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Bashk: implantasyon Siirecinde Eksprese Olan miRNA’lar ve Onemi

Ogrencinin adi: Sevtap GOKALP
Damisman: Prof. Dr. H. Seda VATANSEVER
Anabilim Dali: Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali

1. OZET

Amag: Infertil olgularda menstrual siklusun proliferasyon ve erken sekresyon
donemlerindeki miRNA profilinin ¢ikartilarak fertil olgular ile karsilastirilmasi ve
implantasyon siirecinde rol oynayan miRNA’larin belirlenmesi amaglanmistir.

Gereg¢ ve Yontem: 25-38 yaslar1 arasinda Celal Bayar Universitesi Hafsa Sultan
Hastanesi Kadin Hastaliklart ve Dogum klinigine basvuran fertil ve infertil
olgulardan proliferasyon ve erken sekresyon donemlerinde alinan 6rnekler histolojik
analiz i¢in %10 formalin soliisyonuna, miRNA analizi i¢in direkt olarak sivi azot
icine almmustir. Morfolojik analiz i¢in hematoksilen-eozinle  boyanmus,
immunohistokimyasal analizi igin anti-dicer, anti-drosha, anti-elF2a, anti-elF2C
dagilimlarina bakilmistir. mIiRNA analizi, kantitatif real time polimeraz zincir
reaksiyonu (QRT-PCR) ile, miR-17-5p, miR-23a, miR-23b, miR-542-3p, miR-21,
miR-199a*, miR-705, miR-20a, miR-26a, miR-125b, miR-200a/b/c analiz edilmistir.

Bulgular: Dicer immunoreaktivitesinin fertil grupta sadece proliferasyon
evresinde luminal epitelde pozitif, Drosha immunoreaktivitesinin proliferasyon
doneminde negatif iken erken sekresyon doneminde luminal epitelde az siddette
boyandig1 gdzlendi. Infertil grupta Dicer ve Drosha immunoreaktiviteleri grup iginde
anlamli degil iken, fertil gruba oranla immunoreaktivitelerin daha fazla oldugu
saptandi. elF2a immunoreaktivitesinin hem fertil hemde infertil gruplarda oldugu,
fakat donemsel ve bolgesel farkliliklar oldugu belirlendi. elF2C immunoreaktivitesi
icin ise her iki grupta ve tiim donemlerde negatif oldugu saptandi.

Sonug: Infertil ve fertil gruplar arasinda Dicer immunoreaktivitesinde anlamli
farkliligin olmasi, infertil grupta miRNA sentezinin tetiklendigini diisiindiirdii. Fertil
ile infertil olgular arasinda miRNA biyogenezinde 6nemli olan molekiiller acisindan,
farklt menstrual siklus donemlerinde farkliliklarin saptanmasi, implantasyon siireci
hazirliginda endometriyal cevabin farkli olmasina sebep oldugu sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Kadin tireme sistemi, endometriyum, fertilite, infertilite,

implantasyon, mikroRNA.
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2. SUMMARY

Objective: We aim to idetified miRNAs that is expressed in endometrial biopsy
samples which are taken proliferation and early secretion periods in fertile and
infertile cases, and analyses them in infertile cases with implantation process.

Material and methods: Women which were in proliferation and early secretion
periods, are between ages of 25-38 and they’ve applied to Celal Bayar University
Hafsa Sultan Hospital in Obstetrics and Gynecology clinic. Some samples were
taken up in 10% formalin solution for histological analysis, remaining samples
directly put into liquid nitrogen for miRNA analysis. In histological analyses,
samples’re stained with hematoxylen-eosin for morphological analysis, for
immunohistochemical analysis anti-dicer, anti-drosha, anti-elf2a, anti-elF2C
distribution were analysed. miRNA analyses were perfomed with guantitative real
time polymeraz chain reaction (QRT-PCR), miR-17-5p, miR-23a, miR-23b, miR-
542-3p, miR-21, miR-199a*, miR-705, miR-20a, miR-26a, miR-125b, miR-200a/b/c
are identified.

Results: We found that proliferation phase of fertile group’s luminal epithelium
has Dicer immunoreactivity. Drosha immunoreactivitiy in proliferation phase of
fertile group’s was negative. There was weak Drosha immunoreactivity in early
secretion phase of fertile group’s luminal epithelium. Dicer, Drosha
immunoreactivity in infertile group were nonsignificant. Their immunoreactivity
were more than fertile groups. elF20 immunoreactivitiy was similar but there were
differences between groups. elF2C immunoreactivitiy was negative in all groups.

Conclusion: There’re differences between Dicer immunoreactivity in infertile
and fertile groups. These results showed that miRNA pathway can stimulate with this
molecule in infertile group. These results help us to understand implantation process
and preparation of implantation process.

Keywords: Female reproductive tract, endometrium, fertility, infertility,

implantation, micro RNA.



3. GIRIS

Kadin iireme sistemi ovaryum, fallop tiipii, serviks ve uterusdan olusur. Kadin
iireme sisteminin diizgiin gelisimi ve islevi basaril1 bir iireme i¢in gereklidir. Basarili
bir implantasyon siireci igin iSe oosit ve sperm morfolojisi dnemli olmakla beraber,
fertilizasyonun sorunsuz gerc¢eklesmesi ve gelisen embriyonun tuba uterina iginde
morula asamasina kadar geldikten sonra implantasyon bolgesine ulagmasi
gerekmektedir. Tim bu asamalar gergeklestikten sonra implantasyon igin ise
endometriyumun kabul edilebilirligi, embriyonun da tutunmasi 6n plana c¢ikar.
Sebebi agiklanamayan infertil olgularda o6zellikle endometriyal problemlerin daha
fazla oldugu goriilmektedir.

Implantasyon siireci hem endometriyum hem de embriyodan salgilanan faktorler
ve bu faktorlere uygun olarak embriyo ve/veya endometriyum iizerindeki reseptorler
araciligi ile kontrol edilir. Fertilizasyon ve erken embriyonik gelisim normal olarak
gelismesine ragmen endometriyal kabul edilebilirliginin olmadigi durumlarda
implantasyon gerceklesmediginden embriyonal ileri gelisim gergeklesememektedir.

Menstriiel siklus sirasinda, insan endometriumu embriyo implantasyonuna
hazirlik olarak genis siklik morfolojik ve biyokimyasal degisikliklere ugrar. Bu
islemler, cogunlukla ovarian steroidler tarafindan diizenlenir ve ¢esitli lokal gen
triinlerini eksprese eder ve enflamatuvar reaksiyon, apoptoz, hiicre c¢ogalmasi,
anjiyojenez, farklilagsma (doku olusumu) ve dokunun yeniden yapilanmasini igerir.

MikroRNA (miRNA)'lar transkripsiyon sonrast gen ekspresyonunu kontrol eden
kiigiik kodlanmayan RNA’lardir. 700°den fazla insan miRNA’s1 tespit edilmis olup
hem normal hem de patolojik durumlarda hiicre i¢i dongiiniin diizenlenmesinde
onemli rol oynadiklar1 gosterilmis ve gen ekspresyonunun Onemli epigenetik
modiilatorleri olarak ortaya ¢ikmistir. Degistirilmis ve/veya anormal ekspresyonlari
tiimerogenesis olusturulmast ve ilerlemesi ile iligkilendirilmistir. Son yillardaki
calismalar ile kadin tiireme sistemi organlarinda farkli donemlerde farkh
miRNA’larin  farkli  ekspresyonlar1 oldugu gosterilmis ve normal olarak
diizenlenmesi ve anormal olgulardaki dagilimlar1 ve rolleri arastirilmaya
baglanmistir.

Endometriyumda, miRNA’lar menstriiel siklus ile iligkili dinamik

degisikliklerde rollere sahip oldugu gosterilmistir ve implantasyonda ve



patofizyolojide tekrarlayan diisiik yapma ve endometriosiz gibi tireme bozukluklari
ile baglantili oldugu belirtilmistir. Ayrica dolasan miRNA’nin endometriyal
fonksiyonu modiile ettigi veya diizensiz endometriyal etkinligi yansittigi yoniinde
gorisler de bulunmaktadir.

MikroRNA (miRNA'lar), gen ifadesinin anahtar diizenleyicileri olarak ortaya
cikmigtir ve onlarin degistirilmis ve/veya anormal ekspresyonlari tiimerogenesis
olusturulmasi ve ilerlemesi ile iliskilendirilmistir. Gen ekspresyon stabilitesinde
miRNA'larin anahtar diizenleyici fonksiyonu goéz oOniine alindiginda ve onlarin
spesifik hedef genlerinin ve fonksiyonlarmin belirlenmesinde koruyucularin
gelismesine yol acgilabilir ve terdpatik stratejiler ireme hastaliklar ile iligkili spesifik
hedef genleri tarafindan diizenlenir.

Kadin iireme sisteminin olusturan organlarin farklilagmis fonksiyonlarinin
diizenlenmesi de transkripsiyon, ¢eviri ve posttranslasyonel degisiklikler dahil olmak
tizere birden fazla diizeyde gergeklesmesi i¢in kurulmustur. Mikro-RNA (miRNA)
aracili posttranskripsiyonel gen regiilasyonu normal doku gelisimi ve islevi kontrol
temel bir mekanizma olarak ortaya ¢ikmistir. Gelisen kanitlar kadin iireme sisteminin
organlart i¢indeki miRNA’larin bu organlarin diizgiin fonksiyonu i¢in gerekli
hiicresel yolaklar1 diizenleyerek calistigini ifade etmektedir.

Ik galigmalar kadin iireme sisteminin organlarinin gelisiminde miRNA'lar rolii
tizerinde durmustur. Dicerl geni hasarli olan farelerin steril olduklarin1 gosterilmistir.
Ayrica bu farelerde uterus bezlerinin gelisiminde anomaliler ve sessiz Ostrojen

tepkisi de bulunmaktadir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. KADIN GENITAL ORGANLARI
Kadin genital organlar1 i¢ genital organlar (organa genitalia interna) ve dis

genital organlar (organa genitalia externa) olmak {izere iki gruba ayrilarak incelenir

(Celik 2011).

Kadin I¢ Genital Organlar
I¢ genital organlar pelvis minor igerisinde yerlesmis karin arka duvarma baglar

ile asil1 olarak bulunurlar. Bu grupta ovaryum, tuba uterina, uterus ve vagina bulunur
(Sekil 1).

Suspensory Uterine {fallopian) tube
ligament of ovary
Ovanan blood e Fundus — Lumen {cavity)
vessels ¥ S | of uterus of uterus
Mesosalpinx - ~;_’—_‘?r DTN O-.ary )

('_};(_ Infundibulum | |ybe

Yl

Mesovarnum —————

——
Broad Kw
: \ \\\-\

ligament [ ¥
r? ,
Mesometrium ———— " |
—— LN
=
Ovanan ligament —ht= X )
il L
\

oy | ,\‘ Ampulla ]
Isthmus Uterine

Round ligament of uterus

| '(/;'_7'7,,7 Endometrium
! , Body of uterus | ~— Myometrium | Wall of
N Ureter —— 5, | S Perimetrium | Uterus
1} :‘.‘ Uterine blood vessels — Internal os
’ { ) Isthmus —————— = Cervical canal
JJV} Uterosacral ligament % External os
\ | Lateral cenvical ————————————
} ‘ (cardinal) ligament
k Lateral fornix
Cervix Vagina
ALY
(a)
Sekil 1: Kadin I¢ Genital Organlari (Cummings 2001).
Ovaryum

Disi iireme hiicresi olan ovumu ve disiye 6zgii seks hormonlarini (progesteron
ve Ostrogen) liretmekle gorevli olan ovaryumlar erkekteki testislerin karsiligidir.
Pelvis minor igerisinde fossa ovarica adi verilen g¢ukurlukta yerlesmislerdir.
Pembemsi gri renkli olan ovariumlarin dis yiizii puberteden o6nce diizgiin iken
puberteden sonra ovulasyona bagli olarak piiriizlii bir goriiniim alir. Badem
biiyiikliigiinde olan ovariumlar 4 cm uzunlugunda, 2 cm genisliginde, 1 cm
kalinliginda ve yaklagik 5 gr agirhi@indadir (Celik 2011) (Sekil 2).

Ovarium facies medialis ve facies lateralis olmak iizere iki yiizili, extremitas

tubaria ve extremitas uterina olmak iizere iki ucu ve margo liber ve margo



mesovaricus olmak tiizere iki kenart vardir. Ovaryum’u besleyen damarlarin (a. V.
ovarica) etrafini periton sardigi igin bir ligament seklini almistir. Tuba uterinaya
tutunan ve lig. ovari suspensorium ad1 verilen bu bag ovaryum’u asici bir rol iistlenir.
Ovaryum’un uterusa bakan ucu (extremitas uterina) ile uterusun iist dis kosesi
arasinda uzanan baga ise lig. Ovari proprium denir. Bu bag sayesinde gebelik

sirasinda uterus ile birlikte ovariumun konumu da degisir (Celik 2011) (Sekil 2).
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Sekil 2: Ovaryumun pelvis i¢i konumu (Gross 2012)

Ovariumun Yapist
Ovariumlar distan peritoneum ile Ortiilidiir. Ancak bu periton puberteden

itibaren degisiklige ugrar ve yassi epitele doniisiir. Bu tabakanin altinda kollagen
liflerden zengin tunica albuginea denilen bir tabaka bulunur. Tunica albuginea’nin
altinda ovariumun esas dokusu bulunur. Bu doku dista korteks ve igte medulla
denilen iki kisma ayrilir. Korteks igerisinde c¢esitli derecelerde gelisim gosteren
folikiiller ve bunlarin arasin1 dolduran bag dokusu bulunur (Celik 2011). Medullada
gevsek bag dokusu, damar ve sinirler bulunur. Puberteden 6nce korteksteki folikiiller

gelismez ve primer follikiil olarak kalir. Bunlar yaklasik 400 000 tanedir ve



puberteden sonra cesitli evrelerden gegerek Graaf folikiilii’'ne doniisiirler. Graaf
folikiilii olgunlastiktan sonra igerisindeki ovum disar1 atilir (ovulasyon) ve Graaf
folikiilii korpus luteum halini alir. Korpus luteum progesteron hormonu salgilar ve
fertilizasyon olursa hamileligin ilk alt1 ay1 siiresince fonksiyon goriir. Bundan sonra
korpus luteum’un fonksiyonunu plasenta istlenir. Fertilizasyon olmazsa korpus
luteum kisa siirede (14 giin) ortadan kalkar ve korpus albicans’a doniisiir. Bir kadinin
dogurganlik siiresince (menars ve menapoz arasi) yaklasitk 400 kez ovulasyon
gergeklesir (Celik 2011) (Sekil 3).
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Sekil 3: Ovaryumun yapis1 (Cummings 2001)

Ovaryumlarin beslenmesini a. abdominalis’den ¢ikan a. ovarica’lar saglar. Bu
arter, lig. suspensorium igerisinde seyreder ve hilum ovarii’den ovaryuma girer.
Venleri ise arterleri takip ederek hilum ovarii’den ¢ikar. Once plexus pampiniformis
ad1 verilen bir vendz ag1, ardindan da v. ovarica’y1 olusturur. V. ovarica, sol tarafta v.
renalis’e sag tarafta ise dogrudan v. cava inferiora dokiiliir. Lenf damarlar1 ise nodi
lymphatici preaortici ve nodi lymphatici aorticinlateralis’e agilir (Celik 2011) (Sekil
4).
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Sekil 4: Kadin i¢ genital organlar1 kan damarlar1 ve lenfatikleri (Kluwer 2010)

Tuba uterina (Salpinks, Fallop kanaly)
Ovulasyonla karmn bosluguna atilan ovum’u yakalayarak uterusa iletmek ile

gorevli olan tuba uterina yaklasitk 10 cm uzunlugunda, 3 mm genisliginde boru
seklinde bir tiiptiir. Lig. latum uteri’nin serbest olan {ist kenar1 boyunca uzanir. Lig.
latum uteri’nin tuba uterina’ya yakin olan kismina mesosalpinks denir. Tuba
uterina’nin uterusa agilan deligine ostium uterinum tuba, karin bosluguna agilan
deligine ostium abdominale tuba denir. Uterusa yakin olan kismi hemen hemen
horizontal olarak laterale dogru seyreder. Daha sonra arkaya ve yukari dogru
ilerleyerek ovaryumun iist ucuna gelir (Celik 2011).

Anatomik olarak tuba uterina’nin 4 kism1 vardir. Abdominal ucundaki en genis
kisma infundibulum denir. Distal ucunda peritoneal kaviteye acilir. Proksimal ucu
ampullaya agilir. Huni seklinde olan infundibulumun uglari fimbria denilen sagaklari
ihtiva eder. Bu sagaklardan bir tanesi daha uzun olup ovaryuma tutunur. Buna
fimbria ovarica ad1 verilir. Infindibulum, Graaf folikiiliin etrafin1 sararak ovulasyon
aninda ovumun tuba uterina’ya gegisini saglarlar. Infindibulumdan sonra gelen kisma
ampulla denir. Tiipiin en uzun bolgesi olup yaklasik 7 cm uzunlugundadir. Ovumun
fertilizasyonu burada gergeklesir. Ampulladan sonra gelen tuba uterinanin uterusa

komsu, dar mediyal bdlgesine isthmus denir. Tuba uterina’nin uterus duvarinda



ilerleyen yaklasik bir cm boyunda olan pargasina pars uterina (intramuralis) denir
(Celik 2011) (Sekil 5).

s ~—

Resim 1: Tuba uterina histolojik kesit goriintiisii (CBU Histoloji-Embriyoloji AD.)

Tuba uterina’nin duvar {i¢ tabakalidir. Dista peritondan olusan tunica serosa,
ortada diiz kaslardan meydana gelen tunica muscularis ve en igte ise tunica mucoza
bulunur. Bununla birlikte, submukoza yoktur (Resim 1). Tunika seroza ya da periton,
tuba uterinanin en dig tabakasidir ve mezotelyumdan ve ince bir bag dokusu
tabakasindan olugmaktadir. Tunika muskularis, uzunlugunun ¢ogunda nispeten kalin
bir i¢ sirkiiler tabakadan ve ince bir dis longitudinal (uzunlamasina) tabakadan
olugmaktadir. Bu tanakalarin arasindaki sinir genellikle belirsizdir. Tunika mukoza,
tuba uterinanin i¢ désemesidir ve tuba uterinanin uzunlugu boyunca liimene uzanan
longitudinal katlantilar sergiler. Ampulla bolgesinde katlantilar karmagiklasir, sayica
artar ve istmusa dogru gittikg¢e kiictiliir (Ross 2014).

Mukozal déseme iki ¢esit hiicreden meydana gelen tek katli prizmatik epitelden
olusur. Bu epitel hiicreleri silyumlu ve silyumsuz hiicrelerdir (Resim 2). Bu hiicreler,
tek bir hiicre tipinin farkli fonksiyonel evrelerini temsil etmektedirler. Silyumlu
hiicreler infundibulum ve ampulla bolgelerinde sayica fazladir. Silyumlarin yaptigi
dalga uterusa yonelmistir (Ross 2014). Bu hareketler sayesinde ovum uterus’a dogru
tasinir (Celik 2011). Silyumsuz peg hiicreleri salgi hiicreleridir ve ovum ig¢in
besleyici materyali saglayan siviyr iiretirler. Bu epitel hiicreleri, 6zellikle Ostrojen
olmak iizere hormon seviyelerinin degisimine yanit olarak siklik bir sekilde folikiiler

fazda hipertrofiye, luteal fazda ise atrofiye ugrarlar. Hormonal siklus sirasinda



silyumlu hiicrelerin silyumsuz hiicrelere oran1 da degismektedir. Progesteron salgi
hiicrelerinin sayisim1 arttirirken, Ostrojen siliogenezi stimiile eder. Ovulasyon
zamaninda epitel 30 pm yiikseklige ulasir ve menstruasyonun baglamasindan hemen

once uzunlugu yartya diiser (Ross 2014).
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Resim 2: Tuba uterina’nin tunika mukoza tabakasi histolojik kesit (H&E).
(http://www.mikroskopie-forum.de Erigim tarihi: 10 Aralik 2015)

Tuba uterina’nin beslenmesini a.uterina ve a.ovarica’dan gelen dallar saglar.
Venleri ise arterleri ile birlikte yandas olarak seyredip v.uterina ve v.ovarica’ya

dokiiliir (Celik 2011).
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Sekil 5: Tuba uterina yapisi (Gross 2012)

Uterus
Ovumun tuba uterina’nin ampullasinda fertilizasyonundan sonra gelip yerlestigi,

tim embriyonik ve fetal gelisimin gergeklestigi (Ross 2014) ve doguma kadar
kaldigi, i¢i bos armut seklinde bir organdir (Celik 2011) (Sekil 6). Pelvis minor
igerisinde, rektum’un Oniinde ve mesanenin arkasinda yerlesmistir. Dogurmamis

kadinlarda 7,5 cm boyunda, 5 cm genisliginde, 2,5-3 cm kalinliginda ve 30-40 gr
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agirhigindadir  (Ross 2014; Celik 2011). Hamilelik doneminde boyutlar
degismektedir. Uterus normal olarak antevertio+antefleksio konumundadir (Sekil 7).

Liimeni yassidir ve tuba uterina’larla ve vagina ile devam eder (Ross 2014).

Uterus

Fallopian

minus  ®ADAM.
Sekil 6: Uterusun yapist (White 2015)

Antevertio: Uterusun ekseni pelvis ekseni ile ayn1 dogrultudadir. Uterusun uzun
ekseni ile vagina’nin ekseni arasinda agiklifi 6ne bakan yaklasik 90°’lik bir aci

olusur. Uterus ve vagina arasindaki bu duruma antevertio denir.

Anteflexio: Uterusun serviksi, serviks ile Korpusu arasinda ortaya ¢ikan ve

aciklig1 6ne bakan agiya anteflexio denir.

Antoverted (AV) and antefiexed (AF) Ratroverted (RV) and retrobensd (RF)

Sekil 7: Uterusun pozisyonlar1 (https://quizlet.com Erigim tarihi: 10 Aralik 2015)
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Uterus anatomik olarak korpus uteri ve serviks uteri olmak tizere iki kisimda
incelenir (Ross 2014; Celik 2011). Korpus uteri ile serviks uteri arasinda kalan ve

distan pek belirgin olmayan dar kisma isthmus uteri denir (Celik 2011).

Uterine tube

A
Endometrium
Myometrium
Perimetrium
Internal os
Cervix
External os

Vagina

Sekil 8: Uterusun kisimlar1 (Applegate 2000)

Korpus Uteri
Uterus’un 2/3 {ist kismini olusturur (Celik 2011). Uterusun biiyiik tist kismidir

(Ross 2014). Mesane ile komsuluk yapan on-alt yliziine facies vesicalis adi1 verilir
(Celik 2011), bu yiizeyi diizdiir (Ross 2014). Bu yiizii orten periton mesanenin
lizerine atlar ve iki organ arasinda bir ¢ikmaza neden olur. Bu ¢ikmaza excavatio
vesico-uterina denilir. ince barsaklarla komsu olan iist yiiziine ise facies intestinalis
ad1 verilir. Alt ylize gore daha genis ve konveks olan bu yiiz arkada serviks uteri ve
vagina tist boliimi ile devam eder. Bu yiizii 6rten periton tabakasi da vagina arka-ist
yiizlinli orttiikten sonra rektuma gecerek ikisi arasinda bir ¢ikmaza neden olur. Bu
cikmaza ise excavatio recto-uterina (Douglas ¢ikmazi) denilir. UteruS’un st dis
koselerine tuba uterina’lar acilir. Bunlarin acildigi koseleri birlestiren hattin {izerinde
kalan korpus kismina fundus uteri adi verilir. Fundus uteri konveks yapida olup
periton ile kaphdir. Barsak kivrimlari ve sigmoid kolon ile komsuluk yapar. Korpus
uteri ile fundus uteri’nin birlestigi koselere cornu uteri dextrum ve sinistrum denilir.
Bu koselere tuba uterina’larla birlikte 6n ve asagi kismina lig. teres uteri, arka

kismina ise lig. ovari proprium tutunur (Sekil 8).
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Serviks Uteri
Uterusun alttaki silindir bigimli kisimdir (Ross 2014) ve yaklastk 2 cm

uzunlugunda olup, uterus’un 1/3’liik alt béliimiidiir (Celik 2011). Isthmus uteri ile
vagina arasinda uzanir. Vaginanin istiinde kalan boliimiine portio supravaginalis,
vaginanin icerisinde bulunan boliimiine portio vaginalis denir. Portio supravaginalis
cervicis, On tarafinda bulunan bag dokusundan olusmus parametrium araciligi ile
mesaneye komsuluk yapar. Parametrium aymi zamanda lig. latum uteri’nin iki
yapragi arasinda yan tarafa dogru uzanir. A. uterina bu bag dokusu igerisinde
ilerleyerek serviks uteri’ye gelir. Portio supravaginalis arka tarafta periton ile
ortilidiir.

Vagina ile devam eden serviks uterinin birlesme yerine portio vaginalis denilir.
Burada bulunan uterusun vaginaya agilan deligine ostium uteri (eksternal os) denir
(Ross 2014; Celik 2011) (Sekil 6). Bu delik dogurmamis bayanlarda yuvarlak iken
dogurmus bayanlarda transvers olarak uzanan bir yarik seklindedir. Yarigin oniinde
kalan kisma labium anterius, arkasinda kalan kisma labium posterius denir. Ostium
uteri uterus’un icerisine dogru serviks kanali ile devam eder. Portio vaginalis ile
vagina {ist kismi1 arasinda bulunan ¢ikmaza forniks vagina adi verilir. Dairesel sekilli
olan bu ¢ikmazin 6n kismi pars anterior, arka kismi pars posterior ve yan kisimlar ise
pars lateralis olarak isimlendirilir. Pars posterior en derin ¢ikmazdir. Koitus
esnasinda meninin biiylik bir kismi buraya atildigindan dolayr receptaculum seminis
de denilir.

Korpus uterinin i¢ bosluguna cavitas uteri (internal os) denir (Ross 2014; Celik
2011) (Sekil 6). Yaklasik 6,5 cm kadardir. Uggen seklinde olan uterus kavitesinin
taban1 fundus uteriye, tepesi ise serviks uteriye bakar. Koselerine ise tuba uterinalar
acilir. Uterus kavitesini vaginaya baglayan kanala kanalis serviks uteri denir. Orta
kism1 uglaria gore daha genis olan bu kanalin 6n ve arka duvarinda uzunlamasina
birer ¢ikint1 bulunur. Bu ¢ikintilardan yanlara dogru uzanan plikalara, plika palmatea
denilir. Ondeki plikalar arkadaki plikalarin arasinda bulunan oluklara girerek kanalin

iyice kapali olmasini saglarlar (Sekil 9).
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Sekil 9: Uterus, tuba uterina ve ovaryum frontal kesiti (Sobotta 1988)

Uterusun Yapisi
Uterus duvart dista perimetrium, ortada miyometrium ve igte endometrium

olmak {izere ii¢ tabakadan olusur (Sekil 10).

Fundus
of uterus

Lumen (cavity)
of uterus

Round ligament of uterus
Endometrium

\
\
S
\

Body of ut
Lol sl Myometrium [ Wall of
s uterus
Perimetrium
Isthmus Internal os

Cervical canal
External os

Uterosacral ligament

Lateral cervical
(cardinal) ligament

Lateral fornix
Cervix

Vagina

Sekil 10: Uterusun yapisi (Gross 2013)
Perimetrium (Tunika seroza)

Dista uterusun farkli boliimlerine gore ya seroza (bag dokusu ve mezotelyum) ya

da adventisya (bag dokusu) yer alir (Junqueira 2009). Pelvik ve abdominal periton ile
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devam eder. Mezotelyumdan ve ince bir gevsek bag dokusu tabakasindan meydana
gelmektedir. Mezotelyumun altinda bir elastik bag doku tabakasi belirgindir.
Perimetriyum anteriyor yiizeyin bir kismini1 kaplarken posteriyor yiizeyin tamamini
kaplar. Anteriyor yiizeyin kalan kismi1 bag dokusu ya da adventisya ile kaplidir (Ross
2014). Yanlarda lig. latum uteri olarak devam eder (Celik 2011) (Sekil 10).

Miyometrium (Tunika muskularis)
Uterusun en kalin tabakasi olup bag dokusu ile ayrilmis (Junqueira 2009) diiz

kas liflerinden meydana gelmistir (Celik 2011) (Sekil 10). Bu tabakay1 olusturan diiz
kaslar, spiral, longitudinal ve sirkiiler tarzda diizenlenmistir (Celik 2011).
Birbirinden ayirt edilemeyen ii¢ diiz kas tabakasindan olugsmaktadir (Ross 2014). Kas
tabakasi hormonal etki ile degisiklik gosterir (Celik 2011). Orta kas tabakasi, ¢cok
sayida biiylik kan damarlar1 (vendz pleksuslar) ve lenfatikler icermektedir ve stratum
vaskulare adini alir. En kalin tabakadir ve sirkiiler ya da spiral 6riintii ile hizalanmis
i¢ ice gegen diiz kas demetlerine sahiptir. I¢ ve dis tabakalarda bulunan diiz kas
demetleri uterusun uzun eksenine paralel sekilde oryante olmuslardir (Ross 2014).

Rutin histolojik kesitlerde kas demetleri rasgele dizilmis gibi goriiniirler. Uterin
kontraksiyon sirasinda miyometriyumun her ii¢ tabakasi fonksiyonel bir sinsityum
gibi birlikte ¢aligir ve liimen icerigini dar agza dogru atar (Ross 2014).

Gebe olmayan uterusta diiz kas hiicreleri yaklagik 50 pm uzunlugundadir (Ross
2014). Hamilelik doneminde kas fibrillerinin sayisi artar ve her bir kas lifi
hipertrofiye ugrayarak biiyiir (Celik 2011). Gebelik sirasinda uterus biiyiik dl¢giide
genisler. Bu biliylime primer olarak varolan diiz kas hiicrelerinin hipertrofisi ile
saglanir ve diiz kas hiicreleri yaklasik 500 pm uzunluguna ulasirlar. Sekonder olarak
da diferansiye olmamis mezenkimal hiicrelerin farklilagmas1 ve varolan kas
hiicrelerinin boéliinmesi ile yeni lifler olusur. Bag dokusunun miktar: da artar. Gebelik
ilerledik¢e uterusun duvari fetusun biiylimesi nedeniyle gerilerek gittikce incelir.
Dogumdan sonra uterus hemen hemen orijinal boyutuna geri doner. Bazi kas
fibrilleri dejenere olur, fakat ¢ogu orijinal boyutlarina geri donerler. Gebelik
sirasinda miyometriyumu saglamlastirmak igin iiretilen kollajen daha sonra kollajeni
salgilamis olan hiicreler tarafindan enzimatik yikima ugratilir. Gebelik 6ncesine gore
uterin kavite biiylik kalir ve muskiiler tabaka kalin kalir (Ross 2014). Korpus

luteumdan ve plasentadan salgilanan progesteron, uterus kaslarmin kasilmasini
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engellerken hipofizden salgilanan oksitosin uterus kaslarinin kasilmasini arttirir.
Ostrojen hormonu ise kas tabakasmnin normal hacmini korumasi ve fonksiyonlarini
siirdiirmesi igin gereklidir. Ostrojen yogunlugunda atrofi olusur (Celik 2011).
Uterusun govdesiyle karsilastirildiginda, serviks daha ¢cok bag dokusu ve daha az
miktarda diiz kas icermektedir. Servikste elastik fiberler bol miktarda iken, uterusun
govdesinde sadece miyometriyumun dis tabakasinda fark edilebilir miktarda

bulunmaktadirlar (Ross 2014).

Endometrium (Tunika mukoza)
Uterusun en i¢ tabakasi olan endometrium yaklasik 5 mm kalinliginda soluk

kirmizi renkli bir yapidir (Sekil 10). Yiizey epiteli tek kath silyali silindirik epitel
ozelligindedir. Lamina propriasi olduk¢a kalindir. Lamina propriada uterus bezleri
bulunur. Ovarial siklusa bagli olarak bu bezlerin yapis1 degismektedir (Celik 2011).

Menstrual siklusun fazlari gerceklesirken endometriyumun kalinligr 1-6 mm
arasinda degisir. Endometriyum salgi hiicrelerini ve silyumlu hiicreleri igeren tek
kath prizmatik epitel ile doselidir. Yiizey epiteli uterus bezlerini olusturmak iizere
alttaki lamina propriya tabakasinin yani endometriyal stromanin i¢ine dogru invajine
olur. Boylece olusan basit tiibiiler bezler az sayida silyumlu hiicre igerirler ve
endometriyumun derin kismmna dogru dallanirlar. Mezenkime benzeyen
endometriyal stroma yiiksek diizeyde seliilerdir ve bol miktarda interseliiler ara
madde i¢cermektedir. Tuba uterinada oldugu gibi, endometriyumu miyometriyumdan
ayiran bir submukoza yoktur (Ross 2014).

Ureme ¢aginda endometriyum her ay kendisini embriyo implantasyonuna ve
sonrasinda gelen embriyonik ve fetal gelisim olaylarina hazirlayan siklik degisimlere
ugrar. Siklus sirasinda endometriyumun salgi aktivitesindeki degisimler ovaryum
folikiilerinin olgunlagsmalariyla korelasyon gostermektedir. Her siklusun sonu,
endometriyumun bolgesel yikimina ve dokiilmesine eslik eden mukozal damarlardan
kanama ile karakterizedir.

Ureme ¢aginda endometriyum yapisal ve fonksiyonel olarak farkli iki tabakadan

olusur (Ross 2014) (Resim 3):
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A) Endometrium basalis (Stratum bazale): Endometriumun 1/3’liik taban

kismidir. Menstrual siklustan etkilenmez.

B) Endometrium fonksiyonalis (Stratum fonksiyonale): Endometriumun 2/3

yiizey tabakasi olup menstrual siklustan etkilenir ve her 28 giinliik donemde

yenilenir.
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of the
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Resim 3: Endometriyumun tabakalari (http://classes.midlandstech.edu Erigim tarihi:

Menstrual Dongii

10 Aralik 2015)

Gebe olmayan kadinlarda puberteden itibaren baslayip menapoz déonemine kadar

devam eden menstrual siklus, uterus endometriumunda stratum fonksiyonale

tabakasindaki gelisimsel evrelerin arka arkaya devam etmesiyle meydana gelen

stirece denir (Celik 2011; Ross 2014). Pitiiiter bezin pars distalisinden salgilanan ve

ovaryumun steroid salgilarini

diizenleyen gonadotropinler tarafindan kontrol

edilmektedir (Ross 2014). Bu siklus ortalama 28 giin siirer (Ross 2014) fakat

kadinlar arasinda bu siire 20 giinden kisa veya 45 giinden uzun donemlerde de

olabilir (Celik 2011). Dogurganlikla menstrual dongii siklig1 arasinda iligki bulunur

ve dongii bozuklugu olanlarda iireme yetenegi azalir. Yeni bir menstrual dongii

baslangicinin ilk bulgusu 3-5 giin devam eden menstrilasyon kanamasidir (Celik

2011).
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Menstriiel dongli boyunca endometriyuma ait ti¢c donem tarif edilir (Sekil 11)
(Tablo 1):

i) Proliferatif Donem
i) Sekretuvar Donem

iii) iskemik Dénem

e

—— Perimetrium

UTERINE CAVITY

(a) Menses (b) Proliferative phase (c) Secretory phase

Sekil 11: Menstrual siklus fazlarinda uterus yapisi (http://www.austincc.edu.tr Erisim
tarihi: 07 Aralik 2015)

Endometriyum genis kapsamli kan damarlari sistemine sahiptir (Sekil 12).
Uterin arterden, miyometriyumda anastomoz yapan 6-10 arkuat arter ¢ikar. Bu
arterlerin dallar1 olan radial arterler endometriyumun bazal tabakasina girerler ve
burada endometriyumun bu bolgesini besleyen kiiciik diiz arterleri olustururlar.
Radial arterin ana kolu yukar1 dogru devam eder ve yiiksek diizeyde sarmal hale
gelir. Bu nedenle bu artere spiral arter denmektedir. Spiral arterden ¢ok sayida
arteriyol ¢ikar ve bunlar kapiller ag1 desteklerken siklikla anastomozlasirlar. Kapiller

yatak, lakiina ad1 verilen ince duvarl dilate segmentler igermektedir. Endometriyumu
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drene eden vendz sistemde de lakiina bulunabilmektedir. Menstrual siklus sirasinda
diiz arterler ve spiral arterlerin proksimal parcalar1 degisime ugramaz. Ostrojenlerin
ve progesteronun etkisi altinda spiral arterlerin distal pargalar1 her menstrual siklusta
dejenerasyona ve rejenerasyona ugrar (Ross 2014).

Menstrual donemin ilk iki haftasi overlerde folikiilerin gelisme donemidir ve bu
evreye folikiiler evre denir. Ovulasyon menstrual siklusun 14. giiniinde gerceklesir.
Dongiiniin siiresi folikiiler donemin uzunluguna goére degisir (Celik 2011).

Ovariyan dongii Ostrojen ve progesteron tarafindan kontrol edilen dongiisel
endometriyumun yapisinin biiylimesini, degismesini ve dokiilmesini kapsar. Bu
degisimler i¢in steroid hormonlar en énemli gérevi almasina ragmen lokal parakrin
ve otokrin faktorler de Onemlidir. Bu lokal faktorlerin en Onemli kaynagi
16kositlerdir. Menstrual dongiiniin zaman ve yerine gore endometriyumdaki 16kosit
sayisinda ve tipinde degisim olur. Lokositler aynt zamanda implantasyon, serviks
acilmasi ve dogumda da gorev alir. Lokositlerin lokal olarak etkili olmasini saglayan
kemokinlerdir. Endometriyumda birgok fizyolojik ve patolojik olaya neden olan
kemokinler ayn1 zamanda ovaryumlarin fonksiyonlar1 (folikiiler gelisim, ovulasyon,
steroidogenezis, atrezi ve korpus luteum) i¢in de 6nemlidir.

Miyometriumda ovaryan dongiiye paralel degisimler gosterir. Bu degisimler
miyometriyumun kas hiicre sayisi, aralarindaki gap junction ve kasilabilme

ozellikleridir.
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Sekil 12: Uterus endometriyumunun arteriyal kan destegini gosteren sematik
diyagram (Junqueira 2009)

Proliferasyon Safhasi
Menstrual kanamanin besinci giiniinden itibaren baslar, 15. veya 16. giine kadar

devam eder (Celik 2011) ve folikiiler maturasyon ile ayn1 anda gerceklesir (ROSS
2014). Uterus mukozasi folikiil uyarict hormon (FSH; Follicle Stimulating Hormone)
etkisiyle kalinlagir (Ross 2014; Celik 2011). Uterus bezleri biiylir. Fakat salgi
yapmaz. Mukozay1 besleyen kan damarlar1 genisler.

Menstrual fazin sonunda endometriyum yaklasik bir milimetre kalinliginda ince
bag dokusundan meydana gelir ve bu bag dokusu uterus bezlerinin bazal kisimlari ile
spiral arterlerin alt kisimlarini igerir (Sekil 12). Bu tabaka stratum bazaledir.
Dokiilmiis olan tabaka ise stratum fonksiyonaledir (Ross 2014). Stratum bazaledeki
stromal, endotelyal ve epitelyal hiicreler hizla prolifere olurlar ve asagidaki

degisiklikler goriilebilir:
—Bezlerin  bazal boélgelerindeki epitelyal hiicreler bezleri yeniden

yapilandirirlar ve soyulmus olan endometriyal ylizeye goc ederek oray: kaplarlar.

— Stromal hiicreler prolifere olurlar ve kollajen ile ara madde salgilarlar.
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Genellikle 5 giinden az siirdiigii kabul edilen menstrual siklusu takiben ortalama
10 giin siiren (9-20 gilin arasinda) proliferatif donemde artan Ostrojen seviyesi ile
birlikte bezler, stroma ve damarlar es zamanli olarak ¢ogalir (Celik 2011).
Endometriyum yeniden olusurken spiral arterler uzar. Bu arterler hafifce
sarmallagirlar ve endometriyumun iist {igte birlik kismina uzanmazlar (Ross 2014).
Erken proliferatif (bu donemin ilk {igte birinde) safhada bu {i¢ bileskenin esit
cogalmas1 s6z konusuyken daha sonra bezler ve damarlar daha fazla cogalarak orta
ve geg proliferatif sathada kivrimli yap1 kazanirlar (Ross 2014). Bezler dar liimen ve
nispeten diiz, hafif dalgali goriiniime sahiptirler (Ross 2014). Bezlerin epiteli mitoz
goriilen, biiylik ve koyu ¢ekirdekli yalanci ¢ok katl silindirik epiteldir (Celik 2011)
(Resim 4).
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Resim 4: Prohferasyon donemi endometrlyum histolojik goriiniimii (H&E) (Buy ve
Ghossain 2013)

Proliferasyon doneminin son iki gilinlinde mitozlar azalir, bezler daha fazla
kivrimlt olur, epitel hiicrelerinin ¢ekirdekleri altinda glikojen bosluklari (subniikleer
vakuol) olugmaya baglar (Celik 2011) (Resim 5). Rutin histolojik preperatlarda
glikojenin uzaklastirilmasi1 bazal sitoplazmaya bosluklu bir goriiniim verir (R0SS
2014).
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Resim 5: Ovulasyon sonrast endometnyal bezlerde subniikleer ghkOJen vakuolleri
(H&E) (Pernick 2012)

28 giinliik bir siklusda luteinizan hormon (LH) tepe noktasina 14. giinde ulasir
ve ovulasyon meydana gelir ve 14 giin siirecek olan luteal donem baglar. Ovulasyonu
takip eden ilk 24 ila 36 saat diizensiz subraniikleer vakuollerin goriildiigii gec
proliferasyon donemi ara donemdir. Ostrojene baglh degisikliklerin ardindan
ovulasyonunun oldugunun en 6nemli kaniti ovulasyonu takip eden ikinci giinde
epitelde yaygin olarak subraniikleer vakuollere sahip hiicrelerin ortaya ¢ikmasidir
(Resim 5). Bu subraniikleer vakuollerin endometriyum bezlerinin en az yarisinda
goriilmesi ovulasyonun oldugunu kanitlar. Daha sonraki giinlerde bu vakuoller daha
yukariya hareket ederler ve ovulasyonun 5. giliniinde liimende salgi olarak goriiliirler.
Ovulasyon sonrasit bes ila dokuzuncu giin arasinda liimende salgi bulunan ileri
derecede kivrimli bezler ve 6demli stroma bulunur (Resim 6). Ovulasyon sonrast 10
ila 14. giinde ise stromada belirgin spiral arteriyoller ve 6nce bunlarin ¢evrelerinde
daha sonra gittikce artarak yaygin hale gelen genis sitoplazmali desidua Oncesi
(predesidua) hiicreleri ortaya c¢ikar. Bu donemde bezlerde ileri derecede testere

diglerini andiran yuvarlak soluk igerikli epitel hiicreleriyle doselidir (Celik 2011).
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Resim 6: Sekresyon fazinda endometriyum goriiniim (H&E)
(http://www.proteinatlas.org, Erisim tarihi: 08 Aralik 2015)

Sekresyon Safhast
Menstrual siklusun 15-16. giinlerinde baslar ve bir sonraki menstrual siklusa

kadar devam eder. Ovulasyondan sonra folikiil yerinde olusan korpus luteumdan
progesteron salgilanir. Ostrojenlerin ve progesteronun ardisik etkileri ile stromal
hiicrelerin desidual hiicrelere doniisimii miimkiin hale gelir (Ross 2014).
Progesteronun etkisiyle uterus bezlerinde salgilama ortaya ¢ikar. Uterus mukozasi
stingerimsi bir goriiniim alir ve implantasyon i¢in uygun bir ortam hazirlanmis olur
(Celik 2011). Doniisiim igin gereken stimiilasyon, blastokistin implantasyonudur
(Ross 2014). Eger fertilizasyon gerceklesmis ise uterusun bu durumu bir miiddet
daha devam eder. Fertilizasyon olmamis ise menstruasyon baslar (Celik 2011). Bu
doniigiimiin sonucunda biiyiik, soluk ve glikojen bakimindan zengin hiicreler ortaya
cikar. Bu hiicrelerin kesin fonksiyonlar1 bilinmemekle birlikte, embriyonun
beslenmesi ic¢in gerekli ortami sagladiklar1 ve gebeligin sonlanmasi sirasinda
plesantanin uterusun duvarindan ayrilmasini kolaylastiran 6zellesmis bir tabaka
olusturduklar agiktir (Ross 2014).

Endometriyum 6demli hale gelir ve sonunda yaklasik 5-6 mm kalinligina ulasir.
Bezler biiyiir ve kivrintili hale gelirler, liimenleri salg: triinleri ile doldugu i¢in

sakkiile (kesecikli) olurlar (Resim 6). Bez epiteli tarafindan tiretilen mukoid sivi
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implantasyonun gerceklesmesi halinde gelisimi desteklemek {izere besin bakimindan,
ozellikle de glikojen bakimindan zengindir. Mitoz artik nadirdir. Bu agamada goriilen
bliylime, epitelyal hiicrelerin hipertrofisi, vaskiilaritenin artmasi ve endometriyumun
O0deminin sonucudur. Bununla birlikte, spiral arterler uzarlar ve daha fazla sarmal
hale gelirler. Hemen hemen endometriyumun yiizeyine kadar uzanirlar (Resim 6)
(Ross 2014).

Sekretuvar donem sirasinda, embriyonun implantasyonu i¢in uterusun iyi tarif
edilmis bir kisa kabul donemi (implantasyon penceresi) vardir ve bu donemde
interlokin-8 (IL-8; Interleukin-8) ve monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1;
Monocyte Chemoattractant Protein-1) sentezinde azalma olur. Sekretuvar dénemin
sonuna dogru yiikselen progesteron seviyesinin baskilayici etkisinin belirtisi olarak
Ostrojen reseptoriiniin glandular ekspresyonu belirgin olarak azalir. Luteal donemin
son zamanlarinda, endometriyum, 6n hipofiz gibi prolaktin yapar, fakat endometriyal
prolaktinin fonksiyonu bilinmemektedir. Progesteron, implantasyon sirasinda lokal
inflamatuvar cevabi azaltir. Eger hamilelik gergeklesirse IL-8 ve MCP-1 sentezinde
azalma olurken interferon-gama (IFN-y; Interferon gamma), platelet aktive edici
faktor (PAF; Platelet Activating Factor) ve tiimor nekroz faktori alfa (TNF-a; Tumor
Necrosis Factor-Alpha) sentezinde artis olur (Celik 2011).

Menstruasyon Safhast
Menstrual donem, endometrium siiperfisiyal tabakasmnin iskemisi sonucu ve

proteolizisi sonucu endometriyumun dokiilmesi ile karakterizedir. Proteolitik
enzimler postovulatuvar periyodun ilk yarisinda membrana bagli lizozomlarda depo
edilir. Menstrual dongiiniin 24-25. giinlerinde, strojen ve progesteron azalmasi ile
bu lizozomlarmn membran biitiinliigiiniin kaybolmasi sonucu, glandular, stromal
hiicreler ve vaskuler endotelyal hiicrelerinin lizisi gergeklesir (Celik 2011).
Fertilizasyon gerceklesmezse korpus luteum yaklasik 10 giin aktif olarak hormon
tiretir. Hormon diizeylerinin ani diisiisii ile stratum fonksiyonaleye kan desteginde
degisimler olur. Ilk olarak spiral arterlerin duvarlarinin birkag saat siiren periyodik
kasilmalar1 stratum fonksiyonalenin iskemik hale gelmesine neden olur. Bezlerin
salgilanmasi durur ve stromadaki 6demin azalmas1 ayrica beslenme azalmasina bagh
olarak ekstraselliiler sivinin azalmasit ve spiral arterlerin vazokonstriiksiyonu ile

endometriyum yiikseklik olarak biiziistir (Celik 2011; Ross 2014). Yaklasik iki giin
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sonra, uzun siireli arteriyal kontraksiyon ve kisa siireli kan akimi nedeniyle yiizey
epitelinde bozulma ve kan damarlarinda riiptiir meydana gelir (Ross 2014). Spiral
arterler kapandiginda kan stratum fonksiyoneliye degil stratum bazaleye akar. Kan,
uterin s1v1 ve stratum fonksiyonaleden dokiilen stromal ve epiteliyal hiicreler vajinal
akintiyr olusturur. Endometriyumdan doku yamalar halinde ayrildik¢a venlerin,
arterlerin ve bezlerin kopmus uglar1 ortaya ¢ikar (Resim 7). Bu deskuamasyon,
sadece stratum bazale kalana kadar devam eder (Ross 2014).

Early Proliferative |

Resim 7: Uterin siklusun siniflandirilmasi (http://medcell.med.yale.edu.tr Erisim
tarihi: 08 Aralik 2015)

Menstrual kanama sirasinda endometriyumda MCP-1, makrofaj inflamatuvar
protein lo. (MIP-1a; Macrophage Inflammatory Protein-1a), IL-8 ve RANTES
(Aktivasyon iizerine diizenlenen, normal T hiicresi ekspresyonlu ve salinimli;
Regulated on Activation, Normal T Cell Expressed and Secreted) iiretiminde artis

meydana gelir. Ayrica, sekretuvar donemin son bolimiinde endometriumda
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prostaglandin F2a yapiminda da artis olur. Bu artig, dejenere olmus endometriumun
disart atilmasina yardimci olmak i¢in lizozomlardan asit hidrolaz yapimimi ve
miyometriyal kontraksiyonu arttirir. Vazokonstriiksiyon yavas yavas ilerlerken
hasara ugramis damarlardan kan sizarak menstrual kanama baglar ve sonugta bazal
tabaka hari¢ endometriumun tiimii uterustan dokiilerek kanla digart atilir. Spiral
arterlerin vazokonstriiksiyonunun ikincil doneminde kanama en aza indirgenir.
Menstrual kanin biiyiik kismi arteriyal kokenli iken ancak 9%25'1 ven kokenlidir.
Menstriiel kan, doku artiklari, prostaglandinler ve biiyiik miktarda endometriyal
dokudan koken alan fibrinolizin igerir. Bu fibrinolizin pihtiy1 erittigi i¢in normal bir
menstriiel kanda eger kanama ¢ok fazla olmazsa pihtilasma olmaz (Celik 2011).
Arteriyal kan akimi spiral arterlerin duvarlariin gevsedigi kisa periyotlar disinda
siirlandirilmistir. Venlerin agik uglarindan devamli olarak kan sizar (Ross 2014).

Menstrual kanamanin siiresi genellikle 3-5 giin kadardir, fakat normal bir
kadinda 1 giin kadar kisa olabildigi gibi 8 giin kadar uzun da olabilir. Menstrual kan
kaybi bir lekeden 80 mL’ye kadar olabilir fakat ortalama kayip 30 mL civarinda olup
80 mL’den fazla kayip anormaldir. Alman ilaglar ve pihtilasmayr etkileyen
hastaliklar dahil olmak iizere bir¢ok faktor hem endometriumun kalinligini hem de
kanama miktarin etkiler (Celik 2011).

Ovulasyon olmadiginda (anovulatuar siklus) korpus luteum olusmaz ve
progesteron lretilmez. Progesteron yoklugunda, endometriyum sekretuar faza
gecmez ve menstruasyona kadar proliferasyon fazinda kalir. Infertilite olgularinda
endometriyum biyopsisi anovulatuar sikluslarin ve ovaryum ve endometriyum ile
ilgili diger bozukluklarin tanimlanmasinda kullanilabilir (Ross 2014).

Fertilizasyon gerceklesmemis ise, kanamanin durmasi, yeni ovaryum
folikiilerinin biiylimesine ve olgunlasmasina eslik eder. Epitelyal hiicreler, bir
sonraki siklusun proliferasyon fazi baglarken yiizey epitelini eski haline getirmek i¢in
hizlica prolifere olurlar ve go¢ ederler (Ross 2014).

Implantasyon meydana gelmisse ovulasyonun 14. giiniinden itibaren predesidua
genis sitoplazmali epiteli andiran desidua hiicrelerine doniigiir. Bu hiicrelerde
ozellikle implantasyon yerinde belirgin olmak iizere ¢ekirdek sekil ve biiyiikliik farki
meydana gelebilir. Desidua olusumu sadece uterus i¢i degil ektopik gebelikte de

ortaya cikabilir (Celik 2011).
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Tablo 1: Endometriyal bez ve stromal dokunun siklus giinlerine gore histolojik

degisimi (Celik 2011).

Proliferasyon Donemi

Bez Ozellikleri

Stroma Ozellikleri

Erken Donem (4-7.
Ginler)

Orta Dénem (8-10.

Kisa, dar liimenli bezler
Kiibik epitel, mitoz mevcut

Uzun, hafif kivriml yap1

stroma
igsi

Yogun
icinde
hiicreler
Degisken

yapisi
ve yildizsi

miktarda

Gtinler) Silindirik  epitel,  mitoz 6demli, mitoz mevcut
mevcut
Geg¢ Donem (11-14. Kivrimli  yapi,  tabakali Daha yogun yapi iginde
Giinler) silindirik epitel stk mitoz
Sekresyon Donemi Bez Ozellikleri Stroma Ozellikleri

Erken Sekresyon Donemi

16-17. glin

18-19. giin

19-20. giin

Subniikleer glikojen
vakuollerinin goriilmesi ve

yayginlagmasi

Glikojen vakuollerinin
liimene dogru kaymast
Liimenlerde salginin artan
sekilde goriilmesi

Belirgin degisme yok

Belirgin degisme yok

Belirgin degigsme yok

Geg Sekresyon Donemi

21-22. giin Geg
sekresyon donemi
23-24. giin Geg
sekresyon donemi

25-26. giin Geg
sekresyon donemi

27. glin Premenstriiel

dénem

28. giin Menstriiel
donemin baslamasi

Liimenlerde salginin artan
sekilde goriilmesi

Degisken miktarlarda liimen
salgisiyla beraber epitelde

vakuoller liimene taraklanma

Degisken miktarlarda liimen
salgistyla beraber epitelde
vakuoller llimene taraklanma
Bez epiteli  tabanlarinda
niikleer parcgaciklar
(apoptozis)
Kivrimlanmanin  korundugu
bezlerde parcalanma

Yogun 6dem olusmast

Spiral arteriyollerin
belirginlesmesi ve
cevrelerinde predesidua
olusumu

Yiizey epiteli altinda
predesiduanin baslayarak
yayginlagmasi

Fokal nekroz, belirgin
lenfositler

Kiigiik damarlarda fibrin
trombiisleri ve kanama
baslamasi
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Uterusun Kan Damart ve Lenfatikleri
Uterusun beslenmesini, a. uterina ve a. ovarica saglar. Venler ise arterleri takip

ederek lig. latum uteri igerisine girerler. Vv. uterinae v. iliaca interna’ya agilirlar

(Sekil 14). Uterusun lenf drenaji ii¢ ayr1 yolu takip eder:

1- Fundus uteri, uterus iist kismi1 ve tuba uterinadan gelen lenf damarlar,
ovaryumdan gelen lenf damarlar ile birlikte nodi lymphatici aortici lateralis ve nodi
lymphatici pre-aortici’ye agilir.

2- Korpus uterinin biiyiikk kisminin lenf damarlari, nodi lymphatici inguinales
superficialis’e agilir.

3- Serviks uteri’nin lenf drenaji ise nodi lymphatici iliaca interni ve nodi

lymphatici sacrales’e agilir.

Sekil 14: Uterusun kan damarlar1 (http://www.austincc.edu.tr Erisim tarihi: 07 Aralik
2015)

Vagina
Kadin cinsel birlesme organi olan vagina, serviks uteri ve vestibulum vagina

arasinda oblik olarak uzanan kas ve zardan yapilmis boru seklinde bir organdir.
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Oniinde mesane ve iiretra, arkasinda rektum ve anal kanal bulunur. Vaginanin {ist
ucu serviks uteri’nin alt kismini kusatir ve aralarinda forniks vagina denilen ¢ikmaz
meydana gelir. Vaginanin 6n ve arka olmak {izere iki duvari1 vardir (Sekil 15). Arka
duvar 6n duvara gore daha uzundur. Vaginanin ortalama uzunlugu 8-10 cm kadardir.
Vaginanin giris deligine ostium vagina denir ve vaginanin en dar yeridir. Burada
hymen denilen kizlik zar1 bulunur (Celik 2011) (Sekil 16). Vaginanin 6n ve arka
duvarlarinda uzunlamasina seyreden transvers katlantilar bulunur. Bu yapilardan
yanlara dogru uzanan mukoza kivrimlarina rugae vaginalis denir. Bunlar ¢ok kath
yassi epitel ile doselidir. Alttaki lamina propriyadan epitelyal tabakanin i¢ine dogru

bag dokusu yapisindaki papillalar uzanir (Ross 2014).

\ ) Susp y ligament

( of ovary
Infundibulum
Uterine tube

( Ovary
’:I '\_\_ Peritoneum Fimbriae
- Uter al — Uterus
ligament ’; Round ligament
Perimetrium 2
. \' terine pouch

Rectouterine
pouch Urinary bl_adder.
Rectum ————— Symphysis pubis
Posterior fornix T>~——— Mons pubis
Cervix ,, i Urethra
Anterior fornix : .,é’—\_ Clitoris

Vagina b "~ _, : External urethral orifice
Anus
Urogenital diaphragm Hymen

Labium minus
Labium majus

Sekil 15: Vaginal anatomi (Cummings 2004)

Vagina icte tunika mukoza, ortada tunika muskularis ve dista da tunika
spongiosa olmak iizere {i¢ tabakalidir.

Vaginanin mukozasi agik kirmizi renkli olup daima islak ve kaygandir. Bu
1slakligr ve kayganligi uterustan gelen salgilar temin eder. Vaginada salgi bezi
bulunmaz (Celik 2011). Eriskin bir kadinda vajina mukozasinin epiteli ¢ok katli yassi
epiteldir. Hiicreleri az miktarda keratohiyalin icerebilir. Bununla birlikte, tipik
keratinlesmis epitellerde oldugu gibi, hiicrelerin keratin plaklarina doniismesi ile

izlenen asir1 keratinizasyon burada goriilmez. Ostrojen uyarisiyla, vajina epiteli
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biiylik olgiide glikojen sentezleyip, biriktirir. Vajinal hiicrelerin dokiilmesiyle, bu
glikojen vajina limeninde depolanir. Vajinadaki bakteriler, glikojeni doniistiirerek
vajinanin genelde diisiik olan pH’sindan sorumlu laktik asidi olusturur (CBU
Histoloji-Embriyoloji AD. ders notlari, Vatansever 2014). Vaginanin pH’s1 4-4,5’tir
ve bu ortamda spermiumlar uzun siire canli kalamaz. Bu pH ayn1 zamanda digaridan
gelen bakteriler i¢in de koruma saglar (Celik 2011). Vaginanin kas tabakas1 zayiftir
(Celik 2011) ve birbirlerinden kesin bir sinirla ayrilmayan iki diiz kas tabakasindan
olusur (CBU Histoloji-Embriyoloji AD. ders notlar;, Vatansever 2014). En dista
kalan tunika adventisya, buna paracolpium denir (Celik 2011), kalin elastik liflerden
zengin tikiz bag dokusundan olusur ve vajinay1 ¢evre dokularla birlestirir. Vajinanin
oldukca elastik olmasi, vajina duvarindaki bag dokusu i¢inde bol miktarda elastik
liflere baglidir. Bu bag dokusunda yaygin bir ven6z pleksus, sinir demetleri ve sinir
hiicresi gruplar1 vardir (CBU Histoloji-Embriyoloji AD. ders notlari, Vatansever
2014).

(Suspensory
|ligament of ovary  Cervix of uterus External os

.~ Broad ligament
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Anal canal
(C) Posterior (and inferior) view
(D) Inf view of section
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pouch r 0f
fornix
Bladder ~ Rectouterine
pouch
(peritoneal
Pubovesical —. cavity)
ligament External 08
Pubic of uterus
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Clitons —— =288 vaginal
fornix

Vestibule

Vaging ——

Sekil 16: Vaginanin yapisi (Dote Anatomy 2009)
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4.2. Erkek ve Disi Cinsiyet Hormonlari
Erkek ve disilerde, iireme fonksiyonunu saglayan steroid ve protein yapili ¢ok

sayida hormon viicudun degisik dokularinda (hipotalamus, hipofiz, gonadlar,
bobrekiistii bezi, yag dokusu gibi) sentez edilebilmektedir. Cesitli dis uyaranlara
kars1 hipotalamus, gonadotropin salict hormon (GnRH; Gonadotropin Releasing
Hormon) sentezleyerek hipofiz dokusuna yonlendirmektedir. Hipotalamustan salinan
GnRH, hipofiz dokusunu uyararak gonadotropin hormonlarinin; liitenize edici
hormon (LH; Luteinizing Hormone) ve folikiil uyarici hormon (FSH) sentez ve
salimin1 artirmaktadir. Gonadotropin hormonlar, gonadlari (ovaryum ve testisler)
uyararak iireme islevinin ve steroid yapili cinsiyet hormonlarinin sentezinin kontrol
edilmesini saglamaktadir.

Disi ve erkeklerde gonadlarin esas iglevi, lireme hiicrelerinin olgunlastirilmasi ve
steroid yapili cinsiyet hormonlarinin sentez edilmesidir. Kadinlarda ovaryumlar
oositin gelismesi ve olgunlagsmasini saglarken, Gstrojenlerin (6stradiol ve dstron) ve
progesteron'un sentezini gerceklestirmekte, {ireme kabiliyetinin ve gebeligin
devamini saglamaktadir.

Disilerde bobrek iistii bezleri, sentezledikleri androjenlerin (testosteron,
androstenodion) 6nemli bir kisminin perifer dokularda strojenlere doniistiiriilmesi
nedeniyle Onemli bir Ostrojen iretim kaynagi olarak tireme islevine katkida
bulunmaktadir.

Steroid yapili cinsiyet hormonlar1 erkek ve disilerde, ilireme organlarinin
gelismesini  ve olgunlagmasini, ikincil cinsiyet karakterlerinin gelisimini ve
stirdiiriilmesini, cinsel lireme dongiisiinii kontrol etmektedir. Bu hormonlar degisik
dokular {izerinde giiclii anabolik etkiler meydana getirebilmektedirler. Ozellikle cilt,
kemik, kas ve kan dokularinda anabolik reaksiyonlar1 uyararak bu dokularin
gelismesini saglamaktadirlar.

Gonadotropinlerin seviyelerinin en belirgin oldugu zaman menstrual déngiiniin
proliferasyon evresine uyar, LH salgis1 ise menstrual dongiiniin tam ortasina denk
gelir ve ovulasyonun ger¢eklesmesini saglar. Hipotalamustan pulsatif salgilanan
GnRH, LH ve FSH hormonlarinin 6n hipofizden pulsatif olarak salgilanmasin
uyarir. GnRH sekresyonu, dopamin, serotonin, B-endorfin ve norepinefrin tarafindan
diizenlenir. Hem FSH hem de LH folikiilerdeki G-proteinle iligkili reseptore

baglanarak hiicre i¢i steroidojenik akut diizenleyici protein miktarini artirir ve
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sitokrom P450scc enzim sistemini aktive ederek over kdkenli dstrojen ve progesteron
liretimini artirir.

Gonadotropinlerin salgisi, ovaryumlardan salgilanan &strodiol, progesteron ile
glikoprotein olan inhibin A ve inhibin B (gonadal glikoprotein hormonlardir ve FSH
sekresyonu azaltir) ile negatif ve pozitif geri bildirim mekanizmasi ile kontrol edilir.
Folikiiler fazin erken déneminde inhibin B piki olurken luteal fazin ortasinda inhibin
A piki olusur. Folikiiler fazin ortasinda inhibin B diizeyinde yiikselme aktivin
sinyalini kapatmak i¢in hipofiz gonadotropinini etkiler ve erken folikiiler faz
diizeylerine gore FSH biyosentezini baskilar. Luteal fazin sonunda inhibin A’da
diistis, FSH diizeylerinde yeniden artis1 saglayan ortami yaratir.

Progesteron ve 17B-0strodiol hem hipofiz hem de hipotalamusta, inhibinler ise
sadece hipofiz diizeyinde etkilidir (Sekil 17). Ostradiol luteinizan hormonu artirir ve
folikiil stimule eden hormon salinimini inhibe eder. Disilerde serum Ostradiol
diizeyinin artmasi, hipotalomo-hipofizer aksis iizerinde inhibitér etki gostererek
GnRH, LH ve FSH salinmmini azaltmaktadir. Disilerde FSH, ovaryumlarda
graniiloza hiicrelerinde reseptdriine baglanarak Ostrojenlerin sentezini artirarak
promordial hiicrelerden folikiil gelisimini uyarmakta ve graaf folikiil olusmakta, LH
ise teka hiicrelerini uyararak graniiloza hiicrelerinde 17p-0strodiole aromataz enzimi
ile ¢cevirmek icin gerekli olan androstenedionun yapimini uyarir, graaf folikiiliiniin

yirtilmasini ve ovulasyonu saglamaktadir.
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Sekil 17: Hipotalamus-hipofiz-ovaryum aksisi (Perry ve ark. 2014) (Nature 2014)

17B-6strodiol ana Ostrojen hormonudur. Fakat Ostrodiolden daha az biyolojik
etkisi olan Ostron da Onemli miktarda iretilir. 17B-0strodiol, hipotalamusa etki
ederek GnRH sekresyon siklig1 ve miktarinda artiglara neden olur.

Menstrual dongiliniin  sekretuvar doneminde Ostrojen ve progesteron,
gonadotropik hormonlarin salgilanmasi {izerine sinerjik bir negatif geribildirim etki
gosterirler.

Gonadotropik hormonlar tarafindan uyarilamayan ovaryumlar tamamen
inaktiftirler. 9-12 yaslarinda hipofiz giderek daha ¢ok bu gonadotropik hormon
salgilar. 11-15 yaslar1 arasinda menstriiel dongiliniin baslamas1 ile LH ve FSH en
yiiksek diizeye ulagir.

Disilerde gebelik olusumunu takiben korpus luteum progesteron sentezleyerek

gebeligin devamini saglamaktadir (Sekil 18).
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Sekil 18: Hipotalomo-hipofizer aksis’in cinsiyet hormonlarinin sentezi iizerine etkisi
(http://www.austincc.edu.tr Erigim tarihi:07 Aralik 2015)

Steroid Hormonlar ve Implantasyon
Ostrojen, folikiilerin graniiloza hiicreleri ve ovulasyon sonrasinda olusan korpus

luteum tarafindan sekrete edilir. Hipofiz bezi, dstrojenin negatif geribildirim etkisinin
primer yeridir. Ovulasyon Oncesi artmis Ostrojen pozitif geri bildirim mekanizmasi
ile kan LH diizeyinde 6-10 ve kan FSH diizeyinde de iki-li¢ katina kadar artisa neden
olur. Ostrojen, menstrual déngiiniin ilerleyen proliferatif fazinda, endometiyumun
gelisimini saglar ve ¢ok sayida mekanizma ile reseptiv pencereyi agarlar (Sekil 19):

e Yiizeylerindeki negatif yilikiin kaybina, mikrovilluslarin kisalmasma ve
molekiiler kompozisyonundaki degisikliklerle 'mucin’ kilifin incelmesine neden olur.

e En az 12. ve 14. polipeptidlerin ayni zamanda Ostrojen ve progesteron
reseptivlerinin sentezlerini stimiile eder.

e Luminal epitel hiicreler tizerine etki ederek, onlar1 blastokist sinyaline cevap
verici veya duyarli hale getirerek trofoektodermin luminal hiicrelere yapismasini
saglar.

e Implantasyon islemini aktive eden sitokinleri de igeren glanduler epitel

salgilarin salinimini stimiile eder.
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Progesteron, ovulasyon sonrasi korpus luteum tarafindan salgilanir, hipotalamik
opioid aktivitesini artirir ve FSH {iretimini artiran ve LH ftretimini azaltan GnRH
dalga sekresyonu yavaslatir ve uterusun salgilayici aktivitesini stimiile eder (Sekil
19):

e Stromada ¢ok yogun ddem iiretir.

e Kan damari hacmini 3 kat artirir.

¢ Pinopodlarin ve desiduanin olusumunu saglar.

Steroidler, menstrual dongiiniin ¢esitli basamaklarinda sentezlenen uterin
biiyiime faktorlerinin hareketini diizenler: insiilin benzeri biiylime faktori 1 (IGF-I,
Insulin-like growth factor 1), insiilin benzeri biiyiime faktori 2 (IGF-II; Insulin-like
growth factor 2), epidermal biiylime faktorii (EGF; Epidermal growth factor),
heparin baglayici EGF-benzeri biiylime faktorii (HB-EGF; Heparin binding-EGF like
growth factor), fibroblast biiyiime faktorii (FGF; Fibroblast growth factor), temel
fibroblast biiyiime faktorii (B-FGF; Basic fibroblast growth factor), fibroblast
biiylime faktorii alfa (o-FGF; fibroblast growth factor-alpha), transforme edici
bliyiime faktorii beta-1 (TGF-B1; Transforming growth factor beta-1), trombosit
tirevli bliyime faktorii beta (PDGF-p; Platelet-derived growth factor beta).
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Sekil 19: Ovaryan siklus ve hormonal etkileri (http://www.austincc.edu.tr Erisim
tarihi: 07 Aralik 2015)
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{a) Early to mid-follicular phase {b) Late follicular phase and ovulation
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Sekil 20: Ovaryan siklusun hormonal etkilesimleri (1. Giin)
(http://www.austincc.edu.tr Erisim tarihi: 07 Aralik 2015)
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{b) Late follicular phas/e and ovulation
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Sekil 21: Ovaryan siklusun hormonal etkilesimleri (26-28. Giin)
(http://www.austincc.edu.tr Erisim tarihi: 07 Aralik 2015)
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Sekil 22: Ovaryan fonksiyonlarinda geribildirim mekanizmalari
(http://www.austincc.edu.tr Erisim tarihi: 07 Aralik 2015)

40


http://www.austincc.edu.tr/

4.3. implantasyon
Embriyo, moruladan blastokiste giderken oksijen ve metabolik substratlari

iceren salg1 icinde giderken uterusa gecis yapar. Implantasyon bdlgesinde
trofoektoderm hiicreleri blastokistin zona pellusidas1 boyunca ¢ikarken, bu bolgeyi
sindiren proteolitik enzimleri iireterek zonadan serbestlesirler. Zonadan kurtulmada
(hatching) uterus c¢evresindeki proteolitik enzimler de etkilidir ancak hatching’in
molekiiler temeli tam olarak agiklanamamistir. Zonadan kurtulmus blastokistin kalan
hiicre tabakalar1 siki1 bir fiziksel temas yaparlar ve implantasyon baslar (Elder ve
Dale 2014) (Sekil 23).

LE

b /5.3 (€151 (a) ] €] €S vl 31 w3 (] 3] O]

BL: Blastocyst;

2ZP: Zona pellucida;

LE: Luminal epithelium of the endometrium
CT: Cytotrophoblast;

LIF: Leukaemia inhibitory factor;

P: Pinopode;
GE: Glandular epithelium; sgp130: soluble gp130; ST: Syncytiotrophoblast; IL-1: Interleukin-1

Sekil 23: Implantasyon mekanizmasi (http://humupd.oxfordjournals.org Erisim
tarihi: 21.12.2015)

Insan embriyosu yaklasik olarak ovulasyon sonrasi altinci giinde blastokist
haline geldikten sonra implantasyon siirecine girer. Diger tiirlerden farkli olarak, in
vitro fetilizasyon (I\VVF) sikluslarindan edinilen deneyime gore, insan embriyosu 6-8
hiicre asamasindayken implantasyon yetenegi kazanabilmektedir (Celik 2011).
Basarili bir gebelik i¢in implantasyon siireci yer ve zaman olarak dikkatlice koordine
edilmelidir. Gebeligin ger¢eklesmesi i¢in embriyo ve uterus gibi kompleks yapilarin
dogru etkilesimleri ve diizgiin bir zaman siralamasiyla olmasi gerekir. Ozgiin
gelisimsel karakteristikler birgok farkli faktorler tarafindan etkilenebilir (Elder ve
Dale 2014). Implantasyon gerceklesmeden once endokrin, otokrin ve parakrin
mesajlarla endometrium ve embriyo; implantasyon i¢in hazirlanir ve uygun ortam
saglanir. Ornegin, ejakiilatta bulunan vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF;

Vascular Endothelial Growth Factor), endometriyumu uyararak implantasyon
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strecine katkida bulunur (Feichtinger 1999). Bir diger farkli 6rnek olan,
fertilizasyondan 1-2 giin sonra maternal dolasimda saptanan erken gebelik faktorii
(EPF; Early Pregnancy Factor); embriyodan gelen sinyale yanit olarak iiretilir.
Embriyoya karsi immiinosiipresyon saglanmasi, hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasi gibi
degisik fonksiyonlar1 vardir (Morton ve ark. 1992). Korpus luteum da progesteron
hormonu araciligiyla endometriuma gonderdigi mesajlarla uterusu gebelige
hazirlamaktadir. Dolayisiyla maternal dokularin, gametlerin ve embriyonun bu son
derece kritik olayin gerceklesmesi i¢in iletisimde bulunmalari ve bu iletisimin de ¢ok
diizenli bir sekilde yonetilmesi kosuldur (Kodaman ve Taylor 2004). Aksi durumda
implantasyon ya gerceklesmemekte ya da basarisizlikla sonuglanmaktadir.
Implantasyon ovulasyon sonrasi 7-10 giinlerde, yaklasik 48 saat civarinda siiren
belirli bir zaman aralig1 igerisinde gergeklesir. Bu donem "implantasyon penceresi"”
olarak tanimlanir. Bu donemin sonlarinda olan implantasyonlarda, erken spontan
diisiik riski artmaktadir (Wilcox ve ark. 1999). Bu dénemin disindaki endometrium
ise embriyo i¢in kabul edici (reseptif) 6zellik gostermemektedir (Hoozemans ve ark.
2004). Endometrium reseptivitesini belirleyen biyokimyasal veya morfolojik
belirtegler vardir (Tablo 2).

Tablo 2: Biyokimyasal reseptivite belirtegleri (Celik 2011).

Hiicre Adezyon Integrinler (avp3) Trophonin/Tastin
Molekiilleri Musinler (MUG1)
Biiyiime Faktorleri ve  Losemi Inhibitor Faktor (LIF)
Sitokinler Koloni Uyarici Faktor (CSF)

Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF)
Interlékin-1 (1L-1)

Plasental Proteinler

Siklinler (Cyclin E, p27)

Ekstraseliiler Matriks Proteinleri

Morfolojik belirte¢ olarak ise endometriumda reseptif donemde ortaya ¢ikan
"pinopod" adi verilen kiibik hiicrelerdir (Resim 8). Bu hiicreler olmaksizin
implantasyon  ger¢eklesmez.  Pinopodlarin  endometrium  reseptivitesinin
saptanmasinda, oosit bagisi programlarinda belirte¢ olarak kullanilabilecekleri one

stirlilmiistiir (Patnos ve ark. 2004; Nardo ve ark. 2002).
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Resim 8: LH 6. Giinde endometriyal biyopsi 6rneginin taramali elektron mikroskobi
(SEM) goriintiisii (European Society of Human Reproduction and Embryology 2015)

Embriyonun endometriyal epitele baglanmasini saglayan implantasyon, ‘serbest’
zonadan ayrilmig blastokist ve endometriyum arasindaki etkilesme yoluyla baglatilir.
Blastokist trofoektodermi endometriyumun epiteliyal hiicrelerine direkt sinyal
saglayan insan koryonik gonadotropin (hCG; Human Chorionic Gonadotropin)
salgilar. hCG, endometriyal epitelyuma baglanan ii¢ glinlik embriyonun maternal
sirkiilasyonunda saptanabilir durumdadir (Ornegin ovulasyon sonrast 9-12 giin).
Trofoektoderm hiicreleri blastokistin epiteliyal hiicreleri arasina go¢ ederler ve yer
degistirerek bazal membrana tutunurlar (Elder ve Dale 2014).

Implantasyon ii¢ asamada incelenir (Celik 2011):

1) Apozisyon

2) Adezyon

3) Invazyon

Bu {i¢ faz, uterus endometriyumun maksimum diizeyde alic1 oldugu periyotta

olaylanir ki bu periyot “implantasyon penceresi” olarak bilinir (Elder ve Dale 2014).

Apozisyon: Embriyo ve Endometriyal Diyalog
Embriyo ovulasyondan 3-4 giin sonra uterusa girer ve 5-6. giiniinde genislemis

blastokist olarak zona pellusida’dan kurtularak disar1 ¢ikar. Boylece zonadan

ayrilmig blastokist uterus endometriyumuna yapisik hale gelir. Apozisyon seffaf

43


http://www.eshre.eu/

goriinen epitel hiicre membrani ¢ikintilar ve pinopodlariyla kolaylastirilir. Pinopodlar
endometriyal bezlerin etrafin1 ¢evreleyen siviyr absorbe eder. Goriiniiste progestrona
bagimli absorbe olsalarda sadece 2 veya 3 giin varliklarini siirdiiriirler (ovulasyondan
sonraki 5-7. giinler) ve implantasyon penceresinin agildiginin morfolojik bir
gostergesidirler (Nikas ve ark. 1995).

Uterus epitel hiicre-hiicre etkilesimine fiziksel bir bariyer olan glikoprotein
(glikokaliks) ag1 ile kaplanmistir. Embriyo ilk dnce bu glikokaliks bariyerini asmak
zorundadir. Glikokaliks bariyeri endometriyal hiicreler tarafindan eksprese edilen
mucin proteinleri ve enzimatik yikilma ile ortaya c¢ikan lokal, hiicre disi
(ekstraselliiler) proteinler igermektedir. Apozisyon basariyla tamamlandigr zaman
adezyon molekiilleri etkilesebilirler ve trofoektodermin embriyonik sitotrofoblast

hiicreleri endometriyal hiicrelere yapisik hale gelir (Elder ve Dale 2014).

Adezyon
Ovulasyon sonrasindaki 6. ve 7. gilinlerde embriyonun endometriyuma

tutundugu disiiniiliir. Embriyo ve endometriyal adezyon molekiilleri birbiriyle
rahatga etkilestigi zaman embriyonik trofoblast hiicreleri endometriyal epitel
hiicrelerine  yapisirlar.  Integrin/tastin/trofin ~ kompleksleri, heparin siilfat
proteoglikanlari, kadherinler, lektin, glikan ve glikan-glikan etkilesimlerini kapsayan
cok sayida adezyon molekiil ailesinin insanda embriyo tutunmasinda az c¢ok rol
oynadig1 diisiiniilmektedir. Integrin ailesi insan implantasyonunda yer alan ve
anahtar rol oynayan adezyon faktorlerden biridir. hCG regulasyonunun integrin
avp3, embriyoda interlokinler (IL-lo ve IL-1B’lerin yer aldig1) oldugu deneysel olarak
gbsterilmistir. Integrinler, insan oositleri, erken embriyolar ve blastositler ayrica
glandular epiltel tarafindan da eksprese edilir. Bunlardan bazilar1 sabit bir oranda
sentezlenirken (02, a3, a6, Bl, 4, BS) digerleri hiicre dongiisiiniin evrelerinde farkli
oranlarda sentezlenir (al, a9, av, B3, B6). av ailesi proteinleri eklenmis olarak yer
alsa da, fibronektin, osteopontin, vitronektin ve ekstraselliiler matriksin diger

bilesenlerine baglanirlar.

Invazyon
7. ve 12. giinler arasi provilloz trofoblast farklilasamaya bagslar. Endometriyal

degisim (stromal desidualizasyon) 12. giindeki ovulasyon sonrasinda gerceklesir
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(Duc-Gorran ve ark. 1999). Trofoblast hiicreleri anne ve fetus arasinda kesisim
noktasi olusturmak i¢in uterusu fazlasiyla isgal ederler. Bu sayede besinler ve atiklar
transfer edilir. Plasental dokunun uterusta stabilizasyonu ile ayrica mekanik bir
fonksiyonu da yerine getirmis olurlar. Embriyonik trofoektoderm trofoblastlarin
onctlleri olan sitotrofoblastlar ve mononiikleer farklilagmamis kok hiicreleri igerirler.

Bunlar su alt tinitelere farklilasir:

+ Ortadaki invaziv trofoblastlarin uterus dokusuna go¢ etmesi.
« Villoz sinsityotrofoblastlarin hCG dahil olmak iizere plasental hormonlari
yapmasl.

- Bitisik trofoblast hiicrelerin, plasentanin uterusa yapismasini kolaylastirmasi.

Invaziv trofoblast hiicreleri endometriyum ve miyometriyumun iist tabakalarini
isgal ederek ekstraselliiler matriksi yeniden yapilandirir. Boylece uterusu spiral
arterlerini segici gegirgen hale getirir. Daha sonra artan maternal kani plasentaya
tasimak i¢in genislemis az direngli kanallara degisirler. Uterusun spiral arterlere
dogru goé¢ eden invaziv trofoblastlardan kendini korumasi gerekir. Endometriyal
stromanin ‘desidua’ olarak bilinen yogun hiicresel matrikse doniligmesiyle
plasentanin maternal kismi olusur. Desidualizasyon sirasinda ig seklindeki stromal
fibroblastlar biiylir ve daha yogun salgi yapan desidual hiicrelere farklilasarak
fibronektin ve lamininden zengin sert bir ekstraselliller matriks olustururlar. Bu
degisim progesteronun etkisi altinda meydana gelir. Bu reaksiyon hiicrelerin etrafini
saran spiral arterler etrafinda gergeklesir ancak daha sonra komsu hiicrelere yayilir
(Elder ve Dale 2014). Desidua hiicrelerinin biiyiik ¢ogunlugu lokosit antijenleri
eksprese eder. Endometriyumdaki beyaz kan hiicrelerinin en biiyiikleri lenfositler
(biiylik granular lenfositler; LGLs: Large Granular Lymphocytes veya dogal
oldiiriicii hiicreler; NK: Natural Killer) ile daha az sayidaki granular 16kositler olan
makrofajlar ve T hiicreleridir. LGL’lerin sayist ovulasyon ve implantasyon sirasinda
steroid hormonlarinin da etkisiyle carpict bir artis gosterir (King ve ark. 1998).
Desiduanin invazif hale ge¢mesiyle fiziksel bir bariyer olusturulur ve trofoblast

hiicrelerin yapismasini saglayan sitokin bir ¢evre yaratilir.
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Desidualizayonun ilk sinyalleri endometriyumun spiral arterlerinin etkin hale
geldigi, normal menstrual dongiisiiniin en erken 23. giinii goriilebilir. Sonraki birkag
giin, progesteronun etkisiyle spiral arterleri ¢evreleyen stromal hiicreler degisime
ugrar ve predesidual hiicrelere farklilasirlar. Endometriyal stromanin bu progressif
desidualizasyonu, varolan invazif trofob- lastlarin uterus {izerine yerlesmesini saglar
ancak bu siddetli progresyon implantasyon penceresini de bozar. Bu basamakta
embriyo ilk olarak maternal immun sistemce taninir hale gelir. Invazyon basamagi
erken donemdeki fetus ve anne arasindaki karmasik biyolojik ihtiyaglarin
dengelenmesi icin, zaman ve yer olarak koordine olmus bir adezyon molekiil
ekspresyonunun kompleks diizenlenmesine ihtiyag duyar. Invazif hiicrelerin
kollajenaz kullanmas1 ve plasminojen inhibitor tip 1 aktivatorii eksprese etmesi bu
olayda plasminojen aktivator sistemin yeraldigini gosterir, invazif hiicreler bazal
membran etkilesimleriyle ilgili olan integrinleri (tahminen laminin) kaybederek,
fibronektin ve tip | kollajen ile iliskili olan integrinleri kazanirlar. Trofoblast
hiicrelerinin dis tabakasi, invazif hiicreleri boylu boyunca kapatan ¢ok niikleuslu
sinsiyotrofoblast hiicrelerin son tabakasini olusturmak i¢in birlesirler. Bu tabaka hizli
proliferasyon gostererek koryonik villusu olustururlar (Koryon; embriyo ve
ekstraembriyonik membrani c¢evreleyen tabakadir). Siklik AMP analoglart ve
hCG’nin de sitotrofoblast farklilasmasini, plasental hormonlar1 aktif olarak
salgilayan sinsiyotrofoblast fenotipine yonlendirdigi gosterilmistir. Koryonik
villuslarin ekstraselliiler matriks ile temasta oldugu noktada, trofoblastlarin diger bir
grubu yapisik trofoblastlar1 olusturmak igin sitotrofoblast tabakasindan hizla ¢ogalir.
Yapisik trofoblastlar, plasentanin uterusa tutunmasini kolaylastiran fibronektin ve
trofouteronektin (TUN) yaparlar. Yakin zamanda, donistiiriicii biiyime faktorii 8
(TGF-P) ve 16semi inhibitor faktoriini (LIF) hCG sentezini asagi ¢ekecek sekilde,
TUN salinimini ise yukari diizenledigi gosterilmistir. Bu hiicreler ayrica Urokinaz tip
plasminojen aktivator ve tip 1 plasminojen aktivator inhibitori (PAI-1) yaparlar. In
vitro model sistemlerinde kullanildig1 deneyler, forbol esterlerinin trofoblastlarin
invazyonunu artirdigint  ve kiiltlirlenmis trofoblastlardaki PAI-I'i  arttirdig1
gosterilmigtir, uterus prostoglandin (PGF2 ve PGE2) steroidlerle diizenlenir ve

desiduanin olusmasinda diizenleyici rol oynarlar.
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Sekil 24: Feto-maternal mikrogevrede insan blastokisti, sinyalizasyon ve
implantasyon sistemi (Norwitz ve ark. 2001)
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Sekil 25: Blastokist implantasyonu sematik gosterimi (Staun-Ram ve Shalev 2005)

Implantasyon Penceresi
Gegici implantasyon penceresinin varligi rodent tirlerde arastirilmistir. Bu

tiirlerde, pencere maternal olarak yonetilir ve alic1 faz 24 saatten kisadir. Insanlarda
bu pencere yaklasik olarak bes giindiir (28 giinliik uterin dongiideki 6. glinden 10.
giine kadar olan ovulasyon sonras1). Alict fazdaki aciklik sonlandirmadaki kadar net
degildir. Farede ise zonadan kurtulan blastokist gebelik sirasinda hem stromada
ligand iceren integrin bagimli (fibronektin, kollajen, laminin, vitronektin ve
trombospondin vb. gibi) herhangi bir yiizeye hem de Matrigel gibi yapay substratlara
baglanirlar. Ancak insanlarda, trofoblast epitel protrusive penetrasyona maruz kalir
ve bu islemin embriyo ve endometriyum arasindaki ¢ok fonksiyonlu etkilesimlerle

diizenlenmekte oldugu diislintilmektedir.
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Sekil 27: Molekiiler implantasyon ve desidualizasyon (Jeeyeon ve ark. 2012)

Implantasyonun Diizenlenmesi

Implantasyonun her asamasinda degisik molekiiler faktdrler sorumluluk

almaktadir (Celik 2011) (Sekil 26-28). Embriyonal kutup ile endometriuma yaklasan
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embriyo ve endometrium arasinda karsilikli bir iletisim s6z konusudur. Bu iletisim

parakrin mekanizmalar ile olmaktadir (Celik 2011) (Sekil 26, 27, 29).

LIF* LIF LIF
IL-8 CSF-1 TGFB-1
MCP-1 IL-18 uPA

[olololo|o|o@o|o|o%

I APOZISYON J | ADEZYON | I INVAZYON |

Sekil 28: Implantasyon basamaklarinda etkili molekiiller (Celik 2011)
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Sekil 29: Embriyo endometriyum iletisimi (Celik 2011)

Basarili bir implantasyon, blastokist ve endometriyum arasinda hem senkronik
gelisim hem de senkronize etkilesimi gerektirir. Embriyodan endometriyuma olan
direkt sinyaller integrinleri arttirir ve blastokist adezyonunu baslatirlar. Blastokist,
besinleri uterusdan karsilar. Ancak biliyiimenin devami i¢in gebelik iirliniiniin kendi
vaskular sisteminde gelismesi gerekir ve ilk basamak olarak uterus stromada da
filizlenen ve kapiller gelisimi baglatan olduk¢a 6zel bir primer desidual reaksiyonu
indiikler. Desidualize olan stromal hiicreler periselliilar fibronektin yaparlar.
Endometriyal stromal hiicreler ve yogun l6kosit infiltrasyonunun NK hiicreleri ve
makrofaj infitrasyonuna dramatik bir doniisiimii s6z konusudur (Elder ve Dale 2014).
Maternal ~ hormonlar  sitokinler, adezyon molekiilleri, prostoglandinler,

metalloproteazlar ve bunlarin inhibitorleri ile anjiyogenik biiyiime faktorleri
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araciligiyla embriyo ve endometriyum arasindaki etkilesimi etkiler. Bu islemin
gerisindeki molekiiler mekanizmalar hayvan modelleri kullanilarak calisilmistir ve
fare c¢alismalar1 ile de reseptivite (LIF, HMX3), embriyoya cevap (COX2) ve
desidualizasyona (IL-11R) neden olan genler tanimlamistir. Cevap vermede rolii olan
diger tanimlanmis faktorler ise immiin cevap geni (IRG- 1), progesteron reseptor
knock-out (PRKO), oOstrojen reseptor knock-out (ERKO), homebox protein A10
(HOXA10), IHH (Indian Hegdehog gene) ve immiin ile diizenleyen hormon 1
(IIRH1)’i kapsar. Ostrojen ve progesteron reseptdrler (IGF-1, epidermal biiyiime
faktorleri ve prostoglandinler dahil) ve onlarla etkilesen sinyal yolaklar1 6nemlidir
(Sekil 26, 27). Insanlarda yapilan arastirmalar son zamanlarda reseptiv
endometriyumu tanimlamak icin, ART sonrasi basarili bir implantasyonu
gerceklestirebilecek mekanizmay1 belirleyen faktorleri saptamakta kullanilan gen
ekspresyonuna bakmak i¢in mikroarray teknigi kullanilmaktadir (Simon ve ark.
2009; Sherwin ve ark. 2007).

Endometriumdaki LIF aktivitesi embriyonun endometriumu tanimasi igin bir
mesaj Ozeligi tagimaktadir (Kondera-Anasz ve ark. 2004). Endometriumda LIF
salgilanmamas1 ve Ozelllikle implantasyon penceresi doneminde LIF ¢ikisinin
olmamast durumunda implantasyon ger¢eklesmez. Fallop tiirlerinde LIF’in
beklenmedik sekilde artis1 endometriumu taklit eden bir yapr olusturabilir ve
implantasyon penceresi olusturabilir (Keltz ve ark. 1996). Pelvik inflamatuar
hastaliklarda artan dig gebelik oranlari bu tiir bir molekiiler degisiklikten de
kaynaklanabilir (Attar 2004). Dolayisiyla, LIF; salgilanma 6zelligine bagli olarak
tireme sisteminde dnemli basamaklarin yiiriitiilmesinde diizenleyici bir molekiildiir.

Dogal olarak, Tablo 2’de de gosterildigi gibi belirte¢ olarak kullanilan ve
kullanilmayan, ancak implantasyonda Onemli rolleri olan g¢esitli sitokinler
bulunmaktadir. Ornegin, “epidermal biiyiime faktdrii” (EGF) ve EGF reseptorleri
(EGF-R) implantasyon siirecinde  blastokistin  gelismesi,  trofoblastlarin
proliferasyonu ve hatching gibi énemli gelisme basamaklarinda etkili molekiillerdir
(Wollenhaupt ve ark. 2004). Bu molekiiller implantasyonun degisik basamaklarinda
daha yiiksek yogunluklarda salgilanabilir veya daha etkin rol oynayabilir.

Ovaryumlarda, fallop tiiplerinde veya endometriyumda immun sisteme ait

hiicrelerin diizenleyici etkiler gosterdikleri diigiiniilmektedir (Jones ve ark. 2004).
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Endokrin sistemin de bu diizenlemede temel bir rolii vardir. Reprodiiktif dokulardaki
diizenlemede oOzellikle dstrojen ve progesteron hormonlarinin dogrudan ve dolayl

etkileri oldugu bilinmektedir (Critchley ve ark. 2001).
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Tablo 3: Uterus reseptivitesi ile ilgili belirte¢ molekiiller (Groll ve Lessley 2004).

BELIRTEC HUCRE TIiPi FONKSIYONU
Hormon/Reseptor
Kalsitonin Glandular ve luminal epitel Embriyo kalitesini arttirma
IGF-11 Glandular ve luminal epitel Mitojen
Progesteron Reseptorii Glandular epitel/stroma Sekretuvar

aktivite/desidualizasyon

Sitokin/Biiytime faktdrii/Reseptorleri

CSF-1 Luminal epitel Embriyo kalitesini arttirma
LIF Glandular ve luminal epitel Embriyo kalitesini arttirma
HB-EGF Glandular ve luminal epitel Embriyo kalitesini arttirma
IL-1 Glandular ve luminal epitel Embriyo kalitesini arttirma
Hiicre Adhezyon Molekiilleri
Integrinler Glandular ve luminal epitel Hiicre adhezyonlari

Trophinin/Tastin

Glandular ve luminal epitel

Hiicre adhezyonlari

Ephrin A Glandular ve luminal epitel Hiicre adhezyonlari
L-selektin Glandular ve luminal epitel Hiicre adhezyonlari
MUC-1 Glandular ve luminal epitel Anti adhezyon
Desidual Proteinler
IGF-BP1 Desidua Trofoblast invazyon kontrolii
Kadherin Desidua Baglant1 kurma/adhezyon
Transkripsiyon Faktorleri
HOXA 10 Epitel ve stroma Gen ekspresyonu regiilasyonu
HOXA 11 Stroma Gen ekspresyonu regiilasyonu
Telomeraz Epitel ve stroma DNA tamiri
Yapisal Olugsumlar
Pinopodlar Luminal epitel Yapigmay1 saglama
Uterin kan akimi Uterus Trofoblast invazyonu

Uterin kasilma

Myometriyum

Adhezyon

Serum Belirte¢ Molekiilleri

Glikodelin (PP14)

Progesteron

Glandular epitel

Korpus luteum

Immiinolojik supresyon

Desidualizasyon
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4.4, infertilite ve Infertil Ciftlerin Degerlendirilmesi
Infertilite genel anlamda saghikli popiilasyona gore daha az gebe kalabilme

kabiliyeti olarak tanimlanirken 6zgiin anlamda bir ¢iftin korunmasiz bir yil cinsel
iliskiye ragmen gebelik elde edememeleri seklinde tarif edilmektedir (Celik 2011).
Ciftlerin yaklasik %10-151 infertilite tanis1 almaktadir. Fekundabilite ise belli bir
zaman diliminde bir toplulukta goriilen konsepsiyon oranidir. Normal fertil ciftlerde
aylik konsepsiyon orani %20’dir.

Infertilitenin en sik nedenleri tubal peritoneal patoloji (%30-40), anovulasyon
(%15) ve erkek faktoriidiir (%30-40) ve geri kalan boliimiinii sebebi agiklanamayan
infertilite grubu olusturmaktadir (Celik 2011). Normal semen analizi, ovulasyon
varhigi, normal uterin kavite ve bilateral tubal agiklik varliginda sebebi
aciklanamayan infertilite tanis1 konur. insidans1 % 10-30 arasinda degismektedir.

Infertilite  i¢in  gergeklestirilecek  ilk  tamisal  testler;  ovulasyonun
dokiimantasyonu, tubalarin agikligi ile uterus kavitesinin degerlendirilmesini ve
semen analizini igermektedir (Celik 2011).

Ovulasyon ile ilgili iki tiirlii test bulunmaktadir. ilki ovulasyonun ne zaman
olacaginin tahmin edilmesi testi, digeri de ovulasyon olduktan sonra ortaya ¢ikan
degisiklikler arastirilarak ovulasyonun o siklus i¢in gerceklesip gerceklesmedigi
ortaya konulmaya calisilmasi testidir.

Erkek infertilitesi {i¢ ana baglik altinda incelenmektedir: sperm iretim
bozukluklari, sperm fonksiyon bozukluklar1 ve duktal sistemdeki anormallikler.
Tedavi yaklagimina gore ise erkek infertilitesi altt grupta toplanabilir: genetik
nedenler (kromozomal andploidi ve Klinefelter sendromu), gonadotropin yetmezligi
(Hipotalamik ya da pitiiiter yetmezligi olan erkekler siklikla hipogonadotropiktir ve
azospermi ya da oligospermisi bulunur), anatomik nedenler (Ejekiilatuar kanallarin
yoklugu ya da obstriiksiyonu, retrograd ejakiilasyon ve varikosel de infertiliteyle
birliktelik gostermektedir), enfeksiyon (Semptomatik bakteriyel enfeksiyon, cinsel
yolla bulagan hastaliklar), immiinolojik ve idiopatik nedenler. Erkek faktorlii
infertilitenin %30’unun genetik kaynakli oldugu diistiniilmektedir (Celik 2011).

Infertil ciftleri iki grupta incelemek miimkiindiir: tedavisiz gebe kalma sans
olmayanlar ve hipofertil olanlar. Tedavisiz gebe kalamayacaklara 6rnek olarak

komplet tubal okkliizyonu olan kadinlar ve azospermik erkekler gosterilebilir.
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Hipofertil grupta ise hafif endometriozis olgulari, oligospermik erkekler ve
aciklanamayan infertilitesi olan ¢iftler bulunmaktadir (Celik 2011).

Bir yil ve flizerinde korunmasiz cinsel iliskiye ragmen gebelik olugmayan
ciftlerde arastirma baslamalidir. Ancak bireysel faktorlere bagli olarak (Tablo 4)
testler daha erken (bir yildan 6nce) baslatilabilir.

Tablo 4: Erken bagvuru ya da arastirilmasi gereken durumlar (Celik 2011).

BAYAN

Yas >35

Ektopik gebelik hikayesi

Bilinen tubal hastalik ya da pelvik inflamatuar hastalik ya da cinsel yolla bulasan
hastalik hikayesi

Tubal veya pelvik cerrahi

Amenore ya da oligomenore

Fibroid varlig

BAY

Testis inig bozuklugu ya da orsioopeksi
Kemoterapi ya da radyoterapi
Urogenital cerrahi dykiisii

Cinsel yolla bulasan hastalik dykiisii
Varikosel

Infertil ¢iftin degerlendirilmesinde detayli bir hikdye ve fizik muayene &nemli
bir yer tutmaktadir (Tablo 5). Bunlar disinda 6zellikle sigara kullanim1 ve viicut kitle
indeksi (En fazla >30 kg/m?) de dikkate alinmalidir.
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Tablo 5: Infertil ¢iftlerde hikaye alimi (Celik 2011).

Genel Bilgi Infertilite siiresi
Infertilite dogast (primer ya da
sekonder)

BAY

Fertilite Hikayesi Eski tetkikler ya da infertilite tedavisi
Oceki eslerle eski Fertilite ipuglari

Medikal Hikaye Cinsel yolla bulasan hastaliklar
Epididimit
Kabakulak orsiti
Testikiiler inis bozuklugu
Kronik hastalik ya da medikal tedavi
flac/alkol kullanimi
Rekiirren idrar yolu enfeksiyonu
Cerrahi
Testikiiler torsiyon
Orsiopeksi
Testikiiler yaralanma
Vazektomi

Meslek Toksinlerle karsilasma

Sekstiel Hikaye Libido azalmasi
Impoatans
Anejakiilasyon

BAYAN

Fertilite Hikayesi Onceki iliskilerde Fertilite durumu
Onceki Fertilite arastirma ve tedavileri
Kontraseptif kullanim siiresi ve tipi

Menstriiel Hikaye Diizeni
Amenore
Dismenore
Agir menstriiel kanama
Intermenstriiel kanama

Obstetrik Hikaye Onceki gebelik
Diistik, gebelik sonlandirilmasi, ektopik
gebelik
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Tablo 5: infertil ciftlerde hikaye alimi (Celik 2011) (devam).

Medikal Hikaye Kronik hastalik (diyabet, hipertansiyon,
renal hastalik)
Bilinen endokrin hastalik (hipotroidi,
PKOS)
Cinsel yolla bulasan hastalik hikayesi
Bilinen endometriozis
Galaktore
Servikal smear

Kullandigi ilaglar

Cerrahi Hikaye Tubal cerrahi
Ovarian cerrahi
Endometriozis i¢in pelvik cerrahi
Laparoskopi hikayesi
Apendektomi

Sekstiel Hikaye Miski siklig1 ve zamanlamasi

Kadinda ilk olarak fizik ve jinekolojik muayene yapilmalidir. Erkek de ise

oncelikli olarak semen analizi yapilip degerlendirilmelidir (Tablo 6).

Tablo 6: Infertil ¢iftin fizik muayenesi (Celik 2011).

BAYAN BAY
Genel Muayene Boy, kilo, viicut kitle Boy, kilo, viicut kitle
indeksi indeksi
Kan basinci Kan basinci
Yag ve kil dagilim1
Akne/galaktore
Lokal Muayene Abdominal muayene Kasik muayenesi
Skar Herni
Abdominal kitle
Pelvik muayene Genital muayene
Inspeksiyon Testis varlig1, yeri ve
Spekulum muayenesi hacmi
Bimanuel muayene Epididimit
Varikosel
Penisin yapisal
muayenesi
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Kadin infertilite tetkileri ve zamanlamalari ise Tablo 7°da verilmistir:

Tablo 7: infertilite tetkiklerinin zamanlamasi (Celik 2011).

Histerosalpingogram 7-10. giin
Pelvik ultrasonografi 8-12. giin
Postkoital test 12-14. giin
Serum progesteron 21-23. giin
Endometriyal biyopsi 25-28. giin

Kadin infertilitesinin degerlendirilmesi;
1. Ovulasyonun degerlendirilmesi,

2. Pelvik ultrasonografi (USG),

3. Tubal fonksiyon testleri,

4. Genetik degerlendirme yapilmaktadir.

Erkek infertilitesinin degerlendirilmesinde ise;
1. Semen analizi,

2. Genetik degerlendirme yapilmaktadir.

Ovulasyonun degerlendirilmesi infertil bir c¢iftin tan1 ve tedavisinde oldukca
onemli bir yere sahiptir. Degerlendirme iki metodla yapilmaktadir. Birincisi direkt
metodlardir ve transvajinal ultrason veya laparoskopi ile folikiil riiptiiriiniin veya
kollapsinin gozlenmesini icermektedir (Celik 2011). Ikincisi ise indirekt metodlardir
ve idrar veya kanda LH 6l¢iimii, 6strojenin servikal mukusta veya viicut sivilarinda
yaptig1 degisiklikler, bazal viicut 1s1s1 6l¢iimii (BBT), progesteron ya da metaboliti
pregnanedioliin 6l¢timudiir.

Bazal USG degerlendirmesi konjenital anomali, myom, ovarian kist ya da
endometrioma tanisinin  konmast i¢in kullanilmaktadir. Reprodiiktif sistemin
degerlendirilmesinde transvajnal USG tercih edilen metottur. Ozellikle menstrual
siklusun preovulatuar fazi boyunca (¢ogunlukla siklusun 8-12. giinleri) yapilmasi
daha uygundur. Ciinkii siklusun bu doneminde uterin korpus, endometrium, fallop
tiipleri, overler ve folikiiler gelisim hakkinda bilgi edinilebilmektedir. Bu dénemde
endometriyal kalinlik en az 7 mm olmali, trilaminar gériiniim gézlenmeli, uterin arter

pulsatilite indeksi (P1) <3,0 olmalidir.
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Genel olarak overler degerlendirilirken su 6zelliklere dikkat edilmelidir:

+  GOortinim

« Boyutlar (Uzunluk (I), genislik (w), derinlik (d))

« Hacim (I x w x d x 0.5233)

« Yerlesim, dominant follikiil, stromal ve folikiiler dopler kan akim

parametreleri USG’da bakilacak 6zellikler Tablo 8’de 6zetlenmistir.

Tablo 8: Ultrasonografide bakilacak 6zellikler (Celik 2011).

Bakilacak Alan Gerekli Bilgiler
Uterus ve uterin kavite Boyut
Anomali/timor
Endometrium Kalinlik
Gorliniim

Hidrosonografi (endikasyon varsa)

Uterin arter akim parametreleri Pik sistolik hiz (PSV)
Pulsatilite indeksi (PI)
Ovarian morfoloji Normal/polikistik/multikistik

Pozisyon/mobilite

Hacim/antral folikiil sayim1

Folikiiler boyut

Ovarian stromal ve perifolikiiler kan PSV

akim parametreleri Pl

Tubal patens Histerosalpingo konotrast sonografi
Pelvis Serbest s1v1, kitle varligi

Asemptomatik hastalarda tubal fonksiyon histerosalpingografi (HSG) ile
degerlendirilmelidir. HSG uterin kavitenin boyutu ve sekli hakkinda da bilgi verir.
Tubal patens degerlendirmesinin potansiyel terapotik etkisi bilinmektedir. HSG
sirasinda lipiodol ile tubal flushing yapilmasimin anlamli olarak gebelik oranini

arttirdig bildirilmistir (Celik 2011).
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Laparoskopi HSG sonucu anormal olan hastalarda gereklidir. Histeroskopi
sadece endikasyon varliginda uygulanmalidir. Laparoskopinin 6zellikle hafif orta
siddetteki endometriosiz vakalarinda ablatif tedavi sonrasi fertiliteyi anlamli olarak
arttirdig1 goriilmiistiir.

Erkek infertilitesi i¢in baslangic testi semen analizidir. 2-3 giinliik cinsel perhizi
takiben 2 kez tekrar edilmesi onerilmektedir. Diinya Saglik Orgiiti (WHO) 2010
kriterlerine gdre normal sperm konsantrasyonu >15x10%/ml olarak kabul
edilmektedir (Celik 2011).

Infertil erkekte anormal semen bulgular1 ve cinsel disfonksiyon (azalmis libido,
impotans) varliginda endokrin degerlendirme yapilmaktadir. Diislik testosteron
diizeylerine eslik eden yiiksek FSH diizeyleri primer hipogonadizme, her iki
hormonun diisiikliigii sekonder hipogonadizme neden olmaktadir.

Ejekiilat hacmi diisiik olan olgularda retrograd ejekiilasyon ve ejekiilatuar kanal
obstriiksiyonunu ekarte etmek amaciyla postejekiilatuar idrar tahlili ve transrektal
ultrasonografi uygulanmaktadir.

Infertil ¢iftin degerlendirilmesinde genetik testler de yer almaktadir. infertil
kadin ve erkeklerde tespit edilmis genetik anomaliler sunlardir:

+ Sayisal kromozomal anomaliler (Turner sendromu, Klinefelter sendromu)

+ Yapisal kromozomal bozukluklar

+ Y kromozomunun uzun kolunda mikrodelesyon

« Bazi monogenik durumlarda gen mutasyonlari

Kromozomal bozukluktan siiphelenildiginde, tekrarlayan diisiiklerde ve ciddi
semen bozukluklarinda (nonobstriiktif azospermi gibi) karyotip bakilmaktadir. Ciddi
semen bozukluklarinda AZF a, b, ¢ delesyonu agisindan da incelemektedir.

Bunlar disinda temel tan1 yontemlerine yardimci olabilecek testler de
bulunmaktadir:

Oviilasyon Indiiksiyonu Oncesi Over Rezerv Testleri: Ugiincii giin FSH, E2,
inhibin B, CC-challenge test, over voliimii ve over biyopsisi. Prolaktin 6l¢timii de

yiikseklik gozleniyorsa TSH ve USG yontemleri ile de 6nerilmektedir.
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Fekundabiliteyle Korelasyonu Tam Olmayan Testler

e Post koital test

e Tubal adezyonsuz hafif endometriozisin laparoskopik tanisi
e Servikal mukus penetrasyon testi

e Histeroskopi

e Anti sperm antikor degerlendirmesi

e Zonasiz hamster yumurtasi penetrasyon testi

Fekundabiliteyle Korelasyonu Olmayan Testler
e Endometriyal giinleme
e Varikosel degerlendirmesi

o Falloposkopi

Tani ve Tedavinin Gereksiz Oldugu Durumlar

e Tubal adezyonun olmadig1 hafif endometriozis vakalari
e Luteal yetmezlik

e Antisperm antikorlari

¢ Anoviilasyon veya disoviilasyona neden olmayan hiperprolaktinemi.

Sebebi Aciklanamayan Infertilite
Klasik olarak, infertilite pratiginde kullanilan tiim standart tanisal testler normal

sonug veriyorsa o infertil ¢ift “sebebi agiklanamayan infertil” tanimina alinmaktadir.

Sebebi aciklanamayan infertil ¢iftler teorik olarak;

+ Toplumda fertilitenin normal dagilimmin azalmis u¢ grubunu olustururlar
(Subfertilite)

- Fekunditeyi bozan, ciftlere ait defekt (ler) rutin infertilite arastirmalariyla
tespit edilememektedir.

Agiklanamayan infertil hastalarda yapilan ¢alismalarda tedavi edilmeyen
gruplarda siklus bagma fekunditenin fertil ¢iftlere gore belirgin olarak azaldigi ve
uzadig1 bilinmektedir. Ayrica, sebebi agiklanamayan infertil ¢iftlerde evlilik siiresi
uzadikca ve kadin yas1 ilerledikge gebelik elde etme sansi da diismektedir (Dodson
ve ark. 1987).
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Infertil populasyonda agiklanamayan infertilite sikhg:i bazal infertilite
incelemelerinde kullanilan testlere gore degisiklik gosterebilmektedir. Bu nedenle,
infertil ciftlerin yaklasik %15- 30’unun ag¢iklanamayan infertil olarak tanimlandig

belirtilmektedir (Dodson ve ark. 1987; The ESHRE Capri Workshop 1996).

Sebebi Actklanamayan Infertilitede Tedavi
Sebebi agiklanamayan infertilitede fekundabiliteyi bozan faktorler standart

testlerle agiga c¢ikartilamadigi ve diizeltilebilir bir bozukluk olmamasi nedeniyle
tedavide ampirik uygulamalar yapilmaktadir.
Sebebi agiklanamayan infertilite tedavisindeki ampirik uygulamalar (Tablo 9);
i. Oral veya enjektabl medikasyonlarla superovulasyon (Klomifen sitrat ve
gonadotropin)
ii. Intrauterin inseminasyon (1UI)
iii. Intrauterin inseminasyon+superovulasyon (Klomifen sitrat+1Ul,
Gonadotropin+IUl)

iv. Yardimci uireme teknikleri

Tablo 9: Sebebi agiklanamayan infertilite tedavisinde denenen 45 ¢aligmanin analiz
sonuclar1 (Guzick 1998).

Siklus basina gebelik oranlari

Tedavi yok 1.3-4.1%
U1 (stimulasyonsuz) 3.8%
Klomifen 5.6%
Klomifen+IUI 8.3%
Gonadotropin 7.7%
Gonadotropin+IUI 17.1%
IVF 20.7%
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Yardimct Ureme Teknikleri
Giliniimlizde “yardimci iireme teknikleri” olarak adlandirilan “IVF-ET”

uygulandigr siklus basma en yiiksek gebelik basaris1 elde edilen infertilite tedavi
yontemidir. Tubal faktor ve siddetli erkek infertilitesi gibi kesin endikasyonlari
disinda sebebi agiklanamayan veya hafif erkek faktorii olan subfertil ¢iftler genellikle
IVF tedavisine alinmaktadir (Guzick 1998).

IVF’e alinan sebebi agiklanamayan infertil giftlerde siklus basina elde edilen
canlt dogum oranlar1 %30’lar civarindadir. Bunun yaninda, sebebi agiklanamayan
subfertil c¢iftlerde dogal gebelik hizinin yavas olmasinda alta yatan neden olarak
fertilizasyon sirasindaki mekanizmalar ve buna neden gametlere ait gosterilemeyen
faktorlerin etkisi nedeniyle IVF tedavisinde fertilizasyon isleminin ICSI ile
yapilmasinin fertilizasyon ve gebelik sansini arttirabilecegi diisiiniilmektedir. 1VF
tedavisi yapilan hastalarda stk olmamakla birlikte konvansiyonel fertilizasyonda total
fertilizasyon basarisizligi goriilse de, sebebi agiklanamayan infertil ciftlerde IVF’te
rutin ICSI uygulamasinin konvansiyonel fertilizasyon islemine gore avantaji
gosterilememistir (Bhattacharya ve ark. 2001; Poehl ve ark. 2001).

Sebebi agiklanamayan infertil ¢iftlerde IVF ile diger tedavi segeneklerinin
karsilastirildigr ¢alismalarin sonuglart IVF’in diger yontemlere gore belirgin etkin
oldugunu gosterememistir (Crosignani ve ark. 1991). Cok merkezli bir ESHRE
calismasinda sebebi agiklanamayan infertil giftlerde siklus basi gebelik oranlari tek
bagina gonadotropinlerle %15,2, gonadotropin ve 1Ul ile %27,4 ve IVF sikluslarmda
%25,7 olarak bildirilmistir (Crosignani ve ark. 1991). Bir bagska Avrupa calismasinda
da, sebebi agiklanamayan infertil hasta grubunda canli dogum oranlari sadece 1Ul ile
%6, gonadotropin ve IUI ile %8,7 ve IVF sikluslarmda %13 olarak kaydedilmistir
(Goverde ve ark. 2000). Ancak bu caligmalarin yapildig1 yillardan sonra ozellikle
laboratuvar kiiltiir ortamlar1 olmak {izere laboratuvar yontemlerinde degisimlerle
IVF’in basarisinin 6zellikle 35 yas alt1 kadinlarda ¢ok daha yiiksek oranlara (% 38,9

canli dogum) ¢iktig1 gézlenmektedir.
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4.5. MikroRNA (miRNA)
mikroRNA’lar (miRNA) 20-25 niikleotid wuzunlugunda, gen ifadesini

transkripsiyon sonrasi seviyede diizenleyen, proteine kodlanmayan RNA dizileridir
(Kong ve Han 2005; Chiou ve ark. 2006) ki bunlar toplam RNA kiitlesinin sadece
kiiciik bir boliimiinii (%0,01) temsil etmektedir (Hull ve Nisenblat 2013). ilk kez
2001 yilinda Caenorhabditis elegans iizerinde kesfedilmis (Lee ve Ambros 2001),
2002 yilinda Science dergisinde yilin ¢igir agan bulusu olarak se¢ilmistir (Kennedy
2002) ve insan genomunun %30’undan fazlasinin diizenlenmesi i¢in tespit edilmistir
(Bartel 2009).

miRNA’lar diizenleyici RNA’larin kodlanmayan kiigiik bir smifidir ki
posttranskripsiyonel gen ekspresyonlarinin diizenlenmesi ve normal biyolojik
stireglerde olmazsa olmaz rol oynamasma (Bartel 2004; Vasudevan ve ark. 2007)
ragmen yanlis ekspresyonlari birgok hastalikla iligkilidir. miRNA genleri oncelikle
intergenik genlerin arasinda ya da intronik genlerin i¢inde yerlesim gosterir. Daha az
yaygin olmasina ragmen miRNA’lar intronlarin tamaminda oldugu kadar eksonlarla
da bulunmustur (Berezikov ve ark. 2007; Saini ve ark. 2007).

miRNA biyogenezi ve fonksiyonunun genel hatlar1 Arabidopsis thaliana
lizerinde tanimlanmistir (Resim 9). Arabidopsis'te miRNA/miRNA* ¢ift zincirli
yapisini ¢ekirdekte sentezlenen birincil miRNA'dan (pri-miRNA) dicer-benzeri
enzim (DCL1; RNAz III sinifi bir enzim) tarafindan kesilir (Fang ve Spector 2007).
Daha sonra kiigik RNA metiltransferaz hua enhancer (HENI1) enzimi
miRNA/miRNA* ¢ift zincir yapisinin 3' ucuna metil ekleyerek kararli hale getirir
(Yu ve ark. 2005). miRNA’lar ¢ekirdekten sitoplazmaya, exportin 5'in bir homologu
olan hasty (HST) proteini yardimiyla tasinilir (Vaucheret ve ark. 2004).

Insan da ise; miRNA transkripsiyonu polimeraz Il ya da III’e aracilik eder (Cai
ve ark. 2004). miRNA transkripsiyonu pri-miRNA transkripti RNA-binding proteinle
(DGCRS) baglandiginda ¢ekirdekte baslar. Bu kompleks RNAaz III enzmi tarafindan
yaklasik 70 niikleotidli stem-loop prekiirsor miRNA’lara boliiniir. Sonra pre-miRNA
cekirdekte Eksportin 5 ve RAN-GTP ile sitoplazmaya tasinir. Sitoplazmaya gelir
gelmez ikinci RNAaz III enzimi, DICER ile pre-miRNA gecici yaklagik 18-25
niikleotidli RNA ikilerine ve iki iplikli jenerasyon tek iplikli hale gelir (Resim 10).
RISC, DICER, TRBP ve dért farkli Argonuate proteinlerden birinin birlesiminden
olusur (Hutvagner ve Simard 2008). RISC olusur olusmaz miRNA hedef RNA
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transkriptinin 30-UTR’ye baglanir. Eger miRNA 30-UTR baglanmasi miilkemmel baz
eslesmesi  gosterirse, mMRNA transkripti  kiiclilir ve mRNA translasyonu
gergeklesmez. Eger miRNA ve 30-UTR arasinda baz cifti baglanma homolojisi
kusurlu olursa, mRNA translasyonu inhibe olur (Jackson ve Standart 2007). Bu
biiyiikk ihtimalle ya oOkaryotik translasyonu baslatan faktér 6’nin (elF6) 80S
ribozomlarmin toplanmasini 6nlenmesi ile RISC interaksiyonundan sonra meydana
gelir (Jackson ve Standart 2007) ya da RISC baslamasindan sonra inhibe olur
(Chendrimada ve ark. 2007).

miRBase sekans database listelerinin en son versiyonu, 2216 olgun insan
miRNA’s1 da dahil olmak iizere 193 tiirde 141 olgun miRNA sekanslarimi
gostermektedir (Griffiths-Jones ve ark. 2008).

Hem normal hem de patolojik durumdaki endometriyumda ¢ok sayida miRNA
tanimlanmistir ve fonksiyonel calismalar bu dinamik dokularda miRNA diizenleyici
yolaklar1 gostermistir (Hull ve Nisenblat 2013). Son zamanlarda, dolasan miRNA
kokenlerine uzak bolgelerdeki hiicrelere etkileri gosterilmistir (Valadi ve ark. 2007).
Dolasan miRNA’nin endometriyal hastaligi yansitan noninvazif tanisal bilgi
saglayacagi olasiligi gibi endometriyal fonksiyon veya fonksiyon bozuklugu

gosterebilecegi olasiligi hipotezi ise hala tartismalidir (Hull ve Nisenblat 2013).
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(Nature 2008)

miRNA Biyogenezinin Diizenlenmesi
Gilinlimiize kadar miRNA biyogenezinde rol alan bir¢ok transkripsiyon faktorii

ve yardimct etkenler tamimlanmustir. Caligmalara goére miRNA yogunlugu;
transkripsiyon, stabilite ve pri-miRNA siire¢lerinde kontrol edilmektedir.

Cogu miRNA’larin gen i¢i oryantasyon ya da komsu genlerin oryantasyonu i¢in
polimeraz II tarafindan bagimsiz olarak transkiribe edildikleri diistiniilmektedir.
Buna ragmen, bazilar1 protein kodlayan genlerin intronik bdlgelerinde de yer alirlar
(Lee ve Ambros 2001). Kanonikal miRNA biyogenez yolaginda DNA Once
cekirdekte primer miRNA’ya transkribe edilir, daha sonra pre-miRNA’ya Drosha
enzimi yardimiyla baglanir. Buna alternatif olarak pre-miRNA hairpin yapilar1 Ldbr
(lariat debranching) enzimi tarafindan Drosha-independent mirtron yolaginda
birlesme ve kesme ile de olusturulabilir (Ruby ve ark. 2007; Westholm ve Lai 2011)
(Resim 11).
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Resim 11: miRNA’nin biyogenezi (Nature 2014)

Pre-miRNA’lar hiicre sitoplazmasina gonderilir, ileriki miRNA-miRNA dupleks
baglanmalar DICER enzimi ile sitoplazmada gergeklestirilir (Bartel 2004). Bu
dupleksler gevser ve model sarmal (quide strand-mature miRNA) Argonuate (Ago)
proteinlerine RISC (RNA-induced silencing coplex) bolgesinden baglanir (Resim
11). Memelilerde hedeflenen translasyonel baski, RISC kompleksinin segilmis
mesajct  RNA’larin  30-transle olmayan boélgesine baglanmasindan etkilenir
(Filipowicz ve ark. 2008). miRNA-RISC kompleksine baglanmis etkisizlestirilmis
MRNA sitoplazmik yapilarda birikir ve P-bodiler olarak adlandirilir ve burada
degrede edilirler ya da depolanirlar (Filipowicz ve ark. 2008). Genellikle miRNA
hedeflenen mRNAnin transkripsiyonunu baskilarlar ancak nadir durumlarda miRNA
hedef mMRNA translasyonunu stimiile edebilir (Vasudevan ve ark. 2007) (Resim 11).
miRNA bagli mRNA’nin da P-bodilerden agiga ¢ikmis ve translasyonel olarak aktif
hale gelmis olabilecegine dair kanitlar vardir (Bhattacharyya ve ark. 2006). miRNA
diizenleyici mekanizmalar karmasiktir; cogu miRNA, birkag¢ yiiz transkripti ve bazi

miRNA’lar da bir hedef mRNA’y1 diizenleyebilir (Bartel 2009). Ortak bir hedef
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mRNA’s1 ile miRNA, baskic etkisini ylikseltmek i¢in tek miRNA gen kiimesinden
birlikte transkribe edilebilir. Ayrica, miRNA ve transkripsiyon faktorleri gen
ekspresyonunu siki bir sekilde kontrol edilmesini saglayan karsilikli diizenleyici
halkalar seklinde olusturulabilir (Flynt ve Lai 2008). miRNA bir hiicreden serbest
formunda mevcut sistemik kan dolagimi igine, hiicre membranindan aktarilabilir.
Sirkiilasyondaki miRNA mikro tastyicilar ve eksozom mikropartikiil ve
apoptatik cisimcikler gibi diger lipoprotein kompleksleri i¢erisinde bulunmaktadir ve
endojen RNaz aktivitesinden korunurlar (Hunter ve ark. 2008; Pegtel ve ark. 2010;
Taylor ve Gercel-Taylor 2008; Valadi ve ark. 2007; Wang ve ark. 2010). Eksozomlar
ve mikropartikiiller, miRNA ¢evresinde endozomal ya da plazma membraninin igeri
dogru tomurcuklanmasiyla olusturulurlar, daha sonra hiicre membram ile fiizyon
yoluyla dolasima transfer edilirler (Kosaka ve ark. 2010; Pegtel ve ark. 2010; Wang
ve ark. 2010). Kalsiyum akimi, hiicre iskeletinin yeniden yapilanmasi ve
sfingomiyelinaz 2 aktivitesi (seramit biyosentezinde hiz smirlayict bir enzim)
eksozomlarin ve mikropartikiillerin olusumunu ve hiicrelerden salinimini1 kontrol

eder (Kosaka ve ark. 2010) (Resim 12).
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cisimcikler (Xavier Loyer ve ark. 2014)

Ayrica, farkl sitlimiilantlar say1y1, kompozisyonu ve mikropartikiillerin kdkenini
degistirir ve miRNA salinimint modifiye eder (Pula ve ark. 2008). Paketleme ve
miRNA dis1 nakil oldukca diizenli bir siire¢ oldugu varsayimi desteklemektedir.
Ekstravezikiiler plazmanin %90’ indan fazlasi ve serum miRNA, kandaki lipoprotein
kompleksler ile birlikte ayirilir (Cortez ve ark. 2011). Yiiksek yogunluklu lipoprotein
RISC kompleksinin Ago2 bileseni ve nukleofosmin, damar dist miRNA’larla damar
i¢i transportda kompleks olusturan bazi proteinlerdir (Vickers ve ark. 2011; Arroyo
ve ark. 2011; Turchinovich ve ark. 2011; Wang ve ark. 2010).

Alict hiicreler, endositoz ile ya da hiicre zar yiizeyi lizerinde miRNA baglayici
proteinleri taniyabilen reseptorlere baglanma yoluyla dolasan miRNAlar1 hiicre igine
alabilirler. Eksosomal miRNA, miRNA biogenesizde kullanilan ayni sistem ile
olusturulur. Hiicresel miRNA gibi, eksosomal miRNA da gen susturulmasin
destekler ve hiicre fizyolojinde yaygin degisiklikleri etkiler (Iguchi ve ark. 2010;
Kosaka ve ark. 2010; Cortez ve ark. 2011). Benzer bir sekilde, miRNA-lipoprotein

kompleksleri, hiicresel cevabi indiikleyen hedef genlerin ekspresyonunu degistirir.
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Ormnegin, yiiksek yogunluklu lipoproteinlerle bagli miRNA’larin hiicresel miRNA
havuzunu degistirdigi ve seramid sinyal yolaginin aktivasyonundaki miRNA

hedeflerini baskiladigi gosterilmistir (Vickers ve ark. 2011) (Resim 13).

Resim 13: Ekstraseliiler vezikiillerin biyogenezi ve alici hiicre ile etkilesimleri
(Nature 2013)
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Argonaut (AGO) Proteinleri
mMIiRNA’lar esas olarak, hedef RNA’y1 kesen ve/veya translasyonu engelleyen

AGO efektor proteinleri yoluyla islev goriirler (Valencia-Sanchez ve ark. 2006).
AGO dort ana domain igerir; N-terminal domain, PAZ domain, MID domain ve
PIWI domain (Peters ve Meister 2007). Bunlarin arasinda, PAZ domaini
miRNAlarin 3’ wuglarina baglanir, MID domain ise miRNAnm 5’ fosfatiyla
etkilesimde bulunur (Hutvagner ve Simard 2008). PIWI domaini RNAse H’inkine
benzer bir yap1 gelistirmistir ve miRNA’larin onuncu ve onbirinci nukleotidlerine zit
bir pozisyondaki hedefi kesmek igin slicer olarak rol oynar (Parker ve ark. 2005).
Fakat, bitkiler ve hayvanlardaki baz1 AGO’larda katalitik merkezdeki bazi anahtar
aminoasitler mutasyona ugradig i¢in, biitin AGO’lar endoniikleaz aktivitesine sahip
degildir (Hutvagner ve Simard 2008). Arabidopsis 10 g¢esit AGO’yu kodlar
(Vaucheret 2008). Bunlarin herbiri farkli bir alttip kiigiik RNA’ya baglanir ve farkli
gorevleri vardir (Mi ve ark. 2008). Bu kismen kiiciik RNAlarin 5’ niikleotidi
tarafindan belirlenir. Mesela, AGO1; 5’ ucunda Urasil olan miRNA’lar1 tercih eder
(Mi ve ark. 2008). Ek olarak, AGQO’lar, fonksiyonel ayriliklarina cesitlilik katki
saglayabilen mekana 6zel expresyon sekilleri sergilerler (Mallory ve Vaucheret
2010).
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Argonaute-1 proteini insanlarda eIF2C1 geni tarafindan kodlanan bir proteindir
(Koesters ve ark. 1999; Sasaki ve ark. 2003). elF2C1 geni RNA interferansinda rol
oynayan Argonuate ailesi iiyesi olan proteinleri kodlar. Kodlanan protein temel bir
proteindir ve PAZ ve PIWI domainleri igerir. Bu protein dicerl ile etkilesime
gecebilir ve kisa-interfering-RNA aracili gen susturmada rol oynayabilir. Bu gen
argonaute 3 ve argonaute 4 de dahil olmak {izere bu protein ailesi iiyeleri ile yakin
iliskili kiime seklinde kromozom 1 iizerinde lokalizedir.

elF2C1 fonksiyonu arastirmalarinda model organizmalar kullanilmistir.
Uluslararas1 Knockout Fare Konsorsiyumu programinin bir pargast olarak

olusturulan Ejf2c]™akOMPIWts

olarak adlandirilan Knockout fare hatti, yiiksek
verimli mutageneze sahiptir ve hastaligin hayvan modellerini olusturmak ig¢in
kullanilmistir (Skarnes ve ark. 2011; Dolgin 2011; Collins ve ark. 2007). Disi ve
erkek hayvanlarin delesyon etkilerini belirlemek amaciyla standart bir fenotip
uygulanmistir (Gerdin 2010; Van Der Weyden ve ark. 2011). Yirmi iki test mutant
fareler iizerinde yapilmis ve iki 6nemli anormallik gézlenmistir: homozigot mutantlar
yasayabilir durumdadir ve disilerin kanlarinda aspartat transaminaz diizeyleri
azalmistir (Gerdin 2010).

AGO1’in seviyeleri ve aktivitesi, onun dogru islevinden emin olmak igin
diizenlenir. AGO1 miR-168in bir hedefidir (Vaucheret 2009). Dolayisiyla, AGO1’in
kendisi geribildirim regiilasyonun bir pargasidir.

Bir F-box proteini olan FBW2’nin asir1 ekspresyonu AGO1 protein seviyesini
diisliriir, ama transkriptleri boyle bir etkiye sahip degildir. Bunun aksine, fbw2
mutasyonu AGO1 protein seviyelerini artirir, bu FBW2’nin AGO1’in negatif
regiilatorii  oldugunu gosterir (Earley ve ark. 2010). AGOl1, AGO1-miRNA
birlesmesi bozuldugu zaman, otofaji yolagi vasitasiyla da degrade edilebilir

(Gibbings ve ark. 2012). AGO1’den gelen miRNA’lar1 ayirmak onlarin

fonksiyonlarini diizenleyebilir.

Dicer Enzimi
Dicer, insanlarda bulunan DICER1 geni ile kodlanan bir enzimdir.

Endoriboniikleaz Dicer veya RNaz motifli helikaz olarak da bilinir. RNaz III ailesi

tiyesi olan Dicer, ¢ift sarmal RNA (double stranded RNA-dsRNA) ve pre-mikroRNA
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(pre-miRNA)’y1 kisa ¢ift sarmal RNA fragmentleri olarak adlandirilan kiigiik
interfering RNA ve mikroRNA’lara ayirir. Bu fragmentler yaklasik 20-25 baz cifti
uzunlugunda olup 3’ ucunda iki bazlik ¢ikintiya sahiptir. Dicer RNA interferans i¢in
temel olan RISC’in (RNA ile indiiklenen susturma kompleksi) aktivasyonunu
kolaylagtirir. RISC Argonaute adi verilen bir katalitik birlesene sahiptir. Bu
argonuate mRNA degrede edebilen bir endoniikleazdir.

Dicer’in kesfi 2001 yilinda yiiksek lisans 6grencisi Emily Bernstein tarafindan
gergeklestirilmistir. Dicer, dSRNA transfeksiyonu ile RNAi yolaginin baglamasindan
sontra RISC enzim kompleksi tarafindan ayrilmasiyla kesfedilen yaklasik 22
niikleotidlik RNA fragmentlerini iiretebilme yetenegindedir (Bernstein ve ark. 2001).

Dicer ortologlar1 (birka¢ baz degisiklik disinda homolog dizileri i¢eren) bir¢cok
organizmada bulunmaktadir (Jaskiewicz ve Filipowicz 2008). Bir yosun olan
Physcomitrella ¢igeklerinde bulunan 4 DICER proteininden biri olan DCLI1b,
miRNA biyogenezine dahil degildir fakat miRNA hedef transkriptlerinin
kesilmesinde rol oynamaktadir. Boylece, miRNA’lar tarafindan genlerin epigenetik
susturulurmast gibi gen ekspresyonunun regiilasyonu icin yeni bir etki mekanizmasi
kesfedilmistir (Khraiwesh ve ark. 2010).

Kristal yap1 agisindan, Dicer ilk olarak bir protozoan olan Giardia intestinalis’de
kesfedilmistir. PAZ domaini ve 2 RNaz III domainleri X-ray Kkristalografi ile
gosterilmistir. Protein 82 kDa agirhigindadir fakat bazi organizmalarda daha
biiyiiktiir. Ornegin, insanda bu protein 220 kDa agirhigindadir. Insanlarda bulunan
Dicer’da G. intestinalis Dicer’inda bulunmayan en az 5 farkli domain bulunmaktadir.
Bu domainler Dicer aktivitesinin diizenlenmesinde, ¢ift sarmal RNA (dsRNA) ve
RNA interferans protein faktoriin isleyisinde énemlidir (Lau ve ark. 2009). insan
Dicer’inda Piwi Argonuate Zwille (PAZ) domaini, iki katalitik RNaz III benzeri
domain, dsRNA baglanma domaini, ATPaz/RNA helikaz domaini ve fonksiyonu
bilinmeyen DUF283 domaini bulunmaktadir (Myers ve ark. 2003).

Dicer’in Fonksiyonel Domainleri
Insan Dicer’inmn (hsDicer veya DICER1 olarak da bilinir) Riboniikleaz III gibi

siniflandirilmasi, Helikaz ve PAZ (Piwi/Argonuate/Zwille) domainlerini igermesine

baghdir (Matsuda ve ark. 2000). Bu domainlere ek olarak, hsDicer 4 farkh
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fonksiyonel domain igermektedir: 2 RNaz III domaini ve 2 ¢ift sarmal RNA
baglayicit domain (DUF283 ve ds RBD) (Lau ve ark. 2009; Hammond 2005). Giincel
arastirmalar RNaz |l Katalitik enzimi dsRNA’nin etrafinda yalanci dimerler
olusturarak ¢ift sarmal seritlerin ayrilmasini saglarken, PAZ domaini dsRNA’nin 3’
ucundaki 2 niikleotide baglanma yetenegine sahip oldugunu gostermistir. Bu olay
dsRNA sarmalinin kisalmasi ile sonuglanir. PAZ ve RNaz Ill domainleri arasindaki
uzaklik baglayici heliksin agis1 ile belirlenir ve mikroRNA {iriinliniin uzunlugunu
etkiler (Macrae 2006). Her ne kadar spesifik baglanma bolgesi tanimlanmamis olsa
da dsRBD domaini dsRNA’ya baglanir. Bu domain diger diizenleyici proteinler
(insanlarda TRBP, Drosophila’da R2D2 ve Logs) ile birlikte ¢alisabilir ve boylece
sRNA iirlinlerinin spesifitesini kontrol eder (Cenik ve ark. 2011). Helikaz domaini

uzun substratlarin islenmesini saglamaktadir (Cenik ve ark. 2011).

Dicer’in Tani Ve Tedaviye Yénelik Uygulamalar:
Dicer, tiimérlerin viicut i¢inde enziminin ekspresyon seviyelerine bakilarak var

olup olmadigini1 belirleme i¢in kullanilabilir. Bir calismada kanser olan birgok
hastada Dicer’in ekspresyon seviyelerinin azaldigi gosterilmistir. Ayn1 ¢alisma diisiik
seviyelerde Dicer ekspresyonunun diisiik hasta sag kalim siiresi ile korele oldugunu
da gostermistir (Merritt ve ark. 2010). Tani i¢in kullanilmasinin yanisira, Dicer hasta
tedavisinde de kullanilabilir. Bu gen susturmasi yoluyla intravendz olarak yabanci
siRNA enjeksiyonu ile yapilir (Kamlah ve ark. 2009).

SiRNA’nin fare gibi memeli tiirlerinde iki sekilde aktarilabilecegi gosterilmistir.
Ilk yol, direkt olarak sistem igerisine enjekte edilmesiyledir ki bu yol Dicer
fonksiyonu gerektirmez. Diger yol ise, Dicer tarafindan siRNA olarak ayrilmis kisa
sac tokas1t RNA yapisinin plasmidlere tanitilmasi ve onlar aracili aktarilmasi yoludur
(Life Technologies 2014).

Dicer kullanarak teropatik siRNA iiretilmesinin bir avantaji, suanda kullanilan
antikorlar ve kiiclik moliikiiler inhibitorler ile kiyaslandiginda hedeflerin 6zgilliigi
ve gesitliligini arttirmasidir. Genel olarak, kii¢iik molekiil inhibitorleri, durdurulamaz
yan etkileri ile birlikte spesifikligi agisindan zordur. Antikorlar siRNA’lar kadar
spesifiktir. Fakat yalmizca ligandlar veya ylizey reseptorlerine baglanma yoluyla
caligmalar1 kullanimlarin1 smirlandirmaktadir. Diger yandan, siRNA enjeksiyonunda

ana engel hiicre i¢i alimimin diisiik seviyelerde olmasidir (Merritt ve ark. 2010).
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Enjekte edilmis siRNA kanda diisiik bir stabiliteye sahiptir ve spesifik olmayan
immun stimiilasyonlara neden olur (Schiffelers ve ark. 2004). Ayrica, miRNA
iretimi terOpatik olarak spesifikligi azdir ¢iinkii sadece 6-8 niikleotid baz c¢ifti

miRNA’nin mRNA’ya tutunmasi i¢in yeterlidir (Chi ve ark. 2009).

Dicer Benzeri Proteinler (Dicer Like Proteins-DCL)
Bitki genomlar1 dicer benzeri proteinleri kodlar ve bunlar hayvan ve

boceklerdeki Dicer gibi benzer fonksiyon ve protein domainlerine sahiptir. Ornegin,
model organizma olan Arabidopsis thaliana’da 4 dicer benzeri protein bulunmaktadir
ve DCL1’den DCL4’e kadar isimlendirilmistir. DCL1 miRNA jenerasyonu ve ters
tekrarlardan gelen sRNA diretimi ile ilgilenmektedir. DCL2 viral bagisiklik ve
savunmada yardimei1 olan cis etkili antisens transkriptlerden siRNA olusturur. DCL3
kromatin modifikasyonuna yardimei siRNA iiretir ve DCL4 post-transkripsiyonel
diizeyde trans-etkili siRNA metabolizmasi ve transkript susturulmasi yer almaktadir.
Buna ek olarak, DCL 1 ve 3, Arabidopsis ¢igeklenmesi i¢in 6nemlidir. Ancak
Arabidopsis’de, DCL knockout edilmesi ciddi gelisimsel problemlere yol agmamistir
(Liu ve ark. 2009).

Dicer mekanizmasi bir¢ok organizma icin ortak bir savunma stratejisidir. Piring
ve lizim de dicer benzeri proteinler iiretmektedir. Piring bes dicer benzeri protein
iretir ve onlar Arabidopsis‘de fonksiyonel ve gelisimsel olarak daha onemli rol
oynamaktadir. Buna ek olarak, ekspresyon modelleri farkliliklar gosterebilir.
Arabidopsis'de ekspresyon daha homojen iken pirincin farkli hiicre tiplerinde
farklidir. Piring DCL ekspresyonu, kuraklik, tuzluluk ve soguk gibi biyolojik stres
kosullarindan etkilenebilir. Boylece, bu stres etkenleri bitki viral direncini azaltabilir.
Arabidopsis aksine, DCL proteinlerinin fonksiyon kaybi piringte gelisimsel
defektlere neden olmaktadir (Liu ve ark. 2009).

Drosha Enzimi
Drosha sinif 1l riboniikleaz III enzimidir (Filippov ve ark. 2000) ve insanlarda

drosha (eski RNASEN) geni tarafindan kodlanir (Filippov ve ark. 2000; Wu ve ark.
2000). Onerilen protein ismi Ribonuclease 3’dir, alternatif protein isimleri Drosha
protein, Riboniikleaz III (RNaz III) ve p241°dir. Genin sinonim isimleri ise RN3,
ETOHI2, RNASEN, RANSE3L, RNASE3L, HSA242976 olarak da bilinir.
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Drosha Fonksiyonu
Cift sarmal (ds) RNA-spesifik endoriboniikleazlarin bulundugu riboniikleaz III

stiper ailesi liyeleri 6karyotik ve prokaryotik hiicrelerde farkli RNA olgunlagmasi ve
bozulmasi yolaklarina katilabilir (Fortin ve ark. 2002). Drosha viicutta her dokuda
bulunur, doku spesifik degildir (Wu ve ark. 2000). Rnase Ill drosha nuklues igi
niikleazdir ve nukluesda miRNA prosesinin baslatilmasini saglar (Lee ve ark. 2003).

Drosha mikro islemci kompleksi olarak bilinen protein kompleksinin bir
parcasidir bu mikroislemci kompleksi ¢ift sarmal RNA baglayic1 protein Pasha
(DGCRS olarak da bilinir) da bulundurmaktadir (Denli ve ark. 2004). Pasha Drosha
aktivitesi i¢in gereklidir. Pasha pri-miRNA’nin tek sarmal fragmentlerine baglanma
yetenegine sahiptir ve bu dogru proses i¢in gerekli bir basamaktir (Han ve ark. 2006).

Insan drosha’s1 2000 yilinda niikleer dsRNA riboniikleazinin ribozomal RNA
prokiirsérlerinin prosesinde rol oynadiginin bulunmasiyla klonlanmistir (Wu ve ark.
2000). Prosese ve miRNA’nin aktivasyonuna katilan diger iki insan enzimi Dicer ve
Argonuate proteinleridir.

Drosha ve Pasha pri-miRNA’dan pre-miRNA olusum siirecinin gergeklestigi
hiicre niikleusunda lokalizedir (Lee ve ark. 2003). Bir fraksiyonu, hiicre dongiisiiniin
S faz1 esnasinda niikleolusta translokate edilir. Ayrica P-bodiler olarak bilinen GW-
bodiler (GWBs)’inde de lokalizedir (Piskounova ve ark. 2011). Drosha ve Dicer
ayrica DNA hasari yanitinda da yer almaktadir (Francia ve ark. 2012).

Drosha’nin Klinik Onemi
Drosha ve diger miRNA prosesinde yer alan enzimler kanser prognozunda

onemli olabilir (Slack ve Weidhaas 2008). Drosha ve Dicer miRNA prosesinin ana
diizenleyicileri olarak rol oynamaktadirlar. Ornegin, bazi meme kanseri tiplerinde
down-regiile olduklar1 gézlenmistir (Thomson ve ark. 2006). Ancak, miRNA prosesi

ve tiimorogenez arasindaki iliskinin dogasi hala belirsizdir (Iorio ve Croce 2012).

elF2-a Translasyon Faktorii (Eukaryotic Initiation Factor-2a)
elF2-alfa bir translasyon baslatma faktoriidiir. Sinonim isimleri EIF-2, elF-2A ve

EIF2S1’dir. Molekiiler agirligi 36 kDa’dur. Protein sentezinin erken basamaklarinda
GTP ve baglatict tRNA ile iicli kompleksi olusturarak fonksiyon gosterir. Bu
kompleks 40S ribozomal alt tiniteye baglanir ve bunu mRNA’nin 43S erken baslatma
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kompleksini olusturmasi takip eder. 80S baslatma kompleksi olusturmak iizere 60S
ribozomal alt biriminin baglanma yerinde dnce elF-2'ye baglanan GTP hidrolizi ve
elF-2-GDP ikili kompleksinin salinmasi gergeklesir. elF-2’yi geri doniistiirmek
vekatalize etmek i¢in, elF-2 bagli GDP elF-2B tarafindan katalize edilen bir
reaksiyon sonucu GTP ile degistirilmelidir.

En az 4 kinaz tarafindan fosforile edilir: PERK, GCN2, HRI ve PKR. Bu
fosforilizasyon elF-2/GDP/elF-2B kompleksini stabilize eder ve GDP/GTP degisim
reaksiyonu Onler, boylece baslangigtan itibaren ardisik basamaklar arasinda elF-2
geri dontigiimii bozar ve translasyonun genel inhibisyonuna yol acar.

elF2-a’nin bazi tiroid kanserlerinde ve bronko-alveolar adenokarsinomlarda up-
regiile oldugu goriilmiistiir. Anormal fosforilasyonu ise Alzheimer hastaligi ve

Epstein-Barr viriisii enfeksiyonu ile iliskilidir.

Disi Ureme Sistemindeki miRNA’larin  Profilleri, Diizenlenmesi ve
Fonksiyonu
Kadin iireme sistemindeki organlardaki spesifik miRNA’larin ifadesi,

diizenlenmesi ve fonksiyonlar1 daha yeni kesfedilmeye baslanmustir. ilk rapor, Liang
ve ark. (2007) tarafindan, ticari kaynaklardan elde edilen 40 normal insan
dokusundaki 345 miRNA’larin dagilimi ve ifadesi incelenmistir. Tablo 10’da
goriildiigli gibi en cok belirlenen miRNA’lar ovaryum, fallop tubii, uterus ve

serviksdedir.

Tablo 10: Insan disi iireme sistemi organlarinda en ¢ok bulunan miRNA’lar
(Nothnick 2012).

OVARYUM FALLOP TUPU UTERUS SERVIKS
miR-26a miR-26a miR-26a miR-26a
miR-125b miR-26b miR-26b miR-26b
let7c miR-21 miR-125b miR-29a
miR-16 miR-21
let7c miR-23b
miR-24
miR-99a
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Uterusda miRNA
Ovaryum ve fallop tiipii gibi uterus da menstrual/ostroz siklusu boyunca kokli

degisikliklere ugrar. Yiiksek proliferatif durumdan uterus gegisleri ostrojen yiiksek
oldugu zaman blastosist implantasyonu i¢in non-receptivedir, yliksek sekretuvar
durumda progesteron yiiksek oldugu zaman blastokist implantasyonu igin reseptiftir.
Bu hizli degisim silirecinde endometriyal molekiiler degisiklikler implantasyonun
ger¢eklesmesinde 6nemli rol oynar. miRNA’nin ekspresyonunun global analizleri
hem ovaryum hem de uterusda ¢ok benzer miRNA profillerine sahip oldugunu
gostermektedir (Shingara ve ark. 2005). Uterusdaki miRNA ekspresyonlarinin
belirlenmesi ve 6zel eksprese olan miRNA’larin fonksiyonel analizleri steroidler ve
gebelige yanit olarak uterus i¢cinde meydana gelen fizyolojik degisikliklere 151k
tutmustur (Carletti ve Christenson 2009).

Implantasyonda miRNA
Karmasik yapisal ve biyokimyasal degisiklikler endometriyumda menstrual

siklusun midsekretuvar asamasinda belli bir siire olusan implantasyon penceresi
sirasinda endometriyal reseptiviteye etkilerini ortaya c¢ikartmaktadir (genellikle 28
giinliik siklusun 19-23. giinlerinde). Bu degisiklikler, desidualizasyon (progesterona
tepki olarak stromal hiicre farklilasmasi) ile baglantili olarak, bir gebelik
olusturulmasi ve siirdiiriilmesi i¢in bir dnkosul bulunmamaktadir (Harper 1992).
Bozulmus endometriyal reseptivite ve/veya desidual aberasyonlarin infertilite,
fertilite tedavi basarisizligi ve tekrarlayan gebelik kaybini  destekledigi
diistiniilmektedir (Macklon ve ark. 2006). Endometriyal reseptivite bir¢ok denemede
reseptiv  endometriyumlarin  belirtegleri tespit edilmesine ragmen hala tam
anlasilmamigtir ve higbir klinik kullanimi bulunmamaktatir (Horcajadas ve ark.
2007; Koot ve ark. 2012). Reseptivite belirteglerin klinik agidan kullanisli olmasinin
gelisimine engel olmasi Salamonsen ve ark. (2013) tarafindan tartisilmistir. Son
zamanlarda, implantasyon sirasinda ve endometriyal reseptivitede epigenetik
diizenleyici mekanizmalarin rolii arastirmacilar tarafindan gosterilmistir (Munro ve
ark. 2010). Kemirgen implantasyon modelleri implantasyon penceresinde miRNA
aktivitesi icin bir anlayis gelistirmistir. Yeni nesil sekans c¢alismalar1 fare
endometriyumunda 563 disregiile mRNA, 62 disregiile miRNA ve olgun miRNA

diizenlenmesinde artig tespit etmistir ki bu gegikmeli implantasyon sergileyen
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endometriyum ile karsilagtirlldiginda aktif implantasyon durumunu sergiler (Su ve
ark. 2010). Ostradiol baskin pre-reseptiv fazdaki fare endometriyumu, progesteron
baskin reseptiv faz ile karsilastirlldiginda 37 disregiile miRNA belirlenmistir
(Chakrabarty ve ark. 2007).

Primer insan endometriyal stromal hiicre kiiltiirlerin desidualizasyonu
implantasyon siirecinde bir insan modeli olusturabilmek i¢in in vitro olarak
indiiklenebilmektedir. miRNAome analizi ile farkli olarak eksprese olan miRNA’lari
identifiye edebilmek i¢in desidualize ve nondesidualize insan endometriyal stromal
hiicreleri karsilagtiritlmistir (Estella ve ark. 2012; Qian ve ark. 2009). Bu miRNA’lar
aktin filamanlari igin transkripti degistirici elemanlar olarak tahmin edilmektedir, ki
bunlar desidualizasyon sirasinda olusan hiicresel farklilasmanin anahtar protein
belirtecleridir. Diger transkript hedeflerinin desidualizasyon siirecine etkileri oldugu
bilinmektedir, bunlar EGF, VEGF-A, TGF-p2 ve HOXA10 gibi (Estella ve ark.
2012; Giudice ve ark. 2002; Haouzi ve ark. 2009; Popovici ve ark. 2000).

miRNA’lar, implantasyon basarisizligina neden olan faktorler olarak
disiiniilmistlir. Tekrarlayan implantasyon basarisizligi olan kadinlarin  mid-
sekratuvar fazda olan endometriyumlarinda yapilan miRNA dizi ¢alismalar1 ile 13
disregiile miRNA belirlenmistir (Revel ve ark. 2011).

Endometriyal reseptivite zorunlu olmasina ragmen, basarili bir implantasyon
ayrica oosit ve embriyo kalitesine de baglidir (Cakmak ve Taylor 2011). Oosit ve
embriyo gelisiminde rol oynayan miRNA’larin gebelikle ilgili bir dizi bozuklukla
baglantili oldugu tanimlanmaktadir (Choudhury ve Friedman 2012; Hossain ve ark.
2012; Morales Prieto ve Markert 2011; Novakovic ve Saffery 2012).

mMiRNA’larin endometriyal resptivite ve desidualizasyonda rollerini gdsteren
bir¢ok ¢alisma olmasina ragmen 6nemli olduklarini dair yeterli kanit bulunmamaktir.
Endometrial miRNA’larin kesfinin bu erken agamasinda, miRNAlarin implantasyon
bozukluklarinin teshis belirtegleri veya implantasyon kusurlar diizeltmek i¢in yeni

terapotik ajanlar oldugunun belirlenmesi i¢in ¢alisilmaktadir.

Tekrarlayan Gebelik Kayiplarinda miRNA
Endometrial degisiklikler immiin hiicre popiilasyonlarinda (Quenby ve ark.

1999), proinflamatuvar, anti-inflamatuar, anjiyojenik, sitokinler ve biiyiime
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faktorlerinin anormal ekspresyonlari dahil olmak {izere 6nceden tekrarlayan diigiik
Oykiisii olan kadinlarda bildirilmistir (Banerjee ve ark. 2012). Transkriptom
degisikler fertil kadinlar ile tekrarlayan diisiik goriilen kadinlarin sekretuvar fazdaki
endometriyumlart karsilastirildiginda gosterilmis ve ayrica miRNA mikroarray
caligmalar ile tespit edilmistir (Mokhtar ve ark. 2012). Bilindigi iizere, tekrarlayan
diisiik sorunu ceken kadinlarin endometriyumlarindaki miRNA ekspresyonlarini

degerlendiren ¢alismalar bulunmamaktadir.

Ureme Hastaliklarinda miRNA
MiRNA hiicre fariklilagmasinda bu kadar o6nemli rol oynarken, miRNA

ekspresyonun diizensizliginin hastalik yol acabilecegini diisiinmek kolaydir.
mMIRNAnin ovariyan kanseri, endometriyal kanser, servikal kanser gibi cesitli kanser
tiplerinde O6nemli rol oynadigi, patoloji olarak iyi huylu uterin fibrot ve
endometriyozis gibi hastaliklarda da rol oynadigi gosterilmistir. Aslinda miRNA
normal duruma gore ilireme organlarinin hastaliklarinda daha ¢ok arastirilmustir.
Ovariyan kanseri kadin kanserleri i¢inde altinci sirada yer almaktadir ve miRNA
ekspresyonu bircok ovariyan kanser tipinde ve cesitli kanser hiicre hatlarinda
arastirilmistir (Corney ve ark. 2007; Dahiya ve ark. 2008; lorio ve ark. 2007; Nam ve
ark. 2008; Yang ve ark. 2008; Zhang ve ark. 2008). Bugiine kadar predominant
calismalar miRNA  signatiirlerin  aydinlatilmasinin =~ haslalik  teshisinde
kulanilabilecegine odaklanmistir. Bu ¢alismalar kanser dokularin1 normal dokular ile
veya kanser hiicre hatlariyla karsilastirmiglardir.

Uterusta endometryal karsinogenez her yil vyaklastk 40 000 kadini
etkilemektedir. Boren ve ark. endometriyal adenokansinomlart ve normal
endometriyal dokulardaki miRNA ekspresyonunu test etmis ve 13 miRNA’nin farklh
olarak eksprese oldugunu agiklamiglardir (Boren ve ark. 2008). Bunlar mRNA’larin
da bu iki doku arasinda farklilik gosterdigini agiklamis ve farkli eksprese olan
mRNA’larin %9’ un miRNA degisimine hedef oldugunu agiklamislardir.

Endometriyozis, endometriyal dokularin uterin boslugu disinda bulunmasiyla
karakterize edilen bir hastaliktir ve bu durumda olan hastalarin %30-40 oraninda
infertiliteye neden olmaktadir. Pan ve ark. (2007) insan normal endometriyum,
eutopik endometriyum ve ektopik endometriyum 6rneklerinde miRNA mikrodizisi

uygulamigtir. Kirik sekiz miRNA’nin farkli eksprese oldugunu gostermislerdir.
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Calismada fertil ve infertil olgulardan endometriyal siklusun proliferasyon ve
erken sekresyon donemlerinde endometriyal biyopsi orneklerinin alinmasi ve bu
dokulardan eksprese olan mikro RNA’larin belirlenmesi amaglanmstir.
Endometriyal problemlerden dolay1 fizyolojik kosullarda implantasyon siirecinin
gerceklesemedigi infertil olgularda menstrual siklusun proliferasyon ve erken
sekresyon donemlerindeki miRNA profilinin ¢ikartilarak fertil olgular ile
karsilastirilmas1 ve implantasyon siirecinde rol oynayan miRNA’larin belirlenmesi
amaclandi. Calisma verileri 1518inda kadin infertilitesi i¢in yeni bir tedavi yontemi
bulunabilecegi diisiiniilmiistiir. Bu amag¢ dogrultusunda fertil ve infertil vakalardan
alinan endometriyal biyopsi O6rneklerinde mikroRNA biyogenezinde nuklues ici ve
dis1 sitoplazmada rol alan molekiillerin dagilimlarinin incelenmesi, belirlenen
mikroRNA’larin ekspresyonlarinin analiz edilmesi ve endometriyum dokusunun
morfolojik incelenmesi amaclandi.

Literatiir taramasi yapildiginda daha onceki caligmalarda fertil olgularda kadin
iireme sistemine ait miRNA’larin dagilimlar1 incelenmis olmasina ragmen, bu
calismada infertil olgularda miRNA profilinin ¢ikartilacak olmasi ¢aligmanin 6zgiin
degeridir. Bununla beraber endometriyal problemlerden dolayr implantasyonun
gerceklesemedigi durumlarin agiklanabilmesi ve fertil olgular ile infertil olgularda
farkli  menstrual ~donemlerde miRNA  dagilimlarmin  belirlenmesi  ile
ekspresyonlarinin kontrolii ve analizi agisindan ilk defa yapilmis olan bu ¢aligma bu

acidan da diger caligmalardan farkli olup, 6zgilindiir.

81



5. GEREC ve YONTEM

Calisma Dokuz Eyliil Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun 189-
SBKAEK protokol numarali 2014/10-17 sayil1 onay1 ile 25-38 yaslar1 arasinda Celal
Bayar Universitesi Hafsa Sultan Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum klinigine
bagvuran fertil ve infertil olgulardan proliferasyon ve erken sekresyon dénemlerinde
toplam 30 hasta ile yapilmistir. Calismada kullanilan histokimyasal ve
immunohistokimyasal inceleme i¢in gerekli olan tiim kimyasal malzemeler Celal
Bayar Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan 2014/006 no’lu

proje ile desteklenmistir.

5.1. Hasta Gruplarimin Belirlenmesi
Calismada 25-38 yaslar1 arasinda Celal Bayar Universitesi Hafsa Sultan

Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum klinigine basvuran fertil ve infertil olgular
kullanildi.

Fertil gruptaki kadinlar en az bir ¢ocuk sahibi olan, 6nceden herhangi bir rahim
hastalig1 tanis1 almamis, disfonksiyonel uterin kanamasi olan ve Kadin Hastaliklar
ve Dogum klinigine bagvurusu sirasindaki sikayetleri ile kanamasiz donemde kiiretaj
veya endometriyal 6rnekleme yapilmasi gereken kisilerden secildi.

Infertil grup ise normal yolla hi¢ gocugu olmayan, en az bir yildir evli olan ve 12
ay streyle korunmasiz diizenli cinsel iliskiye ragmen canli ¢ocuk sahibi olamayan
kadinlardan secildi.

Fertil ve infertil hasta gruplar1 Kadin Hastaliklar1 ve Dogum uzmani tarafindan
hastanin anamnez bulgulart ile birlikte ultrason, radyolojik ve laboratuvar bulgular
degerlendirilerek, hastalar ¢aligmaya alinmak {izere belirlendi. Tiim hastalardan
ornek alimmdan once bilgilendirilme yapildi ve Dokuz Eyliil Universitesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan onaylanan hasta gonilliliik onam formu
imzalatildiktan sonra 6rnek alimi menstrual siklus dongiileri Kadin Hastaliklar1 ve
Dogum uzmani tarafindan belirlendikten sonra yapildi.

Ornek alimindan énce hiperplazi, neoplazi, polip, myom vb gibi klinik problemi
olan hastalar muayene sirasinda tespit edilmesi sonucunda hasta ¢alismaya dahil
edilmemistir. Bunlar disinda enfeksiyon ya da malignite geciren cesitli jinekolojik

patolojilere sahip olanlar, sistemik hastalig1 olanlar, hormon benzeri ¢esitli ilaglar
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kullananlar, genitoiiriner sistemde dogumsal defekti olanlar ve hasta bilgilendirilmis

goniillii onam formu onam1 alinamayan kisiler ¢aligmaya alinmamustir.
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5.2. Hasta Gruplari ve Ornek Alim
Calismada fertil ve infertil olmak {izere iki hasta grubu bulunmaktadir. Hastalar

25-38 yas gruplarinda olup 16 fertil (10 proliferasyon doneminde hasta+6 erken
sekresyon doneminde hasta) ve 14 infertil (8 hasta proliferasyon doneminde hasta+6
erken sekresyon doneminde hasta) bulunmaktadir. Fertil gruplara dahil edilen
hastalar en az iki yil evli olup, en az bir canli dogum Oykiisii olanlardan
olusmaktadir. Infertil gruplara dahil edilen hastalar bir ila sekiz yil arasinda evli
olanlardan olugsmaktadir. Fertil ve infertil hasta gruplarina ait diger 6zellikler Tablo
11, 12, 13 ve 14°de verilmistir.

Endometrial 6rnekler, her biri hastanin tahmini siklus dénemine uygun olarak
probe kiiretaj veya pipelleme yontemiyle projede bulunan arastirmacilardan Prof. Dr.
Tayfun Ozgakir tarafindan alindi.

Alinan endometriyal ornekler asagida verildigi donemlerde ve Tablo 11-14’te

verilen hastalardan alinmis olup ¢alismada 4 grup bulunmaktadir:

Grup 1: Proliferasyon dénemi (fertil) (n=10)
Grup 2: Erken sekresyon donemi (fertil) (n=6)
Grup 3: Proliferasyon dénemi (infertil) (n=8)
Grup 4: Erken sekresyon donemi (infertil) (n=6)

Kiiretaj (Probe Kiiretaj)
Probe kirtajlar genel anestezi altinda yapildi. Hastalar islem i¢in en uygun

pozisyon olan lithotomi pozisyonunda yatirildi. Hastalar anestezi uzmani bir hekim
tarafindan uyutuldu ve Once jinekolojik muayene yapildi. Rahimin o6zellikleri
anlagildiktan sonra vajinal spekulum yerlestirildi. Vajina ve serviks antiseptik
soliisyonlar ile yikandi. Daha sonra serviks yani rahim agzi tenekulum ya da tek disli
adi1 verilen bir alet ile tutuldu ve tenekulum gekilerek rahimin diiz bir hale gelmesi
saglandi. Buji adi verilen aletler yardimi ile rahim agz1 genisletilmeye baslandi
(dilatasyon). Dilatasyon islemi tamamlandiktan sonra plastik kaniiller rahim
agzindan gecirilerek, rahim bosluguna ulasildi. Kaniil yerlestirildikten sonra kiiretler
ile kavite iyice temizlendi ve parcalar alindi. Vajina tekrar antiseptik soliisyon ile
yikand1 ve spekulum cikartildi. Hasta anestaziden uyandirilarak ameliyathaneden

cikarildi.
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Dilatation and Curettage

Abnbnnal ~
tissue

Sekil 30: Kiiretaj islemi (https://www.aacrfoundation.org Erisim tarihi: 09.12.15)

Pipelleme
Pipelle endometriyal Ornekleme hastalara anestazi uygulanmadan yapildu.

Hastalar islem i¢in en uygun pozisyon olan lithotomi pozisyonunda yatirildi.
Hastalara vajinal spekulum yerlestirildi, serviks goriiniir hale getirildi ve jinekolojik
muayene yapildi. Rahimin 6zellikleri anlasildiktan sonra serviks tek disli denilen alet

ile tutuldu ve uterusun diiz hale gelmesi saglandi.

Endometrium

Biopsy
[ Catheter

Cervix

Vagina

Sekil 31: Endometriyal biyopsi (http://www.slideshare.net Erisim tarihi: 09.12.15)

Pipel, kendinden negatif basing uygulayan pistonu olan ince plastik, dispozibl
bir kaniilden ibaret bir sistemdir. Pipel yardimiyla endometriyum kazinarak 6rnek

alimi gergeklesti. Ardindan tek disli ve spekulum ¢ikartildi. Hasta muayene bitirilip

gonderildi.
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Sekil 32: Pipel kullanilarak endometriyal 6rnek alim iglemi
(http://neuroanatomylec.blogspot.com.tr Erisim tarihi: 09.12.15)
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Tablo 11: Fertil Grubu Proliferasyon Donemine Ait Hastalarin Bilgileri

AdiSoyadi  Yasi  SiklusFam oY Hastank Hormon
Siiresi Degerleri
Diizensiz
1. HASTA 38 Proliferasyon 28+3 vajinal -
kanama
FSH: 8.13
LH: 3.39
2. HASTA 37 Proliferasyon  Diizensiz . Adgt Progesteron:
diizensizligi 0.29
E2: 122,57
Pr: 10.64
FSH: 14.43
. LH: 7.35
Ria Progesteron:
3. HASTA 36 Proliferasyon 28 ¢ikarilmasi 0.28 '
ve muayene E2- 8485
Pr: 4.38
4., HASTA 38 Proliferasyon 31 Rutin kontrol -
FSH: 4.51
LH: 4.12
inormal Progesteron:
5. HASTA 37 Proliferasyon 28 uterin 0.12 '
L E2: 113.28
Pr: 7.46
TSH: 3.22
grormal Progesteron:
6. HASTA 38 Proliferasyon 28+3 uterin 0.95 '
kanama Pr: 4.21
FSH: 11.17
LH: 2.29
7. HASTA 36  Proliferasyon  Diizensiz . “‘Jét ~ Progesteron:
diizensizligi 0.18
E2: 113.37
Pr: 6.13
FSH: 11.17
LH: 28.65
8. HASTA 35 Proliferasyon  Diizensiz . Ad?t . Progesteron:
diizensizligi 1.02
E2: 223,51
Pr: 37.11
FSH: 26.28
LH: 13.48
9. HASTA 31 Proliferasyon 28 Rutin kontrol Prog(;as:,ltgron.
E2:22.12
Pr:5.19
. . . Adet TSH: 2.2
10. HASTA 38 Proliferasyon  Diizensiz diizensizligi  Beta HCG: 1.2
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Tablo 12: Fertil Grubu Erken Sekresyon Donemine Ait Hastalarin Bilgileri

Siklus Siklus Hormon
Adi Soyadi Yasi Eazl Siiresi Hastahik Degerleri
Erken . Anorr_nal
1. HASTA 38 Belirsiz uterin -
Sekresyon K
anama
Erken . Anormal
2. HASTA 38 Belirsiz uterin -
Sekresyon K
anama
FSH: 3.68
LH: 2.76
Erken . . Endometriyal  Progesteron:
3. HASTA 36 Sekresyon Duzensiz kalinlagma 6.02
E2:107.93
Pr: 11.02
FSH: 2.5
LH: 2.69
Erken Hemoglobin  Progesteron:
ST 3 sekresyon  2® disikliigii 18.09
E2: 126.73
Pr: 4.03
FSH: 16.88
LH: 12.42
5. HASTA 31 Erken Diizensiz Sﬂf adet Progesteron:
Sekresyon gorme 0.68
E2: 34.31
Pr: 7.95
FSH: 4.41
LH: 2.42
6. HASTA 36 Erken 28+3 Ara kanama Progesteron:
Sekresyon 0.05
E2:20.12
Pr.7.11
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Tablo 13: Infertil Grubu Proliferasyon Dénemine Ait Hastalarin Bilgileri

Siklus Hormon
Adi Soyadi Yas1  Siklus Faza Hastahk
Siiresi Degerleri
) Kadin
1. HASTA 38 Proliferasyon  28+3 . o +
infertilitesi
. Kadin
2 HASTA 37 Proliferasyon  28+3 . . +
infertilitesi
FSH: 12.95
Over Kisti LH: 10.05
35 prolif Di ~ siiphesiile dis  Progesteron:
roliferasyon Diizensiz
3. HASTA Y merkezden 0.55
yonlendirilmis  E2: 25.32
Pr: 13.59
FSH: 30.26
LH: 30.24
. ' Adet Progesteron:
4. HASTA 38 Proliferasyon Diizensiz .
' diizensizligi 0.6
E2:170.58
Pr: 12.74
5. HASTA 28 Proliferasyon ~ 28+3 HSG ¢ekimi -
6. HASTA 26 Proliferasyon  28+3 HSG ¢ekimi -
7. HASTA 25 Proliferasyon  28+3 HSG ¢ekimi -
FSH: 4.61
LH: 3.23
) Progesteron:
8. HASTA 32 Proliferasyon  28+3 HSG ¢ekimi 0.42
E2: 30.32
Pr: 11.03
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Tablo 14: Infertil Grubu Erken Sekresyon Donemine Ait Hastalarin Bilgileri

Siklus Siklus Hormon
Adi Soyadi Yasi Hastahk
Faz1 Siiresi Degerleri
FSH: 8.33
LH: 4.44
Erken 2843 Kadin Progesteron:
+
1. HASTA Sekresyon infertilitesi 0.69
E2: 27.49
Pr: 17.05
FSH: 8.84
LH: 2.64
3 Erken 2843 Kadin Progesteron:
+
- b Sekresyon infertilitesi 0.79
E2: 50.63
Pr: 12.69
FSH: 13.24
LH: 12.41
Erken 2843 HSG colim Progesteron:
+ cekimi
3. HASTA Sekresyon 0.19
E2: 54.67
Pr:10.99
Erken Trombofili
4. HASTA 25 Diizensiz ) +
Sekresyon paneli
Erken
5. HASTA 38 28+3 HSG ¢ekimi -
' Sekresyon
Erken
6. HASTA 28+3 HSG c¢ekimi -
Sekresyon
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5.3. Doku Orneklerinin Hazirlanmasi
Calisma kapsaminda alinan orneklerin bir kismi histolojik analiz i¢in %10

formalin sollisyonuna, kalan 6rnekler ise miRNA analizi i¢in direkt olarak sivi azot
icine alinarak saklandi.

Histolojik analizler i¢in 6rnekler rutin parafin takip isleminden sonra morfolojik
analizi igin hematoksilen-eozin (H-E) ile boyanmis, immunohistokimyasal analizi
icin anti-agol (anti-elF2C), anti-dicer, anti-drosha, anti-elF2a dagilimlarina
bakilmigtir. miRNA analizleri i¢in 6rneklerde RNA ekstraksiyonu yapildiktan sonra
RNA izolasyonu ve kalitesinin Olgiilmesi kantitatif real time polimeraz zincir
reaksiyonu (QRT-PCR) yontemi ile, belirlenen miR-17-5p, miR-23a, miR-23b, miR-
542-3p, miR-21, miR-199a*, miR-705, miR-20a, miR-26a, miR-125b, miR-200a,
miR-200b, miR-200c analiz edilmistir.

Fertil ve infertil vakalardan toplanan endometriyal biyopsi Orneklerin
histokimyasal, immunohistokimyasal ve miRNA analizleri i¢in hazirlanmasi,
verilerin analizi ve degerlendirme Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dalinda kesit alma ve immunohistokimya laboratuvarinda
gerceklestirildi. miRNA analizleri ise Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Molekiiler
Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalinda Dog. Dr. Biinyamin Akgiil tarafindan yapildi.

Doku Orneklerinin Parafin Doku Takibi
Endometriyal ~ biyopsi  Orneklerinin  bir  kismu  histokimyasal ~ ve

immunohistokimyasal analiz i¢in %10’luk formalin soliisyonu (Merck, UN2209) ile
24-48 saat tespit edildi. Formalin ile tespit edilen Ornekler bir gece akar suda
bekletildikten sonra rutin parafin takip protokoliine uygun olarak %60°da 30 dk,
%70’de 30 dk, %80°de 30 dk, %100’de bir saat, %100°de bir saat seklinde tutularak
artan derecelerde alkol (Sigma-Aldrich, 32221-UN1170) serilerinde dehidratasyon
yapildi, 30 dk ksilen-alkol ve 50 dk ksilende (Merck, 28973363) seffaflastirma
isleminden sonra, 30 dk ksilen-parafin ve birer saat parafin 1 ve parafin 2’den (Gurr,
36107 7E) gegirilerek parafine gomme islemi gergeklestirildi (Tablo 15).
Orneklerden rotary mikrotom (Leica, RM2135) ile 5 pm kalinhiginda kesitler alindi.
Kesitler histokimyasal boyamalar yapilabilmesi i¢in rodajli (Marienfeld, 1000200),
immunohistokimyasal boyamalarin yapilabilmesi i¢in ise lizinli (Isotherm,

20141218) lamlara alindz.
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Resim 16: Laboratuvarda kullanilan sarf malzemeler (CBU Histoloji-Embriyoloji
AD.)
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Tablo 15: Parafin Doku Takip Protokolii

Islem Madde Siire
Tespit % 10 formalin 24- 48 saat
Fiksatifin
Uzaklastiriimasi Alar su 1 gece
% 60 etil alkol 30 dakika
% 70 etil alkol 30 dakika
Dehidratasyon % 80 etil alkol 30 dakika
% 95 etil alkol 1 saat
% 95 etil alkol 1 saat
Ksilen-Alkol 30 dakika
Seffaflastirma Ksilen 1 saat
Ksilen 1 saat
Ksilen-Parafin 30 dakika
Emdirme - 60°C (Etiiv) Parafin 1 1 saat
Parafin 2 1 saat
Gomme Parafin

Hematoksilen Eozin Boyama Protokolii
Parafin bloklardan rotary mikrotom ile bes mikrometre kalinlikta alinan kesitler

bir gece 60°C etiivde (Niive, FN 400) deparafinize edildikten sonra, bir saat ksilen ile
kimyasal deparafinizasyon islemi uygulandi. Derecesi giderek azalan alkol
serilerinden (%95, %80, %70 ve %060‘lik alkol serisi) ikiser dakika siire ile
gecirilerek suya getirilen kesitler 6nce Hematoksilen (Leica, 3801562E) soliisyonu
ile alt1 dakika boyandi. Akar su altinda bes dakika yikanan kesitler %1 asit-alkol
soliisyonu ile diferansiye edildikten sonra Eozin (Bio-Optica, 380610) boyasi ile 1,5
dakika boyandi. Kesitler artan alkol serilerinden (%80 ve %95°lik alkol serisi)
gegirilerek ksilen igine alindi. Ksilen iginde bir saat bekletilen kesitler entellan
(Merck, UN 1866) kullanilarak lamel (Marienfeld, 01 01060) ile kapatild1 ve 1s1k
mikroskop (Olympus BX43) altinda incelendi ve fotograflari ¢ekildi. Hematoksilen-

Eozin protokolii Tablo 16’de verilmistir.
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Resim 17: Laboratuvarda kullanilan sarf malzemeler (CBU Histoloji-Embriyoloji

Tablo 16: Hematoksilen Eozin Boyama Protokolii

AD.)

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60° C etiivde 1 gece
Kimyasal Ksilen 30 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 30 dakika
% 95 alkol 2 dakika
% 80 alkol 2 dakika
Rehidratasyon % 70 alkol 2 dakika
% 60 alkol 2 dakika
Yikama Akar su 5 dakika
Boyama Hematoksilen 6 dakika
Yikama Akar su 5 dakika
Diferansiyasyon Asit alkol 2-3 saniye
Boyama Eosin 1,5 dakika
Yikama Akar su 5 dakika
Dehidratasyon % 80 alkol 1 dakika
% 95 alkol 1 dakika
Seffaflastirma Ksilen 1 saat
Kapama Entellan

_I'ndirekt Immiinohistokimya Boyama Protokolii

Immunohistokimyasal ~ analiz ~ olarak  rutin  avidin-biotin  indirekt
immunoperoksidaz  yontemi  kullanildi.  Lizinli  lamlara alinan  kesitler
deparafinizasyon islemi igin bir gece 60°C’ de bekletildikten sonra kimyasal
deparafinizasyon igin ksilende bir saat bekletildi. Rehidratasyon islemi igin iKiser

dakika %95, %80, %70, %60 seklinde azalan alkol serilerinden gegirildi. Sonra
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hidrofobik immunohistokimya kalemi ile dokularin etrafi sinirlandirildi ve ii¢ defa
beser dakika fosfat tamponu (Phosphate buffer salin-PBS) (ScyTek, PBS500) ile
yikandi. Dokularin permeabilizasyonu igin 15 dk 37°C’de (Niive, EN 500) Tripsin
(Invitrogen, 00-3008) ile tutulan drnekler ii¢ defa beser dakika PBS ile yikandi. Daha
sonra dokuda bulunan peroksidaz aktivitesini inhibe etmek i¢in 10 dk %3’ lik H,O»
(Merck, UN 2014) ile oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra ii¢ defa beser dakika
PBS ile yikandi. Ornekler iizerine bloklama soliisyonu (Invitrogen, 859043) ile bir
saat inkiibe edildikten sonra yikama yapilmadan anti- elF2C (anti-agol) (Santa Cruz,
32360) 1/50, anti-dicer (Santa Cruz, sc-136979) 1/50, anti-drosha (Abcam, ab85027)
1/100 ve anti-elF2a (Santa Cruz, sc-11386) 1/50 diliisyonlarinda primer antikorlari
konularak bir gece (18 saat) +4°C’de (Bosch, KGN56A00NE) nemli ortamda inkiibe
edildi. Ertesi giin 6rnekler PBS soliisyonu ile ii¢ defa yikandiktan sonra biotinlenmis
ikincil antikor (Invitrogen, 859043) ilave edilerek 30 dk inkiibe edildi. Ornekler iic
defa beser dakika yikandiktan sonra streptavidin-peroksidaz (Invitrogen, 859043)
ilave edilerek 30 dk oda sicakliginda beklenildi. Immunohistokimyasal reaksiyonun
goriiniirliigiinii saptamak amaciyla diaminobenzidin (DAB) (Invitrogen, 859643) ile
2-5 dk boyandiktan sonra 6rnekler distile su ile yikandi. Artalan boyamasi amaci igin
ornekler Mayer’s hematoksilen (Bio-Optica, 05-06002/L) ile 3-6 dk boyandiktan
sonra %80 ve %95’ lik alkollerden birer dakika gecirilip, ksilen ile 30 dk
seffaflastirma yapilarak entellan (Surgipath) ile kapatildi.

Immiinoreaktivitelerin spesifik olup olmadigin test etmek amaci ile birer kesit
kontrol boyamas: i¢in ayrildi ve antikor ilavesi olmadan diger basamaklar ayni
sekilde uygulanarak boyama gerceklestirildi.  Indirek immunohistoperoksidaz

yontemine ait protokol Tablo 17°de verilmistir.
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Resim 18: Laboratuvarda kullanilan sarf malzemeler (CBU Histoloji-Embriyoloji
AD.)
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Tablo 17: Indirekt Immiinohistokimya Boyama Protokolii

Islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60° C etiivde 1 gece
Kimyasal Ksilen 30 dakika
Deparafinizasyon Ksilen 30 dakika
% 95 alkol 2 dakika
% 80 alkol 2 dakika
Rehidratasyon % 70 alkol 2 dakika
% 60 alkol 2 dakika
Yikama Distile su 10 dakika
Dokular.ln Etrafim Dakopen
Cizme
Yikama PBS 3x5 dakika
Permeabilizasyon Tripsin 37°C etiivde 15 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Peroks_lda.z Aktlwtesmln %3°litk H,O, 10 dakika
Inhibisyonu
Yikama PBS 3x5 dakika
Bloklama Blok soliisyonu 10 dakika
Antikor ile inkiibasyon Primer Antikorlar 1 gece, 4°C de
Yikama PBS 3x5 dakika
ikincil antikor 30 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Avidin-biotin kompleksi 30 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Boyama DAB Kit 5 dk.
Yikama Distile su 3x5 dakika
Zit Boyama Mayer’s hematoksilen 15 dakika
Yikama Distile su 3x5 dakika
Dehidratasvon %80 alkol 1 dakika
y %95 alkol 1 dakika
Seffaflastirma Ksilen 30 dakika
Kapama Entellen
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5.4. immunohistokimyasal Boyamalarin Degerlendirilmesi
Boyamalar sonucu elde edilen immunoreaktivite yogunluklari, kantitatif

yontemle yapilmis olup, pozitif boyanan hiicre sayilari belirlenerek boyanma
siddetleri HSCORE ile degerlendirilmistir. Immunoreaktivite yogunluklar1 zayif (+),
orta (++), siddetli (+++) ve kuvvetli pozitif (++++) olarak incelendikten sonra veriler
HSCORE: XPi (i+1) formiilii iizerinden “Pi” degeri boyanan hiicre sayisini, “i”
degeri boyanma derecesine karsilik gelecek sekilde hesaplanarak tiim veriler
GraphPad istatistiksel analiz programinda ANOVA testi kullanilarak analiz edildi.

Istatistiksel veriler mean+SD olarak verilmis ve p>0.05 olan degerler karsilastirma

sonrasinda anlamli olarak kabul edilmemistir.

Resim 19: Olympus BX43 mikroskop (CBU Histoloji-Embriyoloji AD.)
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5.5. RNA izolasyonu ve Kalitesinin Olciilmesi
miRNA analizleri i¢in ise endometriyal biyopsi Ornekleri steril sartlar altinda

alinarak kalsiyum ve magnezyum i¢ermeyen tampon soliisyonu (fosfat tamponu)
(Phosphate Buffered Saline-PBS) (Lonza, BE17-516F) igerisinde kan ve kan
hiicrelerinden arindirmak i¢in hizli bir sekilde yikanip steril kriyotiipler (Greiner Bio-
One GmbH, 07190176) igerisine konulmus ve sivi azot igerisine alinmustir.

Dokulardan RNA ekstraksiyonu yapilana kadar ise -80°C’de saklanmustir.

Dokulardan RNA Izolasyonu
- Hastalardan alinan dokular miimkiin oldugu kadar temiz, harici doku ve

hiicrelerden arindirilmis halde siv1 azotta dondurularak -80°C’de saklandi.

- RNA izolasyonu i¢gin kullanilacak olan mirVana PARIS kit ile doku &rnekleri
hiicre pargalama soliisyonu i¢ine alinarak onceden sogutulmus havanlar yardimriyla
kisa siirede ezildi.

- Olusan lizat mikroflyj tiiplerine alinarak, iretici firma tarafindan doku
orneginin miktariyla orantili olarak 2X denatiire edici soliisyon koyulduktan sonra
orneklerin lizisi tamamland1 ve organik ekstraksiyon agamasina gegildi.

- Organik ekstraksiyon icin RNA lizat1 {izerine asit:fenol:kloroform ¢dzeltisi
eklenerek vortekslendikten sonra maksimum hizda 5 dakika santrifiij edildi.

- Ust faz yeni bir tiipe aktarildiktan sonra 1/1,25 oranda lizat/etanol eklenerek
lizat/etanol karisimu filtreden gegirilerek sonrasinda yikama asamalari tamamlandi ve

son basamakta eliisyon tamamlanarak RNA izolasyonu tamamlanmis oldu.

Total RNA Konsantrasyonu ve Kalite Kontrolii Belirleme
- NanoDrop 1000A Spektrometer yardimiyla, elde edilmis olan RNA’larin

miktar ve saflik tayini yapildi.

- A260/280 ve A260/230 degerlerinin 1,8-2,2 arasinda olmasma &zen
gosterildi.

- Genomik DNA kontaminasyonunu elimine etmek i¢cin DNAz muamelesi
yapildi (Ambion, Turbo DNASe).

- NanoDrop yontemine ek olarak Bioanalyzer (Agillent) kullanilarak RNA

miktar ve kalite kontrolii yapildi.
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- Bioanalyzer analizi sonrast RIN (RNA Integrity Number) sayilarinin 8-10

arasinda olmasina 6zen gosterildi.

5.6. Kantitatif Es Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)
Protokolii
- mirVana ™ gRT-PCR miRNA Detection Kit protokolii geregi 10-25 ng RNA

kullanildi.

- gRT-PCR’in ilk asamasi reverse transkriptaz reaksiyonu kuruldu ve
inkiibasyon sonrast qRT-PCR asamasina gegilerek kit igerigi kullanildi ve es-zamanl
RT-PCR (qRT-PCR) reaksiyonu kurularak belirlenen miRNA’larin varlig1 ve miktari
incelendi.

- Rolatif kantitasyon yontemi kullanilarak yapilacak hesaplamalarda U6 kiigiik

RNA’s1 normalizasyon i¢in kullanild.
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6. BULGULAR

6.1. Histokimyasal Sonuclar
Hematoksilen ve eozin ile boyali preperatlar incelendiginde, tiim gruplarda

endometriyuma ait luminal epitel, lamina propria ve lamina propriada bag doku
icerisinde bulunan bezler gozlendi (Resim 20-23). Fertil (Resim 20) ve infertil
(Resim 22) olgulardan proliferasyon doneminde alinan doku kesitlerinde, luminal
epitelin (Resim 20 A-B, Resim 22 A-B) tek katli prizmatik epitel oldugu ve lamina
propriada (Resim 20 E-F, Resim 22 E-F) bag dokusu igerisinde bulunan bezlerin
(Resim 20 C-D, Resim 22 C-D) yuvarlak sekilli olduklari, tek katl prizmatik epitel
ile désendikleri gozlendi. Fertil (Resim 21) ve infertil (Resim 23) olgulardan erken
sekresyon donemine ait doku kesitlerinde ise, luminal epitellerin (Resim 21 A-B,
Resim 23 A-B) tek katli prizmatik epitel oldugu, lamina propriada (Resim 21 E-F,
Resim 23 E-F) bag dokusu arasindaki bez yapilariin (Resim 21 C-D, Resim 23 C-
D) hafif kivrintili oldugu, tek kath algak kiibik hiicreler ile doseli olan bez
epitellerinin bazal kisimlarinda glikojen vakuollerinin oldugu gozlendi. Bu
vakuollerin rutin parafin takip esnasinda ksilenden gecirilerek yapilan seffaflastirma
islemi dolayisiyla igerikleri kaybolmus ve i¢i bos bosluklar halde gozlenmistir. Bu
vakuollerin varligi bez epitellerinin erken sekresyon donemine ait olduklarini

desteklemektedir.
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FERTIL PROLIFERASYON GRUBU H&E

Luminal Epitel

A
Vo SR L AT RN

luminal epitel (A-B), bez epiteli (C-D) ve stromaya (E-F) ait histokimyasal
gorliiniimii. Scale Bar: A, C, E: 50 um; B, D, F: 20 um.
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FERTIL ERKEN SEKRESYON GRUBU H&E

Luminal Epitel
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Resim 21: Fertil gruba ait erken sekresyon donemindeki endometriyum 6rneklerinde
luminal epitel (A-B), bez epiteli (C-D) ve stromaya (E-F) ait histokimyasal
gorliiniimii. Scale Bar: A, C, E: 50 um; B, D, F: 20 um.
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INFERTIL PROLIFERASYON GRUBU H&E
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Resim 22: Infertil gruba ait proliferasyon déonemindeki endometriyum 6rneklerinde
luminal epitel (A-B), bez epiteli (C- D) ve stromaya (E-F) ait histokimyasal
goriiniimii. Scale Bar: A, C, E: 50 pm; B, D, F: 20 pm.
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INFERTIL ERKEN SEKRESYON GRUBU H&E

Luminal Epitel
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Resim 23: Infertil gruba ait erken sekresyon doénemindeki endometriyum
orneklerinde luminal epitel (A-B), bez epiteli (C-D) ve stromaya (E-F) ait
histokimyasal goriiniimii. Scale Bar: A, C, E: 50 um; B, D, F: 20 pm.
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6.2. Immunohistokimyasal Sonuclar
Fertil proliferasyon grubuna ait 10, fertil erken sekresyon grubuna ait 6 ve

infertil proliferasyon grubuna ait 8, infertil erken sekresyon grubuna ait 6 vakadan
alinan O6rneklerde Dicer, Drosha, elF2a ve el[F2C immunohistokimyasal dagilimlar
HSCORE degerlendirme yontemi ile yapilmig ve sonuclar karsilastirmali olarak

verilmistir.

6.2.1. Dicer Immunoreaktivitesi
Fertil grubundaki orneklerde, Dicer immunoreaktivitesi proliferasyon

doneminde, luminal epitelde yer yer zayif (-/+) siddette boyanma gdzlenir iken
(Resim 24 A-B), bez epiteli ve stromada boyanmanin olmadigi (-) gozlendi (Resim
24 C-F). Luminal epitele ait boyanma HSCORE analizi ile degerlendirildiginde
17.53+6.55 olarak saptandi (Tablo 19). Fertil grubun erken sekresyon doneminde ise
hem luminal ve bez epitellerinde hem de stromada Dicer immunoreaktivitesinin
negatif (-) oldugu izlendi (Resim 26).

Infertil gruptan alman 6rneklerde Dicer immunoreaktivitesinin proliferasyon
doneminde 6zellikle luminal ve bez epitellerinde kuvvetli pozitif (+++) gozlenir
iken, stromada Dicer boyanmasi orta siddette (++) idi (Resim 25). HSCORE analizi
degerlendirilmesi sonucunda Dicer immunoreaktivitesinin sirastyla luminal epitelde
354.44+153.75, bez epitelinde 401.63+50.60, stromada 112.77+90.42 oldugu
saptand1 (Tablo 19). Dicer immunoreaktivitesinin infertil grupta erken sekresyon
doneminde luminal epitelde yer yer orta siddete (++) ama genel olarak zayif siddette
(+) boyanma gozlenir iken (Resim 27 A-B), bez epiteli ve stromada boyanmanin
zay1f siddette (+) oldugu izlendi (Resim 27 C-F). Bu doneme ait HSCORE analizi ise
sirasiyla luminal epitelde 98.24+83.31, bez epitelinde 148.03£99.12 ve stromada
50.15432.48 idi (Tablo 19).

Fertil grup proliferasyon ve erken sekresyon donemlerinde Dicer
immunoreaktivitesi HSCORE analizleri karsilastirildiginda hem luminal hem bez
epiteli hem de stroma i¢in istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptandi (P>0,05).
Infertil grup proliferasyon ve erken sekresyon dénemleri karsilastirildiginda ise,
Dicer immunoreaktivitesi fertil gruptakinin aksine luminal ve bez epitellerinde
istatistiksel olarak anlamli (P<0,001) iken, stromadaki boyanmanin anlamli olmadig1

belirlendi (P>0,05). Fertil ve infertil grup proliferasyon gruplar karsilastirildiginda
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ise Dicer immunoreaktivitesinin hem luminal hem bez epiteli hem de stromada
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (P<0,001). Fertil ve infertil grup erken
sekresyon donemleri karsilastirildiginda ise, Dicer immunoreaktivitesinin luminal ve

bez epitelleri ve stroma i¢in anlamli oldugu saptandi (P<0,001).
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FERTIL PROLIFERASYON (DICER)
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Resim 24: Fertil gruba ait proliferasyon donemindeki Dicer immunoreaktivitesinin
luminal epitel (A-B), bez epiteli (C-D) ve stromadaki (E-F) dagilimlari. Scale Bar: A,
C, E: 50 um; B, D, F: 20 um.
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INFERTIL PROLIFERASYON (DICER)

Luminal Epitel

Resim 25: Infertil gruba ait proliferasyon donemindeki Dicer immunoreaktivitesinin
luminal epitel (A-B), bez epiteli (C-D) ve stromadaki (E-F) dagilimlari. Scale Bar: A,
C, E: 50 um; B, D, F: 20 um.
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FERTIL ERKEN SEKRESYON (DICER)

Luminal Epitel
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gruba ait erken sekresyon donemindeki Dicer
immunoreaktivitesinin luminal epitel (A-B), bez epiteli (C-D) ve stromadaki (E-F)
dagilimlari. Scale Bar: A, C, E: 50 um; B, D, F: 20 um.
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INFERTIL ERKEN SEKRESYON (DICER)

Luminal Epitel
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Resim 27: Infertii gruba ait erken sekresyon donemindeki Dicer
immunoreaktivitesinin luminal epitel (A-B), bez epiteli (C-D) ve stromadaki (E-F)
dagilimlari. Scale Bar: A, C, E: 50 um; B, D, F: 20 pm.
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6.2.2. Drosha immunoreaktivitesi
Fertil grup hastalarin proliferasyon donemine ait Orneklerinde Drosha

immunoreaktivitesinin luminal ve bez epitelleri ile stromada negatif (-) oldugu
(Resim 28 A-D), erken sekresyon doneminde Drosha immunoreaktivitesinin sadece
luminal epitelde oldugu ve zayif siddette (+) boyanma gozlendigi, bez epiteli ve
stromada boyanmanin gozlenmedigi goriildii (Resim 30). Bu doneme ait yapilan
HSCORE analizi sonucunda Drosha boyanmasinin fertil erken sekresyon luminal
epiteline ait boyanmada 128.53+41.57 oldugu saptandi (Tablo 19).

Infertil gruba ait oOrneklerde Drosha immunoreaktivitesinin proliferasyon
déneminde, luminal epitelde orta siddete (++), bez epitelinde yer yer orta siddette
(++) genellikle zayif siddette (+) boyanma go6zlenirken, immunoreaktivitenin
stromada ise zayif siddette (+) pozitif oldugu gozlendi (Resim 29).
Immunoreaktivitelerin infertil proliferasyon HSCORE degerlerinin sirasiyla luminal
epitelde 251.29+94.31, bez epitelinde 147.05£91.64 ve stromada 67.96+25.01
oldugu saptandi1 (Tablo 19). Infertil grup erken sekresyon dénemine ait drneklerde
ise, Drosha immunoreaktivitesinin luminal epitelde yer yer orta siddette (++),
genellikle zayif siddette (+), bez epitelinde zayif siddette (+), stromada ise nadiren
zayif siddette (+) iken genel olarak negatif oldugu (-) gozlendi (Resim 31). HSCORE
analizleri sonucunda ise, erken sekresyon doneminde luminal epitelde 128.94+75.87,
bez epitelinde 90.01+£64.92 ve stromada ise 81.29+49.91 oldugu saptandi (Tablo 19).

Fertil ve infertil grup proliferasyon donemlerine ait &rneklerde Drosha
immunoreaktivitesi karsilastirildiginda infertil grupta hem luminal hem bez
epitellerinde hem de stromada boyanmanin fertil gruba oranla daha fazla oldugu,
istatistiksel olarakta bu farkin luminal ve bez epitelleri i¢in anlamli (P<0,001) oldugu
ancak stroma i¢in anlamli olmadig1 saptandi (P>0,05). Fertil grupta erken sekresyon
donemindeki Drosha boyanmasinin sadece luminal epitelde oldugu, infertil grupta
ise her ii¢ bolgede (luminal epitel, bez epiteli ve stroma) boyanmanin gozlendigi ve
infertil gruptaki boyanmalarin fertil gruba oranla daha fazla oldugu saptandi. Bu
farklilik istatistiksel olarak bez epiteli ve stroma i¢in anlamli (P<0,001) iken, luminal
epitel icin anlamli olmadig1 saptandi (P>0,05). Fertil grupta proliferasyon ve erken
sekresyon donemleri karsilastirildiginda boyanmanin sadece erken sekresyon
doneminde luminal epitelde oldugu ve istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi

(P<0,01). Infertil grup proliferasyon ve erken sekresyon dénemlerindeki boyanmalar
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karsilastirildiginda ise, luminal (P<0,001) ve bez (P<0,05) epitelleri i¢in anlamli

iken, stroma i¢in anlamli olmadigi belirlendi (P>0,05).
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Resim 28: Fertil gruba ait proliferasyon donemindeki Drosha immunoreaktivitesinin
luminal epitel (A-B), bez epiteli (C-D) ve stromadaki (E-F) dagilimlari. Scale Bar: A,
C, E: 50 um; B, D, F: 20 um.
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INFERTIL PROLIFERASYON (DROSHA)
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Resim  29: Infertil gruba ait proliferasyon  donemindeki  Drosha
immunoreaktivitesinin luminal epitel (A-B), bez epiteli (C-D) ve stromadaki (E-F)
dagilimlari. Scale Bar: A, C, E: 50 um; B, D, F: 20 um.
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FERTIL ERKEN SEKRESYON (DROSHA)

Luminal Epitel

Resim 30: Fertil gruba ait erken sekresyon donemindeki Drosha
immunoreaktivitesinin luminal epitel (A-B), bez epiteli (C-D) ve stromadaki (E-F)
dagilimlari. Scale Bar: A, C, E: 50 um; B, D, F: 20 um.
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INFERTIL ERKEN SEKRESYON (DROSHA)
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Resim 31: Infertii gruba ait erken sekresyon donemindeki Drosha

immunoreaktivitesinin luminal epitel (A-B), bez epiteli (C-D) ve stromadaki (E-F)
dagilimlari. Scale Bar: A, C, E: 50 um; B, D, F: 20 um.
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6.2.3. eIF20 immunoreaktivitesi
Fertil grup hastalarin proliferasyon doneminde elF2o immunoreaktivitesinin,

Ozellikle stromada kuvvetli pozitif (+++) iken, luminal ve bez epitellerinde zayif
siddette pozitif (+) oldugu gozlendi (Resim 32). Fertil grupta proliferasyon dénemine
ait elF2a immunoreaktivitesinin HSCORE degerleri ise sirasiyla luminal epitelde
40.07+24.60, bez epitelinde 57.37+£35.07 ve stromada 386.14+112.28 olarak saptandi
(Tablo 19). Fertil grubun erken sekresyon déoneminde elF2o immunoreaktivitesinin,
hem luminal ve bez epitellerinde hem de stromada orta siddette pozitif (++) oldugu
gozlendi (Resim 34). Fertil grup erken sekresyon donemindeki elF2a
immunoreaktivitesinin HSCORE analizi sonrasinda ise, luminal epitelde
100.77+76.92, bez epitelinde 65.53+26.32 ve stromada 37.13+2.82 oldugu goriildi
(Tablo 19).

Infertil gruba ait proliferasyon déneminde eIF2a immunoreaktivitesinin, luminal
epitelde zayif siddette (+) ve stroma kuvvetli siddette pozitif (+++) iken, bez
epitelinde boyanmanin negatif (-) oldugu goriildii (Resim 33). Proliferasyon
donemine ait Orneklerin  HSCORE analizi sonucunda ise luminal epitelde
101.83+78.73 ve stromada 326.34+144.74 oldugu hesaplandi (Tablo 19). Infertil
grup erken sekresyon doneminde elF2a immunoreaktivitesinin, stromada kuvvetli
pozitif (+++) iken, luminal ve bez epitellerinde zayif siddette pozitif (+) olarak
gozlendi (Resim 35). elF2a immunoreaktivitesinin HSCORE degerlendirilmesi
sonucunda luminal epitelde 96.63+57.42, bez epitelinde 111.68+59.59 ve stromada
261.46+128.99 oldugu saptandi (Tablo 19).

Fertil grupta eIlF2a immunoreaktivitesinin proliferasyon dénemine gore luminal
ve bez epitellerinde erken sekresyon doneminde arttigi, stromadaki boyanmanin ise
erken sekresyon déneminde azaldigi gozlendi. Istatistiksel olarak elF2a
immunoreaktivitesinin HSCORE degerleri karsilastirildiginda ise luminal epitelde
anlamli olmadig1 (P>0,05), bez epitelinde (P<0,05) ve stromada (P<0,001) anlamh
oldugu saptandi. Infertil grup proliferasyon ve erken sekresyon ddnemlerindeki
elF2a. immunoreaktivitesi karsilagtirildiginda, luminal epitel ve stromadaki
dagilimlar benzer iken, bez epitelinde erken sekresyon doneminde elF2a
immunoreaktivitesinin artmis oldugu goriildi. elF20 immunoreaktivitesinin infertil

grupta proliferasyon ve erken sekresyon donemlerine ait dagilimlan
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karsilastirildiginda luminal epitel ve stroma i¢in anlamli olmadig (P>0,05), bez
epiteli i¢in ise anlamli oldugu saptandi (P<0,001).

Fertil ve infertil gruplardaki eIlF2a immunoreaktivitesi proliferasyon
donemindeki dagilimlar1 karsilagtirildiginda, luminal epitel ile stromadaki
boyanmalarin benzer oldugu, bez epitelinde ise elF2a immunoreaktivitesinin infertil
grupta fertil gruba oranla daha az oldugu ve boyanmanin istatistiksel olarak anlamli
olmadig1 belirlendi (P>0,05). Fertil ve infertil gruplardaki elF20 immunoreaktivitesi
erken sekresyon donemindeki dagilimlar1 karsilastirildiginda ise fertil grupta luminal
ve bez epitellerindeki boyanmanin infertil gruba oranla daha fazla oldugu, ancak bu
boyanmanin HSCORE degerlerinin istatistiksel olarak degerlendirildiginde anlamli
olmadig1 saptandi (P>0,05). Stromadaki elF2a immunoreaktivitesinin ise infertil
grupta fertil gruba oranla daha fazla oldugu ve HSCORE karsilagtirmalarinin ise
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (P<0,001).
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a ait proliferasyon donemindeki elF2a immunoreaktivitesinin
luminal epitel (A-B), bez epiteli (C-D) ve stromadaki (E-F) dagilimlari. Scale Bar: A,
C, E: 50 um; B, D, F: 20 um.
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INFERTIL PROLIFERASYON (elF20)
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Resim 33: Infertil gruba ait proliferasyon donemindeki elF20 immunoreaktivitesinin
luminal epitel (A-B), bez epiteli (C-D) ve stromadaki (E-F) dagilimlari. Scale Bar: A,
C, E: 50 um; B, D, F: 20 um.
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FERTIL ERKEN SEKRESYON (elF2a)

Luminal Epitel

Resim 34: Fertil gruba ait erken sekresyon donemindeki elF2a
immunoreaktivitesinin luminal epitel (A-B), bez epiteli (C-D) ve stromadaki (E-F)
dagilimlari. Scale Bar: A, C, E: 50 um; B, D, F: 20 um.
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INFERTIL ERKEN SEKRESYON (elF2a)

Luminal Epitel
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Resim 35: Infertil gruba ait erken sekresyon donemindeki elF2a
immunoreaktivitesinin luminal epitel (A-B), bez epiteli (C-D) ve stromadaki (E-F)
dagilimlari. Scale Bar: A, C, E: 50 um; B, D, F: 20 um.
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6.2.4. eIF2C Immunoreaktivitesi
Fertil ve infertil gruplara ait alinan hasta 6rneklerinin incelenmesi sonucunda,

elF2C immunoreaktivitesinin hem fertil (Resim 36, Resim 38) hem de infertil

(Resim 37, Resim 39) gruplara ait orneklerde proliferasyon ve erken sekresyon

donemlerinde, luminal ve bez epitelleri ile stromada da negatif oldugu saptandi.
Gruplara ait tim immunohistokimyasal yogunluklar Tablo 18’de, HSCORE

analiz sonuglar1 Tablo 19°da ve Sekil 33’de verilmistir.
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FERTIL PROLIFERASYON (elF2C)
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Resim 36: Fertil gruba ait proliferasyon donemindeki eIlF2C immunoreaktivitesinin
luminal epitel (A-B), bez epiteli (C-D) ve stromadaki (E-F) dagilimlari. Scale Bar: A,
C, E: 50 um; B, D, F: 20 um.
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INFERTIL PROLIFERASYON (elF2C)
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Resim 37: Infertil gruba ait proliferasyon donemindeki elF2C immunoreaktivitesinin

luminal epitel (A-B), bez epiteli (C-D) ve stromadaki (E-F) dagilimlari. Scale Bar: A,
C, E: 50 um; B, D, F: 20 um.
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FERTIL ERKEN SEKRESYON (elF2C)
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Resim 38: Fertil gruba ait erken sekresyon donemindeki elF2C
immunoreaktivitesinin luminal epitel (A-B), bez epiteli (C-D) ve stromadaki (E-F)
dagilimlari. Scale Bar: A, C, E: 50 um; B, D, F: 20 um.
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INFERTIL ERKEN SEKRESYON (elF2C)
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Resim 39: Infertili gruba ait erken sekresyon donemindeki eIF2C
immunoreaktivitesinin luminal epitel (A-B), bez epiteli (C-D) ve stromadaki (E-F)
dagilimlari. Scale Bar: A, C, E: 50 um; B, D, F: 20 um.
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Tablo 18: Fertil ve infertil olgulardan proliferasyon ve erken sekresyon dénemlerinden alinan 6rneklerde Dicer, Drosha, elF2a ve eIF2C
(AGO-1) immunohistokimyasal yogunluklarinin dagilimlar1.

FERTIL INFERTIL
PROLIFERASYON ERKEN SEKRESYON PROLIFERASYON ERKEN SEKRESYON
Luminal Luminal Bez Luminal Bez Luminal Bez
) Stroma ) ~ Stroma ) ~ Stroma ) ~ Stroma
Epitel Epitel Epiteli Epitel Epiteli Epitel Epiteli
_ - yer yer + yer yer
Dicer - - - - +++ +++ ++ + +
+ ++
+yer + yer yer - yer
Drosha - - + - - ++ + +
yer ++ ++ yer +
elF20, + +++ ++ ++ ++ + - +++ + + +++
elF2C
(Ago-1)
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Tablo 19: Fertil ve infertil olgulardan proliferasyon ve erken sekresyon dénemlerinden alinan 6rneklerde Dicer, Drosha, elF2a ve e]F2C
(AGO-1) immunohistokimyasal dagilimlarinin HSCORE degerleri. *: Gruplar arasi degerlendirme, *: Grup i¢i degerlendirme ***, **
(P<0,001), **, * (P<0,01), *, * (P<0,05)

FERTIL INFERTIL
PROLIFERASYON ERKEN SEKRESYON PROLIFERASYON ERKEN SEKRESYON
Luminal Bez Luminal Bez Luminal Bez Luminal Bez
) ~ Stroma ) ~_ Stroma ] ~_ Stroma ] ~_ Stroma
Epitel Epiteli Epitel Epiteli Epitel Epiteli Epitel Epiteli
17.53 + 35444+ 401.63 112.77 9824+ 148.03 50.15=+
Dicer 6.55 0 0 0 0 0 153.75 £50.60 +£90.42 83.31 +99.12 32.48
Ht *kk O i Kk *kk HitH O i Hith
251.29+ 147.05 12894+ 90.01 £ 81.29+
128.53 = 67.96 +
Drosha 0 0 0 " 0 0 9431 £91.64 75.87 64.92 49.91
41.57 25.01 s .
*k* *k* *k* *k*x
386.14 261.46
65.53+ 293.56 326.34 111.68
40.07+ 57.37+ + 100.77 = 101.83 96.63 £ +
elF2a 26.32 + 0 + +59.59
24.60 35.07 112.28 76.92 78.73 57.42 128.99
» * 12250 144.74 ##
**k*x
elF2C
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(Ago-1)
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FP: Fertil

ile dagilimlar.

Proliferasyon, FES: Fertil Erken Sekresyon, IFP: Infertil Proliferasyon, IFES: Infertil

immunoreaktivitelerinin HSCORE analizi
Erken Sekresyon.

Sekil 33: Fertil ve infertil gruplarin proliferasyon ve erken sekresyon donemlerine ait
luminal epitel (LE), bez epiteli (BE) ve stromada (ST) Dicer, Drosha, elF2a ve

elF2C
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6.3. miIRNA Analizleri
miRNA analizleri sonucunda, fertil grupta proliferasyon déneminde miR-21,

miR-199a* ve miR-200b ekspresyonu, erken sekresyona oranla daha fazla oldugu
gozlendi. Ayn1 miRNA’larin erken sekresyon doneminde de ekspresyonlarinin daha
az oldugu izlendi (Sekil 34). Diger miRNA’larin ekspreyonlarinin hem proliferasyon
hem de erken sekresyon evrelerinde oldugu fakat istatistiksel olarak alanlamli
olmadig1 gozlendi (Sekil 34). infertil grupta ise proliferasyon déneminde miR-21,
miR-23a ve miR-125b ekspresyonu erken sekresyona oranla daha az oldugu, bu
miRNA’lara ait ekspresyonlarin istatistiksel olarak anlamli sekilde erken
sekresyonda arttig1 saptandi (Sekil 35).

Fertil ve infertil gruplarin proliferasyon donemlerinde eksprese olan miRNA
karsilastirilmas1 sonrasinda fertil grupta ozellikle mi23a, miR-21, miR-199a* ve
miR-200b’nin inefertil gruba oranla daha fazla oldugu (Sekil 36), erken sekresyon
donemlerinde ise Ozellikle miR-23a ve miR-125b’nin infertil grupta istatistiksel
olarak anlamli eksprese oldugu izlendi (Sekil 37). Tiim gruplarin miRNA ekspresyon

verileri Sekil 38’de verilmistir.
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Sekil 34: Fertil gruplarin proliferasyon ve erken sekresyon donemlerine ait miRNA
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Sekil 35: Infertil gruplarin proliferasyon ve erken sekresyon donemlerine ait MiRNA

ekspresyonlari.
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Sekil 36: Fertil ve infertil gruplarmn proliferasyon dénemlerine ait miRNA
ekspresyonlart.
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Sekil 37: Fertil ve infertil gruplarin erken sekresyon donemlerine ait mMiRNA
ekspresyonlari.
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Sekil 38: Fertil ve infertil gruplarin proliferasyon ve erken sekresyon

donemlerine ait MIRNA ekspresyonlari.
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7. TARTISMA

Implantasyon reseptif endometriyum ile adhezif embriyo arasindaki kompleks
diizenlenim sonrasinda gergeklesir. Ozellikle bu ikili arasindaki siirecin implantasyon
penceresi ad1 verilen ¢ok kisa bir zaman diliminde ger¢eklesmesi de implantasyonun
basarisinda bu asamada salgilanan faktorlerin dogru yerde ve zamanda salgilanmasi
ile dogrudan iliskilidir (Estella ve ark. 2012). Hem endometriyum hemde embriyo ya
(0zellikle blastokist asamasinda implante olmaya hazir) ait implantasyon penceresi
stiresindeki silirecte salgilanan molekiiler diizenlenimlere ait bir¢ok veri bulunmasina
ragmen, bu mekanizma tam olarak agiklananamustir.

MIRNA’larin tanimlanmasi1 ile birlikte bircok biyolojik siiregle birlikte
implantasyon siireci de farkli bir bakis agisi ile aydinlatilmaya c¢alisilmaktadir. Olgun
miRNA’lar endojenaz kodlanmayan RNA’lar olup insanda 2000’e yakin miRNA
tarif edilmistir. Her bir miRNA yiizlerce genin kontroliinii diizenler. Ozellikle hiicre
farklilasmasi, biiylimesi, morfogenezi, 6liimii ve metabolizmasinda rol oynayan
bir¢cok genin diizenlenmesinde rol oynarlar (Creighton ve ark. 2010).

miRNA ekspresyonu ¢ekirdek i¢i ve sitoplazmik kismi olmak iizere iki
ortamdaki kontrol mekanizmalar1 ile salinmaktadir. Pri-miRNA’nin pre-miRNA
olarak olusumu Drosha tarafindan kontrol edilir. Cekirdek i¢cinde gerceklesen bu
asama sonrasinda pre-miRNA exportin 5 ve Ran-GTP araciligi ile sitoplazmaya
salinir ve Dicer tarafindan maturasyonu gergeklesir (Nothnick ve ark. 2010).

Dicer, c¢ift sarmal RNA ve pre-miRNA’y1 kiiciik interfering RNA ve
miRNA’lara ayirir. Ayrica Dicer RISC’in aktivasyonunu da kolaylastirir. RISC ise
RNA interferans icin temeldir ve Argonuate bilesenine sahiptir. Argonuate ise
mRNA degrede edebilen bir endoniikleazdir. Dicer enziminin ekspresyon
seviyelerine bakilarak, tiimorlerin viicut icinde var olup olmadigini belirleme igin
kullanilabilir. Bir calismada kanser olan bircok hastada Dicer’in ekspresyon
seviyelerinin azaldigr gosterilmistir. Aymi ¢alisma disiik seviyelerde Dicer
ekspresyonunun diisiik hasta sag kalim stiresi ile korele oldugunu da gdstermistir
(Merritt ve ark. 2010).

Calismamizda Dicer immunoreaktivitesi fertil grupta sadece proliferasyon
evresinde luminal epitelde gozlenir iken, infertil grupta hem proliferasyon hem de

erken sekresyon evresinde hem luminal ve bez epitellerinde hem de stromada
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gozlenmistir. Ozellikle Dicer’in infertil grupta fertil gruba oranla daha fazla
immunoreaktvitesinin gézlenmis olmasi, pre-miRNA’larin daha fazla maturasyonu
ya da daha fazla miRNA ekspresyonu olmasindan dolay1 daha fazla Dicer’a ihtiyaci
oldugunu diistindiirdii. Cekirdek icerisinde translasyon sirasinda gerekli olan Drosha
ise Dicer ile birlikte infertil grupta hem erken sekresyon hem de proliferasyon
evrelerinde luminal ve bez epitelleri ile birlikte stromada da varligmin tespit
edilmesi, infetil grupta daha fazla miRNA transkripsiyonu oldugunu ve Dicer ile
birlikte ayn1 donemlerde ekspresyonlarinin fazla olmasi da fazla transkripsiyonun
oldugunu desteklemektedir. elF2a ile eI[F2C immunoreaktivteleri ise infertil ile fertil
gruplarda erken sekresyon ve proliferasyon evrelerinde benzer olarak goriilmesi
lizerine, infertil gruplarda bu iki proteinin endometrial dongiide etkisinin daha az
oldugunu diisiindiirdi.

Fertil ve infertil gruplar kendi iglerinde karsilastirildiginda ise, gruplar iginde de
immunoreaktivitelerinin benzer olmasindan dolayi, fertilite ve infetilite duruma gore
menstrual siklus icerisinde ekspresyonlarin dongiisel olarak ayni oldugunu
diistindiirdi.

Daha oOnceden uterus i¢indeki miRNA’larin ekspresyonunun steroidal kontrol
altinda oldugunu gosterilmistir ve bu dicerl genindeki bozulmadan dolay1 oldugu
Oone strilmistir. Olgun mMIiRNA’lar1  tretiminde rol oynayan Dicer in
ekspresyonundaki aksakliklardan dolay1 disi iireme sisteminde gelisimsel ve
fonksiyonel anormalliklere yol agabilir. Deneysel fare modelinde yapilan ¢alisma
sonucunda Drosha, Dgcr8, Exportin-5 ve Dicerl ile miRNA’larin biyogenez
enzimlerinin steroidal diizenlenmesini incelendiginde sadece progesteronun dicerl
ekspresyonunu arttirdigi, dstrojen ve progesteronun da énemli derece de Exportin-5
mRNA ekspresyonunu arttirdigr  goriilmistiir  (Nothnick ve ark. 2010). Bu
calismadan miRNA’larin biyogenez komponentleri olan Drosha, Dgcr8, Exportin-5
ve Dicerl’in fare uterusunda eksprese oldugu, Exportin-5 ve Dicerl’in miRNA
biyogenezinde ana steroid diizenleyici komponentler olarak goriildiigli sonucuna
varildi. Calismamizda da infertil grupta Dicer immunoreaktivitesinin fertil gruptan
farkli olarak hem proliferasyon hemde erken sekresyon evresinde gézlenmis olmasi,
hormonal diizenlenim etkisi ile ve/veya yoksa infertiliteye neden olabilecek ya da

infertilite sebeplerinden dolayr salinimi saglanamayan endometrial dokuda gerekli
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miRNA larin sentezi ile iligkili oldugunu séyleyebiliriz. Bu gézlemler transkripsiyon
seviyesinde miRNA ekspresyonunu steroidlerin modiile etmesinin yani sira, onlarin
olgun sitoplazmik formuna gelisebilmesi i¢in gerekli olan miRNA biyogenez
komponentlerinin ekspresyonunun diizenlemesi ile miRNA ekspresyonu {izerine
etkileri olabilecegi diistindliirmektedir.

mMIRNA’lar 19-22 niikleotid uzunlugunda kodlanamayan RNA’lar1 igerir. Hem
normal hem hastalik durumundaki endometriyumda c¢ok sayida miRNA
tanimlanmistir ve fonksiyonel ¢alismalar bu dinamik dokularda miRNA diizenleyici
yolaklar1 gostermistir. Son zamanlarda, dolasan miRNA kdokenlerine uzak
bolgelerdeki hiicrelere etkileri gosterilmistir (Valadi ve ark. 2007).

Implantasyon siirecindeki endometriumu prereseptif, reseptif ve refraktdr faz
olarak ayirir isek, 9 miRNA omik ¢alismasinda farkli evrelerde farkli memelilerde
farkli miRNA’larin salgilandig1 bildirilmistir (Liu ve ark. 2015). Insan da miR-21,
miR-30d, miR-145, miR-181a ve miR-542-3p ckspresyonlar1 gozlenir iken, farede
miR-21, miR-101a, miR-141, miR-193, miR-199a, miR-200a, miR-429, miR-451,
let-7a ve let-7a/b ekspresyonlari saptanmistir. Siganlarda ise miRNA ekspresyonlari
daha az olup miR-29a, miR-98, miR-143 ve miR-199a olarak bulunmustur. Bu da
farkli endometrial dokuda implantasyon stirecinde farkli miRNA ekspresyonlarinin
oldugu ve bu nedenle insan ile diger primatlar arasindaki endometrial dongiide ve
implantasyon siirecinde farkliliklar olabilecegi vurgulamaktadir (Hunt ve ark. 2013).

Insan calismalarma ait olan drneklerde 6zellikle Let-7, miR-200 ve miR-17-92
ailelerine ait olan miRNA ¢alismalar1 sonucunda implantasyonun hemen 6ncesinde
endometrial luminal epitelinde ve implantasyonda uterus dokusunda her {i¢ aileye ait
ekspresyon gozlenir iken, gecikmis ve aktive edilmis implantasyon olgularinda Let-7
ve miR-17-92’nin ekspresyonu gozlenmistir (Chakrabarty ve ark. 2007). Herhangi
bir infertilite Oykiisii olmayan endometrial dokuda ge¢ proliferasyon donemle
sekresyon donemi karsilastirildiginda 6zellikle miR-30 ekspresyonun oldugu,
sekresyon doneminde ise miR-30’a ilaveten Let-7 ekspresyonun oldugu saptanmistir.
miR-200 ailesine ait ekspresyonlarin reseptif uterusada digerlerine nazaran daha
diisiik oldugu gézlenmistir (Kuokkanen ve ark 2010).

miR-101a ve miR-199a siklo oksijenaz 2 ekspresyonunu diizenlemistir, ki bu

implantasyon i¢in gereken enzimdir ve bu enzim prostaglandin sentezinde sinirlayici
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basamagi kontrol eder (Chakrabarty ve ark. 2007). miR-21, kemirgenlerde
implantasyon-spesifik miRNA’lardan bir tanesidir (Xia ve ark. 2010), ovariyektomi
yapilmis farelerde progesteron tarafindan down-regiile edilir ki, bu IVF
programlarinda endometriyal resptivite lizerine artmis progesteronun zararh etkisini
aciklayabilir (Chandana ve ark. 2010; Hu ve ark. 2008). Fare implantasyonundaki
miR-21’in belirlenmis etkilerinin IVF tedavisine bagvuran kadinlarda incelenmis ve
endometriyumda erken progesteron artist ile miR-21 down regiilasyonu
goriilmemistir (Li ve ark. 2011, Carletti ve Christenson 2009).

Bazi miRNA’larin fonksiyon kaybi manipiilasyonu miR-222 ve miR-29b’nin
adhezyon ve ekstraselliiler matriks olusumunda ki miR-29b’nin asir1 ekspresyonunun
desidualizasyon cevabini etkiliyor olmasina ragmen (Hawkins ve ark. 2011), 6nemli
genlerin ekspresyon seviyelerini degistirdigi de bilinmektedir (Qian ve ark. 2009).

Bununla beraber patolojik durumlarda da miRNA ve kontrol eden molekiiler
diizenlenimlerde de degisikliklikler goriilmektedir. Endometriozis olan ve olmayan
kadinlarin endometrium ifade edilen belirli miRNA'lar tespit edilmistir (Pan ve ark.
2007). Otopik ve ektopik endometrium ciftlerinde 287 tane miRNA’larin ekspresyon
profilleri gosterilmistir, bu MIRNA’larin 65 tanesi analiz sirasinda belirlenen esik
diizeyinin lstiinde eksprese olmustur (endometriyosiz olmayan kadinlarin
endometriyumunda progresif diisiis seklinde eksprese olmustur, 6topik ve ektopik
endometriyum giftlerindeki ekspresyona oranla). Istatistiksel analiz ile bu dokular
arasinda 48 farkli miRNA eksperese oldugu tespit edilmistir ve bunlardan 32 tane
mMIRNA izole endometrial stromal hiicre ve glandiiler epitel hiicreden elde edilmistir.
Endometriozisli olgular saglikli kontrollerle karsilagtirildiginda, endometriyozis olan
kadinlarin endometriyumlarinda proliferatif fazda miR-135a’nin, proliferatif ve
sekratuvar fazda ise miR-135b’nin yiiksek ekspresyonun oldugu goriilmiistiir
(Petracco ve ark. 2011). Bu miRNA’larm endometrial reseptivitenin anahtar
mediyatorii olan HOXA10 nin hedefi olmasindan dolayr endometriyal reseptiviteyi
baskilayabilecegi ongiiriilebilir.

miR-199a ile endometriyal hiicrelerin transfeksiyonu | kB kinaz / NF kB
sinyalizasyonu ile bastirilmis ve IL-8 sekresyonunu inhibe etmistir. Bu nedenle,
endometriyozisli kadinlar1 endometriyal stromal hiicrelerinde miR-199a’nin diisiik

ekspresyonlar1 (Dai ve ark. 2012) inflamatuvar mediyatorleri up-regiile etmesi
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nedeniyle azalmis endometriyal reseptivite ve implantasyon defekleri ile
sonuclanabilir (Wu ve Ho 2003).

miRNA’lar 6topik ve normal endometriyum ile karsilagtirildiginda miR-17-5p,
miR-23a, miR-23b and miR-542-3p’nin ekspresyonunu degerlendirmis ve onlarin
tahmin edilen hedef genleri, steroidojenik akut diizenleyici protein, aromataz ve
siklooksijenaz-2 ve endometrial stromal ve glandular epitelyal hiicrelerdeki
ekspresyonuna over steroidlerin etkilerini degerlendirilmistir. Sonugta ektopik
endometriyum, O6topik endometriyum ve normal endometriyum karsilastirililmasi
sonucunda miR-17-5p yiiksek diizeyde, miR-23b ve miR-542-3p daha diisiik
diizeyde eksprese oldugu goriilmiistiir (Tannaz ve ark. 2008). Buda endometriosiz
patogenezinde miRNA ekspresyonlarinin 6nemini diisiindiirmektedir.

miRNA’nin post-traskripsiyon gen regiilasyonunu 1ii¢ yolla etkiledigi
sOylenebilir: translasyon inhibisyon, translasyon arttirma (enhencement) ve mRNA
bozulmasi. Ureme organ dokular1 bu iic mekanizmadan birini veya tiimiinii
kullanabilir. miRNA’nin tireme organ dokularindaki rolii esasen dort farkli yontem
ile gerceklesmekte : 1) Dokuya 6zel kosullu Dicer 1 nakavt fare olusturarak miRNA
ekspresyonunu indirmek [Dicer 1’in delesyonu embriyonik olarak lethaldir
(Bernstein ve ark. 2003)]; 2) Klonlama ve mikrodizi analizi kullanarak hiicre ve
dokulardaki miRNA ekspresyon profilini tespit etmek; 3) Tamamlayict 2'O-metil ya
da kilitli niikleik asit (LNA) oligoniikleotidin inhibitoriinii kullanarak 6zel miRNA
fonksiyonunu incelemek; ve 4) genler miRNA tarafindan regiilasyon oldugu tek tek
analize edilen aday gen yaklasim yontemini kullanarak belirli bireysel miRNA tespiti
yapmak (Carletti ve Christenson 2009).

Ostrojenin uterus miRNA ekspresyonunu etkileyip etkilemedigini incelemek igin
Hong ve ark. (2008) estradiol 17-f veya tasiyici (kontrol) ile overektomi uygulanmis
olan farelerde tedavi uygulamis ve biitiin uterus dokusu iizerine miRNA mikroarrayi
yapmustir. 123 miRNA’nin uterus i¢inde eksprese oldugunu, Ostrodiol tedavisi
sonrast 30 miRNA’nin upregile ve 19 miRNA’nmin downregiile oldugunu
gostermistir. Down-regiile miRNA’lardan biri, miR-705 matriks metalloproteinaz-9
(MMP-9) mRNA’nin hedefi oldugu tahmin edilmektedir. Ostrojen tedavisinden
once, MMP-9 protein ekspresyonu diisiik fakat onun mRNA ekspresyonu yiiksek

oldugu ve Ostrojen tedavisini takiben bu ekspresyon profilleri tam tersi sekilde

140



seyrettigi bulunmustur. Bu nedenle, bu model MMP-9'un translasyonel baski ile
sonuglanan miR-705’1 yiiksek ifade edildigi, Ostrojen tedavisinin yapilmasi
gerektigini ve tedaviye takiben miR-705 diizeyleri diistiigliniin goériildiigii bu yiizden
MMP-9 ¢evrilebilecegini gostermektedir (Hong ve ark. 2008).

Iki calismada embriyo implantasyonuna yanit olarak uterus icindeki miRNA
ekspresyonlar1 incelenmistir. Ik calismada, embriyo implantasyonu igin uterusun
pre-reseptif oldugu siire boyunca d1 gebe fare uteruslari tizerinde miRNA mikroarray
yapilmis, Ostrojen yiiksek bulunmustur, d4 gebe farelerde ise progesteron yiiksek
bulunmustur (Chakrabarty ve ark. 2007). Reseptif fazda 2 miRNA upregiile olmustur
bunlar miR-101a ve miR-199a*’dur.

Uterus luminal epitelindeki PTGS2’nin ekspresyonu embriyo implantasyonu i¢in
gereklidir. Boylece, miR-101a ve miR-199a* embriyo implantasyon yerinde sikica
PTGS2 ekspresyonunu diizenlenmesinde rol oynayabilir, boylece rahim igerisinde
baska bir yerde, gereksiz biliylimesini Onler. Ayrica, uterus stromal hiicrelerinde
desidualizasyon 1i¢in PTGS2 ekspresyonu gereklidir, miR-10la ve PTGS2
ekspresyon profilleri desidualizasyon sirasinda ters orantilidir. Bu yiizden, miR-101a
ve mMiR-199a embriyo implantasyonu ve es zamanli desidualizasyon boyunca
muhtemel PTGS2’nin 6nemli regiilatorleridir (Chakrabarty ve ark. 2007).

Ikinci calismada, fare uteruslarmda implantasyon olan ve olmayan sahalarda
implantasyon  yerlerinde  miRNA  mikroarray  gergeklestirilerek ~ miRNA
ekspresyonlar1 dogrudan incelenmistir (Hu ve ark. 2008). Calismada 13 miRNA
implantasyon yerlerinde upregiile, 2 tanesinin de down regiile oldugu tanimlanmustir.
Northern blot analizleri ise sadece iki miRNA prokiirsdr formlarinin, miR-290-5p ve
mMiR-292-5p’nin upregiile oldugunu gostermistir.

miRNA’larin daha oOnce hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasinda rol oynadigi
bilinmektedir. Sadece endometriyum da degil, embryonik miRNA salinimlarinlarida
gelisimsel siirecte énemlidir. Implantasyon éncesinde embryodan salgilanan miRNA
larin endomteriyal reseptivite ilizerine olan etkiside tam olarak bilinmemektedir.
miR-21, blastosist etrafinda alt luminal stromada yiiksek ekspresyonla implantasyon
yerlerinde upregiile olmaktadir (Hu ve ark. 2008). miR-21 gebelik di1-4
donemindekilerde eksprese olmamustir, sadece implantasyon bolgesinde gebeligin d5

doneminde upregiile olmustur ve daha sonra desiduada d6—8 doneminde yiiksek
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seviyede goriilmiistiir. miR-21 yalanci gebelik sirasinda eksprese olmamistir, bu
yiizden miR-21’in ekspresyonu embriyo varligina bagli oldugunu desteklemektedir.

Implantasyon bolgeleri arasinda miR-21 diisiik iken, Reck yiiksektir;
implantasyon bolgesi icinde miR-21 yiiksek iken, Reck diisiiktlir; dolayisiyla bu
MMP’nin aktive olmasini saglar. Arastirmacilar bunun ekstraseliiler matriksin analizi
icin olanak sagladigin1 ve plasenta gelisimi icin anjiyogenezin gerektigini
diistinmektedirler (Hu ve ark. 2008).

miR-21 kendi promotor bolgesinde transkripsiyon 3 (STAT3)’iin sinyal
doniistiiriicii ve aktivatorii icin baglayict bolgelere sahiptir, ki bunun Loffler ve ark
(2007) tarafindan miR-21 transkripsiyonunu arttirdigi gosterilmistirmistir. Losemi
inhibitor faktor (LIF) embriyo implantasyonu i¢in gereklidir ve STAT3’{in aktive
olmasina sebep olur. STAT3 fare uterus epitelinde ¢ekirdegin yer degistirmesi ve
aktive olabilmesini saglar (Cheng ve ark. 2001).

Tekrarlayan implantasyon basarisizligi, tekrarlayan diisikk ve endometriozis
giinlimiizde tedavi yontemleri sinirli olan ve gogunlukla yillar sonra teshis edilen
sorunlardir. Biiyiik 6lgekli miRNA profilleme calismalarinda ilk kanit miRNA nin
endometriyumda menstrual siklusu degistirmesi gibi endometriyal bozukluklara
katkida bulundugudur (Hull ve Nisenblat 2013). Yeni nesil ¢alismalar sonrasinda
mMiRNA ve onlarin hedefleri etkileyebilecek biyolojik siire¢leri tahmin etmek
miimkiin olabilmektedir ve bazi fonksiyonel g¢aligmalar endometriyal hiicrelerin
miRNA/hedef mRNA etkilesimleri deneysel olarak dogrulanmistir. Yeni bulunan
ilerlemeler, endometriozis ile iliskili plazma ve serumun tanimlanmasim
saglamaktadir, bu kiigiik molekiiller uzak bolgelerde endometriyal olmayan hiicreler
ile etkilesime aracilik ettigi olasiligi yiiksektir ve noninvazif teshis testlerinin
bilesenleri gibi potansiyele sahiptir (Hull ve Nisenblat 2013).

Bununla beraber insan endometriyal stromal hiicrelerin desidualizasyon boyunca
eksprese olan miRNA profilleri belirlenmis ve bu siire¢ boyunca miRNA biogenesiz
enzimi olan dicer i¢in ihtiyac1 gerekliligide vurgulanmistir (Estella ve ark. 2012). O
nedenle dicer’in endometrial diizenlenim sirasinda en Onemli olanlardan biri
olabilecegi diisiiniilmekte, elde edilen ¢calismamiz sonucunda da boyle olabilecegini
desteklemektedir. Dicer fonksiyonu ile HOXA10, COX2, SP1, C/EBPB ve FOXO1
ekspresyonunun yani sira Prolactin, IGFBP-1, MPIF-1 ve TIMP-3 sekresyonunu da
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analiz edilmesi sonrasinda dicer’in endometrail reseptivite ve implantasyon siireci ile
direkt iligkisi olabilecegini desteklemektedir (Estella ve ark. 2012).

Totalde desidualize olan insan embriyonik kok hiicrelerden desidualize olmayan
hiicrelere oranla 26 mMIRNA upregile 17 miRNA downregiile olmustur.
Desidualizasyon siireci boyunca 3 miRNA ailesi, ki bunlar miR-181, miR-183 ve
miR-200 down regiile olmustur. miRNA’larin hedef tahmin algoritmalar
kullanilarak bu miRNA'lar tarafindan diizenlenen potansiyel hedefleri ve yolaklari
belirlenmistir (Estella ve ark. 2012).

miRNA datalarmin genel olarak degerlendirilmesinde aday mikroRNA’lardan
miR-21, miR-23a, miR-199a* ve mMiR-200b’nin ifadesinin fertil Orneklerin
proliferasyon doneminde yiiksek oldugu ancak sekresyon donemine gecisle birlikte
miktarlarinda azalma oldugu goriilmektedir. Ad1 gecen miRNA’larin ifadesi infertil
orneklerin proliferatif doneminde ciddi miktarda azalmaktadir. Bu mikroRNA’larin
ifadelerinin proliferasyon icin gerekli oldugu varsayimindan yola c¢ikarak, infertil
grupta ihtiya¢ olduklar1 donemde miktarlarinda azalma olmasi, ilgili miRNA
ifadesinde azalmanin proliferasyondaki gen ifade siireglerini etkileyebilecegini
distindiirmektedir.

MiR-199a* ve 200b proliferasyonu tetiklerken, miR-23a ve miR-21
antiapoptotik etki gostermektedirler. Dolayisiyla ilgili miRNA ifadelerinin yiiksek
olmasi, proliferasyonun diizenlenmesinde rol oynayabilecegi hipotezini
desteklemektedir.

miRNA analizleri sonucunda, fertil ve infertil gruplarda proliferasyon ve erken
sekresyon donemlerinde farkli miRNA ekspresyonlarmin oldugu gozlenmistir.
Ozellikle hiicre proliferasyonu kontrol eden miRNA larm fertil grupta
ekspresyonlarinin olmast uyumlu iken, infertil grupta ekspresyonlarinin azalmis
olmasi infertilite sebepleri arasinda olabilecegini diisiindiirdii. Bununla beraber
infertil grupta Ozellikle miR-23a, mMiR-125b’nin fertil gruba oranla anlaml
ekpresyonu olmasi, infertil endometrial diizenleniminde rol oynayabilecegini
diisiindiirdii. Alinan orneklerin endometrial epitel, bez epiteli veya stromasindan
kaynaklanip kaynaklanmadigi tiim doku Ornegi analizi yapilmasi nedeni ile

ayrimlandirilamamigtir.  Bununla beraber analiz edeilen miRNA’larin  hedef
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genlerinin de incelenmesi infertilitede endometrial diizenlenimin anlasilabilmesi igin
onemli olacaktir.

Endometriyal normal diizenlenim ve patolojik durumlardaki degisikliklerin
anlagilabilmesi i¢gin miRNA fonksiyonunun bilgisi giin gectikce artmakta ve
implantasyon, plasentasyon ve endometriozis hastaliklart igin miRNA-bazli terapiler
gercekei bir hal almaya baslamistir. Bu nedenle, endometriyal dokuda miRNAnin
dogru biyolojik roliiniin belirlenmesi hem teshis hemde tedavi i¢in 6nemli oldugu

sonucuna varilmistir.
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8. SONUC VE ONERILER

Calismada, fertil ve infertil olgularda menstrual siklusun proliferasyon ve erken
sekresyon donemlerinde luminal epitel, bez epitel ve stroma bolgelerinde, miRNA
biyogenezinde Onemli rollere sahip Dicer, Drosha, elF20 ve elF2C (AGO-1)
molekiillerinin immunohistokimyasal dagilimlar1 incelenmis, Orneklerde RNA
ekstraksiyonu yapildiktan sonra RNA izolasyonu ve kalitesinin 6l¢iilmesi kantitatif
real time polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR) yontemi ile yapilmis ve belirlenen
miR-17-5p, miR-23a, miR-23b, miR-542-3p, miR-21, miR-199a*, miR-705, miR-
20a, miR-26a, miR-125b, miR-200a/b/c miRNA’lar analiz edilmistir. Ayrica fertil ve
infertil gruplara ait proliferasyon ve erken sekresyon donemlerine ait endometriyum
ornekleri hematoksilen eozin boyamalari ile morfolojik olarak incelenmistir.

Dicer proteini, fertil gruplarda proliferasyon doneminde luminal epitelde erken
sekresyon donemi orneklerine oranla daha fazla eksprese olmus iken, bez epiteli ve
stromada proliferasyon ve erken sekresyon doneminde Dicer immunoreaktivitesi
negatif izlenmistir.

Dicer proteini, infertil gruplarda ise, proliferasyon donemi orneklerinde erken
sekresyon donemi ile kiyaslandiginda hem luminal ve bez epitellerinde hem de
stromada daha fazla eksprese oldugu goriilmiistir.

Dicer proteini i¢in proliferasyon donemi 6rnekleri incelendiginde, infertil grupta
daha siddetli boyanma oldugu saptanmistir. Erken sekresyon donemi boyamalar
karsilastinlldiginda ise fertil grupta hi¢c boyanma gozlenmez iken, infertil grupta
luminal epitelde daha fazla olmak iizere hem bez epiteli hem de stromada da az da
olsa boyanma izlenmistir.

Drosha proteini, fertil gruplarda erken sekresyon doneminde luminal epitelde
proliferasyon donemi orneklerine oranla daha fazla eksprese olmus iken, bez epiteli
ve stromada proliferasyon ve erken sekresyon doneminde Drosha immunoreaktivitesi
negatif izlenmistir.

Drosha proteini, infertil gruplarda ise, proliferasyon donemi 6rneklerinde erken
sekresyon donemi ile kiyaslandiginda hem luminal ve bez epitellerinde hem de
stromada daha fazla eksprese oldugu goriilmiistiir.

Drosha proteini i¢in proliferasyon donemi oOrnekleri incelendiginde, infertil

grupta daha siddetli boyanma oldugu saptanmistir. Erken sekresyon doénemi
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boyamalar1 karsilastirildiginda ise fertil grupta sadece luminal epitelde boyanma
gozlenir iken, infertil grupta luminal epitelde daha fazla olmak tizere hem bez epiteli
hem de stromada da boyanma izlenmistir.

elF2a proteini, fertil gruplarda erken sekresyon doneminde luminal ve bez
epitellerinde proliferasyon donemi Orneklerine oranla daha fazla eksprese olmus
iken, stromada proliferasyon doneminde erken sekresyon donemine oranla daha fazla
eksprese olmustur.

elF2a proteini, infertil gruplarda ise, proliferasyon ve erken sekresyon
donemlerinde luminal epitel ve stroma benzer boyanma gozlenir iken, bez epitelinde
proliferasyon donemi Orneklerinde negatif iken erken sekresyon doneminde zayif
siddette boyanma izlenmistir.

elF2a proteini igin proliferasyon dénemi 6rnekleri incelendiginde, luminal epitel
ve stromada benzer boyanma goriilmiis, bez epitelinde ise fertil grupta zayif siddette
boyanma var iken infertil grupta negatif oldugu saptanmistir. Erken sekresyon
dénemi boyamalari karsilastirildiginda ise fertil grupta infertil gruba oranla luminal
ve bez epitellerinde daha fazla boyanma gozlenir iken, stromada ise infertil grupta
boyanma daha fazla gorilmiistiir.

elF2C proteini ise fertil ve infertil grup proliferasyon ve erken sekresyon donemi
orneklerinin hepsinde negatif oldugu gozlenmistir.

Tiim bu bulgular degerlendirildiginde, miRNA biyogenezi slirecinde 6nemli olan
molekiillerden Dicer basta olmak {izere Drosha’ninda gruplar arasinda yiiksek
farklilik gostermesi ve Ozellikle infertil grupta daha fazla eksprese olmasi bu
molekiillerin infertilite ile iliskilendirilebilecegini diisiindiirdii. Bu iki enzime kars1
gelistirilecek olan inhibitor molekiiller veya maddeler ile infertilite tedavisinde
kullanilmasi olas1 arastirma konularindandir.

Ozellikle implantasyon basarisizligi, tekrarlayan gebelik kayiplar1 vb. iireme
hastaliklar1 goriilen olgularda menstrual siklusun farkli donemlerinde farkli molekiil
ve miRNA’larin eksprese oldugunun goriillmesi, bu molekiillerin ve/veya
miRNA’larin fazla veya eksik salgilanmasindan dolayr bu basarisizliklarin
olustugunu ve bu hastalara yeni bir tedavi protokolii olusturulabilecegini

diistindiirdi.
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