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l. GiRiS

Memelilerde turin devamlihgini saglayan udreme; disi Ureme organinda
dollenme ile baglamaktadir. Ddllenme olayini takiben embriyo ve eklerinin
endometriyuma tutunmasi (implantasyon) gerceklesir. implantasyon tiirler
arasinda farklihk gosteren karmasik mekanizmalarla gergeklesmekte ve
implantasyon igin endometriyum cesitli faktorlerle diizenlenen, yapisal, hicresel
ve molekuler olaylarin dahil oldugu bir hazirlik donemi gecirmektedir (1). Basarili
bir implantasyon, hem uterusun ovaryum steroidlerince kontrol edilen bir dizi
O0zgun farklilagmasi, hem de blastokistin kesin bir aktivasyon evresine erigmis
olmasini gerektirir. Ayrica blastokistler, sadece implantasyonun pencere
déneminde lUminal epitel (LE) ile implantasyon etkilesimine girebilirler.
implantasyonu takiben plasentasyon olarak isimlendirilen evrede, plasenta
olusumu ile implantasyon olayl tamamlanir ve gebelik doneminin sonuna kadar
embriyoyu destekleyecek olan yapi kurulmus olur (1).

implantasyon mekanizmalari, bu mekanizmalara katilan molekdller ve bu
molekullerin etkileri halen tam olarak aydinlatilabilmis degildir. Bir¢gok dis etkenin
implantasyon ve gebelik Gzerine etkisi oldugu dusunulmekte ve
arastirlmaktadir. Bunlar beslenme, kullanilan ilaglar, genetik, etnik yapi ve daha
bircok faktori kapsamaktadir.

Halk arasinda "balikyagi" olarak bilinen g¢oklu doymamis yag asitlerinden
olan Omega 3 ile bitkisel yaglarda bulunan Omega-6 yag asitleri; hiicre zarinin
temel yapi tasi olan fosfolipitlerin yapisina katiimasi dolayisi ile doéllenme
anindan baglayarak fetal donemden itibaren yasam boyunca 6nemli yer tutarlar

(2). Bu nedenle bu arastirmamizda diyetle alinan Omega 3’Un
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implantasyon mekanizmalarinda molekuler dizeyde etkisinin olup olmadigini
arastirmay! planladik. Lésemi inhibitér Faktdr (LIF) ve Laminin implantasyonda
artis gosterdigi bilinen belirtecler olup Omega-3 verilen ve verilmeyen deney

gruplarinda karsilastirma araci olarak kullanildi.



Il. GENEL BILGILER

Gebeligin olugsmasinda ilk agama saglikl bir embriyonun saglikh bir
endometriyuma implantasyonudur. implantasyon, hem embriyo hem
endometriyumun katildigi ve bir ¢ok faktor tarafindan etkilenen karmasik bir
olaydir. Herhangi bir faktortin eksikligi veya bozuklugu implantasyona olumsuz
etki edecektir. Endometriyum menstruel siklus boyunca bir dizi degisikliklere
ugramakta eger gebelik meydana gelirse bu degisimler olduk¢a karmasik hale
gelerek kendisini gebelik sirecine uyumlu hale getirmektedir (3).

1. Endometriyum

Endometriyum, bazal ve fonksiyonel tabakadan olusan ve myometriyumu
orten dinamik bir dokudur. Uterusun mukozal kilifi olup basit prizmatik epitel ve
lamina propriadan olusur. Buradaki hicrelerin sayilari, aktivitesi, fonksiyon ve
yapisi menstrual siklus boyunca ve gebelik sirasinda degismektedir.
Endometriyum, uterusun mukozal siniridir ve temel olarak iki tabakadan olugur;
superfisiyal fonksiyonalis tabakasi ve daha derinde bulunan bazalis tabakasi (3).

Uterin siklus esnasinda endometriyum ve miyometriyum siklik degisiklikler
gecirir. Endometriyumdaki siklik degisiklikler yapisinda bulunan glanduler,
stromal ve vaskiler yapilar olmak uzere her 3 komponenti de kapsar (4). Bu
sirada blastokist implante olur ve gebelik baslarsa siklus durur, fonksiyonel ve
bazal tabakalar biylime ve farklilagsma donemine girerler. Stratum (lamina)
bazalis; miyometriyuma en yakin tabaka olup, endometriyum bezlerinin son
bolimandn bulundugu ve bag dokusu elemanlarinin ¢gogaldigi bag dokusu

tabakasidir. Bazal tabakanin kendisine ait kan damarlari vardir ve menstruasyon



sirasinda dokulmez. Siklus degisikliklerine katilmaz. Her menstruel siklus
sonunda, buradan yeni endometriyum geliserek fonksiyonalis tabakasinin
rejenere olmasina kaynaklik etmektedir (3,5).

Stratum (lamina) fonksiyonalis (fonksiyonel tabaka); siklus degisikliklerine
katilan tabaka olup, menstruasyon sirasinda ve dogumdan sonra dokulur.
Fonksiyonel tabaka spongiosum ve kompakta olmak Uzere 2 ayri tabakadan
olusmaktadir. Stratum spongiosum; stratum bazalisin Uzerinde olup, genis
bezlerin ve 6demli stromanin varligi nedeniyle singer gérinimunde bir bag
dokusudur. Endometriyum bezlerinin genis ve kivrimli bolumleri bu tabakada
bulunur. Stratum kompakta; uterus lumenine bakan en yuzeysel kisim olup,
bezlerin agiz kisimlarini igerdigi icin kompakt gérinimdedir (3,6).

Menstriel siklus fazi sirasinda endometriyumda meydana gelen morfolojik ve
fizyolojik degisiklikler, hipotalamus, hipofiz, ovaryum ve uterusun karsilikli
etkilesimi sonucu hormonal olarak kontrol edilmektedir (5).

2. Endometriyumun implantasyona Hazirlanmasi

Overyan 6strojen ve progesteron basaril bir gebelik igin gerekli olup
implantasyon i¢in uterusu uygun hale getirir. Hem epitelyal hem de stromal
kisimlar 6strojen ve progesteron reseptorlerini eksprese eder ve elde edilen
yanit hormonlarin konsantrasyonunun yani sira bu reseptdrlerin seviyesine de
baghdir (6). Blastokistler, endometriyal epitel ile sadece implantasyonun
pencere doneminde etkilesime girebilirler. Bunu belirleyen ise, korpus
luteumdan salgilanan progesteronun, endometriyumdaki etkileri ve bunlari takip
eden gebeligin 4. gunundeki kiaglk bir dstrojen pikidir. Bu sebepledir ki dstrojen
ve progesteron, endometriyal maturasyonun dizenlenmesinde anahtar role
sahiptir (7, 8, 9, 10).

Endometriyal maturasyon; ylzeyel mikrovillus ve silyali hicrelerin kaybinin
yani sira pinopod adi verilen endometriyumun apikal yuzeyindeki hicresel
cikintilarin geligimi ile de iligkili olup pinopod olugsumunun progesterona oldukga

bagimh oldugu bilinmektedir (6).



Progesteron erken embriyonik gelisim, implantasyon, plasentasyon ve fetal
gelisim igin gerekli olan uterin fonksiyonlarin devamini saglamaktadir.
Desidualizasyon sirasinda stromal hicreler progesterona yanit olarak desidual
hucrelere differansiye olmaktadir. (11, 12)

Desidual reaksiyon; endometriyumun implantasyona hazirlik ve ona yanit
olarak desiduaya donusumudur (13). Desiduadaki bag dokusu hticreleri glikojen
ve yag depolayarak blyur ve poligonal hicreler olustururlar. Glikojenden zengin
solgun ve buyuk hicreler fibroblasttan donlsen desidua hucreleridir.
Desidualizasyonda endometriyal stromal hicrelerin buyukliklerinde,
bicimlerinde, organel dagilimlarinda 6nemli degisiklikler olmakta, sekresyon ve
sentez aktivitelerinde artiglar gozlenmektedir. Desidualizasyon sirasinda
Deoksiribonikleik asit (DNA), Ribonikleik asit (RNA) ve protein sentezi gibi
hicresel olaylar; otokrin ve parakrin yolaklar araciligiyla es zamanh
gorulmektedir (14). Desidualizasyon ayni zamanda hicre dig1 matriksin yeniden
sekillendirilmesi ve integrin ekspresyonunu da kapsamaktadir (11, 12). Desidual
transformasyon progesteronun etkisi altindadir. Blastokistin implantasyonu da
bu uyariyi arttirir (15).

implantasyon olmaz ise desidual transformasyon daha disiik diizeyde
gergeklesir. Fertilizasyonun gerceklesmesi sonrasinda ise blastokist uterus
bosluguna yaklasik 5. giinde ulasir ve 6. gun (Siklusun yaklasik 20. glini) zona
kompakta'ya implante olur (16). Blastokistin trofoblast hiicreleri mukozaya
penetre olduktan sonra desidua hlcrelerinde lizis baslar ve desidua hucreleri
fagosite edilirler. Koryonun sinsityotrofoblast tabakasindan salgilanan bir
hormon olan human koryonik gonadotropin (hCG), korpus luteumun progesteron
ve Ostrojen salgilamaya devam etmesini saglar. Bu sayede sekresyon evresi
devam eder ve menstruasyon olmaz (1, 6, 17).

Fertilizasyon olusmamasi durumunda hCG olmamasina bagli olarak korpus

luteum dejenere olmaya baslar ve 0strojen ve progesteron olmamasi dolayisi ile



sekretuar endometriyumda iskemi olusur ve sonug olarak menstruasyon gorulur
(15, 18, 19, 20, 21, 22, 23).
3. implantasyon

Basaril bir gebelik olusumunda kilit noktasinin implantasyon oldugu
disiinilmektedir. insanda implantasyon siireci; oosit maturasyonunun erken
doénemlerinde baslayan, embriyo ve endometriyum arasindaki kompleks bir iligki
ile kontrol edilmektedir. Bu iligki, endometriyumun maturasyonu ve oositin es
zamanli geligsimine olanak saglar. Cogu molekuller (hormonlar, sitokinler,
integrinler, enzimler vb.) bagarili implantasyon igin blastokist ve endometriyum
arasindaki diyaloga katilir. Endometriyum menstriel siklus boyunca yeniden
dizenlenir ve sadece "implantasyon penceresi" doneminde reseptiftir (24).

implantasyon; tiirlerin Gireme stratejisinin bir bélimi olup, oldukca yuksek
duzeyde ture 6zgudur. Embriyo implantasyonu ¢ogu turlerde Uremenin en
Onemli basamagini temsil eden dinamik bir surectir (24). Erkek Greme hicresi
spermatozoon ile digi ireme hicresi oositin birleserek zigotu olusturmasi, yani
yeni bir organizmanin ortaya ¢ikisi fertilizasyon ile baslar (22). Fertilizasyondan
sonra tek hucreli zigot katlanarak ¢ogalir ve morulayi olusturduktan sonra
blastokiste donusur ki pek cok memelide blastokist daha sonra plasentaya
donusgecek olan trofoektoderm hucrelerinden ve embriyo'yu olusturacak olan i¢
hicre kitlesinden olugsmaktadir (25). Zigotun ¢ doért bollinmesinden sonra almis
oldugu "dut" gérinimundeki yapiya morula denilir ve fertilizasyondan sonraki
uclncu gune denk duser. Morula 12-16 hicreden olugur. Morulanin embriyo
dokularini olusturacak i¢ hucre kitlesi embriyoblast, plasentayi olusturacak dis
hucre kitlesi trofoblast bolumleridir (22).

Gonadotropin artigindan yaklasik dort gin ve ovulasyondan U¢ gun sonra
sekiz hucreli morula uterus kavitesine ulagir ve 30-200 hucreli preimplantasyon
embriyosu olan blastokist olusur. implantasyondan énce blastokistte
implantasyon ve gelisimin gesitli duzeylerinde gerekli olan kutuplasma meydana

gelir. Oncelikle, geligen blastokist ve oosit igerisindeki polarite embriyonik



hucrelerin differansiyasyonu i¢in 6nemlidir. Bu 6zellik implantasyon dncesi
embriyonun geligimini destekler. Polaritenin ikinci agsamasi blastokist

endometriyuma yaklastigi zaman olur ve endometriyuma belirli bir yonelim

gosterir (24).
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Resim 3.1: implantasyonun erken ve ge¢ dénemlerinde blastokist ve zona
pellusida (26).

Siklus 28 glin stirdiglnde endometriyal reseptivite 16-22. gunler arasinda
gérilir. implantasyon blastokistin endometriyal stromaya gémiilmesi ve
morulanin uterin kaviteye gegmesinden 1-3 glin sonra zona pellusidanin kaybi
(hatching) ile baslar (27). Cesitli deneysel ¢alismalarda, endometriyumun
implantasyon igin hazirlandigi gosterilmis ve bu donem implantasyonun pencere
donemi olarak isimlendirilmigtir. Endometriyumda kabul edigi saglayan gerekli
elemanlarin ortaya ¢ikisi implantasyon penceresi ile duzenlenir (1, 17). Bu
donemde adezyon molekulleri, sitokinler, pinopod adi verilen buyuk sitoplazmik
¢ikintilarin olusumu ve diger endometriyal proteinlerin miktarlarinda degisiklikler
g6zlenmektedir. Pinopod adi verilen ylzey epitel mikrovilluslari reseptivite
doéneminde ortaya ¢ikarak blastokist ile endometriyal epitel arasinda iletigimi
saglarlar (27). implantasyon éncesi overlerden, implantasyondan sonra embriyo

tarafindan salinan ve immunosupresif 6zellikleri olup hicre proliferasyonu ve



buyume ile iligkili olan Erken gebelik faktort (EPF) fertilizasyondan 1-2 gun
sonra maternal dolagimda &lgiilebilir (28). implantasyonu takiben plasentasyon
olarak isimlendirilen evrede, plasenta olusumu ile implantasyon olayi tamamlanir
ve gebelik doneminin sonuna kadar embriyoyu destekleyecek olan yapi
kurulmus olur (1).

Endometriyumun proliferasyon fazindan sekresyon fazina gegisi implantasyon
icin gerekli reseptif kosullarin saglanmasinda énemlidir. Bu agsamada en 6nemli
endokrin gereklilik progesteron varligidir. Midluteal fazda endometriyum 10-14
mm kalinlkta, sekretuar aktivitesi artmis ve endometriyal hicreler glikojen ve
lipid yoninden zengin durumdadir (6). Endometriyal reseptivite uterus
mukozasinin basarili embriyonik implantasyonu gerceklestirme kapasitesi olarak
tanimlanabilir (29). insanda implantasyon blastokistin uterusta belirli bir bélgeye
yerlesmesi ve endometriyum ile etkilesime girmesi ile baglar (25). Normal
kosullarda adeziv olmayan apikal epitelyal yluzeylerde, implantasyon sirasinda
trofoektoderm ile uterus kavitesini kaplayan luminal epitel arasinda etkilesim
olusmasi, prereseptif uterustan reseptif uterusa geciste, epitelyal hiicre
organizasyonunda koklu degisiklikleri baslatir. Hicreler yassilasarak
mikrovilluslarini kaybeder, luminal epitelin apikal-bazal polaritesi arasindaki fark
azalir ve apikal ylizeyle bazal ylzeylerin kompozisyonu benzer hale gelir (30).
Normalde bazalde bulunan molekuller, 6rnegin insanda a 6 integrin, ratlarda
cadherin apikal veya laterale yer degistirir. Reseptif donemde, hormonlarla
kontrol edilen endometriyal epitel hicrelerinde, molekller anlamda da bazi
degisiklikler olusur ve hucre yuzey degisiklikleriyle birlikte, glikokaliksin
kalinliginda azalma meydana gelir (31, 32,33). Apiko-bazal polarite kaybi
olmaksizin es zamanl olarak epitel hicre adezyon molekullerinde kayip olusur.
Ancak apikal hucre-hucre etkilesimi ve endometriyum epiteli ile trofoblast
arasinda bir yakinlasma meydana gelir (34,35). Embriyo ve anne arasi sinyal
iletisimi, hatching sonrasi henuz blastokist yuzey epiteline adhere olmadan bile
baslamaktadir (36,37).



implantasyon mekanizmalari agisindan baktigimizda tirler arasinda pek gok
fark olsa da, hepsinde belirli zamanlamalar sonucu geligen iyi korunmus bir
otonom siire¢ s6z konusudur (25). implantasyon; Apozisyon, Adezyon ve
invazyon adli (i¢ dénem sonucu gelisen, embriyo ve endometriyumun aktif
olarak katildigi belirli bir hazirlik sureci sonunda embriyonun uterusa tutunup
gdémiilmesiyle sonuglanan aktif bir olaydir (38). implantasyonun basarisi;
blastokistin reseptif endometriyumla dogru zamanda bulugmasina baghdir (24).
implantasyon penceresi denilen dénem; embriyonun apozisyonu, adezyonu ve
invazyonu igin endometriyumun en uygun oldugu dénemdir (39). insanda
implantasyon penceresi ovulasyondan yaklasik yedi gun sonra baslar ve iki
glnden uzun sirmez (29). Fertilizasyon sonrasi blastokistin uterusa ulasarak
uterin luminal epitele tutunmasina apozisyon denir (25). Blastokist uterus
sekresyonlarinda 1-3 gun kaldiktan sonra zona pellusidadan siyrilir. Adezyon
molekullerinin dnemli rol oynadigi bu agsama gebelikte belki de en dnemli
asamadir (25). Bu molekuller; kaderinler, selektinler, Ig stper ailesi ve integrinler
olmak Uzere dort ana grupta toplanirlar. Desidualize endometriyum ve erken
embriyo ekstraseluler matriks komponentlerini, 6zellikle de laminin ve
fibronektini, eksprese ederler ki bunlar adezyon molekaulleri araciligiyla hiicre
adezyonununu saglarlar (27). Uterus reseptivitesini etkileyen molekiiller;
integrinler, koloni stimule edici faktor-1 (CSF-1), interlokin-1 (IL-1) ve LIF’'den
olusmaktadir (40). Embriyonun endometriyal bag dokusuna penetre olmasina
invazyon adi verilir ve ovulasyondan sekiz gun sonra proteolitik islemler sonrasi
gelisir. implantasyon bdlgesindeki trofoblastlar, sitotrofoblast ve
sinsityotrofoblastlari olugturarak maternal damarlari invaze ederler ve bu
invazyon sonucu spiral arterlerde sinusoidal keseler olusur (27).
4. Loésemi inhibitér Faktor (LIF)

LIF proteini ilk olarak 1987 yilinda fare myeloid I6semik M1 hicrelerinin
makrofaja farklilagmasinda rol oynayan bir glikoprotein olarak tanimlanmis,

ancak daha sonra gesitli fizyolojik fonksiyonlarda rol oynadigi saptanmistir (40).



Embriyonik kok hucre diferansiyasyonu ve kemikten kalsiyum salinimi yanisira
implantasyondaki rolii de kegfedilmistir (41, 42). interlokin-6 ailesinden bir sitokin
olan LIF, reseptdru araciligiyla sinyal iletiminde bulunur ve diferansiyasyon ve
proliferasyonda rol oynar (25, 43). Farelerde gebeligin 4. ginunde uterus
glandiiler epitelinde bol miktarda LIF mRNA tesbit edilmistir (44). Saglikli
kadinlarin endometriyal orneklerinde LIF, LIF reseptor proteinleri ve pinopod
artisi insan blastokist implantasyonunun baslangicinda, bu her iki molekdler ve
yapisal degisikligin dnemli oldugunu dusundirmektedir (45). Hem insanda hem
farede uterus-blastokist iletisiminde rol oynayan LIF insanda blastokist adezyonu
yanisira trofoblast farklilagmasina da katkida bulunmaktadir (46).

implantasyon esnasinda endometriyumdan salgilanan LIF’in, menstriiel
siklus ile ekspresyonu degisikenlik gosterir. LIF'in insanda menstruel siklusun
orta ve geg¢ sekretuar fazinda anlamli derecede artis gosterdigi gosterilmistir
(47). Erken sekretuar fazda tesbit edilebilir ve ge¢ sekretuar fazda luminal ve
glanduler epitelde pik yapmak suretiyle implantasyon penceresi esnasinda en
yuksek salinimina ulasir. Proliferatif donemde ise tesbit edilemez (25).
Endometriyumdaki epitelyal hicreler LIF reseptortinan gp 190 ve gp 130
komponenti icin mMRNA eksprese ederler ve LIF baglanmasi luminal epitele
sinirlidir (40). LIF geni eksik farelerde embriyo implantasyonunun
gerceklesmedigi ancak LIF enjeksyonu sonrasi desidual cevap olustugu tesbit
edilmistir (48, 49).

Farede bu degisiklikler implante olan blastokist ile tetiklenmektedir. LIF, fare
endometriyumunda implantasyon aninda Uretilmekte olup, LIF'in salgilanmasi
bu turlerde implantasyon igin bir 6n kosuldur. Endometriyal LIF'in, laminin
reseptorleri olan 4 ve 6 integrinlerini eksprese eden sitotrofoblastin jelatinolitik
aktivitesini inhibe ederek trofoblast invazyonunu kontrol ettigi tahmin
edilmektedir (10, 50, 51).
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5. Laminin

Laminin, bazal membranin ve ekstraselliler matriksin yapisindaki temel
glikoproteinlerdendir. Ug polipeptid zincirin (a, b ve g olarak adlandirilan)
birbirleri ile sarmal bir yapi olusturmasi sonucunda Ug¢ kisa ve bir uzun koldan
olusan laminin ilk olarak EHS (Engelbreth-Holm-Swarm) timérinden elde
edilmistir (52). Son yillarda laminin'in bu U¢ zincirinin farkli tipleri ortaya
cikariimig ve bdylece laminin'in farkl formasyonlarinin oldugu belirtilmistir.
Halen a zincirinin beg, b incirinin U¢ ve g zincirinin de iki tipi bulunmaktadir (53,
54). ik bulunan laminin’e laminin-1 denmis ve gliniimiize kadar da bu say! 11’e
kadar ulagmistir (55).

Bazal membran iginde barindirdigi 6zel proteinler sayesinde yapi ve
cesitliligini saglarken ayni zamanda hticrenin bliyumesinde, farklilasmasinda,
go6cglinde ve fonksiyonununda énemli rol oynar. Birgok proteinden olugsmasi
yaninda, temel olarak dort ana proteini vardir. Bunlar laminin, tip 1V kollajen,
perlekan ve nidogendir (56). Doku butunltgul, dokular arasi kompartizasyon ve
doku tamirinde gorev almasi yaninda, 6zellikle embriyonik donemde hicrenin
bayumesi, farklilagsmasi, gogalmasi ve gogu gibi bazi temel hucre
fonksiyonlarinda da énemli rol oynamasi arastiricilarin ilgisini gekmistir. (57, 58,
59). Laminin-1 plasentasyon, embriyogenesis ve embriyonik implantasyonda
onemli oldugu dusundlen bazal membran yapisindaki multifonksiyonel bir
glikoproteindir (60). Gebelik devam ettigi sirece bazal membran ve altindaki
subepitelyal dokudaki laminin ve tip IV kollajen aktivitesi artmaktadir (61).

implantasyon esnasinda "integrin switch" denilen bir olay gerceklesmektedir.
Bu olayda interstisyel ekstravilldz sitotrofoblast desidua tarafindan salgilanan
olasi hicre digi matriks bilesenleri ile temasa gectikge, integrini kaybolmakta ve
laminin dahil olmak tzere tip I/tip Il kollajen, vitronektin gibi reseptorlerin
ekspresyonu baslamaktadir (13, 62). Stromal farklilasma veya desidualizasyon
ekstraselluler matriksteki (ESM) degisiklikler ile karakterizedir (7, 13, 63).

Desidualizasyon, endometriyal stromal hucrelerin desidual hiicrelere donismesi,
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hdcre disi matriksin yeniden sekillendirilmesi ve integrin ekspresyonunu
kapsamaktadir. Gebelik s6z konusu degilken, endometriyal stroma ESM'; I, 11,
V ve VI kollajenleri, fibronektin ve periglandular tenaskin birikintilerini
icermektedir (13). Desidualizasyon sirasinda, kollajen IV, heparan sulfat
proteoglikan ve laminin 2 ve 4'l igeren bir ESM Uuretilir. Burada bulunan ESM
bilesenleri trofoblastlarin adezyon ve migrasyonu igin uygun olacak sekilde
dizenlenmistir. Trofoblast invazyonunda ekstrasellller matriksin roll oldugu
kesinlik kazanmistir (7, 63). Ornegin laminin ve tip IV kollajen epitelyal hiicre
tutunmasini saglarken fibronektin htcre goclne aracilik eder (64).

Bazal membran proteinlerinin % 70-80'ini laminin ve tip IV kollajen
olusturmakta olup farelerdeki uterin [imen epitelinin surekli yapisi blastokist
implantasyonu ile yikilmaktadir. Bu yikim desidual hicre farklilagsmasi ve
trofoblast invazyonu ile iligkilidir. Gebe farelerdeki laminin ve tip IV kollajen
yogunlugundaki azalma ilk olarak 6. giinde trofoblast etrafinda saptanmigstir (65).
Ldmen epitelindeki bazal membran azalmasi yani sira stromaya yakin desidual
hdcrelerdeki laminin ve tip IV kollajen artigi da saptanmistir. Bunlar ayrica
trofoblast bazal membranini lokalize etmede de kullanilmigtir (66). Laminin ve
tip IV kollajen lUminal epitel bazal membrani diginda genis desidual hucrelerde,
intermediate trofoblastlarda ve vill6z stromada da saptanmistir (67).

Bu sebeple bu galismada endometriyal reseptivite belirteci olan LIF ve bir
embriyo belirteci olan ve endometriyumdan salgilanan laminin kullaniimigtir.

6. Yaglar

Yaglar, gunluk yasantimizda yer alan oldukga 6nemli olan besin
Ogelerindendir. GUnluk enerjinin %25-30’u yaglardan saglanmahdir (68). Gunluk
yag tuketminin %7’ den azi doymus, %10-12'si tekli doymamig ve %10’ u ise
¢oklu doymamig yag asitleri iceren yaglarin karisimi seklinde olmalidir (68).
TarU ne olursa olsun fazla yag tuketimi fazla enerji demektir ve bu da sismanlik

ve kan lipidlerindeki artigla koroner kalp hastaliklarina neden olmaktadir (69).
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Hayvan ve bitki organizmalarinda 100'den fazla yag asidi izole edilmis olup
Ozellikle bir kisim yaglar fizyolojik Gneme sahip olup bazi aminoasitler ve
vitaminler gibi, yagsamsal olan ve organizma tarafindan sentezlenemeyen
esansiyel (vicudun uretemedigi ve besinler yoluyla alinmasi gereken) yaglar
olarak adlandirilirlar (70).

Vlcutta enerji kaynagi olarak kullaniimalarinin yani sira yagda eriyen
vitaminlerin emilmesi, esansiyel yag asitleri kaynagdi olmasi, hicre
membranlarinin yapisinda yer almasi ve eikosanoid sentezinde 6n madde
olarak fonksiyon gostermeleri yaglarin organizmadaki 6nemini agiklamaktadir
(71).

7. Omega 3 ve Diger Cokludoymamis Yag Asitleri

insan viicudu, Omega-3 ve Omega-6 haric ihtiyac duydugu biitiin yag
asitlerini kendisi olusturabilir. ilk defa Evans ve Burr tarafindan 1929 yilinda bazi
yag asitlerinin esansiyel oldugu fikri ortaya atilmigtir. Yagsiz diyetle beslenen
fareler Uzerinde yapilan aragtirmalarda; buylimenin gecikmesi, bdbrek fonksiyon
bozukluklari, cilt sorunlari, reme fonksiyon bozukluklari gibi belirtiler ortaya
¢cikmig ve bu problemlerin 6zellikle linoleik asit (Omega-6) adl yag asidi
eksikliginden kaynaklandigi gosterilmigtir. Aragtirmalar devam ettikge linolenik
asidin (Omega 3) de vucut icin esansiyel oldugu saptanmistir. 1930’lardan beri
esansiyel oldugu bilinen bu yag asitlerinin saglik yéninden faydalari
konusundaki farkindalik 1990’lardan beri artmistir (72, 73).

Yag asitleri; doymus yag asitleri (Saturated fatty acids, SFA), tek bagli
doymamis yag asitleri (Monounsaturated fatty acids, MUFA) ve ¢ok bagl
doymamis yag asitleri (Polyunsaturated fatty acids, PUFA) olmak Uzere 3 ana
gruba ayrilirlar. SFA ve MUFA insan ve hayvan vicudunda
sentezlenebilmelerine karsin bazi PUFA'lar (linoleik asit, a-linolenik asit)
sentezlenemezler. (72)

Ayni tir PUFA serisinin dncusu olan dort gesit doymamis yag asidi vardir.

Bunlar metil terminali ya da omega (w) karbonuna en yakin ¢ift bag
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lokalizasyonuna gore isimlendirilirler. Boylece oleik, palmitoleik, linoleik ve
linolenik asitler sirasiyla 18:1w9 , 16:1w7 , 18:2w6 , 18:3w3 karsiligi olmaktadir.
Yalnizca w9 ve w7 vucutta sentez edilebilirken w6 bitkilerden, w3 ise balik ve
diger deniz canlilarindan diyetle alinabilir (74). Esansiyel yag asitleri eikosanoid
(C 20) yag asitlerinin olusumunu basglatir ve eikosanoidlerden de
prostaglandinler, tromboksanlar ve I6kotrienler sentezlenirler (71, 75, 76). Ayrica
s6zU edilen bu yag asitleri, hayvansal organizmalarda w serisi ayni olmak tzere,
zincir uzama reaksiyonlari ile diger bilegiklere dénustirilebilirler. Ornegin,
linoleik asit (18:2 w-6) arasidonik asite (20:4 w- 6); linolenik asit ise (18:3 w-3)
eikosapentaenoik asit (EPA, 20:5 w-3) ve dokosahekzenoik asite (DHA, 22:6 w-
3) donusebilmektedir (77, 78, 79).

Alfa linolenik asit, EPA ve DHA'yI en fazla bulunduran yag cesidi balik yagidir
(80). Gunumuzde farkli etkileri nedeni ile Omega 3 ve Omega 6 yag asitlerinin
dengeli aliminin ne kadar énemli oldugu anlasiimigtir. Esansiyel yag asitleri
biyolojik hicre membranlarinin asil yapisal bilesenleri olup saglikl hiicre
fonksiyonlari icin hem Omega-6, hem de Omega-3 yag asitlerin dengeli bir
sekilde tuketmek gerekmektedir (81).

8. Esansiyel Yag Asitlerinin Metabolik Etkileri

Omega-3 yag asidi, EPA’ nin 6n maddesidir ve EPA antitrombotik etkiye
sahiptir (72). Omega-3 ve Omega-6 yag asitleri vicutta birbirine
donusturtlemedikleri gibi metabolik ve fonksiyonel olarak da birbirlerinden
farklihk gostermektedirler. Bunlarin vicuttaki dengesi buylime ve gelismede
Onem arz etmektedir. Bu nedenle hem Omega-3 hem de Omega-6 yag
asitlerinin dengeli bir sekilde tiketilmesi saglik agisindan olduk¢a 6nemlidir (82).

Omega-3 yag asitleri diyetle alindigi zaman Arasidonik Asit (AA) ile
yarigarak hucre zari fosfolipitlerinin igerisine girmekte ve bdylece yangi yapici
eikosanoid sentezi igin kullanilabilecek olan AA miktari azalmaktadir (83).
Omega-3 ve Omega-6 eksikliginde; trigliserid ve kolesterol seviyesinde artma

(71), membran fonksiyonlarinda bozulma (84), bebeklerde buyume geriligi (71),
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kan basincinda artma (85, 86), yara iyilesmesinde yavaslama (86), sa¢ ve kil
dokulmeleri (87) ve immun sistem fonksiyonlarinda azalma (88, 86) gibi
durumlar gozlenir.

Ozetle halk arasinda "balikyagi" olarak bilinen Omega-3 ile bitkisel yaglarda
bulunan Omega-6 yag asitleri hiicre zarinin temel yapi tasi olan fosfolipitlerin
yapisina katilmasi dolayisi ile déllenme anindan baslayarak fetal ddnemden
itibaren yasam boyunca énemli yer tutarlar (2). Esansiyel yag asitleri
eksikliginde fosfoliptlerdeki Omega-3 ve Omega-6’nin yerini Omega 9 alir Ki
buda hlcre zari ve fonksiyonlari Uzerine (6zellikle mitokondri ve mitokondri
spesifik hucresel fonksiyonlar — oksidatif fosforilasyon) olumsuz etki gosterir
(78).

9. Omega Yag Asitleri ve Gebelik

Omega 3 ve 6 bebegdin saglikh gelismesi igin oldukga énemli bir besin
ogesidir. Gebelikte 6nerilen ginlik Omega-3 yag asidi alimi ise 1.4 gr/gun’dur
(89, 90).

Beynin kati kisminin % 50-60'" lipidlerden olusmakta olup beyin, kalp,
damarlar ve gozlerin saglikli gelismesinde énemli rol oynarlar (91). Gebelik
diyetinde Omega-3 ¢oklu doymamis yag asitlerinden zengin besinlerin verilmesi
Ozellikle DHA'nin diyette bulunmasi bebegin sinir sisteminin gelismesinde
etkindir (92). Omega-3 ve 6 dengesiyle beslenen annelerin bebeklerinde beyin,
sinir sistemi ve gérme yeteneklerinin saglikl gelistigi ve Omega yaglarinin
¢ocugun matematiksel zekasini gelistirip, okuma, telaffuz ve yazma becerisini
arttirdigi, eksikligi halinde gocuklarda davranis bozukluklarina (hiperaktivite,
dikkat eksikligi, disleksi vb) yol acabildigi, bu nedenle hamile ve emzikli
annelerin Omega-3 ve Omega-6 igeren gidalari yeterince ve dengeli bicimde
almalari yonunde c¢aligmalar vardir (71).

Gebelik sirasinda veya dogum sonrasi ortaya ¢ikabilen perinatal depresyon
ile ilgili yapilmis bir metaanalizde Omega-3’ln etkileri incelenmistir. Buna gore

agiz kokusu ve gastrointestinal yan etkileri disinda olumsuz etkisi olmayan
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Omega-3 kullaniminin plaseboya gore depresyon skorlarini anlaml derecede
azalttigi tesbit edilmistir (93). intrauterin gelisme geriligi dahil pek ¢ok plasenta
iligkili problemde plasental oksidatif stersin rol oynadigi bilinmektedir. Oksidatif
stres reaktif oksijen radikallerinin DNA hasarina yol agmasi, protein ve lipid
denaturasyonuna neden olmasi sonucu meydana gelir. Antioksidanlar ile bu
hasar geri dondurulebilir. Omega-3 ¢oklu doymamis yag asitleri oksidatif stresi
sinirlayabilirler. Bununla ilgili yapilmisg hayvan deneylerinde yiuksek doz PUFA ile
beslenen grupta oksidatif hasar belirtegleri azalmig olarak bulunmus olup,
plasental ve fetal buyimede artis tesbit edilmistir. Anne, fetis ve plasentanin
yag asidi icerigi de diyetle alinan miktarla orantili bulunmustur (94).

Tum bu veriler 1s1ginda gebeligin en basinda en 6nemli basamak olan
implantasyon penceresi doneminde bir antioksidan olup membran yapisinda
onemli rol oynayan Omega-3 yag asidi suplemantasyonunun implantasyon
uzerine etkisini incelemeyi hedefledik.

10. Elektron Mikroskobu ve Temel Calisma Prensipleri

Elektron mikroskobu (EM) doku pargaciklarinin elektronlarla etkilegimi
temeline dayanir. Is1gin cam merceklerdeki sapma davraniginin bir benzeri
olarak, elektron demetinin elektromanyetik alanlarda sapma ilkesine dayanir (3).
Vakum ortaminda katodun yuksek derecede isitiimasiyla elde edilen
elektronlar, katod ile anod arasinda olusan 60 -100 kV veya daha fazla bir
potansiyel farkina sokulur. Katoddan anoda dogru ivme kazanarak hizlanan
elektronlar bir elektron demeti olusturur. Bu demet, elektromanyetik mercekler
tarafindan saptirilir ve bu sayede kondansator elektron demetini nesne
dizlemine odaklar ve objektif, incelenen nesnenin bir géruntisund olusturur. Bu
goruntd, bir gesit yansitici araciligi ile floresan ekranina dugurdlir. Bu
mekanizma transmisyon elektron mikroskobunun (TEM) ¢alisma prensibini
olusturur (3).

Oncelikle incelenecek olan cismin yiizeyi, gok ince bir metal tabakasiyla

kaplanir. Daha sonra, ¢ok dar bir elektron demeti incelenecek olan cismin
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yuzeyine nokta siralamali olarak gonderilir. Her bir noktadan yansiyan elektron
demetleri, 6zel bir dedektorle tutulur ve elektrik sinyallerine donugturulerek
ekrana gonderilir (3). incelenen dokudan gériintii elde edebilmek igin;
rezollisyon gucu 1sik yerine dalga boyu ¢ok daha kuguk elektronlar kullanilarak
arttinlabilir. Agik tonda ve parlak gérinen yerler elektronlarin yansidiklari yerler
olurken elektronlarin emildigi yerler koyu ve karanlik gorulur. EM’de,
hizlandiriimis elektronlar bir 1gin demeti seklinde seyrederek dokuyu geger ve
IStk mikroskobundaki cam merceklerin yerine bir seri elektromanyetik veya
elektrostatik alanlardan gecerek bir floresan ekran veya fotograf filmi Gzerine
yansir. Modern bir EM’de, bayutme 200.000-800.000 arasinda degismektedir
(3).

Implantasyonun ultrastriktirel olarak incelenmesi ilk olarak fareler ve
si¢anlar Uzerinde galigiimigtir (95, 96). Hicrelerin Uzerinde yogunlasan gimus
grandllerinin sayisi protein sentezi ile dogru orantili oldugundan dolayl dokuda
hangi hicrelerin protein sentezledigi yada bi organin neresinde yeni hicre
sentezi gerceklestigini elektron mikroskobisi ile anlamak olduk¢a mumkundur
(3). Ayni zamanda endometriyal salgi hicreleri apikal sitoplazmalarinda elektron
yogun salgi granulleri barindirmakta olup elektron mikroskobisi ile kolaylikla
degerlendirilebilmektedir (97). Kemirgenler tzerinde yapilan bir gok ¢calismada
elektron mikroskobik incelemede endometriyumun implantasyona hazirlk
amaciyla bir dizi degisiklik gecirdigi; daha diz hale geldigi, mikrovilluslarin yerini
pinopodlarin aldigi gosterilmigtir (98, 99).

11. Kemirgenlerde Ureme Sistemi

Fareler (Mus musculus) insan biyolojisine uygun kullanigl bilgiler saglayan
ve temel biyolojik arastirmalarda kullanim alani bularak en yaygin kullanilan
omurgal taradar (100).

Fareler 5 haftalik olduklarinda puberteye ulasir ve siklik hale gelirler ve estrus
evresi disi farelerin giftlesme davranigi gosterdikleri doneme karsilik gelir (100).

Ortalama yasam sureleri 1-2 yil olan disi farelerde; estrus déngusu 4 (2-9) gun,
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estrus suresi 14 saat olmakla beraber oldukga degisken de olabilmektedir (100).
Farelerdeki reproduktif siklus estrus olarak adlandiriimakta olup bir estrus
siklusunun baglangicindan bir sonraki siklusun baslangicina kadar sirmektedir.
Her bir estrus siklusu estrus, metaestrus, diestrus ve proestrus olmak Uzere 4
evreden olusur (101). Farelerde de insanlarda oldugu gibi estrus sikluslari
fonksiyone bir hipotalomo-hipofiz-over aksi tarafindan regule edilir. Estrus
siklusu ayrica follikller ve luteal faz olmak Uzere iki overyan faza ayrilir.
Follikiler faz overyan folikll geligsiminin oldugu estrus ve proestrus evrelerinden
olusurken luteal faz corpus luteumun olugtugu ve fonksiyon gosterdigi
metaestrus ve diestrus evrelerinden olusur. Proestrus ve estrus suresince
dolagsimdaki yuksek duzey estrojene bagli olarak uterin vaskuler gegirgenligin
artmasi ve sivi toplanmasi sonucu uterus buyume gosterir. Uterustaki bu
distansiyon estrusun ge¢ donemlerinde azalmaya baglarken diestrus doneminde
g6zlenmez (102). Estrus siklusunun evreleri en iyi sekilde vajinal smeardeki
May-Glunwald Giemsa boyama yontemiyle gdzlenen hucrelere gore tanimlanir
(100).

Kemirgenlerde desidual endometriyum 5 farklh bolge gosterir: bazal zon,
kapsul, antimezometriyal desiduama, mezometriyal desiduama ve glikojenik
bélge (103). Farelerde normalde her siklusta 6-12 adet yumurta ovule olur (100).
Fertilizasyon sonrasinda yumurta cumulus hucrelerinden olusan bir doku
tarafindan sarilir ve fertilizasyon ampullada gergeklesir. Fare uterusu gift
boynuzludur. Ciftlesme sonrasi sperm hicreleri her iki uterin hornda fertilizasyon
sahasina dogru goé¢ eder ve cumulus hicrelerini penetre eder (102). Kemirici
blastokistin trofoektoderm’i (TE) aktif hale gelerek bir degisim surecinden geger.
Metabolik orani artar, [liminal epitel (LE) ile etkilesme kapasitesini geligtirir,
epitelyal-mezengimal tranzisyonu gerceklestirir (7, 50).

Farelerde implantasyon penceresi ddonemi boyunca embriyo implantasyonu 3
asamada incelenebilir; pre-implantasyon (4. glin), peri-implantasyon (5. guin) ve

post-implantasyon (6. giin) (104). Bizde Omega-3’ln implantasyon UGzerine
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etkilerini immunohistokimyasal ve ultrastrukturel olarak arastirdigimiz bu
calismamizda implantasyon 6ncesi donemde gerceklesen degisiklikleri mevcut

literatUr bilgisi ile karsilastirarak degerlendirdidik.
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lIl. GEREG VE YONTEM

Bu galisma, Dokuz Eylil Universitesi, Tip Fakiiltesi, Hayvan Etik Kurulu’nun
53/2011 sayili onayi ile gergeklestiriimigtir.

Calismada kullanilan histokimyasal ve immunohistokimyasal boyama igin
gerekli kimyasal malzemeler ve sarf malzemeleri Celal Bayar Universitesi
Bilimsel Arastirma Fonu tarafindan 2011-043 sayil proje ile desteklenmistir.

1. Deneysel Calismanin Yeri ve Deneklerin Turu

Bu galismada Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiltesi Deney Hayvanlari
Aragtirma Biriminden temin edilen, 18-22 gr agiriginda 21 adet albino fare (mus
musculus (C/C)) kullanildi. Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlari Laboratuvar’’nda, bu turiin bulunmasi ve literatur ile uyumlu olmasi
nedeniyle bu tir secildi. TUm hayvanlar deney sonlanincaya kadar Deney
Hayvanlari Laboratuarlarinda 12/12 saat karanlik/aydinlik periyodunda, 20-22
°C oda sicakliginda barindirildi. Hayvanlar dinlendirilmis musluk suyu ve
standart pellet yem ile beslendi.

2. Deney gruplarinin olusturulmasi

Farelerin dizenli menstriel siklusta olduklari G¢ haftalik takip ile belirlendi.
Fareler 3 gruba ayrildi
1.Grup: Standart gida verilen kontrol grubu
2.Grup: Dusuk doz Omega-3 verilen grup (oral gavaj yontemi ile 400 mg/kg
Omega-3) (Kogak ilag Marincap 500mg®)
3.Grup: Yiksek doz Omega-3 verilen grup (1000 mg/kg Omega-3) (Kogak ilag
Marincap 500mg®)
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Bu kapstillerin iceriginde 500 mg Salmon Balik yagdi konsantresi (Omega-3)
Eikosapentaenoik asit (EPA), Dokosahexaenoik asit (DHA), yardimci maddeler :
Nipajin (3.5 mg), nipazol (1.5 mg), vitamin E (1 mg), sigir jelatini bulunmaktadir
(prospektus bilgisi). Vaginal smear ile belirlenen birinci estrus doneminde grup Il
ve grup llI'e Omega-3 destedi baslandi ve bir sonraki estrus déneminde ¢
disiye bir erkek disecek sekilde fareler ¢giftlesmeye birakildi. Bir glin sonra
vajinal plak gebelik igin kontrol edildi. Ertesi gun saat 12:00 embriyonik gun E:
0,5. guin olarak kabul edildi ve gebe olan fareler beklenen implantasyonun 3,5.
guninde feda edildi. Toplam 8 gunluk omega-3 destegdi sonrasi uterus
boynuzlari tzerindeki implantasyon odaklari belirlenerek i1sik mikroskobik
inceleme igin %10’luk formalinde, elektron mikroskobik inceleme igin %2.5’luk
gluteraldehitte fikse edildi.

3. implantasyon odaklarinin belirlenmesi

Deney surelerinin sonunda eter anestezisi uygulanan hayvanlara, intravendz
olarak tuzlu suda ¢o6zulmus 0.1ml 1% Chicago mavisi boyasi verildi ve 10 dakika
sonra karin on duvari agilarak mavi renge boyanan uterus bdlgelerinden
toplanan doku ornekleri alindi (105). Alinan doku ornekleri %10’luk formalinde
fikse edildi.
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Resim 3.1: Chigago mavisi sonrasi uterus gorunttsu

4. Isik Mikroskobik Doku Takip Protokolu

%10’luk formaldehit ile tespit edilen doku 6rnekleri, fiksatifin uzaklastirilmalari
amaciyla 1 gece akarsu altinda yikandiktan sonra dehidratasyon amaciyla
20’ser dakika %70’den %95’e artan etil alkol serilerinden gegirildi. Ardindan
20’ser dakika 4 degisim aseton solusyonlarindan gegirildikten sonra 2 degisim
30’ar dakika ksilolde tutuldu. 60°C’lik etliv igerisinde 2 degisim parafin uygulanip
1’er saat parafin ile immersiyonu saglandiktan sonra dokular parafin bloklar
icerisine gomuldu. Parafin bloklardan inceleme yapmak amaciyla mikrotom
aracihgi ile 5pym’lik kesitler alindi.

5. Hematoksilen-Eozin Boyama Protokolii

Mikrotom (Leica, RM 2255) araciligi ile alinan S5p’luk parafin kesitler
deparafinizasyon islemi icin 1 gece 60°C’lik etlivde birakildiktan sonra, 20’ser
dakika U¢ degisim ksilole tabi tutuldu. Ardindan dehidratasyon iglemi icin
%95’den %70’e azalan alkol serilerinden gegirilen kesitler 10 dakika akarsu
altinda yikandi. 10 dakika hematoksilen (Surgipath, 01562E, Bretton,
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Cambridgeshire) ile boyamanin ardindan, boyanin fazlasinin dokudan

uzaklastiriimasi igin 10 dakika akarsuda yikanan kesitler, 2 dakika eozin

(Surgipath, 01602, Canada) boyasi ile boyandi. Ardindan sirasiyla %80 ve

%95’lik alkol serilerinden gecirilip havada kurutulan kesitler seffaflastirma

amaciyla 30’ar dakika iki degisim ksilolde tutulduktan sonra entellan (Merck
1.07961.0100, Darmstadt, Almanya) ile kapatildi.

Tablo 5.1: Isik Mikroskobik Doku Takip Protokolii

islem Madde Siire
Tespit %10 formalin, 24 saat-48 saat
Fiksatifin
Akar su 1 gece
uzaklastirilmasi
% 70 etil alkol 20 dk
% 80 etil alkol 20 dk
Dehidratasyon
% 95 etil alkol 20 dk
Aseton (4 degisim) 20 dk
Ksilol 30 dk
Seffaflagtirma
Ksilol 30 dk
Parafin 1 saat
Emdirme %60 C etliv
Parafin 1 saat
Gomme Parafin

6. iImmunohistokimyasal Yontem

immunohistokimyasal inceleme icin 60°C lik etiivde 1 gece ve ksilolde 3

degisim 20’ser dakika deparafinize edilen doku kesitleri, azalan alkol serilerinde

rehidrate edildikten sonra 10 dakika distile su ile yikandi. Dokuya zarar

vermeden kurulanip dakopen (Dako, Glostrup, Denmark) ile gevreleri sinirlandi.

Tripsin (00-3008, Digest All 2A, Zymed, San Francisco, California, CA)

sollsyonu iginde 37°C etlvde 15 dakika tutulan kesitlere, doku endojen
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peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dk %3’lik hidrojen peroksit uygulandi. 3
defa 5’er dakika fosfat tampon solusyonu ile yikanan kesitler 1 saat oda i1sisinda
bloklama solusyonu (invitrogen, Histostain- Plus Broad Spectrum, 85-9043) ile
enkiibe edildi ve ardindan yikama yapilmadan LIF (SANTA CRUZ) ve Laminin
(SANTA CRUZ) antikoru ile bir saat +4°C’de enkiibe edildi. Ardindan fosfatli
tampon sollsyonu ile 3 defa yikanan kesitler biyotinlenmis sekonder antikor
(invitrogen- Plus Broad Spectrum 85-9043) ile 30 dk enkiibe edildi. PBS
solusyonu ile yikama yapildiktan sonra Enzimle isaretli (peroksidaz) avidin-
biyotin kompleksi (streptavidin) (Histostain- Plus Broad Spectrum 85-9043) 30
dakika uygulandi. Reaksiyonun gorunur hale getirilmesi igin Diaminobenzidin
(DAB) (1718096, Roche) kullanildi. Zemin boyamasi Harris hematoksilen ile
yapildi. Dereceli alkollerde dehidratasyon iglemi gerceklestirilen kesitler ksilol ile
seffaflastirma isleminden sonra entellan ile kapatildi.

Tablo 6.1: Hematoksilen-Eozin Boyama Prosediiru

islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C etlivde 1 gece
Deparafinizasyon Ksilol (3 degisim) 20 dk
% 95 alkol Yikama
Dehidratasyon % 80 alkol Yikama
% 70 alkol Yikama
Yikama Akar su 10 dk
Boyama Hematoksilen 10 dk
Yikama Akar su 10 dk
Boyama Eosin 2 dk
Akar su 5 dk
Yikama % 80 alkol 1 yikama
% 95 alkol 1 yikama
Seffaflagtirma Ksilol (3 degisim) 20 dk
Kapama Entellan
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Tablo 6.2: indirekt immunohistokimyasal Yéntem

islem Madde Siire
Deparafinizasyon 60°C etlivde 1 gece
Ksilol (3 degisim) 20 dakika
Deparafinizasyon
Ksilen 30 dakika
% 95 alkol 2 dakika
Dehidratasyon % 80 alkol 2 dakika
% 70 alkol 2 dakika
Yikama Distile su 10 dakika
Dokularin etrafini gizme Dakopen
PBS 3x5 dakika
Yikama
Tripsin 37°C 15 dk
PBS 3x5 dakika
Yikama S : :
%3’luk hidrojen peroksit 5 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Bloklama Blok solusyonu 1 saat
Antikor ile inkiibasyon LiF, Laminin 2 saat, 4de
PBS 3x5 dakika
Yikama Biotinlenmis sekonder )
30 dakika
antikor
PBS 3x5 dakika
Yikama Streptavidin sekonder i
30 dakika
antikor
Yikama PBS 3x5 dakika
Boyama DAB 5dk
Yikama Distile su 10 dakika
Zit Boyama Mayer’s hematoksilen 5 dakika
Yikama PBS 3x5 dakika
Kapama Entellan

25




7. Elektron Mikroskobik Doku Takip Proseduru

Karnovsky solusyonuna (pH 7.4) konulan dokular 4°C’de bir gece tespit
edildi. Ertesi gin doku takibine baslandi ve dokular 0,1 M sodiumphosphate
buffer ve 0,1 M sucrose karigiminda 3 kez 15 dk bekletildi. %2 sodyum fosfat
solusyonunda osmium tetraoxide (pH 7.4) solusyonu ile 90 dk post fiksasyon
icin muamele edildi. 0,1M sodiumphosphate buffer (pH 7.4) ile 3 kez 15 dk
yikandi. %50 oraninda hazirlamig aseton ile 2 kez 15 dk. dehidratasyonu
yapildi. Dokular %70 aseton, %0,5 uranil asetat ve %1 fosfotungustik asit
karisimi ile 4°C’de kontrast amagli 1 gece birakildi. Sirasiyla % 80, 90 ve 96’lik
aseton ile 2 kez 15 dk muamele edilen dokular %100’luk asetonda 2 kez 20 dk
tutuldu. Propilen oksitte 2 kez 15 dk bekletilen dokular sirasiyla 30 dk 2:1, 1:1 ve
1:2 oraninda hazirlanan propilen oksit:epon karisimlarinda bekletildi. Epon
solisyonunda 4°C’de bir gece birakildi. 3.glin hazirlanan yeni epon
solisyonunda 48 saat 65°C’ye polimerizasyon i¢in birakildi.

Ultramikrotom ile alinan yari ince kesitler toluidin blue ile boyanarak 1sik
mikroskobik olarak incelendi ve isaretlendi. isaretlenen yerlerden alinan ince
kesitler Carl Zeiss Libra 120 Elektron mikroskobunda incelenerek resimlendirildi.
8. istatistiksel Degerlendirme

Gruplar arasi farklilik Kruskal Wallis, gruplar arasindaki farkhligin hangi
gruptan kaynaklandigi ise Mann-Whitney U testi ile analiz edildi. istatistiksel
analiz icin, Statistical Package for Social Sciences (SPSS) Version 15.0 for
Windows (SPSS Inc, USA) adli bilgisayar programi kullanildi. p<0.05,

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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IV.BULGULAR

1. Isik Mikroskobik Bulgular

Kontrol grubunda; en igte endometriyal limen epiteli ve endometriyal bezler
ile karakterize lamina propriadan olusan endometriyum, ortada miyometriyum ve
organi digtan saran perimetriyum tabakalari olmak Gzere 3 ayri tabaka ayirt
edildi. Lumen epiteli bazilarinda silia iceren prizmatik epitel hicrelerinden
olusan tek katl bir tabaka seklindeydi. Epitelin altinda bag dokusu ile
birbirlerinden ayrilmis uterus bezleri ile daginik halde bulunan stromal hucreler
gOzlendi. Uterus dokusunda lumen epiteline ait hucrelerin boyunun kisaldigi
dikkat ¢cekti. Miyometriyum tabakasinda kas hucreleri normal yapida gozlendi.
Miyometriyum tabakasindan sonra organi saran perimetriyum tabakasi
bulunmaktaydi. implantasyon belirteci olarak primer desidual alan ve sekonder
desidual alanlar ayirt edildi. Primer desidual alan lumen epitelinin hemen altinda

goOzlendi. (Resim 1.1; Resim 1.2)
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Resim 1.1: Kontrol grubu (HE boyanmasi X10). Gebeligin 3.5-4. gliniinde
uterus kesitlerinin H-E ile boyanmig preparatlarinda her U¢ tabakada ayirt

edilebilmekteydi. E: Endometriyum, M: Miyometriyum, P: Perimetriyum

Resim 1.2: Kontrol grubu (HE boyanmasi X40). Primer desidual alan (P),

Sekonder desidual alan (S), endometriyal luminal epitel (ok), bez epiteli (yildiz)
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Dusuk doz Omega-3, ve Yuksek doz Omega-3 gruplarinda da uterusun
histolojik yapisi kontrol grubuna benzer 6zellik gostermekteydi. (Resim 1.3;
Resim 1.4; Resim 1.5; Resim 1.6)

Resim 1.3: DUsuk doz Omega-3 grubu (HE boyanmasi X10). 3.5-4. gininde
uterus kesitlerinin H-E ile boyanmig preparatlarinda her U¢ tabakada ayirt

edilebilmekteydi. E: Endometriyum, M: Miyometriyum
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Resim 1.4: DUsuk doz Omega-3 grubu (HE boyanmasi X40). Primer desidual

alan (P), Sekonder desidual alan (S), endometriyal luminal epitel (ok), bez epiteli
(yildiz)

Resim 1.5: Yuksek doz Omega-3 grubu (HE boyanmasi X10). 3.5-4. gununde
uterus kesitlerinin H-E ile boyanmig preparatlarinda her Ug tabakada ayirt

edilebilmekteydi. E: Endometriyum, M: Miyometriyum, P: Perimetriyum.
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Resim 1.6: Yuksek doz Omega-3 grubu (HE boyanmasi X40) . Primer desidual

alan (P), Sekonder desidual alan (S), endometriyal luminal epitel (ok), bez epiteli
(yildiz)

2. immunohistokimyasal Bulgular

immunohistokimyasal boyanmalar semi-kantitatif ydntem ile degerlendirildi.
Bu yontemle boyanma derecelerine gore kuvvetli (+++,3), orta (++,2) ve zayIf
(+,1), belirsiz/var-yok (-/0) olarak tanimlandi. Preparatlar isik mikroskobu ile iki
histolog tarafindan degerlendirildi.
3. Laminin immunohistokimyasi

Laminin immunoreaktivitesi, Kontrol grubu (Limen epiteli bazal membrani
1.71+£0.48, Bez epiteli bazal membrani 1,57+053, Endometriyal Stroma
1,57+053 ) ve DUsUk doz (Lumen epiteli bazal membrani 1.57+0.53, Bez epiteli
bazal membrani 1.42+0.53, Endometriyal Stroma 1.85+0.37) gruplari arasinda
anlaml fark gézlenmedi. YUksek doz Omega-3 (Lumen epiteli bazal membrani
2.4240.53, Bez epiteli bazal membrani 2.42+0.53, Endometriyal Stroma
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2.42+0.53) grubunda ise diger gruplara gore anlamli olarak artmisti (p<0.05).
(Resim 3.1; Resim 3.2; Resim3.3)

Resim 3.1: Kontrol grubu (Laminin boyanmasi X40). Endometriyum yuzey (EP)
epitelinin altinda yer alan bazal membranda (OK) lamininle orta siddette

isaretlenme izlendi.
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Resim 3.2: DUsuk doz Omega-3 grubu (Laminin boyanmasi X40).
Endometriyum yuzey (EP) epitelinin altinda yer alan bazal membranda (ince ok),
bez epiteli bazal membraninda ve stromal hicrelerde (yildiz) lamininle orta

siddette isaretlenme izlendi.

Resim 3.3: Yuksek doz Omega-3 grubu (Laminin boyanmasi X40).

Endometriyum yuzey (EP) epitelinin altinda yer alan bazal membranda (ince ok),
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bez epiteli bazal membraninda ve stromal hicrelerde (yildiz) lamininle kuvvetli

isaretlenme izlendi.

Tablo 3.1: Laminin immunohistokimyasal skorlamasi

Liimen Bez
stroma
Epiteli epiteli
Kontrol 1,71+0,48 1,57+0,53 1,57+0,53
Dusiik doz 1,57+0,53 1,42+0,53 1,85+0,37
Yiksek doz 2,42+0,53 2,42+0,53 2,42+0,53
Kontrol - Dusitk
0,591 0,606 0,254
doz (p)
Kontrol-Yiiksek
0,030 0,018 0,018
doz (p)
Dusiuk - Yiksek
0,018 0,010 0,044
doz (p)

4. Lif immunohistokimyasi

LIF immunoreaktivitesi agisindan, Kontrol grubu (Limen epiteli bazal

membrani 1.00+0.57, Bez epiteli bazal membrani 0.57+0.53, Endometriyal

Stroma 1.14+0.37 ) ve Dusuk doz (Lumen epiteli bazal membrani 1.14+0.37,

Bez epiteli bazal membrani 0.71+£0.48, Endometriyal Stroma 1.14+0.37) gruplari

arasinda anlamh fark gézlenmedi. Yiksek doz Omega-3 (Lumen epiteli bazal

membrani 2.28+0.48, Bez epiteli bazal membrani 1.71+0.48, Endometriyal

Stroma 2.00+0.57) grubunda ise diger gruplara goére anlamh olarak artmigsti

(p<0.05). (Resim 4.1; Resim 4.2; Resim 4.3)
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Resim 4.1: Kontrol grubu (LIF boyanmasi X40). Endometriyum yuzey epitelinde
(ok), bez epiteli ve endometriyal stromada stromal hicrelerde orta siddette Lif

immunoreaktivitesi gozlendi.

Resim 4.2: Dusuk doz Omega-3 grubu (LIF boyanmasi X40). Endometriyum
yuzey epitelinde (ok), bez epiteli ve endometriyal stromada stromal hicrelerde

orta siddette Lif immunoreaktivitesi gozlendi.
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Resim 4.3: Yuksek doz Omega-3 grubu (LIF boyanmasi X40) Endometriyum

yuzey epitelinde (ok), bez epiteli (ok)ve endometriyal stromada stromal

hiicrelerde artmig Lif immunoreaktivitesi gozlendi.

Tablo 4.1: LIF immunohistokimyasal skorlamasi

Liimen Bez
stroma
Epiteli epiteli
Kontrol 1,00+0,57 0,57+0,53 1,14+0,37
Diisiik doz 1,14+0,37 0,71+0,48 1,14+0,37
Yiksek doz 2,28+0,48 1,71+0,48 2,00+0,57
Kontrol - Dusitk
0,593 0,591 1,000
doz (p)
Kontrol-Yiiksek
0,003 0,005 0,010
doz (p)
Dusuk - Yiksek
0,002 0,006 0,010

doz (p)
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5. Ultrastrukturel Bulgular

Kontrol grubunda, uterus yuzey epitel hucrelerinin prizmatik yapida oldugu,
uzun eksenlerine paralel 6kromatik ¢ekirdeklerinin bulundugu ve organellerinin
morfolojik olarak normal yapiya sahip oldugu gézlendi. Hiicrenin apikal
yuzeyinde bulunan mikrovilluslarin ve hucreler arasi baglantilarin normal oldugu
saptandi. Kendi hiicre ve bag dokusu ile stromanin normal bir yapiya sahip
oldugu gozlendi. (Resim 5.1 A,B,C,D)
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Resim 5.1: Kontrol grubuna ait normal uterus epiteli

A: uranil asetat-kursun sitrat X 800.

B: uranil asetat-kursun sitrat X 1400.

C: uranil asetat-kursun sitrat X 4000.

D: uranil asetat-kursun sitrat X 4000.

(n: ndkleus, ok: apikal farklilagmalar, beyaz yildiz; hucreler arasi baglantilar,

beyaz ok; mitokondriler)

Dusuk doz omega-3 alan grupta, uterus yuzey epitelinin kontrol grubuna gore
epitel yuksekliginde azalma oldugu yapilan morfometrik dlgimler ile bulundu.
Bunun diginda yuzey epitelinin apikal yuzeyinde, sitoplazmasindaki organellerde
ve hicreler arasi baglantilarinda dejeneratif degisikliklere rastlaniimadi. (Resim
5.2 A,B,C,D) (Tablo 5.1)
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Resim 5.2: Dusik doz Omega-3 alan grupta uterus epitel

A: uranil asetat-kursun sitrat X 400.

B: uranil asetat-kursun sitrat X 1000.

C: uranil asetat-kursun sitrat X 1600.

D: uranil asetat-kursun sitrat X 2000

(n: ndkleus, ok: apikal farklilagmalar, beyaz yildiz; hucreler arasi baglantilar,

beyaz ok; mitokondriler)

Yuksek doz omega-3 alan grupta uterus yuzey epitel yuksekligi, kontrol ve
disuk doz omega-3 alan gruplara gore morfometrik 6lgimler sonucunda daha
da azalmig olarak gozlendi. Bunun disinda yuzey epitelinin apikal yuzeyinde,
sitoplazmasindaki organellerde ve hicreler arasi baglantilarinda dejeneratif
degisikliklere rastlaniimadi. (Resim 5.3 A,B,C,D)
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Resim 5.3: Yuksek doz Omega-3 alan grupta uterus epiteli

A: uranil asetat-kursun sitrat X 800.

B: uranil asetat-kursun sitrat X 1600.

C: uranil asetat-kursun sitrat X 1600.

D: uranil asetat-kursun sitrat X 4000.

(n: ndkleus, ok: apikal farklilagsmalar, beyaz yildiz; hicreler arasi baglantilar,

beyaz ok; mitokondriler)

3 Grup arasinda epitel yuksekliginde anlamli farklihk anlamlilik olup olmadigi
Kruskal Wallis testi ile degerlendirildi. 3 grup arasinda anlamh farklilik anlamhlik
oldugu gozlendi (p=0.00). Bu farkin hangi gruplar arasinda oldugu ise Mann
Whitney U testi ile degerlendirildi (Tablo 5.2).
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Tablo 5.1: Limen epiteli yliksekligi (Ultrastrukturel)

Grup Epitel boyu ortalamasi (nm) *
Standart sapma
Kontrol 18175,94 + 2979,3

Dusuk doz Omega-3

17844,71+ 719,9

Yuksek doz omega-3

7051,08+ 682,3

Tablo 5.2: Gruplar arasindaki istatistiksel degerlendirme

Gruplar Mann Whitney U Testi (p degerleri)
Kontrol-Dusuk Doz 0,599
Kontrol-Yuksek Doz 0,000
Dusuk Doz-Yuksek Doz 0,000

Elektron mikrosbunda birim alan bagina dusen mikrovillus sayisi dlguldu.

Dusuk doz ve yuksek doz omega-3 gruplarinda konrol grubuna gore mikrovillus

sayisinda azalma oldugu gdzlendi (Tablo5.3). Yuksek doz grubu diger gruplara

gOre anlamli olarak azalma gdsterdi (Tablo 5.4).

Tablo 5.3: Birim alan basina diisen mikrovillus sayisi

Gruplar mikrovillus sayisi/1000nm
Kontrol 3,80
Dusuk doz Omega-3 2,67
Yuksek doz Omega-3 2,16

3 Grup arasinda anlamhlik olup olmadigi Kruskal Wallis testi ile

degerlendirildi. 3 grup arasinda anlamlilik oldugu gozlendi (p=0.001).
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Tablo 5.4: Gruplar arasindaki istatistiksel degerlendirme

Gruplar Mann Whitney U Testi (p degerleri)
Kontrol-Dusuk Doz 0,008
Kontrol-Yuksek Doz 0,004
Dusuk Doz-Yuksek Doz 0,004
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V. TARTISMA

Memeli implantasyonundaki temel olay reseptif endometriyumun gelismesi ve
desiduaya farklilagmasidir. Basarili implantasyonun 6n kosulu olarak, reseptif
endometriyumun hazirlanmasi ve blastokistin implantasyonunda énemli rol
oynayan molekuler etkilesimler, karmasik bir kaskad igerir (106). Kotu
olgunlagsmis bir endometriyumda implantasyonun basarili olamayacagi iyi
anlasiimistir (107). Yetersiz endometriyal reseptivite, implantasyon
basarisizhiginin yaklagik Ugte ikisinden sorumlu tutulmaktadir (108).

Embriyonik implantasyon embriyo ve maternal endometriyumu igeren bir

grup sureg olup, gelismekte olan blastokistin reseptif endometriyuma tutundugu
ve igine gomuldugu, kadinlardaki benzersiz bir donem olan implantasyon
penceresinde gergeklesmektedir. Kadinlarda implantasyon penceresi midluteal
faza karsilik gelmekte ve yaklasik 48 saat ile sinirlandirilmakta olup bazi
endometriyal blyume faktorleri, sitokinler ve adezyon molekulleri ile
dizenlenmektedir (109, 110, 111, 112, 113). integrinler, IL-1, LIF, masin, leptin,
selektin-L ligandlari, Hoxa genleri ve siklooksijenaz (COX) gibi bir cok molekuler
belirte¢ bu reseptif streci tespit etmek igin 6nerilmistir (114, 115, 116, 117, 118).
implantasyon penceresi baslangici ayrica endometriyal epitel hiicre
morfolojisindeki degisikliklerle de karakterize edilebilmektedir (33, 119).
Aslinda insan yasaminin ilk haftasi hakkindaki bilgimiz; implantasyonun reseptif
endometriyumla iletisime girecek blastokist gerektirmesi ve in vivo bir durum
olmasi nedeniyle, bir takim gézlemsel galigmalara dayali ve oldukg¢a sinirlidir
(120, 121).

implantasyon penceresi lizerine yapilan galismalar géstermistir ki bu siireg

disindaki embriyo implantasyonu ya tamamiyle engellenir ya da en iyi ihtimalle
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inhibe edilmektedir (122, 123). Non-reseptif durumdan reseptif endometriyuma
donlsum sirasinda hicre yuzeyindeki molekullerin ekspresyonundaki degisiklik
onceki ¢calismalarda gosterilmis olup saglikli kadinlarin endometriyal
orneklerinde LIF, LIF reseptor proteinleri ve pinopod artisi insan blastokist
implantasyonunun baslangicinda, bu her iki molekuler ve yapigal degisikligin
énemli oldugunu disiindirmektedir (45, 124). implantasyon belirteclerinden olan
TNF-a ve LIF insan plasentasinin gelisiminde oldukga énemli bir role sahip
gorunmektedir. LIF sadece trofoblast farklilasmasini etkilemekle kalmayip
embriyonun adezyon seklini de kontrol etmektedir (125, 126).

Bircok konuda oldugu gibi, embriyonun implante olabilmesi i¢in gerekli
reseptif ortamin saglandigi desidualizasyon dénemi baglangici Gzerinde de farkh
gorusler bulunmaktadir. Abrahomson ve Zorn, stromal hucrelerin desidual
hicrelere farklilasmasinin blastokist ile Iimen epiteli bazal membrani arasinda
iligki kurulduktan sonra bagladigini ileri strerken (127), Welsh ve Enders
tarafindan, gebeligin 6. gininde antimezometriyal bolgede lumen epiteline
komsu kuguk bir alana sinirli olacak sekilde desidualizasyonun gergeklestigini
(128), Kramer ise; sican endometriyumunda desidualizasyonun ilk olarak 4,5.
gunden itibaren tespit edilebildigini ve 4,5-6,5. gunlerde stromal dokuda
yayginlastigini belirtmistir (129).

Endometriyal fertilite durumunu degerlendirmenin en az invaziv yontemi kan
orneginde endometriyal reseptivitenin prediktif belirteglerinin incelenmesidir. LIF
implantasyon penceresi belirteclerinden biri olup, serumdaki LIF dlgimu fertilite
durumunu yansitmadiginda ve uterin yikama 6rnegindeki disik konsantrasyonu
implantasyonun basarisiz olacagini dngormektedir (125, 130, 131). Aslinda
endometriyal reseptivite icin dnerilen belirteglerin cogu uterusa spesifik
olmamasi nedeniyle bu belirteclerin serum konsantrasyonlarinin implantasyon
basarisinin éngérmedeki rolinl saptamak zordur. Periferik kan analizinin bir

alternatifi uterin yikama érneginin degerlendirilmesidir. Ancak bu yontemin de
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standardize edilmemis olmasi ve bakilan igerigin konsantrasyonunun yontem
farkliliklarindan etkileniyor olmasi gibi bazi sinirliliklari mevcuttur (113).

Reseptif endometriyum tarafindan Uretilen ve servikal mukusa gecen
sitokinlerin ve buyume faktorlerinin degerlendiriimesi implantasyonu
incelemedeki diger bir non-invaziv ydontemdir. Servikal mukustaki LIF dlzeyi
periovulatuar periyotla yliksek duzeyde iligkili bulunmustur (132). Baska bir
c¢alismada ise menstruasyon dénemi disinda servikal sekresyonda LIF
saptanamamistir (133). Bunun diginda makrofaj-koloni stimulan faktér (M-CSF),
epidermal growth faktér (EGF), interlokin-1 beta (IL-1 B), transforming growth
faktor beta-1 (TGF-B1), ve TGF-32 serviko-vajinal sekresyonlarda saptanmis
ancak EGF digindaki belirteclerde serum ve serviko-vajinal sekresyon arasinda
ya da sekretuar endometriyumdaki sitokin gen ekspresyonu ile endometriyal
biyopsideki sitokin konsantrasyonu arasinda korelasyon saptanamamigtir.
Sadece EGF'nin sekretuar endometriyumdaki gen ekspresyonu ile serviko-
vajinal skresyonlardaki konsantrasyonu arasinda korelasyon oldugu
gorulmustar. Bu da EGF'nin uterin reseptiviteyi 5hgdérmede minimal invaziv
belirte¢ olarak degerli olabilecedi dusuncesini desteklemektedir (133).

Ultrasonografi da reseptif endometriyumu 6ngérmede kullanilan diger bir
belirtectir. IVF uygulanan hastalarda yapilan bir galismada U¢ boyutlu
ultrasonografinin degerlendirmesinde folikul stimulan hormon (FSH)
uygulamasindan sonra endometriyumdaki U¢ ¢izgi goérinimua ve endometriyal
volimde azalma gebelikle iligkili bulunmustur (134). Ancak yapilan bir baska
c¢alismada IVF sikluslarinda ultrasonografi incelemesinde ne endometriyal
kalinhdin ne de eko paterninin histolojik bulgularla uyumlu olmadigi ve
dolayisiyla ultrasonun endometriyal reseptiviteyi Sngérmede yeterli olmadigi
belirtiimigtir (135). Hambartsoumian ve arkadaslari tarafindan yapilan bir diger
calismada siklusun 10. gununde alinan endometriyal biyopsideki LIF duzeyi ile
IVF siklusu sirasindaki endometriyal gelisim arasindaki muhtemel iligki

arastirilmis ve LIF Uretiminin endometriyal kalinlik ve eko paterni ile negatif
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iligkili oldugu saptanmistir. Bu bilgiye dayanarak asiri LIF Uretiminin
endometriyum Uzerine inhibitor etki gosterebilecegi belirtilmistir (132).

Literaturde Omega-3’'un gebelik ve fetlus Uzerine etkileri konusunda pek ¢ok
calisma bulunmaktadir. Bazisi olumlu etkileri gostermigken bazisi da etkili
olmadidi yonundedir. Ozellikle fetal sinir sistemi gelisimi Gizerinde Omega-3
etkisi gok arastirilan bir konu olmustur. Serebellum gelisimi Gzerinde olumlu
etkisi oldugunu gosteren bir galismada néronal gelisim, diferansiyasyon ve hatta
sinaptik ag olusumunda Omega-3’Un yararh oldugu gosterilmistir (136). Diger
yandan Omega-3/Omega-6 orani yuksek diyetlerle beslenen si¢canlarda
postnatal bilylime geriligi ve hatta isitme zayifligi gérilmustir (137). insanlarda
yapilmis galismalarda gebeligin ikinci yarisinda uygulanan yag asidi
suplemantasyonunun gestasyonel diyabet veya preeklampsi riskini
azaltmadigini gésteren Yeni Zelanda ¢alismasi olmasina ragmen (138), ayni
suplemantasyonun fetus agirligini arttirdigi ve preterm dogumu azalttigi
yoniinde de bulgular vardir (139). implantasyon déneminde endometriyal kan
damarlarindaki sekillenmeyi bozan maddelerin embriyo implantasyon oranlarini
azalttig1 daha onceki ¢aligmalarda gosterilmis olup (140) vaskuler yatak ve
kardiyovaskuler sistem Uzerine ¢ok sayida yararli etkisi iyi bilinen Omega-3'un
Ozellikle bilinen vaskuler patolojisi bulunan bireylerde, endometriyal perflizyonu
arttirarak gebelik oranlarini arttirabilecegi de baska bir galisma konusu
olusturabilmektedir.

Literatur taramalarimizdan elde ettigimiz bilgiye gore; bir cok alanda yararli
etkileri gosterilmis olan Omega-3'in daha 6nceden implantasyon Uzerine olasi
etkilerinin calisiimamis oldugunu tespit ettik.

Endometriyal reseptivitenin ve implantasyonun basarili olmasindaki anahtar
faktor feto-maternal arayluzdeki molekuler etkilesimdir (141). Bu embriyo-
endometriyal iligki LIF gibi bazi molekuller araciligiyla embriyonun
endometriyuma tutunmasindan énce baslamaktadir (142). implantasyon

gergceklesmeden once endokrin, otokrin ve parakrin mesajlarla, endometriyum
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ve embriyo implantasyon i¢in hazirlanir ve uygun ortam saglanir (8).
Endometriyal reseptivite endometriyal glandlardan LIF salinimi ve liminal
epitelden LIF reseptor salinimi inhibisyonu ile dizenlenmektedir (44). LIF
salinimi farelerdeki implantasyon gunu olan 4. gunde maksimum seviyeye
¢ikmakta, bu da LIF'in endometriyal reseptiviteye katkida bulundugunu
gOstermektedir (44, 143). LIF duzeyi embriyo kalitesi ile uyumlu(144) ve LIF
miktari gebelik sonucu tahmininde yuksek duzeyde iligkili bulunmustur (145).
implantasyon penceresi ddneminde yiiksek LIF immiinoreaktivitesi gdsteren
kadinlar yuksek gebelik sansina sahiptirler (146). Endometriozisli infertil
kadinlarin endometriyumlarinda LIF tespit edilememistir (147). LIF yetersizligi
bulunan disi farelerin implantasyon basarisizligina baglh olarak infertil olduklari
bulunmustur (148, 149). Ancak 2007'de yapilan; agiklanamayan primer
infertilitesi bulunan ve sikluslari normal olan fertil kadinlardan alinan
endometriyal biyopsilerin karsilastirildigi bir baska ¢alismada her iki grup
arasinda LIF duzeylerinde anlamli farklilik tespit edilememis ve endometriozise
baglh infertilitesi bulunan kadinlarla kiyaslandiginda endometriyal fenotipin farkl
olabilecegi ve gunliuk pratikte farkli tedavi yontemlerinin gerektigi belirtilmigtir
(150). Bu bilgiler bize, endometriyumdan salinan LIF'in embriyo implantasyonu
icin mutlak gerekli oldugunu ve LIF duzeylerinin segilmis olgularda yapilan IVF
uygulamalarinda prediktif degerinin olabilecegini disundurmektedir. Dusik doz
aspirin verilen farelerde implantasyon penceresinde endometriyal LIF
immunoreaktivitesi daha gugli bulunan bir galisma vardir (151). Akupunkturun
da siganlarda LIF sekresyonunu arttirdigi gosterilmistir (152). Bizim
calismamizin sonuglari farelerde Omega-3 destegi verildiginde implantasyon
penceresi doneminde LIF sekresyonunun arttigini gostermektedir.

Uterus bazal membrani; liminal epitel ve stromal hiicreler arasindaki
karsilikli makromolekdullerin difuizyonunu kontrol etmektedir. Bu yuzden bazal
membran kalinli§i difizyon oranini belirlemektedir. Ek olarak ekstrasellller

matrix proteinlerinin; hicrelerin ¢cogalma, farklilagsma, goé¢ ve tutunma gibi
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fonksiyonlari Gzerine de etkileri bulunmaktadir (153, 154). Ekstrasellller matrix
elemani olan laminin embriyo gelisiminin erken donemlerinde gérulmezken
sonraki dénemlerde bazal membranda artmaya baslar (155). Ustelik laminin
polipeptidlerinin morula doneminde gbzlenmesi, embriyogenezin erken
dénemlerinde hiicre gogu, tutunmasi ve farklilagsmasi gibi olaylara katildigini ve
hdcre buyumesi ve hucre iskeletinin dizenlenmesinde rol aldigini dugunduren
calismalar da mevcuttur (155). Ancak laminin’in bu fonksiyonlarini nasil
gerceklestirdigi henliz tam olarak anlasiimis degildir. Laminin bu fonksiyonlarini,
uzerinde bulunan belli bolgelere hicre yuzey reseptorlerinin ve diger ESM
molekullerinin baglanmasiyla gerceklestirdigi saniimaktadir. Zira implantasyon
doéneminde blastokist Gizerinde morfolojik olarak saptanabilen tim
membranlarda laminin bulunmasi bu kaniyi gt¢lendirmistir (153, 155). Biz de
benzer olarak yapmis oldugumuz ¢alismamizda ylksek doz Omega-3 verilen
farelerde preimplantasyon doneminde limen epiteli bazal membrani, bez epiteli
bazal membrani, endometriyal stromada anlamli olarak artmig laminin
immunoreaktivitesi saptadik.

Diger bir ESM proteini olan fibronektin ve ESM proteinlerinin hicre
membranindaki reseptorleri olarak gorev yapan integrinler de implantasyon
sirecinin degisik asamalarinda gérev yapmaktadir. Ote yandan pre-
implantasyondan peri-implantasyon donemine gegciste implantasyon bolgesinde
blastokist invazyonu sirasinda bazal membrandaki laminin
immunoreaktivitesindeki azalmaya bagli lGminal epitelde bozulma oldugu
si¢anlar Uzerinde yapilan bir galismada gebeligin 5. gunidnden itibaren net
olarak tespit edilmigtir (156).

Desidualizasyon suresince ESM’nin yeniden modellenmesi sirasinda bir
taraftan adezyon molekullerinde dinamik ve gegici bir ekspresyon gozlenirken bir
taraftan da degisik hucresel modifikasyonlar gdzlenmektedir (36, 157).

implantasyonun baslangi¢c dénemlerinde ESM proteinlerinde gériilen bu ani ve
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kisa sureli degisikliklerin nedeni henlz net olarak anlasilabilmis degildir. Ancak,
bu donemde hucrelerde hizli transformasyonlarin oldugu da bir gergektir.

Kemirgenler Gzerinde yapilan ¢caligmalarda reseptif donemde
endometriyumda 6nemli yapisal degisikliklerin oldugu ve sekretuar hiucrelerdeki
apikal membranlarda bulunan mikrovilluslarin azaldigi ve bunlarin birleserek
pinositoz da gorevli buyuk apikal ¢ikintilar olan pinopodlari olusturdugu
g6zlenmistir (158, 159).

Bu calismamizda yuksek dozda Omega-3 verilen farelerde implantasyon
Ooncesi donemde embriyonun implante olabilmesi igin endometriyumun daha
uygun hale geldigini; LIF ve laminin oranlarinin arttigini, epitel yiksekliginin
azaldigini ve mikrovilluslarin azaldigini tespit ettik. Dlistik doz Omega-3 verilen
grupta kontrol grubuna gore epitel yiuksekligi agisindan anlamli farklilik yokken,
mikrovillus miktarinda anlamli azalma oldugu goéruldu. Benzer olarak kontrollG
overyan stimulasyon uygulanan farelere estradiol destegi verilmesi sonucunda
LIF duzeylerinde ve pinopod miktarinda artis oldugu saptanmig ve estradiol
desteginin endometriyal reseptiviteyi arttirabilecegi ileri suralmuastar (160).
implantasyonun bagarili olabilmesi igin mutlak gerekli olarak gériilen
pinopodlarin olusumu bazi faktorler tarafindan engellenebilmekte. Onegin
antiprogestin olan mifepriston uygulandigi bir galismada pinopod olusumunun
geciktigi gosterilmistir (161).

Bununla birlikte guinlik hayatta maruz kalinan Di-(2-ethylhexyl)-phthalate
(DEHP) gibi bazi meddelerin de implantasyonu olumsuz yonde etkileyen
degisikliklere neden oldugunu bilmek gerekmekte. DEHP ile yapilan
calismalarda farelerde anormal estrus siklusuna neden olan endokrin
dizensizlikler yaptigi, 6strojen ve progesteron reseptorlerinde ve E cadherin
duzeylerinde degisikliklere neden oldugu, pinopodlarda azalmaya neden olarak
endometriyal reseptiviteyi azalttigi, kan damarlarinda yeniden diuzenlenmeyi
baskilayarak emriyo implantasyon oranlarini azalttigi ayrica uzun donem yuksek

dozda maruz kalinmasi durumunda dusuk gebelik oranlariyla yuksek oranda

49



erken donem gebelik kaybina, dizensiz dstrojen ve progesteron seviyeleriyle
birlikte ovulasyonu engelleyebildigi gosterilmigtir (140).

Blankenship ve Given fare uterin liminal epiteli bazal membraninda gebeligin
5-7. gunleri arasinda laminin ve tip 1V kollajen azalmasi oldugunu saptamiglar ve
bu azalmanin bazal membrana yakin yerlesimli olan stromal desidual hiucrelerle
iliskili oldugunu ileri strmuglerdir (161). Stromal ve desidual hiicrelerinde bazal
membran matrixini degistirebildigi sdylenebilir (163, 164). Bazal membrandaki
incelme stromal hicrelerin fonksiyonlarindan da kaynaklaniyor olabilir, gink
gebeligin olmadigi sikluslarda da trofoblastlardan bagimsiz olarak
gerceklesebilmektedir (165). Hayvan deneylerinden anlasildigi Uzere bazal
membrandaki azalma azalmis matrix Uretiminden ziyade enzimatik yikima bagl
gOrulmektedir (165). Sarani ve arkadaslarinin insan [iminal endometriyumu
uzerinde yapmis oldugu bir galismaya gore bazal membran kalinhgi
implantasyon i¢in en uygun zaman olan LH piki sonrasi 6. glinde en dusuk
dizeye ulasmaktadir ve bu degisiklik implantasyon penceresinin morfolojik
kaniti olarak de@erlendirilmistir. Liminal epiteldeki incelmenin endometriyumun
blastokist invazyonu i¢in uygun implantasyon alani olusturmasini yansitiyor
olabilecegi onerisinde bulunulmustur (166). Benzer olarak mevcut ¢alismamizda
da disuk ve yiuksek doz Omega-3 verilen farelerin implantasyon éncesi
donemde endometriyum epitel yuksekliginde azalma oldugu ultrastrakutel olarak
tespit edilmis olup implantasyon basarisini arttiran bir faktor olarak

degerlendirilmigtir.
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VI.SONUG VE ONERILER

GuUnumuzde birgok galisma implantasyon dénemindeki endometriyumun
molekuler ve morfolojik degisikliklerini anlamaya adanmis ancak halen daha
mevcut degisikliklerin nasil gergeklestigi, tetikleyici mekanizmalar ve bu
degisikliklerin nasil basladigi agiklik kazanmamistir. Ustelik birgok ¢alismada da
celiskili sonuglar mevcuttur. implantasyon igin gerekli mekanizmalarin
baslamasini tetikleyen faktorler tam olarak bilinmedigi gibi bu degisiklikleri
arttirabilecek etmenlerinde Uzerinde pek durulmayan bir diger konu oldugu
go6rulmektedir.

GUnUmuz obstetri kliniginde bir ¢ok klinisyen tarafindan besin destegi olarak
Onerilen Omega-3'ln literatlr taramamiza gére daha 6énceden implantasyon
uzerine etkileri arastinimamistir. Bu sebeple bu ¢alismamizda Omega-3 verilen
farelerde implantasyon penceresi ddneminde endometriyumdaki degisiklikleri
implantasyon déneminde artis gdosterdigi bilinen laminin ve LIF’i kullanarak
immunohistokimyasal ve ultrastrikturel yontemlerle gostermeyi amacladik.

Bu calismada elde etmigs oldugumuz verilere gore giftlesme dncesi Omega-3
verilen farelerin endometriyumlarinda implantasyon éncesi dénemde bazal
memranlarinda laminin ve LIF duzeyinin arttigi, elektron mikroskobik incelemede
ise implantasyonu kolaylastiran faktorler olarak gorilen epitel yuksekliginde ve
mikrovillus yogunlugunda azalma oldugu belirlenmistir.

implantasyonun basarili olabilmesi reseptif endometriyum ve saglikli embriyo
arasindaki etkilesime bagli olup endometriyumun implantasyon penceresi

donemindeki degisikliklerin gorilmesi tek bagina saglikli bir gebelik elde
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edilmesi acisindan yeterli olmayabilir. Basarili implantasyon mekanizmalari
halen net olarak anlagilabilmis degildir ve bu slrecin net olarak ortaya
konulabilmesi i¢in gok yonllu degerlendirmelerin yapildigi prospektif galismalara
ihtiyac duyulmaktadir. Bu galismanin implantasyon oncesi, implantasyon
sirasinda ve implantasyon sonrasi olmak Uzere gebeligin degisik gunlerinde
yapilan incelemelerle desteklenmesi gerekmekle beraber mevcut sonuglarla
Omega-3'in endometriyumda implantasyonu olumlu yénde etkileyen etkileri

gOsterilmistir.
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VIl. OZET

implantasyonda rol alan bir gok mekanizma bilinmekle birlikte bunlari neyin
ve nasil tetiklendigi heniiz netlik kazanmamistir. implantasyon basarisiziiginin
ucte ikisi endometriyal reseptivite kusurundan kaynaklanmakta ve bu nedenle
endometriyal reseptivite Uzerine olumlu etki gosterebilecek etmenlerin
incelenmesi 6nem arz etmektedir. Hem hucre zari yapisina katilmasi, hemde bir
antioksidan 6zellik tagimasi nedeniyle gebelik ve sonrasi donemde oldukga
Onemli yararlari bulunan Omega-3 ginimuz obstetri pratiginde bir ¢ok klinisyen
tarafindan da tercih edilmektedir. Mevcut literatur bilgimize gére Omega-3 besin
desteginin implantasyon Uzerine etkilerinin incelenmemis oldugu
anlasiimaktadir.

Calismamizda 7’serli gruplar halinde toplam 21 fare kullanildi. Standart
laboratuvar sartlarinda tutulan farelerden kontrol grubunda olanlara standart
gida, dusuk doz grubuna gidaya ek olarak 400mg/kg Omega-3, yuksek doz
grubuna ise gidaya ek olarak 1000mg/kg Omega-3 oral gavaj ile verildi.
Farelerin duzenli siklusta olduklari U¢ haftalik takip ile belirlendikten sonra birinci
estrus doneminde Omega-3 destegi baglandi ve bir sonraki estrus doneminde
ug¢ disiye bir erkek dugecek sekilde fareler ciftlesmeye birakildi. Ertesi gin
vajinal plak gebelik agisindan kontrol edildi ve gebe oldugu saptanan fareler
beklenen implantasyonun 3. glintinde sakrifiye edildi. Toplam 8 ginlik Omega-3
destegi alan farelerin implantasyon sonuglarinda yiksek doz verilen grupta
laminin ve LIF immunoreaktivitesi kontrol ve disuk doz gruplarina gore anlamli
olarak artmig, elektron mikroskobik degerlendirmede de benzer sekilde ylksek
doz grubunda epitel yuksekligindeki azalma ve mikrovillus kaybi diger iki gruba
gOre anlamli oranda farkli bulunmustur.

Bu bulgular literatur bilgisiyle de uyumlu olup Omega-3 besin desteginin
endometriyal reseptivite ve implantasyon Uzerine olumlu etkilerinin olabilecegini

dusindirmektedir.
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VIIl. ABSTRACT
IMMUNOHISTOCHEMICAL AND ULTRASTRUCTURAL ANALYSIS OF THE
EFFECT OF OMEGA-3 ON EMBRYONIC IMPLANTATION IN AN
EXPERIMENTAL MOUSE MODEL

Many mechanism are defined that play a role during implantation, however
how the process is triggered remains a mistery. Defects in endometrial
reseptivity are responsible for two-thirds of implantation failure, thus the
investigation of positive factors on endometrial reseptivity is important. Many
obstetricians encourage use of Omega-3 during pregnancy due to its antioxidant
effect and being a part of cell membrane structure. According to our knowledge,
there is no study published on the effect of Omega-3 nutritional support on
implantation.

A total of 21 mice equally divided into three groups was used for the
experiment. All were kept under standart laboratory conditions. The control
group was fed with standard food, the low dose group was fed with Standard
food and was given 400 mg/kg of Omega-3 and the high dose group was fed
with standard food and was given 1000 mg/kg Omage-3 by oral gavage. After
determining the regular cycles of the mice by three-week folllow-up, Omega-3
nutrition support was started during the first estrus cycle. The mice were allowed
to mate in the next cycle with one male to three females. The day after mating,
vaginal plates were checked for pregnancy and mice were sacrificed on the third
day of the expected implantation.

Results showed that lamininand LIF immunoreactivity were increased
signifcantly in the high dose group when compared to the control and low-dose
groups. Similarly electronmicroscopic evaluation showed a decrease in epithelial

height and microvilli loss in the high dose groups.
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