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OZET
Giris

Giinlimiizde infertil ¢iftlerin g¢ocuk istekleri onemli bir saglik sorunu olarak kendisini
gostermektedir. Cifilerin degerlendirilmesi bir siiregtir. Bu siiregte son basamak olan ve ilk kez
1978 yilinda basariii bir sekilde uygulamaya giren in-vitro fertilizasyon insanlhk ve iireme
endokrinolojisi tarihinde yeni bir ¢ag agmigtir. In-vitro fertilizasyon sikluslarinda tek embrivo
transferi ile %30-40’larda basari yakalanmaktadir. Onde gelen hiz kistlayic1 basamaklardan biri
implantasyon basarisizh@idir ve implantasyon basansizhmma etki eden birgok faktor
bulunmaktadir. Bu ¢ahismada tekrarlayan implantasyon basarisizhigi olan hastalarin klinik olarak

endometriyal degerlendirmesinde CD56 ve CD98 molekiiler markirlarinin rolii arastinlacaktir.
Materyal ve Metod

Calismaya Bagkent Universitesi Tip Fakiiltesi Ankara ve Adana Hastaneleri Kadin Hastaliklar: ve
Dogum Anabilim Dalinda 2004-2010 yillar: arasinda Tiip Bebek Merkezine bagvuran tekrarlayan
implantasyon basarisizlify tanisi alan 21 ve kontrol grubu olarak da 15 hasta dahil edilmistir. Bu
hastalarin implantasyon evresindeki endometriyal biyopsileri ve klinik verileri retrospektif olarak
saptanmis olup, biyopsi materyalleri imminohistokimyasal véntemler kullanilarak CD56 ve

CD98 ekspresyonlan agisindan degerlendirilmistir.
Sonuglar

Hastalarin klinik verileri karsilagtiriidifinda homojen birer grup olduklari saptanmig olup bu
gruplar arasinda CD56 ve CD98 boyanmalart agisindan istatistiksel anlamh fark saptanmistir

(p<0.03).
Tartisma

Onceki galismalarda CD56 boyanma diizeyleri ile implantasyon basansizhigi ve tekrarlayan
gebelik kayiplan agisindan anlamh veriler saptanmis olup bu galismada da hem CD36

kullaniminin hem de CD98 kullaniminin klinikte faydali sonuglar dogurabilecegi belirtilmistir.



ABSTRACT

Introduction

Today, the children request of infertile couples is a major heaith problem. Evaluation of couples
is a process until to the last step of assisted reproductive techniques which is called in-vitro
fertilization. First IVF was succesfully used in 1978 and procedures related with technique
gradually evolved in time. Today there is a success rate of 30-40% per IVF cycle with one
embryo transfer. The most important speed limiting step on IVF cycles is implantation process
which is affected from various different kinds of factors. In this study we aim to investigate the
clinical value of immunohystochemical stainings of CD36 and CD98 between recurrent

implantaion failure and the control group.

Methods

This is a retrospective study performed for patients applied to Baskent University Ankara and
Adana Hospital’s IVF clinics between 2004 and 2010. 21 patients were included into the
recurrent implantaiton failure while 15 patients were forming the control group. Implantation
phase endometrial biopsies of mentioned groups subjected to immunohystochemical staining

with CD56 and CD98 and the results evaluated with their past clinical data.
Results

There is a significant differance between two homogenous groups on their staining with CD56

and CD98 (p<0.05).
Discussion

Previous studies with CD56 staining levels of meaningful data in terms of implantation failure
and recurrent pregnancy loss was also detected in this study. The use of CD56 and CD98 in

patients ongoing IVF cycles could lead us to a data that be clinically useful.
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1. Giris

Dogum, yasamin siirekliligi i¢in temel bir evrimsel siiregtir. Yeni bir yasamin olusumu, ilk 6nce,
dollenme ile sonuglanan bir oosit ile spermin birlesmesine baglidir; bu tiir bir birlesme sonucu

ortaya ¢ikan zigot, birgok mitotik hiicre boliinmelerine ugrar.

Implantasyon, endokrin, parakrin, otokrin, hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimleri sonucunda
ortaya ¢ikan, cok sayida molekiiliin fonksiyon gosterdigi karmasik bir siirectir. Ancak, bu
siirecteki molekiillerin kusursuz etkilesimlerinin detaylar1 ve sirasi henliz tam olarak
tanimlanamamustir. Insanlarda implantasyon asamasimi, embriyo ile uterusun etkilesimlerini
molekiiler diizeyde incelemek oldukga gii¢ bir istir. Implantasyon embriyonun blastosist
asamasinda gerceklesir. Implantasyon asamasinda zona pellicuda blastosistten ayrilir, blastosist
uterus endometriyumu ile yakin fiziksel temas kurar ve uterusla arasinda fizyolojik bir bag kurar.
Implantasyon siireci 3 asamaya ayimrilmustir: appozisyon, adhezyon ve penetrasyon [1, 2].
Appozisyon, embriyonik trofoektoderm hiicrelerinin uterus yilizey epiteline ydnlenmesinin
olusturdugu bir durumdur. Hatching siirecini takiben ortaya c¢ikmaya baslar. Appozisyon,
adhezyon asamasi ile devam eder. Adhezyon, yiizey epitelinin ve trofoektodermin temas ederek
integrinler araciligi ile baglanti kurdugu asamadir. Penetrasyon asamasinda ise, ylizey epiteli
trofoektoderm tarafindan invazyona ugrar ve embriyo uterus endometriyumu igerisine
gomiilmeye baslar. Bu over steroidleri bagimli fenomen sadece implantasyon penceresi olarak
adlandirilan ve kendini smirlayan, endometrial reseptivitenin belirgin oldugu siklusun 20 - 24.

giinleri arasinda gerceklesmektedir.

Insanlarin iiremesinde ve IVF (In-vitro Fertilizasyon) sikluslarinda yeterli implantasyon,
sinirlayict bir faktdr olmaktadir. Yardimci iireme tekniklerindeki major gelismelere ragmen taze
embriyo transferi sikluslarinda klinik gebelik elde etme orani %31, oosit donasyonlarinda bu oran
%41 diizeyinde kalmaktadir [3]. Yine IVF sikluslarinda ortalama implantasyon orant %25
diizeyindedir [4]. IVF sikluslarinda implantasyon basarisini arttiracak faktorlerin bulunmasi, bu

hiz kisitlayan basamaktaki basariy: arttiracaktir.



Tekrarlayan implantasyon basarisizligi tanimi altinda IVF tedavisine alinan hastalarin basari
sanslarinin  arttirilabilmesi i¢in, bu tamiyr olusturan etiyolojik faktorlerin aydinlatiimasi
gerekmektedir. Bu noktada, 6zellikle implantasyon evresinde, endometriyal dokuda siiregelen

fizyolojik ve / veya patolojik olaylarin aydinlatilabilmesi i¢in arastirmalar yapilmaktadir.

Bu calismanin amact; immiinohistokimyasal yontemler kullanilarak implantasyon evresindeki
endometriumda, tekrarlayan implantasyon basarisizligr tanili hastalar ile kontrol grubu arasinda,

CD56 ve CD98 molekiilleri ekspresyonlari agisindan fark olup olmadiginin saptanmasidir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Normal implantasyon

2.1.1 implantasyon Oncesi, Ovulasyon ve Fertilizasyon

Primordiyal folikiilden preovulatuar folikiil olusuncaya kadar yaklasik 375 giinliikk bir siireg
gerekmektedir. Bu siire¢ icerisinde oosit once hipofizer hormonlara yanitsiz oldugu bir donemden
gecer. Takiben preantral oosit doneminde siklik GnRH salinimlarina cevaben iiretilen FSH ve LH
hormonlarmma bagimli dénem baglar.(0-14 giinler). Bu donemde oosit kendisini gevreleyen
stromal hiicrelerin yardimi ile (graniiloza ve teka hiicreleri) 6nce sekonder oosit daha sonrasinda
tersiyer oosit 18-24mm (Graaf folikiilii) evrelerine ulasir. LH pikini takiben 9-12 saat araliginda
kumulus — oosit — kompleksinden ayrilan oosit tubal silialar yardimi ile fertilizasyonu takiben

implantasyon siirecini baglatmak amaci ile uterusa dogru yonlenecektir [5].

2.1.2 implantasyon evresi

Implantasyon blastosist safhasina gelisen embriyonun reseptif olan endometriuma tutunmasini
ve endometriumun i¢ine gémiilme siirecini iceren kompleks molekiiler baglantilar ile sekillenen
bir grup prosediirii icermektedir (Appozisyon, Adezyon ve Penetrasyon). Endometrium sadece
kisa bir siireligine reseptif hale gelebilmektedir ve implantasyon penceresi olarak adlandirilan ve
menstiirel siklusun 20-24. gilinlerine denk gelen bu donemde implantasyon siirecinin basamaklar1
gerceklesmektedir [6, 7]. Basarili bir implantasyon olusabilmesi i¢in 3 temel 6geye ihtiya¢ vardir
ki bunlar; progesteron etkisinde, dayanikli bir endometrium, canli bir embriyo ve embriyo ile

endometrium arasinda senkronize bir diyalogdur.

2.1.3 Anatomik degisiklikler

Progesteron etkisi altinda ovulasyondan sonraki altinci giinde yiizey epitelinin apikal bolgesinde,
pinopodlar diye adlandirilan mikroprotriizyonlar olusmaktadir. Bu pinopodlar implantasyon
penceresinde sadece 24 saat kadar varli§ini siirdiirerek embriyonun tutunmasi i¢in uygun ortami
saglar [8, 9]. HOXA-10 ekspresyonu pinopod olusumunda onemli bir yere sahiptir. HOXA-10

ekspresyonunun bloke edilmesi ile pinopod olusumu ileri derece azalmaktadir [10]. Yine



sekretuar fazda implantasyon sirasindaki stromal 6deme cevap olarak beliren ilk belirti olan ve
kapiller permeabiliteyi arttiran yaygmn bir damar agr endometriumun ylizey katmanlarinda
belirmeye baslar [11]. Bu olusum bize vaskiiler degisikliklerin implantasyonda 6nemli bir rol

aldigini belirtmektedir.

2.1.4 Hormonal Durum ve Diger Proteinler

Endometrial glandlarin  mid-luteal fazdaki sekretuvar maturasyonu i¢in dolasimdaki
progesteronun Ostrojene olan oraninin belirli bir diizeyde tutulmasi gerekmektedir. Ayni1 zamanda
bu donemdeki yliksek dstrojen seviyeleri implantasyonu engellemektedir [12-14]. Progesteronun
blastosist implantasyonu i¢in vazgeg¢ilmez oldugu; dolagimdaki progesteronun spesifik antikorlar
eklenerek noétralizasyonu ile [15], biyosentezinin inhibe edilmesi ile, hedef organ diizeyinde
progesteron etkisinin reseptdr blokorleri veya antiprogestogenler kullanilarak engellenmesi ile
[16, 17] kanitlanmistir. Sonu¢ olarak endometriumun reseptif doneminde progesteron

vazgecilmez iken, dstrojen gerekli goriilmemektedir.

Kalsitonin sentezinin de progesteronun etkisi altinda reseptivite doneminde artmis oldugu
saptanmustir. Bu artisin Ca™" kanallar1 sayesinde sinyal iletimine katkida bulunarak appozisyonu

saglamasi ile reseptiviteyi arttirdig1 diistiniilmektedir [18].

Siklik regiile olan hormonlar disinda bir¢cok protein yapinin da implantasyon déneminde etkili
olduklar1 bilinmektedir. Hiicre — hiicre ve hiicre - matriks etkilesimine katkida bulunarak hiicre
migrasyonunda ve diferensiyasyon sinyallerinin iletiminde gorev alan avf3 ve a4f1 gibi hiicre
adezyon molekiilleri implantasyon penceresi doneminde insan endometriumunda saptanmistir
[19]. avBs ve ligandi olan osteopontin embriyonik tutunma i¢in potansyel birer reseptdr olarak
goriilmektedirler [20]. ovP3 ekspresyonuna progesteron, HOXA-10 ve embriyonik IL-1 pozitif
yonde katki saglarken, asir1 yiiksek E2 diizeyleri integrinlerin ekspresyonunu azaltirlar [21, 22].

Diger bir hiicre adezyon molekiilii olan selektinler de implantasyonda 6énemli rol oynamaktadir.

Blastosistin tiim yiizeyinde L-selektin’in yaygin boyanmasi saptanmistir. Benzer sekilde L-



selektin reseptor ligandlart MECA-79 ve HECA-452 de maternal yilizeyde 6zellikle implantasyon

doneminde eksprese edilmektedir [23].

Prostoglandinlerin (PG) ovulasyon, implantasyon ve mensturasyonda énemli roller oynadiklar
bilinmektedir [24]. Siklooksigenaz-1 (COX-1) ve siklooksigenaz-2 (COX-2) enzimlerinin
olusumunda rol aldiklar1 ve progesteronun siklik degisimlerine cevap veren prostaglandin
seviyeleri  uterin kavite sivisinda da siklik degisiklikler gosterir [25]. Prostaglandinlerin
olusumunda rol alan enzimlerden fosfolipaz A> (cPLA2) ve COX-2 yi tasimayan farelerde
yapilan ¢alismalar implantasyon agisindan onemli bilgiler saglamistir. Bu enzimlerden herhangi
birinin eksikligi durumunda prostaglandin sentezi aksamakta gecikmis implantasyona bagh
gebelik basarisizliklar1 olugmakta, benzer sekilde lizofosfatidik asit reseptor 3 eksikliginde de
cPLA2 eksikligine benzer bir durum gelismektedir. Disaridan verilen PG ile dogru zamanda

implantasyonun saglandig1 gosterilmistir [26, 27].

Miisin molekiilii insan ve fare endometriumlarinin apikal yiizeylerinde bulunan yiiksek molekgl
agirlikli yapilardir. Bu molekiillerin igerisinde iki tanesi, MUC-1 ve MAG (Mouse ascites golgi)
one ¢ikmaktadir. MUC-1 pencere doneminde embriyo implantasyonuna bir bariyer olustururken,
bu molekiiliin luminal yiizeyde yogunlugunun azalmasi ile implantasyonun kolaylastig
belirtilmistir. MAG ise implantasyonun erken doneminde (18-19.giin) belirginlesmekte olup,
nedeni izah edilemeyen infertilitesi olan hastalarin %60 kadarinda anormal MAG ekspresyonu

gdzlemlenmistir. Implantasyon basarisi igin bir markir olarak kullanilmasi dnerilmistir [28].

Ozellikle gebelikte ve luteal fazda endometrium fonksyonlarmi yansitan PP-14 (Pregnancy
protein 14 veya glikodelin) agiklanamayan infertilitesi olan IVF hastalarinda implantasyon
basarisin1 saptamak amaci ile kullanilmistir. Embriyo transferini takiben 8. giinde alinan serum

orneklerinde bakilan glycodelin diizeyi gebe kalanlarda anlamli olarak ytiksek saptanmistir [29].

Hiicre yiizey reseptorleri ile iliskide bulunan ve gii¢lii bir hiicreler arasi sinyal regiilatérii olan
glikoprotein yapisindaki sitokinler, blastosist formasyonunda ve implantasyon asamasinda onemli
bir rol iistlenmektedir. Blastosistin endometrial kaviteye girmesi trofoblastlardan endometrial

reseptiviteyi saglayacak ¢esitli sitokinlerin salinmasini saglamaktadir. Memelilerde bu



sitokinlerin etkilerinin tam veya parsiyal olarak engellenmesi implantasyon basarisizligina veya

anormal plesenta formasyonuna yol agmaktadir [30, 31].

Proliferasyon, diferensiyasyon ve hiicre sagkalimi ile ilgili otokrin ve parakrin etkisi saptanan
16semi inhibe edici faktor (LIF) eksikligi durumunda farelerde implantasyonun olusmadigi, LIF
desteginin verildigi durumda ise normal implantasyonun yeniden saglandig belirtilmistir [32].
Yakin zamanda LIFin adezyon ve invazyon safhasinda énemli bir rol oynadig1 gosterilmistir [33].
Klinik arastirmalarda rekombinant LIF ¢aligmalar1 implantasyonu arttirmak amaci ile yapilmakta

olup gelecekte bu tiir caligmalar ¢cok 6nemli roller oynayacaktir [34].

IL-6 ekspresyonu ozellikle mid luteal donemde artan ve daha sonra ge¢ luteal donemde azalan bir
salgilanma paterni izler ve epiteliyal glandiiler hiicrelere lokalize halde saptanir. IL-6 reseptorii
de tim menstiirel siklus sirasinda sabit bir sekilde eksprese edilir ve endometrial reseptivitede ve
implantasyon siirecinde rol almaktadir [35, 36]. IL-6 ekspresyonunun implantasyon penceresi
doneminde fazla olmas1 ve hem blastosistin hem de endometriumun IL-6 reseptorlerini igeriyor
olmast IL-6 nin implantasyondaki otokrin/parakrin etkisini gdstermektedir. IL-6 geninin
hedeflenerek tahrip edilmesini takiben fare blastosistinin implantosyonu bozulmamis olup
implante olan blastosistin gelismedigi saptanmistir [37]. Tekrarlayan diisiikleri olan hastalarda da
mid-luteal endometrial IL-6 ekspresyonunun baskilanmis oldugu ortaya ¢ikarilmistir [38]. LIF ve
IL-6 nin birlikte dahil oldugu ve sinyal iletiminde gpl130 aksesuar sinyal iletim alt {initesi
kullanan aileye IL-11 de dahildir ve IL-11 ile IL-11 reseptorii de son donemde insan
endometriumunda saptanmistir. Endometriumdaki tim esas hiicre tipleri siklik diizende IL-11

eksprese etmektedir.

Matriks metalloproteinazlar1 (MMP) ekstraseliiler matriksin  yikiminda ve yeniden
yapilandirilmasinda 6nemli bir gorev istlenirler. MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-9 ve
MMP-10 endometriumda saptanmiglardir [39]. Sitokinler disinda TGF beta gibi ¢esitli biiyiime
faktorleri otokrin ve parakrin etki gostererek proteaz ve anti-proteazlarin ekspresyonu ile
implantasyonda rol oynamaktadirlar. Fare deneylerinde heparin baglayici epidermal biiyiime

faktérii (HB-EGF) implantasyonda ¢ok ©6nemli bir gérev aldifi saptanmustir. Insan



endometriumunda da HB-EGF’nin implantasyon doneminde eksprese edildigi goriilmiistiir [40,

41].

2.2 implantasyon Basarisizhg

Implantasyon basarisizig1 icin net bir tanim olmasa da sik¢a kullanilan kritier ard arda ii¢ kez
yapilan IVF uygulamasinda (bazi1 otorlerce 5 adet kaliteli veya toplamda 10 adet embriyo
kullanilmasina ragmen) embriyo implantasyonunun basarisiz  olmasidir. Tekrarlayan
implantasyon basarisizliindaki nedenler acisindan farkli goriisler mevcuttur. Bir grup
arastirmact tekrarlayan implantasyon basarisizligi icin iyi kalitede embriyolarin transfer
edilmeleri ve embriyo kalitesinin kotli oldugu durumda implantasyon basarisizligindan
bahsedilmemesi gerektigi goriisiindeyken diger bir grup ise iyi kalitede embriyo iiretememenin
bile bagli basmma implantasyon basarisizligit nedeni olmasi gerektigini savunmaktadir.

Implantasyon basarisizliginda rol oynayan faktérlerin baslicalari tablo 1 de dzetlenmektedir.

Tablo 1: Implantasyon basarisizliginda etiyolojik faktorler ve nedenleri.

Etiyolojik Faktorler Nedenleri

Diisiik over rezervi ve yas baglantili kromozomal
Anne yas1, oosit ve embriyo kalitesi anomaliler

Polikistik over sendromu

Antifosfolipid antikorlart

. - Oto-immiin hastaliklar
Immiinolojik faktorler

Endometriyal sitokinlerin ve naturel killer hiicrelerin

anormal ekspresyonu

Endometriyal dstrojen ve progesteron reseptorlerinin

) . anormal ekspresyonu
Endometriyal reseptivite o o _

Endometriyal integrinlerin ve pinopodlarin anormal

ekspresyonu

Endometrial polipler

Intramural fibroidler

Uterin, Tubal ve Peritoneal faktorler Hidrosalpinks
Endometriozis

Enfeksiyon




2.2.1 Anne Yasi, Oosit ve Embriyo Kalitesi

Artan anne yaginin iireme performasina olan olumsuz etkisi bir gercektir. 35 yasindan sonra hem
over rezervinin azalmasi hem de sex kromozomlar1 dahil 13,16,18,21 ve 22. kromozomlarda
olusan andploidilere daha agik olunmasi IVF sikluslarinda implantasyon basarisizligi sansini
arttirmaktadir [42]. Implantasyon basarisizlif1 saptanan hastalarda preimplantasyon genetik tani
ve andploidi taramasi sonrasi blastosist transferi tartisilmis olmakla birlikte yapilan bir ¢alismada
bu yontem ile karsilastirilan iki yas grubu (25-40 yas ve 41 yas istii) arasinda implantasyon
basarisinda anlamli bir fark saptanmamustir [42].

Normal folikiiler fazda oositler, kumulus hiicrelerindeki LH reseptorlerini kontrol ederek erken
maturasyonu ve prematiir liiteinizasyonu engeller. Polikistik over sendromu olgularinda prematiir
LH piklerinin olmas1 bu siireci sekteye ugratmaktadir. Yapilan bir calismada IVF protokollerinde
LH piklerinin 6nlenmesi ile PKOS hastalar1 ile kontrol grubu arasinda IVF sonuglar1 agisindan
fark tespit edilmemistir [43]. IVF uygulanacak olan PKOS hastalarinda metformin kullanimu ile
plaseboya gore 2 kat fazla 12 hafta gebelik saglanmasi ise, metforminin tekrarlayan implantasyon

basarisizlig1 olan PKOS hastalarinda da benzer sonuca ulasilabilinecegini diisiindiirmektedir [44].

2.2.2 immunolojik Faktérler

Atifosfolipid antikor sendromu vendz ve arteriyel tromboembolik olaylar ile karakterize,
kardiyovaskiiler dermatolojik, norolojik sistemleri etkileyen, tekrarlayan implantasyon ve iireme
basarisizligina, tekrarlayan diisiiklere yol agan multisistemik bir bozukluktur. Tekrarlayan
diisiikler i¢in tedavisinde diisiik doz aspirin ile oldukca biiyiik bir mesafe katedilmis olmasina
ragmen ayni basar1 tekrarlayan implantasyon basarisizligi i¢in elde edilememistir [45, 46].

Interlokin ailesinden inflatauvar yanit dnciillerinden TNF-o. ve IFN-y min endometrial asiri

ekspresyonunun implantasyon basarisizliginda rol oynadigi gosterilmistir [47].



2.2.3 Uterin, Tubal ve Peritona Bagh Faktorler

Implantasyon basarisizlig: ile direkt olarak iliskilendirilemeyecek olsa da polipler, submukoz
myomlar ve sinesinin tekrarlayan IVF basarisizligi ile iligkisi olduguna dair yazilmis makaleler
bulunmaktadir. Submuk6z myomlarin 6zellikle IVF tedavisi sirasinda biiyiime egiliminde ise, bir
sonraki IVF tedavisi Oncesi ¢ikarilmasini Onerenler bulunmaktadir. Benzer sekilde
hidrosalpinksin IVF basarisin1 yar1 yartya azalttigi ve var olan hidrosalpinksin kaldirilmast ile
basarmin arttig1 bildirilmistir. Giincel kanita dayali tip, hidrosalpinks varliginda IVF 6ncesi

unilateral veya bilateral salpenjektomi yapilmasini dnermektedir [48].

Adenomyozis de tek basina tekrarlayan implantasyon basarisizliginda etken olabilecegini belirten
yayinlar vardir. 152 infertil hastada yapilan bir calismada sub-endometriyal baglanti zonu
kalinlig1 6l¢iilmiis olup bu alanda kalinlagma saptanan hastalarin IVF implantasyon basarisi
anlamli olarak diisiik saptanmistir [49].

2.3CD 98

CD 98, aminoasit ve hormon transportunda, hiicre birlesmesinde ve integrin bagimli yayilmaya
neden oldugu bilinen, birden ¢ok fonksyonlu, tiim insan dokularinda; 6zellikle akciger, bobrek,
dalak, over, testis ve plesenta gibi organlarda kendisini gosteren, bir tip 2 glikoproteindir [50-52].
Mutant CD 98 alele sahip fareler embriyonik gelisme safhasinda (ortalama 7-9 giin) 6liirken, total
gen delesyonuna bagli eksikligi ise daha erken donemlerde Oliimcildiir [53]. Molekiil
transportundaki gorevini B1 integrinler ile iligskiye girerek yiiriitiir. B1 integrinlerin de CD 98 gibi
hiicre bdliinmesinde ve canliligin devaminda rolleri biiyiiktiir ki; benzer sekilde B1 integrin
eksikligi de implantasyondan hemen sonra boliinemeyen hiicreler ve 6liim ile kendisini gosterir

[54].

CD 98 ekspresyonu sadece implantasyon penceresine 0zgii olup, gonadal steroid hormonlar ve
hCG ile stimule edilebiliyor olmasi implantasyon siirecinde énemli bir yere sahip olabilecegini
gostermektedir. Yine bir ¢alismada endometriyal hiicrelerin bulundugu ortama blastosistin de

dahil edilmesi ile parakrin etki ile CD 98 de asir1 dereceli bir ¢ogalma saptanmistir. Fare {izerinde



yapilan deneylerde lentiviriisler aracilign ile CD 98 gen ekspresyonunun baskilanmasi ile
blastosist adezyonuna darbe vurulmus olup, tam tersi olarak da CD 98 ekspresyonunun 2-10 kat

arttirllmasi ile 24 saat igerisinde %100’e yakin implantasyon saglanmigtir [55].

2.4 CD56 ve Uterin Naturel Killer Hiicreler

Naturel Killer (NK) hiicreleri morfolojik olarak azurofik graniiller i¢eren biiylik sitoplazmalariyla
karakterize olup; bazen large granuler lenfosit (LGL) adin1 alirlar (resim 1).
Periferik ve uNK hiicrelerinin karakteristik 6zellikleri CD56 antijenine sahip olmalaridir. CD57
insan NK hiicrelerinin ilk tanimlanan marker olsa da daha sonralar1 gelistirilen CD56 ve CD16
NK hiicrelerin tanimlanmasinda daha sik kullanilmistir. NK hiicreleri iki sekilde gosterilebilir.

I- CD16 negatif CD56 pozitif NK hiicreleri (CD56 parlak)

2- CD16 pozitif CD56 pozitif NK hiicreleri (CD56 sontik)

Resim I : NK hiicrelerinin 15tk ve elektron mikroskobik goriintiileri.

NK hiicrelerin 6zelligi, bagisiklik sistemi T hiicrelerinden salgilanan antikorlar yoklugunda
hedefine spesifik olarak yonlenebilmesi ve elimine edebilmesidir. Normal hiicreler membran
proteinleri sayesinde NK hiicreleri ile iletisime gec¢ip onlart inaktif bir durumda tutabiliyorken,

anormal hiicreler ve kendi bedeninin parcasi olmayan hiicreler NK’leri aktive edebilmektedir.

NK hiicrelerin gebelik iizerinde belirleyici bir rolii oldugu artik yavas yavas benimsenmektedir.
Mensturel siklusun ikinci doneminde progesteron etkisi altinda 6zellikle LH pikini takip eden 6-

7. gilinlerde NK hiicreleri hizla ¢ogalmaya baglar. Siklusun mid-luteal fazindaki uNK
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hiicrelerindeki artiglarin progesteron tarafindan kontrol edildigi diisiiniilmiistiir. Bununla birlikte
uNK hiicreleri progesteron reseptorii igermezken, prolaktin reseptorii, Ostrojen reseptorii ve

glukokortikoid reseptorii icerirler [56].

CD56+ hiicreler erken gebelik doneminde invaze olan trofoblast hiicreleri ile maternal desidua
arasindaki smirda beliren lenfositlerin %70 ini olusturmaktadir [57]. Ilging olarak
endometriumdaki sayilar1 ve etkileri artmasina ragmen, periferal kandaki sayilar1 diigsmektedir
[58]. Bu bulguya dayanarak ve farkli gorevleri olmas1 géz Oniine alinarak, iki hipotez ortaya
atilmistir; birincisi endometriyal anjiogenez artmasina bagli olarak uterin naturel killer (uNK)
hiicrelerin periferik kandaki NK hiicrelerin belirli bir havuzundan segildigi, ikincisi ise, uNK
hiicrelerin kanda bulunan NK hiicrelerinden tamamen farkli bir kdkenden geliyor olabilecegidir.
UNK hiicrelerinin halihazirda gebe olmayan endometriumda bulunmasi ve anjiogenez
faktorlerinin sentezi ve salgilanmasi ile neovaskiilarizasyonu tetikleyebilmesi ikinci hipotezi
desteklemektedir. Bu hipotezi destekleyen bir diger bulgu ise uterin arter doppler rezistansinin
fazla oldugu tekrarlayan gebelik kayib1 olan olgularda uNK hiicrelerinin endometriyumda fazla
olarak saptanmis olmasidir [59]. Uterin NK hiicrelerinin sitoplazmik igerikleri de periferik
dolasimdaki NK hiicrelerinin igeriklerine benzemektedir; ancak uNK hiicreleri kandaki NK
hiicrelerinin aksine fetal kokenli hiicreler s6z konusu oldugunda ¢ok daha ‘barig¢il’ bir tutum
sergilemektedirler. Endometrium IL-2 agisindan bir serbest bolge niteligi tasimaktadir. Bu 6zellik
fetal dokularin kabuliinde ¢ok dnemli bir rol oynamaktadir ¢iinkii IL-2 varliginda uNK hiicreleri

aktive olabilmektedir.

Tekrarlayan implantasyon basarisizlig1 ve tekrarlayan gebelik kayiplarindaki etiyolojileri agikliga
kavusturmak i¢in 6zellikle CD16- ve CD56+ hiicreler {lizerinde yapilan ¢alismalarda, mid luteal
donemde alinan endometriyal dokudaki CDS56+ hiicre sayilari, implantasyon basarisizligi ve
tekrarlayan gebelik kayibi olan gruplarda, kontrol gruplarma gore anlamli olarak yiiksek
saptanmistir [60-62]. Takiben CD56+ hiicre sayisinin implantasyon basarisinda tek basina yeterli
olmadigi, lenfositlerin erken donem hiicre aktivasyon belirteci olarak saptanan CD69’un
degerlendirmesi gerektigi belirtilmistir. CD69 ile yapilan ¢alismalarda proliferasyon fazina gore

sekretuar fazda endometriyumda daha c¢ok saptanmustir [63]. CD69 ile ilgili tekrarlayan
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implantasyon basarisizligi ve tekrarlayan gebelik kayiplari ile ilgili yaymlar bulunmakta olup bu

yayinlarda herhangi anlamli bir fark elde edilememistir [61, 64].
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3. MATERYAL ve METOD

3.1.Hasta Secimi ve Calisma Dizayni

Bu calisma Baskent Universitesi Tip ve Saglik Bilimleri Arastirma Kurulu ve Etik kurulu
tarafindan onaylanmis (proje no: KA11/120) ve Baskent Universitesi Arastirma Fonunca

desteklenmistir.

Bu calisma Baskent Universitesi Ankara Hastanesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
Anabilim Dali Yardimc1 Ureme Teknolojileri ve Tiip Bebek Unitesi ile Baskent Universitesi
Adana Uygulama Egitim Aragtirma Hastanesi Kadin Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dali
Yardime1 Ureme Teknolojileri ve Tiip Bebek Unitesinde Mart 2011 — Ekim 2011 tarihleri

arasinda yuriitiilmiistiir.

Caligmada c¢alisma grubu ve kontrol grubu olmak {iizere 2 grup olusturulmustur. Her iki
merkezden 2004 ile 2010 yillar1 arasinda olmak iizere toplamda 6260 hastanin IVF siklus
verilerine ulasilmis olup; bu hastalara uygulanan 8520 siklus verisi bilgisayar bazli datalardan

retrospektif olarak incelenmistir.

Calisma grubundaki hastalar tekrarlayan implantasyon basarisizligt hastalart  olarak
tanimlanmustir ve tekrarlayan implantasyon basarisizligi tanim kriteri olarak yapilan en az 3 IVF
siklusunu ve toplamda en az 8 embriyo verilmesini takiben herhangibir klinik gebelik (bHCG
pozitifligi dahil) elde edilememis olmasi alinmistir. 6260 hastanin 936 tanesinde tekrarlayan
implantasyon basarisizligr oldugu saptanmis olup, bu hastalardan siklus Oncesi histeroskopisi
yapilmamis olan 586 tanesi ve histeroskopisi yapilmis olup da histeroskopisinde patolojik olusum

(polip, septum, adezyon) saptanan 118 tanesi ¢alismaya dahil edilmemistir.

Calismamizda kotii over rezervi sdyle tanimlanmistir: Bir siklusta toplam doz olarak 3000U iizeri
rFSH gereksinimi olmus olmasi ve/veya OPU sonrasi elde edilen metafaz II oosit sayisinin 6 nin
altinda olmasi olarak belirlenmistir. Bu nedenle, 41 hasta kotii over rezerv tanilar1 olmasi nedeni
ile calisma disinda birakilmis, 37 yas ve iizeri olan 78 hasta, ileri yasin embriyo implantasyonu

iizerine olan olumsuz etkilerini dislamak amaci ile ¢calisma grubu disinda birakilmistir.

13



Kalan 113 hastanin patolojik verileri retrospektif olarak degerlendirilmistir. Bu hastalarin 67
tanesinin alinmis patolojik preperatlarinin oldugu ve bu preperatladan da sadece 21 tanesinin,
Noyes kriterleri [65] ile belirlenen, caligma grubuna uygun post ovulatuar 5-10. giinlerde (adetin

19-24. giinleri — implantasyon penceresi) alinmis oldugu saptanmistir (tablo 2).

Tablo 2 : Tekrarlayan implantasyon basarisizligt  grubu  hastalarimin  segimi.

Tekrarlayan implantayon Basarisizligi

(n=936)

Histeroskopisi
Olmayanlar

(n=586)

Histeroskopisi Normal
Olanlar

(n=232)

Histeroskopisinde Patolojik
Yapi Saptananlar

(n=118)

<37 Yas >37 Yas
(n=154) (n=78)

Kot Over Rezervi Olan
Hastalar

(n=41)

Kot Over Rezervi Olmayan
Hastalar

(n=113)

implantasyon Evresinde Biyopsisi implantasyon Evresinde

Olan Hastalar
(n=21)

Biyopsisi Olmayan Hastalar
(n=92)
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Calismanin kontrol grubu olarak belirlenen hastalar retrospektif bilgisayar data sisteminden
taranarak cikarilmigtir. Kontrol grubuna daha 6nce IVF disinda herhangi bir yontem ile gebe
kalamayan, biyopsi alinan luteal fazi takip eden siklusta IVF ile gebe kalan ve 12 hafta iizeri
gebelik elde edilen hastalar dahil edilmistir. Bu hastalardan endometriyal biyopsi IVF
uygulamasindan bir Onceki siklusta implantasyon penceresi ddneminde, histeroskopik
goriintiileme altinda alinmustir. Ilk kez IVF tedavisine basvuran 3794 hastanin 2789 tanesi
histeroskopisi yapilmamis oldugundan ve 403 tanesi de histeroskopisinde patolojik 6zellikler

saptanmis oldugundan ¢alisma diginda tutulmustur.

237 hasta 37 yas ve lizeri olmasi dolayisi ile ve 117 hasta kotli over rezervi olmasi nedeni ile
calismadan ¢ikarilmistir. Kontrol hastalarinin en iyi kalitede embriyo almis olmasma dikkat
edilmistir. Embriyo kalitesi; igerdigi blastomer sayisina, blastomerlerin diizenliligine ve
boyutlarina, fragmantasyon derecesine ve c¢ekirdeklerinin Ozelliklerine gore yapilmis olan
greydleme sistemi goz Oniinde tutularak degerlendirilmistir [66]. Kontrol grubunda en az 2 adet
greyd 1 “’top quality embryo’ embriyo transferi yapilan hastalar secilmistir. 56 hasta koti

embriyo kalitesi nedeni ile calisma dis1 birakilmistir.
Kalan 192 hastanin sadece 15’inin implantasyon penceresine uygun endometriyal biyopsi

materyalleri oldugu patoloji tarafindan teyit edilmis ve ¢alismanin kontrol grubuna bu 15 hasta

dahil edilmistir (tablo 3).
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Tablo 3 : Kontrol grubu hastalarin se¢imi

ilk IVF Denemesi Olan Hastalar

(n=3794)

Histeroskopisi Histeroskopisi Histerskopisinde Patolojik
Olmayanlar Normal Olanlar Yapi Saptananlar

(n=2789) (n=602) (n=403)

>37 Yas
(n=237)

Kotl Over Rezervi
Olmayan Hastalar

(n=248)
I

Kotu Over Rezervi
Olan Hastalar

(n=117)

Greyd 1 Embriyo Transferi Greyd 1 Embriyo Transferi
Yapilmayan Hastalar Yapilan Hastalar

(n=56) (n=192)
1

implantasyon Evresinde Biyopsisi implantasyon Evresinde

Olan Hastalar Biyopsisi Olmayan Hastalar
(n=15) (n=177)
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Hastalarin implantasyon stirecini etkileyebilecek sistemik hastaligi olan (diabetes mellitus, tiroid
fonksiyon bozuklugu, SLE, antifosfolipid antikor sendromu vb...), patolojilerinde endometrit
saptanmis olan ve belirtilen son adet tarihi ile, noyes kriterleri kullanilarak belirlenen endometrial

ornek giinleri arasinda uygunluk olmayan hastalar calisma disarisinda birakilmaistir.

3.2. Immiinohistokimyasal Boyama ve Degerlendirme

Hastalarin endometriyumlarindan alinan biyopsi ornekleri %10’luk tamponlu formaldehit
tespitine konulmus ve rutin doku takip prosediirii sonras1 parafin bloklara gémiilerek 5 pm’lik
hemotoksilen eozin boyali kesitler hazirland1 ve hazirlanan bu kesitler 151k mikroskopik diizeyde
Noyes kriterleri [65] altinda degerlendirildi (resim 2).

Immunohistokimyasal inceleme igin, endometriyum biyopsi Orneklerinin gomiildiigii parafin
bloklardan Poli-L-lizin kapl lamlara 5 pm’lik kesitler alindi. Alinan kesitler CD 56 pozitif
hiicrelerin saptanabilmesi i¢in deparafinizasyonu takiben, “Autostainer Link 48 (DAKO)
sisteminde CD56 primer antikor (7.0 ml, kullanima hazir, Code IR628, Clone 123C3, DAKO,
USA) kullanilarak boyandi.

CD 98 icin Poli-L-lizin kapli lamlara alman 5 um’lik kesitlere  streptavidin-biotin-
immunperoksidaz yontemi ile CD 98 NIC2  (diliisyon 1:200, katalog GTX 104108, Gene
Text, Inc) ile primer antikor uygulandi ve CD 98 antikoru inkiibasyon i¢in +4 °C’de bir gece
bekletildi.

CD 56 antikor saliimi semikantitatif olarak degerlendirildi. CD 56 antikoru boyanma paternini
belirlemek ic¢in, endometriyal stromada kirmizi kahverengi boyanma gosteren hiicrelerin
yayginligr degerlendirildi. Stroma igerisinde yaygin sekilde boyanan hiicrelerin yiizdesel
degerlerinin karsiliklar1 olarak O - 4 arasinda skorlar verildi. Endometriyal stromada boyanma
yok (0) olarak , endometriyal stromada %1-25 oraninda boyanma yayginligi gosteren hiicreler
(1) olarak, endometriyal stromada %26-50 oraninda boyanma yayginligi gosteren hiicreler (2)
olarak, endometriyal stromada %51-75 oraninda boyanma yayginlig1 gdsteren hiicreler (3) olarak
ve endometriyal stromada %>76 boyanma yayginlig1 gdsteren hiicreler (4) olarak degerlendirildi

(resim 3 - 4).
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CD 98 antikoru i¢in ise endometriyal glandlarda luminal yiizeyde ve membrandz, kirmizi
kahverengi boyanma pozitif kabul edildi ve boyanma siddeti ile boyanma ylizdesi birlikte

degerlendirildi (resim 5 — 6).

Boyanma siddeti degerlendirmesinde kullanilan kriterler:
Boyanma yok = 0

Zayif boyanma = 1

Orta derecede boyanma = 2

Siddetli boyanma = 3

Boyanma yiizdesi degerlendirilmesinde kullanilan kriterler:

%0 =0

%1 -25=1
%26 —-50=2
%51 -75=3

%=>76 = 4 olarak degerlendirildi.

Bu boyanma paternine gore maksimum skor 12 (%75’den fazla ve gii¢lii kirmiz1 kahverengi
membrandz boyanma) ve minumum skor ise 0 (boyanma izlenmeyen) olabilecek sekilde
degerlendirildi. CD98 boyanmasi sirasinda stromal tutulum (+) veya (-) olarak

degerlendirilmistir.
Verilerin istatistiksel degerlendirilmesinde uygun olan yerlerde ‘’independent samples T test’’,

“one way ANOVA”’ ve “’chi-square’” kullanilmistir. Istatistiksel analizde SPSS 17.0 programi

kullanilmustir. Istatistiksel olarak anlamlilik sinir1 p<0.05 olarak kabul edilmistir.
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Resim B

Resim C

Resim E
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Resim A : Implantasyon evresinde sekretuar evrede endometriyum ( H&E x 100).

Resim B : Kontrol grubunda endometriyal stromada CD 56 antikoru ile kirmizi kahverengi

boyanma gésteren az sayida hiicre (Immunohistokimya x100).

Resim C : Caliyma grubunda endometriyal stromada CD 56 antikoru ile kirmizi kahverengi

boyanma gésteren yaygin hiicre gruplart ((Immunohistokimya x100).

Resim D : Kontrol grubunda CD 98 antikoru endometriyal glandlarda liiminal ve membranoz

kirmizi kahverengi giiclii pozitif boyanma (Immunohistokimya x100).

Resim E : Calisma grubunda CD 98 antikoru endometriyal glandlarda liiminal ve membranoz

kirmizi kahverengi zayif pozitif boyanma (Immunohistokimya x200).
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4. BULGULAR

Demografik 6zellikler agisindan her iki grup karsilastirildiginda; ¢alisma grubundaki hastalarin
yas ortalamalar1 31.9 + 2.7 iken, kontrol grubundaki hastalarin yas ortalamalar1 28.5 + 3.5 olarak
saptanmistir (p=.002). Calisma grubundaki hastalarin infertilite siireleri ortalamalar 4.8 £ 2.6
iken bu deger kontrol grubunda 8.4 + 3.9 olmustur (p=.004). Viicut kitle endeksi (BMI) acgisindan

caligsma grubundaki hastalarin ortalamasi 24.9 + 4.4 iken, kontrol grubunda ortalama deger 23.6 +

3.3 olarak saptanmustir (p=.419).

Uygulanan IVF prosediirleri agisindan gruplarin karsilastirilmasi tablo 2 de verilmistir.

Tablo 4 : Her iki grubun IVF parametreleri ortalamalar: ve aralarindaki iliskiler.

Caligma grubu Kontrol grubu P degeri
Toplamda Transfer
11.95+3.81 2.80 £ 0.56 <.001*
Edilen Embriyo Sayisi
D3 FSH Seviyesi
5.97+1.53 491+£1.21 .043%*
(mIU/mL)
Antral Folikiil Sayis1 6.61 £2.50 7.7+3.20 299
5.glin E2 Seviyesi
361.9+£222.1 420.4 +219.5 453
(pg/mL)
HCG Giinii E2 Seviyesi
1899.1 £ 1018.3 2114.3 +£1007.1 .547
(pg/mL)
HCG Giinii Progesteron
o 0.744 £0.53 0.671 +£0.320 .635
Seviyesi (ng/mL)
HCG Giinii Endometriyal
11.02+£2.10 11.54 £2.80 531
Kalinlik
Toplanan Oosit Sayisi 154+6.0 154+6.6 914
Metafaz II Oosit Sayisi 126 +4.9 124+59 .905
Fertilizasyon Orani 66.3 +£20.1 73.7+£21.6 302
Tedavi Siiresi (giin) 9.19 £ 1.60 8.40+1.24 495
Biyopsi Alinan Luteal
Faz Takip Eden Siklusta %0 %100 <.001*
Gebelik Oranlar1

*[statistiksel olarak anlamli fark elde edilen degerlendirme.




Bu hastalardan aliman endometriyal Ornekler {izerinde yapilan endometriyal giinlendirme
isleminin ¢aligma grubu icin ortalama degeri 21.14 £ 1.65 (19 — 24 aras1) iken, kontrol grubu i¢in

ortalama deger 21.33 + 1.91 (19 — 24 aras1) olarak saptanmustir.

CD56 ve CD98 antikorlarinin her iki grubada uygulanmasini takiben elde edilen sonuglar, hem
puanlama sistemi kullanilmasi varliginda hem de gruplama altinda, istatistiki anlamlilik

ozellikleri ile birlikte, tablo 3 ve 4 de 6zetlenmistir.

Tablo 5 : CD98 boyanma miktarlari, CD98 skoru ve CD56 boyanma yiizdelerinin, yiizdelik

karsiliklart puanlama sistemi kullanilarak karsilastirilmasi.

Calisma grubu Kontrol grubu P Degeri
CD56 Boyanma Yiizdesi 2.00 £0.77 1.20+ 041 .001%*
CD98 Boyanma Yiizdesi 2.33+£0.79 3.47 +0.64 <.001*
CD98 Boyanma Siddeti 1.57 £0.50 2.40 +£0.50 <.001*
CD98 Skoru 3.62 £1.53 8.20 +1.89 <.001*

*[statistiksel olarak anlamli fark elde edilen degerlendirme.

Tablo 6 : CD98 boyanma miktarlari, stromal boyanma varligi ve CD56 boyanma yiizdelerinin

gruplar arasi farklarmin karsilastiriimasi

Gruplar Calisma grubu Kontrol grubu P Degeri

1 (%1-25) %33.3 %380

CD56 Boyanma Yiizdesi 2 (%26-50) %42.9 %20 .002*
3 (%51-75) %28.6 %0
1 %42.9 %0

CD98 Boyanma Siddeti 2 %57.1 %60 <.001*
3 %0 %40
1 (%1-25) %9.5 %0
2 (%26-50) %57.1 %6.7

CD98 Boyanma Yiizdesi <.001*
3 (%51-75) %23.8 %40
4 (%76-100) %9.5 %53.3
Var %9.5 %20

CD98 Stromal Boyanma 337
Yok %90.5 %80

*[statistiksel olarak anlamli fark elde edilen degerlendirme.
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CD56 ile yapilan boyamanin sonuclart iki farkli degerlendirme yontemi ile analiz edilmistir.
Yiizdelik karsiliklara puan verilmesi ile yapilan degerlendirmede calisma grubu endometriyal
dokularinin CD56 ile boyanmasinin ortalama degeri kontrol grubundan daha yiiksek olarak
saptanmistir (p<0.05). Boyanma yiizdelerinin gruplar halinde yapilan karsilastirilmasinda ise
calisma grubundaki CD56 (+) hiicreler, kontrol grubuna goére belirgin olarak daha fazla

saptanmistir (p<0.05).

Yiizdeliklerin puanlanmasi ile elde edilen CD98 skorlama sisteminde elde edilen ortalamalarda
her iki grup arasinda anlamli fark saptanmistir (p<0.05). Endometriyal glandlarda CD98
boyanma siddeti ve CD98 boyanma yiizdesi ortalamalari arasinda, hem puanlama hem de
gruplarin karsilastirilmast yontemleri ile analiz edildiginde, anlamli bir fark saptanmistir
(p<0.05).

Tablo 7 : CD56 ve CD98 boyanmalarinin gruplar arasinda karsilastirilmasi (p<0.05)

i}

Ortalama CD56 Boyanma

Haortrol Calisma
Srup

Errar Bars: 9526 CI

Ortalama CD98 Boyanmasi

Hartrol Calisma

Srup

Error Bars: 952 Cl



5. TARTISMA

Bu giincel c¢alismada, luteal fazda yapilan endometriyel biyopsilerle histopatolojik
degerlendirmede; hiicre i¢i transportta kullanilan mekanizmalarin 6nemli basamaklarinda gorevli
olan glikoprotein yapidaki CD98 ve bagisiklik sisteminin yapi taglarindan olan NK hiicrelerinin
dokularda tespitinde onemli rol oynayan antijenik CD56 yapisina kars1 gelistirilen antikorlar
kullanilmistir. Bu antikorlar ile yapilan boyamalar sonucunda, tekrarlayan tiip bebek basarisizlig
olan olgularda CD56’nin kontrol grubuna gore daha fazla, CD98’in ise kontrol grubuna gore

daha az eksprese edildigi saptanmustir.

Calisma grubu ve kontrol grubu IVF tedavisi parameteleri acisindan homojen olarak secilmistir.
Bu retrospektif verilerde hasta seciminde kotii over rezervi ve ileri yas dislanmistir. Her iki
grubun benzerliginin en 1yi gostergesi de adetli donemde bakilan ve over rezervini en 1iyi
degerlendiren antral follikiil sayilarinin her iki grupta ayni olmasidir. Parametreler arasinda
toplamda transfer edilen embriyo sayis1 ve 3. giin FSH diizeyi disinda istatistiksel anlamli fark
olmamasi bunu gostermektedir. Toplamda transfer edilen embriyo sayisinin birbirinden farkl
olmas1 zaten istenen bir bulgudur. 3. giin FSH diizeyleri arasinda fark ¢ikmis olsa da dikkat
edilecek olursa bu hastalarin antral folikiil sayilar1 ve tedavi siireci sonunda elde edilen metafaz I1

oosit sayilarinin benzer olmasi bu hastalarda klinik olarak bir fark olmadigin1 gostermektedir.

CD98 ile ilgili bilgiler sinirli miktardadir ve giincel olarak elimize ulagsmaktadir. Dominguez ve
arkadaslarinin iki farkli hiicre kiiltiirii izerinde yaptig1 ¢alismada CD98 implantasyonun adezyon
safhasi ile yakindan iligkili bulunmus ve CD98 plazma membrani ekspresyonunun %30 kadar
azaltilmas1 blastokist adezyonunda belirgin bir azalmaya neden oldugu gosterilmistir [55]. Bu
calismada da tekrarlayan implantasyon basarisizligi olan grupta CD98 ekspresyonunun belirgin
olarak azaldig1 izlenmekte olup bu bulgunun Dominguez ve arkadaslarmin belirttigi gibi adezyon

safhasinin sekteye ugramasina ikincil sonucun klinik yansimasi olarak kabul edilebilir.

Tekrarlayan implantasyon basarisizligi ile tekrarlayan gebelik kayiplarin1 ayn1 patogeneze sahip

degisik siiregler olarak tanimlayan otdrler bulunmaktadir. Ozellikle CD56 igin yapilan ilk
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arastirmalarin  gebelik kayiplarmma yonelik olmasi, tekrarlayan implantasyon basarisizlig
calismalarinin bu temele oturtulmasini saglamistir. Quenby ve arkadaglarinin onciiliik ettigi bu
caligmalarda ilgili gruplardan alinan 6rneklerde CD56 diizeyi anlamli olarak yiiksek saptanmis
olsa da bu hiicrelerin tekrarlayan gebelik kayiplarindaki olasi rolleri heniiz aydinlatilamamistir
[61, 62]. Implantasyon evresi donemini kapsayan bu ¢alismamizda, yine CD56 diizeyinin ¢alisma
grubunda anlamli olarak yiiksek saptanmasi, patogenezde gebelik kayiplar1 ile benzer bir
mekanizmanin paylasildigr fikrini dogrulamaktadir. Quenby ve arkadaslarmin patogenezi
aydinlatmaya yonelik ¢calismasinda uNK hiicrelerinin artigi ile endometrial kan damar1 ve lenfatik
damar olusumu, endometriyal 6dem olusumu arasinda korelasyon saptanmis olup bu
mekanizmanin implantasyon doneminde maternal kan sirkulasyonunu arttirarak oksidatif stress

miktarini arttirdig1 ve implantasyon basarisizligina yol actigi ongoriilmiistiir [59].

Bu caligmada elde edilen sonuclar1 destekleyen immiinohistokimyasal teknik ile hazirlanmig
bir¢ok calisma bulunmaktadir [64, 67]. Sadece Matteo ve arkadaslarmin yaptigi bir calismada
CD56+ hiicrelerin diizeyi agisindan, tekrarlayan implantasyon basarisizligi olan grup ve kontrol
gurubu arasinda anlamli bir fark saptanmamustir [68]. Bu arastirmada CD56 diizeyleri akim
sitometrisi ile degerlendirilmis olup bu islem sirasinda sadece endometrial stromal CD56+
hiicreler degil, dokularin parcalanarak akim sitometrisi uygulanmasini takiben damar yapilar
icerisindeki CD56+ hiicreler de sayima dahil olmus olabileceginden bdyle bir sonug¢ g¢ikmis
oldugu diisiintilmektedir.

Tekrarlayan implantasyon basarisizligin1 etkileyen faktorlere daha once deginilmistir ve bu
faktorlerin tedavisine yonelik girisimler birgok arastirmacinin dikkatini ¢ekmektedir. Uterin
anatomik faktorlerin basinda endometriyal polipler, septum, hidrosalpinks gibi etmenler
gelmektedir. Polipler ile ilgili yapilan bir ¢alismada, poliplerin biiylikliigliniin 6nemi olmadan
histeroskopik polipektomi yapilan grupta, yapilmayan gruba gore klinik gebelik oranlarinda
anlamli farklilik saptanmistir [69]. Benzer sekilde 192 hidrosalpinks olan olguda Strandell ve
arkadaslar1 hidrosalpinks olan tiipiin alinmasi ile IVF sikluslarinda canli dogum oraninin anlaml
bir sekilde arttigim1 ortaya koymustur [70]. Benzer sekilde basarili bir gebelik elde edilmek
isteniyorsa IVF sikluslar1 oncesinde hidrosalpinksin endometriyal kavite ile baglantisinin

kesilmesinin gerekliligi konusunda iilkemizden de onemli yayinlar bulunmaktadir [71]. Bu
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gelismeler 1s18inda Ozellikle tekrarlayan implantasyon basarisizlifi olan olgularda cerrahi
miidahele Onerilmektedir. Bu c¢alismaya sectigimiz hastalarin tamamina histeroskopi yapilmisg
olup, herhangi bir patolojik olusum saptanmayanlar dahil edilmistir. Bu se¢im kriteri ile polip,
adezyon ve septum varligmin implantasyon basarisizlifina olan olas1 etkileri 6nlenmek

istenmistir.

Tiim hastalara histeroskopi yapmak hem ekonomik agidan olduk¢a maliyetli hem de invazif bir
tan1 ve tedavi metodudur. Sadece histeroskopi ile tan1 konulan hastalarin se¢imi bu ¢alismanin
gligsiiz bir tarafi olan hasta sayisinin azligini1 ortaya g¢ikarmistir. Hasta sayisinin az olmasini
saglayan en 6nemli etmenlerden biri de hastalarin se¢imindeki yas kriteri olmustur. Bilindigi gibi
ilerleyen yas ile embriyolarda kromozomal anomali ve gen mutasyonlar1 saptanma riski
artmaktadir. Goodman ve arkadaslarinin yaptig1 bir calismada kodon 72 de saptanan p53
proteininin arjinin ve prolin aminoasitleri agisindan homozigotik ve heterozigotik genotipe sahip
olmasi tekrarlayan implantasyon basarisizligi ve kontrol grubu arasinda farkli saptanmistir [72].
Benzer etkileri calisma disarisinda tutabilmek amaci ile ¢calismaya yas sinirlamasi getirilmistir ki;

hasta sayisin1 6nemli 6l¢iide azaltmistir.

Histeroskopi yapilan hastalarda veya alinan endometriyal biyopsilerde rastlantisal olarak
saptanan endometrit bulgusu tekrarlayan implantasyon basarisizliginda onemli bir faktordiir.
Johnston-MacAnanny ve arkadaglarinin yaptigi bir calismada tekrarlayan implantasyon
basarisizligi saptanan olgularin %30 kadarinda kronik endometrit saptanmis olup kronik
endometrit saptanan grubundaki implantasyon orani kontrol grubuna gore daha diisiik
saptanmistir [73]. Bu ¢alismamizda NK hiicreler ile ilgili verilerde yanlilik olmamasi agisindan

biyopsi materyalinde endometrit saptanan hatsalar ¢alisma disinda tutulmustur.

Kotii over rezervi ve implantasyon basarisizlii arasinda yapilmis birgok ¢alisma bulunmaktadir.
Bazi otdrlerce kotii over rezervi ve embriyo kalitesindeki diisiis birbirleri ile paralel gitmektedir.
Iyi kalitede embriyo iiretememnin bile infertil bir hastada tek basmna tekrarlayan implantasyon
basarisizligina neden olabilecegini one siirenler bulunmaktadir. Tabiki ileri yas da bu faktore
katkida bulunmaktadir. Opsahl ve arkadaslar1 yaptig1 bir ¢alismada kotii over rezervi ve FSH

yiiksekligi olan hastalara dondr oosit ile gelistirilen embriyolar transfer etmis ancak klinik
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gebelik elde edememistir [74]. Ata ve arkadaglart yaptiklar1 c¢alismada koétii over rezervi
olgularinda naturel siklus IVF denemesinin diger protokollere gére daha uygun olacagi sonucuna
varmislardir [75]. Bu sonuglardan kotii over rezervi olan hastalarda implantasyon i¢in uygun bir

endometriyum varlig1 olmadigi one siiriilebilir.

Trombofili varliginin tekrarlayan implantasyon basarisizligina olan olasi katkis1 aragtirilmaktadir.
Qublan ve arkadaslar1 83 adet tekrarlayan implantasyon basarisizlig1 tanis1 olan hastaya diisiik
molekiil agirlikli heparin uygulamislar ve plaseboya gore implantasyon ve gebelik oranlarinda
anlamlh bir yiikseklik yakalamislardir [76]. Bu sonuglar Stern ve arkadaslarinin anti niikleer
antikor ve anti fosfolipid antikorlar1 yiliksek olan hasta grubunda yaptig1 ¢alismada
desteklenmemektedir. implantasyon ve gebelik oranlari arasinda fark saptanmamstir [46]. Bu
calismada trombofilinin implantasyon basarisina olas1 etkisi gozardi edilmis olup hastalarin

kullandig1 trombofili tedavileri calisma disinda tutulmustur.

Tekrarlayana implantasyon basarisizliginin tedavisinde NK hiicrelerine yonelik girisimler
denenmigtir. Wiirfel ve arkadaglarinin yaptigi calismada G-CSF kullanilarak tekrarlayan
implantasyon basarisizli§1 hastalarinda gebelik oranlarimi arttirdigin1 belirtmis olup, gebelik
oranini embriyo transferi giiniinde tek doz 300pug G-CSF kullanan grupta %43 plasebo grubunda
%20 olarak belirtmistir [77]. NK hiicrelerine 6zgiil Schlahsa ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir
calismada, G-CSF stimiilasyonunu takiben NK hiicre sikliginda belirgin bir azalma saptanmistir
[78]. G-CSF ile ilgili sonuglar bu ¢alismamizda belirttigimiz CD56 yliksekliginin tekrarlayan
implantasyon basarisizlig1 ile iliskili oldugu sonucu ile birlestirilirse prospektif kontrollii

caligmalara yol agilacaktir.

Bu ¢alismanin retrospektif olarak degerlendirilmesi ¢alismanin gli¢sliz tarafin1 olusturmaktadir.
Tekrarlayan implantasyon basarisizligi grubunda CD56 agisindan saptanan sonuglarimn literatiire
uygunluk gostermesi klinik degerlendirmenin ve diger faktorlerden arindirilmis hasta se¢iminin
dogru yapildigim1 gdstermektedir. iImplantasyon evresindeki endometriyumun fonksyonel olarak
CD98 ve CD56 benzeri markirlar {izerinden degerlendirilmesi giincelligini kaybetmeyen bir konu
olup arastirmaya agiktir. Bu ve benzeri ¢alismalarin daha biiyiik gruplar ile ve prospektif olarak

desteklenmesine ihtiya¢ duyulmaktadir; ancak tilkemizde IVF komplikasyonlarini azalmak amaci
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ile tek embriyo transferi uygulamasimin oldugu dénemimizde, implantasyon basarisizlig ile ilgili
ozellikle prospektif ve yeterli sayida hasta populasyonuna sahip bir ¢aligma yapmak giderek

zorlagmaktadir.

CD56 ile endometriyum degerlendirilmesinin yavas yavas IVF hastalarinda klinik kullanima
girmesi, diger immiinohistokimyasal markirlarin 6niinii agacaktir. Bu ¢aligmanin sonuglarina gore
biz de CD98’in ileriki donemde klinikte kullanilabilecek bir implantasyon markir1 olacag:

goriisiindeyiz.
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