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OZET

Ureme meydana gelebilmesi i¢in bir blastosistin  endometriyuma
implantasyonda basarili olmas1 gerekir. implantasyon, adet déngiisiiniin sekresyon
asamasi sirasinda " implantasyon penceresi " olarak bilinen ¢ok kisa siirede ortaya
cikar. Bu pencere sirasinda, embriyo kendisini endometriuma yapistiracak ve
annenin kan dolasimina erismesini saglayacaktir. Bu siire¢ ¢ok karmasiktir ve
basarili olabilmek i¢in, hem embriyo hem de reseptif endometriyumda olaylar iyi

senkronize edilmelidir

Metotreksat, dihidrofolat rediiktazi inhibe eden ve bdylece tetrahidrofolatin
sentezini kisitlayan bir folik asit antagonistidir. Tetrahidrofolat, timidat sentezi ve de
novo pirin sentezinde 6nemli bir kofaktor oldugu i¢in, metotreksat DNA sentezini
engeller ve antiproliferatif bir etkiye sahiptir. Metotreksat, malignite, romatizmal
bozukluklar ve sedef hastaligi ile intrauterin gebeligin sonlandirilmasinda
kullanilmistir. Son zamanlarda, metotreksat ektopik gebelik i¢in standart bir tedavi
haline gelmistir.

Deneyimizde sicanlar her grupta 8'er tane rat olacak sekilde 4 gruba ayrildi.
Basarili embriyo-endometrial etkilesimler i¢in hayati 6nem arzettigi hipotezi ile
hareket ederek, MUC-1 (Mucin-1) ve Glikodelin-A glikoproteinlerinin implantasyon
siirecindeki immunhistokimyasal degisikliklerinin tespiti agisindan, gebe siganlarda
MTX'ye maruz birakildiktan sonra endometriumdaki ardigik histopatolojik
degisiklikleri ve embriyonal implantasyon iizerine etkilerini MUC-1 ve GdA

biyomarkerlarinin diizeyleri araciligiyla inceledik.

Sonug olarak gebe ratlarla kontrol grubunun karsilastirmasinda; uterin luminal,
glandiiler ve desidual epitelde GdA ve MUC-1 i¢in H-skorlart karsilastirildiginda
gebe ratlarda olgularinda kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli olarak artis
gosterdigi saptanmistir. Metotreksat ile miidahale edilen implantasyon siirecinde
ilgili biyomarkerlarin diizeylerindeki azalmanin tespit edilmisligi, MUC-1 ve

GdA’nin basarili bir gebelik lizerinde hayati 6nem arzettigi hipotezini desteklemistir.



SUMMARY

A blastocyst has to be successfully implanted to the endometrium for
reproduction to occur. Implantation can occur during only a very short time period,
known as the ‘‘window of implantation,”” during the secretory phase of the menstrual
cycle. The embryo fuses itself to the endometrium, giving it access to the maternal
blood supply. This process is very complicated, and, events must be well
synchronized in both the embryo and the receptive endometrium.

Folate metabolism antagonist, methotrexate (MTX), a structural analog of
folic acids, inhibits the reduction of dihydrofolate to tetrahydrofolate, resulting in the
inhibition of DNA and RNA synthesis. This results in MTX-mediated inhibition of
cell proliferation. MTX has been used in the treatment of neoplastic diseases,
gestational trophoblast disease, and autoimmune diseases such as rheumatoid
arthritis, systemic lupus erythematosus, Crohn’s disease, psoriasis, and psoriatic
arthritis. MTX is also used in the medical management of ectopic pregnancy and for

medical termination of pregnancy.

In the experiment, the rats were divided into 4 groups, each group consisting
of 8 rats . There is a hypothesis that MUC-1 (Mucin-1) and GdA (Glikodelin-A)
glycoproteins are vital for successful embryo-endometrial interactions. We examined
the effects of folate metabolism antagonist MTX on embryonal implantation through
the levels of MUC-1 and GdA biomarkers with the pregnant and non-pregnant rats.

In conclusion, changes in the biomarkers involved in the implantation process
with methotrexate have supported the hypothesis that MUC-1 and GdA are crucial
for successful pregnancy. Concomitant reductions in MUC-1 and GdA levels were

observed with negative effects of methotrexate on implantation.
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GIRIS
Ureme meydana gelebilmesi icin bir blastosistin  endometriyuma
implantasyonda basarili olmas1 gerekir. Implantasyon, adet déngiisiiniin sekresyon

asamasi sirasinda " implantasyon penceresi " olarak bilinen ¢ok kisa siirede ortaya
cikar. Bu pencere sirasinda, embriyo kendisini endometriuma yapistiracak ve
annenin kan dolasimina erismesini saglayacaktir. Bu siire¢ ¢ok karmasiktir ve
basarili olabilmek igin, hem embriyo hem de reseptif endometriyumda olaylar iyi
senkronize edilmelidir. infertilite nedenlerinden biri embriyo implantasyon
basarisizligi olup bu durum embriyo, endometriyum veya her ikisi ile ilgili
faktorlerden kaynaklanabilir.  Mevcut goriintiileme  teknikleri ~ klinisyenlere
noninvaziv olarak endometriumu goézlemleme sansin1 vermesine ragmen,
endometriyal reseptivite halen, mevcut degerlendirme tekniklerine eslik etmek
hususunda yetersiz kullanilabilirlik diizeyinde kalmaktadir. (1)

Miisin 1 (MUC-1) bir glikoproteindir. Ekspresyonun zamaninda inhibisyonu,
uterus reseptivitesi icin ¢ok onemlidir (2) ve endometriyuma bakteri ve proteolitik
saldirilara kars1 yaglanma ve koruma sagladigi disiiniilmektedir (3-4). Buna bagh
olarak yapilan ¢alismalarda fertil bayanlardaki diizeyinin infertil bayanlara gore daha
yiiksek diizeylerde oldugu goriilmiistiir. EK olarak, MUC-1 blastosist implantasyon
tutunma fazinda 6nemli rol oynayan hiicre adezyon molekiillerinin ekspresyonunu
gizler gibi goriinmektedir (5). Bu nedenle, implantasyon penceresi dedigimiz siiregte
nispeten diisiik seviyelerde MUC-1'in implantasyon sirasinda basarili embriyo-
endometriyal etkilesimler igin hayati oldugu hipotezi mevcuttur (5).

Plasental protein 14 (PP14) olarak da bilinen Glycodelin A (GdA),
implantasyon ve erken gebelik sirasinda en bol glikoproteindir (6). Bu glikoproteinin
sperm-zona etkilesimini inhibe ettigi gorilmektedir (7) ve implantasyon igin
endometriyumun hazirlanmasinda hayati bir rol oynadig: iddia edilmektedir (8). Ek
olarak, GdA'nin diisiik gebelik diizeyleri, alisilmis disiik (9, 10), tekrarlayan diisiik
(11) ve agiklanamayan infertilite ile iligkili oldugu igin, saglikli bir hamileligin
korunmasinda rol oynadigi distiniilmektedir (12).

Folik asit metabolizma antagonisti olan metotreksat (MTX), dihidrofolatin
tetrahidrofolata indirgenmesini antaggonize DNA ve RNA sentezini inhibe eder

(13;14). Bu, MTX aracili hiicre proliferasyonunun inhibisyonu, hiicre dongiisiiniin



bozulmasi ve duyarli hiicrelerde apoptozu indiikleme ile sonuglanir (15). MTX
neoplastik hastaliklarin tedavisinde, gestasyonel trofoblast hastaliklar ve romatoid
artrit, sistemik lupus eritematozus, Crohn hastaligi, sedef hastaligi1 ve psoriatik artrit
gibi otoimmiin hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. (16; 17; 15). MTX, ektopik
gebeligin medikal tedavisinde ve gebeligin tibbi sonlandirmasinda da kullanilir (18;
19). Insanlarda, gebelik sirasinda maternal MTX maruziyeti diisiikler, neonatal
malformasyonlar ve gelisimsel gecikmelere neden olur (20; 21). MTX, si¢anlar,
fareler ve tavsanlarda embriyotoksik ve teratojeniktir (22; 23; 24) ve rhesus
maymunlarinda diisiige neden olur.

Bu c¢alismada, gebe sicanlarda MTX'ye maruz birakildiktan sonra
endometriumdaki ardisik histopatolojik degisiklikleri arastirdik. Folat metabolizma
antagonisti MTX ile miidahale edilen ratlarda ilacin, embriyonal implantasyon
tizerine etkilerini  MUC-1 ve GdA biyomarkerlarinin diizeyleri araciligiyla

inceledik.



GENEL BILGILER
Diinya ¢apinda 7 c¢iftin 1'i kisirhikla miicadele etmektedir. (26). Ornegin,

olagan bir kabulle bile, belirli bir adet dongiisiinde gergeklesen basarili hamilelik
sans1 yaklasik % 30 ile sinirhidir (27). Tim sperm ovum karsilasmalarinin sadece
yiizde 50 ila 60'1 20 haftalik gebeligin 6tesine gegmektedir (28). Kaybolan gebelikler
arasinda implantasyon basarisizligi temel neden olarak yaklasik % 75'e ulasmaktadir
(29). Infertilitenin altta yatan nedenlerinin iistesinden gelen in vitro fertilizasyon ve
embriyo transferi (IVF ET) teknolojisindeki 6nemli gelismelere ragmen, hamilelik
basar1 oranlari temelde implantasyon basarisizligina bagh olarak nispeten diisiik
kalmaktadir (30; 31). Bu nedenle, embriyo implantasyonunun gizemlerini arastirarak
bu kiiresel meseleyi ele almak zorunludur.

Plasentanin ve fetiisiin gelisimi, fertilizasyonla baslayip siireklilik arz eden
bir siiregtir. Gelisimin ilk ti¢ glinii fallop tiipii icerisinde gergeklesir. Dollenmeden
dort giin sonra morula (blastomere hiicrelerinin bir miktar1) rahim igine girer.
Dollenmeden sonraki besinci giin sivi birikimi ve hiicrelerin kutuplagmasi ile morula,
blastokist haline gelir. Blastosist, plasentay1 ve fetal zarlar1 olusturacak bir dis hiicre
tabakasina (trofoblast), embriyoyu olusturacak bir kutupta bir i¢ hiicre kiitlesine ve
stv1 dolu bir bosluga sahiptir. Ic ve dis hiicre kitleleri cogalir ve genisler, blastosist
zona kabugundan ¢ikana kadar sivi boslugu biiyiir. Baglangigta oksijen ve metabolik
substratlar saglayan uterus salgilari kisa siire icerisinde gelisimin desteklenmesi igin
yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle, kulugkadan 24 saat sonra (déllenmeden yaklasik 6
glin sonra), blastosist rahim endometriumuna implante olur ve biiylimenin devam
etmesi icin gereken substratlara (glikojen doldurulmus stromal hiicreler) erisim
saglar

Implantasyon, blastosistin optimal bir lokasyonda (tipik olarak uterusun orta
ila tist on veya arka duvari), yapisma Ve invazyonunu igerir.

Erken embriyo gelisimi implantasyona giden yolculugu baslatir. Erkek ve disi
gametlerin (fertilizasyon) oviditin ampullar boliimiinde birlesmesinden sonra, diploit
bir zigot olusur. Tek hiicreli zigot, daha sonra uterusa ulagmak igin, ampulla geri
kalan kismindan gegerken, 2 hiicreli, 4 hiicreli, 8 hiicreli, morula ve blastosist

asamalarina mitotik olarak boliiniir. (32; 33)



Blastosist, implantasyonu baslatmak i¢in maternal endometrium ile fiziksel
ve fizyolojik etkilesime katilir (34,35).
Normal implantasyon igin iki yonli bir karsilasma gereklidir. Gecikmeler,
desidualizasyon ve plasentasyon dahil olmak iizere sonraki gelisim igin olumsuz
sonuclar doguracaktir. (36; 37; 38; 39). Hamilelik &ncesi periimplantasyon
periyodunda meydana gelen erken gebelik kaybi, insanlarda goreceli olarak yaygin
bir olgudur (40; 41).

Basarili implantasyon, implantasyon yetkinliginin blastosist tarafindan
alimmas1 ile uterus endometriyumunda reseptif bir durumla senkronizasyonu
gerektirir (42; 43; 44). Bu iki olay, 6zellikle de yumurtalik Gstrojeni ve progesteron
gibi maternal hormonlar tarafindan hassas bir sekilde diizenlenir (45; 46). Molekiiler
ve genetik kanitlar, yumurtalik hormonlarinin, sitokinler, biiyiime faktorleri,
homeobox transkripsiyon faktorleri, lipit mediyatorleri ve morfojen genleri dahil
olmak tizere lokal olarak iiretilen sinyalleme molekiilleri ile birlikte, implantasyonun
karmasik siirecini belirlemek icin otokrin, parakrin ve jukstakrin etkilesimleri
yoluyla islev gordiigiinii gosterir (47). Bununla birlikte, erken gebelikte embriyo-
uterus etkilesimlerini yoneten molekiiler sinyal yollarmin hiyerarsik yapisi,
derinlemesine arastirilmaya devam etmektedir. Blastosist ve uterus arasindaki
etkilesim sadece kisa bir siire i¢inde, yani “implantasyon penceresi” nde meydana
gelir. (48; 49; 50; 51). implant embriyonuna yanit olarak, ¢evredeki uterin stroma
embriyonik biiylimeyi Ve istilay1 karsilamak i¢in desidualizasyon olarak bilinen bir
stire¢ olan hiicresel transformasyona ugrar (52). Lokal olarak indiiklenen desidua,
embriyonun hayatta kalmasini desteklemek i¢in olumlu bir geri besleme saglar.
Decidua'nin yari allojenik embriyoya maternal immiinolojik yanitlara karsi bir
bariyer islevi gordiigi disiiniilmektedir. Bununla birlikte, implantasyon sirasinda
blastosistin maternal immiin siirveyanstan nasil kurtuldugu hala net degildir. ileri
teknolojilerin ortaya ¢ikmasiyla birlikte, insanlarda oldugu gibi farelerde de
implantasyonu kontrol eden molekiiler aglarin ¢oziilmesi igin gesitli ¢alismalarda,
embriyo ve uterus implantinda gen ve protein ekspresyonunun genis ¢apli analizleri

gergeklestirilmistir (53).



Bununla birlikte, deneysel zorluklar ve etik kisitlamalar nedeniyle, insan
implantasyonu hakkindaki anlayisimiz, 6zellikle fare modelleri basta olmak {izere
hayvansal modellere dayanmaktadir. Gen nockout fare modelleri, implantasyonun
gegici molekiiler temelini olusturmak igin kullanilan degerli bilgiler saglar. Embriyo
implantasyonu, birgok sinyalleme molekiiliinii kesin olarak diizenlenmis bir
programa entegre eden dinamik bir gelisimsel siire¢ oldugundan, implantasyon
basarisizligin1 diizeltmek ve kadinlarda gebelik oranlarini iyilestirmek igin yeni
stratejiler tiretmek igin bu siirecleri yoneten yolaklarin hiyerarsik detaymi anlamak
onemlidir.

Memelilerin ¢ogunda, implantasyon, korpus luteum tam olarak olustugunda
oviilasyondan sonra belirli bir zaman araliginda gergeklesir (54). insanlarda bu,
menstriiel siklusun luteal fazi sirasinda, kemirgenlerde ise, 6stréz dongiisiiniin dijest
fazindadir. Bu siiregte Ostrojen ve progesteronun baslica hormonlar oldugu iyi
bilinmektedir. Dinamik dalgalanma diizeylerine gore, tireme dongiisii li¢ asamaya
ayrilir (54; 55). Ik asama, strojen diizeylerinin ¢ok yiiksek oldugu kadinlarda proest
veya folikiiler fazdir (56; 57). Ikinci asama, her iki hormon seviyesinin
yumurtlamadan hemen sonra diisiik oldugu bir donemdir. Son olarak, luteal evrede
ise hem progesteron hem de 0Gstrojen corpus luteum'dan salgilanir. Embriyo
implantasyonu luteal fazin sonuna dogru gerceklesir. Ornegin, farelerde bu asamada,
gebeligin 4. giintinde (giin 1 = vajinal tikanma giinii) 6strojen bir preimplantasyon
dalgalanmasi esliginde yeni olusmus corpora luteumun gelismis bir salgis1 nedeniyle,
progesteronun seviyesi kademeli olarak artar. Embriyo implantasyonu 4. giin gece
yarisinda gerceklesir (58; 59). Preimplantasyonda yumurtalik steroid profillerine
dayanarak, eksojen Ostrojen ve progesteron ile priming, yumurtaliklari alinmig
farelerin rahmine reseptif bir durum verebilir (60; 61). Bu hormonlar farelerde ve
sicanlarda implantasyon ig¢in uterusun hazirlanmasina yon verebilir (62; 63; 64).
Embriyo implantasyonu oncesi progesteron ve luteal fazdaki Ostrojen
dalgalanmasinin rolii hala tartisilirken, progesteronun neredeyse tiim implantasyonda
gerekli oldugu diistiniilmektedir (65; 66; 67, 68).

Baslarda progesteronun tek basina implantasyona aracilik  ettigi
diistinilmiistir. Bununla birlikte, normal progesteron salgilanmasiyla farelerin ve

siganlarin implantasyonunun afakiiltatif geciktirilmis olmasi, implantasyonda yer



alan baska bir hormonun olabilecegini diistindiirtmektedir (69; 70; 71; 72; 73). Bu
stiphe, kiiciik bir o&strojen dozunun enjekte edilmesiyle emziren siganlarda
implantasyonun indiiklenebildigini kanitlamaktadir (74). Daha sonraki g¢alismalar,
luteal 6strojenin normal implantasyondaki roliine dair dogrudan kanit saglar (75, 76).
Ovariektominin luteal faz dstrojeninden dnce veya sonra geciktirilmesinin, gecikmis
implantasyonun indiiksiyonu igin kritik oldugunu géstermistir. Ornegin, yumurtalik
Ostrojen sekresyonundan sonra ovariyektomi uygulandiginda blastosist normal olarak
implante edilirken, ostrojen sekresyonundan once ovariyektomi gergeklesirse,
embriyo implante edilemez ve uterus gecikmis implantasyon durumuna girer.
Progesteron takviyesi ile blastosist hareketsiz kalir, ancak eksojen dstrojen tarafindan
implante edilmesine yol agabilir (77). Bu bulgular, preimplantasyon &strojen
sekresyonunun, blastosist implantasyonu igin progesteronla hazirlanmis bir reseptif
uterus igin ¢ok onemli oldugunu gostermektedir. Cogu tiirde Ostrojen Salgilanmasi
nedeniyle, proestdz Ostrojenin implantasyondan hemen sonraki yaniti1 optimize ettigi
diistiniilmektedir (78).

Ozellikle, implantasyonda yumurtalik dstrojen gereksinimi tiirlere 6zeldir.
Gine domuzu, rhesus maymunu, tavsan ve hamster gibi tirlerde progesteron tek
basina implantasyon icin yeterlidir (79; 80; 81; 82; 83, 84). Bununla birlikte, bu
tirlerin implantasyonunda o&strojenin katkist tamamen dislanamaz. Bu tiirdeki
blastosistlerin, implantasyonu baslatmak icin lokal olarak estrojen sentezleyebildigi
ve salgilayabilecegi bir hipotez onerilmistir (85; 86). Bununla uyumlu olarak,
hamster ve tavsanin blastosistinde Gstrojen sentezi ig¢in bir enzim olan aromataz
bulunurken, bdyle bir aromataz enzimi farelerde yoktur (87). Implantasyon sirasinda
blastosist-uterus baglantisinin, insanlarda ovaryan 6strojeni gerektirip gerektirmedigi
belirsizligini korumaktadir.

Son yillarda, genetik olarak tasarlanmig fare modelleri, embriyo
implantasyonu sirasinda progesteron ve &strojenin rollerini anlamak igin degerli
ipuglar1 saglamistir. Progesteronun fonksiyonu, PRA ve PRB (88) olmak iizere iki
izoformu olan PR (Pgr geni tarafindan kodlanan) reseptorii araciligiyla
gergeklestirilir. Her iki izoform da uterusda eksprese edilir (89). Hem PRA hem de
PRB eksik olan disi fareler, yamurtalik ve uterus fonksiyonlarinda birgok defekt ile
kisir olup (90), bu fonksiyonlar PRB eksikligi olan kadinlarda normaldir (91). Bu da



esansiyel progesteronun rolii oldugunu gosterir. Uterin regiile edilmis fonksiyonlara
oncelikle PRA aracilik eder. Ostrojen, dncelikli olarak niikleer dstrojen reseptorleri
araciligiyla uterusta islev gorir (92). ER ayrica ERa (Esrl geni tarafindan
kodlanmig) ve ERP (Esr2 geni tarafindan kodlanmis) olarak bilinen iki izoforma
sahiptir (93). ER'ler icin nockout fareleri kullanan onceki ¢aligsmalar, uterus
biyolojisindeki farkli fonksiyonlarin1 gostermistir (94). ERo nockout fareler
implantasyonu destekleyemediginden, ERa erken gebelik sirasinda ostrojen
sinyallemesinin en o6nemli aracilaridir (95). ERP nockout farelerde normal
implantasyon ile ilgili sorun olmamasina ragmen, artan kanitlar, uterus biyolojisinde
de onemli oldugunu gostermektedir (96). Ornegin, ERI endometrial endotelde
eksprese edilir ve anjiyojenik ve vazomotor degisikliklerin diizenlenmesi yoluyla
implantasyona katilabilir (97). Bununla uyumlu olarak, infertilitesi olan kadinlarda
ERI ekspresyon diizeyi anlamli olarak daha diisiiktiir (98). Buna ek olarak, ERB'nin
miyometriyum ve serviksteki yiiksek ekspresyonu nedeniyle insanlarda dogum
baslangicinda giiglii bir oyuncu olduguna inanilmaktadir (99).

Blastosist tarafindan implantasyon yetkinliginin kazanilmasi, basarili
implantasyon igin bir 6n sarttir . Farelerde, blastosist zona pellucidadan kagar ve
gebeligin 4.5. giininde uterus epiteline baglanir (100). Bununla birlikte, bu siireg
gecikmeli implantasyonda kesintiye ugrar. Emziren farelerde ve siganlarda fakiiltatif
gecikme disinda (101), implantasyon gecikmesi, dogal olarak, yaklasik 100 memeli
tirtinde, o6zellikle mustelidler ve keselilerdeki zorunlu gecikme olarak ortaya g¢ikar
(102). Ancak hamster, kobay, tavsan ve domuz gibi bazi tirlerde gecikmis
implantasyon meydana gelmez. Bu fenomenin insanlarda olup olmadig: belirsizdir.
Gecikmis implantasyon deneysel olarak farelerde ve si¢anlarda ovariyektomi ile
preimplantasyon oncesi Ostrojen dalgalanmasindan 6nce progesteronun enjeksiyonu
ile saglanabilir ( 103), bu da implantasyon c¢alismast i¢in giiglii bir model saglar.

Gecikmis implantasyon sirasinda blastosist, uterusta baglanmayi baslatmak
icin  metabolik olarak uykuda ve yetersizdir (104). Embriyolar blastosistlere
dontismelerine ve zona dissolusyonuna ugramalarina ragmen, subnormal metabolik
aktivitesi ile inaktif olma, disik DNA sentezi ile hiicre boliinmelerini azaltma
belirtileri gosterirler (105). Hareketsiz blastokistlerde trofoblast hiicrelerinin

ultrastriiktiirel gozlemleri birgok morfolojik yapi degisikligini ortaya koymaktadir.



Ornegin, ribozomlar monozom haline gelir, endoplazmik retikulum daha az
profillidir ve Golgi cihazi iyi gelismemistir (106). Blastosist, bu uyku halini uterus
boslugu iginde giinler hatta haftalar boyunca koruyabilir (107). Ancak uygun sartlar
altinda, blastosist, tutunmasi ve invazyonu ile gelisimini siirdiirmek i¢in hizla aktive
edilir. Aktif blastosist ayn1 zamanda uykuda Dblastosisten farkli morfolojik
degisiklikler gosterir. Ornegin, aktive edilmis trofoblast hiicrelerinde, sitoplazmada
biriken glikojen graniilleri ile daha mikrovilluslu ve daha diizensiz bir yilizey gozlenir
(108). Kemirgen gecikmeli implantasyon modeli ve blastosist transfer teknikleri
kullanilarak, uykuda blastosistlerin alic1 uterusta implant yapamadiklari gdsterilmis
ve blastosistin etkinlik durumunun farelerde implantasyonun “penceresini”
belirledigi diisincesine dikkat cekilmistir (109). Bununla birlikte, blastokistlerin
uzun bir siire boyunca uykuya daldiklar1 ve hayatta kaldiklar1 ya da implantasyon
yetkinligini elde etmek icin nasil yeniden aktif hale geldikleri hala biiyiik 6lciide
bilinmemektedir.

Implantasyon iki yonlii bir etkilesim oldugundan, embriyolar1 hedefleyen
uterus sekresyonlarinda biiyiimeyi engelleyen bir madde oldugu spekiile edilmistir
(110). Bu hipotezin desteklenmesinde geciktirilmis bir blastokist, implantasyonda
bir farenin uterus kavitesinde yer degistirirse, gecikmis haline doner (111). Birkag in
vitro deney bu goriisii desteklemektedir. Ornegin, glikoz ve / veya arginin ve ledsinin
ortamdan tiiketilmesi blastosist biiyiimesini engeller (112). Bu gozlemler, blastosist
aktivasyonu hakkindaki ipuglar1 igin degerli olsa da, altta yatan molekiiler ve
hiicresel mekanizmalar hala bilinmemektedir.

cDNA mikroarray teknolojisinin ve genomik dizilis yaklagimlarinin ortaya
¢ikmasi, olas1 ve hareketsiz blastosistlerin arasindaki gen-gen ekspresyonu analizini
miimkiin kilmigtir (113). Hamatani ve arkadaslari, 229 genin, fizyolojik durumlarin
molekiiler olarak ayirt edilebildigini diistindiiren, uykuda ve aktiflestirilmis
blastosistler arasinda farkli olarak ifade edildigini bulmuslardir. Degistirilmis
genlerin baslica fonksiyonel kategorileri, hiicre dongiisii, hiicre sinyali ve enerji

metabolik yollarini igerir.

Plasental memelilerde uterus, ortam blastosist implantasyonu ig¢in uygun

oldugunda, spatiotemporal olarak sinirlanmig bir “pencere” sirasinda blastosist
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implantasyonuna karsi duyarlanir (114). Farelerde, bu siire gebeligin 4. giinii ile
siirlidir. Rahim bu dénemden 6nce implantasyonu baslatamaz (1-3. Giinler). Alict
durumdan hemen sonra uterus spontan bir refrakter faza (5. giin) girer, burada uterus
ortami blastosist sagkalimi i¢in uygun degildir (115). Benzer sekilde, insanlarda
reseptivite periyodu diizenli bir adet dongiisiiniin 20 ila 24. giinleri arasinda
gergeklesir (yumurtlama sonrast LH artisindan 6 ila 10 giin sonra) (116). Uterin
reseptivitenin anahtari, blastosist biiyiimesini, baglanmay1 ve sonraki implantasyon
olaylarmi tahrik eden dinamik ve hassas kontrollii molekiiler ve hiicresel olaylardir.
Bu dinamik siireg, uterus aliciligini belirtmek i¢in yumurtalik steroidleri ile birlikte
calisan sitokinler, homeobox transkripsiyon faktorleri ve gelisimsel genleri iceren
cesitli genler mevcuttur.

Yumurtalik steroidleri progesteron ve Ostrojen, uterus reseptivitesini
yonlendiren baslica hormonlardir. Progesteron ve Ostrojenin senkronize iiretimi,
blastokistin implantasyon siirecini  baslatmasini saglayan uterusun yapisal ve
fonksiyonel degisikliklerine aracilik eder. Farelerde hamileligin 1. giiniinde,
preovulatuar ovaryan ostrojenin etkisi altinda, uterus epitel hiicreleri, 2. giine kadar
bir 6lgiide devam eden yaygin proliferasyona maruz kalirlar. Yeni olusturulmus
corpora luteumdan salgilanan progesteron seviyeleri, 3. giinden itibaren stromal
hiicre proliferasyonunu baslatir. (117). 4. giiniinde, uterusun pre-reseptif evreye
girdigi zaman, uterusun alictya ulasmasi i¢in az miktarda ostrojen tretimi ¢ok
onemlidir. Uterus epitel hiicreleri yavas yavas polaritelerini kaybeder ve bu arada
epitelyal hiicrelerin plazma membranlar1 blastosist yerlesimi yerinde diizlesir (118).

Bir dereceye kadar, uterus reseptivite penceresi esnektir ve farkli hormonal
ortamlarda modifiye edilebilir. Farelerde blastosist, uterus reseptivitesinin normal
“penceresi” disinda implantasyonu baslatabilir. Ornegin, blastokistler yalanci
gebeligin 5. giiniine transfer edildiginde alici olmayan uterusta baglanma
reaksiyonunu baslatabilir, ancak normal blastosistlerin yalanci gebeligin 6. giiniinde
uterusa transfer edildiginde implantasyon gergeklesmeyecektir (119). Ekzojen
progesteron takviyesi, implantasyon penceresini 6. giinde siirekli LIF ekspresyonu ile
uzatilabilir. Bununla birlikte, bu ertelenmis embriyo implantasyonu, farelerde
dogumdan 6nce embriyonik 6liimlere yol agar ve genellikle insanlarda erken gebelik
kayiplart ile iligkilidir (120).



Ostrojen, implantasyon igin uterus reseptif penceresinin siiresini belirleyen kritik bir
belirleyicidir. Gecikmis implantasyon modelinde farkli dozlarda 6strojenlerin
kullanilmasiyla, Ostrojen uterusun reseptif penceresini diisiik bir esikte uzatir,
fizyolojik olarak daha yiiksek seviyeler implantasyon penceresini hizli bir sekilde
kapatir ve uterusu refrakter bir duruma dontstiiriir (121). Her ne kadar blastosist
baglanma reaksiyonunun insanda ostrojen gerektirip gerektirmedigi hala belirsiz
olsada, IVF'de klomifen sitrat ile over stimiilasyonundan kaynaklanan yiiksek
Ostrojen seviyelerine maruz kalma, implantasyon basarisizligima yol agtig
distiniilmektedir(122). IVF sikluslarindaki bu azalmig implantasyon orani, yiiksek
Ostrojen seviyelerine maruz kaldiginda endometriyum ve blastosist arasindaki
asenkronizasyona bagli olabilir (123).

Calisilan sitokinlerden, LIF implantasyon icin uygundur . LIF reseptorii,
gp130'u diger sitokin reseptorleri ile ortak bir sinyal transdiiksiyonu ortagi olarak
paylasir. LIF ekspresyonu baslangigta uterus bezlerinde ve daha sonra baglanma
reaksiyonu sirasinda blastosisti ¢evreleyen stromal hiicrelerde 4. giinde bifaziktir
(124). Bu ekspresyon paterni, LIF'nin uterus preparasyonunda ve daha sonra ek
reaksiyonunda c¢ift rol oynadigini gosterir. Yasam boyu kusurlu disi fareler
implantasyon bozuklugu sergiler ve LIF ile bu eksiklik giderilebilir (125). Ustelik,
uterusdaki LIF etkilerinin farmakolojik olarak bloke edilmesi, uterusun sinyal
molekiilii ve transkripsiyon aktivatoriiniin (STAT) 3 fosforilasyonunu 6nemli 6l¢iide
azaltir ve implantasyon basarisizligi ile sonuglanir (126). Implantasyonda LIF
sinyalizasyonunun &nemi, gpl30 ve STAT3'in inaktivasyonunun implantasyon
basarisizligina neden oldugu gézlemleriyle daha da kanitlanmistir (127). Insanlarda
LIF, sekretuar endometriumun glandiiler epitelyumunda yiiksek diizeylerde eksprese
edilir, luminal ve glandiiler epitelde orta sekretuar fazda belirgin bir artig goriiliir
(128). Kadinlarda blastosist implantasyonu igin optimal bir LIF seviyesinin gerekli
oldugu bildirilmistir (129). Dahasi, klinik kanitlar, LIF eksikliginin, kadinlarda
aciklanamayan tekrarlayan disiik ve infertilite ile iliskili oldugunu gostermektedir
(Dey 130). Genel olarak, embriyo implantasyonunun kritik bir belirleyicisi olan

LIF'nin islevini anlamamizda 6nemli kazanimlar elde edilmistir.
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Embriyo implantasyonu, luminal ve glandiiler epitelyal ve stromal hiicreler
de dahil olmak iizere blastosist trofektoderm ve cesitli endometriyal hiicre tipleri
arasinda bir dizi fiziksel ve fizyolojik etkilesimi iceren dinamik bir gelisimsel olaydir
(131). Implantasyon ii¢ asamadan geger: apozisyon, adezyon/attachment ve
penetrasyon. Giris asamasinda, trofektoderm luminal epitelyum ile yakinlasir. Uterin
limeninin kapatilmasiyla trofikste endoderm ve liimen epitelyumu arasina siki sikiya
baglanma bagslatilir. Farelerde, baglanma reaksiyonu, gece yarisinda hamileligin 4.
giiniinde, lokalize bir endometriyal vaskiiler gegirgenlik artis1 ile meydana gelir.
Makromolekiiler mavi boyanin intravendz enjeksiyonu, bu vaskiiler permeabiliteye
bagl olarak uterus kornuasi boyunca blastosist implantasyon bolgelerini agikga
isaretleyecektir (132). Tutunma reaksiyonundan sonra, implante edilen embriyo,
limen epitelyumu icinden stromal yataga niifuz etmeye baslar. Bu nedenle,
implantasyon, yumurtalik steroidlerinin birincil etkisi altinda blastosist ve uterus
arasindaki hiicre-hiicre etkilesimlerinin bir sonucudur.

Preimplantasyon donemi boyunca uterus limen sivisi, preimplantasyon
embriyolarmin uterus kornusuna tasinmasi igin bir ortam saglar ve gebeligin 4.
giintinde uterus liimen sivisinin emilmesi, uterus kavitesi iginde luminal kapanma ve
blastosist apozisyonunu kolaylastirir. Farelerde ve siganlarda, ovaryan Ostrojen sivi
salgilanmasini uyarirken, progesteron baglanma reaksiyonundan 6nce sivi emilimine
neden olur. Kistik fibroziste transmembran iletkenlik diizenleyici (CFTR), CAMP ile
aktive edilmis bir Cl-kanali ve epitelyal Na + kanali (ENaC) arasindaki etkilesim,
uterus sivi sekresyonunu ve reabsorbsiyonu diizenleyen ana mekanizma olarak
bilinmektedir(133). Onceki ¢alismalar, ENaC'nin &ncelikle luminal ve glandiiler
epitellerin apikal membranina lokalize oldugunu gosterirken, CFTR baskin olarak
stromal hiicrelerde eksprese edilir (134) . Ostrojen CFTR ekspresyonunu
indiiklemekte, ancak uterus liimeninde sivi birikimi ile sonuglanan ENaC'yi
baskilamakta, buna karsin progesteron, bu iki genin uterusta sivi reabsorpsiyonu igin
diizenlenmesine ters etki etmektedir. CFTR ekspresyonu farelerde inflamasyon ile
anormal sekilde upregiile edildiginde anormal rahim sivist birikimi ve implantasyon
basarisizlig1 da gozlenmistir (135).

Invaze olan embriyolar, ENaC'yi aktive ettigi bilinen bir serin proteaz olan tripsini

serbest birakir (136). En yeni bir ¢alisma, fare uterusunda ENaC'nin aktivasyonunun,
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PG tiretimi ve salimmi gereksinimi nedeniyle implantasyon igin kritik oldugunu
gostermektedir. Memeli epitelinde sodyum transportunun énemli bir regiilatorii olan
serum glukokortikoid indiiklenebilir kinaz-1 (SGKZ1) ile ilgili bir calisma yapilmistir
(137). SGK1, direkt olarak ENaC'yi aktive ve ubiquitin ligazin1 inhibe ederek ENaC
ekspresyonunu arttirarak islev gosterir, noral prekiirsor hiicresi, gelisimsel olarak
downregiile edilmis protein (NEDD) 4-2'yi ifade etmistir (138). Farelerde, Sgkl
MRNA seviyeleri, endometriyal reseptivite penceresi sirasinda luminal epitelyumda
gegici olarak azalmaktadir (139). Asir1 eksprese eden Sgkl vektoriiniin intraluminal
verilmesi, ENaC o alt initesinin belirgin sekilde upregiilasyonu ile normal
implantasyonu ortadan kaldirmaktadir (140). Bu baglamda SGK1, implantasyondan
once rahim sivist emilimine elverisli olan, ENaC'nin uygun ekspresyonunu ve
aktivitesini modiile etmek i¢in 6nemli bir enzim olarak islev goriir. Genel olarak, bu
bulgular, telafi edici bir ifade profilinin ve uterus CFTR ve ENaC'nin dengeli
aktivitesinin, blastosist uygulamasinin kolaylastirilmasi i¢in maksimum sivi emilimi
ve uterus limeninin kapatilabildigi bir molekiiler mekanizma sagladigini gosteren
yeni bir kanit ¢izgisi ekler.

Adezyon molekiillerinin, implantasyon sirasinda blastosist apozisyonu ve
tutunmasinda Kilit rol oynadig: diisiiniilmektedir. Onceki caligmalar, integrinler,
trofinin-tastin  kompleksi, selektinler ve kaderinler gibi bir grup adezyon
molekiiliiniin bu siireclere dahil oldugunu géstermistir (141).

Integrinler ¢ok yénliidiir ve fibronektin, osteopontin, vitronektin ve digerleri
dahil olmak fizere hiicre dis1 ligandlarda arginin-glisin aspartik asit (RGD)
sekanslarmi baglama yetenegine sahiptir (142). Integrinleri iceren bir tutturma
mekanizmasi, embriyonik ve uterus hiicre yiizeylerindeki reseptorler arasindaki
aciklik icin iki islevli bir kopriileme ligandini1 gerektirebilir (143). Pek ¢ok integrin,
avP3, a9p1, avpl, alBl, a3pl, a6pl, avps ve avp6 dahil olmak iizere implantasyon
sirasinda 6nemli rollere sahip oldugu 6ne siiriilmiistiir (144). Bu integrinler arasinda,
integrin B3 alt birimi en yaygin olarak hem insanlarda hem de farelerde
incelenmistir. insan endometriyumunda, integrin B3 alt birimi, orta sekretuar fazda
luminal ve glandiiler epitelyumda yiiksek oranda eksprese edilir ve endometriyal
reseptivitede potansiyel fonksiyonunu gosterir . Gergekten de, integrin av3'in

anormal ekspresyonunun infertilite ve tekrarlayan gebelik kaybi ile iligkili oldugu
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gosterilmistir (145). Peptitler, trofektoderm-luminal epitelyum etkilesimine aracilik
ettigi distiniilmektedir (146). Integrin sinyallemesinin blastosist implantasyonu
sirasinda  fosfoinositid sinyallemesini ve hiicre igi kalsiyum mobilizasyonunu
basglatmak igin fosfolipaz C-y'nin aktivasyonu yoluyla ekstraseliiler matrikslere
trofoblast yapismasint modiile ettigini gosteren kanitlar vardir (147). “Distan ig¢e”
integrin sinyalleme, hiicre dis1 matris kompozisyonuna bagli olarak uygun “igten
disa” integrin mobilizasyonu segilebilir. Son kanitlar, trofektodermdeki integrin 3
ekspresyonunun, implantasyon icin reaktivasyon sirasinda tersine donme ile
blastokist ~durgunlugu sirasinda microRNA letal-7a  (let-7a) tarafindan
bastirilabilecegini gostermektedir (148).

Trofinin ve tastin, dogrudan baglayan bir ara driin proteiniyle hiicre
yapistirma  kompleksi olusturur . Onceki ¢alismalar trofinin-bystin tastin
kompleksinin, kendi apikal hiicre zarlarinda trofoblastlar ve endometriyal epitel
hiicreleri arasinda benzersiz bir homofilik adhezyon mekanizmasina aracilik ettigini
gostermistir (149). Bir intrinsik zar proteini olan trofinin, embriyolarin trofektoderm
hiicrelerinde ve periimplantasyon periyodu sirasinda farelerde uterus epitelyal
hiicrelerinde eksprese edilir (150). insanlarda, trofinin ekspresyonu erken sekretuar
fazda  endometriyal  epitelyumun  apikal plazma  membranlart  ile
siirlandirilmistir.(151). Insan olmayan bir primat modelinde, rhesus maymun
blastokistinin trofektoderminde trofinin kuvvetle exprese edilir . Blastosist kaynakli
insan koryonik gonadotropin (hCG), embriyo uterin  implantasyonu sirasinda
eszamanli gelisimleri igin yoneten spatiotemporal mekanizmalarin gostergesi olan
trofinin endometriyal ekspresyonunu indiikler (152). Bystin, periimplantasyon
periyodu sirasinda fare uterusunda liimen ve glandiiler epitelyumda eksprese edilir ve
kuluckadaki blastosistlerinde tespit edilir (153). Bununla birlikte, implantasyon
sirasinda blastosisten ekspressyonu kaybolur, bu da blastosist aktivasyonu igin
yoklugunun uygun oldugunu diistindiirmektedir. Gergekten de trofinin homofilik
baglanmasini taklit eden trofinin baglayici peptit olan GWRQ tarafindan trostininin
bystinden ayristirilmasi, insan  embriyo implantasyonunda trofektoderm
aktivasyonunu tetiklemek icin ErbB4'in aktivasyonuna izin verir (154). Ayni
zamanda, trofininin homofilik ligasyonu, PKC-ty'nin tirozin fosforilasyonunu ve

onun uterin epitelyal hiicrelerinde niikleer translokasyonunu indiikleyerek, trofoblast
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invazyonu igin elverisli olan apoptoza yol agmaktadir (155). Bu bulgular, trofikinin,
dinamik ligasyonu ve etkilesimli proteinler bystin ve tastin yoluyla ayrismasi
yoluyla, implantasyon sirasinda blastosistin  uterus epitelyal hiicrelerine
baglanmasina aracilik ettigini ve hem maternal hem de embriyonik hiicrelerde temel
fizyolojik degisiklikleri baslattigini1 gostermektedir.

Karbonhidrat baglayict bir protein olan L-selektin, insan blastokistlerinin
uterus epitelyumuna ilk yapismasina aracilik eden bir sistemin pargas: olarak
Onerilmistir (156). L-selektin daha 6nce sadece hematopoetik hiicrelerde lenfositler
ve yiiksek endotelyal veniiller arasindaki adezyondaki temel rolii nedeniyle eksprese
oldugu diistintilmustiir. Sasirtict bir sekilde, insan trofoblastlar1 da fonksiyonel L-
selektin eksprese ederken, ligand oligosakkaritleri esas olarak pinopodlarda,
blastosist adezyonunun basladigi endometrial epitelyumun apikal hiicresel
uzantilarinda saptanmaktadir (157). Bu bulgular insan blastosistlerinde L-selektin ve
endometriyal epitel {zerindeki oligosakkarit ligandlar1 arasindaki potansiyel
etkilesimin insan implantasyonunda baslangi¢ adimi oldugunu gostermektedir. L-
selektin'i spesifik antikorlarla bloke etmek, trofoblastlarin endometriyal epitele
yapismasini engeller. Ayrica, L-selektin ligandlarinin endometriyal ekspresyonu,
dogal dongiilerdeki fertil ve infertil kadinlar arasinda 6nemli 6l¢tide farklidir (158). L
selektin ligantlarinin ekspresyonu, basarili implantasyon sansini azaltir. (159). Salgi
endometriyumundaki L-selektin ligandlarinin yiiksek ekspresyonu, insanlarda
embriyo implantasyonu igin gii¢lii endometriyal reseptivite ile iliskili oldugu
diistinilmektedir(160). Bununla birlikte, fukozillenmis oligosakkaridler L-selektin
ligandinin sentezinden sorumlu olan fukosiltransferazlardan yoksun olan gen
nockout fareleri fertil olup, L-selektin de dahil olmak iizere fukozile
karbonhidratlarin farelerde implantasyon icin gézardi edilebildigini, ancak uterus
epitel hiicrelerinde eksprese olduklarini diisiindiirmektedir ( 161).

Ca2 + 'ya bagli bir transmembran adezyon molekiilii olan e-kaderin,
sitoplazmik kateninle etkilesimi araciligiyla hiicre iskeletinde hiicre i¢i adezyon ve
dinamik degisikliklere aracilik eder (162). E-kaderin kritik bir faktordiir, ¢iinkii E-
kadherin geninden yoksun embriyolar trofektodermde adezyon kavsaklarin1 kuramaz
ve periimplantasyon doéneminde olir (163). Maternal tarafta, E-kaderin

implantasyondan once luminal epitelde yiiksek oranda eksprese edilir, fakat
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blastokist invazyonu stromaya gegmeden 6nce gegici olarak downregiile edilir, bu da
embriyo implantasyonu sirasinda epitelyal hiicreler arasindaki adhezyon
kavitelerinin yeniden diizenlenmesinin Kritik bir olay oldugunu gosterir (164). Fare
uterus epitelindeki hiicre-hiicre kavsaklarinin E-kaderin downregiilasyonu yoluyla
gevsemesinin blastosist baglanmasinin 6n sart1 olduguna dair kanitlar vardir (165).
Gergekten de, E-kaderin, implantasyon basarisizligin1 gosteren rahim spesifik Msx1 /
Msx2 ablated farelerin luminal epitelinde siirekli olarak eksprese edilmektedir (166).
Benzer sekilde, yakin zamandaki bir gézlem, endometriozisli kadinlarda orta kademe
endometriyumun endometriyal epitel hiicrelerinde E-kaderin ekspresyonunun
belirgin sekilde azaldigini gostermektedir (167). E-cadherinin uterus spesifik olarak
silinmesi, kusurlu implantasyon ve desidualizasyondan kaynaklanan kadin
infertilitesine neden olur. Eksik olan fareler, adezyon baglantilarin1 ve uterus
epitelyumunda siki baglantilar1 kaybederek, embriyo baglanmasini ve invazyonu
destekleyemeyen diizensiz bir hiicresel yapi olustururlar (168). Bu bulgular, toplu
olarak, E-kaderin, implantasyon igin embriyonik ve rahim hazirhigi sirasinda Kritik
rol oynadigin1 gostermektedir.

Uterin dokusu ti¢ ana katmandan olusur: bir dis kas tabakasi, i¢ liimen epiteli
ve aralarindaki stromal yatak (169). Ostrojen ve progesteronun senkronizasyonu,
epitel ve stromada morfolojik ve fonksiyonel degisikliklerin eslik ettigi uterusu
reseptif duruma yonlendirir. Bu iki hormonun, iki ana endometriyal hiicre tipi
tizerindeki farkli etkilerini ve uterus aliciligi igin gerekli olan stromal epiteliyal
etkilesimlerin molekiiler temelini nasil uyguladiklarinin anlasilmasima yogun ilgi
gosterilmistir (170).

ER, eriskin uterin epitelyal ve stromal hiicrelerinde eksprese edilir ve
baglangigta Ostrojenin, ilgili bolmelerde dogrudan ER iizerinden islevini siirdiirdiigii
varsayllmigtir.  Ostrojenin, ER'yi eksprese etmeyen neonatal fare uterus
epitelyumunun proliferasyonunu stimiile ettigi bulgusu, 6strojenin endirekt epitelyal
mitojenezi dolayli olarak uyarabilecegini gostermektedir (171). Yetiskin ERa
eksikligi olan farelerin ve neonatal ER bozulmamuis tip farelerin uterusu kullanilarak
stroma-epitelyum ayirma / rekombinasyon sistemlerinin (172) kullanilmasi, daha
onceki bir calismada, Ostrojenin neden oldugu epitelyal proliferasyonun stromal

ER'nin aracilik ettigi bir parakrin olay1 oldugunu, epitelyal ER ile iligkili olmadigini
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gostermistir (173). Dokuya 6zgii nockout teknigi, dstrojene karst rahim duyarliligini
sistematik olarak incelemek i¢in miikemmel bir yaklagim saglar. Wnt7a-Cre ve ER-
loxp fare modelleri kullanilarak uterus epitelindeki ERa'nin segici olarak silinmesi
(UtEpiaERKO), stromal ERamin 0strojen kaynakli epitelyal proliferasyondan
sorumlu oldugunu gostermektedir (174). Bununla birlikte, hemen ortaya ¢ikan bir
soru, stromal ERo yoluyla o&strojen etkisinin epitelyal proliferasyonu nasil
uyardigidir.

Insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF) 1, EGF veya TGFa gibi polipeptit
biiyiime faktorlerinin parakrin etkileri, Ostrojenlere karsi uterus tepkilerinin
biitiinleyici bilesenleri olduguna inanilmaktadir. Uterin stromasinda Gstrojen
tarafindan indiiklenen ve aktive edilen bir anahtar biiyime faktori olan IGF1,
luminal epitelyumda IGF1 reseptor sinyallemesi yoluyla 6strojen kaynakli uterus
epitelyal DNA sentezi i¢in gereklidir (175). Onceki bir ¢aligma, uterus epitelyal
hiicrelerinin Ostrojen ile uyarilan proliferasyonunun Igfl nockout farelerinde
olumsuz etkilendigini gostermis ve bu da, IGF1'in endometriumda 6strojen etkisine
aracilik etmedeki roliinii gostermektedir (176). Bu ¢alismalar, altta yatan stromada
sadece fonksiyonel ERa'y1 gerektiren ostrojen aracili epitelyal proliferasyonun bir
parakrin mekanizmasin1  desteklemektedir. Ostrojen tedavisinden sonra, PR
epitelyumda dramatik olarak downregiile edilir ve wild tip ve UtEpiaERKO
farelerinde stromada artmis olurken, ER antagonisti ICI 182,780 (ICI) bu etkiyi her
iki genotipte de inhibe eder. Uterus epitelyal PR'nin 6strojen kaynakli down
regiilasyonu ig¢in stromal ERa'min da gerekli oldugunu diisiindiirmektedir. Bu
bulgular, o&strojenin, stromal ERo {izerinde, IGF1 gibi parakrin faktorlerinin
tiretilmesi  yoluyla uterus epitelyumunun proliferasyonunu stimiile etmesini

etkiledigini gostermektedir.

Uterin epitelyal ERa, Ostrojen kaynakli epitelyal proliferasyonu igin ikincil
olmasma ragmen, tam biyolojik ve biyokimyasal yanitlar icin gereklidir. Ciinkii
uterus epitelyal ERa'min selektif silinmesi, baslangi¢ proliferasyonundan sonra
Ostrojen ve epitelyal apoptozise yanit olarak, uzamis uterus agirlik artisina yol agar
(177). Laktoferrin (LF) ve Mucin-1 gibi sekretuar iiriinlerle gosterildigi gibi uterus

epitelinin farklilasmas1 hem stroma hem de epitelyumda fonksiyonel ERa'yi
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gerektirir ve ERa arti sentez yolu ile bir parakrin / otokrin etkisi salgilanan
faktorlerin  direkt etkileri olabilir. (178). Bu gozlemler, uterus epitelinin
farklilasmasinin  hem epitel hem de stromada fonksiyonel ER gerektirdigini
diistindiirmektedir.

PR-null uteri, rahimde PR'nin 6nemli bir modiilator etkisine atfedilen, uzun
Ostrojen tedavisine maruz kalan yumurtaliklari alinmig farelere benzer bir fenotipik
ozellik gosterir (179). PR-null ve wild tip farelerden uterin dokulari kullanarak
rekombinasyon deneyleri, stromal PR'nin, estrojenin endometriyal epitelyum
tizerindeki proliferatif etkisini hafifletmek i¢in gerekli oldugunu gostermektedir . Son
yillarda PR ile progesteron aktivitesine aracilik eden ¢ok sayida gen tespit edilmistir.
Immiinofilin FK506 baglayici protein-4 (FKbp52), uygun uterin PR fonksiyonu igin
gerekli olan bir es-saperon uterus stromasinda PR ile ortiisen bir ifadeye sahiptir
(180). Fkbp52- / fareler, epitelyumda abartili bir dstrojenik etki ile implantasyon
basarisizligr gosterirler. Histolojik ve hiicresel diizeyde Fkbp52 - / - uteri, gebeligin
4. giintinde anormal epitelyal proliferasyonu ve daha diisiik stromal proliferasyonu
sergiler ve progesteron direnci fenomenine isaret eder. Ayrica, ER aktivitesi
cogunlukla etkilenmez ve Fkbp52 null kadinlarda yiiksek dozda progesteron tedavisi
ile implantasyon defekti kurtarilabilir (181).

Niikleer reseptor siiperfamilyasinin bir tiyesi olan tavuk ovalbumin upstream
promoter transkripsiyon faktorii 11 (NR2F2 olarak da bilinen Coup-TFIl), uterus
stromasinda yiiksek oranda eksprese edilir ve ekspresyonu progesteron ile kontrol
edilir. IHH-PTCH1 epitelyumdan stromaya sinyal verir (182). Ek olarak, Coup-TFII
geninin uterus kosullu nockout edilmesi implantasyon ve desidualizasyon
basarisizlig1 ve artmis epitelyal Gstrojen reseptor aktivitesi ile sonuglanir (183). Bu
bulgular stromal Coup-TFII'nin implantasyon ve desidualizasyon sirasinda gerekli
bir PR arac1 oldugunu gostermektedir.

Temel heliks-loop-helix transkripsiyon faktori, kalp ve noral krest tiirevleri,
transkript 2 (Hand2) eksprese eder. Bu durum fare uterusunda progesteron-yanitl
transkripsiyonun mikrodizi gen profilleme analizi ile agiklanir. Progesteron, uterus
stromasinda Hand2 ekspresyonunu indiikler. Uterus hiicrelerinde Hand2'nin segici
ablasyonu, siirekli fibroblast biiytime faktorii (FGF) ekspresyonunu ve

preimplantasyon Gstrojen kaynakli epitelyal proliferasyonun uyarilmasindaki
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aktivitelerini indiikleyerek farelerde implantasyon basarisizligina yol agmaktadir
(184). Bu bulgu, Hand2'nin, implantasyon igin uterus reseptivitesini tesvik eden
steroid sinyallemeyle baslatilan uterus stromal epitelyal iletisimin Kritik bir
regiilatori oldugunu gosterir.

Stromal PR'nin, progesteron aktivitesini, epitelyumun &strojene proliferatif
tepkisini karsilamasi igin aracilik ettigi kavramina ragmen, uterus biyolojisinde
epitelyal PR'nin spesifik rolleri biiyiik 6l¢tide goz ardi edilmistir. Uterus epitelyal PR
ablasyonu i¢in Wnt7a-Cre / PRloxp fare modellerini kullanan yeni bir ¢alisma,
epitelyal PR'nin, epiteldeki progesteron hedef genlerinin transkripsiyonunu dogrudan
regiile ederek, epitelyal PR'nin zorunlu oldugunu gostermektedir . Ayrica, epitelyal
PR'nin kaybi, bozulmus desidualizasyon ve kontrolsiiz dstrojen kaynakli epitelyal
hiicre proliferasyonu nedeniyle tam bir gebelik yetmezligi ile sonuglanir (185),
epitelin normal stromal-desidual transformasyon icin gerekli oldugunu vurgular. Bu
bulgu, epitelyal PR'nin stromal-epiteliyal etkilesimin temel bir diizenleyicisi
oldugunu agik¢a gostermektedir. Sonug olarak, progesteron, epitelyumun proliferatif
yanitin1 Ostrojene karsi antagonize ederken, stromal proliferasyonu indiikleyen
epitelyal ve stromal PR'leri etkilemektedir.

Kadin treme yolunun ilk gelisimi, gastrulasyondan hemen sonra
embriyojenez sirasinda ortaya ¢ikar (186). Laboratuvar kemirgenlerinde, evcil
hayvanlarda ve insanlarda, dogumda uterus tam olarak gelismemis veya diferansiye
olmamistir; Bu nedenle, postnatal uterus morfojenezi, eriskin hayatta normal rahim
fonksiyonlart igin Kritik bir olaydir. Uterin bezlerinin, blastosist sagkalimi ve
implantasyonunun yani sira gebeligin kurulmasi ve bakimi igin gerekli olan uterus
sekresyonlarinin baglica kaynagi oldugu disiinilmektedir (187). Uterin model
kullanilarak, uterus bezinin ve hamileligin erken donemdeki salgilanmasinin,
konsepsiyon sagkalimi icin gerekli oldugu gosterilmistir (188). Molekiiler ve genetik
calismalar, biiyiime faktorleri, sitokin faktorleri ve uterus bezleri tarafindan iiretilen
potansiyel histotrofik faktorlerin endometriyal fonksiyonu diizenleyebildigini
gostermistir.

Uterin adenogenezisi olarak bilinen luminal epitelden endometriyal bezlerin
koordine gelisimi, postnatal uterus morfojenezi sirasinda baskin bir olaydir.

Adenogenez siireci, tomurcuklanma, penetrasyon ve dallanma olmak {izere ii¢ tipik
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adimu igerir. Luminal epitelyumdan elde edilen glandiiler epitelyum farklilagir ve
tomurcuklanir, ardindan glandiiler tiiplerin uterus stromasina niifuz etmesi ve daha
sonra glandiiler elementler endometriyal stroma boyunca dallanma ve kivrilmalarini
saglar (189). Farelerde, postnatal 5.giinde (PND) epitelyal invaginasyonlar veya
salgi tomurcuklar1 ortaya ¢ikar, PND 7'de yeni ortaya ¢ikan endometriyal bezler
bulunur ve luminal epitelyumdan endometrial stromaya uzanan kompleks bezler,
PND 12. giinde olusturulur (190). Buna karsilik, insanlarda endometrial bez gelisimi
anne karnindaki fetal gelisim sirasinda baslar, dogumdan 6 yasina kadar devam eder
ve ergenlik doneminde tamamen gelisir (191).

Uterus bezleri tarafindan salgilanan iiriinlerden, LIF en 6nemli molekiillerden
biridir. Membranla iligkili LIFR ve gp130'un, LIF sinyallesmesi igin gerekli oldugu
Iyi belgelenmistir (192). Farelerde, LIFR'nin ekspresyonu, preimplantasyon periyodu
sirasinda luminal epitelyum ile sinirlidir ve implantasyon meydana geldiginde 5.
giinde oldukg¢a yogun kalmaktadir . Buna karsilik gp130, 4. giinde gland ve stromada
eksprese edilir, ancak ekspresyon, 5. giinde, LIFR'ye benzer olarak luminal
epitelyumdan indiiklenir (193). Baglanma yerinde luminal epitelyumdaki LIFR ve
gpl130'un bu ortiisen ifade modeli, uterus epitelyal hiicreleri {izerinde etkili olan
glandiiler LIF'nin parakrin yapist i¢in saglam kanitlar saglar (194). Lif - / - farelerde
liminal epitelde gpl30 aktivasyonunun basarisizhigi, LIF-giidimli glandiiler-
epiteliyal etkilesimin normal implantasyon igin gerekli oldugu fikrini gii¢lendirir.
Ustelik, Msx1 ekspresyonu periimplantasyon periyodu sirasinda Lif null farelerinde
epitelyumda devam ettigi icin, Glandiiler Liyom, uterus liimen epitelindeki Msx1
ekspresyonunun asagi regiilasyonu ig¢in esastir (195). Karsilik gelen sekilde,
glandiiler epitelyumdaki Lif ekspresyonu, ayni zamanda, Lif ve Msx1 genleri
arasinda diizenleyici bir dongii oldugunu akla getiren uterus Msx1 geni kaybiyla da
azalir. Bununla birlikte, Msx1 delesyonundan kaynaklanan implantasyon
basarisizligi, LIF'nin uygulanmasiyla kurtarilamaz, bu da ayni diizenlemenin ayni
mekanizma tarafindan aracilik edilmedigine isaret eder (196). Msx1 ve LIF
arasindaki dikkate deger pozitif-negatif geri bildirim dongiisii, bir dereceye kadar
implantasyon ~ sirasinda  glandiiler-epitelyal  etkilesimlerin ~ karmasikligini

yansitmaktadir.
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Uterus bezleri stromal yatak icine gomildigiinden, glandiiler kaynakli

sinyallemenin parakrin tarzinda stromal fonksiyonu etkileyebilecegi gibi bunun tersi
de diistiniilebilir.
Forkhead box A2 (Foxa2) (Foxa2), ozellikle uterus glandiiler epitelyumda eksprese
edilir (197). Farelerde bu genin uterin spesifik ablasyonu, embriyo invazyonu ve
desidualizasyonu destekleyemeyen defektif uterus bezi olusumu ve disfonksiyonel
uterin stroma ile sonuglanir Ozellikle, Foxa2 eksikliginde uterusda LIF ekspresyonu
belirgin bir sekilde azalirken, rekombinant LIF'nin uygulanmasi, null disilerdeki
desidualizasyonu kismen geri yiikleyebilir (198), Foxa2'nin normal glandiiler LIF
ekspresyonu igin gerekli olabilecegi diisiiniilmektedir. Wnt7a'y1r sistematik olarak
eksik olan fareler, wild tipteki basit kolon yapisinin tersine, bezlerden yoksun bir si1g
stroma tabakasi ile c¢evrelenmis tabakali bir limen epiteline sahiptir (199).
Dogumdan sonra Wnt7a'nin kosullu uterin ablasyonu, endometrial bez gelisimini
bozar ve blastokist implantasyonunun basarisiz olmasina neden olur. Her iki Foxa2
ve LIF, periimplantasyon déneminde, Wnt7a - / - uterusta ciddi sekilde azalmaktadir
(200). Bu bulgular toplu olarak implantasyon sirasinda normal stromal fonksiyon
icin endometriyal bezden tiiretilen sinyallerin gerekliligini vurgulamaktadir.

Timor baskilayict p53, embriyonik implantasyon ve desidual gelisim igin ¢ok
onemlidir. P53'in kaybi1 uterin LIF diizeylerini disiiriirken, ekzojen LIF'nin
desteklenmesi p53- / disilerde normal implantasyonu geri yiikler (201). Kodon 72'de
(arginin / prolin) tek bir niikleotid polimorfizmi (SNP) tasiyan insan p53 nock-in
fareleri kullanilarak yapilan deneyler, arjinin alleli olan farelerin, implantasyon
sirasinda, prolin alleli olanlara gore daha yiiksek uterin LIF seviyeleri sergiledigini
ortaya koymaktadir (202), p53'in Lifin transkripsiyonunu diizenleyebilecegini
gostermektedir. Bununla birlikte, p53'in o6ncelikle periimplantasyon periyodu
sirasinda uterus stromal hiicrelerinde eksprese oldugunu belirtmek gerekir (203), Lif
baslangigta uterus glandiiler epitelyumdan eksprese edilir. Bu galigmalar stroma
sinyallerinin implantasyon sirasinda rahim bezlerinin fizyolojik islevini de
etkileyebilecegini gostermektedir.

Implantasyona cevaben, implantasyon embriyonunu cevreleyen stromal
hiicreler, poliploidi desidual hiicrelere genis bir proliferasyona ve daha sonra

farklilasmaya maruz kalir (204). Farklilasan stromal hiicreler, baslangicta, 5. giinde

20



Ogleden sonra fetiisii kapatan bir avaskiiler primer desidual bolge (PDZ) olusturur
(205). PDZ'nin yanindaki stromal hiicreler ¢ogalmaya devam eder ve daha sonra iyi
vaskiile olmus ikincil desidual bolgeden (SDZ) farklilasmaya devam eder.
Gelismekte olan embriyonun beslenmesinin saglanmasi ve kontrolsiiz trofoblast
invazyonunu onleyen ve embriyonun maternal rejeksiyondan fonksiyonel
plasentanin olusumundan Once korunmasini saglayan bir bariyer saglamak igin
tamamen gelistirilmis bir desiduanin 6nemli olduguna inanilmaktadir (206).

Trofoblastlar desidua igerisinde derinlestikge, vakuoller fertilizasyondan
sonraki 13. giine kadar lakiinalar1 olusturacak sekilde birlesir ve kaynasir. Lakunar
bosluk nihayetinde intervill6z bosluk haline doniisiir.

Progenitor sitotrofoblast hiicre plasentanin kok hiicresidir. Bu hiicreler,
gebelik boyunca prolifere olup, siniis tirofoblastlar1 (dis hiicresel katman) veya
ekstraviloz sitotrofoblastlar (i¢ hiicresel katman) haline gelebilen villoz sitotrofoblast
olusturmak tizere iki yol boyunca ayrilirlar. Syncytiotrophoblast, gazlarin, besin
maddelerinin ve atik {iriinlerin tasinmasi ve plasenta, fetiis ve maternal sistemleri
diizenleyen steroid hormonlarin sentezi gibi ¢esitli islevleri bulunan o6zel bir
epiteldir. Ekstravilloz trofoblast (EVT), proliferatif ve invaziv bir bilesene sahiptir.
Invaziv ve de proliferatif olmayan bir migratuar EVT de vardir. Bu hiicreler, hiicre
adalarini, septumu, koriyonik plakay ve koryon laeve'i olustururlar.

Gebeligin dort ila besinci haftasinda (adet kanali) EVT, bazalde proliferatif
trofoblast ve kolonun distal kisminda invaziv trofoblast bulunan kolonlarin igine
yonelir. Decidua'yi istila eden invaziv EVT'ye interstisyel EVT, buna karsilik spiral
arterleri istila eden ve yenilenen EVT'ye endovaskiiler EVT denir. Endovaskiiler
invazyon (intramural veya intra-arteriyel) vaskiiler diiz kas ve endotel hiicrelerinin
replasmanini veya yer degistirmesini igerir ve dar spiral arterleri genis uteroplasental
arterlere doniistiiriir . Genislemis spiral arterler ile endometrial damarlar arasindaki
anastomozlar maternal siniizoidleri olusturur ve bu da sonunda lakiiner sistemin
diisiik direncli vaskiiler agina kan1 dagitarak uteroplasental dolasimi saglar. Invasion
sirasinda EVT, farklilasma ve invazyon siirecindeki asamay1 ve roliinii belirleyen
spesifik proteinleri eksprese eder. Bunlar, integrin hiicre-hiicre dist matriks

antijenleri, matriks metaloproteinazlar (MMPIer), transforme edici biiytime faktorii-f
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(TGF-B), vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ve VEGF reseptorleri gibi
sinyal iletim proteinleri ve insiilin benzeri bliyiime faktorii 2'yi (IGF-2) igerir.

Desiduay1 ve miyometrumu invazyonunda, EVT, hiicre dis1 matrikste, MMP
proteaz ailesinin birkag tliyesini kullanir. Bu MMP'lerin aktiviteleri doku inhibitorleri
(TIMP'ler) tarafindan diizenlenir. Tim MMP'lerin bir inhibitorii olarak TIMP-1 ve
desidual hiicrelerde ve EVT'lerde TIMP-2 bulunmustur. Hepatosit biiylime faktorii
(HGF), met reseptorii ve MMP-9'u indiikleyerek trofoblast invazyonunu uyarir.
Desidua, trofoblast invazyonunu modiile eden lokal etkili faktorlerin (sitokinler,
proteaz inhibitorleri) salinmasi ile sinirlanamayan EVT invazyonunu onler.

Tromblastik kabuk uteroplasental damarlarin uglarin1 gebeligin erken
donemlerinde tikar, Oyleki gebeligin ¢ok erken doneminde plasental doku
histiyotrofik beslenme ile desteklenen diisiik oksijenli bir ortamda gelisir [207,208].
Histiotrof, desidua'da endometrial bezler tarafindan tretilen, maternal ve fetal
dokular arasindaki boslukta biriken hiicre disi bir materyaldir. Baslangicta
blastokistin trophectodermi tarafindan fagositize edilir, daha sonra plasentanin
trofoblast1 veya yolk sac kesesinin endodermi tarafindan fagositize edilir. Bu ortamin
gelismekte olan embriyoyu oksijen kaynakli serbest radikallerin teratogenezisine
kars1 korudugu disiiniilmektedir [209]. Gestasyonun 10-14. haftalarinda, trofoblastik
tikaglar yerinden ¢ikar. Kan, gaz ve besin degisimini (diger bir deyisle hemotrofik
beslenme: maternal ve fetal dolasimlar arasinda kan yoluyla taginan materyallerin
degis tokusu) kolaylastirmak igin aralikli alana akar. Artmis kan akisi, intraplasental
oksijen konsantrasyonunu ii¢ katina kadar arttirirr ve bu durum bazi gebeliklerde
ciddi oksidatif stres sonucuyla diistik yapmaya kadar neden olabilir. (210)

Oksijen, ayn1 zamanda trofoblast invazyonunun onemli bir regiilatoriidiir.
Transkripsiyon faktorii hipoksi-indiiklenebilir faktér 1'in ve invazyonun bir
inhibitorii olan TGF-B3'in ekspresyonu, oksijen gerginligindeki degisikliklere
paraleldir. Bu nedenle, ilk trimesterda, plasental yataktaki oksijen gerginligi diisiik
oldugunda ve trofoblast invazyonu ortaya ¢iktiginda bu degerler yiiksektir ve daha
sonra, damar bosluguna kan akisi saglandiginda ve oksijen gerginligi arttiginda,
gebeligin 10 ila 12 haftasinda diiser. In vitro, diisiik oksijen basinci (hipoksi), EVT
yolaginda trofoblast farklilasmasini indiikler [211].
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Plasental gelisimin ikinci haftasinda sitotrofoblastin ¢ekirdegi olan bir
sentezotrofoblast tabakasi lakiinar bosluga yerleserek birincil mezenkimal villi
olusturur. Daha da gelistirildiginde, embriyonik mesodermin i¢ ¢ekirdegini alirlar ve
ikincil villi haline gelirler. 21iincti giine kadar embriyonik mezoderm, daha sonra
gobek bagi ve embriyo iginde gelisen damarlara baglanan kan damarlarina ayrilir ve
boylece tigiinciil villi olusturur. Bazi villuslar maternal decidua'ya baglanirken,
digerleri lacunada serbest¢e yiizerler. Embriyonik dolasim her zaman anne
dokusundan, kan trofoblast tabakasiyla ayrilir.

Villous sitotrofoblast hiicreleri birinci trimester civarinda plasental villus
cevresinde siireklilik arzeden bir katman (Langhans tabakasi) olusturur ve iist
hiicrelere stirekli sinsityum olan sinsityotrofoblast hiicreleri bagislarlar. Geg
gebelikte az sayida villus sitotrofoblast hiicresi bulunur. Term gebelikte,
sinsityotrofoblastin yiizey alan1 12 ila 14 m2 arasindadir. Sintisitrofoblast turnoveri,
villoz sitotrofoblast fiizyon ve apoptozun oranlari ile kontrol edilir. Insan endojen
defektif retroviris HERV-W tiirevi protein, sinsitin sinsityotrofoblastta yiiksek
seviyede eksprese edilir.  Sitotrofoblast fiizyonundan ve trofoblastin
sinsitizasyonundan sorumludur [212]. Preeklamptik gebeliklerde azalmis sinsipin
ekspresyonu goriilmektedir [213]. Goreceli bir hipoksi veya maternal anemi ile
komplike olan yiiksek riskli gebeliklerde, sitotrofoblast hiicrelerinin ¢ogalmasi ve
artmig sinsityotrofoblast olusumu, degisim igin plasental yiizey alaninin miktarini
arttirir.

Plasentanin kan damarlar tarafindan isgal edilen orani gebelik boyunca
besinsel tasinmay: kolaylastirmak icin artar. Insan plasental vaskiiler gelisiminin ii¢
asamasi1 vaskiilogenezisin baslangi¢ safhasi, ardindan dallanma ve daha sonra
anjiyogenezistir. Iki gobek arteri ve bir ven, ikincil damar aglarina béliiniir ve ana
damar kokiine girmeden once ii¢iinciil damara daha boliniir. Daha sonra bu kaplar
rami chorii (ara villi) olusturmak tizere iki ila bes kez boliiniir ve daha da boliinerek
ramuli chorii olustururlar; bunlardan bazilar1 terminal villada, fonksiyonel degisim
tinitesi biriminlerinde son bulur. Terminal villi her biri, gaz ve besin degisimi
zamanin1 maksimize etmek, direnci ve yavas kan akisin1 azaltmak igin kilcal halkalar
ve ara sira siniisoidler olusturan 3-5 kilcal damar igerir. Oksijen, ayn1 zamanda villoz

vaskiilojenezi de diizenler [214].
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Otonom innervasyonunun yoklugunda, plasenta ve gobek baginin vaskiiler
reaktivitesi, hiimoral ve otokrin / parakrin faktorlerle olur. Gobek kordonu, koriyonik
plaka damarlar1 ve villoz damarlarin tiimiinde ¢esitli mediat6r ailelerine cevapta
bolgesel farkliliklar goriiliir. Otonom innervasyonunun yoklugunda, plasenta ve
gobek bagi vaskiiler reaktivite hiimoral ve otokrin / parakrin faktorlerin geregidir.
Cesitli mediator ailelerine tepki olarak bolgesel farkliliklar, gdobek kordonu,
koriyonik plaka damarlar1 ve Villoz damarlarin timiinde goriiliir. Onemli
mediatorler, renin-anjiyotensin sistemi, endotelin, nitrik oksit, karbon monoksit,
histamin, serotonin, prostaglandinler, natriiiretik peptitler, paratiroid hormonu,
adrenomedulin, tirokortin ve kortikotropin salan hormonu igerir. Diyabetle komplike
gebelikler ve preeklampside bu faktorlerin birgogunun iiretim ve cevabi yanit
diizeylerinde degisiklige dair ¢cok sayida kanit vardir.

Plasental vaskiilatiirde tromboz gebelik kaybmna neden olabilir. Trofoblast
yiizeyi antikoagiilan aktiviteye sahiptir. Sinsitizasyon sonrasi, negatif yiikli
fosfolipidler (PS) trofoblast yiizeyinde eksprese edilir ve bu potansiyel olarak
koagiilasyonun i¢ yolagmi harekete gegirir. Ca2 + / fosfolipid bagimli protein
ailesinin bir tyesi olan Annexin A5, negatif yiiklii fosfolipidlere baglanarak
plasentanin villoz trofoblastinin trombozu ve homeostaz diizenleyicisi olarak
tropoblast yiizeyi iizerinde anti-pihtilagsma, koruyucu bariyer gorevi goriir[215].
Aksine antifosfolipid antikorlarinin anneksin A5'in hareketlerine karsi oldugu ve kan
pihtilagsmasma yol actigi ve bu nedenle normal trofoblast fonksiyonunu bozdugu
diistintilmektedir [216]

Miisin 1 (MUC-1) bir glikoproteindir. Ekspresyonun zamaninda inhibisyonu,
uterus reseptivitesi i¢in ¢cok 6nemlidir (217) ve endometriyuma bakteri ve proteolitik
saldirilara karsi yaglanma ve koruma sagladigi diistiniilmektedir (218). Buna bagh
olarak yapilan galigsmalarda fertil bayanlardaki diizeyinin infertil bayanlara gore daha
yiiksek diizeylerde oldugu goriilmistiir. Ek olarak, MUC-1 blastosist implantasyon
tutunma fazinda 6nemli rol oynayan hiicre adezyon molekiillerinin ekspresyonunu
gizler gibi goriinmektedir . Bu nedenle, implantasyon penceresi dedigimiz siiregte
nispeten diisiik seviyelerde MUC-1'in implantasyon sirasinda basarili embriyo-
endometriyal etkilesimler igin hayati oldugu hipotezi mevcuttur . (219).

24



Plasental protein 14 (PP14) olarak da bilinen Glycodelin A (GdA),
implantasyon ve erken gebelik sirasinda en bol glikoproteindir (220). Bu
glikoproteinin sperm-zona etkilesimini inhibe ettigi gorilmektedir (221) ve
implantasyon igin endometriyumun hazirlanmasinda hayati bir rol oynadig1 iddia
edilmektedir . Ek olarak, GdA'min diisiik gebelik diizeyleri, alisilmis diisik,
tekrarlayan diisiik ve agiklanamayan infertilite ile iliskili oldugu igin, saglikli bir
hamileligin korunmasinda rol oynadig: diistintilmektedir (222).

Implantasyon sirasinda blastosist ve uterus arasindaki karsilikli etkilesimler
konusundaki anlayisimiz, siiregte yer alan ¢ok sayidaki molekiiliin tanimlanmasi
yoluyla ilerlemistir. Bu kesifler buzdaginin goriinen yiizii olabilir. Son gelismeler,
implantasyon kalitesinin devam eden gebeligin Kalitesini belirledigi seklinde yeni
ortaya ¢ikan bir kavrami vurgulamaktadir

Embriyo implantasyonu, blastosist ve uterus arasindaki ilk fiziksel etkilesimi
baglatir, bdoylece hem embriyo hem de uterusun tim sonraki gelisimini
programlayabilir. Bu erken asamada herhangi bir hata erken gebelik kaybi1 veya
cesitli gebelik komplikasyonlarina 6nemli dlgiide sebep olacaktir (223). Embriyo
transfer teknigini kullanan onceki c¢alismalar, implantasyon penceresinden sonra
transfer edilen normal fare blastokistlerinin, implantasyon basarisizligi ve fetal
absorbsiyonda dramatik bir artis sergiledigini gostermektedir. (224). Bu gorts,
genetik olarak tasarlanmis fare modellerinden elde edilen bulgular ile daha da

desteklenmektedir.

Bu yeni kavramin klinik 6nemi yiiksektir, ¢linkii erken gebelik kayb1 riski insanlarda
daha sonraki implantasyonlarda artar (225). Normal adet dongiisiinde veya IVF
tedavisi sirasinda kadinlarda, normal pencerenin Gtesinde implantasyon meydana
gelirse, gebelik kaybi1 siklikla goriiliir ve bu da implantasyonun ertelenmesi ile okiilt
gebelik basarisizhigmin yiiksek bir iligkisini gosterir (226). Bununla birlikte, bu
veriler ayrica, birka¢ giine kadar, 6rn. yumurtlamadan 6-8 giin sonra, insan
implantasyonu olumsuz sonuglara neden olmadan, anne ve embriyonik bilesenler
arasindaki etkilesimlerin ne zaman ortaya ¢ikacagi konusundaki belirsizlikleri hesaba
katmak tizere memeli gelisimine programlanmasi gereken onlemleri vurgular. Bu

nedenle bagimsiz olarak gelismekte olan embriyo ve disi tireme Sistemini senkronize

25



etme zorunlulugu, yerel mikrogevrede 6nemli unsurlara kars1 fizyolojik cevaplarin
hizl1 transkripsiyon sonrasi diizenlemesi yoluyla kolaylastirilmistir (227).

flging bir sekilde, yakin zamanda yapilan bir ¢alisma, gegici adrenoseptor
aktivasyonunun neden oldugu anormal implantasyonun normal zaman
implantasyonunu korudugunu, ancak embriyo gelisimini bozdugunu gostermistir.
Basarili hamilelik i¢in dogru zamanda ve dogru yerde implantasyon on sarttir.
Ustelik, IVF gebelikleri siklikla, ikiz bir sendromun yiiksek riski ile komplike hale
gelmekte olup, bunlarin bir nedeni, embriyonun implantasyonda kalabalik olmas1 ve
ikiz tarafindan bir fetusun daha sonra rezorpsiyonu olabilir (228). Plasenta previa,
plasentanin  servikse yakin veya tamamen kaplandigi bir insan gebelik
komplikasyondur (229), insan gebeliklerinin yaklasik% 0.5'ini etkiler. . Ve bu
komplikasyon igin bir risk faktorii de anormal embriyo araligi olabilir (230). Bu
nedenle, fare modellerinde embriyo araliginin nasil ortaya ¢iktigi sorusu cevaplari,
ikiz ikiz sendrom ve plasenta previa gibi insanlarda gebelik hastaliginin etiyolojisine
ipuglar1 saglayacaktir.

Embriyo-uterus etkilesimlerini yoneten molekiiler sinyal yollar1 hakkinda
anlasilan ¢ogu sey hayvan modelleri kullanilarak elde edilmistir, ¢linkii insan
deneyleri insan embriyolart ile ilgili etik degerlendirmeler ve kisitlamalarla sinirlidir
(231). Insanlar ve kemirgenler evrimsel olarak farkli olsalar da, embriyo
implantasyonu agisindan birgok fizyolojik benzerligi paylasirlar. Ornegin blastosist
kulugkalama veya zona pellucida ¢6ziinmesi, her iki tiirde de, uterus limenindeki
blastosistin dogru temasini ve yonlenmesini saglamak icin olusur (232). Blastosist
yerlestirme sonrasi, blastosist eki her iki tiiriin de tamimlanmis bir implantasyon
penceresi iginde gerceklesen tam olarak diizenlenmis bir embriyo rahim diyalogunu
baslatir (233). Luminal epitelyumun altinda yatan stroma hiicreleri, hem insanlarda
hem de farelerde embriyolarin gelisimini korumak ve desteklemek igin, trofoblast
penetrasyonu tiizerine genis desidualizasyona maruz kalir, ancak stromal desidual
doniisiim, menstriiel siklusun orta sekretuar fazi sirasinda kadinlarda bir embriyodan
bagimsiz olarak baslar. Bu benzerlikler, fare modelleri kullanilarak gergeklestirilen

implantasyon arastirmalarindaki muazzam ilerlemelerin degerini giiglendirmektedir.
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Metotreksat, dihidrofolat rediiktaz1 inhibe eden ve bdylece tetrahidrofolatin sentezini
kisitlayan bir folik asit antagonistidir. Tetrahidrofolat, timidat sentezi ve de novo
piirin sentezinde onemli bir kofaktér oldugu icin, metotreksat DNA sentezini
engeller ve antiproliferatif bir etkiye sahiptir.

Metotreksat, malignite, romatizmal bozukluklar ve sedef hastaligi ile
intrauterin gebeligin sonlandirilmasinda kullanilmigtir. Son zamanlarda, metotreksat
ektopik gebelik igin standart bir tedavi haline gelmistir. Ektopik gebelik olarak
intrauterin gebeligin yanlis teshisi, devam eden gebeligin 50 mg / m2'lik (maternal
viicut yiizey alani) metotreksatin doz seviyelerine maruz kalmasina neden olabilir.
Deney hayvan calismalar1 farelerde, si¢anlarda, tavsanlarda ve maymunlarda
embriyo 6liimiiyle metotreksat tedavisini iligkilendirmistir. Yapisal malformasyonlar
en ¢ok 19.2 mg / kg maternal doz seviyesinde tavsanlarda gézlenmistir. Tavsanlarda
anormallikler, hidrosefali, mikroftalmi, yarik dudak ve damak, mikrognati, displastik
sakral ve kaudal omurgali, fokomeli, hemimeli, sindaktili ve ektrodaktili igerir.
Gebelik sirasinda metotreksat maruziyetinin insan vaka raporlarina dayanarak,
biiylime yetersizligi, mikrosefali, kafatas1 kemiklerinin hipoplazisi, genis
fontanelleri, koronal veya lambdoidal kraniosinositozu, kabarik sag derisi kili, genis
burun kopriisii, s1g supraorbital sirt, diisiik kulaklar, maksiller hipoplazi, epikantal
kivrimlar, kisa kollar, hipodaktili ve sindaktili iceren bir metotreksat embriyopatisi
tarif edilmistir. Bu sendrom, dogumdan 6 ila 8 hafta sonra ve 10 mg / hafta veya
daha yiiksek doz seviyeleriyle iliskili olabilir. Ektopik gebeligin yanlis tanist iligkili
metotreksat maruziyetine dair yeni vaka raporlari, gebe kalmadan 6 hafta onceki
tedaviyi kapsamaktadir ve bu erken maruziyetlere bagli olarak ayri bir sendromun
Onerisini ortaya ¢ikarmistir. Fallot tetralojisi ve belki de diger noral krest hiicrelerle
iligskili anormallikler bu erken sendromun o&zellikleri olabilir. Metotreksat vaka
raporlarmin  ve serilerinin bir analizi, metotreksat-maruz kalan ¢ocuklarda
beklenenden daha fazla pulmoner atrezi, kraniosinositoz ve ekstremite eksiklikleri
oldugu yoniinde destek saglamaktadir.

Ektopik gebelik, fertilize ovumun uterin kavite disinda bir dokuda implante
olmasidir. Tubal, interstisyel, ovaryan, servikal, abdominal, intraligamenter veya
heterotopik yerlesimli olabilir. En sik olarak tubal ampuller bolgede yerlesir. Ektopik

gebelikler tiim gebeliklerin %21-2’sini olusturur. Giderek artan vakalar pelvik
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infeksiyon oranlarinin artmasina, artan owvulasyon indiiksiiyonlarina ve tubal
sterilizasyona bagli oldugu diisiiniilebilir (234). Diger faktorler ise rekonstriiktif tubal
cerrahi islemler, hassas Human Koryonik Gonadotropin (B-hCG) o6l¢iimleri,
transvaginal ultrasonografi (TV-USG) ve laparoskopik cerrahi islemlerin yaygin
kullanimut ile erken tani olanaklarinin gelismesi olarak siralanabilir (235).

Bu calismada, gebe sicanlarda MTX'ye maruz birakildiktan sonra
endometriumdaki ardisik histopatolojik degisiklikleri arastirdik; folat metabolizma
antagonisti MTX ile inbibe olunan embriyonal implantasyon iizerine etkilerini
MUC-1 ve GdA biyomarkerlarinin diizeyleri araciligiyla inceledik.

Metotreksat‘in embriyonal implantasyon tizerine etkilerinin arastirilmasi
amaciyla gebe olmayan ve gebe olan siganlara metotreksat uygulanmig ve
uygulanmamis gruplari olusturuldu. Karsilastirmali olarak metotreksatin, embriyonal
implantasyon tizerine etkisinin, endometrium dokusu 6rneklenerek MUC-1 ve GdA
proteinlerinin  ekspresyonlarinin immiinohistokimyasal olarak gdsterilmesi

araciligiyla arastirilmasi amaglandi.
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GEREC VE YONTEM
Deney Hayvanlarinin Secimi

Deney hayvani olarak laboratuvar sartlarina kolay uyum saglamalari, kisa
stirede fazla dol vermeleri ve dayanikli olmalar1 sebebiyle ratlar se¢ildi. Bu amagla
Wistar Albino cinsi disi ratlar kullanildi. Calismamizda kullanilan ratlar KTU
Cerrahi Arastirma Merkezi’den elde edildi. Istatistiksel degerlendirme yapabilmek
icin gerekli minimum say1 esas alinarak, ortalama agirliklar1 180-220 gr arasinda

olan, eriskin (yas araligi 10-12 hafta) 32 adet Wistar Albino rat kullanildi.
Deney Hayvanlarinin Bakimi:

Ratlar ¢alisma siiresince laboratuar kosullarinda en uygun araliklarda tutuldu.
Ratlar 12 saat aydinlik (07:00- 19:00), 12 saat karanlik (19:00- 07:00) olan ve
otomatik olarak klima ile havalandirilan 21+£2°C’lik odalarda tutuldu. Calismada
kullanilan her bir rat ayri kafeslerde tutuldu. Calisma boyunca ratlara (siganlara)
cesme suyu verildi. Calisma siirecinde sicanlar ad libitum seklinde beslendi. Deney

stiresi boyunca siganlarin gida ve su tiiketimi takip edildi.
Deney Hayvanlarinin Ciftlestirilmesi ve Gruplandirilmasi

Grup 3 ve 4 i¢in; ratlar kafeslere 4 disi ve bir erkek olacak sekilde konuldu.
Disi ratlar giinliik olarak vaginal smear islemine tabi tutuldu ve gebelikleri, sabah
08:15-09:00 araliginda alinan vaginal smear’lerin 1s1k mikroskop incelemesinde
spermatozoit bulunmasi ile belirlendi. Smear de sperm goriilen siganlar 0,5 giinliik

gebe olarak kabul edildi.

Siganlar her grupta 8'er tane rat olacak sekilde gebe ve gebe olmayan ve metrotreksat

uygulanan ve uygulanmayan ratlardan olarak 4 gruba ayrilds;
Grup 1. Kontrol (Metotreksat uygulanmayan ve gebe olmayan),

Grup 2. Metotreksat intramuskiiler uygulanan ve sonrasinda gebe

birakilmayan,

Grup 3. Metotreksat uygulanmayan ve gebe birakilan,
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Grup 4.Metotreksat intramuskiiler uygulanan ve gebe birakilan olarak

gruplandirildi.

Grup 2 ve 4 igin metotreksat (methotrexate 50mg ampul, Med-ilag sanayi ve Ticaret
A. S., Istanbul , Tiirkiye), intramiiskiiler olarak 50 mg/m? tek doz olarak olarak
uygulandi. Hayvanin viicut yiizey alan1 2005 yilinda yayinlanan ABD ila¢ ve Gida
Dairesi hayvan calismalarindan elde edilen sonuglarin insan dozu olarak
kullanilmasinda tavsiye ettigi viicut yiizey alani iizerinden hesaplanma formiilii
kullanildi (Guidance for IndustryEstimating the Maximum Safe Starting Dose in
Initial Clinical Trials for Therapeutics in Adult Healthy Volunteers, 2005). Buna
gore ortalama 200 g olan bir sican icin 50 mg/m? Metotrexate insan uygulama
dozuna esdeger sican dozu 0.2 mg olarak hesaplandi. Enjeksiyon kal¢a ve bacak
bolgesine 0.5 cc’lik standart ince uglu enjektor yardimi ile yapildi. Grup 4 ;
methotrexate uygulamadan iki ay sonra her 4 disiye bir erkek olacak sekilde
ciftlestirildi. Grup 2 ve 4 i¢in metotrexat uygulamasindan ortalama 3 ay sonra doku

ornekleri alindi.
Doku orneklerinin elde edilmesi:

Grup 3-4’deki siganlarin gebeliklerinin 5. giiniinde ketamin/ksilazin (50/10
mg/kg intraperitoneal) anestezisi altinda servikal dislokasyon ile  Otenazileri
saglandiktan sonra uteruslart ¢ikartildi. Grup 1-2’deki siganlarda her giin alinan
vaginal smear ornekleri ile dstrus fazi tespit edildi. Ostrus faz1 sitolojide; cekirdekli
stiperfisiyal ve keratinize siiperfisiyal hiicre degerlendirilmesi yapilarak saptandi
buna gore keratinize siiperfisial hiicrelerin daha yogun oldugu fazda ketamin/ksilazin
(50/10 mg/kg intraperitoneal) anestezisi altinda servikal dislokasyon ile 6tenazileri

saglandiktan sonra uteruslar ¢ikartildi.
Histopatolojik inceleme:

Doku ornekleri histopatolojik degerlendirme yapilmasi i¢in %10 luk formol
icinde 48 saat fikse edildi. Doku parcalar1 dereceli alkol serilerinden gegirilerek
seffaflastirildi. Dokularin parafin bloklar1 hazirlanarak, bloklardan tam otomatik
mikrotom ile 5 um kalinliginda kesitler alindi. Kesitler deparafinizasyon isleminden

sonra Hematoksilen&Eozin ile boyandi. Histopatolojik degerlendirme, bu konuda
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deneyimli bir patoloji uzmani tarafindan yapildi. Histopatolojik incelemede oncelikle
grup 3 ve 4’de ka¢ embriyo implante olduguna bakildi, embriyo sayisi istatistiksel

analiz yapilmak iizere kaydedildi.
Immiinohistokimyasal inceleme:

Immunohistokimyasal analiz parafine gémiilii doku 6rneklerinden hazirlanan
kesitlerde, tam otomatik boyama cihazi (Ventana Benchmark XT, Ventana Medical
Systems, Tucson, Arizona) ile protokollere uygun olarak ¢alisildi. Streptavidin—
biotin- peroksidaz teknigi ile sekonder antikorlari gostermek i¢in diaminobenzidine
(DAB) kromojeni kullanildi. Bu sekilde Muc-1 (Katalog no: E-AB-13550,
ELABSCIENCE,1:100, ABD) ve Glikodelin A (Katalog no: E-AB-15077,
ELABSCIENCE,1:150, ABD) antikorlar1 kullanilarak immiinohistokimyasal ¢alisma
gerceklestirildi. Endometrium da MUC-1 ve Glikodelin ekspresyonu diizeyi
degerlendirildi.

Immiinohistokimyasal Skorlama:

Immiinohistokimyasal olarak MUC-1 ve Glikodelin A ile boyanan dokularin
histolojik preparatlar1 NikonEclipseNi mikroskobu ile x100 biiylitmedeki dijital
gorintiileri ¢ekilerek bilgisayar ortamina aktarildi. Dijital goriintiilerin skorlanmasi
H-skor kullanilarak degerlendirildi (*McCarty KS, Jr., Szabo E, Flowers JL, Cox
EB, Leight GS, Miller L, et al. Use of a monoclonal anti-estrogenreceptorantibody in
theimmunohistochemicalevaluation of humantumors. CancerRes. 1986;46(8
Suppl):4244s-8s)

H-skorun hesaplanmas i¢in asagidaki denklemi kullanan MS Excel makro dosyas1

olusturuldu.
H-skor=) (P1x1)

Pi boyanan hiicrelerin yiizdesi gosteren katsay1 ve i ise boyanmanin yogunlugunu (
3+ (giicli), 2+ (orta), 1+ (zayif), ve 0 (boyanma yok) ) ifade etmektedir. H-Skor

kullanilarak tiim preparatlarda sitoplazmik ve apikal boyanma randomize segilen 5
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farkli 20x biiyiime alan1 ayr1 ayr1 degerlendirildi. Her bir doku 6rneginde luminal

epitel, glandiiler epitel ve desidual epitelde h skorlamasi ayr1 ayr1 yapildi.
Istatistiksel Yontem:

[statistiksel analiz “IBM SPSS Statistics 23” istatistik programi kullanilarak
yapildi. Implante olan embriyo sayis1 ve immiinohistokimyasal H-Skorlarin
karsilastirmasinda dagilimlar normal dagilim gostermediginden ve gruplar 30’un
altinda 6ge icerdiginden non-parametrik testler kullanildi. Gruplarin arasinda fark
olup olmadig1 “Kruskal-Wallis testi” ile bakildiktan sonra farkli olan gruplar arasinda
fark “Bonferoni diizeltmeli Mann-Whitney U testi” ile degerlendirildi. Istatistiksel
anlamlilik diizeyi “p < 0,05 olarak kabul edildi.

Finansal Destek ve Etik Kurul Karari:

Tezin biitgesi Arastirma Gorevlisi Dr. Gokhan Erdil tarafindan karsilanmistir.
Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu onay1
tez ¢aligmasi baglamadan 6nce alind1 (26/07/2017 tarih 2017-29).

Arastirma siiresi:

7 ay (01 Eyliil 2017- 01 Mart 2018).
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BULGULAR

Deneyde her bir gruptaki sicanlarin kilosunda istatistiksel anlamli fark

saptanmamustir (Kruskal Wallis varyans analizi, p=0.136, Tablo 1).

Tablo 1 : Deneyde her bir gruptaki hayvanlarin agirliklar: (gram).
Gruplar Agirlik (gram)

1. Kontrol 193.50 +9.18

2. Metotrexate uygulanmis ancak gebe degil ~ 197.75+6.73

3. Gebe 201.50 +4.34

4. Metotrexate uygulanmis ve gebe 197.62 +5.21

Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir.

Metotreksatin  Ostrus fazindaki endometriuma etkisinin  arastirilmasi

kapsaminda gebe olmayan siganlarda (grup 1 ve 2’de); uterin luminal, glandiiler ve
desidual epitelde glikodelin A ve musin-1 i¢in H-skorlarmin karsilastirilmasi tablo
2’de verilmistir. Buna gore grup 2’de 1°e gore her ii¢ epitelde glikodelin A ve

musin-1 H-skoru istatistiksel anlamli olarak azalma gdstermistir.

Tablo 2 Grup 1 ve 2’de glikodelin A ve misin-1 H skorlarinin
karsilastirilmasi.

Gruplar Grup 1 Grup 2 p
Luminal epitelde Glikodelin A H-skoru ~ 59.25+41.82  22.00+12.90 0.028
Glandiiler epitelde Glikodelin A H-skoru 99.75+44.66  19.38 +21.03 0.001
Desidual epitelde Glikodelin A H-skoru ~ 42.88 +30.04  11.50+4.84  0.003
Luminal epitelde Musin-1 H-skoru 94.00+34.32 34.32+1350 0.010
Glandiiler epitelde Musin-1 H-skoru 67.75+65.24  22.50+25.22 0.038
Desidual epitelde Musin-1 H-skoru 69.50 £2359  24.75+328  0.001

Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Istatistiksel karsilastirma icin Mann-
Whitney U testi kullanilmusgtir.

Sekil 1-2’de grup 1 olgusunda, sekil 3-4’de grup 2 olgusunda uterusun
mikroskobik kesitinde luminal epitelde glikodelin A ve musin 1 ekspresyonu

verilmistir.
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Sekil 1. Grup 1 olgusunda, gebe olmayan uterus luminal epitelde Glikodelin A
ekspresyonu, x400.

Sekil 2. Grup 1 olgusunda, gebe olmayan uterus luminal epitelde musin-1
ekspresyonu, x400.
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Sekil 3. Grup 2 olgusunda, metrotreksat verilmis gebe olmayan uterus luminal
epitelde Glikodelin A ekspresyonu, x400.

Sekil 4. Grup 2 olgusunda, metotreksat verilmis gebe olmayan uterus luminal

epitelde musin-1 ekspresyonu, x400.
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Metotreksatin implantasyona etkisinin arastirilmast kapsaminda gebe olan
sicanlarda (grup 3 ve 4’de); implante olan embriyo sayisi, uterin luminal, glandiiler
ve desidual epitelde glikodelin A ve musin-1 i¢in H-skorlarinin karsilastirilmasi tablo
3’de verilmistir. Buna gore grup 4’de 3’e gore implante olan embriyo sayisi, her {i¢
epitelde glikodelin A ve musin-1 H-skoru istatistiksel anlamli olarak azalma
gostermistir. Bu durum iki ay dnce uygulanan metotreksatin siganlarda implante olan
embriyolarda azalma, uterusda glikodelin A ve musin-1 ekspresyonunda azalmaya

neden oldugunu gostermektedir.

Tablo 3 : Grup 3 ve 4’de glikodelin A, miisin-1 H skorlarinin ve implante olan

embriyo sayisinin karsilastirilmasi.

Gruplar Grup 3 Grup 4 p
Luminal epitelde Glikodelin A H-skoru  236.38 £55.77 27.25+21.11 0.005
Glandiiler epitelde Glikodelin A H-skoru 172.38 £59.12 21.85+24.63 <0.001
Desidual epitelde Glikodelin A H-skoru  126.00 +16.09 17.62+11.99 <0.001
Luminal epitelde Musin-1 H-skoru 132.25+1350 15.75+3.45  <0.001
Glandiiler epitelde Musin-1 H-skoru 150.25+34.69 1350+6.46  <0.001
Desidual epitelde Musin-1 H-skoru 119.75+29.94 17.13+549  <0.001
Implante olan embriyo sayist 12.50 +2.00 9.25+1.58 <0.001

Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Istatistiksel karsilastirma icin Mann-

Whitney U testi kullanilmugtir.

Sekil 5-6’de grup 3 olgusunda, sekil 7-8’de grup 4 olgusunda uterusun
mikroskobik kesitinde luminal epitelde glikodelin A ve musin 1 ekspresyonu

verilmistir.
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x400.

Sekil 6. Grup 3 olgusunda, gebe uterusda luminal epitelde musin-1 ekspresyonu,
x400.
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Sekil 7. Grup 4 olgusunda, metrotreksat verilmis gebe uterus luminal epitelde
Glikodelin A ekspresyonu, x400.

Sekil 8. Grup 4 olgusunda, metotreksat verilmis gebe uterus luminal epitelde musin-1

ekspresyonu, x400.
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Grup 1 ve 3 olgularinda uterin luminal, glandiiler ve desidual epitelde

glikodelin A ve musin-1 igin H-skorlar1 karsilastirildiginda grup 3 olgularinda grup

1’e gore istatistiksel anlamli olarak artis gosterdigi saptanmistir. Mann-Whitney U

testi kullanilarak elde edilen p degerleri tablo 4’de verilmistir.

Tablo 4 : Grup 1 ve 3’de glikodelin A, miisin-1 H skorlarinin karsilastirilmasi.
Gruplar Grup 1l Grup 3

Luminal epitelde Glikodelin A H-skoru 59.25+41.82  236.38 +£55.77  <0.001
Glandiiler epitelde Glikodelin A H- 99.75+4466 172.38+59.12 0.015
skoru

Desidual epitelde Glikodelin A H- 42.88+30.04 126.00+16.09 <0.001
skoru

Luminal epitelde Musin-1 H-skoru 94.00+34.32 132.25+1350 0.003
Glandiiler epitelde Musin-1 H-skoru 67.75+65.24 150.25+34.69 0.038
Desidual epitelde Musin-1 H-skoru 69.50 £23.59 119.75+29.94 0.005

Veriler ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Istatistiksel karsilastirma i¢in Mann-

Whitney U testi kullanilmusgtir.
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TARTISMA

Yaptigimiz ¢aligmada gebe ratlarla kontrol grubunun karsilagtirmasinda;
uterin luminal, glandiiler ve desidual epitelde GdA ve MUC-1 i¢in H-skorlar1
karsilastirildiginda gebe rat olgularinda kontrol grubuna gore istatistiksel anlamli
artis gosterdigi saptanmstir. Onceki calismalarda MUC-1 ve GdA'nin hem kan hem
de doku diizeylerinin, tekrarlayan implantasyon basarisizligi olan hastalarda, kontrol
grubundaki fertil kadinlara gore anlamli olarak daha diisiik oldugu sonucuna
ulagilmisti. Tek bir serum MUC-1 ve GdA saptamasi ile, RIF (tekrarlayan
implantasyon basarisizli§1) gelistirme riski yiiksek olan hastalar tanimlanabilir
seklinde bir yorum getirilmisti. Calismamizda elde edilen sonug gebelik durumunda
artan MUC-1 ve GdA degerleri itibariyle yapilan 6nceki c¢alismalarla korelasyon

gostermektedir.

Yaptigimiz ¢alismada gebe ratlarda GdA diizeylerinin kontrol grubu gebe
olmayan ratlara gore daha yiliksek olusu, mevcut bulgular dahilinde gec¢mis
calismalarla ortlismektedir. MUC-1 diizeyinde ise gebe ratlarda kontrol grubuna gore
immunhistokimyasal boyanma bolgelerinde anlamli istatistiki  bir  yiikseklik
saptanmistir. Bu durum onceki ¢aligmalardaki fertil bayanlardaki yiiksek muc-1
diizeyleriyle korelasyon igerisinde gibi goriinsede aslinda gebe bayanlardaki

implantasyon penceresi doneminde gozlenen rélatif MUC-1 diisiisii ile ¢elismektedir.

MUC-1 glikoproteini, endometrial siiperfertilitede rol oynayabilen bir anti
adhezyon molekiiliidiir. Embriyo ve endometriyum arasindaki temas olasiligim

3

saglamak icin MUC-1 ekspresyonu saglikli kadinlarda implantasyon ‘¢ penceresi
sirasinda “diisiik” seviyelere iner. Diger yandan, dnceki ¢alismalarda, implantasyon
sirasinda, tekrarlayan gebelik kaybi olan kadinlarda MUC-1 ekspresyonunun
endometriyumda, fertil kadinlarla karsilastirildiginda son derece diisiik oldugu ileri
stiriilmektedir. Bizim ¢alismamizda Metotreksat verilmemis gebe ratlarda da kontrol
grubuna gore luminal epitelde MUC-1 ekspresyonu daha yiiksek diizeyde oldugu

goriildi. (p=0,010)
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Ek olarak, biiyiikk oOlgiide azaltilmis MUC 1 ekspresyonu, endometriyal
implantasyon sirasinda bagisiklik sistemini bozabilir ve bdylece implantasyon
siirecini olumsuz yonde etkileyebilir. MUC-1, yabanci maddelere kars1 bir savunma
duvar1 gorevi goren ve implante edilen embriyolar1 koruyan bir immiinomodiilatér
olarak T hiicrelerinde eksprese edilir . MUC-1 ekspresyonunda asir1 indirgemeler, bu
koruyucu etkiyi azaltabilir, boylece embriyolar saldiriya agik hale gelir. Bu nedenle
MUC-1, endometriyal reseptivitenin belirlenmesinde 6nemli bir rol oynayabilir.

MUC-1'in diisiik seviyeleri infertil hastalarda endometriyumun embriyo
secim islevine zarar verebilir, bdylece diisik yapma oranlarini artirabilir veya
implantasyon oranlarini azaltabilir. MUC-1 ekspresyonunun, hidrosalpinks olan
infertil hastalarin endometriyumunda 6nemli Ol¢iide azaldigr bulunmustur. Benzer
sekilde, hidrosalpinksli hastalarda endometrial MUC-1 ekspresyonunun anlamli
olarak daha diisiik oldugunu gostermistir. Bu sonuglar, hidrosalpinkten gelen sivinin
MUC-1 seviyesini énemli 6l¢iide azaltarak sadece embriyoyu degil, endometriumu
da olumsuz etkiledigini gostermektedir. Yapilan Onceki bir ¢alisma, RIFi
(tekrarlayan implantasyon basarisizligl) hastalarin kan ve doku MUC-1 diizeylerinin,
kontrol grubundaki fertil kadinlardan anlamli derecede diisiik oldugunu ortaya
koymaktadir. Bu bulgu, asir1 derecede diisik MUC-1 diizeylerinin implantasyon
tizerinde yikici bir etkiye sahip olabilecegini gostermektedir.

Mevut bilgi dahilinde yaptigimiz ¢alismada Metotreksat’in antidstrojenik
etkiniliginin bir yansimasi olabilecegi sonucuna yorumladigimiz bir bulgu olarak;
Metotreksat verilmis gebe ratlarda, Metotreksat verilmemis gebe rat grubuna gore
luminal epitelde MUC-1 ekspresyonunun daha diisiik diizeyde oldugu goriildi.
(p=0,010) Bu durum Methotreksatin implantasyon penceresi olarak bilinen donemde
endoemtrial yataga reseptivite agisindan olumsuz bir yansimasi olabilecegini
disiindiirtmekle beraber folik asit metabozlizmasi antimetaboliti bu ilacin MUC-1
diizeyini gebe ratlarda diislirmisliigiiniin yorumu agisindan ileri diizey molekiiler

calismalar gerektirdigi agiktir.

Glikodelin-A nin sentez ve sekresyonunun progesteron tarafindan uyarildigi
gibi, insan uterusunun en yaygin progesteron diizenlenleyici proteinidir. Verimli ve
infertil kadinlarda kan GdA seviyelerini karsilastiran caligmalar c¢esitli sonuglar

vermektedir. Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada GdA'nin potansiyel olarak pro-
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inflamatuar olan monositlerde apoptosisi tetikledigini ileri siirmiistiir. Bu nedenle,
GdA basaril1 bir hamilelik i¢in gerekli olan anti-enflamatuar ortami siirdiirmede bir

rol oynayabilir.

Bizim calismamizda da Metotreksat verilmemis gebe ratlarda kontrol
grubuna gore luminal epitelde Glikodelin-A ekspresyonu daha yiiksek diizeyde
oldugu goriildii. (p=0,003) Buda 6nceki ¢alismalarla korelasyon gostermektedir.

Ek olarak, azalmis yumurtalik fonksiyonu GdA iiretimini etkileyebilir:
onceki caligmalarda endometriyal biyopsiler E2 ve GdA ekspresyonu arasinda pozitif
bir korelasyon gostermektedir . Bu gergek, endometrial gen ekspresyon g¢aligsmalari
ile dogrulanmistir. GdA konsantrasyonu ve endometriyal olgunlasma iliskili
goriinmektedir. Buna gore, yapilan bir ¢alismada, RIF’ I1 (tekrarlayan implantasyon
basarisizligl) hastalarda GdA'min kan ve doku diizeyleri anlamli olarak diisiik
bulunmustur.

Bizim ¢alismamizda da Metotreksat verilmis gebe ratlarda, metotreksat verilmemis
gebe rat grubuna gore luminal epitelde Glikodelin-A ekspresyonunun daha diisiik
diizeyde oldugu goriildi. (p=0,002) Bu anlamda mevcut bulgularimiz literatiirde

tanimlanmis Glikodelin-A fonksiyonu agisindan korelasyon gostermektedir.

MUC-1 ve GdA'nin kan ve doku diizeylerinin, fertil kadinlardakine kiyasla,

RIF'li kadinlarda asir1 derecede azaldigini ortaya koymaktadir.

Bizim c¢alismamizda Metotreksat verilmis gebe ratlarda kontrol grubuna gore
endometrial glandiiler epitelde Glikodelin-A ekspresyonunun daha diisiik diizeyde
oldugu goriildii. (p=0,021) Ayrica Metotreksat verilmis gebe ratlarda, Metotreksat
verilmemis gebe rat grubuna gore endometrial glandiiler epitelde Glikodelin-A
ekspresyonunun daha diisik diizeyde oldugu gorildi. (p=0,021) Bu durum
Metotreksat’in endometrial reseptivite ve implantasyon iizerine negatif etkisinin
miiltifaktoriel endoemtrial reseptivite gercegine ragmen, aracili molekiillerden

Glikodelin-A diizeylerini diisiirmesi yoluyla olabilecegini dogrular niteliktedir.

Ayrica caligmamizdan elde ettigimiz Metotreksat verilmemis gebe ratlarda
kontrol grubuna gore desidual hiicrelerde daha fazla Glikodelin-A ekspresyonu

izlendi (p=0,021) sonucumuz, ayni sekilde Glikodelin-A implantasyon {izerine
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pozitif etkisinin metotreksat aracili  yolaklarla negatif etkilenebilecegini

gostermektedir.

Mevcut bulguyu destekler bir sonugta, elde ettigimiz Metotreksat verilmis
gebe ratlarda, metotreksat verilmemis gebe rat grubuna gore desidual hiicrelerde
Glikodelin-A ekspresyonunun daha disiik diizeyde oldugu gorildigi (p=0,01)

seklindeki sonugla desteklenmektedir.
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SONUC

Yaptigimiz calismada gebe ratlarla kontrol grubunun karsilastirmasinda;
uterin luminal, glandiiler ve desidual epitelde Glikodelin-A ve Musin-1 i¢in H-
skorlar1 karsilastirildiginda gebe ratlarda olgularinda kontrol grubuna gore
istatistiksel anlamli olarak artis gosterdigi saptanmistir. Calismamizda elde edilen
sonu¢ gebelik durumunda artan MUC-1 ve Glikodelin-A degerleri itibariyle bu
molekiillerin implantasyon tlizerine etkileri ile iliskili mekanizmalar dahilinde saglikli

bir gebelin siirdiiriilmesi a¢isindan 6nemini vurgulamaktadir.

Calismamizda Metotreksat verilmemis gebe ratlarda kontrol grubuna gore
luminal epitelde MUC-1 ekspresyonu daha yiiksek diizeyde oldugu goriildi.
(p=0,010)

MUC-1'in diisiik seviyeleri infertil hastalarda endometriyumun embriyo
secim islevine zarar verebilir, boylece diisiik yapma oranlarini artirabilir veya
implantasyon oranlarini azaltabilir. Mevut bilgi dahilinde yaptigimiz ¢alismada
Metotreksat’in antiostrojenik etkiniliginin bir yansimasi  olabilecegi sonucuna
yorumladigimiz bir bulgu olarak; Metotreksat verilmis gebe ratlarda, Metotreksat
verilmemis gebe rat grubuna gore luminal epitelde MUC-1 ekspresyonunun daha
diigiik diizeyde oldugu goriildii. (p=0,010) Bu durum Methotreksat’in implantasyon
penceresi olarak bilinen donemde endoemtrial yataga reseptivite agisindan olumsuz
bir yansimasi1 olabilecegini diisiindiirtmekle beraber folik asit metabozlizmasi
antimetaboliti bu ilacin MUC-1 diizeyini gebe ratlarda diigiirmiigliigliniin yorumu

acisindan ileri diizey molekiiler ¢aligmalar gerektirdigi agiktir.

Glikodelin-A’nin sentez ve sekresyonunun progesteron tarafindan uyarildig
gibi, insan uterusunun en yaygin progesteron diizenlenleyici proteinidir. Verimli ve
infertil kadinlarda kan GdA seviyelerini karsilagtiran calismalar cesitli sonuglar
vermektedir. Bizim ¢alismamizda da Metotreksat verilmemis gebe ratlarda kontrol
grubuna gore luminal epitelde Glikodelin-A ekspresyonu daha yiiksek diizeyde

oldugu goriildii. (p=0,003) Buda 6nceki ¢aligsmalarla korelasyon gostermektedir.

Calismamizda Metotreksat verilmis gebe ratlarda, Metotreksat verilmemis

gebe rat grubuna gore luminal epitelde Glikodelin-A ekspresyonunun daha diisiik
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diizeyde oldugu goriildi. (p=0,002) bu anlamda mevcut bulgularimiz literatiirde
tanimlanmis Glikodelin-A fonksiyonu agisindan korelasyon gostermekte olup, bu
durum Metotreksat’in endometrial reseptivite ve implantasyon iizerine negatif
etkisinin miiltifaktoriel endoemtrial reseptivite gerce§ine ragmen, aracili
molekiillerden Glikodelin-A’nin  diizeylerini  diisiirmesi yoluyla olabilecegini

dogrular niteliktedir.

Ayrica calismamizdan elde ettigimiz Metotreksat verilmemis gebe ratlarda
kontrol grubuna gore desidual hiicrelerde daha fazla Glikodelin-A ekspresyonu
izlendi (p=0,021) sonucumuz, ayni sekilde Glikodelin-A implantasyon {iizerine
pozitif ~etkisinin  Metotreksat aracili yolaklarla negatif etkilenebilecegini

gostermektedir.,

Embriyo implantasyonu, blastosist ve uterus arasindaki ilk fiziksel etkilesimi
baslatir, bdylece hem embriyo hem de uterusun tim sonraki gelisimini
programlayabilir. Bu erken asamada herhangi bir hata erken gebelik kaybi veya
cesitli gebelik komplikasyonlarin olusmamasina 6nemli 6l¢iide katkida bulunacaktir.
Embriyo transfer teknigini kullanan onceki ¢aligmalar, implantasyon penceresinden
sonra transfer edilen normal rat blastokistlerinin, implantasyon basarisizliginda
dramatik bir artis gostermektedir. Rahime embriyonun ekiminde kisa bir gecikme
oldugu fikri mevcut basarisizligin sebebi olabilecegini diisiindiirtmektedir. Bu gortis,
genetik olarak tasarlanmisg fare modellerinden elde edilen bulgular ile daha da
desteklenmektedir.

Bu yeni kavramin klinik dnemi yiiksektir, ¢ilinkii erken gebelik kaybi riski
insanlarda daha sonraki implantasyonla artar . Normal adet dongiisiinde veya IVF
tedavisi sirasinda kadinlarda, normal pencerenin Gtesinde implantasyon meydana
gelirse, gebelik kayb1 siklikla goriiliir ve bu da implantasyonun ertelenmesi ile okiilt
gebelik basarisizliginin yiiksek bir iliskisini gésterir. Bununla birlikte, bu veriler
ayrica, birkag¢ giine kadar, 6rn. yumurtlamadan 6—8 giin sonra, insan implantasyonu
olumsuz sonuglara neden olmadan, anne ve embriyonik bilesenler arasindaki
etkilesimlerin ne zaman ortaya ¢ikacagi konusundaki belirsizlikleri hesaba katmak
tizere memeli gelisimine programlanmasi gereken onlemleri vurgular. Bu nedenle

bagimsiz olarak gelismekte olan embriyo ve disi lireme sistemini senkronize etme
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zorunlulugu, yerel mikrogevrede 6nemli unsurlara karsi fizyolojik cevaplarin hizli
transkripsiyon sonrasi diizenlemesi durumunun 6nemini gozler oniine sermektedir.

Embriyo-uterus etkilesimlerini yoneten molekiiler sinyal yollar1 hakkinda
anlasilan ¢ogu sey hayvan modelleri kullanilarak elde edilmistir, ¢linkii insan
deneyleri insan embriyolari ile ilgili etik degerlendirmeler ve kisitlamalarla sinirhidir.
Insanlar ve kemirgenler evrimsel olarak farkli olsalar da, embriyo implantasyonu
acisindan birgok fizyolojik benzerligi paylasirlar. Ornegin blastosist kuluckalama
veya zona pellucida ¢éziinmesi, her iki tiirde de, uterus liimenindeki blastosistin
dogru temasini ve yonlenmesini saglamak ic¢in blastosist yerlestirme ve araliktan
sonra, blastosist eki her iki tiirlin de tanimlanmig bir implantasyon penceresi i¢inde
gerceklesen tam olarak diizenlenmis bir embriyo rahim diyalogunu baslatir. Luminal
epitelyumun altinda yatan stroma hiicreleri, hem insanlarda hem de farelerde
embriyolarin gelisimini korumak ve desteklemek igin, trofoblast penetrasyonu
lizerine genis desidualizasyona maruz kalir, ancak stromal desidual doniisiim,
menstriiel siklusun orta sekretuar fazi sirasinda kadinlarda bir embriyodan bagimsiz
olarak baslar. Bu benzerlikler, fare modelleri kullanilarak gergeklestirilen
implantasyon arastirmalarindaki muazzam ilerlemelerin ve gereken ileri
arastirmalarin 6nemini ve degerini giiclendirmektedir.

Her ne kadar implantasyon sirasinda blastosist ve uterus arasindaki karsilikli
etkilesimler konusundaki anlayisimiz, siirecte yer alan c¢ok sayidaki molekiiliin
tanimlanmas1 yoluyla ilerlemis olsada; kompleks molekiiler etkilesim ve reseptivite
diizeyleri mevcudiyeti nedeniyle saglikli gebelik elde edilmesi ve devami hususunda,
fare modelleri kullanilarak gergeklestirilen implantasyon arastirmalarindaki
muazzam ilerlemelerin ve gereken ileri arastirmalarin Onemini ve degerini

giiclendirmektedir.
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