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ONSOz
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1.GIRIS

1.1. Uterus

Uterus; pelviste mesane ile rektum arasinda uzanan, kalin mutsktler
bir duvara sahip, ici oyuk armut bicimli bir organdir. 7 cm
uzunlugunda, 4 cm genisliginde ve 2,5 cm kalinhigindadir. Organin
genislemis Ust boélimu goévde veya korpus boélumudur. Tepedeki
kubbe bicimli bélimu fundus olarak adlandirilir ve bu bélimun
duvarindan fallop tupleri (tuba uterina) organin icine girer. Organin
en dar ve en alt bolumu olan serviks, vajinaya acilir (Sekil 1.1).
Korpus ve fundus histolojik olarak hemen hemen aynidir, ancak
serviks bazi 6nemli yapisal farkliliklar goésterir (Tekelioglu, 2002;

Ovalle, 2009).
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Sekil 1.1. Uterus ve baglantili yapilar (W. K. OVALLE, Netter Temel
Histolojiden alinmaistir).



1.2. Uterusun Gelisimi

Erken dénem genital sistemler her iki cinste de benzerdir. Cinsiyet
farklanmasi otozomal genlerin de katildigi bircok geni iceren
karmasik bir olaydir. Farklanma Y kromozomunun kisa kolu
Uzerindeki SRY (sex-determining region of the Y chromosome)
bolgesinden eksprese edilen testis farklandirici faktériin (TDF - testis
determining factor) varliginda gerceklesir. Bu faktértiin yoklugunda

veya hatali olmasinda disi gonadi gelisir (Tekelioglu, 2002).

Gonadlarin erkek veya disi yapisal 6zelliklerini kazanmasi gelismenin
7. haftasinda gerceklesir. Bu nedenle bu déonem farklanmamis dénem
olarak adlandirilir. Farklanmamis dénemde erkek ve disi
embriyolarin her ikisi de iki ¢ift genital kanala sahiptir:

e Mezonefrik kanallar (Wolff kanallan)

e Paramezonefrik kanallar (Mtller kanallar)

Mezonefrik kanallar, mezonefrozun dis kisminda yukaridan asagi
dogru uzanir ve erkek Uireme sisteminin gelisiminde énemli rol oynar.
Disi fetuslarda ise geride birkac¢ islevsiz kalinti birakarak korelir

(Keith L. Moore, 2009).

Embriyonik gelisimin 5. haftasinda disi embriyolarda testosteron ve
Muller inhibe edici madde (MIS - AMH; anti-mulleriyan hormon)
yoklugundan dolayir mezonefrik kanallar koérelirken paramezonefrik
kanallar gelisir. Paramezonefrik kanallar, gonadal kabartinin 6én yan
yuzinde sOlom epitelinin uzunlamasina invajinasyonu seklinde
yukselir. Kraniyal kismi s6lom bosluguna acilirken kaudal kismi 6nce
mezonefrik kanalin dis kisminda ilerleyerek onu caprazlar ve her iki
tarafin paramezonefrik kanallar1 gelisimin 8. haftasinda orta hatta

birbiriyle kaynasir. Paramezonefrik kanallarin kaynasmayan kraniyal



parcalarindan tuba uterinalar gelisir. Bu kanallarin kaudaldeki
kaynasmis béltimleri uterus ve vajinanin gelistigi uterovajinal taslag:
olusturur. Endometriyal stroma ve miyometriyum ise splanknik

mezodermden gelisir (Keith L. Moore, 2009; Sadler, 2010).

Paramezonefrik kanallarin orta hatta birlesip kaynasmanin hic
olmamas1 ya da yetersiz olmasindan dolay: cesitli anatomik uterus
anomalileri ortaya cikabilir. Bu anomaliler infertilite, tekrarlayan
dustkler, erken dogum, erken membran rUptird veya intrauterin

O0limlere neden olabilir (Sadler, 2010).

1.3. Uterusun Histolojisi

Uterus duvari 3 histolojik katmana sahiptir (Sekil 1.2): perimetriyum,
miyometriyum ve endometriyum (Ross MH, 2011).

Perimetriyum

Miyometriyum

Endometriyum

Sekil 1.2. Endometriyumun histolojik géruntiisti (Canan AKBAY
Tibb1 Histoloji - Embriyoloji Uygulama Kilavuzu'ndan alinmistir).



1.3.1. Perimetriyum

Peritoneal mezotel ile ortula ve gevsek bag dokusu yapisindaki dis
serdz katmandir. Fundus ve korpus kisminin arka yutzeyleri visseral
periton ve bag dokusundan olusan seroza ile kapliyken mesaneye
komsu olan 6n yuzeyi adventisya ile kaplhidir (Tekelioglu, 2002; Ross
MH, 2011).

1.3.2. Miyometriyum

12 mm kalinhiginda, longitudinal ve sirkuiler kas demetlerinden
olusmus en kalin bélimdir. I¢ ve dista longitudinal ve ortada
sirktiller duzenlenen birbiri icine gecmis kaslardan olusur. Orta
tabakada buyuk kan ve lenf damarlar1 bulunur; arkuat arterlerin yer
aldigi bu boélge "stratum vaskulare (vasktuiler kat)" adini alir. Uterus
servikse dogru daralirken kas dokusu incelerek yerini fibréz bag
dokusuna birakir. Miyometriyum kalinligi, ovaryumlardan salinan

Ostrojen hormonunun etkisi altinda degisir (Kierszenbaum, 2012).

1.3.3. Endometriyum

Uterusun en ince tabakasi olan endometriyum, tek katli kinosilyali
prizmatik epitel ve altindaki gevsek bag dokusu yapisindaki lamina
propriyadan olusur. Epitelde, silyali hucrelerin yani sira silya
icermeyen salgi htucreleri de bulunur. Lamina propriyada
miyometriyuma kadar uzanan ve yuUzey epitelinden farkli olarak
epitelinde silyali hucreler bulunmayan basit ttibuler yapida bezler
bulunur. Bezler arasindaki bag dokusu endometriyal stroma adini
alir; bol miktarda hticre iceren, kollajen ve retikulum telciklerinin ag

seklinde seyrettigi 6zel bir dokudur (Kierszenbaum, 2012).



Endometriyum iki farkli tabakadan olusur: fonksiyonal tabaka ve
bazal tabaka. Fonksiyonal tabaka aylik dongltisel degisim gosteren ve
mensturiyal kanamayla birlikte atilan uUstteki 2/3' luk boéluimdur.
Bazal tabaka ise miyometriyuma komsu olan 1/3' Itk alt béltimdtr.
Hormonal degisikliklerden etkilenmez ve fonksiyonal tabakanin

rejenerasyonuna yardim eder (Tekelioglu, 2002).

Endometriyum
Miyometriyum
Uterus arteri

Arkuat arter

Kivrimli (spiral) arter

Diiz (bazal) arter

Radiyal arter

Sekil 1.3. Uterusun kanlanmas: (W. K. OVALLE, Netter Temel
Histolojiden alinmaistir).

Endometriyumu besleyen kan damarlari bu tabakanin buytk bir
bélimuntn periyodik olarak dékulmesinde 6zel bir 6neme sahiptir.
Iki tabakanin kanlanmasi iki ayr1 kaynaktan olur (Sekil 1.3). Uterus
arteri, serozanin hemen altinda uterusu cepecevre kusatan 6-10
arkuat artere dallanir. Arkuat arterlerden ayrilan radyal arterler,
miyometriyumun i¢ kas tabakasinin icine penetre olarak bazal
arterler ve spiral arterlere dallanir. Kisa ve dliz olan bazal arterler,
bazal tabakayi kanlandirarak, dolasimin kesintisiz olmasini saglar.
Spiral arterler ise uterus bezlerine paralel olacak sekilde uzanarak

endometriyal ylizeye ulasip cevrede bulunan yogun kapiller aga drene



olurlar. Kapiller ag ince duvarli ven6z gollenmelere, bunlar da efferent
venlere drene olur (Sekil 1.4). Spiral arterlerin distal segmentleri her
mensturiyal déngliide dejenere ve rejenere olur. Menstruasyondan
yaklasitk bir glin o6nce bu arterlerde ortaya c¢ikan gulcla
vazokonstriiksiyonlar, bu damarlardan kanlanan kapillerde iskemi ve
ruptirlere neden olur. Uterus bezleri nekroze olur; kan, uterus
sekresyonlar1 ve doku artiklari endometriyumdan doktlerek

vajinadan disar: atilir (Ovalle, 2009; Janquiera, 2009).
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bez agizlar

Subepitelyal
kapiller pleksus
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Miyometriyum

Radiyal arter

Sekil 1.4. Endometriyumun kanlanmasi (W. K. OVALLE, Netter
Temel Histolojiden alinmistir).



1.3.3.1. Mensturiyal Dongii: Endometriyumun Dongiisel Degisimi

Mensturiyal déngli, dogurgan dénemdeki kadinlarda gebelik olmadig:
durumlarda her 28 gtinde bir tekrarlayan bir dizi morfolojik ve
fonksiyonel degisikliklerdir. Endometriyum ve ovaryumlar; hipofiz,
ovaryum foliktuilleri ve korpus luteum tarafindan salgilanan
hormonlarin karsilikli etkilesimleri sonucu doéngusel degisiklikler
gecirirler (Sekil 1.5). Déngude hipofizin 6én lobundan (pars distalis)
salgilanan FSH (folikul stimtle edici hormon), LH (ltiteinize hormon)
ve prolaktin ile ovaryumlardan salinan &strojen ve progesteron
hormonlar: rol oynar. Mensturiyal déngti birbirini izleyen 4 evreden
olusur:

e mensturiyal evre (1-4. glinler)

e proliferatif ya da folikuler evre (4-14. glinler)

e sekretuvar ya da luteal evre (14-27. glinler)

e iskemik ya da premensturiyal evre (28.glin) (Kierszenbaum,

2012).

Mensturival Evre: Fertilizasyon ve implantasyon gerceklesmedigi

takdirde korpus luteum 14 giin sonra islevini kaybeder. Progesteron
ve Ostrojen seviyesi hizla duser. Sekretuvar evrenin sonunda spiral
arterlerde gerceklesen kontraksiyon sonucu kan akimi durur; bunu
iskemi ve nekroz takip eder. Beslenemeyen fonksiyonal kisim ve
yluzey epiteli mensturiyal kanama seklinde atilir. Endometriyumda
involisyon ve bolgesel ayrilmalar olur. Bezlerde salgi durur. Bazal

tabaka ise saglam kalir (Tekelioglu, 2002).
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Sekil 1.5. Mensturiyal déngiide hipofiz, ovaryum ve endometriyum
arasindaki iligkiler (W. K. OVALLE, Netter Temel Histolojiden
alinmistir).

Proliferatif (Folikuler) Evre: Mensturiyal déngiintin bu evresinde Graff

folikuli  gelisimi  gerceklesir ve  Ostrojen  seviyesi  artar.
Mensturiyasyondan sonra geriye kalan bazal tabakadan hizli bir
sekilde endometriyum rejenerasyonu baslar. Uterus bezlerinin bazal
bolimlerindeki epitel cogalarak dokilmus durumdaki mukozal
yluzeyi ortmek Uzere gelisir. Bezlerin prizmatik epitel hucrelerinde
yuksek oranda mitoz goruliur, stromadaki bag dokusu htcreleri
cogalir ve lamina propriya yeniden yapilanir. Uterus bezleri uzayarak
sikica bir arada bulunacak sekilde diizenlenirler (Sekil 1.6). Bezlerle
es zamanli olarak spiral arterler de bazal tabakadan yuzeydeki

rejenere olmus dokuya dogru buyuyerek ilerler.



0.5 mm

Geg FProliferatif Evre Sekretuvar Evre
1. glan 15-21. gitan

Sekil 1.6. Mensturiyal déngli endometriyum epitel hucreleri ve
bezlerin yapisal olarak degisimleri (Luiz Carlos JANQUEIRA JC.
Temel Histoloji Text & Atlas'tan alinmistir).

Gec¢ proliferatif evrede bezler kivrimli duruma gelerek tirbuson
benzeri sarmallar yapmaya baslar. Stromal hiicreler 6dematéz sivi ile
birbirlerinden ayrilir, mitoz artar, epitel boyu yukselir. Proliferatif
evre boyunca endometriyum kalinligi 0,5 mm'den 2-3 mm'ye kadar

artar (Tekelioglu, 2002).

Sekretuvar (Luteal) Evre: Ovulasyondan 2-3 glin sonra bez epitel

hicrelerinde ve mukozal ylzeyde, progesteron tarafindan uyarilan
sekretuvar aktivitenin ilk belirtileri goériltr. Yuzeyel tabakalardaki
6dem kayboldugu icin endometriyum hafifce buzaltur. 21-25.
gunlerde aktif salgilamayla birlikte baslarda htcrelerin bazal
bolgelerinde birikim goésteren glikojenin, hucrelerin daha apikalinde

lokalize oldugu gorultr. Uterus bezlerindeki hipertrofi ve artmis 6dem



nedeniyle endometriyal kalinlik 4 mm veya daha fazla olacak sekilde
maksimum kalinliga ulasir. Yiksek oranda glikojen ve glikoprotein
iceren yogun ve mukoid karakterdeki salgilar bezlerin limenine
verilir. Spiral arterler endometriyum yuzeyine yaklasirlar. Gebelik
gerceklesirse stromada oldukca buytk halde gértinen hucreler lipid
ve glikojen depolayan desidual hucrelere doéntstr (Ovalle, 2009;

Kierszenbaum, 2012).

Iskemik Evre: Ovulasyondan 13-14 giin sonra baslar. Korpus luteum

invollisyonu ve progesteron seviyesinde azalma ile meydana gelir. Ileri
derecede vaskuler degisiklikler ile karakterizedir. Bu evrede spiral
arterlerin buzlGismesine neden olan prostaglandinler ve sitokinler
etkin durumdadir. Fonksiyonel tabakada anemi, anoksi ve nekroz ile

sonuclanir ve mensturiyasyon ile devam eder (Kierszenbaum, 2012).

1.4. implantasyon

Gebelik implantasyon, desidualizasyon, plasentasyon ve son olarak
dogumu kapsayan kompleks bir stirectir. Bu surecte yer alan her bir
olgunun basarisi slirecin sonraki asamalara ilerlemesinde etkin rol

oynar (Cha ve ark., 2012).

Insan gelisimi oosit ile spermin fertilizasyonu ile baslar. Blastokist ve
endometriyumun  fiziksel ve fizyolojik etkilesimleri sonucu
implantasyon sureci baslar (Red-Horse ve ark., 2004; Wang ve Dey,
20006). Optimal kosullarda maksimum implantasyon basarisi déngu
basina % 40 olup, bu oran yas ile azalmaktadir. Gebelik kayiplarinin
cogunda baslica neden (yaklasik %75) implantasyon kusurlaridir. in
vitro fertilizasyon ve embriyo transferi (IVF-ET) teknolojilerindeki

gelisimler  sonucu infertilitenin altinda yatan nedenlerin
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anlasilmasiyla birlikte basarili  gebeliklerin sayisinda artis

gorulmustir (Norwitz ve ark., 2001; Miller ve ark., 2012).

Basarili bir implantasyonda, reseptif asamadaki endometriyum ile
implantasyona uygun blastokist arasindaki senkronizasyona ihtiya¢
duyulur (Dey ve ark., 2004; Tranguch ve ark., 2005; Wang ve Dey,
2006). Bu iki olay basta Ostrojen ve progesteron olmak uzere

maternal hormonlar tarafindan duzenlenir (Zhang ve ark., 2013).

Implantasyon stirekli degisen bir stirectir. Uterus “implantasyon
penceresi” olarak adlandirilan kisa bir slre icin embriyonun
implantasyonuna uygundur. Bu doénemin disinda implantasyon
olanaksizdir (Rogers ve ark., 1989; Ma ve ark., 2003). Implante olan
embriyoya cevap olarak endometriyum stromasi embriyonik bliytime
ve invazyonu duzenlemek Uizere desidualizasyon adi verilen hucresel
transformasyona ugrar (Lim ve Wang, 2010). Desidua embriyonun
sagkalimini destekler ve semi-allojenik embriyoyu maternal

immunolojik reaksiyondan korur (Zhang ve ark., 2013).

1.4.1. implantasyon Mekanizmasi

Ovulasyondan 24-48 saat sonra fallop tuplerinde fertilizasyon
gerceklesir. Zigot 16 hucreli morulaya gelisirken embriyonun dis
tarafinda adezyon 6zelligi géstermeyen zona pellusidasini kaybeder.
Fertilizasyondan 4 glin sonra morula uterus limenine girer. Uterus
swivisinin zona pellusida icerisine girmesiyle morula icerisinde ici
siviyla dolu blastokistik kavite (blastos6l) olusur. Bosluktaki sivi
miktar1 arttikca blastomerler iki kisima ayrilir: ic tarafta ilerde
embriyoyu olusturacak olan embriyoblast ve dis tarafta plasentanin

embriyonik boélimuinu olusturacak olan trofoblast. Bu evredeki
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embriyo blastokist adini alir. Blastokist yaklasik olarak 2 gin
boyunca uterus boslugunda ytizdiikten sonra zona pellusida dejenere
olur ve blastokist zona pellusidadan kurtulur (Cockburn ve Rossant,

2010; Zhang ve ark., 2013).

A
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Sekil 1.7. Blastokistin endometriyuma implantasyonu. A. 107
huicreli insan blastokisti B. Blastokistin sematik gérintimu C.
Blastokistin endometriyuma invazyonu (Thomas W Sadler.
Langman's Medical Embryology'den alinmistir).

Fertilizasyondan sonraki 6-7. ginde implantasyon uterusun ust
fundal bolgesinde gerceklesir. Diger bircok primatta oldugu gibi
insanda da implantasyon Uc¢ asamada gerceklesir: apozisyon,
adezyon ve invazyon. Bu asamalardan ilki apozisyon olarak
adlandirilan  blastokistin = endometriyuma ilk  adezyonunun
gerceklestigi andir. Trofoblast htucrelerinin apikal yuzeyindeki
mikrovilluslar ile endometriyum epitelindeki pinopod adi verilen genis

ve duz membran wuzantilari arasinda tutunma gerceklesir.
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Endometriyum epiteline tutunma ile birlikte trofoblastlar cogalarak
iki farkli htcre tabakasini olustururlar: i¢c kisimda bulunan
sitotrofoblast ve dis kisimda hticrelerin flizyonu sonucu ortaya cikan
cok cekirdekli sinistyotrofoblast. Sinsityotrofoblastlarin parmaksi
cikintilari  endometriyum  epiteline yayilir ve endometriyum
stromasina kadar ilerler. Birinci haftanin sonunda blastokist
endometriyumun kompakt tabakasina yuzeyel olarak implante
olmustur ve besin ihtiyacini asindirdigi maternal dokudan karsilar.
Oldukca invaziv olan sinsityotrofoblastlar embriyoblast cevresinde
hizla genisleyerek embriyonik kutbu olustururlar.
Sinistyotrofoblastlar maternal dokular:1 asindiran proteolitik enzimler
uUreterek blastokistin endometriyuma goémulmesine olanak tanirlar

(Norwitz ve ark., 2001) (Sekil 1.7).

1.4.2. Implantasyon Penceresi: Endometriyal Reseptivite

Ureme tibbindaki son ilerlemelere ragmen, insan infertilitesine
katkida bulunan endometriyal reseptivitenin oynadigt rol acik
degildir. Implantasyon basarisizligi IVF gebelik oranlarinda basariyi
etkileyen en 6nemli etmenlerden biridir (Achache ve Revel, 2006;
Nardo ve ark., 2006). Cok sayida protein ve molekill endometriyal
gelismeyi etkileyebilir, ancak bu protein ve molekullerin
implantasyon sUrecine katkisi ve klinik kullanima gecisi yeterince
anlasilmamistir. Insan endometriyumu fertilite belirleyici bir faktér

olarak dusunulebilir (Strowitzki ve ark., 2006).

Insan embriyosunun implantasyon stireci, endometriyum ve embriyo
arasinda uygun bir diyaloga ihtiya¢ duyar. Maternal acidan reseptif
endometriyum, implantasyon icin ©6nkosuldur (Giudice, 1999).

Implantasyonun blastokist ve endometriyum tabakalari arasinda
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kendiliginden gelisen dinamik bir sUre¢ olmasina ragmen,
implantasyon penceresi boyunca endometriyumun hazirlanmasi
tamamen maternal kaynaklidir. Yetersiz endometriyal reseptivite,
implantasyon basarisizliginin yaklasik tcte ikisinden sorumludur (L.

Bahar, 2008).

Transformasyon ve stromal desidualizasyon olusan sekretuvar evre
endometriyumunda belirleyici hormon progesteron iken, proliferatif
evrenin baskin hormonu 6strojendir (Hoozemans ve ark., 2004).
Implantasyonda ovaryan steroidlere yanit olarak olusan endometriyal
duyarlilik prereseptif, reseptif ve non-reseptif (refraktdr) seklinde tg¢

fazda programlanair.

Endometriyumda cesitli yapisal, hiicresel ve molektler olaylar dizisi
implantasyon penceresi ile kontrol edilir ve bu durumun sonucunda
endometrial reseptiviteyi saglayan gerekli elemanlar ortaya cikabilir.
Blastokistler, endometriyum epiteli ile sadece implantasyon penceresi
doneminde etkilesime girebilirler. Bunu belirleyende korpus
luteumdan salgilanan progesteronun, endometriyumdaki etkileri ve
bunlar: takip eden gebeligin 4. gintindeki ktuicik bir dstrojen pikidir
(Bahar, 2012).

1.4.2.1. Ovaryan Steroidler ve Reseptivite

Cok dar bir 6strojen diizeyi araliginda endometriyumda implantasyon
penceresi acik kalmaktadir (Sekil 1.8). Bu pencere dusuk doz
Ostrojen verilmesi ile uzun sure acik kalabilir. Fakat ytiksek 6strojen
konsantrasyonlarinda uterus hizla refraktér doneme gecer.
Ostrojenin hazirladigi endometriyuma, ardindan gelen progesteron

etkisi ile acilan implantasyon penceresi; progesteron Uretimi veya
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verilmesinden 6 glin sonra acilip, 9-10. gin kapanmaktadir. Yani
insanlardaki reseptif déonem 20-24. glinlerle sinirhdir (Cha ve ark.,

2012).
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Sekil 1.8. Ovaryan steroidler ve reseptivite (Cha ve ark., 2012'den
alinmistir).

Ostrojen ve progesteronun etkilerini dtizenleyen molektiler
mekanizma hala tam olarak net degildir. Sitokinler, buytime
faktorleri, matriks metalloproteinazlar (MMP), adezyon molektlleri,
ekstraselliler matrix komponentleri ve homeobox (HOX) element-
iceren genler (transkripsiyon faktorleri) implantasyonda rol alip,
Ostrojen ve progesteron ile dlizenlenen molekullerdir (Zhang ve ark.,

2013).
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1.4.2.2. Reseptivitenin Morfolojik Belirtecleri: Pinopodlar

Endometriyum reseptif olana kadar belirli morfolojik degisiklikler
gecirir. Bu morfolojik degisiklikler ilk olarak 1950' lerde Noyes ve ark.
tarafindan tanimlanmaistir. Reseptivite olarak adlandirilan bu kisa ve
kesin periyot 48 saatten azdir. Bu sure¢ endometriyum epitel
hucrelerinin apikal membranlari Uzerinde gelisen genis ve duz
uzantilarin olustugu bir dénemi kapsayip implantasyon penceresi
olarak adlandirilir (Noyes ve ark., 1975). Implantasyon déneminde
uterus bosluguna uzanan epitel htuicrelerinin apikal membranlari
mikrovilluslarini kaybeder, genis ve diiz membran uzantilar1 gelisir.
Pinositik fonksiyonlar: oldugu dustnulerek bu uzantilara, 1973' te
Enders ve Nelson tarafindan Latince (pino podi) "icen ayaklar"
anlamina gelen "pinopod" adi verilmistir (Enders ve Nelson, 1973).
Daha sonraki dénemlerde ise genel bir terim olarak "uterine-dome"

olarak adlandirilmistir (Nardo ve ark., 2002).

Pinopodlarin ince yapilarina bakildiginda  sitoplazmalarinda
mitokondriyon, golgi kompleksi, sekretuvar vezikuller ve duz
endoplazma retikulumu (DER) gibi organellere sahip olduklarn
gortlmuistiir (Bentin-Ley ve ark., 2000). Insanlarda mensturiyal
doénginun luteal evresinde pinopodlarda cesitli morfolojik degisimler
gozlenir. Pinopod gelisiminde her bir fazin yaklasik olarak 24 saat
sturdtgu Ug¢ farkli dénem tanimlanmistir: gelisme asamasinda, olgun
ve gerileyen pinopod (Sekil 1.9). Gelismekte olan pinopodlar kisa
mikrovilluslara sahiptir ve uterus limenine dogru cikinti yapmaya
baslar. Limene maksimum cikinti olusturmus apikal yulzeyinde
mikrovillus icermeyen hucreler olgun pinopodlardir. Gerileyen
pinopodlar az oranda buiziisme gosterirler ve bu huicrelerin apikalinde

mikrovilluslarin olusmaya basladigi goézlenir (Quinn ve Casper, 2009).
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Gelisme azamasindaki Gerileme asamasindaki
pinopodlar pinopodlar

J lm

Sekil 1.9. Insan endometriyumunda pinopod olusum evreleri. M:
Mikrovilluslu htuicreler, S: Silyali huicreler, P: Olgun pinopod (Quinn
ve Casper, 2009'dan alinmistir).

Reseptif donemde ltiminal epitel ylizeyinin pinopodlar ile kaplanma
orani arastirildiginda ortaya farkli sonuclar cikmistir. Ratlarda bu
oran %35,5 ile %20 arasinda iken; insanlarda yapilan hem normal
dongd hem de kontrolli ovaryan hiperstimulasyon calismalarinda
luteal evrede pinopod oranmi %2,3 ile %7-9 arasinda degisiklik
gostermistir (Novotny ve ark., 1999; Creus ve ark., 2003). Reseptif
donemde pinopodlarin hangi zaman araliklarinda endometriyum
yuzeyinde kaldigi Uzerine yapilan arastirmalarin bazilarinda bu
stirenin mid-luteal evrede 48 saatten daha az bir stirede (Develioglu
ve ark., 1999; Aghajanova ve ark., 2003), bazilarinda ise
ovulasyondan kisa bir slire sonra ortaya cikip luteal evrenin sonuna
kadar endometriyum ytizeyinde kaldigi gésterilmistir (Quinn ve ark.,
2007).

Pinopod formasyonu progesteron bagimlidir ve yliiksek dozda 6strojen
pinopod formasyonunu ve dolayisiyla implantasyonu inhibe eder.
Pinopod formasyonunda LIF, integrin aVp3, HOXA10, HB-EGF
(heparin binding EGF-like growth factor) ve Glrx (glutaredoxin) gibi
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cesitli molekuler belirtecler rol oynamaktadir (Quinn ve Casper,

20009).

1.4.2.3. Reseptivitenin Molekiiler Belirtecleri

1.4.2.3.1. Adezyon Molekiilleri

Hucre adezyon molekulleri, hucrelerin 6zgtil olarak dokulara
yonlenmeleri, birbirlerini tanimalari, embriyogenez, hiicre biytmesi,
hticre farklanmasi ve inflamasyon gibi olgularin dizenlenmesinde
gorev  alirlar. Adezyon  molekilleri  bugiin  doért  sinifta
incelenmektedirler: kadherinler, selektinler, integrinler ve

immunglobulin (Ig) stiper ailesi.

Kadherinler; yap:1 ve fonksiyonlar1 acisindan Ca*2? bagimh
transmembran proteinleridir. Embriyoda morfogenezden, erigkin
organizmada secici hlicre taninmasindan ve yasam boyu normal
doku mimarisinden sorumlu htiicre yuzey glikoproteinleridir.
Bazolateral adezyon molekilti olan E-kadherin'in (epitelyal kadherin)
apikal ekspresyonlariyla birlikte endometriyum epitel hucre
serilerinde embriyonun tutunmasini destekledikleri daha ©Onceki
calismalarda goOsterilmistir (Singh ve Aplin, 2009). E-kadherin’in
regilasyonu, hucreler arasi1 kalsiyum  tarafindan  yapilir.
Kalsiyumdaki artis, ara baglantilardaki E-kadherin’in dagilimini ve
htuicre iskeletinin yeniden organize olmasini saglayan anahtar sinyal
yolaklarinin aktive olmasina yol acar. Hucreler arasi kalsiyum
konsantrasyonundaki degisiklikler, hticre adezyon molekullerinin
yeniden yapilanmasini tetikler ve bu durumdan epitel hucrelerinin

yapisiklik ve polaritesi etkilenmektedir (Bahar, 2012).

18



Selektinler; Ca2* bagimli hiucre adezyon  molekulleridir.
Implantasyonda en etkili olani L-selektin alt grubudur. Erken
blastokistin endometriyum epiteli ile iligkisinde rol oynamaktadir
(Achache ve Revel, 2006; Foulk ve ark., 2007; Fukuda ve Sugihara,
2008).

Integrinler; ekstraseliiler matriks ile intraseliiler ortam arasinda
integrasyonu saglayan hucre yuzey glikoproteinlerdir. Embriyolojik
gelismenin hucre-matriks ve hiicre-hlicre yapismasini iceren énemli
fizyolojik olaylarin coguna katilir (Apparao ve ark., 2001). Mid-luteal
ekspresyonlarindaki artig implantasyon penceresini gostermektedir.
aVB3 integrin ve ligandi osteopontin, trofoblastin ilk temas ettigi

endometriyal epitel ylizeyinde saptanmistir (L. Bahar, 2008).

Immunglobulinler; endometriyumun hem stroma hem de epitel
hiuicrelerinden salindiklari icin patofizyolojide 6nemlidirler. Ig stiper
ailesinin Uuyeleri; morfogenez, inflamasyon, hemostaz ve immunite

sirasinda bircok hiicre tanima olaylarini yonetir.

Adezyon fonksiyonuna katilan ancak yukarida bahsedilen dért grup
icerisinde siniflandirilamayan adezyon molekulleri de vardir. Bu
molekullerden galektin (gal-3), lektin sUper ailesine ait Ca2* bagimh
bir adezyon molekiiltidiir. Immiinomodiilasyon, adezyon ve
kemotaksi gibi cesitli fizyolojik stireclerde rol oynadig: bilinmektedir.
Mensturiyal déngtinin sekretuvar evresinde ekspresyonlari artar.
Infertilite de nasil bir rol oynadigi tam olarak aciklanmamistir (Yang

ve ark., 2012).
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1.4.2.3.2. Anti-Adezyon Molekiilleri

Adezyon molektllerinin aksine endometriyum epitelinde adeziv
ligandlar1 maskeleme gorevi gorurler. Musinler buyuk, glikozillenmis
molektllerdir ve hticre yulzeylerini enzimatik etkilere karsi korurlar.
Yapisal oOzelliklerinden dolayr hucresel iligkileri engelledikleri
bilinmektedir. Ovaryan steroidlerin kontrolti altinda ortaya cikan
musinler, blastokist implantasyon icin dogru yer ve dogru zaman
bulana kadar blastokisti endometriyum yUzeyinden wuzak tutar.
Musinler, implantasyon penceresi doéneminde Iiminal epitel
yuzeyinde bolca eksprese edilir. Fertil ve infertil kadinlarin
endometriyumunda MUC1 ekspresyonlarinin farkli oldugu yapilan
calismalarda go6sterilmistir. MUC1 gibi hiicre ylzey glikoproteinleri,
integrin reseptoérlerinin ligandlarina yoénelimini engelleyerek trofoblast
invazyonu ic¢in bir bariyer olustururlar. Proliferatif fazdan sekretuvar
faza gecerken endometriyumda MUC1 ekspresyonunda artis
gorulurken, gec sekretuvar fazda MUC1 ekspresyonunun azaldigi
gosterilmistir. Insan endometriyumunda en cok calisilan musin
MUC1’dir. Yapilan son calismalarda MUC2 ve MUC4 polimorfizminin
infertilite de rol oynadig: bilinmektedir (Fukuda ve Sugihara, 2012).

1.4.2.3.3. Sitokinler ve Biiyiime Faktorleri

Cesitli hucre tipleri tarafindan Ttretilen ve salgilanan polipeptid
yapida olan bu molekiller, hticre buUylUmesi, iyilesmesi ve
yaralanmaya kars:1 sistemik yaniti da icine alan bagisiklik ve

inflamatuvar olaylar: dtizenler.

Interlékinler (IL), monosit ve makrofajlarda turetilirler. Hiicre

proliferasyon ve diferansiyasyonunu duzenler. Endometriyumda
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bircok molekultun (IL-6, IL-8, LIF, TNF-a, COX-2, PGF2a , MMP-1,9
vs.) ekspresyonunu regile eder. Endometriyum dokusundaki IL
ekspresyonunda degisimlerin olmas: infertil vakalarla baglantilidir
(Linjawi ve ark., 2004; Laird ve ark., 2006; Haddad-Filho ve ark.,
2007) .

LIF (Leukemia Inhibitory Factor); embriyonik, hematopoyetik ve
endotel huicrelerinde proliferasyon ve diferansiyasyon etkisi vardir.
Implantasyon sirasinda endometriyum bezlerinden en yliksek
konsantrasyonlarda eksprese olmaktadir. Insan implantasyonunda
LIF ve reseptif fazda uretilen IL-11" in disregtlasyonunun infertilite

ile iliskili oldugu dustintlmektedir (Dimitriadis ve ark., 2006).

CSF (Colony Stimulatin Factor); blastokist trofoektodermal htucre
sayisinl ve preimplante sican embriyo gelisim oranlarini arttirdigi
gosterilmistir. Aciklanamayan tekrarlayan gebelik kayiplari olan
kadinlarin desidual T hucre klonlarinda azalmis CSF ve LIF Uretimi

saptanmistir (Dimitriadis ve ark., 2005).

TNF-a (Tumor Necrosis Factor); trofoblast hulcresinin laminine
adezyonunu etkileyerek ve in vitro trofoblast hiicre motilitesini inhibe

ettigi distinulmektedir.

TGF-B (Transforming Growth Factor); implantasyondaki maternal
immuUn toleransi ve implantasyonla ilgili bircok molekult (VEGEF,

MMP- 9, IGFBP-1 ve LIF) in vitro diizenledigi gbésterilmistir.
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1.4.2.3.4. Prostoglandinler

Implantasyon penceresinde zamanlama acisindan o6nemlidirler.
Blastokist implantasyonunda zamanlamada gecikme, embriyonun
serviks duvarina tutunmasina, anormal plasentasyona ve fotal

emilime neden olabilir.

COX (Cyclooxygenase); arasidonik asitin prostoglandine
dontisimunde hiz sinirlayict bir enzim olarak rol oynar.
Endometriyumda progesteron ve Ostrojene cevap olarak COX-1
ekspresyonunda artis olur ve mid-luteal fazda implantasyon
ihtimaline karsi ani bir dusis gosterir. Buna karsilik, steroid
hormonlardan etkilenmeyen COX-2’ nin ekspresyonu implantasyona

hazir bir blastokistin varligini gésterir.

1.4.2.3.5. Homeobox (HOX) Transkripsiyon Faktorleri

HOXA10; HOX gen ailesine ait embriyonik gelisimin genetik
kontroltinde, hticre kadherinin belirlenmesinde ve gelisim sUrecinin
cesitli alanlarinda rol alan bir transkripsiyon faktérudur.
Pinopodlarin gelisiminde etkili oldugu ve desidual prolaktin sentezini
kontrol altinda tuttugu icin implantasyon penceresi déneminde
eksprese olmamasi durumunda implantasyon gerceklesmemektedir
(Cakmak ve Taylor, 2011). Infertil kadinlarda mid-sekretuvar
endometriyumda DNA hipermetilasyonu gibi cesitli mekanizmalarin
HOXA10  ekspresyonlarinin  susturulmasinda  etkili  oldugu
gorulmustir. Mensturiyal déongiintin mid-sekretuvar fazinda azalan
HOXA10 ekspresyonu polikistik over sendromu (PCOS), submukozal

uterin leiyomiyomu, hidrosalfinks ve endometriozis gibi bozulmus
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implantasyonla iligkili kosullarda da ortaya cikar (Matsuzaki ve ark.,

20009).

1.4.3. Tekrarlayan Gebelik Kayiplar1 (TGK)

Tekrarlayan gebelik kayiplari, 2005 ESHRE (European Society of
Human Reproduction and Embryology) Preimplantasyon Genetik
Tani (PGD) Kurulu tarafindan gebeligin yirminci haftasindan 6nce
arka arkaya gerceklesen U¢ ve Uizerinde spontan dustkler olarak tarif
edilmistir (Thornhill ve ark., 2005). Insidans acisindan bakildiginda
toplumda bir kez dustk yapma olasiligt %15-40, iki kez dusuk
gerceklesmesi %2-5 ve U¢ kez arka arkaya dusik olusma orani ise
%1'den azdir. Epidemiyolojik bulgulara goére yasanmis bir dusuik
olayini takiben tekrar diisik olma olasiligi ailenin yasayan cocugu

varsa %24, yoksa %46 civarindadir (Cakmak ve Taylor, 2011).

Tekrarlayan gebelik kayiplarinin etiyolojisi giinimuzde yedi ana

baslikta incelenmektedir:

Genetik nedenler: Anormal kromozom yapisina sahip embriyolarin

yaklasik olarak %90'min implantasyonu endometriyum tarafindan
mekanizmasi tam bilinmemekle birlikte reddedilir (abortus). Abortus
materyalinde sik olarak trizomiler, monozomi X (gonadal disgenezi -
Turner Sendromu) ve triploidilere rastlanir. ilerleyen anne yasi ile
fétal kromozomal anomali riski belirgin olarak artmaktadir. Ayni
sekilde baba yasinin ellinin tizerinde olmasi1 da anormal kromozomal
yapidaki spermler ile fertilizasyon olasiligini artirmaktadir (Suzumori

ve Sugiura-Ogasawara, 2010).
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Endokrin nedenler: Luteal faz yetmezligi (LFY), hiperprolaktinemi,

polikistik over sendromu (PCOS) gibi hiperandrojenik durumlar,
tiroid fonksiyon bozukluklar1i ve Diabetes Mellitus (DM) gibi

endokrinopatiler TGK nedenleri arasinda sayilmaktadir.

Mensturiyal déngli gtinu ile histolojik giinleme arasinda en az 3 giin
fark bulunmasi ve bunun en az iki dénglide gosterilmesi seklinde
tarif edilen LFY, tekrarlayan abortuslarin tartismali nedenleri

arasinda yer alir.

Genel populasyonda %1 oraninda rastlanan mensturiyal kanamanin
her ay gecikerek daha seyreklesmesi olarak aciklanan oligomenore,
TGK gosteren kigilerde daha sik goérdlmektedir. PCOS gibi
oligomenore ve hiperandrojenemi ile karakterize durumlarda,
endometriyal reseptivitede olusan degisiklikler implantasyonu

etkileyerek TGK riskini artirmaktadir (Smith ve Schust, 2011).

Enfeksiyvona bagli nedenler: Gecmisde Mycoplasma hominis,

Ureaplasma urelyticum, Toxoplasma gondii, Rubella, Herpes simplex,
Coxsackievirus, Cytomegalovirus, Chlamydia ve [(-Hemoloitik
Streptokoklar gibi  bircok  organizma  gebelik  kayiplariyla
iliskilendirilmistir. Genel olarak TGK etiyolojisinde bircok enfeksiyon
ajan1 suclanmissa da gintimuze kadar TGK'da rolti ispatlanmig

hicbir enfeksiyon etkeni bulunmamaktadir.

Anatomik nedenler: Mullerian anomaliler, Dietilstilbestrol (DES)

kullanimina bagli uterus anomalileri, Ascherman Sendromu,
iatrojenik anomaliler ile uterin septum, hemiuterus, cift uterus gibi
konjenital anomaliler gibi uterus patolojileri tekrarlayan dusuklerin

%15'inden sorumludur. Uterin septumun varligi uterus boslugunda
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daralma, plasental vaskularizasyon ve implantasyon ortaminin

bozulmasina yol acarak abortuslara neden olmaktadir.

Immiuinolojik nedenler: Antifosfolipid Sendrom (APS); vaskiiler

tromboz ve/veya TGK, IUGR (intrauterin gelisim geriligi), preeklampsi
ve aciklanamayan fotal o6limler gibi obstetrik morbiditelere neden
olan yuksek seviyelerde antifosfolipid antikor (APA)
konsantrasyonlarinin tespit edildigi otoimmuin bir hastaliktir. Bu
hastalik TGK'larinin %5-10'undan sorumludur. Abortusa yol actig:
iddia edilen mekanizmalar arasinda uteroplasental dolasimda
tromboz olusumu ve/veya olusan antikorlarin trofoblastlarin
maternal spiral arterlere yeterli invazyonunu engelleyerek etkin

fotoplasental dolasimin gerceklesememesi yer almaktadair.

Alloimmuin olarak ise endometriyumda bulunan immuUn ve
inflamatuvar hucrelerden Uretilen sitokinler implantasyonda
etkilidirler. Embriyonun genetik olarak yarisinin paternal kékenli
olmasi1 maternal immunolojik toleransi1 gerektirir. TGK maternal
immunolojik ret sik rastlanan olgulardandir (Fukui ve ark., 2011).
Anne-baba arasindaki HLA (Human Ileukocyte antigen) uyumu,
maternal blokan antikor yoklugu ve maternal l6kositotoksik
antikorlarin yoklugu TGK olusmasinda 6ne surulen mekanizmalar

arasindadir.

Trombofililer: Trombofili, tromboz egiliminin arttigi bir grup

pihtilagsma bozukluklarini icerir. Koagtilasyona artmis egilim edinsel
veya kalitsal nedenlerle olabilir. Edinsel trombofililerin en tipik érnegi
APS'dir (Kuperman ve ark., 2011). Preeklampsi, IUGR, plasental
ablasyon, fotal o6lum gibi komplikasyonlar1 yasayan kadinlarda

trombofilik gen mutasyonlar1 gérilme olasiligi %52 iken diger tim
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gebeliklerde gortilme olasiliginin %S olmas: trombofilik mutasyonlar

ile TGK baglantis1 arasinda bir baglanti olabilecegini gdstermektedir.

Diger faktoérler: GuUnuUmuzde bilinen yoéntemlere ragmen TGK

nedeniyle incelenen hastalarin yaklasik yarisinda kesin bir etiyolojik
faktér bulunamamaktadir. Kafein, etanol, nikotin ve diger sigara
metabolitlerinin tireme sisteminde doza bagiml negatif etkileri vardair.
Ayni sekilde arsenik, civa, kursun, etilen oksit, formaldehit ve benzeri
kimyasallar ile radyasyon gibi etkenler de tUremeyi olumsuz

etkilemektedir.

Tekrarlayan gebelik kayiplarinin yukarida ifade edilen nedenleri
olmasina ragmen gunltmuzde etiyolojisi tam olarak
aydinlatilamamistir. Bu nedenle TGK olgularinin olusmasindaki
mekanizmalar arastirmacilar tarafindan merak konusu olmustur. Bu
yuksek lisans tezi calismasinda da TGK hastalarinin endometriyum
Ornekleri ile fertil endometriyum 6rneklerinde implantasyon penceresi
doneminde etkili olan adeziv ve anti-adeziv molektllerin ve bu
donemde morfolojik olarak ortaya cikan pinopodlarin olusumunu
duzenleyen transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonlarinin

arastirilmasi amaclanmaistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1.Kullanilan Dokularin Eldesi

Bu calisma, Ankara Universitesi Tip Faktiltesi Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu'nun 25.03.2013 tarih ve 05-215-13 karar numarali onayi
ve Etlik Zubeyde Hanim Kadin Hastaliklar1 Egitim ve Arastirma
Hastanesi Egitim Planlama ve Koordinasyon Baskanligi'nin
27.05.2013 tarih ve 165 karar numarali onayi alindiktan sonra
gerceklestirilmistir. Bu arastirma icin Etlik Zubeyde Hanim Kadin
Hastaliklar1 Egitim ve Arastirma Hastanesi Infertilite Poliklinigine
muracaat eden tekrarlayan gebelik kaybi olgusuyla basvuran
hastalar calisma grubunu, cocuk sahibi olup cesitli nedenlerle ayni
hastaneye muiracaat eden ve tekrarlayan diistik disinda rahim duvari
Orneklemesi yapilmasini gerektiren tibbi bir endikasyonu bulunan
hastalar kontrol grubunu olusturmaktadir. Hasta onami alindiktan
sonra, adetin baslamasindan sonraki 20-24. ginler arasinda pipelle
ile rahim duvarindan alinan o6rneklerden, patolojiye gonderilecek
materyal ayrildiktan sonra geri kalan materyal patolojik taniyi
engellemeyecek sekilde c¢alisma amaciyla Ankara Universitesi

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali laboratuvarina génderilmistir.

Calisma grubunda yer alan hastalar 18-39 yas araliginda,
tekrarlayan gebelik kaybi (2 ve tizerinde ilk trimester gebelik kaybai)
yasamis, edinsel ve kalitsal trombofilisi olmayan, karyotip analizi
normal, tiroid fonksiyon testleri ve prolaktin seviyeleri normal ve
rahim anomalisi saptanmayan kisilerden secilmistir. Bu 6zelliklere

sahip 12 hasta calisma grubuna dahil edilmistir.

27



Kontrol grubunda yer alan hastalar 18-39 yas araliginda, rahim
anomalisi olmayan, fertil olan, rahim icinde herhangi bir arac
bulunmayan, dogum kontrol hap: kullanmayan ve tekrarlayan dustik
disinda rahim duvarindan 6érnekleme yapilmasini gerektiren tibbi bir
endikasyonu bulunan hastalardan secilmistir. Bu 6zelliklere sahip 7

hasta calismamizin kontrol grubuna dahil edilmistir.

Rahim duvari o6rnek alinmasina engel enfeksiyon varligi ve
endometriyal reseptiviteyi engelleyebilecek rahim ici patoloji varligi
tespit edilen 3 kontrol ve 8 calisma grubu, toplamda 11 hasta

durumlarindan dolay: calisma disinda tutulmustur.

2.2. Isik Mikroskobik (IM) incelemeler Icin Yapilan Calismalar

Kontrol ve calisma gruplarindan alinan endometriyum biyopsileri
tespit amaciyla %10’luk fosfat tamponlu formalin soltisyonunda 24-
72 saat sureyle fikse edildi. Fikse olan endometriyum dokularinin

takip islemleri asagidaki protokole gére yapildi.

2.2.1. %10’luk Tamponlu Formalin Icin Uygulanan Takip
Protokolii

Dehidratasyon isleminden sonra ksilen ile seffaflastirilan dokular iki
degisim sivi parafinle 60 °C’lik etiivde 3 saat inktiibe edildi. Sivi
parafin infiltrasyonunu takiben doku 6rnekleri sert parafin bloklara
gémuildii. Parafin bloklar buzdolabi alt rafinda (+4°C) kesit alinana
kadar bekletildi. Kesit islemine baslamadan ¢énce -18°C’ ye alinan
bloklardan Leica RM 2125RT model sliding mikrotom ile 4 um
kalinliginda kesitler alindi. Sicak su banyosundan lam Utizerine alinan

kesitler 60°C’lik etiivde deparafinizasyon amaciyla 1 saat bekletildi.
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Histolojik boyamaya hazir hale getirilen doku kesitlerine

Hematoksilen-Eozin boyas1 uygulandi.

2.2.2. Hematoksilen-Eozin (H-E) Boyama Protokolii

e Ksilen ile deparafinizasyon

e %100, %96 ve %75 etanol serisi ile hidratasyon

e Yikama (cesme suyunda)

e Hematoksilen solisyonu, 1 dakika

e Yikama (cesme suyunda)

e FEozin soltisyonu, 1 dakika

e Yikama (cesme suyunda)

o %75, %96 ve %100 etanol serisi ile dehidratasyon
e Ksilen ile seffaflandirma

e Entellan kullanarak lamelle kapama
2.3. Immiinohistokimyasal inceleme Icin Yapilan Calismalar
Rutin takip islemlerinden sonra sert parafin bloklara gémiulen
endometriyum dokularindan 4 um kalinliginda alinan kesitler poli-
lizin kapli lamlar Ustline alinarak gece boyunca 60°C’lik ettivde
deparafinize edildi. Gal-3, MUC2, MUC4 ve HOXA-10 primer
antikorlarinin boyanmalar: asagidaki protokole gore gerceklestirildi.

2.3.1. Immiinohistokimya Boyama Protokolii

¢ Ksilen ile deparafinizasyon

e %095, %80, %70 ve %60 etanol serisinde hidratasyon
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e Yikama (distile su)

e Sitrat buffer ile antijenik maskelenmenin engellenmesi

e Yikama (PBS; Phosphate buffered saline)

e Hidrojen peroksidaz ile endojen peroksidaz aktivitesinin bloke
edilmesi (5 dakika)

e Yikama (PBS)

e Bloking soltisyonu (1 saat)

e Primer antikor (oda sicakliginda, 2 saat)

e Yikama (PBS)

e Biyotinlenmis sekonder antikor (30 dakika)

e Yikama (PBS)

e Streptavidin-peroksidaz kompleksi (30 dakika)

e Yikama (PBS)

e DAB (3,3’-diaminobenzidine) boyamasi (3 dakika)

e Yikama (distile su)

e Mayer’ s Hematoksilen ile boyama (1-2 dakika)

e Yikama (distile su)

e %380 ve %90 etanol serisinde dehidratasyon

e Ksilen ile seffaflandirma

e Entellan kullanarak lamelle kapama

Boyanan preparatlar, Zeiss Axio Scope Al marka 1s1tk mikroskobuyla

incelendi ve fotograflandi.

2.4. Transmisyon Elektron Mikroskobik (TEM) Incelemeler Icin
Yapilan Calismalar

Kontrol ve calisma gruplarina ait endometriyum dokularindan 1

mm?3 hacmindeki bir parca % 2,5luk gluteraldehit icerisine alindi.

TEM icin tespit ve takip islemleri asagidaki sira ile uygulandi.
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2.4.1.

1. Tespit (6n tespit): 0,2 M fosfat tamponu icerisinde % 2,5
gluteraldehit ve % 2 paraformaldehit (pH=7.2-7.4) (+4°C’ de 2-4
saat)

1. Yikama: 0,1 M fosfat tamponunda (2 x 15 dakika, rotatorda)
2. Tespit: 0,1 M fosfat tamponunda % 1 OsO4 (rotatorda ve
karanlikta, 2 saat)

2. Yikama: 0,1 M fosfat tamponunda (3 x 20 dakika)

Distile su ile yikama

Blok boyama: % 70 etanolde % 0,05 uranil asetat ve % 1
fosfotungustik asit (rotatorda ve karanlikta, 2 saat)
Dehidratasyon: % 70, % 96, %100 etanol, propilenoksit
1:1propilen / Araldite (rotatorda 1 saat)

Araldite (2 saat)

Bloklama: blok kalib1 icerisine endometriyum dokulari
konuldu, tizerine araldite eklendi.

Polimerizasyon: hazirlanan bloklar 80°C’ de 1 gece sture ile
tutuldu, sonrasinda ettiv kapatilarak bloklar kendi halinde

sogumaya birakildi.

Yar1 Ince Kesit Boyama Protokolii

Ultramikrotom ile 700-1000 nm kalinliginda kesitler alindi
Kesitler 1siticida kurutuldu

Distile su icinde Toluidin mavisi / Azur II boyas1 (%1 boraks,
%1 Toluidin mavisi, %1 Azur II) ile boyandi (50 — 60°C 1siticida
boya kuruyana kadar)

Distile su ile yikandi

Kesitler tekrar 1siticida bekletildi

Kurutma ve sogutma islemleri uygulandi

Entellan ile kapatildi.
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Boyanan preparatlar kuruduktan sonra Zeiss Axio Scope Al marka

151k mikroskobuyla incelendi ve fotograflandi.

2.4.2. Ince Kesit Boyama Protokolii

e Ultramikrotom ile 70 — 90 nm kalinliginda kesitler alind:

e Kesitler boyama setine yerlestirildi

e Distile suda 1-2 dakika

e %8’ lik uranil asetatta 45 dakika

e Distile suda 1-2 dakika

e 0,1 N NaOH icerisinde yikandi

e 9%0,7 kursun sitrat / %0,9 sodyum sitrat solisyonunda 20
dakika

e 0,1 N NaOH icerisinde yikandi

e Distile suda 1-2 dakika

Boyanarak hazirlanan gridler kurumalarn icin kurutma kagidina
alindi, daha sonra grid kutusuna yerlestirildi. Incelemeler LEO 906E
marka TEM ile yapildi. Gérintulemeler Sharpeye CCD ve Image SP

(Germany) dijital géortintileme sistemi programa ile gerceklestirildi.

2.5. Istatiksel Degerlendirme Icin Yapilan Calismalar

Gruplarin immunohistokimyasal boyanmalarinda, boyanma
yogunlugu () 1 (zayif), 2 (orta) ve 3 (yogun) olarak belirlendi. Boyanan
yluzey ve bez epitel hucrelerinin ytzdesi (Pj) %O0-100 arasinda
degerlendirildi. immuinboyanma HSCORE histolojik skorlama sistemi
ile HSCORE=) Pi (i + 1) denklemine gbére hesaplandi. 1 optik

yogunlugun duizeltilmesi icin kullanildi. Sonuclar hi¢c boyanmayan
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icin 0 ve maksimum boyanma icin 4 olarak elde edildi. Gal-3, MUC2,
MUC4 ve HOXA10 immunhistokimya boyanmalarinin istatistiksel
analizleri SPSS 20 paket programi kullanilarak gerceklestirildi.
Istatistiksel olarak anlamlilik p < 0.05 olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1. IM ile Elde Edilen Bulgular

Kontrol grubuna ait HE ile boyanan kesitlerde endometriyum yuzey
epiteli tek kath prizmatik kinosilyali olarak izlendi. Endometriyum
stromasinda bol miktarda salgi bezlerine rastland: (Sekil 3.1). Bu
bezlerin epitelleri incelendiginde htuicrelerin sitoplazmalarinda yogun
olarak salgi vakuolleri goéruldt (Sekil 3.2). TGK'l1 hastalara ait
endometriyal stromada salgi bezleri ve bez epitelinde salg1 vakuolleri
goruldu (Sekil 3.3). Yuzey epitelinin boyu bazi1 vakalarda kontrol
grubuna benzer bicimde ylksek olarak gortildiiyse de cogunda alcak
prizmatik veya ktibik olarak gozlendi (Sekil 3.4).

Sekil 3.1. Kontrol grubuna ait endometriyum yUzey ve bez epiteli. Ok;
ylzey epiteli, yildiz; endometriyum bezleri, L; bez limeni.
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Sekil 3.2. Kontrol grubunun ytizeyinde tek kath prizmatik kinosilyal epitel,
stroma ve stromada bulunan bez epitelleri olagan gérintimdedir. Ok; ylzey
epiteli, yildiz; endometriyum bezleri.

Sekil 3.3. TGK'lh gruba ait endometriyum ylizey ve bez epiteli. Ok; ylzey
epiteli, yildiz; endometriyum bezleri, L; bez limeni.
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Sekil 3.4. TGK'l1 hasta grubunun endometriyum biyopsi 6rneginde yuzey
epitelinde tek katli kiibik kinosilyali epitel izlenmektedir. Stroma normal
gorintumdedir. Ok; ylzey epiteli, yildiz; endometriyum bezleri.

Kontrol grubuna ait yari ince kesitlerde ytizey epitelinde kinosilyumlu
tek katli prizmatik hucreler gorulda (Sekil 3.5).Kinosilyali hiicrelerin
arasinda apikal ylzeylerinde pinopod iceren hucreler gozlendi (Sekil
3.6). TGK'lh hasta grubunda ise ylzey epitelinde kontrol grubuna
oranla daha az sayida kinosilyum ve pinopoda sahip hucreler izlendi
(Sekil 3.7). Endometriyum bez epitelinde pinopod olusumlar: dikkat
cekti (Sekil 3.8).
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Sekil 3.5. Kontrol grubuna ait yar1 ince kesitlerde tek katli prizmatik
kinosilyali ylzey epiteli izlenmekte. Ok; kinosilyumlar, yildiz; Peg (salgi
hticresi.

Sekil 3.6. Kontrol grubuna ait yar:1 ince kesitlerde pinopod iceren tek katl
prizmatik ylizey epiteli ve stroma icinde bez epiteli gérilmektedir. Bez epiteli
hiicrelerinde sitoplazmada c¢ok sayida vakuol dikkat cekmektedir. Ok;
pinopodlar, L; bez limeni.
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Sekil 3.7. TGK'lh hasta grubunda ylzey epitelinde kinosilyum ve pinopod
kaybr izlenmektedir. Ok; tek katli basit prizmatik epitel, yildiz;
endometriyum bez epiteli, e; eritrositler.

Sekil 3.8. TGK'lh hasta grubunda endometriyum bez epitelinde pinopod
olusumlar dikkat cekmektedir. Ok; pinopodlar, L; damar limeni.
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3.1.1. immiinohistokimyasal Bulgular

3.1.1.1. Gal-3 Bulgularn

Kontrol grubuna ait endometriyum Orneginde Gal-3
immunreaktivitesine bakildiginda ylUzey epitelinde glcld, bez
epitelinde ise orta siddette boyanma goéruldu (Sekil 3.9; Sekil 3.10).
Endometriyum stromasinda da immunreaktif huicrelere rastlandi.
TGK'lh hasta grubunun ylzey epiteli ve bez epitelinde zayiftan orta

derecelere kadar boyanma goruldu (Sekil 3.11; Sekil 3.12).

Sekil 3.9. Kontrol grubuna ait endometriyum ytizey ve bez epitelinin Gal-3
ekspresyonuna ait mikrografta kuvvetli immuinreaktivite izlenmektedir. Ok;
pinopodlar, L; endometriyum bez limeni.
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Sekil 3.10. Kontrol grubuna ait endometriyum bez epitelinde kuvvetli ve
orta siddette Gal-3 ekspresyonu izlenmektedir. L; limen.

Sekil 3.11. TGK'lh hasta grubunda endometriyum yuzey epitelinde Gal-3
ekspresyonu zayif siddette izlenmektedir. Ok; ytizey epiteli.
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Sekil 3.12. TGK'lh hasta grubunda endometriyum bez epitelinde Gal-3
ekspresyonu zayif siddette izlenmektedir. L; limen.

3.1.1.2. MUC2 Bulgularn

MUC2 immunreaktivitesi degerlendirildiginde kontrol grubunda
ylzey ve bez epitelinde boyanma goérilmedi (Sekil 3.13; Sekil 3.14).
TGK'lh hasta grubuna ait endometriyum yUzey epiteli huicrelerinin
apikalinde ve bez epiteli hiicrelerinin bazal bélgelerinde zayif siddette

immunreaktivite izlendi (Sekil 3.15; Sekil 3.16).
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Sekil 3.13. Kontrol grubuna ait endometriyum yuzey epitelinde MUC2
ekspresyonuna rastlanmamistir. Ok; ylizey epiteli.
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.

Sekil 3.14. Kontrol grubuna ait endometriyum bez epitelinde MUC2
ekspresyonu izlenmemektedir. L; [limen.
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Sekil 3.15. TGK'l1 hasta grubunda endometriyum yUzey epitelinde zayif
siddette MUC2 ekspresyonu izlenmektedir. Ok; ylizey epiteli.

Sekil 3.16. TGK'lh hasta grubunda endometriyum bez epiteli hiicrelerinin
bazal bolgelerinde zayif siddette MUC2 ekspresyonu izlenmektedir. L;
ldmen.
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3.1.1.3. MUC4 Bulgularn

Kontrol grubuna ait endometriyum yulzey ve bez epitelinde MUC4
immunreaktivitesine rastlanmadi (Sekil 3.17; Sekil 3.18). TGK'l1
hasta grubuna ait endometriyum yUzey epitelinde ve bez epitel
hiicrelerinin bazalinde zayif MUC4 immunreaktivitesi izlendi (Sekil
3.19; Sekil 3.20). Her iki grupta da vaskuler endotelde MUC4

ekspresyonu goruldu.

Sekil 3.17. Kontrol grubuna ait endometriyum yulzey epitelinde MUC4
ekspresyonu izlenmemektedir. Ok; ylizey epiteli.
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Sekil 3.18. Kontrol grubuna ait endometriyum bez epitelinde MUC4
ekspresyonu izlenmemektedir. L; limen.

Sekil 3.19. TGK'l1 hasta grubuna ait endometriyum ytizey epitelinin apikal
bolgesinde MUC4 immunreaktivitesi 6zellikle pinopodlarin ylzeyinde zayif
olarak izlenmektedir. Ok; ylizey epiteli.
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Sekil 3.20. TGK'l1 hasta grubunun bez epitelinde MUC4 ekspresyonu zayif
olarak izlenmektedir. L; limen.

3.1.1.4. HOXA10 Bulgular:

Kontrol grubuna ait endometriyum yUzey epiteli, bez epiteli ile birlikte
endometriyum stromasinda glcli HOXA10 ekspresyonlar: izlendi
(Sekil 3.21; Sekil 3.22). TGK'lh hasta grubunda ytlizey epiteli ve bez
epitelinde zayif ile orta dereceler arasinda degisen farkli siddette

immunreaktivite izlendi (Sekil 3.23; Sekil 3.24; Sekil 3.25).
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Sekil 3.21. Kontrol grubuna ait endometriyum yuzey epiteli ve stromanin
HOXA10 icin gucli immunreaktivite gosterdigi izlenmektedir. Ok; ylzey
epiteli.

Sekil 3.22. Kontrol grubuna ait endometriyum bezlerinin apikal bolgesinde
HOXA10 igin gicli immunreaktivite gézlenmektedir. L; limen.
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Sekil 3.23. TGK'lh hasta grubuna ait endometriyum ylzey epitelinde orta
siddette HOXA10 ekspresyonu gorilmektedir. Ok; ylizey epiteli.

Sekil 3.24. TGK'L hasta grubunda endometriyum bez epitelinde orta
siddette HOXA10 ekspresyonu izlenmektedir. L; limen.
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Sekil 3.25. TGK'h hasta grubunda endometriyum bez epitelinde zayif
siddette HOXA10 ekspresyonu izlenmektedir. L; limen.
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3.2. TEM ile Elde Edilen Bulgular

Kontrol grubunun endometriyum ylzey epiteli hlicrelerinin duizgin
dizilimli olduklar1 géruldt (Sekil 3.26). Apikal ylzeylerinde diizenli
mikrovilluslar ve limene uzantilar yapmis pinopodlar goruldu (Sekil
3.27). Epitel hucreleri arasindaki baglantilarin dizgin seyrettigi
izlendi (Sekil 3.28).

Sekil 3.26. Kontrol grubuna ait endometriyum yulzey epitelinde
mikrovilluslar gérilmektedir. Ok; mikrovilluslar.Bar; 2500 nm.
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Sekil 3.27. Kontrol grubuna ait endometriyum ytizey epitelinde pinopodlar
dikkat cekmektedir. Ok; pinopod, n; ntikleus. Bar; 2500 nm.
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Sekil 3.28. Kontrol grubuna ait ylzey epitel hiicreleri arasinda baglanti
bileskeleri saglam olarak izlenmektedir. Ok; baglanti bileskesi. Bar; 500
nm.

TGK'lh hasta grubunda endometriyum yulzey epiteli hucrelerinin
boylarinin kisaldig: gorulda (Sekil 3.29). Hucreler arasindaki aralikta
dliizensiz genislemeler izlendi (Sekil 3.30). Huicreler arasi baglantilarin
zayifladigr gorulda (Sekil 3.31). Epitel htucrelerinin yulzeylerinde
mikrovilluslarin dizensiz gérinUimu ve pinopod sayisinin azligl
dikkat cekti.
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Sekil 3.29. TGK'li hasta grubunda yulizey epiteli hiicreleri arasinda huicreler
aras1 aralikta diizensiz genislemeler izlenmektedir. Ok; genislemis huicreler
arasi aralik, n; niikleus. Bar; 2500 nm.
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Sekil 3.30. TGK'l1 hasta grubunda yulizey epiteli hiicreleri arasinda huicreler
arasi aralikta dizensiz genislemeler izlenmektedir. Bar; 1000 nm.
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Sekil 3.31. TGK'lh hasta grubunda yulizey epiteli htcreleri arasindaki
baglant:1 bileskeleri ve epitel hticreleri arasindaki diizensiz genislemeler
izlenmektedir. Bar; 1000 nm.
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3.3. Istatistiksel Bulgular

H-SCORE analizine goére Gal-3, MUC2, MUC4 ve HOXA10

immunhistokimya boyanmalarinin istatistiksel analizleri

degerlendirildi ve iki grup karsilastinildiginda Gal-3 ve HOXA10

immuUnboyamasinin ylUzey ve bez epitelinin her ikisi icin de
istatistiksel = olarak  anlamli  oldugu; MUC2 ve MUC4
immuUnboyamasinin ylUzey ve bez epitelinin her ikisi icin de
istatistiksel olarak anlamli olmadigi sonucuna ulasilmistir.
Kontrol grubu TGK grubu P degeri
(ortalama * standart (ortalama * standart
sapma) sapma)
GAL-3 Yuzey Epiteli 3,7714 £ 0,31 2,3458 £ 1,34 0,04*
GAL-3 Bez Epiteli 3,6143 + 0,55 2,0083 = 1,50 0,03*
MUC?2 Yuzey Epiteli 0,2857 £ 0,25 0,6583 + 0,81 0,26
MUC2 Bez Epiteli 0,2857 + 0,25 0,7167 £ 0,97 0,17
MUC4 Yuizey Epiteli 0,0571 = 0,09 0,1500 = 0,20 0,20
MUC4 Bez Epiteli 0,0286 = 0,07 0,1167 £0,15 0,11
HOXA10 Yuzey Epiteli 3,3857 £ 0,80 2,0083 £ 1,15 0,01%*
HOXA10 Bez Epiteli 3,1000 = 0,42 2,0417 £ 0,97 0,01*%

* p< 0,05 istatistiksel olarak anlaml kabul edilmektedir.

Tablo 3.1. Kontrol ve TGK hasta grubunun immuinohistokimyasal boyanma
ozelliklerinin istatistiksel olarak karsilastirilmasi.
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4. TARTISMA

Endometriyum, epitel ve endometriyal stromadan olusur.
Endometriyal stroma kollajen ve retikuiler liflerden olusmus 6zel bir
bag dokusudur. Endometriyal stromada basit tubtller yapida salgi
bezleri goérulir (Tekelioglu, 2002). Calismamizin kontrol grubu

endometriyum bulgular1 normal endometriyum yapisi ile uyumludur.

Endometriyum  epitel hucrelerinin embriyonun tutunmasini
destekleyebilmesi  icin cesitli  bazolateral = hucre adezyon
molekullerinin apikal ekspresyonlarina, bazi anti-adeziv faktoérlerin
azaltilmasina ve cesitli transkripsiyon faktérlerinin aktivasyonuna

ihtiya¢c duyulur (Achache ve Revel, 2006; Singh ve Aplin, 2009).

Bu calismada adezyon molekulti olan Gal-3, anti-adezyondan
sorumlu MUC2 ve MUC4 ile endometriyal buylime ve gelismeden
sorumlu olan HOXA10 transkripsiyon faktdértiintin TGK'lh hastalarda

ekspresyonlarinin degisimini arastirilmistir.

TGK olgularinda uterusun nasil bir rol oynadigi tartigsmal
konulardan biridir. Anormal endometriyal reseptivite tekrarlayan
abortuslarin sebeplerinden kabul edilmektedir (Tuckerman ve ark.,
2004). Bu sebeple normal kadinlar ile TGK goésteren kadinlarin
endometriyal reseptivite belirteclerinin arastirilmas: tekrarlayan

abortuslarin 6énceden tanisinda yardimeci olabilir (Xu ve ark., 2012).

Endometriyal reseptivite déneminde Gal-3 ekspresyonu
endometriyum yUlizey ve bez epitelinde artis géstermektedir. Yang ve
ark.'min fareler TUzerinde gerceklestirmis olduklar1 c¢alismalarda

invazyonun gerceklestigi fertilizasyondan sonraki 4-10. gunlerden

57



hemen 6nce Gal-3 ekspresyonlarinda artis oldugu bildirilmistir (Yang
ve ark., 2012). Bu sonuclar Gal-3'in blastokistin endometriyuma
adezyonu icin oOnemli bir faktér oldugunu go6stermektedir.
Calismamizda TGK'lh hasta grubunda endometriyum ylzey ve bez
epitelinde Gal-3 immunreaktivitesinin azalmis olmasi1 bu sonuclari

desteklemektedir.

Musinler embriyonun implantasyonunun "dogru yer ve dogru
zamanda" gerceklesmesini saglayan molekullerdir. TGK gosteren
kadinlarin endometriyumlarinda mid-sekretuvar evrede MUCI1
ekspresyonlarinda azalma goérulmustir (Aplin ve ark., 1996). MUC2
ve MUC4 molekullerinin gen polimorfizmlerinin uterus disinda
herhangi bir boélgede endometriyuma rastlanmasiyla sonuclanan
endometriozis gibi hastaliklarda ve bu hastaliklardan kaynaklanan
infertilitede rol oynadig1 bilinmektedir (Chang ve ark., 2011; Chang ve
ark., 2012). Fakat MUC2 ve MUC4 molekullerinin embriyo
implantasyonunda roli hentiz bilinmemektedir. Calismamizda
kontrol grubu ve TGK'lh hasta grubu endometriyum Orneklerinde
MUC2 ve MUC4 ekspresyonlar: acisindan istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmamistir. Bu sonuclar MUC2 ve MUC4'Un insan
endometriyumunda endometriyal reseptivite belirtecleri olarak uygun

olmadigini distindtrmektedir.

HOX gen ailesi endometriyal biiyime, farklanma ve reseptivite i¢in
oldukca 6nemli molekulleri icerir. Embriyo implantasyonu ile 6strojen
ve progesteron seviyelerinin yukselmesiyle ayni zamana rastlayan
orta ve gec sekretuvar evrede endometriyum epiteli ve stromal
htuicrelerde HOXA10 ve HOXA1l1 ekspresyonlar1 belirgin sekilde
artmaktadir. HOXA10 ve HOXA11l knockout farelerle yapilan
deneysel modelleme calismalarinda (Hsieh-Li ve ark., 1995, Satokata

ve ark., 1995) implantasyonun gerceklesmedigi gosterilmistir.
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Hox genleri pinopod, integrin aVPB3 ve IG-FBP gibi implantasyon
penceresine  spesifik molektller ve  morfolojik  belirteclerin
dizenlenmesinden sorumludur. Bagot ve ark. endometriyumdaki
HOXA10 ekspresyonunun artmasi sonucu pinopod sayisinin ve
implantasyon oranlarinin arttigini géstermistir (Bagot ve ark., 2001).
Bu sonu¢ HOXA10 ekspresyonlari ile TGK arasinda bir iligki
oldugunu dustndirmektedir. Bizim calismamizda da  HOXA10
immunreaktivitesi agisindan kontrol grubu ile TGK'lh hasta grubunu
karsilastirdigimizda istatistiksel olarak anlaml bir fark elde etmemiz

bu durumu dogrulamaktadir.

Pinopodlar uzun zamandir endometriyal reseptivitenin klasik
morfolojik belirtecleri olarak goérilmektedir. Gelismis pinopodlarin
varlig1 blastokist ile endometriyum yUzeyi arasindaki iletisim alanini
dolayisiyla implantasyonun gerceklesme sansini artirir. Bu nedenle
pinopolarin endometriyum yuzeyindeki yogunlu oldukca o6nemlidir

(Lopata ve ark., 2002).

Ozellikle son yillarda pinopodlar ve fonksiyonlariyla ilgili calismalarin
arttign gérilmektedir. Nikas ve Markrigiannakis fertil kadinlarda
implantasyon penceresi déneminde endometriyal epiteldeki pinopod
yogunlugunun %50 oraninda daha fazla oldugunu ve endometriyum
yuzeyindeki  pinopodlarin  %10'dan daha az  yogunlukta
bulunmalarinin birden fazla implantasyon basarisizligr ile
sonuclandigini gdstermislerdir (Nikas ve Makrigiannakis, 2003).
Quinn ve ark. ise pinopod olusumu goérmedikleri hastalarin bir
kisminda sonraki doéngide gebelik olustugunu goérmusler ve
endometriyal reseptivite skorlamasinda pinopodlarin yararl

olmadigini 6ne surmuslerdir (Quinn ve ark., 2007).
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Calismamizda TEM ile yaptigimiz incelemelerde Nikas ve
Markrigiannakis'in sonuclarini destekler bicimde kontrol grubu ile
kiyasladigimizda pinopod sayisinda azalma saptadik , bazi hastalarda

ise yuzey epitelinde pinopod olusumu hic bir alanda gézlemedik.

Embriyo implantasyonu icin endometriyumun morfolojik ve
molektiler olarak gecirdigi degisimlerin arastirilmasi; endometriyal
reseptivite ve reseptivite belirteclerinin belirlenmesi TGK olgularinin

tani ve tedavisine katkida bulunabilir diistincesine katilmaktayiz.
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5. SONUC VE ONERILER

Kontrol grubu ve TGK'li hastalarinin endometriyum o6rneklerinin

morfolojik ve immunohistokimyasal olarak incelenmesini

amacladigimiz calismamizda elde ettigimiz sonuclar su sekilde

Ozetlenebilir;

Gal-3 ekspresyonu kontrol grubuna ait endometriyum
orneklerinde ylizey epitelinde gicll, bez epitelinde orta siddette
izlenirken; TGK'lh hasta grubunda ylizey ve bez epitelinde
zayiftan orta derecelere kadar immunreaktivite gésterdi. Sonuc
istatistiksel olarak anlamli bulundu. TGK goésteren kisilerde
Gal-3 molekulit endometriyal reseptivite belirteci olarak
kullanilabilir.

TGK'lh hasta grubuna ait ytizey ve bez epitelinde zayiftan orta
derecelere kadar MUC2 ve MUC4 ekspresyonlar1 gérulmuistuir;
fakat kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlaml bir fark bulunmada.

Kontrol grubuna ait endometriyum Orneklerinde ylzey ve bez
epitelinde glclid  siddette; TGK'lhh hasta grubuna ait
endometriyum yuzey ve bez epitelinde zayif ile orta dereceler
arasinda degisen farkli siddette HOXA10 immunreaktivitesi
izlendi. Elde edilen sonugc istatistiksel olarak anlamli bulundu.
Endometriyal reseptivitenin belirlenmesinde HOXA10
ekspresyonlarindan yararlanilabilir.

TEM incelemeleri sonucunda TGK'li hastalardan alinan
endometriyum Orneklerinde kontrol grubu ile kiyaslandiginda
pinopod olusumlarinin azaldigi ve bazi vakalarda pinopod

olusumlarinin olmadig géruldu.
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Basarili ve basarisiz implantasyonlarda endometriyal belirteclerin
tanimlanmasi1 ve gelisen teknolojiler TGK olgularinin azalmasina
katkida bulunabilir. Biyoinformatik teknolojilerinin gelismesi ve
gelisen veritabanlar ile endometriyal reseptivitenin belirlenmesinde
gen ve proteinlerin kullanilmas: yakin zamanda olanakli hale
gelecektir. Bu dogrultuda calismamizdan elde ettigimiz verilere gbre
Gal-3 ve HOXA10 igcin immunreaktivite duzeylerinin ve
ultrastruktiirel duizeyde pinepodlarin varliginin TGK'lh hastalarin

takibinde yol gdsterici olabilecegi distincesindeyiz.
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OZET

Tekrarlayan gebelik kayb1 olgularinda endometriyal reseptivitede adezyon ve
anti-adezyon molekiilleri ile transkripsiyon faktorlerinin arastirilmasi

Implantasyon, endometriyum ve embriyo arasinda uygun bir etkilesim
gerektirmektedir. Implantasyon penceresi déneminde endometriyumun
hazirlanmasi1 tamamen maternal kaynaklidir ve implantasyon icin 6n kosul
maternal acidan reseptif endometriyumdur. Implantasyon basarisizliginin buytk
cogunlugundan yetersiz endometriyal reseptivite sorumludur. Pek cok protein ve
molektilin endometriyal gelismeyi etkiledigi bilinmesine karsin bu protein ve
molekillerin implantasyon sUrecine olan etkileri hentiz kesinlik kazanmamuistir.
Basarili ve basarisiz implantasyonlarda endometriyal belirteclerin tanimlanmasi ve
yapilan tim bu arastirmalar sayesinde gelisen teknolojiler TGK olgularinin
azalmasina katkida bulunabilir.

Calismamizdal8-39 yas araliginda, TGK yasamis, trombofilisi olmayan, karyotip
analizi normal, tiroid fonksiyon testleri ve prolaktin seviyeleri normal ve rahim
anomalisi saptanmayan kadinlar ile kontrol grubunu olusturan kadinlardan alinan
endometriyum Orneklerinde 1s1tk mikroskobik (IM), immunohistokimyasal ve
transmisyon elektron mikroskobik (TEM) yontemler ile implantasyon penceresi
déneminde etkili olan adeziv ve anti-adeziv molektllerin ve bu dénemde morfolojik
olarak ortaya cikan pinopodlarin olusumunu dlzenleyen transkripsiyon
faktorlerinin ekspresyonlarinin arastirilmasi amaclanmistir.

IM dtizeyinde TGK'li hastalara ait endometriyal stromada salgi bezleri ve bez
epitelinde salg1 vakuolleri varligi ve ylzey epiteli boyunun alcak prizmatik/kubik
oldugu gozlendi. TEM incelemesi i¢in hazirlanan yari-ince kesitlerde TGK'l1 hasta
grubunda ylizey epitelinde kontrol grubuna oranla daha az sayida kinosilyum ve
pinopoda sahip htucreler izlendi. Endometriyum bez epitelinde ise pinopod
olusumlarn dikkat cekti. Yapilan immuinohistokimyasal incelemelerde Gal-3, TGK'l1
hasta grubunun yuzey epiteli ve bez epitelinde zayiftan orta derecelere kadar
immunreaktivite gosterdi. MUC2 ve MUC4 ekspresyonlar1 degerlendirildiginde
TGK'lh hasta grubuna ait endometriyum yulizey epiteli hticrelerinin apikalinde ve bez
epiteli hticrelerinin bazal bolgelerinde zayif siddette immunreaktivite izlendi.
HOXA10 ekspresyonlarinin TGK'li hasta grubunda ytizey epiteli ve bez epitelinde
zayif ile orta derecede oldugu goruldt. TEM ile yapilan degerlendirmede TGK'l1
hasta grubunda endometriyum ylzey epiteli hucrelerinin boylarinin kisalmasi,
hicreler arasindaki aralikta dtizensiz genislemeler olmasi, hiicreleraras:
baglantilarin zayiflamis olmasi, epitel huicrelerinin yulizeylerinde mikrovilluslarin
diizensizlesmesi ve pinopod sayisinin az olmasi dikkat cekti. Istatistiksel olarak
bakildiginda gruplar arasinda Gal-3 ve HOXA10 ekspresyonlarinin ylizey ve bez
epitelinin her ikisi icin de anlamli oldugu; MUC2 ve MUC4 ekspresyonlarinin ylzey
ve bez epitelinin her ikisi icin de anlamli olmadig1 sonucuna ulasilmigtir.

Sonu¢ olarak TGK yasayan olgular ile kontrol grubu arasinda
immunohistokimyasal ve ince-yapt duzeyinde fark saptanmistir. Yapilan
mikroskobik karsilastirmalar ve bunlarin istatistiksel degerlendirme sonuclar:
1s18inda Gal-3 molektltiinden ve HOXA10 ekspresyonlarindan endometriyum
reseptivite belirteci olarak faydalanabilecegimiz diistintilmektedir. Ayni zamanda bu
molekullerin boyanma 6zelliklerinin ve ince-yap1 diizeyinde pinopodlarin varliginin
TGK yasayan olgularin takip ve degerlendirmesinde kullanilabilecegi gértistindeyiz.

Anahtar kelimeler: adezyon molekulleri, anti-adezyon molektlleri, endometriyal
reseptivite, HOXA10, tekrarlayan gebelik kayiplari
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SUMMARY

Investigation of adhesion molecules, anti-adhesion molecules and
transcription factors at endometrial receptivity of recurrent pregnancy loss
(RPL)

Implantation requires a convenient interaction between endometrium and embryo.
Preparation of endometrium is undermaternal charge in period of implantation
window and endometrial receptivity is the prerequisite for implantation. Inadequate
endometrial receptivity is responsible from the most of the implantation failure. It is
known that so many proteins and molecules effect development of endometrium
but it is not certain yet that these proteins and molecules have any effects on
implantation process. Identifying endometrial markers in successful and
unsuccessful implantations and developing technologies by these researches may
contribute to reducing number of RPL cases.

In our study endometrial samples were taken from RPL cases between 18-39 years
old who have got normal karyotype, normal thyroid function tests and prolactin
levels and who don’t have got thrombophilia and uterus anomaly as study group;
normal women as control group. We aimed to research adhezive and anti-adhezive
molecules effecting on the period of implantation window and expression of
transcription factors which are regulating formation of pinopodes by using light
microscope (LM), immunhistochemistry and transmission electron microscope
(TEM).

Under LM, there were secretion vacuoles at glandular cells and glandular
epithelium cells of endometrial stroma of RPL cases. Surface epithelium heigth was
low columnar or cuboidal in this group. In semi-thin sections of RPL cases it was
found that there were less kinocilium and pinopodes at surface epithelium
according to control group. Pinopodes formation at endometrial glandular
epithelium was remarked at that group. In immunhistochemistry studies; Gal-3
had an immunreactivity graded mild to moderate at RPL cases surface and
glandular epithelium. Evaluating of MUC-2 and MUC-4 expressions had shown
immunreactivity of mild intensity at apikal part of surface epithelium cells and
basal parts of glandular epithelium cells of endometrium in RPL cases. HOXA10
expressions were same as Gal-3 immunoreactivity, so it was mild to moderate at
surface and glandular epithelium. Observations made by TEM had shown that in
RPL cases there were irregular extensions between intercellular space, surface
epithelium heigth got shorter, intercellular connections were weakened, microvillie
of epithelium cells were irregular and number of pinopodes are fewer than control
group. In statistical evaluation; Gal-3 and HOXA10 expressions were meaningful
for both of the surface and glandular epithelium. There were not a statistically
significant difference between MUC2 and MUC4 expressions of surface and
glandular epithelium.

As a result there were some ultrastructural and immunhistochemical differences
between RPL cases and control group. Under the light of findings, it is thought that
we can benefit from Gal-3 and HOXA10 expressions as markers of endometrial
receptivity. In addition to this, staining properties of these molecules and existence
of pinopodes ultrastructurally can be used to follow-up and evaluate RPL cases.

Key Words: adhesion molecules, anti-adhesion molecules, endometrial receptivity,
HOXA10, recurrent pregnancy loss
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