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OZET

Implantasyon siirecinin penetrasyon fazinda, implantasyon alani ¢evresinde vaskiiler
degisimler meydana gelir. Bu vaskiiler fizyolojinin diizenlenmesinde etkili oldugu
bilinen COX-2, tekrarlayan gebelik kayiplarimin (TGK) etyolojisinde de 6nemli rol
oynamaktadir. TGK’nin biiyiikk oranda penetrasyon fazinda ve gebeligin 8-12.
haftalarinda olusmasi, blastosist implantasyon siirecindeki olumsuzluklara bagh
olarak gelisebilecegini diisiindiirmektedir. TGK’nin tedavisinde, klinikte siklikla
kullanilan diisik molekiil agirlikli heparinin (DMAH), antikoagulan etkisinin
yaninda antiiflamatuar etkilerinin de fayda saglayabilecegi yapilan g¢aligmalarda
bildirilmistir. Bu ¢alisma da, sicanlara gebeligin 0, 1, 3, 5 ve 7. giinlerinde 50 IU/kg
enaksoparin sodyum, intraperitoneal olarak uygulanmis ve toplanan uterus
dokularinda COX-2 immunlokalizasyonlar1 belirlenmistir. DMAH’ 1n gebeligin erken
donemlerinde sigan uterus dokusunda TGK etyolojilerinde yer aldigi bilinen COX-2
ekspresyonu iizerinden bir etkiye sahip olup olmadigi arastirlmis ve DMAH
uygulamasinin, immunohistokimyasal seviyede ve semiquantitatif gézlemde COX-2

immun ekspresyonu iizerine bir degisiklik olusturmadigi sonucuna varilmistir.
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ABSTRACT

COX-2 known to be effective in regulating the vascular physiology, plays important
role in etiology of the recurrent pregnancy loss. The formation of recurrent
pregnancy loss widely in generation phase and at 8-12 weeks of gestation suggests
that the blastocyst implantation process may be affected by the negativty of the
blastocyst implantation process. It has been reported that, anticoagulant and anti-
inflammatory effect of low molecular weight heparin can be usefull in recurrent
pregnancy loss treatment. Rats were treated with 50 IU/kg enaxoparin sodium
intraperitoneal in 0, 1, 3, 5 and 7 days of gestation and COX-2 immunlocalizations
were determined in collected uterine tissues. It was examined whether if low
molecular weight heparin effect on COX-2 expression involved in etiology of
recurrent pregnancy loss and concluded that low molecular weight herarin treatment
was not caused change on COX-2 immun expression at immunohistochemical level

and semiquantitavive observation.
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1. GIRIS

Gebelik implantasyon, desidualizasyon, plasentasyon ve son olarak dogum
siireci ile yavrunun dogumunu kapsayan ¢esitli olaylarin yer aldigr karmasik bir
stirectir (23, 24, 38). Bu olaylardan her biri, bir sonraki evre i¢in basamaktir. Basarili
bir gebelik i¢in gerekli olan ve implantasyon esnasinda baslatilan fizyolojik ve

molekiiler degisim siireci karmasik olmasina karsin ¢ok iyi organize olmustur (24).

Embriyonun  implantasyonu,  endometriyum  epiteline  blastosistin
baglanmasiyla baslayan, belirgin plasentanin olusumu ile sona eren, embriyo ve
endometriyum arasinda karmasik etkilesimleri kapsar. Embriyo ve endometriyum
etkilesimleri yalnizca embriyo ve endometriyumun belirgin bir olgunlasma evresine

ulagmasiyla baslar (67).

Implantasyonun ilk fark edilebilir isaretlerinden biri, desidual hiicre
reaksiyonunun baglangicinda ve blastosist apozisyon alaninda endometriyal
permeabilitede artistir (29, 103). Endometriyum epitel hiicrelerinde ve stromal
hiicrelerde, endoplazmik retikulum ve cekirdekte yerlesmis olan siklooksijenazlar da
(COX) endometriyumdaki degisikliklere eslik ederek, implantasyon esnasinda
anjiogenezisin olusumu ve vaskiiler gecirgenligi artirmak suretiyle endometriyumun
alict1 hale gelmesine katki saglamaktadir. Simdiye kadar belirlenmis ii¢ COX
izoformu bulunmakla beraber, ozellikle COX-1’in dogum esnasinda onemli rol
oynadigmi1  ve COX-2’nin ise ovulasyon, fertilizasyon, implantasyon ve
desidualizasyon esnasinda Onemli rol oynadigim1 ortaya koyan c¢aligmalar
bulunmaktadir (25, 29). Yine yapilan ¢alismalarda tekrarlanan gebelik kayibinda
(TGK), endometriyumda COX-2 mRNA seviyelerinin diisiik olduguna iliskin bilgiler
mevcuttur (130).

TGK, ii¢ veya daha fazla ardisik diisiigiin goriilmesi olarak tanimlanir (33,
40, 62) ve fertil kadinlarin %1-5'ini etkileyen duygusal, sosyal ve ekonomik
problemler yaratan bir saglik sorunudur (18, 96). TGK’ya neden olan olasi etyolojik
faktorler; genetik nedenler, endokrin nedenler, uterusa ait nedenler, immunolojik
faktorler, trombofilik bozukluklar olabildigi gibi ¢evresel faktorler ve ovaryan rezerv

diistikliigii de bu faktorler arasinda yer alabilmektedir (22, 52, 74). Giiniimiizde



bilinen etyolojik faktorlerin hepsi incelense de TGK nedeniyle basvuran hastalarin

yaklasik yarisinda belirgin bir neden saptanamamaktadir (5).

TGK nedenleri igerisinde yer alan Antifosfolipid sendromu (APS), TGK
olgularinin %5-15’inde goriilmektedir. APS’de gebelik kaybi igin altta yatan
mekanizma plasental vaskiiler trombozdur. Antifosfolipid antikorlar1/B2-glikoprotein
kompleksleri maternal spiral arterlere trofoblast proliferasyonunu ve invazyonunu
inhibe etmekte ve plasentada doku 6liimii, nekroz ve trombozlara neden olmaktadir
(26, 52). Basta APS olmak {iizere nedeni bilinmeyen TGK’larin tedavisinde
proflaktik amagli olarak diisiik doz aspirin ve subkutan heparinin kombine tedavisi

yaygin sekilde kullanilmaktadir (40, 75).

Bu tez calismasi ile TGK’larda gebeligin siirdiiriilmesinde olumlu etkileri
saptanmis olan diisiik molekiil agirlikli heparinin, klinikte kullanilmasina bagl
olarak, gebeligin erken donemlerinde sican uterus dokusunda TGK etyolojilerinde
yer aldig: bilinen COX-2 ekspresyonu lizerinden de bir etkiye sahip olup olmadigi

arastirilmastir.



2. GENEL BiLGILER
2.1. Memelilerde Embriyonal Gelisim

Insanda ddllenmis yumurta hiicresi olan zigot, organizmay1 olusturan sistem
ve organlart meydana getirmek iizere 8. haftanin sonuna kadar bir seri mitoz gegirir.
Bu sekilde gelisen yapiya embriyo ve gelisen slirece de embriyonik gelisim adi
verilir (4). Embriyonal gelisim zigot olusumundan itibaren sirasi ile su evrelere

sahiptir;
2.1.1. Zigotta Yariklanma

Organizmadaki hiicreler diploid kromozom sayisina sahip olup haploid
kromozom sayisindaki gametlerin fertilizasyonu sunucu olusur. Gametler diploid bir
zigot olusturmak {izere tuba uterinanin ampulla bdlgesinde birlesirler. Bu birlesme
gerceklesmeden Once haploid olan erkek ve disi proniiklouslar kendi DNA’sin1
replike etmek zorundadir. Kromozom ¢iftleri sentromer bolgesinden uzunlamasina
ayrilir ve kromatidler, zigotun her hiicresi normal diploid sayida kromozom icerecek
sekilde karst kutuplara dogru ¢ekilir. Kromatidlerin bu hareketi sirasinda hiicrenin
yiizeyinde sitoplazmay1 zamanla iki parcaya bdlen derin ¢izgi belirir ve bu bolim
yariklanma olarak adlandirilir. Yariklanma zigot, fertilizasyonun gercgeklestigi
ampulla bolgesinden uterusa dogru yol alirken gerceklesir (98). Ilk yariklanma
sonucu embriyo iki esit biiytikliikte hiicreden olusur ve daha sonra senkronize bir

sekilde dort hiicreli, sekiz hiicreli gibi devam eder (28, 84).

Zigot iki hiicreli evreye ulasirken ikinci yariklanma birinci yariklanmaya dik
olarak gerceklesir, bu bdoliinmeler meridyonal boliinme olarak tanimlanir. Bunu
ekvatoral yonde olan bdliinme izler. Daha sonra bir meridyonal, bir ekvatoral
boliinmeler sonucunda bir¢ok kiiciik kardes hiicre sekillenir ve bunlara blastomer adi
verilir (98). ikinci boliinme sonunda olusan 4 hiicreli blastomer, tuba uterinanin
distal bolgesinde zona pellusida ve kismen de korona radiatayr olusturan granuloza
hiicreleri ile sarihidir (98). Uciincii yariklanma ekvatoral diizlemde gerceklesir.
Boliinmenin gectigi diizleme bagli olarak, bu bdliinmeyle 4’ de vejetal yarim
kiirede yerlesmis olan 8 blastomer sekillenir (85). Sekiz hiicre evresine kadar gevsek

bir hiicre kiimesi halindedirler (98). Insanda 8 blastomerli sathaya ulasildiginda



spesifik embriyonal protein sentezi baslar, blastomerler belirgin bir sekilde
farklilagir. Blastomerler belirgin cesitli ylizey antijenlerini ve enzimleri iretirler
(135). Baslangigta yariklanma sirasinda, tiim blastomerler morfolojik ve potansiyel
olarak aymi ozelliklere sahiptir. Ancak, sekiz hiicre asamasinda kompaktlasma ve
polarizasyon olaylar1 gerceklesmektedir. Hiicreler sekizden 16-32 hiicreli evreye
gectiginde, bu hiicre kiimesinin disinda yer alan hiicreler polarize o6zelliklerini
stirdiiriirler ancak, merkezdeki hiicreler apikal 6zelliklerini kaybederler ve morfolojik
olarak apolar fenotip gosterirler. Gelismekte olan embriyodaki hiicrelerin pozisyonu
ve/veya hiicre polarizasyonu onlarin i¢ hiicre kitlesi (ICM) veya trofoektoderm (TE)
hiicre yapilarina katilma siirecini etkilemektedir Dis polarize hiicreler TE’i
olustururken, i¢ kisimda yer alan apolar hiicreler ICM’ni meydana getirirler. Bu
durum, ”i¢-dis hipotez” veya “konum hipotezi” olarak ifade edilmekte ve
embriyonun kaderini belirlemektedir. Blastomerler, simetrik veya asimetrik olarak
boliintirler. Simetrik boliinmeler ile iki polar hiicre, asimetrik boliinmeler ile ise bir

dis polar ve bir i¢ apolar hiicre olusmaktadir (3, 59, 134).

2.1.2. Morula

Zigotta meydana gelen boliinmeler ayni diizen igerisinde devam ederek
oldukea siki iligki icerisinde olan salkim goriintiisiindeki hiicrelere sahip olurlar (98).
Embriyonun 16 hiicreli bu hali morula olarak isimlendirilir ve bu evreye insanda
fertilizasyondan yaklasik 3 giin sonra (90) farede ise yaklasik 60 saat sonra ulasilir
(28, 84). Evcil memeli hayvanlarda morula 16-64 hiicre igerir. Morula hiicreleri
kompaksiyon adi verilen bir olay ile kiire seklindeki goriiniimlerini kaybederek

birbirine ¢ok siki1 baglarla tutunan kompakt bir hiicre kiimesi halini alirlar (98).

2.1.3. Blastosist

Morula evresindeki hiicrelerin gogalmasi ve sekresyonlarini hiicreler arasinda
biriktirmeye baslamasi ile hiicreler birbirinden uzaklasir ve blastosél sekillenir.
Embriyo bu asamada uterus lumeninde uterus epiteli ile kars1 karsiya gelmis olup
blastosist olarak isimlendirilir (98). Blastosist iginde sivi arttik¢a, blastomerleri
trofoblast ve embriyoblast olmak {izere iki bolime ayirir. Trofoblast, ince, dis
tabakadir ve plasentanin embriyonik kismini olusturur. Embriyoblast ise merkezi

yerlesim gosteren bir grup blastomerdir ve embriyonun baslangicini olusturur (90).



Insanlar1 ve maymunlar1 kapsayan bircok calisma da, blastosistin olusum
evresinde zonada olusan bir g¢entigin, blastosistin genislemesine neden oldugu
bildirilmistir. Bu genisleme hidrostatik basincin artmasiyla devam eder ve bu olusum
sonras1 zona biiyiik 6l¢iide bozulmadan kalir (80, 109). Bu olay ayn1 zamanda fare
(12), sigan (122) ve inek (83) gibi pek ¢ok tiir de gdzlemlenmistir. Bununla beraber
hamsterlarda, dnce blastosist genisler sonra kiiciiliir ve zonanin tamamen erimesiyle
yapisma saglanir (60, 61, 86, 108). Blastula evresi siiresince zona pellisuda yirtilir,
embriyo serbest kalir ve bdylece embriyonun uterusa implantasyonuna imkan
saglanir (98). Zona pellisudanin blastosistten ayrilmasi si¢anlarda yaklasik olarak

gebeligin 3,5-4,5. giinlerine rastlar (140).

Implantasyonun olabilmesi ic¢in biyomolekiiller araciligi ile hiicresel
sinyalizasyon gerceklestirilir ve uterus epiteli ile temas edecek olan trofoblastlarin
yiizeyinde degisik boyutlarda ¢ok sayida mikrovillus belirir (98). Insanda
fertilizasyondan yaklasik 6 giin sonra blastosist, i¢ hiicre kitlesine yakin bdlgeden
endometriyum epiteline tutunur (90). Blastosistin endometriyum epiteline
invazyonundan sonra, embriyonik kutuptaki trofoblast hiicreleri c¢ogalarak c¢ift
tabakal1 trofoblast dizisini olusturur. Bunlardan i¢ tabakadaki tek ¢ekirdekli hiicreler
sitotrofoblast olarak adlandirilirken, dis tabakay:1 da sitotrofoblastlarin ¢ogalmasi ve
kaynagmasi ile olusan ve ilerde maternal doku ile direkt olarak temas eden ¢ok
cekirdekli sinsisyotrofoblastlar meydana getirir (36,54). Trofoblast hiicreleri, anne ile
yavru arasinda oksijen ve besinlerin taginmasi yani sira, blastosistin endometriyuma
tutunmasindan baslayarak gebeligin sonuna kadar diger islevlerin yerine
getirilmesinde de gorev alan hiicrelerdir (48). Invazyon sirasinda sinsisyotrofoblast
hiicreleri, ireme yeteneklerini kaybederler, sitotrofoblast hiicreleri ise trofoblastlarin
stirekli ¢ogalarak biiylimesini ve kaynasmasini saglayan kok hiicre 6zelligindedir
(17, 35, 36, 54). implantasyonun erken evrelerinde sinsisyotrofoblastlarin eritici
aktivitesiyle maternal dokular erozyona ugrar. Sitotrofoblastlar invazyonun
ilerlemesinden ve implantasyon alaninin genislemesinden sorumlu olan hiicrelerdir

(54).
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Sekil 2.1. Zigotun Yariklanmasi ve Blastosist Olusumu (90).

2.2. implantasyon

Embriyonun implantasyonu, endometriyumun lumen epiteline blastosistin
baglanmasiyla baglayan, belirgin plasenta olusumu ile sona eren, embriyo ve

endometriyum arasinda bir dizi kompleks ardisik etkilesimleri kapsayan bir siiregtir
(67, 102).

Implantasyon sirasinda  endometriyumda meydana gelen molekiiler

degisiklikler sonucunda blastosist asamasindaki embriyo taslagi, tizerini kaplayan



zarlar araciligr ile uterus mukozasina baglanir. Plasentayr meydana getiren bu

baglantiya "Implantasyon" denir (54).

Implantasyonun basaris1, blastosist evresi i¢in uygun embriyo gelisimi ve
ayni zamanda embriyo i¢in alict endometriyumun gelisim basarisina baghidir (114).
Ovaryumdan salgilanan steroidlerin etkisi altinda uterusta meydana gelen farklilagsma

ve blastosistin etkinligi implantasyonun basarisini belirler (54).

Endometriyumun alicilik olayi ilk olarak siganda belirlenmis ve daha sonra da
diger tiirlerde onaylanmistir (103). Endometriyumun, kemirgenlerde ve insanlarda
yalnizca kisa periyodlar i¢in alict oldugu bilinir. Bu alic1 periyod haricinde embriyo,
gelisen endometriyum ile basarili bir sekilde iletisim kuramamaktadir. Bu nedenle
alict endometriyuma embriyonun zamaninda varisi basarili bir implantasyon icin ¢ok
onemlidir (81). Bu zaman periyodu ‘implantasyon penceresi’ olarak adlandirilir. Bu
siire boyunca uterus ortami blastosist implantasyonuna uygundur. Uterus hiicreleri ile
embriyo dokusunun bu fiziksel etkilesimine ilaveten bu siire¢, annenin steroid
hormonlarindan, biiylime faktorlerinden ve stokinlerden kesinlikle etkilenmektedir.

Dolayisiyla embriyonik sinyalizasyon da énemli rol oynar (112, 113, 114).

Blastosist tarafindan verilen ilk sinyal kimyasaldan ziyade fizikseldir (67).
Implantasyonun erken evrelerinin ultrastriiktiirel ¢alismalari, endometriyum lumen
epitel hiicreleri ve blastosistin trofoblastik hiicreleri arasinda fiziksel bir etkilesim
oldugunu gostermektedir. Endometriyal vaskiiler permeabilite yaniti, trofoblastik ve
epitel hiicreleri lizerindeki mikrovilluslarin ve ardindan hiicre membranlarinin dis
kisimlardan kenetlenmesiyle baslamaktadir (42, 67, 100, 107). Endometriyum ve
blastosist arasindaki bu iligki, periimplantasyon periyodunda, uterus lumenindeki
stvinin uzaklastirilmast sonucu embriyonun lumen epiteli ile yakin temas kurmasi
suretiyle kolaylastirilir (67). Baslangic sinyali fiziksel tabiatta olsa da, daha sonra
lumen epitel hiicrelerinin vaskiilarizasyon ve desidualizasyonun gerceklesebilmesi
icin bu sinyali stromaya iletmesi gerekir. Bu durum epitel hiicreler araciligiyla
fiziksel sinyalin kimyasal sinyale doniisiimiinii gerektirir. Bu sinyal iletimini
destekleyen c¢alismalar, endometriyum lumen epitelinin desidualizasyonda esas role
sahip oldugunu gostermistir. Sicanlarda yapilan bir calismada, stromal hiicrelerin

desidual hiicrelere doniistiigii 5. giinde, embriyo etrafindaki lumen epitelinin hala



bozulmadig1 ve lumen epitelinin yok edildigi veya ortadan kaldirildigt durumlarda da
desidualizasyonun gerceklesemedigi bildirilmis ve bu durum embriyonik sinyallerin
epitel hiicreler aracilig1 ile stromaya iletilmesi ile iliskilendirilmistir (44, 77). insanda
ise desidualizasyonun baslatilmas1 icin konseptusun varligir gerekli degildir (67)

ancak blastosistin implantasyonu ile daha saglikli hale gelir (24).

Preimplantasyon evresi siiresi tilirler arasinda farklilik gosterir. Farelerde
implantasyonun koitus sonrasi 4. giinde, insanda ortalama 9. giinde (76, 133)

sicanlarda ise 5. giiniin gecesinde olustugu bildirilmistir (116).

Insanda 20-21. giinler, fare ve siganda 4. giin aksaminda, olusan giiclii
baglanmanin ilk izleri goriiniir ve bu olay blastosistin baglandig1 alan iizerinde

stromal vaskiiler permeabilitede lokalize artis ile ayn1 zamana rastlar (111, 114).

Kemirgende implantasyon, blastosistin zona pellisudadan kurtulmasi
(gebeligin 3,5-4,5. gilinli), lumen epiteli ve embriyonun trofoektodermi arasinda
adezyon ve baglanma reaksiyonu (gebeligin 4,5-5,5. giinii) (2), blastosistin
apozisyon alan1 iizerindeki lumen epitelinin apoptozisi ve stromanin
desidualizasyonu (gebeligin 5-6. giinii) (101, 123), trofoblast hiicrelerinin bazal
membrana penetrasyonu (gebeligin 6-7. giinili), stromaya invazyonu (gebeligin 7.

giinii ve yukarisi) (106) gibi olaylari iceren karmasik siirecler zinciridir (138).

Farede implantasyona hazirlanan uterus, ii¢ ana periyod gegirir: alicilik dncesi
periyod (1-3. giinler), alic1 periyod (4. giin) ve alict olmayan periyod (5. giin ve
devami) (38, 132). Vaktinde implantasyon yalnizca alic1 periyod esnasinda meydana
gelir. Embriyolar alicilik 6ncesi faz da yerlesemez ve alici fazda uterus doniisiimii
i¢in Ostrojen salinimini takiben artan progesteron salinimi ile hazirlanma gerekir (81,
102). Uterusun kendiliginden refraktér faza doniismesiyle alicilik penceresinin

kapanmasi iizerine artik uterus ortami blastosist tutulumu i¢in uygun degildir (24).

2.2.1. implantasyon Tiirleri

Implantasyon maternal ve fotal yarimlarmin baglanti tiiriine gore ii¢ tipe

ayrilir (99).



Sentral tip implantasyon: Embriyo uterus boslugunun merkezinde ve uterus
mukozastyla temas halindedir ancak gomiilme yoktur. Tek tirnaklilarda,

ruminantlarda, karnivorlarda, domuzda ve bazi tiir maymunlarda goriiliir.

Ekzentrik tip implantasyon: Embriyonal dokular biiyiikk oranda uterus

mukozasina gomiilmiistiir. Kunduz ve sincaplarda goriiliir.

Interstisivel tip implantasyon: Embriyonal dokular tamamen uterus
mukozasina gomiiliir ve embriyo uterus mukozasi ile ortiiliir. Insan, karnivor,

kemirici ve bazi tiir maymunlarda goriiliir (99).

Sekil 2.2. A) Sentral (siiperfisial) tip implantasyon. B) Ekzentrik tip implantasyon.
C) Interstisiyel tip implantasyon (8).

2.2.2. implantasyonun Olus Mekanizmalar

Implantasyon esnasinda, blastosist trofoblastlar1 ile uterus epiteli arasinda,
diger bir deyisle embriyo taslagi ile maternal doku arasinda ileri derecede fizyolojik
ve biyokimyasal etkilesmeler, yapisal farklilasmalar gerceklesir. Karsilikli etkilesme
hiicresel, hormonal ve tanimlanamayan diger faktorler diizeyinde olur. Bu siire¢ i¢ine
giren implantasyon olay: tiirden tiire degigsmektedir. Blastosist trofoblasti ile uterus
epitelinin apikal sitoplazmasi arasinda hiicresel bir iligkinin kurulmasiyla fiziksel
etkilesme baglamis olur. Bu baslangicin gerg¢eklesmesinde, tetikleyici bir etken
olarak blastosist Ortiilerinin yap1 diizeni, biyokimyasal icerikleri, birbirleriyle ve

cevre ile etkilesimlerinin 6nemi biiyiiktiir (36).



Apozisyon Faz: Appozisyon fazinda, blastosist hareketsizdir. Trofoblast ve

uterus epitel hiicre membranlar1 arasinda ileri bir yakinlasma olur ve temas
alanlarinda, her iki implantif doku hiicre apikal sitoplazmalarinda bazi degisiklikler

gozlenir. Kemirgenlerde bu tip yapilar yaygin olarak belirlenebilir (36).

Adezyon Faz: Blastosist Ortiilerinin erimesinden hemen sonra baslar ve
embriyo-maternal iliski gergeklesir. Trofoblast ve uterinal epitel yiizeylerinde
dejeneratif diizeyde ileri bir morfolojik degisim ve faaliyet olmadan blastosist uterus
yiizeyine tutunur. Trofoblast ile uterus epiteli arasinda gercek diigiim seklinde

sitoplazmik kopriiler kurulur (36).

Penetrasyon ve Invazyon Faz: Penetrasyon ve invazyon faz, memeli tiiriine

gore degisebilir. Hormonal ve mekanik etkenler, genetik faktorler, desidual bariyer
hazirliklar1 trofoblasta kars1 direncin ortadan kalkmasmi saglar. Implantasyonun
gerceklesme siirecinde trofoblastin endometriyuma gomiilmesi 3 sekilde olmaktadir

(36).

Yer degistirerek penetrasyon: Trofoblast i¢in hedef nokta, uterus epitelini

ortadan kaldirmak ve onun yerine ge¢mektir. Tipik olarak kemiricilerde gozlenir.
Daha sonra bu hiicreler dejenere olarak bazal laminadan ayrilir. Sonug olarak bazal
laminanin penetrasyonu, trofoblastin kendi penetratif aktivitesinden ziyade, alttaki

desidual hiicrelerce baslatilir (36).

Kaynasarak penetrasyon: Invasiv dokunun hedef noktasi, sinsisyum aracilig

ile uterus duvarmna kaynasmakdir. Tutunan trofoblastin apikal plazma membrani,
uterus epitel hiicreleri apikal membranlar ile kaynasarak mikst bir sinsisyum
olustururlar ve hem maternal hem de trofoblast hiicrelerden kdken alirlar. Daha sonra
sinsisyum, bazal lamina ve endometriyal bag dokusuna aktif olarak penetre olur.

Insanda gergeklesen implantasyon tipi bu tip olabilir (36).

Zorla Penetrasyon: Uterus epitel hiicreleri ile sinsisyum uzantilar1 baglantilar

yaparak hiicreler arasi araliklara girer ve epitel hiicre araliklarindan olusan bu
yariklar1 doldurur. Ayrica trofoblast ve uterus epiteli arasinda da yeni baglanti
kompleksleri olusur. Bu tip implantasyon, endotelyokoriyal tip plasentasyonlarda

cok derinlesmez fakat primatlarda ve insanda goézlenen hemokoriyal

10



plasentasyonlarda derinlesir ve bu implantasyon sekli insana 6zgii bir 6zellik kazanir
(36).

Apozisyon Adezyon invazyon
cT

LE

BL: Blastokist
ZP: Zona Pellusida

CT: Sitotrofoblast -
ST: Sinsityotrofoblast
P: Pinopod P
iz integrinter GE
S: Sitokinler

GE: Glandiiler Epitel
LE: (endometriumun) Luminal Epiteli

Sekil 2.3. implantasyon asamalar1 (64).

2.3. Ostrus Siklusu ve Implantasyon Esnasinda Endometriyumun Ozellikleri

Implantasyon ve embriyonun gelisiminin gerceklestigi uterus korpus, kornu
ve serviks kisimlarindan olusur. Morfolojisi hayvan tiirlerine gore degisiklik gdsteren
uterus, kemirgenlerde gévde, iki kornu ve tek serviksten olusan bir yapidadir (97).
Insanlarda ise uterus armut seklinde, kalin duvarli, kasl bir yapiya sahip olup, gévde
ve serviksten ibarettir (89). Uterus duvari, icten disa dogru endometriyum,
myometriyum ve perimetriyum katmanlarindan meydana gelir. Endometriyum,
biyokimyasal faktorlerin ¢ogunun {iretildigi ve damarsal yapi olarak degisen
derecelerde kanlanan karmasik bir dokudur (11). Lamina epitelyalis tek kath
prizmatik epitel hiicrelerinden olusmaktadir. Buradan koken alan bezler lamina
propriya ve submukozaya kadar uzanir. Lamina propriya ve submukoza gevsek bag
dokudan olugsmaktadir. Myometriyum, icte siskiiler dista longitudinal seyirli diiz kas
katmanidir. Perimetriyum ise, peritonun visseral yapragindan olugsmus ve bazal

membran lizerinde oturmus mezotel hiicrelerinden ibarettir (97).

Sicanlarda diostrus baslangicinda uterus kiiciik ve inaktifdir. Kornular

vaskiilarizasyon acisindan yetersizlik ve genellikle yarik sekilde lumene sahiptir.
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Zaman zaman kiibik ve silindirik sekilli olan epitel hiicreleri dejenerasyon gostererek
diizlesir. Baslangicta ¢ok az mitoz ¢ok azdir ve bezler 6zellikle inaktif durumdadir.
Bu fazin ilerlemesi ile beraber bezler aktiflesmeye baslar. Ayni zamanda fazin
sonuna dogru endometriyum epiteline bitisik olan stromada hafif bir 6dem

goriilebilir (131).

Prodstrus agsamasinda, uterusun endometriyum katmani epitel hiicreleri kiibik
ve silindirik epitel hiicrelerine doniismektedir. Endometriyumda vaskiilarizasyon
belirgindir ve stromada prodstrusun sonuna dogru lumenin O6nemli bir sekilde

genislemesiyle beraber bir miktar 6dem goriilebilir (131).

Ostrus asamasinda endometriyum epitelindeki  degisiklikler ~dstrusun
basladigini ifade eder. Once bezlerdeki dejenerasyon alanlari ortaya ¢ikar. Bunu
epitelin incelmesi takip eder. Buna mitotik aktivitenin kaybolmasi ve lokosit
infiltrasyonu eslik eder. Lumen dilatasyonu her zaman gecerli olmamakla beraber
ostrusun ge¢ safthasma kadar devam edebilir. Ostrusun sona ermesiyle

endometriyumun mitotik aktivitesi eski halini alir (131).

Metdstrus asamasi sirasinda uterus endometriyum epitelinde devam eden
vakuolar dejenerasyon goriiliir, fakat ayn1 zamanda mitotik aktivitede belirgin bir

geri doniis vardir. Degisken 16kosit infiltrasyonu vardir (131).

Insanda uterus siklusu esnasinda, endometriyumda bir seri degisimler olur ve
epitel altindaki lamina propriya, desidua olarak bilinen yapisal bir doniistimle en ileri
ozellikler gosterir. Ancak, bu siiregte uterus epiteli tiim 6zelliklerini korur. Desidua,
uterus siklusunun sekresyon fazindaki ileri gelisme ve degismelerin bir biitiin olarak
ifadesidir (36).

Implantasyon periyodu esnasinda endometriyum over kaynakli steroidlerin
etkisi altinda morfolojik ve fonksiyonel olarak degisime ugrar ve blastosistin
tutunmasma uygun hale gelir. Bununla beraber Ostrojen ve progesteron
endometriyumun gelisiminde baskin hormonal diizenleyicilerdir. Progesteron tiim
memelilerde implantasyon ve gebeligin devami icin esastir, oysaki Ostrojen
gereksinimi tiirlere gore farklilik gosterir (38). Preimplantasyonda Ostrojen artis1 fare

de esas iken over kaynakli 6strojen maymunlarin implantasyonunda zorunlu degildir
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(46). Stroma ve epitel alanlarin Gstrojen ve progesteron reseptorlerinin mevcudiyetini
gosteren caligmalar, hormonlarin ve reseptorlerinin basarili bir implantasyon igin

onemli oldugunu ortaya koymustur (78, 81, 114).

Endometriyal kabul, progesteron etkisi altindaki lumen epitel hiicrelerinin
apikal mikrovilluslariin diizleserek, onun yerine; bu siire¢ i¢inde olusup sonra
kaybolan yumusak c¢ikintilar olan “pinopodlar” tarafindan saglanmaktadir.
Pinopodlar, implantasyon bolgesindeki endometriyal kavite sivi konsantrasyonunu
etkileyerek; gerekirse bir miktar emilimini saglayarak blastosistin adezyon ve

invazyon siireglerine katki saglar (64).

Sekil 2.4. Pinopodlar (64).

Insanda epitel hiicrelerinin ince yap: diizeyinde olusturduklari farkliliklar,
dollenme ani ile implantasyon ani arasinda gegen yaklagik 6-7 giinliik siirenin degisik
zaman dilimlerindeki durumuna gore farkliliklar gosterir. Gebeligin olmadigi
durumlarda uterus epiteli, yiizeyindeki mikrovilluslari, sitoplazmik elemanlar1 ve
komsu hiicrelerle olan iliskisi bakimindan normal konumda olmasina karsin,
preimplantasyon asamasinda uterus epitel yiizeyinde meydana gelen sitoplazmik
cikintilar ve kopriiler gebeligin farkini ortaya koymaktadir. Benzer degisikliklerin
uterus bezlerinin yapisinda da goriilmesi, gebelikte hormonal kontroliin Gstiinligiini

isaret etmektedir (36).
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2.4. implantasyon Esnasinda Endometriyumda Gerceklesen Molekiiler
Mekanizmalar

Gebelik esnasinda uterusta etkili olan molekiiller, sitokinler, biiylime
faktorleri, adezyon molekiilleri ve ekstraselliiller matriks komponentlerini igerirler

(11).

Hiicre Adezyon Molekiilleri: Hiicre yiizeyinde bulunurlar ve hiicrelerin

birbirleri ile ekstraseliiller matrikse baglanmasini saglayan molekiiler proteinlerdir
(10). Embriyogenez, hiicre biiyiimesi, farklilagmasi ve inflamasyon gibi olaylarda

gorev alirlar (51).

Musinler (MUC): Apozisyonda rol oynadiklarina inanilan (41) anti-adeziv

etkili bir gruptur. Musin ailesinden olan MUC-1, implantasyon i¢in uygun yer ve

zamani bulana kadar embriyoyu kovan bir molekiildiir (48).

Sitokinler: implantasyon bolgesinde trofoblast farklilasmasinda rol oynarlar
(112).

Heparin  Baglayan Epidermal Biiviime Faktorii (HB-EGF): Blastosist

gelismesini, zonanm delinmesini ve trofoblast biiyiimesini uyarir (41). Ostrojen
kontrolii altindaki fare endometriyum epiteli ve progesteronun kontrol ettigi stroma
tarafindan eksprese edilir. Ostrojenin hiicre cogalmasindaki etkilerine aracilik eder

(48).

Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF): Endotelyal ve trofoblast hiicre

farklilasmasi, ¢cogalma, migrasyon, invazyon, anjiogenezis ve vaskiiler endotelyal

hiicre fonksiyonunun devamliligini1 desteklemektir (130).

Transforming Biiyiime Faktorii f (TGF-B): Biiyiime faktorlerinden TGF-p,

uterusta desidual stromal hiicreler tarafindan salgilanir. Metalloproteinaz doku
inhibitdriinii artirmak sureti ile trofoblastin total jelatinolitik aktivitesini baskilayarak

trofoblast invazyonunda etkili oldugu diistiniilmektedir (48).

Siklooksijenazlar (COX): Prostaglandin sentezinin hiz siirlayici enzimleridir
ve 3 izoformu vardir, COX-1, COX-2 ve COX-3 (125). Uretimine aracilik ettigi

PG’ler yoluyla hiicre c¢ogalmasi, farklilasmasi ve bagisiklik fonksiyonlarina,
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anjiogenezis ve damar tonusu gibi damar fizyolojik fonksiyonlarin diizenlenmesinde

gorevlidirler (130).

2.5. Desidualizasyon

Insan ve fare gibi invaziv hemo-koryal ya da hemo-endotelyal plasentasyona
sahip tiirlerde, uterus dokusunda gebelige bagli meydana gelen en 6nemli histolojik
degisimdir. Desidualizasyon sirasinda endometriyumdaki fibroblast benzeri hiicreler
cogalip farklilagsarak desidual hiicrelere doniistirler ve olusan bu yeni dokuya desidua
ad1 verilir (55, 121). Desidua, gebelikte dstrojen, progesteron ve muhtemelen korpus
luteumdan salgilanan relaksin etkisiyle bir takim karakteristik yapisal degisiklikler
gosterir (21). Bu siiregte stroma prolifere olur ve desidualizasyonun basladigi bu
alanda primer desidual reaksiyon (PDR) sekillenir. Sonrasinda implantasyon
alanindaki uterus lumen epiteli apoptozise ugrar, embriyonun uterusa gémiilmesi i¢in
lumen altindaki bazal membran dejenere olur. Devam eden siiregte PDR alani
apoptozis gecirerek kaybolur ve implantasyon alanin1 ¢evreleyen sekonder desidual
reaksiyon (SDR) gergeklesir. Olusan bu reaksiyon alanina da sekonder reaksiyon
alan1 adi verilir (32). Insanda desidualizasyonun baslamasi i¢in konseptusun varlig
gerekli degil iken (67), farede blastosistin varligr desidualizasyon i¢in uyaricidir.
Implante blastosisti cevreleyen stroma hiicreleri, kapsamli sekilde degisim ve
farklilasmaya ugrayarak, 6zellesmis hiicre tipleri seklinde desidual hiicreler ismini
alir (24). Bu degisim esnasinda implantasyon yerinin etrafinda bulunan bag doku
hiicreleri, embriyonik beslenmeye kaynak olusturmak igin sinsisyotrofoblast

tarafindan kullanilmak tizere glikojen ve lipidleri depolarlar (90).

Folikiiler faz etkisi altinda bulunan endometriyumun fibronektin, tip I, 111, V
ve VI kollojen igeren ekstraseliiler matriksi, desidualizasyon sirasinda laminin,
heparan sulfat, perlekan ve tip IV kollojen igeren desidua dokusuna doniisiir (50).
Desidualizasyon sirasinda uterusta ekstraseliiler matriks yikimi meydana gelir. Bu
nedenle ekstraseliiler matriks implantasyonda 6nemli bir rol oynar (79, 95).
Desidualizasyon esnasinda stromada meydana gelen farklilagma ekstraseliiler
matriksdeki degisiklikler ile karekterizedir. Farelerde bu degisiklikler implante olan
blastosist ile tetiklenmektedir. Insanlarda desidual farklilasma, endometriyal siklusda

progesteronun hakim oldugu luteal fazda ortaya ¢ikmaktadir (48).
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Mikrofilament, mikrotubul ve intermedier filament gibi sitoplazmik yapilar
hiicre morfolojisi ve fonksiyonunda oldugu kadar desidua olusumunda da énemlidir
(6). Erken gebelik siirecinde desmin ve vimentin filamentlerinin hiicre
farklilasmasina yonelik davranis gosterdikleri yapilan g¢alismalarda bildirilmistir
(73).

Desidualizasyon esnasinda, endometriyumda, uterus dogal katil (uNK)
hiicreleri basta olmak {izere birgok hiicre tipinin say1 ve dagiliminda degisimler
meydana gelmektedir (72, 121). Trofoblastlarin desidua dokusuna yayilmasini ve
yerlesmesini kolaylastiran uNK hiicrelerinin 6zellikle spiral arterlerin yakininda ve
iginde yer aldigi ve salgilamis olduklart gama interferonun (IFN-y), uterus spiral
arterlerindeki degisimden ve gelismekte olan fetusun ihtiya¢ duydugu kanin
saglanmasi amaci ile mezometriyal bolgedeki spiral arterlerin duvarinda meydana

gelen incelme ve dilatasyonlardan sorumlu oldugu bildirilmektedir (55, 121).

Fare ve sicanda, uterus epitelinin apozisyon, adezyon ve penetrasyonu ile
karakterize ekzentrik implantasyon 6. saatte tamamlanir. Zona pellisudanin
kaybindan sonra, uterus lumeni, blastosistin iizerine yuvarlanarak kapanir ve
apozisyon sonlanir (38). Blastosist, ICM ile uterusun antimezometriyal alanina
baglanir. Blastosist ile temas halinde olan epitel tabaka blastosist duvarindaki dev
hiicreler tarafindan fagosite edilir ve epitelyal penetrasyon baslar. Trofoblast
hiicreleri uterus lumeninden geriye kalan bazal lamina boyunca penetre olurlar.
Sekillenen desidua alani ice dogru kivrilarak blastosist i¢in bir cep meydana getirir.
Primer desidual alan, trofoblastlarin plasentayr olusturmak iizere maternal kan

damarlari ile temasini1 baslatmak i¢in farklilagir ve bozulur (23, 76).

Kemiricilerde desidual endometriyum; bazal zon, kapsiil, antimezometriyal
desidua, mezometriyal desidua ve glikojenik bélge olmak tizere 5 farkli bolgeden
meydana gelir. Sicanlarda implantasyon ve desidualizasyon olaylari, uterusun
antimezometriyal bolgesinde 6zellikle primer desidual alanda gerceklesmektedir (93,

73).
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ant-mesometnal siae

Sekil 2.5. Rat uterusunda embriyonal yerlesim bolgeleri (34).

2.6. Siklooksijenazlar (COX)

Siklooksijenazlar (COX), arasidonik asitten prostaglandin sentezlenmesinde
rol onayan anahtar enzimlerdir (70). Bu reaksiyonda, molekiiler oksijen arasidonik
asitin igine katilir ve prostaglandin G, (PGG;) adli ara {iriin olusur. PGG,, COX’un
peroksidaz aktivitesi sayesinde hizlica prostaglandin H, (PGH;) ye doniisiir. Daha
sonra, spesifik izomerazlarin etkisi ile PGHy’yi farkli prostaglandinlere ve
tromboksanlara doniistiiriir. PGH,’den doniisen her maddenin kendine 6zgii 6nemli

biyolojik aktiviteleri vardir (58).
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Sekil 2.6. implantasyon esnasinda COX-2 aktivitesi (19).
2.6.1. COX’larin Tarihgesi

PG’lerin kesfinden sonra, John Vane 1971 yilinda yaptigi calismalar
sonucunda COX enzimini ilk defa tanimlamis ve bu bulusu ile Nobel 6diilii almistir
(7, 127). 1976 da ilk defa ayristirilmis ve 1988 yilinda COX klonlanmistir (37, 137,
128). 1991 yilinda, ikinci bir gen tanimlanmig ve COX-2 olarak isimlendirilmistir
(128).

2.6.2. COX’larn Biyolojik Aktiviteleri

Aragidonik asit (AA), hiicre membran fosfolipidlerinin hidrolizi sonucunda
serbest hale gegen polidoymamis yag asitidir (49). PG’lerin Oncii iirlinii olan AA, 20

karbonlu doymamis yag asiti esteridir (58). Cesitli faktorlerin etkisiyle aktif hale
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gecen fosfolipaz A, membran fosfolipidlerinin hidrolizi sonucu arasidonik asitin
salmimini saglamaktadir (49). Serbest hale gecen AA bir sonraki adimda, COX

enzimlerinin aktivasyonu ile spesifik PG’lere doniistir (136).

Organizmanin fizyolojik ve bir¢ok patofizyolojik durumunda, COX enzimi
ile arasidonik asit metabolizmasi ve triinlerinin etkinligi ile ilgili ¢ok sayida bilgi
mevcuttur (70). Bu enzimin daha Onceleri hiicre membranina gomiilii sekilde
bulundugu diisiiniiliirken, aslinda bu enzimin endoplazmik retikulum ve g¢ekirdek
membraninda ve glikoprotein yapisinda oldugu bildirilmistir. Ayrica COX enziminin
farkli formlarinin (COX 1, 2, 3) var oldugu ve bu farkli izoformlarin fizyolojik
olarak farkli gorevler iistlendigi bildirilmistir (118, 125).

COX-1; bircok dokuda ekspre edilen bir enzim olarak bilinmekte ve
organizmanin normal fizyolojik fonksiyonlari i¢in PG’lerin sentezinde yer alan

kurucu bir izoform oldugu diisiiniilmektedir (14).

COX-2’nin ekspresyonunun, inflamatuar uyari ya da sitokinaz/growth faktor
(14), mitojenler ve timor destekleyiciler tarafindan farkli indiiklendigi
bildirilmektedir. COX-2 agirlikli olarak endoplazmik retikulumda ve g¢ekirdek
zarinda lokalizedir; boylece tiretiminden sorumlu oldugu PG’ler iki farkli reseptor
sinyalizasyonu araciligi ile faaliyet gosterebilmektedir. Endoplazmik retikulumdan
tiretilen PG’ler hiicre zarina dogru salinarak hiicre membranindaki G proteine bagh
reseptorleri etkilemektedir. PGI, icin inositol fosfat (IP) ilgili hiicre ylizey
reseptoriidiir. Cekirdek zarinda iiretilen PG’ler ise etkilerini Peroksizom proliferator-
aktive reseptor (PPAR)’ler yoluyla gostermektedir ve PPAR’lar ¢ekirdek hormon

reseptdr siiper ailesinin tiyeleridir (130).

Yapilan ilk ¢alismalarda, COX-2'nin sadece inflamasyon alanlarinda uyariyla
sentezlenen bir enzim oldugu disiiniiliirken, daha sonraki ¢aligmalar normal sartlarda
da dokularda eksprese edildigini ve dnemli rollerinin oldugunu ortaya koymustur.
COX-2'min; baz1 beyin ve sinir fonksiyonlarinin diizenlenmesinde, gastrointestinal
mukozanin korunmasinda, uterus, over fonksiyonlarinda, normal dogum

fizyolojisinde, kemik yapim ya da yikim siirecinde, Alzheimer hastaliginda,
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inflamasyon agr1 gelisiminde (63, 119) ve bobrek fizyolojisinde oldukca Onemli

rolleri oldugu bildirilmistir (70).

COX-3 enziminin ise COX-1'in bir varyantt oldugu ve ayni genden elde
edildigi belirtilmistir. COX-3’iin 6nemini, parasetamol ve diger antipiretik analjezik

ilaglarin farmakolojik etkileri agiklayabilmektedir (16, 87).

2.6.3. COX’larin Genetik Yapilan

COX-1 ve COX-2 boyut (70 ve 72 kDa ) ve protein seviyelerinde dnemli
benzerlikler gosterir, amino asit dizilisleri %60 aynidir, yapisal ve fonksiyonel etki
alanlar1 yiiksek sekilde korunmustur. Buna ragmen, iki izoform, farkli kromozomlar
lizerine oturmus farkli genlerle kodlanir ve mRNA’lar1 farkli boyuttadir (14, 56,
115). Yetiskin memelilerde COX-1 ve COX-2 sirasiyla 576 ve 587 amino asitten
olugsmaktadir (49, 92). Amino asit dizilimindeki farkliliklardan dolayr COX-2
enziminin aktif bolgesi COX-1’den %20 daha biiyiiktiir (49, 45).

2.7. Gebeligin Erken Donemlerinde COX-2’nin Rolii

Prostaglandin sentezinde hiz sinirlayici bir enzim olarak tanimlanan COX-2,
arasidonik asitin PGHy’ye doniisiimiine aracilik eder. PGH, de spesifik enzimler
tarafindan PGF;, PGD,, PGE; ve PGl,ye doniistiiriiliir. PG’ler hiicre ¢ogalmast,
farklilasmas1 ve bagisiklik fonksiyonlarina ilaveten anjiogenezis ve damar tonusu
gibi damar fizyolojik fonksiyonlar1 da diizenlemektedir (130). Implantasyonun ilk
fark edilebilir isaretlerinden biri, desidual hiicre reaksiyonunun baslangicinda ve
blastosist apozisyon alaninda endometriyal permeabilitede artistir (29, 103). Bir¢ok
caligma, embriyonun gelisim siirecinde, COX-2 kaynakli PG’lerin etkili oldugunu
gbstermistir. Implantasyonun penetrasyon fazinda, implantasyon alani1 gevresinde
vaskiiler degisimler meydana gelmektedir ve endometriyal anjiogenezis ile damar
gecirgenliginde artis gozlemlenmektedir. Vaskiiler fizyolojinin diizenlenmesinde
COX-2 katalizorlerinin rol oynadigi, bu nedenle COX-2 sinyal yolunun erken
gebeligin devami i¢in 6nemli oldugu bildirilmektedir (130).

Endometriyumun normal periyodunda, COX-2 ekspresyonu, menstrual siklus

esnasinda Ostrojen ve progesteron seviyelerine gore degisiklik gosterir (82). Ostrojen
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COX-2 ekspresyonunu uyarmada etkilidir (20). Progesteron ise gecikmis luteal faz
esnasinda bez epitellerinde COX-2 ekspresyonu azaltarak ters etki gosterir (82, 124).

COX-2 kaynakli PG’lerin implantasyona iligkin rollerini arastiran ¢aligsmalar

sonunda:

Prostaglandin E, (PGE,) ve prostaglandin 1,’nin, endometriyal vaskiiler
permeabilite ve desidulizasyonda etkili olabilecegi (29, 53, 66, 68, 69), embriyonun
implantasyonundan Onceki periyotta artarak desidua bazalisin gerilemesinde rol
oynayabilecegi ortaya konulmus ve PGE; ve PGl,’nin desidualizasyondaki 6nemi

vurgulanmistir (120).

Prostaglandin F, (PGF,) prostaglandin F, sentazin etkinligi ile sentezlenir. F
serisi PG’lerden PGF,, gebelikte uterus diiz kaslarinin kasilimini saglamaktadir.
Ornegin kegi ve koyunlarda, gebelik déneminin baslangicinda PGF,, nin uterus ve
plasentada salinimi azdir. Dogum sancilarinin baslamasi ve hormon diizeylerinin
degisimiyle birlikte PGF,, nin saliniminin artmasi ile uterus diiz kaslarinin kasilimi
saglanmaktadir. Gebeligin olmadigi durumlarda PGF,, korpus luteum {izerinde
gerileme etkisi gostermektedir. Ayrica koitus sonrasi uterusta olusturdugu kas
kasilimiyla spermatozoonlarin tubaya taginmasi ve tuba uterinalardaki diiz kaslarin
kasilimim1  saglayarak da embriyonun uterus ic¢ine ulagsmasmi sagladig

diisiiniilmektedir (136).

Erken gebelik esnasinda fare uterusunda, COX-1’in; Ilumen epiteli ve
subepitelyal stromal hiicrelerde implantasyondan once mevcut oldugu oysa COX-

2’nin embriyonun yapisma aninda implante olmus blastosisti ¢evreleyen bolgede

lokal olarak ekspre edildigi bildirilmistir (25, 29).

Calismalar COX-1’in dogum esnasinda da 6nemli rol oynadigini, COX-2’nin
ise ovulasyon, fertilizasyon, implantasyon ve desidualizasyon esnasinda Onemli
oldugunu ortaya koymaktadir. Daha sonra yapilan c¢alismalarda bu olgu, nakavt
edilmis gen caligmalar1 tarafindan desteklenmis ve COX-1’1 baskilanmis disi
farelerin, spesifik dogum defektleri ile fertil oldugu, ancak COX-2’si baskilanmig
disilerin, ovulasyon, fertilizasyon, implantasyon ve desidualizasyonda anomaliler ile

infertil oldugu belirtilmistir. Ovulasyon ve implantasyon siire¢lerinin, proinflamatuar
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yanitlart benzer niteliktedir; bu silireclerde PG’lerin iliskisi uzun zaman tartismali
olmustur (120). Ornegin, PGE1, PGE; ve PGF,, uterusda, PGF1 ve PGF, tuba uterina
diiz kaslarinda kasilima neden olurken, PGE1 ve PGE; tuba uterinanin etkinliginin
azalmasina neden olmaktadir. Bu etkilerinden dolayr uterustan emilen
prostaglandinlerin spermatozoonlarin uterus ve tuba uterinaya ge¢mesini ve

yumurtanin déllenmesini kolaylastirdigi sanilmaktadir (136).

Memelilerde (insanlarda), blastosist implantasyonu igin gerekli dort biyolojik
makromolekiilden birisi olarak gosterilen COX-2’nin, implantasyondan sonra

penetrasyon evresinde de kritik roliiniin oldugu bildirilmistir (130).

2.8. Heparin

Siilfatlanmis  polisakkarid ve glukozaminoglikan olan heparin, sigir
akcigerlerinden ve domuzlarin ince bagirsak mukozasindan ekstraksiyon ve
saflastirma ile elde edilmis olup, 20. yiizyilin baglarindan itibaren vendz
tromboemboli ve akut koroner hastaliklarin tedavisinde trombin ve bazi pihtilasma

faktorlerini baskilayarak antikoagiilan etki gosteren bir molekiildiir.

Mast hiicrelerinin salgiladigi heparin, ila¢ olarak kullanilanlara gore daha
biiyiik molekiilliidiir. Ilag olarak hazirlanan heparin, ekstraksiyon sirasinda
glukozaminoglikan zincirlerinin kirilmalar1 sonucu olusan 5000 ile 30000 dalton
arasinda degisen heparin fragmentlerinin heterojen bir karisimidir. Heparin giiclii bir
anyonik maddedir ve viicutta olusan en asidik madde olarak nitelendirilebilir.
Heparin preperatlarinin etkinligi, elde edildigi kaynaga ve igeriginde bulunan

ogelerin molekiil agirligina gore farklilik gosterir.

Heparin, inaktif durumda bulunan ve karaciger K vitaminine bagimli olarak

sentez edilen antitrombin III’# aktif hale getirerek antikoagulant etki gosterir (65).

2.8.1. Diisiik Molekiil Agirhikl Heparin

Diistik molekiil agirlikli heparin (DMAH)’ler; standart heparinin yararliligini
artirmak ve sakincalarini azaltmak amaciyla standart heparin i¢indeki polisakkarid

molekiillerinin depolimerizasyon ydntemiyle parcalanmasi sonucu veya standart
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heparinin fraksiyonlanmasi suretiyle olusturulan kisa fragmentlerin (molekiil agirlig

500-8000 dalton veya daha az) bir karigimidir (65).

Diisiik molekiil agirligindan dolay1 plazma proteinlerine ve hiicrelere daha az
baglanirlar. Fraksiyone olamayan heparin gibi faktér Xa’y1 inaktive eder ve plazma

proteinlerine daha az baglandig i¢in daha diisiik dozda daha belirgin etki gosterirler
(30).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada, Mehmet Akif Ersoy Universitesi Deney Hayvanlar
Laboratuvarindan temin edilen, her grupta 6 adet olmak {izere toplam 60 adet
(yaklasik 180-200 gr agirliginda, 10-12 haftalik) yetiskin Wistar albino cinsi disi
sigan kullanildi. Calisma siiresince siganlar, ayr1 kabinlerde standart yem ile su
verilerek, 21C°de, %55 nem oraninda ve 12 saat karanlik/aydinlik olacak sekilde
tutuldu. Vajinal smear ile Ostrus evresinde olduklar1 belirlenen disi siganlar, 1 gece
erkek sicanlar ile (2 disi/1 erkek) birlikte birakildi. Ertesi sabah tekrar vajinal
smearde sperme rastlanan disi sicanlar gebeligin 0. giinii olarak kabul edildi.
Gebeligin 0. giiniinden itibaren her giin gebe siganlara 50 IU/kg enoxaparin sodyum
(4000 anti-Xa) (1), intraperitonal olarak enjekte edilerek bu siganlar Heparin
uygulanan gruba dahil edildi. Gebeligin 0, 1, 3, 5 ve 7. giinlerini dolduran
gruplardaki sicanlar rompun (5mg/kg) ve ketamin (60mg/kg) kombinasyonu ile genel
anestezi altinda servikal dislokasyon ile Otenazi uygulanarak anterior abdominal
duvar acilip uterus dokular1 alindi. Immunohistokimyasal analizler i¢in alinan uterus
dokular1 trimlenerek fikzasyon igin %10 formaldehit soliisyonu igine konuldu.
Alman  oOrneklerde  immunohistokimyasal prosediir —uygulanarak COX-2
immunlokalizasyonlar1 belirlendi. Calismada kullanilan siganlar asagidaki tabloda

oldugu gibi deney gruplarina dahil edildi.

Tablo 3.1. Deney gruplari.

Deney Gruplar

Grup | Gebeligin 0. gilinii heparin uygulanan grup
Grup 1l Gebeligin 0. giinii kontrol grup

Grup 1 Gebeligin 1. glinli heparin uygulanan grup
Grup IV Gebeligin 1. gilinii kontrol grup

Grup V Gebeligin 3. giinii heparin uygulanan grup
Grup VI Gebeligin 3. gilinii kontrol grup

Grup VII Gebeligin 5. gilinli heparin uygulanan grup
Grup IX Gebeligin 5. giinii kontrol grup

Grup XI Gebeligin 7. giinii heparin uygulanan grup
Grup X Gebeligin 7. gilinii kontrol grup
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3.1. Immunohistokimyasal Prosediir

Gruplara ait siganlardan alinan uterus doku ornekleri %10 formaldehit
solisyonunda tespit edildikten sonra 11k mikroskobik takip yoOntemlerinden
gegirilerek parafin bloklara gomiildii. Sum kalinliginda alinan kesitler dehidrasyon
igin alkol serilerinden gegirildi. Daha sonra kesitler, antijen maskelenmesini ortadan
kaldirmak ig¢in 1siya dayanikli kap igerisinde iizerini kaplayacak kadar 0,01M sitrat
tamponu (ph:6) eklenerek mikrodalga firinda (750 W) 2 kez, 5’er dakika isleme
tutuldu. Daha sonra kesitler oda 1sisinda (20 dk) sogutuldu. Kalem ile sinirlandirilan
kesitler, PBS+%0,2 Tween 20 soliisyonu ve distile su ile yikandiktan sonra endojen
peroksidaz aktivitesini ortadan kaldirmak ic¢in, oda 1sisinda ve nemli ortamda,
%3’liikk H,0O, soliisyonunda (25dk) bekletildi. Tekrar fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi
(PBS)+%0,2 Tween 20 soliisyonu ile yikandi. Daha sonra kesitler, 1/100p oraninda
diliie edilen primer mouse monoclonal COX-2 antikorlari ile +4C°de nemli ortamda
bir gece bekletilerek inkiibasyonu saglandi. Negatif kontroller, primer antikorun
islemlerden ¢ikarilmasi ile elde edildi. Ertesi sabah dokular PBS+%0,1 Tween 20
soliisyonu ile yikandiktan sonra Biyotinle konjuge universal LSAB Kit’inde oda
1sisinda nemli ortamda (30dk) tutuldu. Tekrar PBS+%0,1 Tween 20 soliisyonu ile
yikandiktan sonra oda sicakliginda ve nemli ortamda HRP soliisyonunda (30dk)
bekletildi. Uygulama sonrasinda kesitler PBS+%0,1 Tween 20 soliisyonu ile yikandi
ve akabinde mikroskop altinda DAB kromojeni uygulandi. Daha sonra kesitler distile
suda (5dk) yikandi ve Hematoksilen (4dk) ile zit boyama yapildi ve alkol
serilerinden gegirildikten sonra kapatildi. Elde edilen preparatlar Nikon E 600 1s1k
mikroskobu ile goriintiilenerek gruplara ait doku Ornekleri immunboyanma siddeti

acisindan semiquantitatif olarak skorlandi.
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3.2. Iimmunohistokimyasal Prosediirde Kullanilan Kimyasal Cézelti ve
Malzemeler

Tablo 3.2. Iimmunohistokimyasal prosediirde kullanilan malzemeler.

Kimyasal Malzemenin Adi Markasi Kodu
Peroxidase-Blocking ™
) Dako REAL S2023

Solution
Protein Block Serum-Free

Dako X0909
Ready-To-Use
COX-2 (D-5) Santa Cruz

) Sc-514489

Mouse Monoclonal IgM Biotecnology
Biotinlated Link

Dako K0609
Streptavidin-HRP
DAP+ Chromogen

Dako K3468

DAP+ Substrate

Tablo 3.3. 0,01 M Sitrat Tampon Soliisyonu (500ml igin)

Kimyasal Malzemenin Ad1  Miktar1

Citric asit 0,96 gr
Distile su 500ml
10N NaOH Ph:6 olana kadar eklenir.

Tablo 3.4. Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (PBS) (1000ml igin)

Kimyasal Malzemenin Ad1  Miktan

Na;HPQO, 1,48gr
KH2PO4 0,43
NACL 7,29r
Distile su 1000ml

26



Tablo 3.5. PBS+ %0,2 Tween 20 soliisyonu (500ml i¢in)

Kimyasal Malzemenin Ad1  Miktan

PBS 500ml
Tween 20 0,5ml

Tablo 3.6. PBS+%0,1 Tween 20 soliisyonu (500ml i¢in)

Kimyasal Malzemenin Ad1  Miktar1

PBS 500ml
Tween 20 0,25ml
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4. BULGULAR

Yapilan ¢alismada, gebelik siiresi boyunca heparin enjekte edilen ve
edilmeyen sicanlarda, gebeligin 0, 1, 3, 5 ve 7. giinlerinde alinan uterus doku
kesitlerinde COX-2 proteinlerinin dokudaki immunlokalizasyonlar1 belirlenerek
Nikon E-600 1sik mikroskop ile farkli gozlemciler tarafindan degerlendirildi ve
boyanma siddeti acisindan semiquantitatif olarak skorlandi. Bu skorlanmada
boyanma siddetleri; - (boyama yok), + (zayif), ++ (orta) ve +++ (gliglii) olarak
derecelendirildi, Tablo 4.1. ve 4.2.de Ozetlendi. Calisma gruplarinin giinlerine ait
boyanma ornekleri Sekil 4.1.- 4.20. arasinda gosterildi. Gebelik giinlerine ait alan
isimlendirmeleri Oner H ve arkadaslarinin (94) daha dnce yaptiklari ¢calisma referans

alinarak yapildi.
COX-2 Immunlokalizasyonu

0.Giin: Endometriyum ve myometriyum normal yapida gozlendi. Her iki grubta
endometriyumda COX-2 immunlokalizasyonu lumen ve bez epitel hiicrelerinin
sitoplazmalarinda, az sayida subepitelyal ve endometriyal stromal hiicrede,
myometriyum ve kapiller duvarinda orta siddette (++) gozlendi. Gebeligin 5. gliniine
kadar desidual reaksiyon alani olusmamist1 (Sekil 4.1., 4.2., 4.11., 4.12.).

1.Giin:  Gebeligin 1. glinlinde uterusun mikroskobik yapist ve COX-2
immunreaksiyon alanlar1 0. giin ile benzerlik tasimakta idi. Subepitelyal ve
endometriyal stromada COX-2 pozitif reaksiyon gosteren hiicre sayisinda artig
mevcuttu (Sekil 4.3., 4.4.,4.13., 4.14.).

3.Giin: Gebeligin 3. giiniinden itibaren kontrol ve heparin enjekte edilen gruplarda
lumen ve bez epitel hiicrelerinde ve myometriyumda COX-2 immunreaksiyonunun
siddetlendigi (+++) gozlendi. Subepitelyal ve endometriyal stromada ve kapiller
duvardaki COX-2 immunreaksiyonu 1. giin ile benzerlik gostermekte idi (Sekil 4.5.,
4.6,4.15,4.16).

5.Giin: En belirgin yapisal degisiklik bezlerin sayilarinin oldukca azalmis,
kapillerlerin miktarinin ise artmis oldugu idi. Implantasyonun ilk belirleyici

isaretlerinden biri olan desidual reaksiyon alani, primer desidual reaksiyon alani
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(PDR) seklinde dogru lumen epitelinin altinda yayilmig, ancak lumen epitelinden
stromaya dogru dar bir alanda gozlenmeye baslamisti. COX-2 immunreaktivitesi her
iki grupta da lumen ve bez epiteli, kapillerler, PDR ve bu alanin disindaki
endometriyal stromal alanlardaki hiicrelerde ve myometriyumda giiglii (+++) sekilde
gozlendi (Sekil 4.7., 4.8, 4.17, 4.18.)

7.Giin: Uterus lumeni iyice kii¢iilmiis, endometriyal stromadaki hiicreler tamamen
desidua hiicrelerine doniismiis, kapillerlerin yogun oldugu PDR alaninin disinda
mezometriyal alana dogru sekonder desidual reaksiyon alani (SDR) belirginlesmisti.
Bezler olduk¢a kiicik ve myometriyuma yakin yerlesimde idi. COX-2
immunreaktivitesi PDR alanina gére SDR alaninda daha yogundu. Her 2 grupta
immunreaktivite alanlarinda boyanma siddeti giiclii (+++) idi (Sekil 4.9., 4.10., 4.19,,
4.20.).
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Sekil 4.1. Kontrol grubunda gebeligin 0. giiniinde sigan uterus dokusunda COX-2
immunreaksiyonu. SES: Subepitelyal stroma; ES: Endometriyal stroma; MYM:
Myometriyum; mavi ok: Lumen epiteli; kirmiz1 ok: Bez epiteli; siyah ok: Kapiller.
X100.

Sekil 4.2. Kontrol grubunda gebeligin 0. giiniinde sigan uterus dokusunda COX-2
immunreaksiyonu. SES: Subepitelyal stroma; mavi ok: Lumen epiteli; kirmizi ok:
Bez epiteli; siyah ok: Kapiller. X400.
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Sekil 4.3. Kontrol grubunda gebeligin 1. gilinlinde sigan uterus dokusunda COX-2
immunreaksiyonu. SES: Subepitelyal stroma; ES: Endometriyal stroma; MYM:
Myometriyum; mavi ok: Lumen epiteli; kirmiz1 ok: Bez epiteli; siyah ok: Kapiller.
X100.

Sekil 4.4. Kontrol grubunda gebeligin 1. giiniinde sican uterus dokusunda COX-2
immunreaksiyonu. SES: Subepitelyal stroma; mavi ok: Lumen epiteli; kirmiz1 ok:
Bez epiteli; siyah ok: Kapiller. X400.
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Sekil 4.5. Kontrol grubunda gebeligin 3. giiniinde si¢an uterus dokusunda COX-2
immunreaksiyonu. SES: Subepitelyal stroma; ES: Endometriyal stroma; MYM:

Myometriyum; mavi ok: Lumen epiteli; kirmizi ok: Bez epiteli; siyah ok: Kapiller.
X100.

Sekil 4.6. Kontrol grubunda gebeligin 3. gilinliinde si¢an uterus dokusunda COX-2
immunreaksiyonu. SES: Subepitelyal stroma; mavi ok: Lumen epiteli; kirmiz1 ok:
Bez epiteli; siyah ok: Kapiller. X400.
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Sekil 4.7. Kontrol grubunda gebeligin 5. giiniinde sigan uterus dokusunda COX-2
immunreaksiyonu. PDR: Primer Desidual Reaksiyon; AMZ: Antimezometriyal Alan;
MYM: Myometriyum; mavi ok: Lumen epiteli; kirmizi ok: Bez epiteli; siyah ok:
Kapiller. X100.

S To
ARy
Sekil 4.8. Kontrol grubunda gebeligin 5. giiniinde sigan uterus dokusunda COX-2

immunreaksiyonu. PDR: Primer Desidual Reaksiyon; mavi ok: Lumen epiteli;
kirmiz1 ok: Bez epiteli; siyah ok: Kapiller. X400.
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Sekil 4.9. Kontrol grubunda gebeligin 7. giiniinde sigan uterus dokusunda COX-2
immunreaksiyonu. AMZ: Antimezometrial Alan, PDR: Primer Desidual Reaksiyon,
SDR: Sekonder Desidual Reaksiyon; MYM: Myometriyum; kirmizi ok: Bez epiteli;
siyah ok: Kapiller; sar1 ok: Embriyo. X100.

Sekil 4.10. Kontrol grubunda gebeligin 7. giinlinde sican uterus dokusunda COX-2
immunreaksiyonu. SDR: Sekonder Desidual Reaksiyon; kirmizi ok: Bez epiteli;
siyah ok: Kapiller. X200.
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Sekil 4.11. Heparin uygulanan grupta gebeligin 0. giiniinde sican uterus dokusunda
COX-2 immunreaksiyonu. SES: Subepitelyal stroma; ES: Endometriyal stroma;
MYM: Myometriyum; mavi ok: Lumen epiteli; kirmiz1 ok: Bez epiteli; siyah ok:
Kapiller. X100.

Sekil 4.12. Heparin uygulanan grupta gebeligin 0. giiniinde sigan uterus dokusunda
COX-2 immunreaksiyonu. SES: Subepitelyal stroma; mavi ok: Lumen epiteli;
kirmiz1 ok: Bez epiteli. X400.
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Sekil 4.13. Heparin uygulanan grupta gebeligin 1. gilinlinde sican uterus dokusunda
COX-2 immunreaksiyonu. SES: Subepitelyal stroma; ES: Endometriyal stroma;
MYM: Myometriyum; mavi ok: Lumen epiteli; kirmiz1 ok: Bez epiteli; siyah ok:
Kapiller. X100.

Sekil 4.14. Heparin uygulanan grupta gebeligin 1. giiniinde sigan uterus dokusunda
COX-2 immunreaksiyonu. SES: Subepitelyal stroma; mavi ok: Lumen epiteli;
kirmiz1 ok: Bez epiteli; siyah ok: Kapiller. X400.
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Sekil 4.15. Heparin uygulanan grupta gebeligin 3. giiniinde si¢an uterus dokusunda
COX-2 immunreaksiyonu. SES: Subepitelyal stroma; ES: Endometriyal stroma;
MYM: Myometriyum; mavi ok: Lumen epiteli; kirmizi ok: Bez epiteli; siyah ok:
Kapiller. X100.

Sekil 4.16. Heparin uygulanan grupta gebeligin 3. giiniinde sican uterus dokusunda
COX-2 immunreaksiyonu. SES: Subepitelyal stroma; mavi ok: Lumen epiteli;
kirmiz1 ok: Bez epiteli; siyah ok: Kapiller. X400.
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Sekil 4.17. Heparin uygulanan grupta gebeligin 5. gilinlinde sican uterus dokusunda
COX-2 immunreaksiyonu. PDR: Primer Desidual Reaksiyon;, AMZ:
Antimezometriyal Alan; MYM: Myometriyum; mavi ok: Lumen epiteli; kirmiz1 ok:
Bez epiteli; siyah ok: Kapiller. X100.

Sekil 4.18. Heparin uygulanan grupta gebeligin 5. giinlinde sigan uterus dokusunda
COX-2 immunreaksiyonu. PDR: Primer Desidual Reaksiyon; mavi ok: Lumen
epiteli; kirmizi ok: Bez epiteli; siyah ok: Kapiller. X400.
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Sekil 4.19. Heparin uygulanan grupta gebeligin 7. gilinlinde si¢an uterus dokusunda
COX-2 immunreaksiyonu. PDR: Primer Desidual Reaksiyon; SDR: Sekonder
Deasidual Reaksiyon; MYM: Myometriyum; kirmizi ok: Bez epiteli; siyah ok:
Kapiller. X100.
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Sekil 4.20. Heparin uygulanan grupta gebeligin 7. giiniinde sigan uterus dokusunda
COX-2 immunreaksiyonu. PDR: Primer Desidual Reaksiyon; mavi ok: Lumen
epiteli; siyah ok: Kapiller. X200.
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Tablo 4.1. Kontrol gruplarinda gebe

sicanlarin uterus

immunreaktivitesinin gebelik giinlerine gore semiquantitatif analizi.

Gruplar

0. Giin

1. Giin

3. Giin

5. Giin

7. Giin

Lumen
Epiteli

++

++

+++

+++

+++

Bez

Epiteli

++

++

+++

+++

+++

SES

++

++

++

PDR

PDR

ES

++

++

++

+++

SDR

MYM

++

++

+++

+++

+++

PDR

Yok

Yok

Yok

+++

++

SDR

Yok

Yok

Yok

Yok

+++

dokusunda COX-2

Kapiller
++
++
++

+++

+++

Tablo 4.2. Heparin uygulanan gruplarda gebe si¢anlarin uterus dokusunda COX-2
immunreaktivitesinin gebelik giinlerine gore semiquantitatif analizi.

Gruplar

0. Giin

1. Giin

3. Giin

5. Giin

7. Giin

Lumen
Epiteli

++

++

+++

+++

+++

Bez

Epiteli

++

++

+++

+++

+++

SES

++

++

++

PDR

PDR

ES

++

++

++

+++

SDR
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MYM PDR
++ Yok
++ Yok

+++ Yok
+++ +++
+++ ++

SDR

Yok

Yok

Yok

Yok

+++

Kapiller
++
++
++

+++

+++



5. TARTISMA

Embriyonun endometriyuma implantasyonu esnasinda lektinler, integrinler,
ekstrasellular metalloproteinazlar ve onlarin inhibitdrleri, prostaglandinler, biiylime
faktorleri, sitokinler, anjiyojenik peptidler ve onlarin reseptorleri ve modiile eden
proteinler gibi bircok molekiil etkili olmaktadir. Bu molekiiler iletisim hiicre-hiicre

ve hiicre-ektrasellular matriks etkilesimleriyle karakterizedir (117).

Implantasyonda etkili molekiillerden 6nemli bir tanesi olan PG’ler hiicre
cogalmasi, farklilagmasi ve bagisiklik fonksiyonlarina ilaveten anjiogenezis ve damar
tonusu gibi damar fizyolojik fonksiyonlar1 da diizenlemektedir. Ayrica PG’lerin
lireme siirecinin diizenlenmesine ve gebeligin basarili bir bicimde sekillenmesine
biliyiik katki sagladigi bilinmektedir (88,91). Arasidonik asitten prostaglandin
sentezinde hiz smirlayici olarak islev goren siklooksijenazlarin izoformlarindan birisi
olan COX-2’nin embriyonun gelisim siirecinde etkili oldugu bildirilmistir (130). Bu
nedenle biz c¢alismamizin bir boliimiinde sicanlarda erken gebelik esnasinda
implantasyona  kadar  olan donemde uterus dokusunda COX-2
immunlokalizasyonunu belirledik ve daha 6nce bu alanda yapilan caligmalarla

karsilastirdik.

Gebeligin ¢esitli donemlerinde fare (25), koyun (27), inek (9), at (15), babun
(71) ve domuz (14) endometriyum dokularinda yapilmis olan ¢aligmalarda COX-2

ekspresyonunun farkl tiirlerde farkli profiller sergiledigi ortaya konulmustur (14).

Gebe sicanlarda immunohistokimya teknigi kullanilarak yapilan bir
calismada, gebeligin 1 ve 2. giinlerinde sigan uterusunda COX-2 immun boyamanin
olmadigi, 3 ve 4. giinlerde COX-2 immun boyamasinin subluminal stroma
hiicrelerinde diisiik seviyede, daginik popiilasyonda, 5. giiniin sabahinda lumen
epitelinin altinda stromal hiicrelerde agirlikli olarak, 6. giinde implantasyon alaninda
stromal hiicrelerde lokalize oldugu fakat antimezometriyal alanda primer desidual
bolgede belirlenemedigi, yine 6. giinde inter-implantasyon alan {izerinde
antimezometrial alanlarda, lumene yakin tiim stromal hiicrelerde fazlasiyla
belirlendigi bildirilmistir. 7. giinde ise hem sekonder desidual bolgede hemde

desidual hiicre katmaninda lumen epitelinin altinda COX-2 immun pozitivitenin
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mevcut oldugu ancak primer desidual reaksiyon alanmnin geri kalan kisminda
gbzlenmedigi kaydedilmistir. Sican uterusunda COX-1’in implante olmus blastosisti
cevreleyen lumen epitelinde, COX-2’nin ise subluminal stromal hiicrelerde
belirlenmesi sonucunda yazarlar, COX-1 ve COX-2 kaynakli PG’lerin sigan

implantasyonunda énemli rol oynayabilecegini 6ne siirmiislerdir (29).

St-Louis ve arkadaslarinin gebe sigan endometriyumunda Western analizi ile
yaptiklar1 ¢alisma, COX-2 proteininin; gebeligin 2- 5. giinlerinde endometriyal
hiicrelerde mevcut oldugunu ve 8-12. giinlerinde artisa gectigini; 12. giinde ise
maksimum seviyeye eristigini gOstermistir. Arastirmacilar ayni zamanda EIA
yontemi ile PGE; ve PGF,, metabolitlerinin serumdaki miktarinin gebeligin 10-14.
giinlerinde arttigin1 ve bu artisin COX-2 protein ekspresyonundaki artis ile paralellik
gosterdigini bildirmisler ve COX-2 artiginin bu periyotta PGE, ve PGF,, artisindan
sorumlu oldugunu diistinmiislerdir. Bu nedenle COX-2’nin PGE; ve PGF,, iiretimi

yoluyla desiduanin gerilemesi esnasinda énemli bir rol oynadigini 6ne siirmiiglerdir

(120).

Blitek ve arkadaslar1 domuz endometriyumunda immunohistokimya teknigi
kullanarak yapmis olduklari ¢alismalarinda, COX-2’nin ovulasyondan sonra 12-16.
giinlerde ve gebeligin 14-16. giinlerinde lumen ve bez epitel hiicrelerinde immun
lokalize oldugunu ancak Ostrus siklusu ve gebeligin diger giinlerinde toplanan doku
orneklerinde ise c¢ok zayif veya saptanamayacak seviyede oldugunu ortaya
koymuslardir. Ayni zamanda RT-PCR teknigi ile COX-2 mRNA seviyelerine
baktiklarinda, gebeligin 10. giinde en diisiik, 16 ve 22-25. giinlerinde ise artiZini
tespit etmislerdir. Arastirmacilar cyclic hayvanlarda luteolizis esnasinda gozlenen
COX-2 mRNA ve protein artisinin, PG iiretiminde artisa neden oldugunu, gebelik
esnasinda endometriyumda goézlenen COX-2 artisinin ise konseptusun implantasyonu

esnasinda 6nemli bir rol oynadigi sonucuna varmislardir (14).

Lamalar {izerinde yapilan bagka bir c¢alismada ise; COX-2 immun
ekspresyonu gebe olan ve ovulasyonu indiiklenen ancak gebe olmayan lamalarda
karsilagtirilmis ve gebeligin 8. giinli ile ovulasyon indiiklenmesini takip eden 8.
giindeki gebe olmayan lamalarin uterus lumen epitellerinde COX-2 ekspresyonunun

farkli olmadig1 gézlemlenmistir. 12. giinde ise gebe lamalarin lumen epitelinde

42



COX-2 ekspresyonunun gebe olmayan lamalara gore daha diisiik oldugu, COX-2
pozitif hiicrelerin yiizdesinin ve boyama yogunlugunun daha az oldugu bildirilmistir.
Bez epitellerinde ise boyama yogunlugu ve pozitif hiicre miktar1 agisindan iki grup

arasinda farklilik olmadig bildirilmistir (13).

Gebe siganlar ilizerinde yaptigimiz mevcut calismada ise, gebeligin 0 ve 1.
giinlerinde uterus lumen ve bez epitel hiicreleri, stromal hiicreler, myometriyum ve
kapiller duvarinda orta siddette (++) COX-2 immun ekspresyonunu goézlemledik. 3.
giinde ise COX-2 immun ekpresyonunun gii¢lii seviyeye (+++) ulastigini tespit ettik.
Ik 3 giin boyunca normal yapida gézlemledigimiz gebe uterus yapisinin gebeligin 5.
giinii ile beraber degismeye basladigini, implantasyonun ilk belirleyici isaretlerinden
biri olan PDR alaninin belirdigini ve COX-2 immun reaktivitesinin siddetinin 3.
giinde bildirdigimiz alanlara ilaveten PDR alaninda da giicli (+++) oldugunu
kaydettik. Gebeligin 7. giiniinde ise PDR alani disinda SDR alan1 da belirginlesmisti
ve SDR alanindaki COX-2 immun reaksiyonunun PDR alanina gére daha giiglii idi.
Bu bulgular daha oOnce yapilan calismalarda da bildirildigi tizere COX-2
ekspresyonunun PG iiretiminde artisa yol agmak suretiyle konseptusun
implantasyonunda ve desidualizasyonunda da rol oynayabilecegi hipotezini

desteklemektedir.

Genellikle, insanlarda gebelik esnasinda desidual vaskiiler permeabilite ve
anjiogeneziste meydana gelen degisikliklerin embriyo implantasyonu i¢in 6nemli
oldugu kabul edilir, dolayisiyla vaskiiler endotelyal biiyiime faktori (VEGF)
vaskiiler permeabilite ve anjiogenezis i¢in Onemli bir faktdrdiir. Yapilan bir
calismada, VEGF nin asil fizyolojik fonksiyonunun; endotelyal ve trofoblast hiicre
farklilasmasi, ¢ogalma, migrasyon, invazyon, anjiogenezis ve vaskiiler endotelyal
hiicre fonksiyonunun devamini desteklemek oldugu, COX-2’nin, erken gebeligin
devami icin, VEGF ekspresyonunu diizenlemek suretiyle blastosist implantasyon

stirecinde rol aldig1 bildirilmistir (130).

Insanlarda TGK’nim klasik tanimi, yirminci gebelik haftasindan &énce, arka
arkaya gergeklesen li¢ ve tlizerinde spontan diisiik olarak tarif edilmistir (5). TGK,
cok yayin olarak rastlanan bir durum olup iireme cagindaki kadinlarda goriilme

olasilig1 yaklasik %1-%5 arasindadir. Biiyiik 6l¢ekli ¢alismalarla, TGK’l1 hastalarin
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yaklasik %50 sinde genetik, endokrin, bulasict hastaliklar, anatomik bozukluklar ve
otoimmun bozukluklar dahil olmak {izere birden ¢ok faktér tanimlanmistir. Ayrica
TGK vakalarinin mekanizmasi da agiklanamamaktadir. Agiklanamayan tekrarlayan
gebelik kayiplar1 (ATGK) nin ¢ogunlugunun penetrasyon fazi ve 6tesinde, gebeligin
8-12. haftalarinda meydana geldigi, bu nedenle TGK’nin blastosist
implantasyonunun penetrasyon olusumundaki anormalliklerine bagli olabildigi
distiniilmustiir (130). Bu konuya agiklik getirmek tizere 6zellikle insanlarda TGK’da
COX-2 ekspresyonuna iliskin degisik ¢alismalar yapilmistir. Bu ¢alismalardan birisi
de Hua ve arkadaslarinin farelerde otoimmunite kaynakli gebelik kaybi
olusturduklart deney modeli ile normal gebe fare uteruslarinda COX-2
ekspresyonunu  karsilastirdiklar1  calismalaridir.  Bu  c¢alismanin  sonunda,
immunohistokimya, ELISA ve PCR teknikleri ile COX-2 proteininin gebe fare
desiduasinda cekirdek ve sitoplazmada var oldugu ve immun ekspresyonlari, serum
seviyeleri ve mRNA ekspresyonlarinin deney gruplarinda kontrol grubuna gore daha
diisik oldugu bildirilmistir. Arastirmacilar, otoimmunite kaynakli TGK’larda
maternal-fotal temas yiizeylerinde azalan COX-2 ekspresyonunun PG
ekspresyonunda azalmaya yol acarak embriyo kaybina neden olabilecegi ve bu
sekilde COX-2’nin otoimmun TGK’nin patogenezisinde Onemli bir rol

oynayabilecegi sonucuna varmiglardir (57).

Benzer sekilde saglikli ve ATGK yasayan kadinlar arasinda COX-2
degiskenligi RT-PCR ve Western blot analizleri ile karsilastirllmis ve ATGK’h
hastalarda kontrol grubuna gore koryonik villuslarda hem COX-2 proteininin hem de
mRNA ekspresyonunun belirgin sekilde azaldigi bildirilmistir. Yine ayni ¢alisma da
ATGK hastalarinda COX-2 seviyesindeki diisiise bagh olarak, COX-2 kaynakli PG
seviyesinin degisimine bakmak amaciyla trofodermal viluslarda, PG konsantrasyonu
ELIZA yontemi ile belirlenmis ve sonuglar kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
ATGK grubunda COX-2 kaynakli PG’lerin (PGF,, PGD,, PGE, ve PGl,) degisen
derecelerde azaldigi ortaya koyulmustur. Yine bu caligmanin sonuglari embriyo
implantasyonunun {¢iincii fazinda COX-2’nin kritik rolii olugunu 6ne siirmektedir.
Normal gebe kadmnlar ile ATGK hastalar1 karsilagtirildiginda birinci olarak

trofodermal villuslarda COX-2 ekspresyon seviyesinin diisiik oldugu sonucuna
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vartlmis ve ATGK hastalarinda embriyo implantasyonunu sonlandiran 6nemli

faktorlerden biri olarak COX-2 ekspresyonunun azalmasi diistiniilmiistiir (130).

Zhang ve arkadaglarinin preeklempsi ve normal gebe insan desidua
dokusunda COX-2 immun ekspresyonu ile ilgili yaptiklar bir diger ¢alismada, hem
normal gebelik grubunda hem de siddetli preklempsi grubunda, desidua dokularinda,
COX-2’nin eksprese oldugu ve normal gebelik grubuna nazaran siddetli preklempsi
grubunda COX-2 protein ekspresyonunun belirgin sekilde azalmis oldugu ortaya
koyulmustur. Arastirmacilar ayn1 zamanda kiiltiir ortaminda 0, 3 ve 6. giinlerde insan
endometriyal stromal hiicre desidualizasyonunu indiiklemisler ve bu siireglerde
COX-2’nin hem mRNA hem de protein seviyelerinde ekspresyonunun 6. giinde en
yiiksek seviyeye ulagtigini gozlemlemislerdir. Bu sonuglar COX-2, desidualizasyon
ve preeklempsi arasinda bir iligki var olabilecegini diisiindiirmiistiir. Yazarlar COX-
2’nin embriyo gelisimi, plasenta olusumu ve trofoblast invazyonunu igeren gebelik
siirecinde insan endometriyal stromal hiicre desidualizasyonunda o6nemli bir rol
oynadigim1 ve desidual dokulardaki COX-2 ekspresyonundaki azalmanin hem
desidualizasyon hem de onu takip eden vaskiilarizasyonu tehlikeye atarak

preeklempsi olusumuna neden olabilecegini 6ne siirmiislerdir (139).

TGK’da normal gebe desiduasina gore daha fazla oranda nekroz, inflamasyon
ve vaskiiler tromboz bildirilmistir (126). Erken dénem klinik ¢alismalarda, TGK’daki
temel patolojinin plasental trombozlar olmasi sebebi ile antikoagulan tedavinin
gebelikte basar1 sansimi  artirabilecegi  diisiiniilmektedir (30). Antikoagiilan
ozelliginden yararlanilarak vaskiiler trombozlarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilan heparin preperatlarinin ayni zamanda inflamatuar hiicre davraniglarini
etkilendigine ve bircok organda 16kosit akigini ve doku hasarii onleyerek teropatik
antiinflamatuar 6zellik sagladigina dair galismalar mevcuttur (104). Trombofili ile
iliskili TGK’nin, fetal biiyiime geriligi, preeklempsi, abruptio plasenta ve intrauterin
fotal oliim gibi gebelik komplikasyonlariin engellenmesinde 6nemli rolleri oldugu
bildirilen (31) DMAH, son yillarda anfraksiyone heparine iistiinliikleri nedeniyle
gebelik kayiplarmin 6nlenmesinde daha sik tercih edilmektedir (30). Fonksiyone
olmayan heparin yerine, DMAH 1 kullanim avantajlari, glinde tek doz subkutan

uygulanmasi, heparine gore yarilanma omriiniin daha uzun siireli olmasi (96) ve daha
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fazla yanit 6n goriilmesidir. Bununla beraber son gilinlerde, DMAH’1n koagiilasyon
tizerine direkt etkiye sahip olmasmin yani sira inflamasyonu azaltmasi,
implantasyonu desteklemesi ve komplament aktivasyonunu engellemesi ile gebeligi
koruyabilecegine dair hipotezler ileri siiriilmiistiir (31). Di Simone ve arkadaslari
heparinin in vitro olarak trofoblast farklilasmasi1 ve invazivitesinde 6nemli bir artis
sagladigin1 bildirmislerdir (39). Bazi1 yazarlar heparinin dogrudan ya da dolayli
olarak blastosistin endometriyum epiteline tutunmasi ve invazyonunda etkili
oldugunu, bunun yanisira antikomplement etkiye sahip olmasi nedeni ile gebelik

kayiplarini 6nledigini 6ne stirmiiglerdir (129).

Farelerde yapilan bir ¢aligmada heparinin kompleman aktivasyonunu azalttig
saptanmigtir (110). Trofoblast invazyonundan sorumlu metalloproteinaz gibi spesifik
proteazlarin aktivitesinde artis yapmaktadir. Antifosfolipid antikorlar (APA)
trofoblastlar {izerindeki kompleman aracili aktivasyonunun inhibisyonuna neden
olmaktadir (105). DMAH’ 1n direkt olarak APA’larin trofoblast hiicreye baglanmasini
engelleyerek normal trofoblast invazyonunu sagladigi (47), sinsisyotrofoblastik
antiapopitotik faktér Bcl-2 seviyesinde artisa neden oldugu (30, 43), lokosit
aktivasyonu ile IL-1 seviyesinde artis ve antijen sunucu hiicre aktivasyonu ile 1L-6
tretiminde artis sagladigi (43) ve desidual E-kadherin ekspresyonunda azalma,
selektin aracili hiicre adezyonunun modulasyonu, heparin baglayict EGF benzeri
biiyiime faktoriine baglanma, insiilin benzeri biiylime faktorii 1 seviyesinde artis ile

trofoblast invazyonunda artis yaptigi gesitli calismalarda bildirilmistir (30, 43).

Yukarida agiklandigir tiizere heparinin TGK’lart 6nlenmesindeki etki
mekanizmalarini agiklamaya dair, cesitli ¢aligmalar yapilmistir. Implantasyondaki
rolleri arastirilmasina ragmen, normal gebe uterus dokusunda, TGK’nin etyolojisinde
de rol oynayan COX-2 iizerinden bir etkiye sahip olup olmadigi konusunda bir
arastirmaya rastlanmamistir. Mevcut ¢aligma ile DMAH’1n normal gebe sican uterus
dokusunda, COX-2 iizerindeki etki mekanizmasi arastirilarak gebelik kayiplarinin
onlenmesindeki rolii hakkinda yeni bilgiler elde edilmeye calisilmistir. Bu amagla
olusturulan normal gebe ve DMAH uygulanan gebe sicanlarin uterus dokularinda,
gebeligin 0, 1, 3, 5 ve 7. giinlerinde COX-2 immun reaksiyon siddetinin degismedigi

gozlenmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

TGK’nin 6nlenmesinde etkin sekilde kullanilmakta olan DMAH’1n, COX-2
ekspresyonu tizerinden de bir etkiye sahip olup olmadigini arastirmak amaciyla gebe

siganlarda yaptigimiz ¢alisma sonucunda elde ettigimiz bulgular;

-Gebeligin  erken donemlerinde sigan uterus dokusunda COX-2
ekspresyonunun gebeligin bagindan 7. giinline dogru tedricen arttigin1 bu nedenle bu

enzimin implantasyonda ve desidualizasyonda rol oynayabilecegini,

-DMAH uygulamasinin, immunohistokimyasal seviyede ve semiquantitatif
gozlemde COX-2 immun ekspresyonu iizerine bir degisiklik olusturmadigin

gostermektedir.

Mevcut ¢alisgmamiz, immunohistokimyasal diizeyde ve semiquantitatif
sonuclara dayanmaktadir. Arastirma konumuzun daha molekiiler diizeyde
desteklenebilmesi icin ilave bir molekiiler ¢alisma plani yapilarak daha ayrintili ve

quantatif degerler elde edilebilir.
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