yapilan hCG ile endometriyal luteal faz
morfolojisinde kesinti daha da uzatilmaktadir (Seppala et al. 1995, Ubaldi et
al. 1997, Bourgain et al. 2002). Ostrojen konsantrasyonu ¢ok dar smirlar
arasinda uterus reseptivite penceresini belirlemektedir; diisiik Ostrojen
diizeylerinde reseptivite agik kalirken yiiksek dozlarda hizla kapanir. Bu
nedenle, IVF programlarinda 0Ostrojen diizeylerinin dikkatli ayarlanmasi
kadin infertilitesi i¢in olduk¢a dnemlidir (Dey et al. 2004).

GnRH agonist igeren tedavilerin erken follikiiler fazi durdurarak luteal
fazda hipofizin toparlanmasini saglama ¢abalar1 basarisiz olmustur (Smitz et
al. 1992, Patnos et al. 1994, Beckers et al. 2000), ¢linkii muhtemelen, luteal
fazda hipofiz fonksiyonunu baskilayan bagka faktorler de vardir. GnRH
antagonistinin kesilmesinden sonra hipofizer gonadotropin salinmasinin
hizla diizelmesi (Ditkoff et al. 1991, Fluker et al.1991) nedeni ile GnRH
antagonistinin ge¢ folikiiler fazda verilmesinden sonra luteal faz desteginin
gerekmeyecegi One siirliilmiistiir (Elter and Nelson, 2001). Ancak, GnRH
antagonist igeren tedavi kullanilan farklt IVF ¢alismalarinda luteolizin de
prematiir olarak baslamasi sonucunda luteal faz siiresinin belirgin olarak
kisaldig1 ve buna bagli olarak gebelik olasiliginin biiyiik dl¢tide bozuldugu
gosterilmistir (Albano et al. 1998, Albano et al. 1999, De Jong et al. 2000,
Beckers et al. 2003).

Ovaryen stimiilasyon sirasinda ¢cok sayida dominant follikiilden arta
kalan fazla sayidaki korpus luteum, siklus ortasindaki hCG bolusunun
yogun luteotropik etkisi ile desteklenir. Erken luteal fazda serum

progesteron ve Ostrojen diizeylerinin fizyolojik diizeyin ¢ok iizerinde olmasi
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hipofizer LH ve FSH salgisin1 dogal siklusta oldugundan daha yogun
baskilayabilir (Van Der Gaast et al. 2002, Tavaniotou et al. 2002).

IVF protokollerinde siklus evresini belirlemek i¢in yapilan hormon
calismalarinda ayn1 dozlarda bireyler arasinda anlamli korelasyon
bulunamamistir (Bourgain et al. 1994, Seppala and Tiitinen, 1995).
Endometriyumun luteal fazda sonografik degerlendirmesi ve endometriyal
biyopsi ile histolojik zamanlama arasinda belirgin iliski bulunmamigtir
(Doherty et al. 1993, Ficicioglu et al. 1995, Sterizik et al. 1997, Sterzik et al.
2000).

Implantasyon déneminde endometriyum reseptivitesi agisindan zaman-
uzamsal olarak birbirini etkileyen, tetikleyen ve baskilayan pek cok faktor
rol oynamaktadir. Bu agidan bakildiginda; calismalarda farkli protokoller,
farkli ¢aligma gruplar1 ve farkli zamanlar kullanilmakta ve dogal olarak
bunlarin sonuglar1 da -implantasyon pencere donemi oldukca kisa oldugu
icin- caligmada kullanilan reseptivite belirtegleri acisindan farkli sonuglar

ortaya c¢ikarabilmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Arastirmamizin  sonucunda Sildenafil sitrat uyguladigimiz sigan
gruplarinda  literatiirde ilk kez endometriyum reseptivite
belirteglerinden LIF, Integrin 3, HOXA-10, VEGF ve Aktin’in
diger gruplara gore daha yogun immiinreaktivite gosterdigini
saptadik.

Sildenafil sitrat, sicanlara verdigimiz sekliyle ve uyguladigimiz
dozda, arastirillan endometriyum reseptivite belirtegleri iizerinde
diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli ve olumlu sonuglar
vermistir. Bu bulgular, Sildenafil sitratin implantasyon pencere
doneminde etkili olabilecegini gdsteren literatiirdeki ilk caligmadir.
Sildenafil sitrat uygulanmis sicanlarda arastirilan endometriyal
reseptivite belirteclerinin hem endometriyal epitelde hem de stromal
hiicrelerde artmis olmasi Sildenafil sitratin implantasyonla birlikte
desidualizasyonda da Onemli rolii olan faktorleri etkiledigini
gostermistir.

Implantasyon basarisizliklar1 ve infertilite icin kullanilan oldukca
fazla ilag ve uygulama protokolii vardir. Kullanilan her ilacin ve
protokoliin endometriyum reseptivitesi iizerine olumlu ya da
olumsuz etkileri olabilir.

Endometriyum reseptivitesini saptamak ic¢in kullanilan pek c¢ok
belirte¢ vardir ancak bunlarin hicbiri kendi basina reseptiviteyi tam
olarak saptayacak nitelikte ya da saptamaya yeterli degildir.
Endometriyumun reseptif oldugu donem oldukea kisadir ve pek ¢ok
faktor reseptiviteye olumlu ya da olumsuz katkida bulunmaktadir.
Implantasyon basarisizhgina ve endometriyum reseptivitesinde
yetersizlige neden olan sorun ya da hastalik her ne kadar bireysel
olsa da genel anlamda sorunu yaratan temel mekanizmalar ortaya
koymak i¢in daha fazla arastirma yapilmalidir.

Arastirmalarda daha fazla molekiiler teknik kullanilmali, verilen

ilaclarin etkinligi ve reseptivitede neden olabilecegi olumsuzluklarin
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arastirilmasina daha fazla 6nem verilmeli, ¢cok dafa fazla belirteg
incelenmeli, bunlarin birbirini nasil tetikledigini ya da baskiladigini
ortaya cikarabilecek molekiiler mekanizmalar iizerine daha fazla
agirlik verilmelidir.

Farkli caligmalarin bulgular1 ile kendi bulgularimizi bire bir
karsilagtirmak olduk¢a zordur ¢ilinkii stimulasyon protokolleri,
kullanilan medikal ajanlar ve bunlarin verilis yollar1 farklidir.
Sildenafil sitrat i¢cin de Ozellikle suboptimal dozda kullanim
protokelleri mevcuttur. Endometriyal dokunun elde edildigi zaman
konusunda da caligmalar arasinda farkliliklar vardir. Yapilan diger
caligmalarda da belirtildigi gibi, aynm1 hayvanda endometriyal
bulgular saatler icinde bile degisiklik gdstermektedir ve bu farklilik
ayr1 hayvanlardaki siklusun farkli evrelerinde olma olasiliklar
nedeni ile daha da artmaktadir. Bununla birlikte, siklus evrelerini
belirleme metodlar1 ve incelenen endometriyal parametreler arasinda
da calismalar aras1 fark dikkat ¢ekicidir.

Yaptigimiz arastirmanin zamansal hormon seviyeleri, farkli doz
uygulamalari, farkli deney hayvanlari, farkli protokoller, farkli
belirtegler, ileri molekiiller ve mikroskopi teknikleri ile
desteklenmesi gerekmektedir.

Sildenafil sitratla ilgili ulagtigimiz immiinohistokimyasal bulgularin
gelecekte tekrarlayan implantasyon basarisizliklart ve endometriyal
reseptivite  bozukluklar1  yasayan kadinlarda yeni tedavi
protokollerinin olusturulmasinda onveriler olarak umut verici

oldugunu diisiiniiyoruz.
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