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I. GIRIS

insan yasami fertilizasyonla baslar. Tek hiicreli zigottan ¢ok hiicreli
organizmanin gelisimi, mikemmel bir sekilde programlanmis bir dizi olayin
sonucudur. Bu slregte olusabilecek herhangi bir aksama, bu ahengin
bozulmasina ve infertiliteye yol agabilir.

infertilite, ciftlerin en az bir yil siireyle hicbir kontrasepsiyon yodntemi
kullanmaksizin, duzenli cinsel iliskide bulunmalarina ragmen ¢ocuk sahibi
olamamasi durumudur. Saglikli ciftlerin yaklasik %85-90’'ninda ilk bir yil
icerisinde gebelik gergeklesmektedir. Dolayisiyla infertilite giftlerin %10-15’ini
ilgilendiren bir sorundur. infertilite tedavisindeki bilimsel ve teknolojik
gelismeler basari oranlarinin giderek artmasini saglamistir. Gelisen bu
teknolojiler ¢iftlerin gocuk sahibi olabilme rtyalarini gergeklestirmede 6nemli
rol oynamaktadir. Dogal yollardan gebe kalamayan ciftlerde uygulanan tibbi
ydntem ve tedaviler kisaca yardimla ireme teknikleri (YUT) olarak adlandirilir.

Her yil diinyada infertilite tedavisi icin cok sayida kadin YUT kullanmak
Uzere tup bebek merkezlerine bagvurmaktadir. 1988 yilinda Tarkiye’nin ilk tip
bebek merkezinin agilmasi ve 1989 yilinda ayni merkezde Turkiye’'nin ilk tup
bebeginin dunyaya gelmesinin ardindan udlkemizde de bu teknoloji hizla
ilerlemistir. Giiniimiizde yapilan ¢alismalar, YUT ile olusturulan gebeliklerin ve
canli dogumlarin oranlarini yiikseltmeye yéneliktir. YUT'in gelismesiyle
beraber infertilite tedavilerinde basari oranlari artmis ve daha g¢ok infertil giftin
saglikli bebeklere sahip olmasi saglanmistir. Ancak tum basamaklarda teknige
uygun iglem yapilmasina ragmen gebelik elde edilemeyen ve nedeni
aciklanamayan vakalar vardir. Gelisen teknoloji bize bu noktada az da olsa
bazi sans kapilari agmistir. Hala karanlik bircok y0zi bulunan infertilite

sistemini anlamamiz igin bizlere 11k tutan her yeni ¢alisma implantasyon ve



gebelik oranlarini arttirmayr amaglar. CUnki implantasyon sirecinde
aciklanamayan infertiliteye 1sik tutabilecek ve arastiriimasi gereken birgok
bilinmeyen durum bulunmaktadir.

YUT tedavi yontemleri arasinda ovulasyon indiiksiyonu tedavinin temelini
olusturmaktadir. Ovulasyon induUksiyonu kapsaminda kontrolli overyan
hiperstimulasyon (KOH) tedavi protokolleri siklikla kullanilan bir protokoldar.
KOH konsepti in vitro fertilizasyon (IVF) pratiginden dogmustur. Uterusa birden
fazla embriyo yerlestirildiginde gebelik sansinin arttiginin anlagiimasiyla iyi
kalitede yumurtalarin secilebilmesine imkan verecek ve mumkun oldugunca
cok folikllin elde edilebilecegi KOH rejimleri énem kazanmigtir. KOH ile
multiple folliktllerin, bunun sonucunda ¢ok sayida oosit ve embriyolarin elde
edilebilmesi ile YUT basarisini arttirmak amaclanmistir. Her ne kadar
gunumuzde siradan bir uygulama olsa da anovulatuar kadinlarda ovulasyonu
indUklemek ve onlarin gebe kalmasini saglamak reproduktif endokrinolojinin
sagladigi en buyik basarilardan biridir. iIVF sikluslarinda yapilan KOH’un
amaci multifolikiler gelisim saglamaktir. Bunun aksine intrauterin
inseminasyon (iUi) sikluslarinda yapilan KOH’un amaci monofolikiiler gelisimi
saglamaktir.

Overyan stimulasyon; anovulatuar donguleri olan kadinlarda follikdl
gelisiminin gesitli ajanlar yardimi ile uyarilmasi ve ovulasyonun saglanmasi
anlamina gelmektedir. Ancak glinimuizde sadece amenore ve anovulasyon
durumlarinda degil, tubal, erkek ya da nedeni bilinmeyen infertilite olgulari gibi
ovulasyonu olan kadinlarda da follikul gelisiminin yonlendiriimesi, ovulasyonun
zamanlanmasi ya da gamet hucrelerinin bulusma olasiliginin arttirilabilmesi,
bir yerine birka¢ follikll gelisiminin saglanmasi igin de kullaniimaktadir.
Ovulasyon indiiksiyon ajanlari (OIA) tek baslarina ya da, kombine olarak
degisik protokoller ile kullanilabilirler. OIA ve tedavi protokolii secimi hastanin
birincil patolojisi, tedavi tutari, tedavi suresi goz onune alinarak belirlenir.
Gonadotropinlerin kullanima girdiginden bu yana gecen 4 dekatta ovulasyon
indiiksiyonu alaninda ¢ok hizli gelismeler olmustur. ila¢ arastirmalarindaki
buluglar, yeni protokoller ve daha iyi izlem teknikleri, daha etkin ve basarili

infertilite yaklagimlari ile sonuglanmustir. ileri reprodiiktif teknikler glinimiizde



infertil ciftlerin problemleri igin sunabilcegimiz ¢déztUmleri bulylk oranda
artirmistir. Overyan stimulasyon amagli kullanilan ilag yelpazesi oldukg¢a genis
olmakla birlikte bu amacla gonadotropinler, aromataz inhibitérleri, biyime
hormonu ve bunlarin kombinasyonlari kullanilabilir. Bu ilaglara verilen over
yaniti ile gelistirilen folikuller sonucu olusan embriyolar i¢in bir sonraki asama
gebeligin devami icin gerekli olan implantasyon olmaktadir.

Ovulasyon induksiyonunda kullanilan farkli preperatlarin, yardimci Greme
tekniklerinin basarisini ne yonde etkiledigi konusunda hala ¢ok fazla tartisma
vardir. Ovulasyon induksiyonunda kullanilan farkli farmakolojik ajanlarin Gstin
oldugu noktalari belirlemek tedavi sonuglarinin iyilestiriimesi agisindan
6nemlidir. Overyan folikller gelisimi ve direkt olarak ovulasyonu indiklemek
icin kullanilan ilaglar oosit sayisini arttirmakla beraber, bu ilaglarin
endometriyum UGzerindeki etkileri de kadin sagligi, implantasyon ve gebeligin
devami icin 6nemli olmaktadir.

Teknoloji ve bilimdeki ilerlemelere paralel olarak insan ve hayvan
vucudundaki bilinen proteinlerin sayisi ve islevlerine yonelik bilgi her gecen
gun artmaktadir. Yeni belirlenen proteinlerin, vucudun igleyisine dair
mekanizmalarin daha iyi anlasiimasi, su ana kadar ¢ézilememis metabolik
yollarin agikhda kavusturulmasi, hastaliklarin tani ve tedavisinde kullanimi gibi
durumlar konunun cazipligini artirmaktadir. Bu anlamda semaforinlerin kesfi
1992 yilinda c¢ekirgelerin ekstremite tomurcugu akson rehberligi alaninda
olmustur, ancak o zamandan beri, semaforinin bircok surecte roli oldugu
bulunmustur. Semaforinler (SEMA), néronal hicre gogu, akson rehberligi,
anjiyogenez, vaskilogenez, timdérogenez, hiicre adezyonu ve motiliteyi iceren
farkh gelisim sUreclerine aracilik eden ve gevresel ipuglari saglayan membran
bagh proteinler ailesidir. Semaforinler, hicre i¢i sinyalleri dénustlirmek igin
plexin ve/veya norofilin reseptorlerini kullanirlar. Bununla birlikte, rolleri
oldukga cesitlidir. Semaforin sinyalleri dogrudan hicre gogunu ya da hucre
apoptozunu duzenleyerek hucre buyumesini tesvik edebilir ya da inhibe
edebilirler. Bdylece tumoér invaziv blyOimesini kontrol edebildikleri

bulunmustur. SEMA’larin hlcre adezyonu ve invazyonundaki anahtar



duzenleyici rollerinin  saptanmasi, implantasyonda rol alabileceklerini
dusundurmus ve glncel galismalarda gosterilmistir.

Yapilan gesitli calismalar ile saglikli uterusta gesitli semaforinlerin ifade
edildigini ve gesitli hastaliklarda ise bu ifade seviyelerinde degismeler oldugu
gOsterilmistir. Fakat literaturde gonadotropinler, aromataz inhibitorleri ve
blyime hormonuna cevap olarak endometrial semaforinlerin ifade
seviyelerinin degisip degdismedigi, bu degisimin implantasyonu etkileyip
etkilemeyecegi gibi sorular hentiz cevaplanmamistir.

Bu calismanin amaci; KOH icin kullanilan protokollerde yer alan
gonodotropinler, aromataz inhibitérleri ve  blylme  hormonunun
endometriyumda ifade edilen semaforinler Gzerine etkilerinin in vitro Kaltar
kosullarinda arastirarak bize bu ilaglarin kullanimi sonrasi gerekli olan
implantasyona etkisi hakkinda veri saglamasidir. Elde edilen sonuglarin
literatlirdeki endometrial semaforinlerin ifade seviyelerinin degisip degismedigi
bilgilerindeki eksikliklerin tamamlanmasi ve bu konuda yapilacak in vivo,
hayvan ve klinik ¢alismalarin 6ntnu acgarak, bu ilaglara cevaben endometrial
semaforinlerde meydana gelen degisikliklerin yardimci Greme tekniklerinde
¢ok Onemli bir basamak olan implantasyon Uzerindeki etkilerinin

calisilabileceg@i tahmin edilmektedir.



I.GENEL BILGILER

2.1.Endometriyum

Uterus, Ug farkli histolojik tabakadan olusur: perimetriyum, miyometriyum,
endometriyum. Perimetriyum en digta yer alan seroza katmanidir,
miyometriyum ortada yer alan en kalin tabaka olup, diz kas dokusundan

olusur, endometriyum iselimene bakan en i¢ tabakadir (sekil 1).

S T
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Round ligament of uterus

Endometrium
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- Bl g . uterus
j Tk —— Perimetrium
Isthmus —/ Internal os
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Uterosacral ligament ! _'
Lateral cervical f
(cardinal) ligament

Lateral fornix
Cervix

External os

Vagina

Sekil 1: Uterusun yapisi (1)

Endometriyum tabakasini, tek kath silli prizmatik epitelden olusan lamina
epitaliyalis ve bu tabakanin altinda seyreden basit tibller uterus bezlerini
iceren lamina propriya olusturur (2).

Endometriyum yapi ve islevlerine goére iki alt tabaka icerir (sekil 2).

. Fonksiyonel tabaka (Stratum fonksiyonale): Menstrual siklus
surecinde overyan steroidlere yanit olarak degisiklige ugrar ve menstrual
kanama ile birlikte dokalen Gst 2/3’l0k yluzey kismi olusturur.Menstrual siklus

ile dokuldUkten sonra her siklusta yenilenir.



Il. Bazal tabaka (Stratum bazale): Miyometriyumun Gzerinde ince bir serit
halinde yer alan 1/3’luk taban kismi olusturur, bazal arterleri ve endometrial
bezlerin taban kisimlarini igerir ve menstruasyonla dokulen fonksiyonel

tabakanin yenilenmesini saglar (3).Menstrual siklustan etkilenmez.
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e
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¥’ e —
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Stratum y Lt % i i
functionalis
of the
endometrium & e Lamina propria of
d J connactive tissue
Stratum ———— o
basalis ) T
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T e e W - fibers
Portion ———— < : 5 o g
of the - = T Radial artery
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Sekil 2: Endometriyumun tabakalari (4)

Ureme ¢aginda endometriyum her ay kendisini embriyo implantasyonuna
ve sonrasinda gelen embriyonik ve fetal gelisim olaylarina hazirlayan siklik
degigsimlere ugrar.Siklus sirasinda endometriyumun salgi aktivitesindeki
degdisimler ovaryum folikllerinin olgunlagmalariyla korelasyon géstermektedir.
Her siklusun sonu, endometriyumun bolgesel yikimina ve dokilmesine eslik
eden mukozal damarlardan kanama ile karakterizedir. Menstrual siklusun
fazlari gerceklesirken endometriyumun kalinligi 1-6 mm arasinda
degisir.Endometriyumu doéseyen salgl hucrelerini ve silyumlu hucreleri iceren
tek katli prizmatik ylzey epiteli, uterus bezlerini olusturmak Uzere alttaki lamina
propriya tabakasinin yani endometrial stromanin igine dogru invajine olur.
Bdylece olusan basit tibller bezler az sayida silyumlu hicre igerirler ve
endometriyumun derin kismina dogru dallanirlar. Mezenkime benzeyen

endometrial stroma ylksek dizeyde selllerdir ve bol miktarda interselller



aramadde igcermektedir. Tuba uterinada oldugu gibi, endometriyumu
miyometriyumdan ayiran bir submukoza yoktur (5).

Endometriyum embriyonun invazyonuna izin veren, menstrual siklus ve
gebelik suresince degisime ugrayan dort farkl hicre grubu igerir; luminal ve
glandular epiteliyal hiicreler, cogu fibroblast olan stromal hicreler, endotelyal
hicreler ve endometriyuma gé¢ eden immun hicreler (6). Epitelyal hiicrelerde
gerceklesen morfolojik degisimler embriyonun adezyon surecine katilirken,
stromal hucreler proliferasyon evresindeki ostrojen kaynakl ilk gelisiminin
ardindan geg-sekresyon evresinde progesteronun etkisi altinda desidual

hicrelere farklilagir (7).

2.2.Endometrial Siklus ve Hormonal Kontroli

Gebe olmayan kadinlarda puberteden itibaren bagslayip menapoz
ddénemine kadar devam eden menstrual siklus, uterus endometriyumunda
stratum fonksiyonale tabakasindaki gelisimsel evrelerin arka arkaya devam
etmesiyle meydana gelen silrece denir. Pitliter bezin pars distalisinden
salgilanan ve ovaryumun steroid salgilarini duzenleyen gonadotropinler
tarafindan kontrol edilmektedir (5). Ostrojen ve progesteron kontrolii altinda
her ay endometriyumda siklik degisiklikler gerceklesir.

Endometriyum, her siklus boyunca, olasi embriyonik implantasyon igin
hazirlik yapan; histolojik, morfolojik ve biyokimyasal agidan degisik gérunum
ve fonksiyon gésteren dinamik bir dokudur (8). Endometrial siklus yaklagik 28
gln surer (9) fakat kadinlar arasinda bu sire 20 giinden kisa veya 45 ginden
uzun dénemlerde de olabilir. Dogurganlikla menstrual déngu siklidi arasinda
iliski bulunur ve dongu bozuklugu olanlarda Ureme yetenegi azalir.

Menstrual déngl boyunca endometriyuma ait birbirini takip eden (¢ evre tarif
edilir: Proliferasyon evresi (6strojenik veya folikiler evre), sekretuar evre

(luteal evre) ve menstrual evre (Sekil 3).
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Sekil 3: Menstrual siklus suresince endometriyumda olusan degisiklikler (10)

I. Proliferasyon Evresi (Ostrojenik veya Folikiiler evre): Menstrual
kanamanin 5.gininden itibaren baglar, 15. veya 16.glne kadar devam eder
ve folikGler maturasyon ile ayni anda gergeklesir. Uterus mukozasi folikdl
stimule eden hormon (FSH) etkisiyle kalinlasir (5). Uterus bezleri blyur. Fakat
salgl yapmaz. Mukozayi besleyen kan damarlari genisler. FSH seviyesindeki
ylukselme daha sonra i¢lerinden birisi dominans kazanacak olan folikllerin
gelismesini saglar. Teka internalari gelistiginde bu folikuller aktif olarak
Ostrojen salgisina neden olur, bu da endometriyumun proliferasyonunu saglar
(11).

Menstrual fazin sonunda endometriyum ince olup yaklasik 1 mm
kalinhginda ince bag dokusundan meydana gelir ve bu bag dokusu duz ve dar
lGmenli uterus bezlerinin bazal kisimlari ile spiral arterlerin alt kisimlarini igerir.
Bu tabaka stratum bazaledir. DOkulmus olan tabaka ise stratum
fonksiyonaledir (5). Stratum bazaledeki stromal, endotelyal ve epitelyal
hicrelerde 0Ostrojenin uyarici etkisiyle mitoz goérulur ve bu hlcreler hizla
prolifere olurlar. TlbuUler bezlerin bazal bélgelerindeki epitelyal hiicreler bezleri
yeniden yapilandirirlar ve soyulmus olan endometrial ylizeye gé¢ ederek orayi

kaplarlar. Bezler kivriml bir sekil alir.



Stromal hicreler prolifere olurlar ve kollajen ile ara madde salgilarlar. Spiral
arterler uzar ve endometriyumun kalinligi 3-5 kat artar bu evreye ‘proliferasyon
evresi’ denir (11).

Proliferasyon doneminin son iki gininde mitozlar azalir, bezler daha fazla
kiviimli  olur, epitel hucrelerinin ¢ekirdekleri altinda glikojen bosluklari
(subnukleer vakuol) olusmaya baslar. Rutin histolojik preperatlarda glikojenin
uzaklastiriimasi bazal sitoplazmaya bogluklu bir géranam verir (5).

Artan Ostrojen; FSH salgisini baskilar, ancak 0Ostrojen salgisi belli bir
dizeye gelince luteinizan hormon (LH) salgisini uyarir ve LH’nin ani artigiyla
ovulasyon meydana gelir (12). 28 glnlik bir siklusda LH tepe noktasina
14.gunde ulasir ve ovulasyon ile 14 gun surecek olan luteal donem baslar
(Sekil 4).

Ovulasyonu takip eden ilk 24 ila 36 saat diizensiz subrantkleer vakuollerin
goéruldigii ge¢ proliferasyon dénemi ara doénemdir. Ostrojene bagli
degisikliklerin ardindan ovulasyonunun oldugunun en onemli kaniti
ovulasyonu takip eden 2.glinde epitelde yaygin olarak subrantkleer vakuollere
sahip hucrelerin ortaya ¢ikmasidir. Bu subrantkleer vakuollerin endometriyum
bezlerinin en az yarisinda goérilmesi ovulasyonun oldugunu kanitlar. Daha
sonraki gunlerde bu vakuoller daha yukariya hareket ederler ve ovulasyonun
5.ginldnde limende salgi olarak goérulirler. Ovulasyon sonrasi 5 ila 9.gln
arasinda lUmende salgi bulunan ileri derecede kivrimli bezler ve 6demli stroma
bulunur. Ovulasyon sonrasi 10 ila 14.ginde ise stromada belirgin spiral
arteriyoller ve dnce bunlarin gevrelerinde daha sonra gittikgce artarak yaygin
hale gelen genis sitoplazmali desidua 6ncesi (predesidua) hicreleri ortaya
cikar. Bu donemde bezlerde ileri derecede testere dislerini andiran yuvarlak
soluk icerikli epitel hucreleriyle doselidir (5).

Proliferasyon evresine hakim olan 0&strojen; premenopozal dénemde
overlerde ve postmenopozal kadinlarda periferik dokuda kolesterolden
sentezlenen 18 karbonlu steroidlerdir. Cesitli doku tiplerinde a ve B adli iki
reseptoru klonlanmig ve saptanmistir. Dogal ostrojenlerin baslicalari; ostradiol
(E2), 6stron (E1) ve Ostriol (E3)’dir. Bunlardan potent etkisi en fazla olan
Ostradiol iken en az potent etkiye sahip olan 6strioldur (13).



Over, premenopozal yillarda &Ostrojen Uretiminin baslica kaynagidir.
Graniloza hicreleri  teka hicrelerinde  kolesterolden kdken alan
androstenedionu aromataz enzimini kullanarak Ostradiole donusturur (13).
GranUlloza hicrelerinde teka kaynakli ve LH bagimli androjenlerden dncelikle
Ostron ve takiben yine bu hlcrelerde bulunan 17-p-OH steroid-dehidrogenaz
enzimi ile dstradiol yapilir. Ostradiol folikller sivinin agirlikh dstrojenidir (8).
Ostrojen ve progesteron uterus mukozasinin siklik yenilenmesini beraber
diizenlerler. Ostrojen uterin epitelde hiicre artigini indiklerken progesteron bu
hicre artigini engeller ve farklilagmayi tetikler.

Sekil 4: Endometrial siklus ve Hormonal kontroll (14)

Il. Sekretuar Evre (Luteal evre): Menstrual siklusun 15-16.glnlerinde
(ovulasyondan sonra) sekretuar evre baslar (15) ve bir sonraki menstrual
siklusa kadar devam eder. Ovulasyondan sonra folikll yerinde olugan korpus
luteumdan progesteron salgilanir. Ostrojenlerin ve progesteronun ardisik
etkileri ile stromal hiicrelerin desidual hlicrelere donlisimu mamkin hale gelir.
Progesteronun etkisiyle uterus bezlerinde salgilama ortaya c¢ikar. Uterus
mukozasi sungerimsi bir gorunim alir ve implantasyon ig¢in uygun bir ortam
hazirlanmis olur. Do6nusum icin gereken stimulasyon, blastokistin

implantasyonudur. Eger fertilizasyon gerceklesmis ise uterusun bu durumu bir
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muddet daha devam eder. Bu donligimuin sonucunda buyuk, soluk ve glikojen
bakimindan zengin hicreler ortaya ¢ikar. Bu hucrelerin kesin fonksiyonlari
bilinmemekle birlikte, embriyonun beslenmesi igin gerekli ortami sagladiklari
ve gebeligin sonlanmasi sirasinda plesantanin uterusun duvarindan
ayrilmasini kolaylastiran 6zellesmis bir tabaka olusturduklari agiktir (5).

Endometriyum 6demli hale gelir ve sonunda yaklasik 5-6 mm kalinligina
ulagir. Bezler buyur ve kivrintili hale gelir, salgilarini artirirlar. Luteal evrenin
ilerlemesiyle depolanan glikojen vakuolleri hicrenin tabanindan lumene
hareket eder. Bez epiteli tarafindan uretilen mukoid sivi implantasyonun
gerceklesmesi halinde gelisimi desteklemek Uzere besin bakimindan, 6zellikle
de glikojen bakimindan zengindir. Mitoz artik nadirdir. Bu agsamada gorulen
bayume, epitelyal hdcrelerin hipertrofisi, vaskularitenin artmasi, salgilarin
birikmesi ve stromadaki édeminin sonucudur. Bununla birlikte, spiral arterler
uzarlar ve daha fazla sarmal hale gelirler. Hemen hemen endometriyumun
yuzeyine kadar uzanirlar (5). Bu fazda endometriyum, maksimum kalinhga
ulasir (Sekil 5). Sekresyon evresinde fertilizasyon gergceklesmez ise menstrual
evre baslar (11).

Sekretuvar dénem sirasinda, embriyonun implantasyonu igin uterusun kisa
bir kabul dénemi (implantasyon penceresi) vardir ve bu donemde interldkin-8
(IL-8) ve monosit kemoatraktan protein-1 (MCP-1) sentezinde azalma olur.
Sekretuvar doénemin sonuna dogru yukselen progesteron seviyesinin
baskilayici etkisinin belirtisi olarak &strojen reseptérinin glandular
ekspresyonu belirgin olarak azalir. Luteal donemin son zamanlarinda,
endometriyum, 6n hipofiz gibi prolaktin yapar, fakat endometrial prolaktinin
fonksiyonu bilinmemektedir. Progesteron, implantasyon sirasinda lokal
inflamatuvar cevabi azaltir. Eger hamilelik gercgeklesirse IL-8 ve MCP-1
sentezinde azalma olurken interferon-gama (IFN-y), platelet aktive edici faktor

(PAF) ve timér nekroz faktéri alfa (TNF-a) sentezinde artis olur (5).
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(3) Menses (2 Protferatve phsse
Sekil 5: Menstrual siklus fazlarinda uterus yapisi (16)

lll. Menstrual Evre: Menstrual dénem, endometriyum fonksiyonel
tabakasinin iskemisi ve proteolizisi sonucu endometriyumun dokulmesi ile
karakterizedir. Proteolitik enzimler postovulatuvar periyodun ilk yarisinda
membrana bagli lizozomlarda depo edilir. Menstrual dénglinin 24-
25.glnlerinde, éstrojen ve progesteron azalmasi ile bu lizozomlarin membran
batunligunun kaybolmasi sonucu, glandular, stromal hucreler ve vaskuler
endotelyal hicrelerinin lizisi gerceklesir. Fertilizasyon gerceklesmezse korpus
luteum yaklasik 10 gun aktif olarak hormon Uretir.

Ardindan korpus luteumun gerilemesine bagh olarak kandaki progesteron
ve Ostrojenin ani disusu ile stratum fonksiyonaleye kan desteginde degisimler
olur. Endometriyumda normal kanlanmanin azalmasini ve aralikli iskemiyi
baslatir. Bunu izleyen hipoksi, endometriyumun fonksiyonel tabakasinda
nekroza neden olur. Nekroze doku 3-4 gun i¢erisinde menstruasyonla birlikte
dokalir. Bu evreye ‘menstrual evre’ denir (15).
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Endometriyumu besleyen kan damarlari bu tabakanin bayuk bir bolimuanun
periyodik olarak doékidlmesinde 6zel bir éneme sahiptir. Arkuat arterler
endometriyumun alt kisminda bulunan miyometriyumun orta tabakalarinda
dairesel olarak yerlesmistir. Bu damarlardan endometriyumu besleyen iki grup
damar c¢ikar: bazal tabakayi besleyen diz arterler ve fonksiyonel tabakaya kan
tastyan kivrimli (spiral) arterler. ilk olarak spiral arterlerin duvarlarinin birkag
saat suUren periyodik kasiimalari stratum fonksiyonalenin iskemik hale
gelmesine neden olur. Bezlerin salgilanmasi durur ve stromadaki 6demin
azalmasi ayrica beslenme azalmasina bagl olarak ekstraselliler sivinin
azalmasi ve spiral arterlerin vazokonstriuksiyonu ile endometriyum yukseklik
olarak bluzusur. Yaklasik iki giin sonra, uzun sureli arteriyal kontraksiyon ve
kisa sureli kan akimi nedeniyle yuzey epitelinde bozulma ve kan damarlarinda
ruptlir meydana gelir. Spiral arterler kapandiginda kan stratum fonksiyoneliye
degil stratum bazaleye akar. Kan, uterin sivi ve stratum fonksiyonaleden
dokulen stromal ve epitelyal hucreler vajinal akintiyr  olusturur.
Endometriyumdan doku yamalar halinde ayrildikga venlerin, arterlerin ve
bezlerin kopmus ugclari ortaya c¢ikar. Bu deskuamasyon, sadece stratum
bazale kalana kadar devam eder (5). Endometrial siklus sonunda
endometriyumun sadece bazal tabakasi kalir ve yeni bir siklus baslar.
Menstruasyon yeni bir menstrual dongu baslangicinin ilk bulgusudur (15).

Fertilizasyon gergceklesmemis ise, kanamanin durmasi, yeni ovaryum
foliklerinin buylmesine ve olgunlasmasina eslik eder. Epitelyal hicreler, bir
sonraki siklusun proliferasyon fazi baslarken ylzey epitelini eski haline
getirmek icin hizlica prolifere olurlar ve gé¢ ederler.

Fertilizasyon gerceklegirse; sekretuar evreden sonra, zigot yariklanmalarini
takiben gelisen blastosistin endometriyuma implantasyon sureci baglar.
implantasyon meydana gelmisse ovulasyonun 14.giiniinden itibaren
predesidua genis sitoplazmali epiteli andiran desidua hicrelerine déntsuir. Bu
hicrelerde 6zellikle implantasyon yerinde belirgin olmak Uzere ¢ekirdek sekil
ve buyuklik farki meydana gelebilir. Desidua olusumu sadece uterus igi degil

ektopik gebelikte de ortaya gikabilir.
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Endometriyuma blastosist implantasyonu; basarili bir gebelik igin gerekli
olan hucre farklilasmasi, apopitoz, invazyon ve ekstraselliler matriksinde
model dedisikligi gibi olaylar zincirinin ilk basamagidir. Apopitoz hem
implantasyon hem de desidualizasyonda rol oynar. insanda implantasyon
sirasinda, embriyonun epitele tutunmasini, endometrial stromal hdcreler
tarafindan gergeklestirilen desidualizasyon takip eder (17).

Endometriyumun bag dokusu buydk degisiklikler gecirerek lamina
proprianin fibroblastlari genigler ve poligonal bir hal alarak protein sentezleyen
hicrelerin 6zelliklerini gdsterir. Bu hicreler artik desidua hucreleri olarak
adlandirilir, endometriyumun bitinu de desidua adini alir. Stromal hicreler
blyuUyerek artan progesteron duzeyine yanit olarak lipit ve glikojen depolar. Bu
endometrial degisikliklere desidual reaksiyon denir. CUnkl endometriyumun

fonksiyonel tabakasi dogum sirasinda desidua olarak dokulur (18).

2.3.implantasyon

Tubal fimbria tarafindan tutularak tubal kanal i¢cinde yolculuguna baglayan
ovum tubal silier hicreler sayesinde yolculugunu tamamlayip ampullaya
yerlesir. O sirada vajene ulasan milyonlarca spermden zona pellucidayi
delerek déllenmeyi yapacak spermi bekler. Matir bir oositin sperm tarafindan
déllenmesiolusan zigot seri mitotik bolinme gegirerek uterus kavitesine dogru
ilerler. Bu arada zigot 2, 4, 8 ve 16 hlicreye bdlinir. Morula(dut) adini alan
onalti hicreli kitle fertilizasyonu takip eden 4.glinde uterus kavitesine ulasir.
Uterusta yer alan sivi embriyoya ait hucreler arasi bogluklarda birikmeye
baslar ve morula i¢inde blastosdl denilen bir kavite olusur (19). Bu evreden
itibaren blastokist olarak adlandirilan bu yapidai¢ hlcre kitlesi ve disg hucre
kitlesi olusur; i¢ hticre kitlesi embriyoya ait olan dokulari olusturur, dis hlcre
kitlesi ise uterus duvarina invazyon gosterecek ve plasentayi olusturacak olan
trofoblastlari olusturur (15).

Ovulasyon sonrasi 6.gtinde blastokist haline geldikten sonra implantasyon
surecine girer (20). Fetus ve anne arasindaki ilk etkilesim, Ostrojen ve
progesteronun etkisi altinda bulunan adezyon molekulleri, sitokinler, buyume

faktorleri, metalloproteinazlar ve homeobox genler gibi birgok faktorin
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zincirleme bir sekilde birbirini induklemesiyle gerceklesen kompleks bir olaydir
(21) (sekil 6).

Uterus
iz

D=z

,ﬂ i

Tmfuh]arul:-. = -'--a;'l

4 Tacreler 'i.;

& 4ot
4l

Sekil 6: Blastosistin endometriyuma implantasyonu (22)

implantasyon (i asamada incelenir: Apozisyon (yanagma veya polarite),
Adezyon (tutunma veya nidasyon), invazyon

l.Apozisyon: Blastokist ile endometriyumunun karsi kargiya gelmesidir.
Schlatke ve Enders tarafindan tanimlanmistir (23). Gelismekte olan
embriyonun ovulasyonu takiben 4. ginde uterus bosluguna ulasarak, zona
pellusidasini kaybetmesinin ardindan implantasyon igin uygun yeri segctigi
evredir (21). Embriyo ovulasyondan sonra 5-6. gununde genislemis blastokist
olarak zona pellusidadan kurtulup disari gikar. implantasyon bdlgesinde
trofoektoderm hdcreleri blastokistin zona pellusidasi boyunca c¢ikarken, bu
bdlgeyi sindiren proteolitik enzimleri Ureterek zonadan serbestlesirler.
Zonadan kurtulmada (hatching) uterus cevresindeki proteolitik enzimler de
etkilidir ancak hatchingin molekiler temeli tam olarak agiklanamamigtir.
Zonadan kurtulmus blastokistin kalan hicre tabakalari siki bir fiziksel temas
yaparlar ve implantasyon baslar (20).

Zona pellusidanin erimesinden hemen sonra blastosistin trofoblast
hiicreleri L-selektin ekspresyonuna baglar. L-selektin, endometriyumun
luminal epiteli Gzerinde yer alan oligosakkarid ligandlari ile etkilesime gecgerek

blastosisti yavaslatir. Bdylece integrinler araciligiyla embriyo ve anne arasinda
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kurulacak olan adezyonun gergeklesmesine olanak saglar (24). Apozisyon
epitel hiicre membrani ¢ikintilariyla (pinopod) kolaylastirilir.

Il. Adezyon: Ovulasyon sonrasindaki 6. ve 7.gunlerde apozisyon basariyla
tamamlandigi zaman endometrialadezyon molekdulleri araciligiyla embriyonik
trofoblast hicreleri endometriyumun luminal epiteline tutunur (25).
integrin/tastin/trofin kompleksleri, heparin siilfat proteoglikanlari, kadherinler,
lektin, glikan ve glikan-glikan etkilesimlerini kapsayan ¢ok sayida adezyon
molekul ailesinin insanda embriyo tutunmasinda az ¢ok rol oynadigi
dusunulmektedir.

lll. invazyon: Embriyo, trofoblastlar ile epiteli gegtikten sonra desidualize
olmus endometriyumun bazal laminasina yapisir, alttaki bag dokusuna
penetre olur. invaziv trofoblast hiicreleri endometriyum ve miyometriyumun (st
tabakalarini isgal eder ve endometriyumun stromal matriksinde yayillim ve
gelisimini surdurdr (23). Bu U¢ faz, uterus endometriyumun maksimum
dizeyde alici (reseptif) oldugu periyotta olaylanir ki implantasyonun
gerceklesecegi ve endometriyumda hazirliklarin  yapildigi bu ddéneme
implantasyon penceresi ya da reseptivite penceresi denmektedir.
Endometriyum, kendisi i¢in yabanci olan blastosistin doku igerisine kabulu igin
kisa sireligine reseptif hale gelir. implantasyon penceresi her menstriel
siklusun midluteal dénemi denen siklusun 20-24.gunlerini ya da LH hormonun
pik yapmasinin ardindan 6-10.gunler arasina denk gelen ve 48 saatten daha

az suren bir zamani kapsar (26).

2.3.1. implantasyonu Etkileyen Faktorler

Basarili bir implantasyon, aktive olmus blastosistin endometriyumun
reseptif fazindaki luminal epitel ile etkilesime ge¢mesi ile gergeklesmektedir
(27). implantasyon embriyonal kutup ile endometriyuma yaklasan embriyo ve
endometriyum arasinda endokrin, parakrin, otokrin, hicre-hiicre ve hicre-
matriks etkilesimleri ile olan bir iletisim s6z konusudur ve bu etkilesim sonucu
ortaya ¢ikan ¢ok sayida molekulin fonksiyon gosterdigi karmagik bir suregtir.
Endometriyuma reseptif 0Ozellik kazandiran morfolojik ve biyokimyasal

degisimler, implantasyon penceresi donemine spesifik olan belirtegleri ortaya
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koyar. Morfolojik farklilagsmaya ornek fibroblast benzeri endometrial stromal
hicreler daha blyuk ve yuvarlak desidua hicrelerine donusur, luminal epitelde
sekretuar bez yapilari buyur, pinopodlar olugur ve mikrovilluslar géralar (28).

Pinopodlar endometrial reseptivitenin degerlendiriimesinde énemli bir yere
sahiptir. Pinopodlar, endometriyuma ait olan epitelyal hucrelerin apikal
membraninda yer alan mikrovilluslarda ve membran alti yapilar olan
sitoskeletonlarda, progesterona bagh olarak gergeklesen yapisal degisimler
sonucu ortaya c¢ikan genis ve diz membran uzantilarindan olusur (29).
Endometrial bezlerin etrafini gevreleyen siviyi absorbe eder. Sadece 2 veya 3
gun varliklarini strdartrler (ovulasyondan sonraki 5-7.gunler) ve implantasyon
penceresinin acgildiginin morfolojik bir gostergesidirler (30). Pinopodlar steroid
hormonlarinin etkisi ile endositoz ve pinositoz yaparlar ve bdylece blastosist
yuzeyi ile yakin temas ve adezyonu kolaylastirici duzlemlerin olugsmasini
saglayarak adezyon surecine katilirlar (8).

implantasyonu etkileyen birgok faktor vardir. Luminal glikokaliks yapimi ve
negatif yUkli bir ortam saglanmasi, endometriyumdaki musin ve integrin
yogdunlugu, trofinin ve tastin, kalsitonin, prostoglandin sentezinde hizlandirici
olan siklooksijenaz-2 enzimi, hoxa geni, steroid hormonlar, sitokinler, vaskuler
endometrial buyume faktoru implantasyonda ayri ayri dnemi olan faktorlerdir
(8) (sekil 7).
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BL: Blastocyst

2P Zona pellucida

LE: Luminal epithetium of the endometrium
CT. Cytotrophoblast

LIF Leukaemia inhibitary factor

P: Pinopode

GE: Glandular epithelium, sgp130: soluble gp130, 8T, Syncyliotrophoblast, IL-1 Interlaukin-1

Sekil 7: implantasyon mekanizmasi (25)
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Anti-adeziv 6zelligi ile bilinen musin ailesinin bir Gyesi olan MUC-1,
blastosistin luminal epitel Uzerinde tutunacagi bolgeyi se¢mesi konusunda
etkin rol oynar. Endometriyumun reseptif fazinda luminal epiteldeki
ekspresyon dizeylerinde artig gérilen MUC-1’in, blastosistin parakrin etkisinin
ardindan implantasyon alaninda lokal olarak kaybi gozlenir ve bodylece
adezyonu engelleyen etken ortadan kaldirilarak embriyonun implantasyonuna
izin verilir. Bir bariyer gbrevi géren MUC-1, embriyonun implantasyon icin en
uygun yere tutunmasini saglamasinin yaninda embriyoyu annenin immadn
sistemine karsi korur (31).

Bir sitokin olan Iésemi inhibitor faktériin (LIF) implantasyon igin sart oldugu
ve insan endometriyumunda orta ve geg luteal fazda LiF’in kuvvetli bir sekilde
arttig1 tespit edilmigtir. Apozisyon asamasinda luminal epitel hucreleri
tarafindan maksimum diizeylerde eksprese edilen LIiF, trofoblast hiicrelerinin
yuzeyinde lokalize olan reseptorleri ile etkilesimleri vasitasiyla implantasyon
surecine yardimci olan faktorler arasindadir (32). Bu fakt6riin tuba uterina
epiteli tarafindan salgilanmasi ise oldukga ilgingtir ve reseptivite icin gerekli
yapllanmada tuba uterina- endometriyum iligkisini isaret eder (33).
implantasyon penceresi siresince luminal epitel hiicreleri tarafindaneksprese
edilen LIF, sitotrofoblast hlcreleri Uzerinde eksprese olmus reseptorlerine
baglanmasinin  ardindan sitotrofoblast  hucrelerinin  sinsityotrofoblast
hicrelerine farklilasma surecini indikleyerek invazyon asamasinda rol oynar.
Endometrial bezler tarafindan da eksprese edilen LIF’in dusik ya da ylksek
duzeydeki ekspresyonlari agiklanamayan infertilitenin nedenleri arasindadir
(32).

Homeobox gen ailesinin bir Gyesi olan HOXA-10’nun ekspresyon dizeyleri
implantasyon penceresi doneminde belirgin bir artis gosterir. Blastosistler igin
onemli tutunma alanlari olan pinopodlarin geligimi igin esas olan HOXA-10’nun
endometriyozis, polikistik over sendromu (PKOS) gibi kadin infertilitesi
olgularinda ekspresyon duzeylerinin azaldigi, buna bagl olarakta

implantasyon basari oranlarinda azalma go6zlendigi bildirilmigtir (34).
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Sekil 8: implantasyon siirecinde rol oynayan adezyon molekiillerinin sematik

gbsterimi (35)

Her iki ylzeyde de ekspresyon duzeylerinde artis gbézlenen adezyon
molekulleri ve ligandlan fetal-maternal etkilesimi gerceklestirir (Sekil 8). Bu
stregte en 6nemli roll Ustlenen adezyon molekdll grubunu integrinler
olusturur. Hem Iluminal epitel hicrelerinin hem de trofoblastik hicrelerin
yluzeyinde ekspresyonu goézlenen a5B3 integrini ve ligandi osteopontin
implantasyon agsamasindaki ilk hicre-hucre etkilesiminde gorev alir (24).
a3B1, a6B4 ve a5B5 integrinleride adezyon sirecine katilan diger adezyon
molekulleridir (36). Endometriyumun reseptif fazindaki luminal epitelde,
implantasyon surecinde rol alan a1B1, a4p1 ve a5B3 integrinlerinin
ekspresyonlarl saptanmistir. implantasyon penceresinin agiimasi ile reseptif
fazin en Onemli biyokimyasal belirteci olan a5B3 integrinin ekspresyon
seviyeleri, luminal epitelin apikal ylzeyinde eksprese olmaya baglayan heparin
baglayan epidermal buyime faktoéri (HB-EGF) ve epidermal blylime
faktorinin (EGF) indUklemesi ile artis gosterir. a5B3 integrini, progesteron
tarafindan ekspresyonu dizenlenen ligandi osteopontine baglanarak
trofoblast hucreleri ve luminal epitel hicreleri arasindaki ilk hdcre-hlcre
etkilesimini baslatir (37). Aciklanamayan infertilitenin nedenleri arasinda

gosterilen a5B3 integrin  ekspresyon duzeylerine bakilarak uygun
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implantasyon zamani belirlenip, [VF programinin basari oranlarinin
arttirilabilece@i disunulmektedir.

Blastosistin gelisimi igin esas faktor olan E-kaderin, adezyonsuresince
trofoektoderm tarafindan ylksek duzeylerde eksprese edilirken, adherens
baglanti komplekslerinin diger elemanlari ise luminal epitelin yuzeyinde
eksprese olur. E-kaderinler baglanti kompleksleri araciligiyla gercgeklestirdigi
homofilik hiicre-hlcre etkilesimi ile adezyon surecine katilir (38). Kaderin ailesi
tyelerinden olan Cad-11, adezyon surecinde luminal epitel ile direkt etkilesime
gecen sinsityotrofoblast ve ekstravill6z yapidaki sitotrofoblast hicrelerin
yUzeyinde lokalize olur. Luminal ve glandilar epitel hiicrelerinin ylzeyinde de
eksprese olan Cad-11, blastosistin endometriyuma olan adezyonunda rol
oynar (39).

Transmembranik bir protein olan trofinin, farkli hicreler arasi homofilik
baglantilarda gorev alir. Trofinin adezyon islevini sitoplazmik proteinler olan
tastin ve bystine baglanarak olusturdugu kompleks aracihgiyla gerceklestirir.
implantasyon siiresince ve plasental gelisimin ilk dénemlerinde trofoblast
hicreleri ve desidual hicrelerin yUzeyinde gdzlenen trofinin kompleksi,
implantasyon sirecinde rol oynar (40).

Desidualize olan stromal hicreler perisellilar fibronektin yaparlar.
Fibronektin, hicreler ile hicre disi matriks arasindaki tutunmada rol oynar.
Hlcreler Uzerindeki reseptdrlere  kollajen gibi  ekstraselliler matriks
proteinlerinin yapismasina yardim eder. Ayrica, fibronektin hicre goginu
dizenler, hicre farkhlasmasini saglar (5)

Embriyonun endometriyumun bazal membranini yok ederek stromaya
gectigi invazyon asamasinda ekstraselliler matriks bilesenlerinin yikimi
matriks metalloproteinazlarca (MMP) gerceklestirilir (41). Ekspresyon
dizeylerinde artis gozlenen MMP-2 ve MMP-9 invazyon asamasinda gorev
alir. MMP’lerin aktivitesi matriks metalloproteinaz doku inhibitérleri (TIMP)
tarafindan kontrol edilir (42).

YUksek metastatik potansiyele sahip kanser hicreleri ile iligkili sitokinlere
dahil olan interlokin-6 (IL-6), hamileligin ilk donemlerinde amniyotik sivida

g6zlenmistir(43). invaziv 6zellik gosteren sitotrofoblast hiicreleri tarafindan
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eksprese edilen IL-6; MMP-2 ve MMP-9'un ekstrasellller matriks bilesenleri
Uzerindeki etkilerini arttirabilme 6zelligine sahiptir (44).

Endometriyum stromasina penetre olan blastosistin trofoblasti mitotik
aktiviteye sahip tek c¢ekirdekli hicrelerden olugsan sitotrofoblast hicre
tabakasina ve endometriyum tarafinda, embriyonik kutupta c¢ok c¢ekirdekli
hicrelerden olusmus sinsiyotrofoblast hicre tabakasina farklanir (15).
Sitotrofoblastlar, gelisim slrecinde mitoz gegirerek hicre zarlarinin
kaynasmasi ve hicre zarlarinin kaybolmasi sonucunda sinsiyotrofoblastlara
dénusgdurler. Sinsityotrofoblastlar ise, maternal lakinalar i¢inde insan koryonik
gonadotropini (hCG) salgilamaya baslarlar. Korpus luteum tarafindan éstrojen
ve progesteron salgilanmasi bundan sonra hCG’nin kotrolu altinda gergeklesir
(45). hCG ve uretilen LH sadece gebeligi teyit eden bir hormon olmayip, bir
sitokin veya bulyime hormonu gibi de etki gdstermektedir. hCG intervill6z
aralikta triptofan katabolizmasini uyararak immunosupresyon yaratmaktadir.
Zigotun uterin kaviteye ulagimini kolaylastirmaktadir. Ayrica salgilanan hCG
implantasyonda 6nemli rol Ustlenmekte olup, intervilldz aralia olan kan
akimini artirmaktadir (8).

implantasyon penceresinde blastokistin tutunma ve invazyonu ile ilgili
olarak gozlenen bu farklliklar implantasyon gerceklesmedigi takdirde kisa
slre sonunda ortadan kalkar (46).

Blastosistin stromaya olan invazyonu birgok faktor tarafindan sinirlandirilir.
Desidua da maksimum seviyede eksprese edilen transforme edici blyime
faktori-B (TGF-B), ekspresyonunda artis sagladigi TIMP-1 aracihgiyla
metalloproteinazlarca  gerceklestiriien invazyonu inhibe eder (47).
Sitotrofoblast hicreleri tarafindan eksprese edilen insdlin benzeri biyime
faktori-2 (IGF-2) blastosistin stromaya olan invazyonunu stimile eder.
Desidual hicreler tarafindan eksprese edilen IGFBP-1 ise, ylksek affinite
gosterdigi IGF peptidleri ile gerceklestirdigi etkilesimler sonucu IGF’nin etkisini
inhibe eder ve invazyonu durdurur (48). Sitotrofoblast hlcrelerinin ylzeyinde
eksprese olan a5B1 integrini icin RGD taninma dizisi iceren IGFBP-1, a5p1
integrini ile gerceklestirdigi etkilesim sonucunda sitotrofoblastlarin invaziv

etkisini ortadan kaldirir (41). Menstrual siklusun sekretuvar fazinda, IL-6 sitokin
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ailesinin Uyelerinden biri olan IL-11, tim endometrial hicrelerde ve daha
yuksek dizeylerde desidual hiicrelerde eksprese edilmektedir. Etkilerini IL-11
reseptor a zinciri (IL-11Ra) ve sinyalizasyon bileseni transmembranik
glikoprotein olan gp130’dan olugsan heterodimerik yapidaki reseptorleri
araciligiyla gergeklestirir (49). Desidual reaksiyonun ilerlemesi, desidual hlcre
sinirlarinin  kaybi ile karakterizedir. Yapilan bir deneyde ortama IL-11’in
eklenmesinin ardindan desidual hucrelerin  sinirlarinin - kayboldugunun
g6zlenmesi, IL-11’in desidualizasyon surecinin ilerlemesinde rol aldigini
gostermigtir. IL-11 reseptdrini kodlayan gende meydana gelen bir mutasyon
sonucu desidual dokunun gelisiminde aksama go6zlenmigtir. Trofoblastin
stromaya olan invazyonunu kontrol eden desidual dokuda gergeklesen defekt

infertiliteye neden olmaktadir (50).

2.4. Kontrollii Overyan Hiperstimulasyon (KOH)

Dogal siklusta YUT uygulamasi digindaki YUT sikluslarinda, follikiil ve oosit
gelisimi kadina uygulanan bir dizi ilacin yardimi ile duzenlenmektedir.
Yardimla Ureme sikluslari i¢in tasarlanmis olan bu ila¢ uygulamalarinin hepsi
Kontrolli overyan hiperstimulasyon protokolleri olarak adlandiriimaktadir.
Burada amacglanan, spontan oosit gelisimi ile spontan ovulasyonun
baskilanmasi ve digaridan verilen ilaglar ile mimkun oldugunca ¢ok sayida ve
iyi kalitede oositin elde edilmesidir. iUi sikluslarinda yapilan KOH’un amaci
monofolikller gelisimi saglamaktir. Bunun aksine IVF sikluslarinda yapilan
KOH’un amaci ise multifoliktler gelisim saglamaktir.

YUT siklusunun basarisi, elde edilen oosit sayisi ve kalitesi ile direkt
iliskilidir ve gerekli olan KOH protokolli, her hasta igin kendi 6zellikleri
dogrultusunda planlanmalidir. Bireysel olarak secilen uygun bir KOH protokol(
tedavide basari sansini arttirdigr gibi, iptale giden siklus sayisi da
azalmaktadir. Hastanin over kapasitesi, yasi, antral folikl sayisi, daha 6nce
gecirilmis over cerrahisi 6ykusu, ¢iftin dnceki sikluslarindan elde edilen cevap
deneyimi, endometriozis ve/veya PKOS varhidi uygun protokolin

kisisellestirilebilmesi i¢cin dnemli degiskenlerdir.
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Overyan stimulasyon ile follikil gelisiminin cesitli ajanlar yardimi ile
uyariimasi ve ovulasyonun saglanmasi, ginimlUzde sadece amenore ve
anovulasyon durumlarinda dedgil, tubal, erkek ya da nedeni bilinmeyen
infertilite olgulari gibi ovulasyonu olan kadinlarda da follikil geligiminin
ybnlendirilmesi, ovulasyonun zamanlanmasi ya da gamet hicrelerinin
bulusma olasihdinin arttirilabilmesi ve bir yerine birka¢ follikll geligsiminin
saglanmasi igin de kullaniimaktadir (51). Ovulasyon indiksiyon ajanlari (OIA)
tek baslarina ya da, kombine olarak degisik protokoller ile kullanilabilirler. OIA
ve tedavi protokolU se¢imi hastanin birincil patolojisi, tedavi tutari, tedavi suresi
g6z oOnlune alinarak belirlenir (52). Bu amaca uygun farkli ajanlar
bulunmaktadir. Aromataz inhibitdrleri, gonadotropinler ve biyime hormonu
OiA’dan bazilaridir.

2.4.1. Aromataz inhibitérleri ile Overyan Stimulasyon

Aromataz; androstenodion ve testesteronun sirasiyla 6strona (E1) ve
Ostradiole (E2) donustlirerek Ostrojen Uretimindeki hiz kisitlayici basamagi
katalize eden, sit P450 hemoprotein iceren mikrozomal bir enzimdir (53).
Ostrojen (iretimindeki son basamak olmasindan dolay! selektif inhibisyon igin
iyi bir hedeftir.

Aromataz inhibitér (Al) leri, aromataz enzimini bloke ederek &strojen
sentezini baskilar. Antidstrojenler sinifina giren bu maddeler ilk olarak meme
kanserinin iyilestiriimesinde kullaniimiglardir. Ginimuzde letrozolin gecerli
tek kullanim alani postmenapozal Gstrojen reseptoru pozitif meme kanseri
tedavisidir. Buna ragmen tim dinyada etkin sekilde ovulasyon induksiyonu
icin endikasyon disi olarak regete edilmektedir. Bu ilaglardan 3.kusak
aromataz inhibitéri grubunda Anastrozol (Arimidex; Astra Zeneca,
Switzerland) ve Letrozol (Femara; Novartis, Switzerland) mevcuttur (54). En
sik kullanilan letrozol (L)'ddr (55) ve potent, selektif, reverzibl, kompetitif
aromataz inhibitéradar (53).

Al'ler dstrojen diizeyini azaltarak, negatif feed back yolu ile hipotalamusu

uyarirlar ve hipofizden daha fazla gonadotropin salgilanmasina neden olurlar,
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sonug olarak foliktl gelisimi uyarilir. Kisa yari émurli olmalarindan dolayi
aromataz enzimi inhibisyonundaki geri donusebilirlik 6strojen reseptdrlerinde
down regulasyon yaratmaz ve geg folikller fazda 6strojen Uretiminin daha
fizyolojik konsantrasyonda olmasini saglar. Ostrojendeki bu normal artis
periferik ostrojene duyarl genital dokularla beraber, folikillerin de saghkh bir
sekilde gelisimine izin verir ve klomifen sitrat (KS) tedavisinde gdrtlen
endometriyum ve servikal mukus Uzerinde istenmeyen antiéstrojenik etkileri
engeller.

Yarilanma 6mrl oldukga kisadir, yaklasik olarak 45 saattir (56). Oral olarak
alinmasi kullanim kolayligi saglar ve oral kullanimdan sonra tamamen abzorbe
olur (57). Rolatif olarak ucuzdur. 1-5 mg/gun kullaniminda 6strojen duzeylerini
%97-99'dan daha fazla azaltarak bir¢cok sensitif yontemle o6l¢ilemeyecek
dizeye dusurur(54). Sistemik dolasimdan esas olarak karaciger yoluyla
temizlenir, vicuttan hizla atihr (57). llag ve metabolitleri viicutta
birikmez.Belirgin aktif bir metaboliti yoktur. Minér yan etkilere sahiptir (58).
Bulanti gibi 1limli gastrointestinal bozukluklar yan etkilerinin ¢ogunlugunu
olusturur. Ancak bunlar nadiren tedaviyi etkiler.Diger yan etkiler asteni, sicak
basmasi, bas agrisi ve bel agrisidir (54). Yalniz bagina ya da diger ilaglarla
beraber adjuvan olarak kullanilabilirler. Al'lerin yalniz kullanilmasindaki bly(ik
bir avantaj ve KS’ye Ustunligu saglam bir 6strojen negatif feedback etkisinin
sonucu olarak PKOS gibi anovulatuvar infertilitede (multipl folliktler gelisimden
kacinmak 6nemli oldugu ic¢in) monofolikiler ovulasyon elde edilebilmesidir
(59). Bu yuzden cok siki folikul takibi gerektirmeyebilir. % 5-10 ikiz gebelik
olasih@i vardir. Ugiiz ve Uzeri gebelik gelismesi olasiligi enderdir (60).

Aller gelisen preovulatuvar folikil sayisini arttirmak ve tedavinin
sonuglarini iyilestirmek amaciyla FSH enjeksiyonlari ile beraber kullanilabilir.
Ayrica FSH’ya overyan cevabi arttirdidi icin FSH enjeksiyonlari ile beraber
kullaniminda gerekli FSH miktarinda anlamli derecede azalmaya neden
oldugu gibi (61), FSH’ya zayif cevabi olanlarda stimilasyona anlamli derecede
daha iyi cevap alinmasini saglamaktadir (62). FSH enjeksiyonlarinin maliyeti
infertilite tedavisinin énemli bir kismini olusturmaktadir. Optimum overyan

stimiilasyon icin gerekli FSH dozu, Al ile beraber kullaniminda azaldigindan
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dolayi infertilite tedavisinin maliyeti de azalmaktadir (59). Béylece YUT daha
genis bir grup infertil ¢ift icin ulasilabilir olmaktadir.

Yapilan c¢alismalarin buyudk bir kisminda ovulasyon indiksiyonu igin
kullanilan Al, L’dir. Kullanim sekli genellikle siklusun 3-7.giinlerinde 2,5
mg/gun seklindedir. 2,5 mg’lik doz meme kanserinin hormonal tedavisinde L’
nin gunlik dozundan, 5 gunlik tedavi ise KS tedavisinden uyarlanmistir. 3-
7.gunlerde kullaniimasi L'nin vicuttan atilmasi ve ovulasyon zamaninda kalan
miktarin ihmal edilebilir duzeyde olmasini saglar.

Al'lerin ovulasyon uyarilmasi amach kullanimi konusunda tartismali
noktalardan birisi potansiyel teratojenik etkileridir. Uretici firma letrozoliin
premenopozal kadinlarda kontrendike oldugunu belirtmektedir. insanlarda
kullanilan dozlarin ¢ok altindaki dozlarla sigcanlarda ve tavsanlarda
embriyotoksik etkiler go6zlendigi bildiriimistir. Deney hayvan verilerinin
insanlardaki gecerliligi tartisilabilir. Letrozol’'in kisa yari émri ve erken
follikiler evrede sinirh sdreyle kullaniliyor olmasi olasi bir gebelikte
embriyogenezisin kritik doneminden o6nce bu ilaglarin hizla ortamdan
uzaklastiriimasini saglar (56).

Dolagimda ve periferik hedef dokulardaki Ostrojen konsantrasyonunun
supresyonuna yol acan aromataz inhibisyonu, endometriyumda &strojen
sekresyonunun dizelmesiyle hizli bir endometrial blyimeye yol agan éstrojen
reseptérd up regllasyonuna neden olur. Ayrica dstrojen kendi reseptorlerinin
sayisini, ubikuitinasyonunu stimile ederek azaltir.Bdylece reseptdrlerde hizli
bir azalma meydana gelir. Ostrojenin olmadi§i durumlarda ubikuitinasyon
azalarak Ostrojen reseptorleri artar ve ardindan yapilacak 06strojen
uygulamasina sensitivite artar (63). Her iki mekanizma da endometriyumun
Ostrojene sensitivitesini arttirabilir. Buna bagl olarak 6strojene endometrial
sensitivite artabilir ve endometrial epitelyum ve stromada hizli bir cogalma ve
uterus ve endometriyumun kan akiminda bir artis meydana gelir (58). Sonu¢
olarak normal endometrial biylime ve kalinhk folikiler matlirasyonla es

zamanli olur.
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2.4.2. Gonadotropinler ile Overyan Stimulasyon

1927 yilinda, Ascheim ve Zondek gebe kadin idrarinda 6n hipofizden
salinan gonadotropinler ile ayni fonksiyonu gosteren bir madde bulmusglardir.
1949 vyilinda menopozal kadinlarin idrarindan ilk insan menopozal
gonadotropin (hMG) elde edilmesine ragmen Gemzell ve arkadaslari 1958
yllinda ilk kez ovulasyon indiksiyonunda insan gonadotropini kullanip 1960
yilinda ilk gebeligi bildirmiglerdir (64). 1978°de ilk IVF gebelik bildirilmistir. Daha
sonra gonadotrop hormonlar postmenopozal kadin idrarindan saflastirilarak
(65) veya rekombinant teknoloji ile elde edilen ovulasyon indlksiyon ajanlari
olmuslardir.

Gonadotropinlerin fizyolojik iglevleri duzenli, monofollikiler ovulasyonu
saglamak ve erken gebelige hormonal destek vermektir. Bu amacla
gonadotropinler; klomifen sitrat ve letrozol gibi oral ajanlarla gebe kalamayan
anovulatuar ya da duzenli ovulasyon olmayan kadinlarda ovulasyon
indiksiyonu amaciyla (monofolikller gelisim) ya da gebelik sansini arttirmak
icin ovulatuar hastalarda superovulasyon (multifolikiler gelisim) saglamak icin
kullaniimaktadir (66).

Yardimla Ureme tekniklerinde (YUT) kullaniimasi ile birlikte basaril
kontrolli overyan hiperstimulasyon (KOH) protokolleri olusturulmustur.
Spontan sikluslarda %10-30 siklus iptali, %60-80 fertilizasyon orani, transfer
basina %20-30 implantasyon orani ve uygun induksiyonlar ile %35’lere varan
devam eden gebelik oranlari bildiriimistir (65).

Gonadotropin preparatlari, elde edilme yontemleri, FSH ve LH sentezi,
preparattaki her hormonun orani ve uygulama yontemlerine gére farkhliklar
gOstermektedir (56). Buna goére 4 farkli gonadotropin preparati Uretilmektedir;

l.  insan menopozal gonadotropini (Menotropinler, h(MG)
Il.  Uriner saf (purifiye) FSH (Urofollitropin, u-p-FSH)
lIl.  YUksek saflikta (highly purifiye) driner FSH (u-HP-FSH)
IV.  Rekombinant FSH (r-FSH)
I. insan menopozal gonadotropini (hMG): 30 yili askin bir siiredir

infertilite tedavisinde kullanilan eksojen gonadotropindir. Postmenopozal
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kadin idrarinin, sefaroz igeren ortamdan sizilmesiyle elde edilir. hMG’nin
icerisinde ¢esitli Uriner proteinler (UP) vardir ve oransal olarak bir ampul hMG
icerisinde >% 95 UP mevcuttur, bu yizden hMG’nin 6zgunligu dusuktar ve
%4 kadar bir safliga sahiptir yani protein igeriginin sadece %3-40
gonadotropindir. FSH ve LH hormonlarini 1:1 oraninda igerir, bir hMG
ampuliinde 750 FSH, 75U LH vardir.ilacin icerisindeki FSH, primer follikiillerin
secilmesi ve gelismesini, LH ise ovulasyon oncesi follikillerin gelismesini ve
luteal evrenin saglikli olmasini saglar. hMG ile ovulasyon uyarimi igin
hastalarin iglev géren ovaryum dokularinin olmasi gerekir (56). intramuskiiler
(iM) olarak uygulanir (65).

Il. Uriner saf (purifiye) FSH (u-p-FSH): 1980'lerin sonlarinda yiiksek LH
seviyesinin fertilizasyon oranlari ve embriyo kalitesi Uzerine olumsuz etkilerinin
gbsteriimesi ayrica follikilogeneziste esas roli FSH’nin oynadiginin
anlasiilmasindan sonra saf FSH preparatlarinin hMG’ye Ustin olabilecegi fikri
ortaya ¢ikmistir. Bu amagla FSH’y1 daha saf olarak iceren u-p-FSH uretilmistir.
Postmenopozal kadin idrarinin monoklonal antikorlar kullanilarak yabanci
proteinler, LH ve hCG’'den ayristiriimasiyla elde edilir. UP’ler agisindan,
hMG'ye gore daha saf olup, %90 oraninda UP igerir. Bir ampul u-p-FSH, 751U
FSH aktivitesi, <%1 LH aktivitesi icerir. IM uygulanir (65).

ll. Yiiksek saflikta (highly purifiye) Griner FSH (u-HP-FSH): Uriner
preparatlarin son asamasi olan ylksek oranda saflastirilmis preparatlar
kullanima girmigtir. Yaklasik %96 oraninda saflik iceren protein yapisina
sahiptir (51). 75IU FSH aktivitesi, LH aktivitesi <0.001 ve Uriner protein orani
<%1 FSH aktivitesi 100-150 IU/mg‘dan, 10.000 IU/mg’a kadar c¢ikilmistir.
Yuksek oranda saflastirilmis ve protein icerigi cok azaltilmis olmasindan dolayi
cilt altina da uygulanabilir (67).

IV. Rekombinant FSH (r-FSH): Ovulasyon uyariimasinda son gelisme,
1988’de baglayan galismalar sonucunda rekombinant DNA teknolojisi ile r-
FSH'nin  Oretilmesidir. Bu teknolojide kaynak olarak insan idrari
kullaniimamaktadir. Cunkli menopozdakikadinlarin idrarlarindan elde edilen
ilaglarin saflik derecesinin istenen duzeyde olmamasinin yani sira, igerdikleri
FSH ve LH Uniteleri kutudankutuya farklilik gosterir (68).

27



r-FSH, insan FSH alfa ve beta subinit geninin, Cin hamster over hiicresine
transferi sayesinde rekombinant teknoloji ile Gretilmektedir (69). Bu yontemle
hormon sentezlenerek, glikolize olmus biyoaktif dimerik FSH salgilanimini
saglanir. Ardindan immunkromotografi ile Anti-FSH monoklonal antikorlar
kullanilarak saflastirilir. Follitropin alfa ve beta olarak iki farkl r-FSHpreparati
elde edilmistir. ilk r-FSH preparati 1995’te ruhsatlandirilan Follitropin alfa
(Gonal-F;Serono, Switzerland)'dir. 1996’da diger r-FSH preparati Follitropin
beta, (Puregon; Organon, USA) piyasaya surulmuagstir. Farkli olarak
pazarlaniyor olsalar da bu preparatlarda 1-alfa ve 1-beta glikoprotein zincir
kombinasyonu vardir. Daha ¢ok saflastirma islemi ve sonrasindaki
modifikasyonlarda farkliliklar gosterirler.

Gonal-F, non kovalent baglh a ve B alt birim olarak dizenlenmis non-
identikal glikoproteinlerden olusmaktadir.a ve 8 alt birimleri, 92 ve 111 amino
asite sahiptir. Cok ylksek oranda safliga sahiptir. LH komponenti yoktur.
Yiksek spesifik biyoaktiviteye sahiptir. Uretiminde idrar toplanmasi
gerekmemektedir.75 Unite FSH iceren preparatlari vardir (70).

r-FSH, hMG ve u-p-FSH'ya gére ¢ok ylksek spesifik aktiviteye sahip olup,
LH aktivitesi ve UP icermez. Rekombinant gonadotropinlerin en 6nemli
yararlanimlari deri i¢ine uygulanabilmeleridir. Kas i¢ine uygulanan Uriner
gonadotropinlerde, enjeksiyon yerinde gorulen agri ve kizariklik deri igi
uygulamalarda gérilmemektedir (68). Ote yandan giinimizde ylksek
teknoloji ile elde edildiklerinden dolay! pahali preparatlardir, r-FSH idrardan
elde edilen FSH preparatlarina karsin yaklasik %50 daha pahaldir (56).

Gonadotropin hormonlar molekuler agirliklari yaklasik 30 kilo dalton (kDa)
olan glikoprotein hormonlardir ve oldukg¢a heterojen bir yapidadirlar. Fruktoz,
mannoz, galaktoz, asetilglukozamin, N-asetilniramik asit igerirler. Sialik asit
icerigi, glikoprotein hormonlar arasinda dedismektedir. Farkl sialik asit
icerigine gore, yirmi civarinda degisik izoformu vardir. Bu igerigin derecesi
biyoaktivitelerini ve yari oémdurlerini etkiler. Sialik asit miktari arttikca FSH
reseptdrine afinite azalirken plazma yari d6mru artar (71). Bu da depo etkisi ile
ovulasyon indUksiyonunda gorulen multifoliktler gelisime ve OHSS'ye neden

olabilir. r-FSH’da sialik asit icerigi azaltilarak yarilanma omru kisaltiimisg,
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reseptor afinitesi artarak ostrojen sekresyonunu daha guigli sekilde uyarmalari
saglanmis (72) ve depo etkisinden kaginilmistir (73). Subkitan enjeksiyonu
takiben uygulanan dozun 2/3’G sistemik dolagima gecmekte, yiksek vicut kitle
indeksi emilimi azaltmaktadir. Metabolik yikimin 1/3’G bdbreklerde, blylk bir
kismi ise karacigerde gerceklesir.

PKOS hastalarinda ovilasyon induksiyonunda kullanildiginda triner FSH
ile rekombinat FSH arasinda ovuilasyon oranlari, gebelik oranlari, dusuk
oranlari ve ¢odul gebelik oranlari agisindan fark yoktur (74). Ote yandan r-
FSH’ninliriner FSH'ya klinik gebelik orani olarak ustiinliigii standart IVF
sikluslarinda gosterilmistir (75).

YUT'te gonadotropinlerin endometriyum (izerine olumsuz etki ettigi
bilinmektedir. Bununla birlikte, endometrial hicre blyamesi Uzerinde
gonadotropin etkisi belirsizdir. 2011 yilinda yapilan bir c¢alismada
gonadotropinlerin  (Gonal-F  ve Puregon) insan endometrial hicre
proliferasyonuna etkisi in vitro olarak incelenmistir. ilk 48 saat icerisinde hem
Gonal-F hem de Puregon endometrial hticre proliferasyonunu inhibe etmekle
birlikte, 72 saat sonrasinda Gonal-F’in inhibisyon etkisi devam etmis, Puregon
ise ters etki gostermistir. Bu durumun a ve [ follitropinler arasindaki farkh

molekuler yapi nedeni ile oldugu dusunulmektedir (76).

2.4.3. Buyiime Hormonu ile Overyan Stimulasyon

BlUylme hormonu (BH), 6n hipofiz bezindeki somatotrof hicrelerce
sentezlenen, depolanan ve salgilanan 191 aminoasitten olugan, molekdl ici iki
disllfid bagi bulunan 22kDa molekul agirlikh tek zincirli polipeptit bir
hormondur. BH sekresyonu, blyime hormonu releasing hormon ve
somatostatin tarafindan kontrol edilir.

BH, karacigerden instilin-like growth faktor (IGF) salgilanmasini ve hedef
organlardaki IGF-1 Uretimini uyarir. Bu hedef organlardan biri olan overde,
BH'nin etkisi ile artan IGF-1, over fonksiyonlarini etkiler (77). IGF-1 overyan
steroidogenezde dlzenleyici rol oynar (78), graniloza hlcrelerindeki FSH
etkisini module eder (79), hem granlloza hem de teka hicrelerinde

gonadotropin etkinligini arttirarak; folliktler gelisimi, dstrojen Uretimini ve oosit
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mattrasyonunu uyarir (80). Granlloza hicre kultirinde gonadotropinlere
IGF-1 ilavesinin, overde 17-B Ostradiol ve progesteron seviyelerinde artis, LH
reseptor olusumunda artis ve aromataz aktivitesinde artis saglayarak;
gonadotropin aktivitesini arttirdigi gosterilmistir (81). Ayrica BH hicre
proliferasyonunu artirarak ve atreziyi inhibe ederek; gonadotropin-bagimsiz
erken folikilogenezi ve gonadotropin-bagimli ge¢ folikilogenezi module eder.
Boylece canli gamet Uretimini destekler. BH, nilkleer ve sitoplazmik
olgunlagmayi artirarak ve ovulasyonu kolaylastirarak oosit fertilitesini de arttirir
(82).Insan oositlerinin morfolojik olarak normal ve implantasyon yapabilen
embriyolar  olusturabilmelerinin, folikiler  sivida  farkh hormon
konsantrasyonuyla iligkili oldugunu gosterilmistir. Bu hormonlar arasinda en
tutarh iliskiye sahip olan hormon BH’dir (83).

BH, insan hipofizinden ilk kez 1956 yilinda izole edilmigtir. Biyokimyasal
yapisi ise ancak 1972 yilinda aydinlatilabilmistir (84). insan hipofiz bezi
ekstresinden elde edilen hormon preparatlari, 1985 yilina kadar kullanilirken;
hem tedavinin etkinliginin daha az olusu, hem de Creutzfeld-Jacob
hastaliginin gundeme gelmesi sentetik buylUme hormonu elde edilmesi
ihtiyacini dogurmustur (84). BH, ginimuizde rekombinant DNA teknolojisi
kullanilarak sentetik olarak uretilebilmektedir ve insan popullasyonunda
kullanilmak Uzere lisanslidir. Rekombinant bliyume hormonu, tedavisi ilk
ortaya ¢iktiginda, tedavi oral yoldan verilmekteydi; fakat etkinligin az olusu
nedeniyle, zamanla subkutan enjeksiyon tedavisine gegilmistir (84). BH
yetersizliginde kullanilan BH tedavisinde godzlenen potansiyel yan etkiler
artmig sivi retansiyonunun neden oldugu, 6dem, bas agrisi, eklem sisligi,
eklem agrisi, karpal tunel sendromu, uyku kaybi, serebrovaskuler olay ve
bozulmus glikoz metabolizmasidir (85). Ancak YUT amagli BH tedavisinin kisa
sureli olmasi bu yan etkilerin oldukga nadir gériilmesini saglamaktadir. | VF
amagh kullanilan BH, hafif 6dem disinda herhangi bir yan etki ile
iligkilendirilmemistir. Plazma yari omru 20 ila 30 dk. arasinda bildirmistir. BH
tedavisinin potansiyel bir dezavantaji maliyettir. Adjuvan BH, YUT tedavi

maliyetini yaklasik olarak ikiye katlamaktadir.
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Normal fertilite icin normal bir BH aksi sart degildir ancak BH optimal kadin
fertilitesi igin gerekli bir faktérddr (86). Bu, BH eksikligi olan kadinlarda
fertilitenin azalmasi ve BH eksikligi olan infertil kadinlarda BH replasmani ile
basarili dogal gebeliklerin saglanabilmesi (87) ile kanitlanmistir. Ote yandan,
BH direncli ve BH eksikligi olan kadinlarin bir kisminin dogal yolla gebe
kaldiklari bilinmektedir (88). Aslinda BH eksikligi olan ¢ogu kadinin gebe
kalmak icin YUT’e gereksinim duymasi asil olarak ovilasyon indiksiyonu
icindir.

20 yil 6nce, Owen ve ark., BH'nin zayif over yanith (ZOY) PKOS'lu
kadinlarda hipofiz sipresyonu sonrasi KOH rejimlerine over cevabinda etkili
oldugunu gostermiglerdir ve tedaviye eklenen BH, gonadotropin
gereksiniminde 6nemli bir disus saglamistir (89). Bu sonu¢ Homburg ve
ark.’Inin gonadotropinler ile ovulasyon induksiyonunda BH'nin overleri daha
duyarli hale getirdigini gésteren ¢alismalarina dayanmaktadir. Cok sayida yeni
galismaya ragmen, ZOY’li kadinlarin IVF tedavi rejimlerine BH eklenmesi
halen tartismalidir (90). KOH sikluslarinda BH kullaniminin yeri ile ilgili
literatirde randomize kontrolli calismalar (RKC) kuguk o6rneklem sayisi
icerirler. Kolibianakis ve ark. ¢ok sayida kuguk olgekli galismadan elde edilen
sonuglari yeniden analiz etmig ve BH’nin artmis klinik gebelik orani saglayarak
YUT basarisini artirdi§i sonucuna varmistir (91).

IVF protokollerinde adjuvan olarak BH'nin rutin kullanimini destekleyen veri
azdir. IVF igin ovilasyon indiksiyonu tedavisi alan 38 yas ve alti normo-
ovulatuar kadinlarda yapilan RKC’'ye gore, hipofizer-overyan aksin
baskilanmasi i¢in midluteal fazda gonadotropin releasing hormon agonisti
(GnRHa) baslanip, ovulasyon induksiyonu icin, hMG kullanilan ve hMG
tedavisinin 1., 3., 5. ve 7. gunlerinde BH (12 IU / giin) veya plasebo eklenen
iki grup karsilastiriimis ve stimtlasyon parametreleri benzer bulunmustur. Her
embriyo transferi ve implantasyon orani basina, klinik gebelik orani agisindan
iki grup arasinda fark saptanmamistir (92). Yakin zamanl bir meta-analize
gére BHnin rutin  kullanimi  iVF  sonuclarini iyilestirmede etkin

g6zikmemektedir. Buna karsin ZOY’li hastalarda BH kullanimi canli dogum
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oranlarinda istatistiksel olarak anlamlh bir iyilesme saglamistir (93). Zayf
yanitli hastalari tanimlamak zor oldugu i¢in Bologna Kriterleri olugturulmustur.
e lleri anne yasi (>40yil) veya ZOY icin diger risk faktori
e KOH protokoline U¢ oositten daha az sayida cevap veren dnceki bir
sonug
e Anormal bir over rezerv testi
Buna gore; bu U¢ kriterin en az ikisi karsilanmalidir (94).

Tesarik ve ark. yaptiklari RKC’'de BH ve plasebo verilen IVF uygulanan 40
yas ve Uzeri ZOY’li kadinlarda BH tedavi grubunda plasebo grubuna kiyasla
benzer sayida oosit, embriyo ve gebelik elde edilmis 6te yandan BH ile tedavi
edilen hastalarin gebelik kaybi daha az olmus, dogum ve canli dogum oranlari
artmigtir (95).

Klguk ve ark., tekrarlayan YUT yapilan zayif yanith kadinlarda GnRHa
uzun protokol ile birlikte BH kullaniminin daha fazla oosit Greterek daha yuksek
fertilizasyon oranina ulastiklarini belirlemiglerdir fakat KOH maliyetini yaklagik
iki kat arttirdigini ortaya gikmistir (96).

Hazout ve ark. BH tedavisinin 2.giin embriyo sayisi ve gebelik oranlarini
arttirdigini bildirmiglerdir (97). Prospektif bagka bir ¢alismaya gore de zayif
over yanith hastalarin sikluslarina dusuk doz BH eklenmesiyle guvenli bir
sekilde daha yuksek klinik gebelik oranlari elde edilmektedir (98).

Ardisik bir cok calisma ile degerlendirilen zayif yanitli hastalarda adjuvan
BH kullaniminin dondurulmus ¢6zilmids embriyo basina ve taze transfer
basina klinik gebelik oranlarini 6nemli digide gelistirdigi sonucuna variimigtir.
Etki, tim yas gruplarinda olmak tzere 6zellikle geng yastaki hastalarda anlamli
bulunmustur (99).

Kyrou ve ark.inin zayif yanit verenlerde en iyi tedavi bigimini
degerlendirmek i¢in yaptigi glincel bir meta-analiz; ZOY’li hastalar igin énerilen
protokol alternatifleri icinde sadece adjuvan BH tedavisi iVF basari oranini
belirgin sekilde arttirmigtir (100). BH ile iyilestirilen sonuglarin genel olarak
artmis oosit kalitesini yansitan sonuglar oldugugoésterilmistir (96).

Duffy ve ark.’nin toplam 10 ¢alismadan 440 infertil gift alarak olusturduklari

analizde zayif KOH cevapli hastalarin tedavisine BH eklenmesinin KOH
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cevabini veya oosit sayisini arttirmasa da, gebelik ve canli dogum oranlarini
arttirdigini gostermiglerdir (101).

Glnimizde IVF uygulanan hastalarda adjuvan BH kullaniminin daha
yuksek dogum oranlari ile sonug¢landigina dair yeteri kadar kanit olmasina
ragmen eldeki sonuglarin toplamda ¢ok az hastayl icermesinden ve
calismalarin  glciiniin  yetersizliginden YUT'te BH kullanimi tartisma
konusudur. BH'nin IVF tedavisi lizerindeki etkisini daha acikca tespit edebilen
daha buyuk ¢apta RKC'’ye ihtiyag vardir.

Uterus, hem BH uretildigi hem de BH etki ettigi bir alandir. Hem BH hem de
BH reseptorleri (BHR) gebe ve gebe olmayan uterusta eksprese edilir.
BHR'ler, gebelikte ve menstriel donemde, farkli sekilde duzenlenir (102).
Ornegin, BHR'ler orta ve geg luteal fazlarda insan endometriyumu ve desidua
glanduler hicrelerinde (fakat stromal hlcreler degil) eksprese edilir, ancak
proliferatif veya erken luteal fazlar sirasinda gértlmez (103). Uterusta IGF-1,
gebelik boyunca bol miktarda bulunurken, BH etkileri ile olan ilgisi tartigmalidir.

BH, uterus blytumesini diizenler ve destekler. BH eksikigi olan kadinlar, BH
replase edilen kadinlara gore (vucut ylizey alanina gore dizeltildiginde), daha
kigUk uterusa sahiptirler (104). Aslinda normal bir BH aksi, Ostrojenle
indiklenen uterus hipertrofisi icin gerekli olabilir, glink( uterusta BHR mRNA
fazlaligi, 6strojenle induklenen uterus buyumesi ile guglu korelasyona sahiptir
(105). BH, farelerde uterus blyUmesini uyararak implantasyonu
kolaylastirmistir (106). Bununla birlikte, BH eksikligi olan kadinlara BH
uygulamasi endometrial kalinh@r arttirmamistir (107).

Basarili embriyonik implantasyon icin embriyonik ve maternal degisiklikler
gereklidir, ve embriyoda BH varligi, in vivo implantasyonun daha yuksek
seviyelerini gobstermektedir (108). Erken blastosist, glikoproteinler ve
karbonhidratlardan olusan koruyucu bir matriks olan zona pellucida ile
cevrilidir.Maternal endometriyuma implante olmadan &énce blastosistin bu
matriksten ¢ikmasi gerekir (109). BH, sigir (110) ve fare (111) blastosistlerinde
bu matriksten soyulma oranini arttirmistir. Matriks metalloproteinazlarin
(MMP) dGretiminin potansiyel olarak artmasina neden olabilir, ¢cunkl bu

proteinler implantasyonda rol oynar ve BH'ye yanit olarak uretilirler (112). BH
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ayni zamanda trofoblast hlcre proliferasyonunu selektif olarak stimile ederek
implantasyonu kolaylastirabilir, ginkl bu hlcreler blastokist kavitesi olusumu
ve maternal endometriyumun invazyonuna katilir (113). Dahasi, plasental BH
(ve daha az oranda hipofiz BH) bu trofoblastlarin invaziv aktivitesini uyarir ve
BHR ekspresyonu, invazivlik derecesi ile koreledir (114).

2.5. Semaforinler

Teknoloji ve bilimdeki ilerlemelere paralel olarak insan ve hayvan
vlcudundaki bilinen proteinlerin sayisi ve islevlerine yonelik bilgi her gegen
gun artmaktadir. Yeni belirlenen proteinlerin, vicudun isleyisine dair
mekanizmalarin daha iyi anlasiimasi, su ana kadar ¢ézulememis metabolik
yollarin agikliga kavusturulmasi, hastaliklarin tani ve tedavisinde kullanimi gibi
durumlar konunun cazipligini artirmaktadir. Yaklasik son 20 yildir belli bir
protein sinifina ait olmamakla birlikte, peptid yapisinda, farkh
amaglarlakullanilan bazi endojen maddeler kesfedilmistir. Semaforinler ve
reseptorleri olan pleksinler ve noropilinler bunlardan bazilaridir.

Semaforinler ilk olarak 1992 yilinda gekirgelerin ekstremite tomurcugunda
akson rehberlik molekili olarak kesfedilmistir. Semaforin ailesi, hicre
membranina bagli bulunan ya da hdcreden salgilanilan zar proteinlerinin bir
sinifidir. Bu hticreler arasi sinyal proteini ailesi, baslangicta aksonal biyime
rehberlik molekulleri olarak tanimlanmis olup (115), reseptér kompleksleri
aracihgiyla kisa menzilli inhibisyon sinyalleri gondererek aksonlara, onlari
uygunsuz bdlgelerden saptirma ipuglari verdikleri bulunmustur (116). Bu
yiizden isimleri, isaret tasiyan anlamina gelen Yunanca koékenli ingilizce
semafor kelimesinden kdken almaktadir. Ancak o zamandan beri, semaforinin
bircok strecte roli oldugu kesfedilmistir.

Semaforin aile Uyelerinin hicresel etkileri hakkindaki bilgiler son yillarda
onemli Olglde ilerlemis ve semaforin iglevinin gerceklesmesini saglayan
reseptdrler ve hicre igi sinyal mekanizmalari hizli bir sekilde ortaya ¢ikmaya
baslamistir. Semaforinlerin ¢ok yonll oldugu, gelisme sirasinda sadece

aksonlari yonlendirmekle kalmayip, ayni zamanda immun yanit, kemik gelisimi
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(117), anjioyogenez ve timdrogenezde gorev aldiklari kesfedilmigtir. Ayrica
hicre adezyonu ve hlcre motilitesi icin 6nemli anahtar dizenleyiciler olduklari
bilinmektedir (118).

Semaforinler(SEMA) en az 20 Uyeden olugsmaktadir ayrica yapi ve
filogenetik agac analizlerine dayali olarak sekiz ana sinifa ayrilirlar (119). ilk
yedi sinif 1'den sinif 7'ye kadar sayi ile siralanir. Sekizinci sinif V harfi ile
adlandirihr. Sinif 1 ve 2 yalnizca omurgasizlarda bulunurken; 3., 4., 6.ve 7.
siniflar sadece omurgalilarda bulunur. Sinif 5 hem omurgalilarda hem de
omurgasizlarda bulunur. V sinifi viral semaforinlerdir ve virlslere 6zgudur
(120). Semaforinin her sinifinda, benzer oOzellikleri paylasan farkl
molekiillerden olusan birgok alt grup bulunur. Ornegin, Sinif 3 Semaforinler
SEMAS3A' dan SEMA3G' ye kadar uzanir. insanlarda semaforinler sunlardir:

e SEMASA, SEMA3B, SEMA3C, SEMA3D, SEMA3E, SEMA3F, SEMA3G
SEMA4A, SEMA4B, SEMA4C ("SEMAF"), SEMA4D, SEMA4F, SEMA4G
SEMA5A, SEMA5B

SEMAGA, SEMA6B, SEMA6C, SEMA6D

SEMA7A

Semaforin reseptérleri pleksinler ve néropilinlerdir (Sekil 9).

A Semaphorins
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Sekil 9: Semaforinler ve reseptoérleri néropilinler ve pleksinler (121)
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PLEKSINLER semaforin reseptérlerinin ana protein sinifidir. Hiicre ici
semaforin sinyalizasyonlarindan sorumludur ve ¢ogu durumda ko-reseptdr
olarak noéropilinlerle birliktedir.N6éronlar, endotel hlicreleri ve kanser hiicreleri
de dahil olmak Uzere gesitli hiicre tiplerinde eksprese edilmektedir.Plexinlerin,
ilk olarak ekstrasellller matrikse (ESM) hicre adezyonunu dogrudan etkiledigi
bulunmustur (122), ayrica anjiogenezis (123), epitelyal morfogenezis (124),
epitelyal hicrelerde invaziv biyime (125) ve metastaz ile iligkili oldugu
bilinmektedir (126).

Pleksinlerin alt tipleri vardir: genel homoloji temelinde doért kategori (A-D)
olup, bireysel proteinler bir sayl koduna goére adlandirilir - érnegin, Plexin-A1
veya Plexin-B1’dir. Dért A-tipi, tg B-tipi, bir C-tipi ve bir adet D-tipi vardir (Sekil
9).

Bircok rapor, semaforinlerin; hulcreleri ekstraselller matrikse (ESM)
baglayan heterodimerik hicre ylzeyi reseptorleri olan integrinlerin
fonksiyonunu diizenledigini gostermistir (127) (Sekil 10). integrinler, hiicre
blylmesi ve survisi, apoptoz ve motilite gibi olaylari kontrol eden hicre igi
sinyal yolaklarinin tetiklenmesinde merkezi bir noktadir (128). Semaforin
bagiml sinyalizasyonun integrinleri didzenledigi molekller mekanizmalar
kismen anlasiimistir. Bazi semaforinlerin integrinleri reseptoérleri olarak
kullandigi duasunulse de, semaforinlerin veya reseptorlerinin integrinlerle
dogrudan etkilesim kurabilecegini gosteren kanitlar halen eksiktir.Ancak
semaforinlerin integrinleri pleksinler Gzerinden dizenledikleri bilinmektedir.

Plexinlerin sitoplazmik alani intrinsik GAP aktivitesine sahiptir ve bu aktivite,
integrin aktivasyonunu sirdurebilen R-Ras Uzerinde etkilidir (129). Ras iligkili
GTPazlar aktin sitoskeleton dinamikleri kontroltinde rol alir. R-Ras aktivasyonu
fokal adezyon olusumunu ve hlicre adezyonunu arttirir ve ayrica hucre
yayllimi, migrasyon ve invazyonu duzenleyebilir (130). Semaforin pleksinlere
baglanmasini takiben, pleksinlerin GAP aktivitesi R-Ras inaktivasyonuna
sebep olur bdylece R-Ras'in integrinden ayrilmasina ve dolayisiyla integrin
aracilhigindaki adezyonun inhibe olmasini saglar (129) (Sekil 10). Semaforinler
ile plexin aktivasyonunu takiben, integrin kaynakli fokal adezyonlar birkag

dakika icinde ¢6zUlUr ve akabinde aktin depolimerizasyonu ve hicre iskelet
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sisteminin remodelingi izlenir (122). Hicre hareketinde 6nemli olan integrin
inaktivasyonunun semaforin ile indiklenen hicre ¢okusinde erken bir olay
oldugu gosterilmistir (131). Bununla birlikte, semaforin baglanmamig yani aktif
pleksin, Ras aktivasyonunu artinr. Ras aktivasyonu ESM'ye integrin
baglanmasini ve hiicre adezyonunu (132) arttirir (Sekil 10).
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Sekil 10: SEMA-Pleksin etkilesimi ve hiicre igi sinyal yolaklari (133)

NOROPILINLER semaforinlerin bir bagka resptérleridir.1987 yilinda Shin
Takagi, Hajime Fujisawa ve c¢alisma arkadaslari Xenopus laevis’ in (bir
kurbaga cesidi) optik taktumundan yeni bir membran proteini izole etmigler ve
bu yeni proteini “N6éropilin (NRP)” olarak isimlendirmislerdir (134). On yil sonra
NRP’nin, néronal ve vaskiler sistemlerin gelismesi yénunde roli oldugu
kanitlanmistir (135). NRP’ler, yaklasik Ug¢ farkli yapisal bdlge iceren
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ekstraseluler bir alan ve kisa bir sitoplazmik alana sahip yaklagik 140 kDa' lk
transmembran glikoproteinlerdir.

1997 yilinda iki ayri galisma grubu, néropilinleri normal néronal gelisme igin
hayati 6neme sahip olan semaforinlerin reseptéri olarak izole etmiglerdir
(136). 1998'de NRP’nin, gtcli bir anjiyojenik faktér olan vaskuller endotelyal
blyime faktéri (VEGF)'niin yeni bir reseptori oldugu agiklanmistir (137).

NRP’ler 2 tiptir: NRP1, NRP2'ye % 47 homologdur ve NRP-2'den daha
yUksek VEGF afinitesine sahiptir (138). VEGF hem NRP1 hem de NRP2'ye
baglanir. VEGF ailesinin diger Gyeleri ayni zamanda NRP'ler igin ligandlardir;
ornegin plasental buylime faktortu (139). Bu reseptdrler hem endotel hem de
endotel olmayan hticrelerde VEGF reseptorleri gibi davranir (138). NRP'ler
VEGF fonksiyonunun 6nemli modulatorleri olarak iligkilendirilir.

Dogumdan sonra noronal dokularda NRP ekspresyonu azalmaktadir.Fakat
¢ogu yetiskin dokusunda, 6zellikle de plasenta ve kalpte NRP ekspresyonu
devam etmektedir (140). Noropilin néronal rehberlik, kardiyovaskuler gelisme,
anjiogenez ve tumor progresyonunda onemli roller oynamaktadir (141).
NRP1'in asiri ekspresyonu asiri kapiller damar olusumu ve yogun kanama ile
sonuglanir (142). NRP1 veya NRP2'nin dretilememesi embriyonik olarak
noronal ve kardiyovaskuler defektlerden dolayi letaldir. Bununla birlikte, her
ikisinin olmayigi anormal vaskuler fenotip nedenli gok erken donemde dlumle
sonuglanir (143).

Sinif 3 semaforinler, ¢ok yonli semaforin siniflarindan biridir ve en iyi
tanimlanmis olan siniftir. Sinif 3 semaforinler, néropilin, plexin ve hucre
adezyon molekulleri araciligiyla sinyal verir. Bu komplekslerin olusumu farkl
Sinif 3 Semaforinlerden gelen sinyalleri baglama ve donustirme igin spesifiktir
(144). SEMABSA, bu ailenin vertebralilardaki prototip Uyesidir ve ilk olarak 1993
yilinda kanatl beyin ekstraktlarindan saflastiriimistir. En fazla calisilan alt
gruptur. SEMA3A ve SEMAS3F gelismekte olan sinir sisteminde spesifik
merkezi sinir sistemi (MSS) yollari ve periferal sinirlerin rehberliginde énemli
roller oynamaktadir.Motor néronlarin siniflandirilmasina, afferent ve efferent
aksonlar igin yol bulma modilasyonuna dahil olmaktadir (145). Ornegin

SEMASA, akslarin arka kok gangliyonlari, fasial sinirler, vagal sinirler, koku
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alma-duyu, kortikal sinirler, hipokampal sinirler ve beyincik sinirlerinden
cekilmesini saglar. Sempatik néronlarin SEMA3A proteinine maruz kalmasi
ndronal apoptozun indiksiyonu ile sonuglanmistir, NRP1’e karsi olusturulan
antikorlar, hiicre 6lumina zayiflatmigtir (121). Sinif 3 semaforinler spinal kord
yaralanmasi gibi travmatik MSS yaralanmalarindan sonra énemli bir igleve
sahiptir.Yarali dokudaki varligi ile travmadan hasar gérmus néronal ve non-
noronal hicreleri duzenlerler.Sinif 3 semaforinler, aksonal yeniden buyumeyi,
revaskullarizasyonu, remiyelinasyonu ve MSS travmasindan sonra imman
cevabi module ederler (146). Ayrica sinif 3 SEMA'lar (SEMAS3), hlicre survisi,
proliferasyonu, apoptozu ve gbécu gibi hicresel slreclerin kilit diizenleyicileri
olarak gorev yapmaktadirlar (147).

2.5.1. Reproduktif Sistemde Semaforinler

SEMA’larin ve reseptorlerinin reproduktif sistemde fizyolojik 6énemi henlz
tam olarak bilinmemekle birlikte; anjiyogenezis, epitelyal-stromal iletisim ve
embriyonik implantasyonda rehberlik mekanizmasini iceren birgok potansiyel
fonksiyonlari oldugu dusunulmektedir (148).

ReprodUktif sistemde semaforin-pleksin iligkisi ¢ok az arastiriimistir.
Semaforin reseptérlerinden PlexinB1’in fare overinde eksprese edildigi (149)
ve folikuler blylime, gelisme ve steroidogenezde rol aldigi bulunmustur (150).
Pleksin-Semaforin ve VEGF-VEGFR sistemlerinin fare overinde ovulasyon
dongusu sirasinda duzenlendikleri bildiriimigtir. Semaforinlerin ve plexinlerin
anjiyogeneze yakindan bagh olduklari ve folikiler gelisim sirasinda VEGF'nin
ve reseptorlerinin bilinen etkileri ile etkilesime girebilecekleri dne surulmugtur
(151).

Semaforin 3A ve PleksinA1 insan plasentasinda ve uterusta bulunmustur.
Ostrojen etkisindeki uterusun ve gebeligin sempatik denervasyonunun
dizenlenmesinde semaforin ailesinin kemo-itici faktdrler olarak da rol
oynayabilecegine dikkat c¢ekilmigtir (152). SEMABSA, gebeligin 16. ve
17.haftasinda miyometriyumun diz kas hucrelerinde gosterilmigtir. Birinci ve

ucuncu trimester plasentalarinda SEMASA, sinsityotrofoblastlarin apikal
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plazma membrani boyunca lokalize oldugu, buna karsin villéz sitotrofoblast
veya stromada gozlenmedigi bulunmustur (152). Saglikli bireylere ait uterus
dokusunun hem bez epitel hiicrelerinde hem de stromal hicrelerinde yiksek
oranda SEMA3A godzlenmigstir. Ayrica gebelik sirasinda uterusa ait artmis
SEMAS3A ifadesinin, sempatik innervasyonun azalmasi ile iligkili oldugu
bildirilmistir (153).

Semaforin 3, reseptorleriyle etkilesime girerek, kimyasal itici ve cekici
sonuglari olan meknizmalari harekete gecirip gelismekte olan aksonlara
rehberlik yapar (154). Endometriyum icindeki embriyoyu ydnlendiren
mekanizmalari bulmak igin, semaforinler ve reseptoérlerinin kimyasal itici ve
cekici sonuglar olan bu mekanizmalara ve benzer sistemlere bakmamiz
gerektigi dusundlmis ve insan endometriyumunda semaforin 3 aile
homologlarinin ve semaforin E’nin, implantasyon penceresinde azaldigi
(sirasiyla 6 ve 3 kat) bulunmustur (155). Ancak semaforinE dizeyi,
implantasyon penceresindeki endometriozisli hastalarin endometriyumunda
yukselmigtir (156).

implantasyon siirecindeki embriyo; endometriyum membranina tutunup,
uterin stromay! invaze eder. Semaforin baglanmamis aktif plexinlerin,
ekstraselliler matrikse (ESM) hicre adezyonunu dogrudan etkilemesi ve
hicre invazyonunda rol almasiarastirmacilari implantasyon surecinde
pleksinin rolinU aragtirmaya itmistir. Bir ¢alismada, in vitro kosullarda
trofoblastlar ile daha ¢ok adezyon yapan insan endometriyum hiicre hattinda
pleksinB1 ekspresyonu anlamh olarak daha ylksek bulunmustur (157),
bdylece plexinB1'in endometriyum epiteli adezyon o&zelliklerini artirarak
trofoblast-endometriyum epiteli etkilesimine katildigi tespit edilmistir (158). in
vivo planlanan baska bir calisma da benzer sonuglari bulmustur.
Endometriyumdaki 19-23 glnler arasindaki plexinB1 ekspresyonu, 12-14.
glnlere kiyasla (1.166 + 0.42, 0.523 = 0.299, p<0.005) anlamli derecede
yiksek bulunmustur (159). PlexinB1’'in insan endometrial dokusunda
implantasyon penceresine karsilik gelen bu dénemde énemli dlcide daha
yuksek bulunmasi pleksinB1’in endometrial reseptivitede rol aldigini ve

hormonal duzenlemeye tabi tutuldugunu gostermistir.
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Semaforin 3 ve VEGF, ayni reseptdr (n6ropilin) icin yarisir. NRP1 ile bu
etkilesim endotel hlcresi migrasyon inhibisyonuyla sonuglanir (160).
Anjiyojenik sistem ve noronal rehberlik sistemi arasindaki etkilesimler,
implantasyon penceresi boyunca endometriyumda hicresel motilite
regUlasyonu igin potansiyel yeni mekanizmalar éne sirmektedir.

Endometrial stromal hiicrelerde, desidualizasyon sonrasi SEMA E, NRP1
ve 2’nin arttigi bulunmustur (148). Bu da bize semaforinlerin endometriyumda
NRP1 aracilidi ile etki edebilecegini, stromal NRP1’in, parakrin veya otokrin
yollar ile VEGF’nin non-endotelyal etkilerine aracilik ettigini gdostermektedir
(161).

Disi Ureme siklusunda endometrial vaskularitede dramatik degisiklikler olur,
bu slrecteki endometrial vaskuilarizasyon ve rejenerasyon igin ve dahasi
embriyonik implantasyon icin esas gerekli olan sey anjiyogenezdir.
Anjiogenezisin insan endometriyumunda major fizyolojik degisiklik oldugunun
gOsterilmesi ve insan endometriyumunda semaforinlerin menstirel siklusun
farkh  evrelerinde farkli  ekspresyon duzeylerinin  bildirilmesi ile
endometriyumdaki Sinif 3 semaforinlerin potansiyel bir sinyalizasyon rolu
oldugu desteklenmistir. Glink( semaforin reseptdrt olan néropilinler vaskdiler
endotelyal buyume faktorine (VEGF) baglanarak anjiyogenezise katilirlar
(148). VEGF endometriyumdaki anjiyogenezis ve vaskller remodellingin
potent bir modulatérudir. Menstriel siklis sirasinda insan endometriyumunda
VEGF'nin siklik degisikliklerde, hormonal dizenlenmede ve endometrial
anjiyogenezde roli oldugu gosterilmistir (162). Bu nedenle VEGF
reseptérlerinin  rollerini daha iyi anlamak ve reprodiktif anormallikleri
dizeltmek i¢in endometriyumdaki semaforinler ve néropilinler arastirilmistir.
Fare ve sigan endometriyumunda hem endotel hem de endotel digi hiicrelerde
NRP'lerin sentezlenmesi, uterustaki vaskiler permeabilite ve anjiyogenezin
indiksiyonunda bir VEGF-NRP rolt oldugunu duasindirmastar (163). Daha
sonra semaforin ve noéropilinlerin  menstirel siklus sirasindaki insan
endometriyumunda hormonal regilasyon gésterdigi bulunmustur.

Endometriyum luminal epitelde, NRP1’in proliferatif fazda arttigi, sekresyon

fazinda azaldigi gosterilmistir ve hormon yoksunlugu sirasinda
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saptanmamigtir (164). Liminal epitelde NRP1 siklik ekspresyonunun; VEGF-
NRP1 etkilesiminin, bu epitelin ylizey o6zelliklerindeki degisikligi etkiledigini
(161), NRP1'in VEGF'ye bagh liminal epitelyal proliferasyona aracilik ettigini
gostermistir (164). Ozellikle folikiller fazda artan NRP-1’in; siklus boyunca
meydana gelen anjiyogenezin hormonal olarak dizenlenen degisikliklere
katildigint ve NRP1’in artmis ekspresyonunun &strojen bagimli oldugunu
gostermektedir.Primat endometriyumda Ostrojen bagimli olan VEGF (165),
farelerde luminal epiteldeki 6strojen bagimli proliferasyona aracilik etmektedir
(166). Follikuler fazda artmigs NRP1’in, VEGF icin bir kofaktdr olarak hareket
ettigi ve NRP1 ve VEGF ko-ekspresyonunun anjiyogenetik stimulasyonu
artinp, endometriyum proferilasyonunu, bu siradaki anjiyogenezisi ve
endotelyal buylimeyi sagladigi ortaya konmustur (167).

Endometrial endotelde tiim fazlarda NRP1’in arttigi ancak sekretuvar faz
ile kiyaslandiginda, proliferatif fazda anlamli sekilde daha fazla arttigi
bulunmustur (167). NRP2, endotelde proliferatif faz sirasinda ¢ok dusik iken,
sekresyon fazi sirasinda 6nemli élgtide ylkselmistir. Bu da vaskuler endotelde
VEGF-noéropilin  etkilesimlerinin folikller fazda sadece NRP1 mevcut
oldugunda, sekretuar faz sirasinda hem NRP1 hem de NRP2 mevcut
oldugunda, proliferatif etkileri oldugunu gdstermistir (161). NRP2, sekretuar
faz boyunca ventz endotelde artmistir. VEGF, permeabiliteyi arttirmak igin
sekretuar faz boyunca endometriyuma etkir, ven6z NRP-2 bu etkiye aracilik
edebilir. VEGF gucli bir permeabilte faktdridir (162). Sekretuar faz boyunca
VEGF endometriyuma etkiyerek permeabiliteyi arttirir. Endometriyumun
[Gmen epitelinin hemen altina indikledigi 6dem, uygun implantasyon igin
6nemlidir (168). VEGF'nin fizyolojik 6dem Uzerindeki induktif etkileri NRP2
aracili olabilir. Sekretuar fazda vendz endotelde NRP-2 ekspresyonuna
NRP1’in eklenmesi, bu endotelde VEGF etkisini daha da giclendirmektedir
(164).

SEMA3B ve SEMA3F’ nin saghkh uterus dokusunun hem endometriyum
hem de miyometriyum alanlarinda c¢ok yuksek ifade edildidi,
endometrialkanser dokularinda (ve kanser derecesi ilerledikge) ifade

seviyesinin azaldigi gosterilmistir. Eksojen SEMA3B veya SEMAS3F

42



eklenenendometrial kanser hicre hatlarinda matriks metalloproteinaz (MMP)
aktivitesi azalmigtir (169). MMP’ler, ESM'nin ve bazal membranlarin
tutulmasinda anahtar oyunculardir. MMP, kazein, fibronektin ve jelatin tip I, 1,
IV ve V'i pargalamaktadir (170). MMP'lerin artmis ekspresyonu, kanser hicresi
invazyonu ve metastatik potansiyel ile iligkilidir (171). SEMAS3 ile restore
edilmis hucrelerde MMP-2 ve MMP-Q'un azalmasi ve MMP inhibitéri
TIMP3'Un artmasi, (172) invazyonun azalmasini saglamistir (169). Ayrica
SEMA3B ve SEMAS3F asin ekspresyonu, hulcre-matriks tutunmasi ve
motilitesinin ana araci olarak gosterilen a5B3 integrin’in (173) azalmasina
neden olmaktadir. Proanjiyojenik genleri inhibe ederek ve antianjiyojenik
genleri upregule ederek anjiogenezi azaltirlar (169). Bu bulgular timérogenez,
timér invazyonu ve anjiogenez inhibisyonunda SEMA'larin roliint ima eder.
Ote yandan implantasyonda énemli olan endometrial epitel hiicrelerinden
adezyon olan yerde salgilanan MMP’nin (174) endometrial glandller ve
luminal epitelde reseptif faz sirasinda eksprese edildigi ve infertil hastalarda
disUk duzeylerde oldugu gosterilmistir (170). Bu da implantasyon sirasinda
endometriyum hucrelerinde SEMA'lar azalirsa, implantasyon i¢in ¢ok énemli
olan MMP-2, MMP-9, a5B3 integrin aktivitesinin artacagini ve bunun da

infertilite icin yararl olabileceg@ini digundurmektedir.
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ll. GEREC VE YONTEM

Calismada, Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakdltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali tarafindan stoklanmis CRL-1671 (ATCC-RL95-2-
58027481) insan endometrial epitel hiicre hatti kullanildi. Deneyler Manisa
Celal Bayar Universitesi Tip Fakdiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Laboratuvarlarinda gergeklestirildi.

Calisma alti grup olarak planlandi. Bu gruplar asagidaki sekilde tanimlandi:
1.Grup:  Kontrol Grubu

2.Grup:  Bayidme Hormonu (BH) Grubu

3.Grup:  Gonadotropin (Gn) Grubu

4.Grup:  Blylme Hormonu (BH) + Gonadotropin (Gn) Grubu

5.Grup:  Letrozol (L) + Gonadotropin (Gn) Grubu

6.Grup.  Letrozol (L) + Buyime Hormonu (BH) + Gonadotropin (Gn) Grubu

3.1. Hucrelerin Cozdurilmesi, Cogaltilmasi, Pasajlanmasi ve

Dondurulmasi

CRL-1671 insan endometrial epitel hiicre hatti icin %10 Fétal Sigir Serum
(FBS) (Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Germany), 2 mM L-Glutamin
(Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Germany) ve %1 Penisilin/Streptomisin
(Capricorn  Scientific, Ebsdorfergrund, Germany) iceren DMEM F-12
(Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Germany) hicre kaltdr besiyeri
kullanildi. Calismada -80°C derin dondurucuda ya da -196°C azot tankinda
saklanan stok hicreler ¢ikarilarak hizlica 37°C su banyosunda ¢ézduruldikten
sonra 5 ml kdltdr vasati icerisinde 1000 rpm de 5 dk santrifij edildi.
Supernatant atildiktan sonra altta kalan hicreler halihazirda hazirlanmis
besiyeri igeren kultur kaplarina ekildi, 37°C ve %5 COzkosullarina sahip nemli

inkubatorde ¢ogaltildi (Sekil 11), %70-80 konfluent olan hicreler pasajlandi ve
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¢ogaltilan hacrelerin bir kismi stok olusturmak amaci ile %10 Dimetil Sulfoksit
(DMSO) (AppliChem, Darmstadt, Germany) ve %90 FBS kullanilarak

hazirlanan hicre dondurma sollsyonu ile donduruldu.

Sekil 11: 25 cm? kltr flaskinda gogaltilan CRL-1671 hiicreleri

3.2. ilag Uygulamalari

Calismada, KOH amagl kullanilan ilaglar olan aromataz inhibitérlerinden
letrozol (Femara; Novartis, Switzerland), blyime hormonu olarak
somatotropin (Saizen; Merck Serono, Italy) ve gonadotropin olarak follitropin
alfa (Gonal-F; Serono, Switzerland) kullanildi. Uygulamalar igin kullanilacak
doz ve gunler belirlenirken rutin tedavilerde kullanilan standartlara bagli
kalindi. Ortalama 60 kg agirhginda ve 160 cm boyunda oldugu varsayilan bir
kisinin vlcut ylizey alani hesaplandi ve 1.62 m? bulundu. Bu deger (izerinden
her bir kltir kabinin 2 cm? ylizey alanina goére birimler donustlrildi ve ilag
uygulamalari yapildi. Gonadotropin ginlik 225 1U/gin olmak Uzere 8 gln
boyunca uygulandi. Letrozol ile uygulanan grupta gonadotropin uygulamasi
3.gun baslayip 6 glin boyunca devam edildi ve doz 150 IU/gun olarak azaltildi.
Bldylime hormonu total 8 mgr olacak sekilde 1., 4., ve 8. glinlerde uygulandi
(ginlik doz 2,7 mgr/gin). Letrozol uygulamasi tim letrozol kullanilan

gruplarda (Grup 5 ve 6) 5 mgr/gin Uzerinden 5 giin boyunca uygulandi.
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Calismada in vitro olarak kullanilan ilaglarin dozlari ve uygulama sureleri Tablo

1’de verilmistir.

Tablo 1: Calismada kullanilan ilaglarin dozlari ve uygulama sureleri

ilag Doz (2 cm?igin) Uygulama Siiresi
Letrozol 0.61728 ug ilk 5 glin
. 1.-8. glnler
Gonadotropin 0.00198 ug

Gonadotropin
(Letrozol ile 0.00132 g 3.-8. Glinlerde
uygulandiginda)

Biyime Hormonu 0.32922 g 1.,4.ve 8. Gln

3.3. MTT Yontemi

CRL-1671 hicreleri her bir gézde 5 x 10* hiicre/ml olacak 96 gozIi kaltir
kabina ekildi. Hlcreler 24 saat inkilbe edildikten sonra letrozol uygulamasi
sirasinda kullanilan DMSO ¢6zucusunun toksisitesinin belirlenmesi icin MTT
(-3-(4,5-dimethylthiazol)-2,5-diphentyltetrazolium bromide-) analizi
gercgeklestirildi. 24 saat sonunda kultur kaplarindaki hucre besiyeri
uzaklastirilarak iki farkli hacimde DMSO kullanilarak hazirlanan letrozol
uygulamalar yapildi. Letrozol 1.25 mg/mL olacak sekilde hazirlandiktan
sonra, 1:5, 1:25, 1:50, 1:100, 1:200 ve 1:400 dilusyonlarinda hazirlandi.
Letrozol 0.25 mg/mL olarak hazirlanan érnegi ise 1:5, 1:10, 1:20, 1:40, 1:80 ve
1:100 dilisyonlarinda uygulandi (Sekil 12). CRL-1671 hucrelerine yukarida
belirtilen oranda ve dilisyonlarda ila¢ uygulamalari 37°C, %5 CO2 ortaminda
24 saat inkubasyonu sonucunda sitotoksisite analizi yapildi. Sure sonunda
hicrelerin letrozol iceren besiyerleri uzaklastirildiktan sonra steril Fosfat
Tampon Solisyonu (PBS) (Biochrome, LeonorenstraB3e 2, Berlin, Germany)
icerisinde 5 mg/mL MTT (invitrogen, Carlsbad, California, United States) ile
hazirlanan solusyondan 1:10 dilisyonda olacak sekilde her bir goze konuldu

ve 37°C de 4 saat bekletildi. inkiibasyon sonrasi MTT soliisyonu ortamdan
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uzaklastirildi ve her bir gdéze 50 uL DMSO eklenerek oda isisinda 10 dakika
sureyle bekletildi. MTT analizi absorbans 540 nm’de optik mikroplaka okuyucu
(ELx800UV, BioTek) ile degerlendirildi. Deneyler u¢ kez tekrarlandi.

|| A0 JC IC ()
min 1| B(n)(n0 2 JC ) )C)
HOCCECESCO000
1000000000000,

1000000000000,
s || FC(G9aeaaen JC ) IC)
O OOCOCOC o000

IHOCOCC OO0,

Sekil 12: MTT analizi i¢in hazirlanan 96 gozIu kaltir kabinin sematik gosterimi

3.4. indirekt immiinositokimya Yéntemi

indirekt immiinositokimya ydntemi, 24 gézIi hiicre kiltir kaplarinin her bir
g6ziine 12 mm capinda steril cam yuvarlak lameller konularak gergeklestirildi.
Her g6zde 5 x 10* hlcre/ml hlcre olacak sekilde ekim gergeklestirildi (Sekil
13, 14).
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Sekil 13: Steril hava akis kabini icerisinde immunositokimya i¢in hazirlanmis
CRL-1671 hucreleri ve DMEM F-12 hiicre besiyeri

SEMAFORIN 3F

NEGATIF KONTROL D

Sekil 14: immunositokimya analizi icin hazirlanan 24 gézIu kiltir kabinin

sematik gosterimi

Hucrelerin ekiminden sonra %50 konfluent olduklari gézlendikten sonra
gruplara uygun olarak yapilan ilag uygulamalari sonrasinda, her bir goz steril
PBS (Invitrogen, Carlsbad, California, United States) ile yikandi. TUm hdcreler
%4’'lUk paraformaldehit ile 30 dakika boyunca oda sicakliginda fikse edildi.
Fiksasyondan sonra Ser dakikallk 3 kere PBS yikamasi ile fiksatif
uzaklagtinldi.  Takiben 9%3'l0k Hidrojen Peroksit (H202) (Merck,
K31355100303, Darmstadt, Germany) uygulamasi oda sicakliginda
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gerceklestirildi. PBS islemi ile yikama yapildiktan sonra permeabilizasyon igin
%0,1’lik Triton®-X-100 (Applichem, 4L003808) ile 15 dakika buz Uzerinde
muamele edildikten sonra tekrar PBS ile yikama islemi gergeklestirildi.
Ornekler 1 saat bloklama sollisyonu (Histostain®-Plus Bulk Kit, Kat No:85-
9043, invitrogen, Carlsbad, California, United States) uygulamasindan sonra
ylkama iglemi gergeklestirimeden anti-SEMAS3A, anti-SEMA3E ve anti-
SEMAGSF primer antikorlari (Tablo 2) ile 1 gece +4°C’de inkibe edildi. Ertesi
sabah PBS ile yikandiktan sonra anti-rabbit veya anti-mouse biotinlenmis
sekonder antikorlar (30 dakika) ve ardindan streptavidin hidrojen peroksidaz
ile (30 dakika) uygulandi (Histostain®-Plus Bulk Kit, Kat No0:85-9043,
invitrogen, Carlsbad, California, United States). iki uygulama arasinda ve son
uygulamadan sonra PBS ile yikamalar yapildi. DAB kromojeni (ScyTek
Laboratories, SensiTek HRP Anti-Polyvalent, Kat No: AEM080, Logan, Utah,
USA) oda sicakhginda 1 dk uygulanarak antijen antikor komplekslerinin
gorunurligu saglandi. Daha sonra Mayer’in Hematoksilen (Bio-Optica, Kat No:
05-06002/L, Milano, ITALY) boyasi ile art alan boyamasi gergeklestirildi ve
ornekler distile su ile yikandi. Her bir gozdeki lameller lam Gzerine alindi ve
immunositokimyasal kapatma vasati (Aqueous-Mount, ScyTek Laboratories,
Kat No: AMTO060, Logan, Utah, USA) ile kapatilarak 1sik mikroskobunda
(BX43, Olympus) incelendi (Tablo 3).

indirekt immiinositokimya ydntemi sirasinda immunoreaktivitelerin spesifik
olup olmadigini test etmek amaci ile negatif kontrol boyamalari yapildi. Her
grup icin deneyler U¢ kez tekrarlandi ve degerlendirmeler iki bagimsiz
arastirmaci tarafindan gercgeklestirildi.

Tablo 2: indirekt immunositokimya yénteminde kullanilan antikorlar

Primer antikor Katalog No Uretici Firma Diliisyon Orani
Anti-SEMA3A ; .
(rabbit polyclonal IgG) orb11359 Biorbyt. 1:50
Anti-SEMA3E PA5-18350 ThermoF_|§herSC|en 1:50
(goat polyclonal IgG) tific
Anti- SEMASF orb11360 Biorbyt. 1:50

(rabbit polyclonal 1gG)
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Tablo 3: indirekt immunositokimya ydntemi

Yapilan Islem

Kullanilan Madde

Uygulanan Siire

Yikama PBS 2x5dk
Fiksasyon %4’lUk Paraformaldehit 30 dk.
Yikama PBS 2 x5 dk.
Bloklama %3’l0k H202 5 dk.
Yikama PBS 3 x 5 dk.
Permeabilizasyon %0,1 lik Triton-X 100 15 dk.
Yikama PBS 3 x5 dk.
Bloklama Bloklama Soliisyonu 1 saat

Primer Antikor Uygulamasi

anti-SEMASA, anti-SEMA3E ve

Oda Sicakhginda 2
Saat veya +4°C'de

antiSEMA3F
1 Gece
Yikama PBS 3 x5 dk.
Sekonder Antikor
Biotin 30 dk.
Uygulamasi
Yikama PBS 3 x5 dk.
Sekonder Antikor o
Streptavidin HRP 30 dk.
Uygulamasi
Yikama PBS 3 x5 dk.
Boyama DAB 1 dk.
Yikama Distile su 3 x5 dk.
Art Alan Boyamasi Mayer’in Hematoksileni 1 dk
Yikama Distile su 3 x5 dk.
Kapatma Kapatma vasati

3.5. immiinfloresan Yoéntemi

Hucrelerin ekiminden sonra %50 konfluent olduklari gdzlendikten sonra
gruplara uygun olarak yapilan ila¢ uygulamalari sonrasinda, steril PBS ile
yikanan hucreler fikse edilmek i¢in 30 dakika boyunca oda sicakliginda %4’luk
paraformaldehit ile muamele edildi. Fiksasyondan sonra 5’er dakikalik 3 kere

PBS yikamasi ile fiksatif uzaklastirildi.

Floresan boyama igin 1/500

dilisyonunda sheep serum (Santa Cruz, Kat No: sc-2488, Texas, USA) ile 1

saat bloklama yapildi ve yikama iglemi gerceklestiriimeden uygun dilisyonda
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anti-SEMASE primer antikoru ile 1 gece +4°C’de ink{ibe edildi. Ornekler ertesi
sabah PBS ile yikandiktan sonra Rhodamine ile isaretli 1/500 dilisyonunda
rabbit anti-goat sekonder antikor (GeneTex, Kat No: GTX26882, Irvine,
California) ile 2 saat oda sicakhiginda muamele edildi. PBS ile yikanan
orneklere ait lameller kiltlr kaplarindan c¢ikartilarak 1:1 DAPI (Cell Signaling
Technology, Kat No: 4083S, Danvers, USA) : floresan kapatma sollisyonu
(Calbiochem, Kat No: JA1750, Darmstadt, Germany) iceren lam (izerine alindi
ve floresan mikroskob (IX71, Olympus) altinda incelendi. Her grup igin
deneyler u¢ kez tekrarlandi ve de@erlendirmeler iki bagimsiz arastirmaci

tarafindan gergeklestirildi.

3.6. immiin Boyanmalarin Degerlendirilmesi ve istatistiksel Analizler

Immunositokimya ve immunofloresan boyama sonucu &rnekler 200x
buyutmede degerlendirildi ve fotograflari ¢ekildi. Her bir preparat igin rastgele
secilmis 5 alanda her 100 hicre icinde pozitif boyanan hucreler sayilarak
HSCORE degerleri belirlendi [HSCORE: > Pi (i+1) (Pi: % pozitif boyanmig
hicre sayisli; i: boyanma siddeti)]. Antikorlarin immunoreaktivite boyanma
siddetleri (i); hafif (1)(+), orta (2)(++) ve siddetli (3)(+++) olacak sekilde
skorlandi. Sonuglar One-way ANOVA istatistiksel testi ile degerlendirildi ve
degerler mean+SD olarak verildi. istatistiksel olarak p degeri 0.05’ten kiigiik
elde edilen karsilastirmalar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi (*p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001).
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IV. BULGULAR

4.1. Hucre Kiiltiiri Bulgulan

Hucre kalturt galismalari sirasinda, CRL-1671 insan endometrial epitel
hicre hattinin agildiktan sonra 1.glinunde epitelyal karakterde ve adherent
buyime 6zelligine sahip oldugu goézlendi (Sekil 15). Kuoltorin 8.glunlne
hlcrelerin ¢ogalarak gruplar halinde ve c¢ok tabakall blyume egilimi
gOsterdikleri tespit edildi (Sekil 16).

Sekil 15: CRL-1671 hdcrelerinin 1.gin inverted mikroskop goérintuleri
(KONTROL GRUBU). A: 100 pm. B: 50 pm. C: 20 pm.

52



Sekil 16: CRL-1671 hdcrelerinin 8.g0n inverted mikroskop gérintuleri
(KONTROL GRUBU). Bar: 100 pm.

Huicreler %80 konfluent olduklarinda gruplara uygun olarak 5x10* hiicre/ml
hicre olacak sekilde 24 gozlu kultur kaplarina hucrelerin ekimi gergeklestirildi.
Protokole uygun olarak ilag uygulamalari sonrasinda, Grup 1, Grup 2, Grup 3
ve Grup 4’teki hicrelerin gogalmaya devam ettikleri ve adherent 6zelliklerini
koruduklari saptandi. Letrozol'un klinik kullanimdaki uygulanan dozuna gore
hesaplanmasi ve uygulamasi sonrasinda letrozol igeren gruplardaki hiicrelerin
kUltirin 2.glnlnden itibaren yuvarlaklasarak kultir kabindan kalktiklari,
suspanse hucrelerin sayisinin arttigi ve hacre igi birikimlerden dolayi bazi
hucrelerin daha koyu renk aldiklar gozlendi (Sekil 17, 18). Kaltire devam
edildiginde hucre sayisinin giderek azalmasi ve yapisan hucrelerin
olmamasindan dolayi bu etkinin letrozol ¢ézucu olarak kullanilan DMSO’dan

kaynaklandidi dustnulerek sitotoksisite analizi yapildi.

Fa dado

5.GRUP 6.GRUP

Sekil 17: CRL-1671 hiicrelerinin 2,5 mg letrozol/10 mL DMSO ¢dzeltisinden
1:20 dilisyon orani ile hazirlanmis uygulamalari sonrasinda 8.gundeki
inverted mikroskop géruntdleri. 5.GRUP: L+ Gn, 6.GRUP: L+ Gn + BH.
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4.GRUP 5.GRUP 6.GRUP

Sekil 18: CRL-1671 hucrelerinin ilag uygulamalari sonrasinda 8.gindeki
inverted mikroskop gérantdleri. 1.GRUP: Kontrol Grubu, 2.GRUP: BH,
3.GRUP: Gn, 4.GRUP: BH+Gn, 5.GRUP: L+ Gn, 6.GRUP: L+ Gn + BH.

4.2. MTT Bulgulan

Sari renkli olarak hazirlanan MTT solUsyonu, mitokondriyal enzim olan
stksinat dehidrogenaz tarafindan indirgenir ve canli hiicrelerde koyu mavi/mor
renkli formazan vyapisina donusur, o6lG hlcrelerde ise bu reaksiyon
gerceklesmez. MTT analizi sonucunda hucre kontrol (HK) uygulamalarinda
hicrelerin degerlerinin sirasi ile 0,039 ve 0,046 olduklari saptanirken 1.25
mg/mL letrozol c¢bzeltisinden 1:5, 1:25, 1:50, 1:100, 1:200 ve 1:400
dilisyonlarindan 1:25 dilie oraninin (0,038) hicre kontrol grubu ile benzer
oldugu izlendi (Sekil 19). ilk denemede kullanilan 0.25 mg/mL letrozol
cozeltisinden ise 1:5, 1:10, 1:20, 1:40, 1:80 ve 1:100 dilisyonlarindan yapilan
analiz sonrasinda 1:100 dilisyon oranin (0,042) hicre kontrol grubuna en
yakin oldugu (Sekil 20), her iki dilisyon sonucunda ¢dzeltiler icerisindeki etken
maddenin 0.124 ug oldugu gozlenmesi Uzerine 0.25 mg/mL letrozol olacak
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seklinde hazirlanan solusyondan 1:100 dilisyonun kullaniimasinin uygun
oldugu sonucuna varildi. Calisma gruplarindan 5. gruba ve 6. gruba ait

6rneklerin bu dozda letrozol uygulamasi ile yapiimasina karar verildi.

1.25 mg/ml LETROZOL

0,04

0,035
0,03
0,025
0,02
0,015
0,01
0,005

0
1/5 1/25 1/50 1/100 1/200 1/400

Sekil 19: 1.25 mg/ml Letrozol MTT analizi bulgulari

0.25 mg/ml LETROZOL

0,05

0,04

0,03

0,0

0,0
0

1/5 1/10 1/20 1/40 1/80 1/100

N

e

Sekil 20: 0.25 mg/ml Letrozol MTT analizi bulgulari

4.3. immun Boyama Bulgulari

Tom gruplarda Semaforin 3A ve Semaforin 3F dagilimlar
immunositokimyasal olarak degerlendirilirken, Semaforin 3E dagiliminin ikincil
antikorun uygunlugu agisindan immunofloresan analizler ile

degerlendiriimesine karar verildi.
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4.3.1. immunositokimya Bulgulari

Semaforin 3A ve 3F immun dagilimlari 1silk mikroskobunda
degerlendirildiginde, Semaforin 3A ve Semaforin 3F’nin sitoplazmik boyanma
Ozelligi gosterdigi belirlendi (Sekil 22 ve Sekil 24).

Kontrol grubunda (1.Grup) Semaforin 3A’nin siddetli pozitif (+++) boyandigi
(Sekil 22, Tablo 4) ve HSCORE degerinin 315,6+15,24 oldugu saptandi (Tablo
5). BH uygulanan grupta (2.Grup) ise Semaforin 3A immun dagiliminin zayif
pozitif (+) olarak izlendigi (Sekil 22, Tablo 4) ve HSCORE degerinin
262,6x19,61 oldugu (Tablo 5) ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli farkhlik oldugu izlendi (Sekil 21). Gn (3.Grup)
uygulanan grupta immunositokimyasal yogunlugu orta/siddetli (++/+++) pozitif
oldugu (Sekil 22, Tablo 4), HSCORE degerinin 309+16,06 oldugu (Tablo 5) ve
Semaforin 3A dagilimi agisindan Gn grubu ile diger gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlaml fark olmadigi goralda (Sekil 21). BH ve Gn birlikte
uygulandigi grupta (4.Grup) Semaforin 3A immun dagilimi ise zayif pozitif (+)
olarak gézlendi (Sekil 22, Tablo 4). Bu grupta HSCORE analizi sonucunda
degerin 267,2+37,97 (Tablo 5) oldugu ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamh oldugu saptandi (Sekil 21). L ve Gn birlikte
uygulandidi grupta (5.Grup) Semaforin 3A immun dagilhimi siddetli pozitif (+++)
boyandidi (Sekil 22, Tablo 4), HSCORE degerinin 313,2+13,6 oldugu (Tablo
5) ve diger gruplar ile arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi géruldu
(Sekil 21). L, Gn ve BH uygulanan grupta (6.Grup) Semaforin 3A immun
dagihmi zayif pozitif (+) oldugu (Sekil 22, Tablo 4) ve HSCORE degerinin
273+9,6 oldugu (Tablo 5) ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli oldugu saptandi (Sekil 21).
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SEMA 3A

400+

HSCORE

Sekil 21: Semaforin 3A immunositokimyasal HSCORE dederlerinin gruplara

gore karsilastiriimasi (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

- MNEGATIF
SEMAFORIMN 34 HOMTEROL
-
L3
KOMTEOL Bh o o
- 5]
- -
d
BEH
Gn -
BEH+Gn
L+ Gn
-
BH + L+Gn

Sekil 22: Semaforin 3A immunositokimya fotograflari (Bar: 20 ym).
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Kontrol grubunda (1.Grup) Semaforin 3F’nin siddetli (+++) pozitif boyandigi
(Sekil 24, Tablo 4) ve HSCORE degerinin 321,4+26.4oldugu saptandi (Tablo
5). BH uygulanan grupta (2.Grup) ise Semaforin 3F immun dagihmi zayif
pozitif (+) olarak izlendigi (Sekil 24, Tablo 4) ve HSCORE degerinin
265,4126.86 oldugu (Tablo 5) ve kontrol grubu, BH ve L+Gn gruplariyla
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu izlendi (Sekil 23). Gn
(3.Grup) uygulanan grupta immunositokimyasal yogunlugu orta (++) siddette
oldugu (Sekil 24, Tablo 4), HSCORE degerinin 310+£5.83 oldugu (Tablo 5) ve
Semaforin 3F dagiliminin Gn grubu ile BH, BH+Gn ve BH+Gn+L grubu
arasinda anlamli fark oldugu géralda (Sekil 23). BH ve Gn birlikte uygulandigi
grupta (4.Grup) Semaforin 3F immun dagihmi ise zayif pozitif (+) olarak
gb6zlendi (Sekil 24, Tablo 4). Bu grupta HSCORE analizi sonucunda degerin
267,3+14.57 (Tablo 5) oldugu ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlaml oldugu saptandi (Sekil 23). L ve Gn birlikte
uygulandigdi grupta (5.Grup) Semaforin 3F immun dagilimi siddetli pozitif (+++)
oldugu (Sekil 24, Tablo 4), HSCORE degerinin 318+16 oldugu (Tablo 5) ve
diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi saptandi (Sekil
23). L, Gn ve BH uygulanan grupta (6.Grup) Semaforin 3F immun dagilimi
zayif pozitif (+) oldugu (Sekil 24, Tablo 4) ve HSCORE degerinin 275+18,9
oldugu belirlendi (Tablo 5). L, Gn ve BH uygulanan grupla kontrol grubu
karsilastinlldiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (Sekil 23).

SEMA 3F
400+

P R R

300+

HSCORE

J
)

200+

100+

Sekil 23: Semaforin 3F immunositokimyasal HSCORE degerlerinin gruplara
gore karsilastiriimasi (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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SEMAFORIN 3F EE?;’%ESL
KONTROL
BH
Gh
BH + Gn
L+ Gn
L + Gn+ BH

Sekil 24: Semaforin 3F immunositokimya fotograflari (Bar: 20 ym).
4.3.2. immunfloresan Bulgulari

Semaforin 3E immun dagihmlan floresan mikroskobunda
degerlendirildiginde, sitoplazmik boyanma 6zelligi gosterdigi belirlendi (Sekil
26). Kontrol grubunda (1.Grup) Semaforin 3E’nin siddetli (+++) pozitif
boyandidi (Sekil 26, Tablo 4) ve HSCORE degerinin 330,7+6,29 oldugu
saptandi (Tablo 5). BH uygulanan grupta (2.Grup) ise Semaforin 3E immun
dagiimi hafif pozitif (+) olarak izlendigi (Sekil 26, Tablo 4) ve HSCORE
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degerinin 260,3+9,5 oldugu (Tablo 5) ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli oldugu izlendi (Sekil 25). Gn (3.Grup) uygulanan
grupta immunfloresan yogunlugu orta (++) siddette oldugu (Sekil 26, Tablo 4),
HSCORE degerinin 321,85 oldugu (Tablo 5) ve Semaforin 3E dagiliminin
kontrol grubu ile arasinda anlamli fark olmadig1 géralda (Sekil 25). BH ve Gn
birlikte uygulandigi grupta (4.Grup) Semaforin 3E immun dagilimi ise hafif
pozitif (+) olarak gbézlendi (Sekil 26, Tablo 4). Bu grupta HSCORE analizi
sonucunda degerin 260,215,29 (Tablo 5) oldugu ve kontrol grubu ile
karsilastinldiginda anlamli oldugu saptandi (Sekil 25). L ve Gn birlikte
uygulandigi grupta (5.Grup) Semaforin 3E immun dagihimi siddetli (+++)
oldugu (Sekil 26, Tablo 4), HSCORE degerinin 325,6+7,1 oldugu Tablo 5),
kontrol grubu ile karsilastinldiginda anlamli fark olmadigi saptandi (Sekil 25).
L, Gn ve BH uygulanan grupta (6.Grup) Semaforin 3E immun dagihmi zayif
siddette (+) (Sekil 26, Tablo 4) ve HSCORE degerinin 265,7+6,17 (Tablo 5)
oldugu, kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamh oldugu saptandi (Sekil 25).

SEMA 3E
400+

Fede Fodk

300 E

200 E

HSCORE

100 E

Sekil 25: Semaforin 3E immunfloresan HSCORE degerlerinin gruplara gore
karsilagtiriimasi (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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SEMAFORIN 3E

KONTROL

BH

Gn

L +Gn+BH

Sekil 26: Semaforin 3E immunfloresan fotograflari (Bar: 50 pym).

61



Tablo 4: immun dagilimlarin boyanma yogunluguna (i) gére degerlendiriimesi

SEMA 3A SEMA 3F SEMA 3E
Kontrol Grubu +4+ +++ +++
BH Grubu + + +
Gn Grubu ++/+++ ++ ++
BH + Gn Grubu + + +
L + Gn Grubu +++ +++ +++
L+ Gn + BH
Grubu * * +
Tablo 5: immun dagilimlarin HSCORE degerleri
SEMA 3A SEMA 3F SEMA 3E
Kontrol Grubu 315.6+£15.24 321.4126.42 330.7+6.29
BH Grubu 262.6+19.61 265.4+26.86 260.3+9.5
Gn Grubu 309+16.06 31045.83 321.815
BH+ Gn Grubu | 267.2437.97 267.3+14.57 | 260.245.29
L+ Gn Grubu 313.2+13.6 318+16 325.6+7.1
L+ Gn+ BH 273+9.6 275+18.9 265.7+6.17
Grubu

62




V.TARTISMA

Hucre kualtara teknigi kullanilarak uygulanan yontemler ila¢g arastirma
gelistirme caligsmalarinda hizli ve tekrarlanabilir olmasi nedeniyle ilag
endustrisi  tarafindan  gelistirilen yeni ilag adaylarinin  etkinliginin
belirlenmesinde yogun olarak kullaniimasinin yani sira hicresel belirteglerin
ve metabolik yolaklarin ortaya ¢ikmasinda da etkin olarak kullaniimaktadir.
CRL-1671 endometriyum epiteliyal hicreleri epiteliyal ézellikte olup adherent
kaltir 6zelligine sahip olan ticari bir hiicre hattidir. CRL-1671 endometriyum
hicre hattinin ikilenme zamani 47+1,7 saat olarak bildiriimektedir ve bu
hicrelerin karakterizasyonu yapildiginda keratin pozitif iken uvomorulin ve
vimentin negatif olduklari belirlenmistir (175). CRL-1671 hUcrelerinin uterus
epitel hdcrelerinin fenotipik ¢alismalari igin kullanisli bir model olduklari
bilinmektedir (176).

Calismamizda infertilitede kullanilan ovulasyon indiksiyon ajanlarindan
letrozol, gonadotropin ve blyuime hormonu ilaglarinin tek basina ve kombine
olarak endometriyum hucrelerinde semaforin cevabini inceledik. Bu amagla
hiicre kultar galismasi dizayn edildi. CRL-1671 endometriyum hicre hatt
kullanilarak in vitro ilag etkilerine bakildi. infertilite tedavisiyle ilgili yapilan
arastirmalarda implantasyon ve kadin saghgr g6z 6nlne alindiginda,
calismamizda kullandigimiz ovulasyon induksiyonu ilaglarindan gonadotropin,
blylime hormone ve letrozol'in endometriyum Uzerine etkileri birgcok
arastirmaci tarafindan incelenmistir.

YUT’ te gonadotropinlerin endometriyum (izerine olumsuz etki ettigi
bilinmektedir. Bununla birlikte, endometrial hicre blylmesi Uzerinde
gonadotropin etkisi belirsizdir. 2011 yilinda yapilan Chang ve ark.'inin yaptigi
bir calismada gonadotropinlerin (Gonal-F ve Puregon) insan endometrial
hiicre proliferasyonuna etkisi in vitro olarak incelenmistir. ilk 48 saat icerisinde

hem Gonal-F (Follitropin a) hem de Puregon (Follitropin 3) endometrial hicre
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proliferasyonunu inhibe etmekle birlikte, 72 saat sonrasinda Gonal-F’in
inhibisyon etkisi devam etmis, Puregon ise ters etki gostermistir. Bu durumun
a ve [ follitropinler arasindaki farkli molekuler yapi nedeni ile oldugu
distnUlmektedir (76). Bizim ¢alismamizda gonadotropin olarak Gonal-F
uyguladigimiz insan endometrial epitel hicre hattinda hicre proliferasyon
inhibisyonu gozlenmemisgtir.

Casper ve ark., aromataz inhibit6rlerinin endometriyum Uzerine etkisini
arastirmis, dolasimda ve periferik hedef dokulardaki 6strojen
konsantrasyonunun supresyonuna Yol acan aromataz inhibitérlerinin
endometriyumda Ostrojen sekresyonunun diuzelmesiyle hizli bir endometrial
biaylUmeye yol agan Ostrojen reseptorl artisina neden oldugunu
gbstermiglerdir (63). Buna paralel olarak Mitwally ve ark.1 aromataz
inhibitérlerinin éstrojene olan endometrial sensitiviteyi arttirdigini ve 6éstrojen
varliginda endometrial epitelyum ve stromada hizh bir gogalma, uterus ve
endometriyumun kan akiminda artis meydana getirdigini gostermiglerdir (58).
Bizim galismamizda ovulasyon indiksiyonunda en sik kullanilan aromataz
inhibitéra letrozol tercih edilmistir. Letrozol’Gn rutin kullanim dozu esas alinarak
yapilan hesaplamalarda elde edilen dozu olan 0,61728 pg’in saglanabilmesi
icin 2,5mg letrozol 10mL DMSO igerisinde ¢dzdurulmus ve bu ¢ozelti 1:20
dilisyon orani ile hazirlanarak CRL-1671 insan endometrial epitel hiicre hatti
uzerine uygulanmistir. Letrozol igeren gruplara ait hicrelerin 8. GuUnln
sonunda (sekil 17) yuvarlak olduklari ve adeziv Ozelliklerini kaybettikleri
gorulmustar. Bu spesifik Ozellikler hlcrelerin kaltir kabindan ayrildiklarini,
canlilik ozelliklerinde ve c¢ogalma hizlarinda azalma gdsterdiklerini
belirtmektedir.  Toksisitenin  ¢dzlclu sebebiyetiyle meydana geldigi
dusunulerek, letrozol ¢ozeltisinin  toksik olmayan dilisyon oraninin
belirlenmesi igin MTT testi yapilmasina karar verilmigtir.

MTT testi, sari renkli suda c¢o6zinebilen tetrazolium tuzunun (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)) mor renkli
¢6zinmeyen formazon tuzuna donlsumine dayal, hizli ve hassas
kolorimetrik bir testtir. Tetrazoliumun formazona dénusum Urlnleri NADP ve

NADPH’In indirgenmesi ile olusur. NADH dehidrogenazlar primer olarak
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solunum siklusunun enerji Uretim reaksiyonunda (glikoliz, TCA siklusu ve
oksidatif fosforilasyon) gorev alirlar. NADPH dehidrogenaz ise primer olarak
biyosentezdeki indirgeyici reaksiyonda gorev alir. MTT ybdnteminde canl
hicrelerin mitokondriyal dehidrogenazi, tetrazolium halkasini boler ve MTT
sitotoksite ydntemi hlcrenin, tetrazolium tuzunu formazon CUrindne
cevirebilme vyetenegini Olgcer. Hucrenin canliidi (metabolik aktivitesi)
kayboldugu zaman mitokondriyal fonksiyon azalir ve sonug olarak bu Grinu
cevirebilme yetenegi azalir. Formazon miktari bircok hicre hattindahicre
sayisl ile orantili olarak olusur. Bu nedenle MTT testi hucre canliiginin ve
¢ogalmasinin dlgulmesinde kullanilir. Bizim c¢alismamizda letrozol icin elde
edilen MTT sonuglarina bagll olarak, hucreler Uzerinde toksik etki
yaratmayacak degerin 10 mL DMSO ile hazirlanmis olan letrozol ¢6zeltisinden
1:100 dilisyon orani (0,124 ug) ile elde edilebilecegi hesaplanmig ve letrozol
iceren gruplar belirlenen doz kapsaminda cgalisiimasina karar verilmistir.
Calismamizda yeni dozlarla letrozol uygulanan gruplarda insan endometrial
epitel hicre hattinda proliferasyon inhibisyonu gézlenmemistir.

Hull ve ark.’1 bUyume hormonunun hem uterusa etki ettigi hem de uterusta
uretildigini gostermiglerdir. Ayrica hem BH hem de BH reseptdrleri (BHR) nin
gebe ve gebe olmayan uterusta eksprese edildigi ve BHR'lerin, gebelikte ve
menstrual dénemde, farkli sekilde dizenlendigini bulmuslardir (102). Sbracia
ve ark.’1, BHR'lerin orta ve geg luteal fazlarda insan endometriyumu ve desidua
glanduler hucrelerinde (stromal hlcrelerde degil) eksprese edildigini, ancak
proliferatif veya erken luteal fazlar sirasinda gértulmedigini bulmuslardir (103).
Oliveria ve ark.'inin yaptigi calismada BH eksikigi olan kadinlar, BH replase
edilen kadinlara goére (vicut ylzey alanina gore duzeltildiginde), daha kiglk
uterusa sahip olduklari bulunmustur (104). Stygar ve ark.1 uterusta BHR
mRNA fazlah@inin, 0&strojenle induklenen uterus blyumesi ile guglu
korelasyona sahip oldugunu géstermislerdir (105). Ote yandan Rajesh ve
ark.Inin yaptigi calismada BH eksikligi olan kadinlara BH uygulamasi
endometrial kalinligi artirmamigtir  (107). Bizim c¢alismamizda insan
endometrial epitel hicre hattina uyguladigimiz biyime hormonu sonrasi

hucre proliferasyon inhibisyonu gézlenmemigtir.
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Semaforinler ilk olarak 1992 yilinda Kolodkin ve ark.1 tarafindan
tanimlanmigtir (117). Semaforin ailesi, hicre membranina bagh bulunan ya da
hicreden salgilanilan zar proteinlerinin bir sinifidir. Rapel ve ark.’1 tarafindan
bu hicreler arasi sinyal proteini ailesinin, aksonal bluyume rehberlik molekulleri
oldugu, reseptdor kompleksleri araciliiyla kisa menzilli inhibisyon sinyalleri
gondererek aksonlara, onlari uygunsuz bdlgelerden saptirma ipugclari
verdikleri bulunmus ve semaforinlerin farkh tiplerinin birgok hucresel
mekanizmada rol oynadiklari saptanmistir (116). Pasterkamp ve ark.’
SEMA’larin ayni zamanda immun yanit, kemik gelisimi, anjioyogenez ve
timdrogenezde gorev aldiklarini géstermiglerdir (118). Ayrica hiicre adezyonu
ve hucre motilitesi icin 6nemli anahtar dizenleyiciler olduklari bulunmugtur
(177). Ancak reproduktif sistemde semaforin fonksiyonu ¢ok az arastiriimis ve
rolleri tam olarak belirlenememistir.

Liang ve ark.1 saglikli bireylere ait uterus dokusunun hem bez epitel
hicrelerinde hem de stromal hlcrelerinde yiksek oranda SEMAS3A pozitif
boyanma oldugunu gézlemistir. Ayrica gebelik sirasinda uterusa ait SEMA3A
ifadesinin arttigini géstermisler, bunun da sempatik innervasyonun azalmasi
ile iligkili oldugunu bildirmiglerdir (153).

Marzioni ve ark.’1 semaforin 3A ve PleksinA1’in insan plasentasinda ve
uterusta bulundugunu, gebe uterusunda SEMA3A’nin, gebeligin 16. ve 17.
haftasinda miyometriyumun diz kas hicreleri tarafindan ifade edildigi, birinci
ve ucglncl trimester plasentalarinda, SEMA3A’nin, sinsityotrofoblastlarin
apikal plazma membrani boyunca lokalize oldugunu, vill6z sitotrofoblast veya
stromada olmadigini géstermiglerdir (152).

Richeri ve ark.lari éstrojenle hazirlanmis sigan uterusunda (6zellikle kas
demetiyle sinirlanan ve intrauterin kan damarlarini gevreleyen bag dokuda)
SEMAS3F'nin doku spesifik 5 katli indiiksiyonunu tanimlamiglar (178), Nguyen
ve ark’i SEMA3B ve SEMAS3F’nin saglikli uterus dokusunun hem
endometriyum hem de miyometriyum alanlarinda ¢ok ylksek ifade edildigi ve
endometriyum kanserinde ifade seviyesinin azaldigini gdstermislerdir.
SEMA3B ve SEMAS3F'nin, timér blydmesinin ve anjiyogenezin gugli

inhibitorleri olarak iglev gorduguni kanitlamislardir (169).
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1997 yilinda iki ayri ¢alisma grubu, normal noronal gelisme icin hayati
6neme sahip olan SEMAB3A reseptéri olarak NRP1 ve 2’yi tanimlamiglardir
(135). 1998’de Soker ve ark.’1 NRP1 ve 2’nin, gucli bir anjiojenik faktér olan
VEGF’nin yeni bir reseptoéri oldugunu agiklamiglardir (137). Semaforin 3 ve
VEGF’nin ayni reseptor (NRP) icin yarismasi, semaforinlerin anjiogenezis ile
olan iligkisini agiklar.

2002 yilinda Germeyer ve ark.1 endometrial biyopsi orneklerinde ve
endometrial stromal hicrelerde in vitro olarak SEMAE, NRP1 ve 2'nin
proliferatif faz ile karsilastinldiginda, sekretuar fazda azaldidini tespit
etmislerdir. Bunun aksine, in vitro endometrial stromal hicrelerde,
desidualizasyon yapildiktan sonra Ug¢ proteinin de arttigi gdsterilmistir (148).
Hess ve ark.’1 inceledikleri toplam 32 endometrial numunede (22 folikller faz,
10 sekretuar faz) NRP1’in folikller faz ile kiyaslandiginda, sekretuar fazda
anlamli derecede azaldigini goéstermistir (p<0.05) (167).

2003 yihinda Germeyer ve ark.I tarafindan 20 adet maymundan farkli
menstural fazlarda alinan endometrial 6rneklerde, NRP1’in endometriyum
luminal epitelinde orta-geg¢ proliferatif evrede artmis ekspresyon ve sekretuar
faz sirasinda azalmis ekspresyon oldugu ayrica hem arter hem de ven
endotelinde tim siklus sirasinda ylksek oranda eksprese edildigi gosterilmistir
(161).

2002 yihinda Kao ve ark.’i insan endometriyumundaki SEMAE ve SEMA3
aile homologlarinin ayrica anjiyojenik faktdér olan VEGF'nin implantasyon
penceresinde (midsekretuar donemde) azaldigini (sirasiyla 6 ve 3 kat)
bulmustur (155).

Miao ve ark.i1 NRP1 ve SEMA etkilesiminin endotel hlicresi migrasyon
inhibisyonuyla sonuclandigini gosterdiler (160). Bir ¢calismada tavuk embriyo
endotel hicrelerinde de SEMA3 reseptorlerinin yanlis sentezlenmesi ile,
integrinlerin aktif olarak baskilandigi ve anjiogenezin siddetle bozuldugu
bulunmustur. Serini ve ark.I vaskuller gelisim ve deneysel anjiyogenez
sirasinda, endotel hicrelerindeki endojen SEMA3 fonksiyonunun

bozulmasinin, integrin aracili adezyonu ve hlcre disi matrikslere gogu
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uyardigini, eksojen SEMAS3 proteinlerinin ise integrin aktivasyonunu
antagonize ettigini gosterdiler (179).

Reproduktif sistemde semaforin iligkisi ¢ok az arastirilmis olup farkl
semaforinlerin etkileri tam olarak aciklanamamistir. SEMA’larin  ve
reseptorlerinin  reprodiktif sistemde fizyolojik 6nemi heniz tam olarak
bilinmemekle birlikte; anjiyogenez, epitelyal-stromal iletisim ve embriyonik
implantasyonda 6ncti mekanizmalarini igeren birgok potansiyel fonksiyonlari
oldugu dusundlmektedir. Semaforin reseptérleri olan NRP’lerin, VEGF’e
baglanmasi, anjiyojenezde semaforinin potansiyel bir sinyal roli oldugunu ima
etmektedir. Fizyolojik reproduktif siklus icin ve dahasi embriyonik
implantasyon igin anjiyogenezin gerekli oldugu g6z onine alindiginda
menstirel siklus farkli evrelerinde insan endometriyumunda semaforin ve
reseptoérlerinin folikller ve sekretuar fazda farkli ekspresyonu bu reseptdrin;
siklus boyunca meydana gelen anjiyogenezin hormonal olarak dizenlenen
degisikliklerine katildigini gostermektedir. Follikiler fazda artmig SEMA ve
NRP1 ekspresyonu, VEGF’nin ko-faktéri olarak anjiyogenetik stimulasyonu
arttirnp, endometriyumun duzenlenmesinde rolind ortaya koymaktadir.
Sekretuar fazda azalan SEMA, NRP ve VEGF’nin insan endometriyumundaki,
implantasyona kargilik gelen midsekretuar fazda vazokonstriksiyonun en aza
indirgenmesi, embriyoya artmis kan akisi gerektiren bir surecte anlaml olabilir,
ama VEGF'nin neden azaldigi tam olarak belli degildir. VEGF-NRP
etkilesimlerinin, insan endometriyum epitel ylzey 6zelliklerindeki degisikligi ve
implantasyonu etkileyebilecegini gostermektedir. Reprodiktif siklusda bu
reseptérlerin rollerini daha iyi anlamak; reproduktif anormallikleri dizeltmek
icin yeni stratejilere rehberlik edebilir.

Taft ve ark.| tarafindan SEMA reseptdrlerinden pleksinB1 ekspresyonu
fare oositinde bulunmustur (149). Regev ve ark.’i, pleksinB1’in fare overinde
folikler buylime ve steroidogenezde rol aldigini saptamistir (150). Ben-
Shlomo ve ark.1 Pleksin-Semaforin ve VEGF sistem U(yelerini fare
ovaryumlarinda gdstererek, ovulasyon dénglsu sirasinda dizenlendiklerini
bildirmistir (151).
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Serini ve ark.’1, semaforinlerin; hucreleri ekstraseliler matrikse (ESM)
baglayan hicre vyuzeyi reseptorleri olan integrinlerin fonksiyonunu
dizenledigini gostermislerdir (179) . Barberis ve ark.’i pleksinlerin, ESM’ye
hicre adezyonunu dogrudan etkiledigini ve semaforinler ile plexin
aktivasyonunun, integrin kaynakli fokal adezyonlari birka¢ dakika icinde
cbzduguni gostermislerdir (122). Ounima ve ark.I1 semaforinin pleksine
baglanmasi ile ESM'ye baglanmaya aracilik eden integrinde bir azalma
meydana geldigini ve integrin aracihigindaki adezyonun inhibe oldugunu
gostermiglerdir (129). Kruger ve ark.’nin yaptigi ¢alismada semaforin ile
baglanmamis yani aktif pleksinB1’in ESM'ye integrin baglanmasini ve hicre
adezyonunu yonettigi gosterilmistir (132). Aurandt ve ark.1 pleksin
aktivasyonundan sonra edinilen morfolojik degisikliklerin, ayni mekanizmalarla
hiicre invazyonu ve metastazda rol oynadigini gosterdiler (126). Dalpe ve ark.’i
semaforinlerin r eseptérliglint yapan pleksinB1’in anjiogenezis, epitelyal
morfogenezis ve epitelyal hdcrelerde invaziv blyume ile iligkili oldugunu
gosterdiler (124).

Amir ve ark.larinin planladiklari in vivo g¢alismada endometriyumdaki
menstural siklusun 19-23.gunler arasindaki pleksinB1 ekspresyonunun, 12-
14.gunlere kiyasla (1.166+0.42, 0.523+0.299, p<0.005) anlamli derecede
yuksek bulunmustur. Fallop tipinde PleksinB1 seviyesi menstriel siklus
boyunca belirgin bir gsekilde degismemistir. Endometriyum PleksinB1
ekspresyon seviyesi, implantasyon penceresine kargilik gelen midsekretuar
donemde 6nemli dlgude daha yuksek bulunmustur (180).

Endometrial epitelyal hicrelere reseptif 6zellik kazandiran morfolojik
degisikliklere yol agan insan endometrial epitelyal hiicre ylizeyindeki molekuler
mekanizmalar halen belirsizdir ve reseptif endometriyumun molekller
karakteristikleri tam olarak anlagilamamistir. Harduf ve ark.1 2007 yilinda
reseptif ve nonreseptif hiicre modelleri olarak kullanilan RL95-2 (katalog no:
CRL 1671) ve HEC-1A endometrial hicre hatlarindaki pleksinB1'in rolinu
kesfetmek Uzere tasarladiklari in vitro galismada adezyon igin iyi bilinen bir
model olan insan trofoblast JAR hlcre hattinin sferoidleri ile insan endometrial

epitel hiicre hatlarina adezyon deneyi yapmistir. insan endometrial epitel
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hicre hatti RL95-2 (%71 sferoid tuttunma), diger tamamen polarize insan
endometrial epitel hdcre hatti olan HEC-1A (%23 sferoid baglanma) ile
karsilastirildiginda, JAR sferoidleri icin artmis adezyon gdstermistir ve
semaforin  reseptéri  olan  PleksinB1  ekspresyonu, HEC-1A ile
karsilastirildiginda, adezyon gicu fazla olan RL95-2 hiicre hattinda anlaml
olarak daha yuUksek bulunmus, PlexinB1'e karsi inhibisyon antikorlarinin
varliginda RL95-2 hucrelerinin adezyon oranlarinin énemli dlgude azaldigi
gOsterilmigtir (158). Bu sonug PlexinB1'in blylk olasilikla adezyon 6zelliklerini
artirarak trofoblast-endometriyum epiteli etkilesimine katildigini
gOstermektedir.

2002 yiliinda Kao ve ark.’1 insan endometriyumundaki SEMAE ve SEMA3
aile homologlarinin ve anjiyojenik faktor olan VEGF'nin implantasyon
penceresinde (midsekretuar dénemde) azaldigini (sirasiyla 6- ve 3 kat)
bulmustur (155).

Semaforinlerin ve plexinlerin anjiyogeneze yakindan bagh olduklari ve
foliktler gelisim sirasinda VEGF'in ve reseptorlerinin bilinen etkileri ile
etkilesime girebilecekleri dnerilmistir. Anjiyojenik sistem ve néronal rehberlik
sistemi olarak tanimlanan semaforinlerin arasindaki etkilesimler, implantasyon
penceresi boyunca endometriyumda hlcresel motilite regllasyonu igin
potansiyel yeni mekanizmalar énermektedir. SEMA’larin steroid hormonlarla
duzenlendigi, anjiyogenezde rolleri oldugu, epitelyal-stromal iletisime katildigi
ve implantasyonda nidasyon sirasinda bir rehberlik mekanizmasini igeren
bircok potansiyel fonksiyonu oldugu tanimlanmigtir. Nguyen ve ark.inin
yaptiklari invitro bir calismada SEMA3B ve SEMA3F ekspresyonunun
endometriyum hicre hatti ile kiyaslandiginda, endometrial kanser hicre
hattinda (endometrial kanser HEC-1B ve Ishikawa hiicre hatlarinda) azaldigini
gOsterdiler (169). Ayrica endometriyum kanser hicre hattina eksojen eklenen
SEMASBB veya SEMAS3F'nin, a5B3’ integrini inhibe ederek SEMAS3 sinifinin
invazyonunu azalttigi gésterildi. implantasyon sirasinda en 6énemli roli
Ustlenen adezyon molekdl grubu integrinlerden, integrin a583 hicre-matriks
tutunmasi ve motilitesinin ana araci olarak gosterilmektedir. Dominguez ve

ark.’1 hem endometriyum luminal epitel hicrelerin hem de trofoblastik
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hiicrelerin yizeyinde a5B3 integrin ekspresyonu goézleyip, implantasyon
asamasindaki ilk hlcre-hlcre etkilesiminde gorev aldigini gosterdiler (24).
Apparao ve ark. inin yaptigi galismada implantasyon penceresinin agilmasi ile
reseptif fazin en onemli biyokimyasal belirteci olan a5@3integrin ekspresyon
seviyeleri, luminal epitelin apikal ylzeyinde artis gostermistir (37).
Aciklanamayan infertilitenin nedenleri arasinda gdsterilen a5B3 integrin
ekspresyon diizeylerine bakilarak uygun implantasyon zamani belirlenip, IVF
programinin basari oranlarinin arttirilabilecegi disunulmektedir. Joohnson ve
ark.’larinin  yaptigi c¢alismada a5B3 integrini, progesteron tarafindan
ekspresyonu duzenlenen osteopontin adli ligandina baglanarak trofoblast
hicreleri ve luminal epitel hicreleri arasindaki ilk hicre-hlcre etkilesimini
baglatir (181). Nguyen ve ark.’1 yaptiklari in vitro ¢calismada progesteron veya
D vitamini ile endometriyum kanseri hiicre hattinda SEMA3 ekspresyonunun,
hicre proliferasyonunun ve invazyonunun azaldigini ve a5B3 integrinin
arttigini gosterdiler (169).

in vitro bir calismada endometriyum kanser hiicre hattina eksojen eklenen
SEMA3B veya SEMASF'nin, matrix metalloproteinazlarr (MMP-2, MMP-9)
inhibe ettigini, matriks metalloproteinaz doku inhibitérleri (TIMP3)'ni arttirdigini
bdylece SEMAS sinifinin invazyonu inhibe ettigi gosterildi (169). Yanaihara ve
ark.’1 MMP‘lerin ESM'nin ve bazal membranlarin tutulmasinda anahtar oyuncu
oldugunu goéstermis (170), Giavazzi ve ark.”1 MMP'lerin artmis ekspresyonunu,
hiicre invazyonu ve metastatik potansiyel ile iligkili bulmustur (182). Ote
yandan tumor invazyonu ile implantasyon benzer mekanizma ile olusmaktadir.
Staun-Ram ve ark.’1 implantasyonda MMP-2 ve MMP-9’un ekspresyonunun
artarak MMP’lerin invazyonda go6rev aldigini (42), Zhang ve ark.’|
implantasyon adezyon bdlgesinde endometrial epitel hicrelerin MMP
salgiladigini (174), Strowwitzki ve ark.1 embriyonun endometriyumun bazal
membranini yok ederek stromaya gegtigi invazyon asamasinda ekstraselluler
matriks bilesenlerinin  yikiminin  MMP’ler tarafindan gercgeklestirildigini
goOstermigtir (41). Yanaihara ve ark.n tarafindan endometrial glandiler ve
luminal epitelde reseptif faz sirasinda MMP eksprese edildigi ve infertil

hastalarda MMP’lerin dusuk duzeylerde oldugu gosterilmistir (170). Bruner-
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Tran ve ark.1 endometriozis patogenezinde endometrial hlcrelerin pelvik
peritona invazyonu MMP’ler tarafindan gerceklestigini gostermistir (183).
Endometriyozisli kadinlarda implantasyon basarisizhiginin molekuler temelini
aragtiran Kao ve ark.1 SEMA3 aile homologlarinin ve SEMAE dizeyinin,
implantasyon  penceresindeki insan  endometriyumunda  azalirken,
endometriozisli hastalarin endometriyumunda yuUkseldigini gdstermigtir (156).
Endometrial hiicrelerin peritoneal invazyonu ve peritoneal lezyonlarda belirgin
neovaskularizasyon goérilen endometriyoziste, SEMA’larin artisi  bu
patogenezde roll oldugunu dusundurmektedir.

implantasyon slireci, embriyonun; endometriyum epiteline adezyonu ve
uterin stromayi invazyon kabiliyetine baglidir. Semaforinlerin insan
endometriyumunda implantasyon penceresi boyunca azalmasi, adezyon ve
invazyon inhibisyonunun ortadan kaldirilmasi, endometrial glandiler dallanma
ve/veya maksimum vaskuler gelisimin durdurulmasini ve daha ileri
vaskulogenezin durdurulmasini yansitabilir.

Sonu¢ olarak; implantasyon icin gerekli olan anjiyogenez, adezyon ve
invazyon mekanizmalari distnuldiginde SEMA’larin infertilite patogenezinde
rol aldigini gosteren pek ¢ok arastirma bulunmaktadir. Endometriyum
hicrelerinde SEMA azalmasini saglayan ilaglarin, implantasyona dayali
infertilitede yararli olabilecegini dusundirmektedir. Bu amagla bizim
g¢alismamizda ovulasyon indiksiyonunda kullanilan letrozol (L), gonadotropin
(Gn) ve blyume hormone (BH) ilaglarinin endometriyumda salgilanan sinif 3
semaforinleri degistirip degistirmedigi in vitro kosullarda arastiriimigtir. Pek ¢ok
calismada ilaglar ardisik olarak kullaniimasina ragmen bizim galismamizda
ilaglar hem tekli etki hem de kombine etki gorulecek sekilde hicre kilturtine
uygulanmistir. ilag kombinasyonlari klinik uygulamalara uygun protokoller
dogrultusunda belirlenmistir. llaglar belirtilen siklikta ve dozda 8 giin boyunca
uygulanmigtir. Calismamizda CRL-1671 endometriyum hiicre hattinda, kontrol
grubu ile karsilastinldiginda BH ve BH’nin bulundugu gruplar olan BH+Gn ve
BH+Gn+L gruplarinda SEMA3A, 3F ve 3E’'deki azalmanin istatistiksel olarak
anlamli  oldugu bulunmustur (p<0.001). BH ile BH+Gn grubu
kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlaml fark saptanmamistir (p>0.05).
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BH+Gn grubu BH+Gn+L grubu ile karsilastirildiginda; istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmamistir (p>0.05). Bu da letrozol ve gonadotropinlerin
incelenen semaforinlerin ekspresyonlarina katki saglamadigini
gbstermektedir. Ayrica blyime hormonuna letrozol eklemenin bu noktada bir
Ustinlugu olmadigi da gdsterilmistir. Gonadotropinlerle letrozol yerine blylime
hormonu tercih etmenin bu noktada daha Ustin oldugu gdsterilmistir. Sonug
olarak endometriyum hicre hattinda BH'nin SEMA3A, SEMA3E ve SEMA3F
lizerindeki azaltici etkisi net olarak gésterilmistir. implantasyonda azaldig
gOsterilen semaforinlerin BH ile azalmasi, in vitro olarak BH’nin endometrial
epitel hucrelerinde reseptif 06zelligini destekleyici ve implantasyonu
arttirabilecegini  desteklemektedir.  Literatirde BH’nin  implantasyonu
arttirdigini  gosteren calismalar mevcut olup mekanizmasi igerisinde
semaforinlerdeki artisinda etkisinin oldugu vurgulanmasi gerekmektedir.
Kyrou ve ark.’inin ovulasyon indiksiyonunda zayif over yanit verenlerde en
iyi tedavi bicimini degerlendirmek igin yaptigi glincel bir meta-analizde; ZOY’li
hastalar igin 6nerilen protokol alternatifleri icinde sadece adjuvan BH tedavisi
IVF basari oranini belirgin sekilde arttirdigini géstermistir (100). Duffy ve
ark.’nin toplam 10 calismadan 440 infertil ¢ift alarak olusturduklari analizde
zayif KOH cevapli hastalarin tedavisine BH eklenmesinin KOH cevabini veya
oosit sayisini arttirmasa da, gebelik ve canli dogum oranlarini arttirdigini
gostermiglerdir (101). Fukaya ve ark.1 embriyoda BH varliginda, in vivo
implantasyonun daha yuksek oldugunu godstermistir (108). Zaczek ve ark.’|
BH’nin, farelerde uterus bluyumesini uyararak implantasyonu kolaylastirdigini
kanitlamiglardir (106). Pozzobon ve ark.’1 sigirda (110) ve Drakakis ve ark.’|
farede (111) BH’nin blastokistlerin implantasyon dncesi ¢ikmasi gereken zona
pellucidanin matriksten MMP Uretimini arttirarak soyulma oranini arttirdigini
gostermiglerdir. Thompson ve ark.1 MMP’lerin BH'ye yanit olarak uretildigini
gostermiglerdir (112). Lacroix ve ark.’1 plasental BH'nin (ve daha az oranda
hipofiz BH’nin) trofoblastlarin invaziv aktivitesini uyardigini ve BHR
ekspresyonunun, invazivlik derecesi ile korele oldugunu gostermislerdir (114).
Glnlimiizde IVF uygulanan hastalarda adjuvan BH kullaniminin daha yiiksek

dogum oranlari ile sonug¢landigina dair yeteri kadar kanit olmasina ragmen
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eldeki sonuglarin toplamda ¢ok az hastayl igermesinden ve c¢alismalarin
glictinlin yetersizliginden YUT’te BH kullanimi tartisma konusudur. BH'nin IVF
tedavisi Uzerindeki etkisini daha agikga tespit edebilen daha buylk capta
RKC’ye ihtiya¢c vardir. Literatirde semaforinlerin anjiyogenezi etkileyerek
endometriyumun neovaskularizasyonuna katildidi, integrin inaktivasyonu ile
adezyonu inhibe etttigi, MMP’lere etki ederek invazyonu inhibe etttigi ve
implantasyon penceresinde azaldigi gosterilmigitr. Calismamizdaki sonug olan
BH'nin SEMA3’ler Uzerine negatif etkisi; BH'nin implantasyonu arttirdigini
gOsteren literatUr bilgisi goz 6nune alinarak literatirde etkilesimleri gosterilen
integrinler, MMP’ler ve anjiyojenik faktorler Uzerinden olusabilecegi
dusuncesindeyiz.

Bildigimiz kadariyla galismamiz, insan endometrial hiicre hattinda bliyime
hormonu, letrozol ve gonadotropin ilaglarinin semaforin cevabini gdsteren ilk
rapordur. Burada tanimlanan bilgiler implantasyona dayali infertilitesi olan
kadinlarda kullanilacak ovulasyon indiksiyonu ilag kombinasyonlari segiminde
tercin Ustinlagu saglayabilir. Ancak literatirde bu konuyla ilgili yapiimig
calisma sayisi yeteri kadar olmadigi igin daha fazla in vivo, hayvan ve klinik
calismaya ihtiya¢ vardir. Yeni calismalarla desteklendigi takdirde bdyle bir
yaklagim, endometriyum bozukluklarinda, degisikliklerin daha fazla
arastinimasi i¢in bir asama olusturabilir; O6rnegin implantasyona dayall
infertilite, hiperandrojenik bozukluklari olan kadinlarda endometriyumun
degerlendiriimesi, normovulatuar kadinlarda endometriyumun hedeflendigi
(veya diger terapilerin bir yan etkisi olarak) terapétiklere yanitin
degerlendiriimesi, endometrial hiperplazi ve endometrial kanserler gibi. Son
olarak, bu calisma infertilitesi olan kadinlarda reprodiktif anormallikleri
dlizeltmek icin yeni stratejilere rehberlik edebilir ve infertilite tedavisi (veya
kontrasepsiyon) igin implantasyonun arttiriimasi (veya inhibe edilmesi) hedefli

ila¢ kesfi ve mevcut ilaglarin gelistiriimesine 151k tutabilir.

74



VI. SONUC

Blylme hormonunun insan endometriyum epitelyal hicre hattindaki
semaforin 3A, 3E ve 3F’yi azalttigi gosterilmigstir. Letrozol ve gonadotropinlerin
bu etkiye katki saglamadigi gdsterilmigtir. Ayrica bliylime hormona letrozol
eklemenin bu noktada bir Gstinliglu olmadigi ve gonadotropinlerle letrozol
yerine buylme hormonu tercih etmenin bu noktada daha Ustin oldugu
gbsterilmistir. Implantasyonda azaldi§i gosterilen semaforinlerin BH ile
azalmasi, BH'nin implantasyonu arttirdigini desteklemektedir. Ote yandan bu
sonu¢ Yyeni calismalarla desteklendigi takdirde, implantasyona dayali
infertilitesi olan kadinlarda ovulasyon indiksiyonu amagcli kullanilan ilag
kombinasyonu sec¢iminde tercih Ustinlugu saglayabilir, ilag gelistirme ve ilag

kesfi amacgh arastirmalara isik tutabilir.
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Vil. OZET

FARKLI KOH TEDAVi PROTOKOLLERINE ENDOMETRIAL
SEMAFORINLERIN CEVABI: iN VITRO GALISMA

AMAC: Semaforinler aksonal rehberlik molekili olarak tanimlanmis daha
sonra néronal olmayan dokularda da bulunmustur. Semaforin ailesinin
anjiyogenez, adezyon ve invazyondaki rolleri ile epitelyal-stromal iletisim ve
implantasyon sirasinda bir rehberlik mekanizmasini igeren birgok potansiyel
fonksiyonlari mevcuttur. implantasyon sirasinda adezyon, invazyon ve
anjiyogenez major fizyolojik degisiklik olup, implantasyon penceresinde
semaforin 3 aile homologlarinin azaldigi gosterilmigtir. Endometriyum
hicrelerinde SEMA azalmasinin, implantasyona dayali infertilitede yararli
olabilecegi disunulmektedir. Bu amagla g¢alismamizda ovulasyon
indiksiyonunda kullanilan letrozol (L), gonadotropin (Gn) ve blylime hormonu
(BH) ilaglarinin endometriyumda salgilanan sinif 3 semaforinleri degistirip
degistirmedidi in vitro kosullarda arastiriimistir.

GEREC VE YONTEM: CRL-1671 insan endometrial epitel hiicre hatti
kullanilarak in vitro ilag etkilerine bakilmistir. Kontrol grubu 1.Grup olmak tizere
toplam 6 grup olusturulmustur. 2.Grup BH, 3.Grup Gn, 4.Grup BH+Gn, 5.Grup
L+Gn, 6.Grup L+Gn+BH’dir. ilag kombinasyonlari klinik uygulamalara uygun
protokoller dogrultusunda BH 1., 4. ve 8. glnlerde, L ilkk 5 gin, Gn 8 gln
boyunca (L ile uygulandiginda doz 1/3 azaltihp 3. glinden itibaren)
uygulanmistir. ilag uygulama sonrasi immunohistokimya ve immunofloresan
boyama yapilmig ve o6rnekler 200x blyUtmede degerlendirilmigtir. Her bir
preparat igin rastgele secilmis 5 alanda her 100 hucre iginde pozitif boyanan
hiicreler boyanma siddetleri (i); hafif (1)(+), orta (2)(++) ve siddetli (3)(+++)
olacak sekilde sayilarak HSCORE degerleri belirlenmistir [ HSCORE: > Pi (i+1)

(Pi: % pozitif boyanmis hlcre sayisi; i: boyanma siddeti)]. Sonuglar One-way
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ANOVA istatistiksel testi ile degerlendirilmis, istatistiksel olarak p degeri
0.05'ten kucuk elde edilen karsilastirmalar istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).

BULGULAR: Calismamizda CRL-1671 insan endometrial epitel hlicre
hattinda, hi¢ ila¢c uygulanmayan kontrol grubu ile kargilastirildiginda BH ve
BH’nin bulundugu gruplar olan BH+Gn ve BH+Gn+L gruplarinda SEMA 3A,
3F ve 3E’deki azalma istatistiksel olarak anlamh bulunmustur (p<0.001). BH
ile BH+Gn grubu kargilastirildiginda istatistiksel olarak anlamh fark
saptanmamigtir  (p>0.05). BH+Gn grubu BH+Gn+L grubu ile
karsilastirildiginda; istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p>0.05).
SONUC: Biyime hormonunun insan endometrial epitel hiicre hattindaki
semaforin 3A, 3E ve 3F'yi azalttigi gosterilmistir. Letrozol ve gonadotropinlerin
bu etkiye katki saglamadigi gosterilmistir. Ayrica bliylime hormona letrozol
eklemenin bu noktada bir Ustunligu olmadigi ve gonadotropinlerle letrozol
yerine blylme hormonu tercih etmenin bu noktada daha Ustin oldugu
gosterilmistir. implantasyonda azaldigi goésterilen semaforinlerin BH ile
azalmasi, BH'nin implantasyonu arttirdigini desteklemektedir. Ote yandan bu
sonu¢ Yyeni caligmalarla desteklendigi takdirde, implantasyona dayali
infertilitesi olan kadinlarda ovulasyon indiksiyonu amacli kullanilan ilag
kombinasyonu segiminde tercih Ustunlugu saglayabilir, ilag gelistirme ve ilag
kesfi amach arastirmalara isik tutabilir.

ANAHTAR KELIMELER: letrozol, blyiime hormonu, gonadotropin,

endometriyum, semaforin.
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Viil. ABSTRACT

RESPONSE OF ENDOMETRIAL SEMAPHORINS IN DIFFERENT COH
TREATMENT PROTOCOLS: IN VITRO STUDY

OBJECTIVE: Semaphorins have been identified as axonal guidance
molecules and later found in non-neuronal tissues. The semaphorin family has
many potential functions including angiogenesis, adhesion and invasive roles,
and a guidance mechanism during epithelial-stromal communication and
implantation. Adhesion, invasion and angiogenesis during implantation are
major physiological changes, and semaphorin 3 family homologs have been
shown to decrease in the implantation window. It is thought that SEMA
reduction in endometrial cells may be beneficial in implantation-based
infertility. For this purpose, we investigated in vitro conditions that letrozole (L),
gonadotropin (Gn) and growth hormone (GH) drugs used in ovulation induction
in our study altered class 3 semaphorins secreted in the endometrium.
MATERIALS AND METHODS: In vitro drug efficacy was determined using the
CRL-1671 human endometrial epithel cell line. A total of 6 groups were formed,
the control group being the first group. Group 2 GH, Group 3 Gn, Group 4 GH
+ Gn, Group 5L + Gn, Group 6 L + Gn + GH. Drug combinations were applied
to the clinical applications in accordance with appropriate protocols on days 1,
4 and 8 on GH, 5 days on L, 8 days on Gn (reduced by 1/3 when applied with
L and on day 3). Immunohistochemistry and immunofluorescence staining
were performed and the samples were evaluated at 200x magnification.
Staining intensity (i) of positive stained cells in every 100 cells in 5 randomly
selected 5 sites for each preparation; HSCORE values were determined as
being mild (1) (+), moderate (2) (++), and severe (3) (+++), [HSCORE: > Pi (i
+ 1) (Pi:% of cells stained positive; i: staining intensity)]. The results were
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evaluated by One-way ANOVA statistical test. Statistically, p values less than
0.05 were considered statistically significant (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).
RESULTS: The decrease in SEMA 3A, 3F and 3E in the GH and GH groups
(GH + Gn and GH + Gn + L groups), in the CRL-1671 human endometrial
epithel cell line was statistically significant when compared to the control group
(p <0.001). When the group GH is compared with the group GH + Gn groups,
no statistically significant difference was found (p> 0.05). When the group GH
+ Gn is compared with the group GH + Gn + L; there was no statistically
significant difference (p> 0.05).

CONCLUSION: Growth hormone has been shown to reduce semaphorin 3A,
3E and 3F in the human endometrial epithel cell line. Letrozole and
gonadotropins have been shown to not contribute to this effect. It has also
been shown that the growth hormone letrozole joint has no superiority at this
point and that it is better to choose growth hormone instead of letrozole with
gonadotropins. Reduction of the indicated semaphorins by implantation
supports GH's implantation. On the other hand, if this result is supported by
new studies, women with implantation-based infertility can provide preference
in the selection of drug combinations used for ovulation induction, and can
shed light on research for drug development and drug discovery.
KEYWORDS: letrozole, growth hormone, gonadotropin, endometrium,

semaphorin.
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