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OZET

Amagc: Bu calismanin amacit normal gebeliklerde, TET ve DET sonucu gergeklesen
gebeliklerde, gelisen plasental degisikliklerde, plasentasyonla iligkili hiicre siklus

proteinlerinin arastirilmasidir.

Yontem: Normal gebelik, TET ve DET sonucu gergeklestirilmis gebeliklerden elde edilen
plasenta dokular: Uzerinde IHK ve WB deneyleri gergeklestirilmistir. Kontrol, TETP ve
DETP gruplarinda, PCNA, siklin D3 ve p57 proteinlerinin miktarlar1 ve plasental

hiicrelerdeki immunolokalizasyonlari tespit edilmistir. Istatistiksel analizler yapilmistir.

Bulgular: WB analizlerine gére PCNA protein miktart TETP grubuna kiyasla DETP
grubunda istatistiksel olarak anlamli sekilde arttigi belirlenmistir. Siklin D3 protein
miktarinin, kontrol grubuna kiyasla DETP grubunda istatistiksel olarak anlamli sekilde
arttig1 tespit edilmistir. p57 protein miktar1t TETP grubunda kontrol grubuna gore anlaml
olarak azalmistir. IHK deney sonuglarina gore PCNA proteini boyanma sikligi en yiiksek
DETP grubu sitotrofoblast hucrelerindedir. PCNA proteini tg¢ grup icgin de sitotrofoblast
ve stromal hicrelerde immunreaktivite gostermektedir. Endotel hiicrelerinde ise PCNA
boyanmasi mevcut degilken sinsisyotrofoblastlar i¢in sadece TETP grubunda reaksiyon
gozlenmektedir. Siklin D3 proteininin boyanma sikliginin, sitotrofoblast hicrelerinde
kontrole kiyasla DETP ve TETP gruplarinda arttig1 tespit edilmistir. Stromal hucrelerde,
KP, TETP ve DETP gruplarinda immiinreaktivite gozlenirken, sinsisyotrofoblast ve
endotel hiicrelerinde siklin D3 boyanmasi mevcut degildir. p57 i¢in ise sitotrofoblast ve
stromal hucrelerde, en yiksek imminoreaktivite kontrol grubunda gdzlenirken,

sinsiyotrofoblast ve endotel hiicrelerinde boyanma tespit edilmemistir.

Sonug: YUT ile taze ve dondurulmus embriyo transferi sonucu gergeklesen gebeliklerin
plasentalarnda hiicre déngiisii mekanizmasi farklilik gostermektedir. Bu sonuglar YUT iin
sebep oldugu patolojik olgularla ve DET ile TET sonucu gerceklesen gebeliklerin basari

oranlart ile iliskili olabilir.

Anahtar Kelimeler: Yardimci tireme teknikleri, plasenta, dondurulmus embriyo

transferi, taze embriyo transferi, hiicre siklusu.



ABSTRACT

Objective: The aim of this study is to investigate cell-cycle proteins associated with
placentation in normal pregnancies, pregnancies as a result of TET and DET, developing

placental changes.

Method: IHC and WB experiments were performed on placental tissues obtained from
pregnancies with normal pregnancy, TET and DET. The amounts of PCNA, cyclin D3

and p57 proteins and their immunolocalization in placental cells were determined in the

control, TETP and DETP groups. Statistical analyzes were performed.

Results: According to WB analysis, it was determined that the amount of PCNA protein
increased statistically in DETP group compared to TETP group. It was determined that
the amount of cyclin D3 protein was statistically significantly increased in DETP group
compared to the control group. According to IHC test results, the highest frequency of
PCNA protein staining was in the cytotrophoblast cells of DETP group. PCNA protein
shows immunoreactivity in cytotrophoblast and stromal cells for all three groups. While
PCNA staining was not present in endothelial cells, reaction was observed only in the
TETP group for syncytiotrophoblasts. It was determined that the frequency of cyclin D3
protein staining of cytotrophoblast cells increased in the DETP and TETP groups
compared to the control. While immunoreactivity was observed in the stromal cells for
KP, TETP and DETP groups, cyclin D3 staining was not present in the
syncytiotrophoblast and endothelial cells. For p57,while there was the highest
immunoreactivity in cytotrophoblast and stromal cells of control group, no staining was

detected in syncytiotrophoblast and endothelial cells.

Conclusion: Cell cycle mechanism differs in the placentas of pregnancies resulting from
fresh and frozen embryo transfer with ART. These results may be related to the
pathological cases caused by ART and the success rates of pregnancies as a result of DET
and TET.

Key words: ART, placenta, DET, FET, cell cycle.
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1. GIRIS

Infertilite, toplumumuzun énemli saglik problemlerinden biridir. Bu problem yardimci
iireme teknikleri (YUT) aracilifiyla ¢oziilmeye ¢alisilmaktadir. YUT ile gerceklesen
saglikli gebeliklerin orani giin gectikce artmaktadir. Bu nedenle iilkemizde ¢ok sayida
YUT merkezi bulunmakta ve yilda binlerce hasta infertilite sebebi ile basvuru
yapmaktadir. [n Vitro Fertilizasyonda (IVF) daha fazla sayida oosit elde etmek igin
uygulanan siiperovulasyon islemi, anne adayinda hormonal dengeyi bozmaktadir.
Superovilasyonun ve embriyo kdltlrindn; fetal ve plasental gelisimde degisikliklere
yol agtig1 gosterilmistir (Choux ve ark., 2015). Slperovulasyon uygulamasinin kadin
uzerinde hormonal degisikliklere sebep olarak, gebelik ve fetiis gelisimindeki etkisini
azaltmak amaciyla son donemlerde taze embriyo transferi (TET) yerine, embriyolar
dondurulmakta ve siiperoviilasyonun hormonal etkisi ortadan kalktiktan sonra,
dondurulmus embriyolar ¢ozillerek kadina transfer (DET) edilmektedir. Taze embriyo
transferinin gerceklestigi IVF sikluslarindaki, siliperoviillasyonun neden oldugu
hormonal ortamin, plasental ve fetal biiylimeyi negatif olarak etkileyebilecegi yoniinde
diisiinceler bulunmaktadir. Bu diisiinceleri destekleyen son veriler; dondurulmus
embriyo transferlerinde, implantasyon basar1 oraninin, taze embriyo transferi ile
karsilagtirildiginda daha yiiksek oldugunu gostermektedir (Bosch ve ark., 2020).
Literatiire ve bu projede yer alan kadin dogum uzmanlarimin klinik sonuglarina gore
basarili dogum ve gebeligin saglikli ilerleyisinde birgok parametrede dondurulmus
embriyo transferinin gebelige olumlu etkileri tespit edilmistir. Her ne kadar YUT ile
ilgili gelismeler sayesinde, basarili gebelik gerceklesme yiizdeleri artsa da,
epidemiyolojik ¢alismalar, YUT iin fetal biiyiime geriligi (IUGR), diisiik dogum
agirligl, anormal plasenta gelisimi (Schieve ve ark., 2002; Jackson ve ark., 2004),
erken dogum ve preeklampsi (PE) gibi olumsuz perinatal sonuglarda artigla iligkili
oldugunu gostermektedir (Chung ve ark., 2006; Henningsen ve ark., 2011; Kalra ve
ark., 2011). Ek olarak literatiirdeki diger ¢alismalar, YUT ile gerceklesen gebeliklerde,
saglikli gebeligin temeli olan plasentasyonda, spontan gebeliklerden bazi farkliliklara
dikkat cekmektedir. YUT ile gerceklesen gebeliklerdeki patolojik olgular ve plasenta
anormalilerinin altinda yatan sebep, hicrelerin molekiiler mekanizmasimin temelini
olusturan, proliferasyon ve farklilagmada rolii olan hiicre siklusu mekanizmas ile
iliskili olabilir. Bu sebeple plasental hiicrelerin, hiicre dongiisii mekanizmasi biiyiik

Onem tagimaktadir.



1.1. Calismanin hipotezi: Normal ve YUT ile taze ve dondurulmus embriyo transferi
sonucu gergeklesen gebeliklerin plasentalari, hiicre siklus mekanizmasinda rol alan

proteinlerin rollerine bagl olarak farkli gelisim gosterebilirler.

1.2. Cahsmammm amaci: Normal ve YUT sonucu gerceklesen gebeliklerin
plasentalarinda hiicre siklusu mekanizmasimin arastirilmasidir. Ayrica, taze ve
dondurulmusg embriyo transferi sonucu gerceklesen gebeliklerde gergeklesen plasental
gelisimde hicre siklus proteinlerinin rollerinin arastirilmasi ve bu konuda literatiire

katki saglamaktir.

Bu amag¢ dogrultusunda; YUT ile taze ve dondurulmus embriyo transferi sonucu
gerceklesen gebeliklerin plasenta dokularinda, hiicre dongiisii ile iliskili PCNA, Siklin
D3 ve p57 proteinlerinin miktarlart western blot yontemi ile belirlenmistir ve bu

proteinlerin plasentadaki yerlesimleri immiinohistokimya yontemi ile gosterilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Yardimc1 Ureme Teknikleri
Infertilite, giftlerin %10-15’inin karsilastig1 bir saglik problemidir. Guniimuizde infertil

hastalarin tedavisinde &nemli gelismeler elde edilmistir. Ozellikle yardimei iireme
tekniklerinin (YUT) gelismesiyle infertilite tedavisindeki basar1 oranlar1 artmis ve
daha ¢ok infertil ¢iftin saglikli bir bebege sahip olabilmesi saglanmistir (Szamatowicz,
2016).

YUT, uterus disinda in vitro bir ortamda fertilizasyonun saglanmasi (IVF) ve olusan
embriyonun uterusa transfer edilmesi cercevesinde gergeklesir. IVF, ovaryan
folikiillerinin gelisimini uyarmak i¢in ekzojen gonadotropin uygulamasi ile kontrolli
ovaryum hiperstimilasyonu ile baslayan bir dizi olay1 igerir. Bunu transvajinal
ultrason (US) esliginde oositlerin alinmasi, oositlerin sperm ile in vitro fertilizasyonu,
elde edilen embriyolarin kiiltiirii ve embriyolarin aliciya transferi takip eder (Sekil
2.1). YUT'deki 6nemli bir yenilik, olgun bir oositin sitoplazmasina tek bir spermin
enjeksiyonunu igeren intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) yoluyla
fertilizasyona yardimeci olmasidir. YUT’lin diger modaliteleri arasinda embriyo
destekli kulucka, otolog endometriyal kokiiltiir, preimplantasyon genetik tani veya
tarama, gametlerin, embriyolarin ve ovaryum dokusunun dondurularak saklanmasi,
donmus ¢oziilmiis embriyo transferi (DET), verici gametlerin ve gebelik tastyicilarinin
kullanim1 bulunmaktadir. YUT’iin ortaya ¢ikmasindan dnce, daha az kullanilan diger
prosediirler arasinda gametlerin (gamet intrafallop transferi), zigotlar (zigot intrafallop
transferi) ve embriyolarin laparoskopik tubal transferi (tubal embriyo transferi)
bulunur. Invaziv olmalar1 ve bu islemler sirasinda genel anestezi kullanma zorunlulugu
nedeniyle bu yontemlerin kullanimlar1 olduk¢a azalmistir. Sadece transservikal

embriyo transferinin teknik olarak zor oldugu durumlarda kullanilmaktadirlar.
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Sekil 2.1. In vitro fertilizasyon sematik gosterimi (Bloise ve ark., 2014).

YUT’de kullamlan islem basamaklarimdan  birisi  gonadotropinler ile
stiperovulasyondur. Siiperovilasyon, in vitro fertilizasyonun ayrilmaz bir pargasidir,
cunki kontrolli ovaryal hiperstimilasyon, fertilizasyon ve embriyo gelisimi igin
birden fazla oositin elde edilmesini saglar. Fare ¢aligmalarinda; siiperoviilasyonun,
IVF’in ve embriyo kiiltiiriiniin; fetal ve plasental gelisimde degisikliklere yol agtig
gosterilmistir (Delle Piane ve ark., 2010; Fauque ve ark., 2010). Bu sonuglar, sadece
neonatal morbidite ile degil ayrica metabolik hastaliklarin goriilmesinde artis da dahil
olmak {izere uzun vadeli saglik sorunlari ile iligkili olabilir. Buna ek olarak, bu
teknolojiyle iligkili bir¢ok nadir genetik ve epigenetik hastaliklar goriilmiistiir
(Ventura-Junca ve ark., 2015; Jiang ve ark., 2017).

Diinya c¢apinda her y1l YUT yontemleri ile 200.000'den fazla bebek dogmaktadir ve
bu say1 giin gegtikce artmaktadir (Halliday ve ark., 2010; Bloise ve ark., 2014; Zhao
ve ark., 2020). 1978'de ilk IVF bebegi Louise Brown dogmustur. Canli dogumlarla
ilgili ilk raporlardan bu yana 5 milyondan fazla IVF sonucu bebegin dogmus oldugu
bilinmektedir (Evans ve ark., 2014). YUT sonucu gergeklesen gebeliklerin biiyiik
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cogunlugu i¢in bu teknigin basarili ve giivenli oldugu kanitlanmistir (Ishihara ve ark.,
2015).

YUT’iin bircok ydénden embriyo gelisimini ve biiyiimesini etkiledigi gosterilmistir.
IVF g6z oOniine alindiginda implantasyon ve gelisim potansiyeline sahip embriyo
kohortu olusturmak i¢in klinik ve laboratuvar girisimlerden yararlanir. Her basamagi
tek tek incelemek, bu basamaklarin embriyo gelisimine katkisini ya da olas1 olumsuz

perinatal sonuglarini degerlendirmek i¢in 6nemlidir.

YUT ile basar1 oranlari arttik¢a, dikkatler dogum sonuglarina ve YUT ile dogan

¢ocuklarin uzun vadeli saglik durumlarinin takibine yonelmistir (Kalra ve ark., 2011).

2.2 Siiperovulasyonun Embriyonal ve Plasental Gelisime Etkisi
YUT ile dogan bebeklerin biiyiik ¢ogunlugu saglikli olmasina ragmen; Gerceklesen

gebeliklerde, fetal ve plasenta biiylime egrilerinde goze ¢arpan degisiklikler tespit
edilmistir. Epidemiyolojik ¢alismalar, YUT’in Intrauterin gelisme geriligi (IUGR),
diisiik dogum agirligi, anormal plasenta gelisimi (Schieve ve ark., 2002; Jackson ve
ark., 2004), erken dogum ve preeklampsi (PE) gibi olumsuz perinatal sonuglarda
artiglar ile iligkili oldugunu gostermektedir (Chung ve ark., 2006; Henningsen ve ark.,
2011; Kalra ve ark., 2011).

YUT de kullanilan basamaklardan biri gonadotropinler ile siiperoviilasyon
uygulamasinin  gerceklestirilmesidir.  Superovilasyon, in vitro fertilizasyonun
ayrilmaz bir pargasidir. Cilinkii kontrolll ovaryal hiperstimilasyon, déllenme ve
embriyo gelisimi i¢cin birden fazla oositin elde edilmesini saglar. Fare ¢alismalarinda;
siiperoviilasyonun, IVF’in ve embriyo Kkiiltiirliniin; fetal ve plasental gelisimde
degisikliklere yol agtig1 gosterilmistir (Delle Piane ve ark., 2010; Bloise ve ark., 2012;
Feuer ve ark., 2013). Bu sonuglar, sadece neonatal morbidite ile degil ayrica metabolik
hastaliklarin goriilmesinde artig da dahil olmak iizere uzun vadeli saglik sorunlari ile
iligkili olabilir (Hovi ve ark., 2007; Kajantie ve Hovi, 2014). Buna ek olarak, bu
teknolojiyle 1iliskili bir¢ok nadir genetik ve epigenetik hastaliklar goriilmiistiir
(Denomme ve Mann, 2012; Eroglu ve Layman, 2012). Gonadotropin uygulamasi ile,
gelismekte olan folikiil sayisinda ve serum 6stradiol seviyesinde artis (normal siklusun
10 kat1 kadar) meydana gelir. Sperovilasyon, oosit gelisimi sirasinda ve embriyo
transferinden sonra cok sayida hormonun ve diger faktorlerin; Estradiol (E2),

progesteron (P) ve vaskiler endotelyal biyltme faktorlerin (VEGF) seviyesini
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artirmaktadir (Lawrenz ve Fatemi, 2017; A. Wang, Santistevan, ve ark., 2017;
Lawrenz ve ark.,, 2018). Son yillarda yapilan bir calismada serum Ostradiol
seviyelerinin optimal diizeyde olmas1 ile IVF basaris1 arasinda korelasyon oldugu
bulunmustur. Yiksek ostradiol seviyesi gebelik ve saglikli dogum oranlarini
diistirdiigii gozlenmistir (Joo ve ark., 2010). IVF esnasinda, superovulasyon ve insan
koryonik gonadotropini (hCG) uygulamasinin oldugu giinde yiiksek Ostrodiol
seviyelerinin gorilmesi, IUGR ve gebeligin hipertansif aksakliklar1 gibi plasentasyon
bozukluklar ile iliskilidir (Farhi ve ark., 2010; Imudia ve ark., 2012).

Superovilasyon; oosit, endometriyum, implante olan embriyoda ve plasentada bircok
degisiklik olusturma potansiyeline sahip olabilir. Bu etkilerin, olumsuz etkileri tam
olarak bilinmemektedir. YUT iin hangi yonlerinin bu olumsuz sonuglara neden
olduguna dair tartismalar vardir (Feuer ve ark., 2013). Superovilasyonun olumsuz
etkilerinden biri implantasyon oraninda azalma oldugu kabul edilebilir (Sekil 2.2).
Superovilasyon sonucu anormal hormonal cevreye maruz kalan endometriyuma
tutunmus embriyoya ne olur? Siperovulasyonun, implantasyonun devaminda
gerceklesen plasentasyon iizerindeki etkileri nelerdir? Bu sorularin cevaplari tam
olarak bilinmemektedir. Stiperoviilasyonun fetal ve plasental blylimeye etkisini daha
iyi aciklamak igin peri-implantasyon ortamin izole edildigi, fareler zerinde bir
calisma gergeklestirilmistir (Mainigi ve ark., 2014). Erkek ve disi fareler ¢iftlestirilmis
ve 3.5. giinde blastositler toplanmistir. Spontan gebelerden alinan blastosistler;
vazoktemize erkeklerle ciftlestirilen, yalanci gebelerle (kontrol grubu) ve
gonadotropin uygulamas: (sliperovulasyon grubu) sonrasi vazoktemize erkeklerle
ciftlestirilerek olusturulan yalanci gebelere transfer edilmistir. Gebeligin 19. glini eks
edilen gebe farelerin, plasenta ve fetiisleri toplanmustir. Siiperoviile farelerden elde
edilen yavrularin fetal agirliklari, kontrol grubunun fetal agirliklarina gére % 25 daha
disiik agirlikta bulunmustur. Benzer sekilde plasenta agirliklart da siiperoviile

gruplarda, kontrollere gore daha disiiktir (Mainigi ve ark., 2014).

YUT’iin birgok ydnden embriyo ve plasenta gelisimini etkiledigi gosterilmistir.
Rinaudo ve arkadaslarinin 2012 yilinda yapmis oldugu ¢alismaya gére [IVF sonucunda
elde edilen fetiis agirliklart normale gore daha diistik, plasenta agirliklart ise daha
buyiktir (Delle Piane ve ark., 2010; Bloise ve ark., 2012; Feuer ve ark., 2013). Bu
bulgularla paralel olarak, Paolo ve arkadaslarinin,2014 yilinda yaptig1 bir ¢alismada,
YUT kullanilarak gerceklesen gebeliklerin, normal gebeliklere gére birgok yonden
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farklilik gosterdigi dogrulanmigtir. Caligmada, spontan gebe kalan kadinlarin
gerceklestirdigi dogum sonras1 fetiis agirliklar1 ile YUT sonucu gerceklesen
gebeliklerin fetlis agirliklar1 karsiltirtlmis ve ¢alismanin sonucunda, yardimci tireme
teknikleri ile gerceklesen gebeliklerdeki dogum agirhiginin (3451.0 g) spontan
gebeliklere (3560.6 g) gore daha diisiik ortalamalarda seyrederken, plasenta
agirliklarimin (678.9 g/ 673,0 g) ise daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Bloise ve
ark., 2014).

Giliniimiize kadar yapilan ¢alismalar gostermistir ki diisiik dogum agirligi, intrauterin
stresin bir belirtecidir, ayrica koroner kalp hastaligi, hipertansiyon ve hiperlipidemi ile
baglantilidir. Ayrica, diisik dogum agirligr ile yetiskinlikte degisen glukoz ve insiilin
metabolizmasi arasinda bir iliski tanimlanmistir (de Boo ve Harding, 2006; Meas,
2010; Marciniak ve ark., 2017). Jimenez ve arkadaslar1 da, 2006 yilinda fareler
lizerine yaptiklar arastirmalarda, YUT ile elde edilen fetiislerden diisiik dogum
agirligia sahip olanlarin gelecekteki yasamlarinda glukoz intdleransi ve diyabet
fenotipleri tespit etmislerdir (Jimenez-Chillaron ve ark., 2006). Sonug olarak YUT ile
gerceklesen gebelikler sonucu diisiik dogum agirhigi, bir ¢ok probleme neden
olabilmektedir. Bu sonuglarin dogmasinin 6niine gegilebilmesi i¢in YUT ile
gerceklesen gebeliklerdeki mekanizmalarin iyi arastirilmasi, bu tekniklerin ise

optimizasyonu énem arz etmektedir.

YUT ile gerceklesen gebeliklerde; plasenta previa spektrumu (Romundstad ve ark.,
2006), PE, IUGR (Imudia ve ark., 2012) gibi olgularla iliskili plasental bozukluklarin
arttig1 belirlenmistir (Z. J. Chen ve ark., 2016). Ozellikle son yillarda YUT
prosediirleri ile saglanan gebelikler, gebeligin erken ve orta doneminde IUGR ile
iligkilendirilerken, gebeligin sonlarina dogru ise plasenta boyutunda ve fetls

gelisiminde anormal hizli bir artis ile iliskilendirilmektedir.

2007 yilinda kemirgenler iizerinde yapilan bir calismada ise, YUT kullanilmini [IUGR
gelisimini indiikledigi tespit edilmistir. YUT sonucu elde edilen fetiisler ve
plasentalarda, in vivo gerceklesen gebe plasentalarina kiyasla morfoloji ve gelisimsel
yeterlilik agisindan biiyiik 6l¢iide farklilik oldugu gosterilmistir (Drost, 2007).

Ovaryum hiperstimulasyonu sirasinda; hCG verilmesiyle, serum E2 seviyelerinde artis
olan kadinlar ile diisiik olan kadinlarin dahil edildigi bir calismada analizler yapilarak

bazi parametreler degerlendirilmistir. Calismada, siliperoviilasyonun etkilerinden
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serum yiksek E2 seviyesi ile IUGR ve PE gelisme iligkisinin belirlenmesi
amaglanmistir. Yapilan calismada su sonuglar tespit edilmistir. YUksek serum E2
seviyesi olan gebelerin %26.9’unda IUGR gozlenirken bu oran diisiik serum E2
seviyesine sahip olanlarda %3.8 dir. Serumlarinda yiiksek E2 seviyesi tespit edilen
gebelerin %18.5’inde PE gozlenirken, bu oran diisiik serum E2 seviyesine sahip olan
kadinlarda %4.5 dir. Sonuclara gore IUGR ve PE gelisme orani, serumlarinda E2
seviyesi ylksek olan gebelerde istatistiksel olarak anlamli sekilde arttig1 belirlenmistir
(Imudia ve ark., 2012). Diger taraftan gelismekte olan embriyolardaki kromozomal
anormallikler, gerceklesen diisiiklerin temel sebeplerinden biridir (Brown, 2008).
Hayvan modellerindeki ¢alismalar ise in vitro kiltir (IVK), gametler ve embriyo icin
stresli bir ortam oldugunu gostermistir. Ornegin; farkli medyumlar ve oksijen
oranlarinda kiiltiire edilen blastosistlerin, genel gen ekspresyonunda degisiklikler
oldugu tespit edilmis (Giritharan ve ark., 2007; Fernandez-Gonzalez ve ark., 2009) ve
uzun donemde saglik problemleri belirlenmistir (Ecker ve ark., 2004; Fernandez-
Gonzalez ve ark., 2004).
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Sekil 2.2. Yardimer Ureme Teknikleri. YUT, endometrium ve embriyo arasindaki diyalogu bozabilir
ve ideal olmayan trofoblast istilasina yol agabilir. Siiperoviilasyon ve embriyo kiiltiirii gibi YUT {in baz1
basamaklari, optimal olmayan embriyo gelisimine neden olabilir. Ek olarak, Siiperoviilasyon
endometrium reseptivitesini bozabilir. Bu durum plasentasyon yetersizligine, diisiik veya plasenta ile
ilgili patolojik olgulara neden olabilir (Choux ve ark., 2015).

2.3 Taze ve Dondurulmus Embriyo Transferi

IVF yonteminde, laboratuvar ortaminda gerceklestirilen fertilizasyondan sonra,
morfolojik agidan en iyi embriyo(lar)’in uterus bosluguna hemen transferi
gergeklestirilir ve bu islem taze embriyo transferi olarak isimlendirilir. Son yillarda
ise, taze embriyo transferine 6nemli bir alternatif olan, fizyolojik agidan daha uygun
bir zamanda transfer edilmek Uzere, IVF ddngusinde uretilen tim oositleri veya
kaliteli embriyolar1 dondurarak saklamaya yonelik bir strateji gelistirilmistir.
Gergekten de, kriyoprezervasyon tekniklerindeki gelismeler daha basarili sonuglar
elde edilmesini saglamistir. Dondurulmus ¢6ziilmiis bir embriyodan ilk insan gebeligi
1983'de, ilk canli dogum ise 1984'te bildirilmistir (Trounson ve Mohr, 1983; Zeilmaker

ve ark., 1984). Alternatif olarak "yalnizca dondurma" olarak adlandirilan bu strateji,
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literatlirde ilk kez 20 yil 6nce ortaya ¢ikmistir ve siiper oviilasyonun etkilerinden
kaginmak i¢in yeni bir protokol olarak tanimlanmistir (Devroey ve ark., 2011).
Kriyoprezervasyon ve ertelenmis embriyo transferinin Onciileri, bu islemi IVF
tedavilerinin “segmentasyonu” ad1 altinda tanimlamislardir. Sonrasinda ise bu yontem
belki de tiim siireci daha iyi temsil eden ve daha yeni bir terim olan “dondurulmusg
embriyo transferi” seklinde tanimlanmistir. (Roque ve ark., 2019). Avrupa Insan
Ureme ve Embriyoloji Dernegi'nin (ESHRE) hazirladigi, Avrupa IVF izleme (EIM)
konsorsiyumu tarafindan 2010 ve 2014 yillar1 arasinda yiiriitiilen bir ankette, 17 tilkede
toplam 34.705 oosit kriyoprezervasyon uygulamasi bildirmistir. Genel olarak,
bildirilen dondurulmus embriyo tranferinin kullanildigi uygulama sayisi , 5 yillik siire
boyunca siirekli olarak artmistir (Europe ve ark., 2017) (Sekil 2.3). Arastirmalara gore
2005-2014 yillarmi kapsayan veriler de dondurulmus embriyo transferinin artigini

vurgulamaktadir (Sekil 2.2).
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Sekil 2.3. 2005-2014 yillar1 arasi yardimei iireme teknikleri kullanim oranlar1 (Bosch ve ark.,

2020).

Dondurulmus embriyo transferi islemindeki son teknik gelismeler, ¢oziildiikten sonra
embriyonun hayatta kalma sansinin artmasina ve ardindan dondurulmus-¢6zilmis
embriyo transferi basina gebelik oranlarinin artmasina neden olmustur (Bhattacharya,
2016; Santos-Ribeiro ve ark., 2016; Lattes ve ark., 2017; Ozgur ve ark., 2018). Yapilan
caligmalar: taze embriyo transferlerinde implantasyon basari oraninin, dondurulmus
embriyo transferi ile karsilastirildiginda daha diisiik oldugunu géstermektedir (Shapiro
ve ark., 2011; Roque ve ark., 2013; Shapiro ve ark., 2013). Epidemiyolojik kanitlar,
siiperoviilasyon tarafindan olusturulan peri-implantasyon ortaminin, YUT iin yan

etkilerine katkida bulunabilecegini ve bu etkilerin dondurulmus embriyo transfer
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ederek azaltilabilecegini gostermistir (Pelkonen ve ark., 2010; Pinborg ve ark., 2010;
Henningsen ve ark., 2011; Kalra ve ark., 2011; Kansal Kalra ve ark., 2011; Kato ve
ark., 2012; Maheshwari ve ark., 2012). Bir¢ok calisma; taze embriyo transferi ile
gerceklesen IVF sikluslarinda dogan bebeklerin, dondurulmus embriyo transferi ile
gerceklesen IVF sikluslarindan sonra dogan bebeklere gore, disiik dogum agirligi ve
/ veya erken dogum riski tasidiklarimi bildirmistir (Kalra ve Barnhart, 2011,
Maheshwari ve ark., 2012; E. T. Wang, Kathiresan, ve ark., 2017). Taze ve
dondurulmus embriyo transferinin karsilastirildigi bir baska ¢alismada ise, ICSI
sonucu olusturulmus embriyolarin taze transfer edilenlerde (%13.1), dondurulduktan
sonra transfer edilen embriyolara (%18.6) gore daha fazla diisiik ger¢eklesme oranina
sahip oldugu belirtilmistir (Aytoz ve ark., 1999).

Yukarida  bahsedilen  siiperoviilasyonun  sebep  oldugu  olumsuzluklar,
stiperovulasyonun anne uzerindeki hormonal etkisi gegtikten sonra transfer edilen
dondurulmus embriyo transferi ile 6nlenebilmektedir (B. Zhang ve ark., 2018). Bunun
altinda yatan neden, siiperoviilasyonun implante olan embriyo icin endometriyal
invazyonu azalttigi iddiasidir (Kolibianakis ve ark., 2002; Bourgain ve Devroey,
2003). Uyarilmamis endometriyum Ornekleriyle, uyarilan endometriyumdaki
molekiiler seviyeyi karsilagtiran ¢alismalar, iki kosul arasinda farkli gen ekspresyon
profilleri gdstermistir (Haouzi ve ark., 2009). Infertil ¢iftlerin saglikli gebelikleri
saglamak ve canli dogum oranlarini arttirmak icin bu etkilerin molekiiler

mekanizmasinin arastirilmas: gerekmektedir.

2.4 Hiicre Dongiisii Mekanizmasi ve Plasentasyon
Plasenta, tartismasiz viicudun en 6nemli organlarindan biridir. Gegici varligi sirasinda,

akcigerler, karaciger, bagirsaklar, bobrekler ve endokrin bezler dahil olmak uzere
cesitli ayr1 organlar tarafindan istlenilen eylemleri gerceklestirir. Baslica islevi
fetiisiin gelisimi i¢in gerekli olan tiim besinlerin ve oksijenin tedarigini saglamak olan
maternal-fetal bir dokudur. Gebelik boyunca plasenta, annenin fizyolojik
adaptasyonundan immiinolojik kabul, beslenme ve gelisen embriyonun
desteklenmesine kadar ¢ok sayida gorevi yerine getirir. Maternal kanla temas halinde
olan plasental villuslar, gelismekte olan fetiise besin ve oksijen saglayan ve onun atik
tirtinlerini temizleyen organin tasima birimlerini temsil ederler. Gebelik suresince bu
villuslar dinamik morfolojik degisikliklere ugrarlar (Hamilton ve Boyd, 1960; Burton

ve Fowden, 2015). Primer villisler dista sinsisyotrofoblast igte ise sitotrofoblast
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hiicrelerinden olusur. Primer villuslarin, iglerine ekstra embriyonik mezoderm
uzanmast Sonucu ligiincii haftanin baslarinda sekonder villus yapisi olusur. Sekonder
villuslarin icerisinde ilk fetal kapillerlerin gorilmesiyle birlikte tersiyer villus olarak
adlandirilirlar (Burton ve ark., 2009) (Sekil 2.4.). Villuslarin genis dallanma
morfogenezi, fetlisiin yiiksek biiyiime oranlari gosterdigi bir zamanda, yeterli

beslenmeyi saglayan yaklasik 12-14 m?'lik genel bir epitel yiizeyi olusturur.
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Sekil 2.4. Villuslarin gelisiminin sematik gosterimi ("Issue information," 2021).

Plasenta, maternal ve fetal kisim olmak iizere iki kisimdan olusur. ki kisimdan biri
olan plasentanin maternal kismi, desidua bazalis olarak isimlendirilir. Tim desidual
bolge esas olarak 3 kisimdan olusur; (1) Desidua bazalis, (2) Desidua kapsularis; bu
bolge gelisen fetiis ve koryon kesesi ile iliskilidir; (3) Desidua pariyetalis, embriyo ile
direkt iligkisi olmayan uterus boslugunu kaplayan kisimdir. Koryon frondozum ise
plasentanin fetal boliimiinii olusturur. Desidua kapsiilarisin dis yiizeyindeki villuslarin
dejenere olmasi sonucu olusan diiz kisim ise koryon leve olarak isimlendirilir (Sekil
2.5).
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Sekil 2.5 Uterus ve fetal membranlarin sematik gosterimi (Kierszenbaum ve Tres, 2012).

Plasenta gelismekte olan fetiisiin ihtiyaglarin1 karsilamanin yani sira, annenin kan
dolagimina ¢ok sayida hormon salgilayarak annenin metabolizmasini da etkiler (Napso
ve ark., 2018). Bu hormonlar ¢ogu maternal doku ve organi etkiler ve gebeligin
stirdliriilmesini, besinlerin mobilizasyonunu, dogumu ve emzirmeyi desteklemek icin
annenin fizyolojisini etkili bir sekilde dlzenler. Ayrica, baz1 plasental hormonlar da
fetal dolagima salinir ve boylece fetal gelisim, biiyiime ve dogum zamanlamasini
dizenler (Mastorakos ve llias, 2003; Velegrakis ve ark., 2017). Dordlncu ayin
sonlarinda plasenta, gebeligin devamimi saglayacak kadar progesteron salgilar.
Plasentada hormonlar sinsisyotrofoblastlar tarafindan Uretilir. Anne ile fetus
arasindaki birgok metabolik aktiviteyi diizenleyen bir organ olan plasenta, gebeligin
saglikli devamu igin kritik bir dneme sahiptir. Bu nedenle, fetal biiyiime, dogrudan
plasenta gelisimi ile ilgilidir. Plasental gelisim, trofoblast hiicrelerinin proliferasyonu,
farklilasmasina ve invazyonuna baghdir. Plasentadaki hicrelerin bu fonksiyonlari
gerceklestirmesi i¢in hiicre dongiisii mekanizmasinin ve farklilagsma siirecinin saglikli

islemesi gerekmektedir.
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Bu noktada plasental hiicrelerin, hiicre dongiisi mekanizmasi biiylik 6nem
tasimaktadir. Ek olarak YUT sonucu gergeklesen gebeliklerde, patolojik sonuglarin
dogmasinin altinda yatan sebep plasenta gelisimi ile iliskili olabilir. Yeterli
vaskilarizasyon ve plasenta gelisimi saglanmadig: takdirde, fetal ortam tehlikeye

girebilir ve fetis blylmesi i¢in gerekli destegi alamayabilir.

Birgok ¢alismada, YUT sonucu gerceklesen gebeliklerden elde edilen plasentalarin
ortalama agirliklari, saglikli gebeliklere gore farklilik gdstermektedir.Yut sonucu
gerceklesen gebelikler ile normal gebelikler sonucu elde edilen plasentalardaki farkin
oneminin vurgulandigi bir calismada 8 YUT sonucu gerceklesen gebe kadin
plasentalarindan, 15 adet spontan gebelik gerceklestiren kadinlardan elde edilen
plasentalardan iki grup olusturulmustur. Calismada plasental bariyer, fetal kilcal
damarlar, villéz stroma, sitotrofoblast ve sinsityotrofoblast morfolojisi transmisyon
elektron mikroskobu (TEM) ile inceleneip guruplar karsilastirilmistir. Sonug olarak,
birgok degisiklik tanimlanmistir (Y. Zhang ve ark., 2010). Bu sonuglar1 destekler
sekilde YUT plasentalarinda, daha kalin plasenta bariyeri, daha az sayida apikal
mikrovillus ve ¢ok sayida vakuol dahil olmak iizere terminal villuslarda (agirlikli
olarak sinsityotrofoblast hicrelerinde) dejeneratif degisiklikler tespit edilmistir (Y.
Zhang ve ark., 2008). YUT sonucu elde edilen plasentalarin maternal/fetal arayiizdeki
bu anormallikler, proteomiks analizleriyle daha da desteklenen bir hipotez olan
plasental bariyerin bozulmus seklini yansitabilir. Maternal/fetal araylzdeki bu
anormallikler, IVF ve ICSI plasentalarinda membran transportu, hiicre iskeleti
biitlinliigli, metabolizma, stres yanitt ve niikleik asit islemedeki degisiklikleri
inceleyen proteomik analizlerle daha da desteklenen bir bagka ¢alismada, plasental kan
bariyerinin bozulmus olabilecegi hipotezi dogrulamaktadir. Benzer sekilde bu
calismay1 takiben, anormal transmembran tasima, metabolizma, oksidatif stres, immiin
yanit ve hiicre farklilagmasi ile iligkili mikrodizi analizi yapilmis, ilgili fonksiyonlarda
rolii olan genlerin, gen ekspresyonu sonuglar1 YUT ile gerceklesen gebelikler ile
normal gebeliklerdeki drneklerin farkini vurgulamistir (Y. Zhang ve ark., 2010; Y.
Zhang ve ark., 2011).

Bahsedilen ¢aligmalar plasentasyonun saglikli gebelik i¢cin 6nemini vurgulamaktadir.
YUT sonucu elde edilen ve saglikli gebelikler iizerinde yapilan galigmalarda elde

edilen bulgulara gore, fetal-plasental agirlik oranlari, transport fonksiyonu ve iligkili
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genlerin analizleri ile ilgili literatiirde bulunan g¢aligmalar asagida tablo seklinde
verilmistir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. Yardimei iireme teknikleri kullammminda plasental agirlik ve transport fonksiyonu ile

iliskili gen analizleri 6zeti (Bloise ve ark., 2014).

TUR yiiT Fetal:plasental agirlik oram Plasental besin transportu Transportirlann ekspresyonu
- ;ElB.S.gUn Mitr amino asit; ‘Glutl Glut3/GLUT3, Snat2 ve
F IVF E125 d i " B
are ; Ex0CSn 00 Glukoz tasimminda degigiklik yoktur Snat3 mRNA
IVE ; E70 ve E180. giin ; FElaI plazma glukoz konsantrasyonu (E20); =P Glut 1 ve Glut3 mANA
Dogum =irasi fetal plazma fruktoz konszntrasyonu ekspresyonu
Sigr
SONT ; E200. ginden sonra 1—’_ Fetal glukoz konsamrasyon.u; ) f Glut 1 ve Glut3 mRNA
; Allontois sivisi glukoz ve fruktoz seviyesi ekspresyonu
insan IVF [ ICSI ‘ Gebeligin 34. haftas! - *511 at 1 mRNA Ekspresyonu

2006 yilinda yapilan bir ¢alismada kontrol gruplarina gére IVF gruplarindaki fare
plasentalarinda apoptoz miktarinda énemli bir degisiklik goriilmezken proliferasyon
miktar1 artmistir. Bunu destekleyen 2012 yilinda yapilan ayri bir ¢alismada da IVF ve
embriyo kiltlirliniin ardindan apoptoz seviyelerinde herhangi bir degisiklik
gozlemlenmemistir (Nelissen ve ark., 2014). Apoptoz ve proliferasyon analiziyle
plasentadaki biiylimenin apoptozdaki azalma ile degil de proliferasyondaki artis ile
gerceklestigi ileri siiriilmektedir (Albrecht ve ark., 2006). Bu noktada plasental

hlcrelerin hicre donglsii mekanizmasinin saglikli isleyisi ¢cok 6nemlidir.

Okaryotik hiicre siklusu 4 fazdan olusur; G1, S, G2 ve M fazlar1. G1 ve G2 fazlar1 ara
fazlardir ve hiicrenin bliymesi, protein ile organel miktarinin iki katina ¢ikarilmasi ve
boliinmeye hazirlanmasi i¢in zaman araligin olustururlar. G1 fazit DNA sentezine ( S
faz1) ve G2 faz1 da mitoza (M fazi) hazirlik fazlaridir. Eger sartlar uygun degilse, hiicre
G1’de ilerlemeyi erteleyebilir, durabilir hatta GO diye bilinen dinlenme fazina
gegebilir. Ortam sartlar1 uygun oldugunda ve sinyaller biiylime ve bdliinme i¢in uygun
oldugunda, GO’daki hiicreler G1 fazina geger. Hiicre dongusi boyunca ilerleme ve
hicre proliferasyonu, bir dizi siklin ve siklin bagimsiz kinaz (CDK) kompleksinin
kontrolii altindadir (Sherr, 1993; Hunter ve Pines, 1994). CDK4 ve CDKS, siklin D
ile, CDK2 siklin E veya siklin A ile ve CDK1 de siklin B ile kompleks olusturur. Hiicre
siklusu inhibitér proteinleri (CKI) de siklinlere, CDK’lara veya Siklin-CDK
komplekslerine baglanarak CDK ’larin aktivitelerini inhibe ederler. CKi’ler de yapisal
ve fonksiyonel olarak, Ink4 ailesi ve Cip/Kip ailesi olmak iizere iki gruba ayrilirlar.
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* Hiicre Proliferasyon Belirtecleri

Ki67, PCNA
Siklin B

CDK1 M SiklinD1  SiklinD2  {} Sikiin D3
| EDK‘:LJ

sikinB G2 piS pl6 pi8 pi9
(oK1 B

Siklin E
CDK2
S
Siklin A p21—| pS3
| COK2 ||— p21 p27 |p57

Sekil 2.6 okaryotik hiicre siklusu mekanizmasinin sematik gosterimi ve bir hicre déngusu
fazindan digerine gecisi saglayan anahtar diizenleyici proteinler. pl5, p16, p18, p19 (INK4 grubu),
p21, p27 ve p57 (CIP/KIP sinifi) gibi siklin bagimli kinaz inhibitdrleri ve proliferatif belirtegler de

gosterilmistir. G1: G1 fazi; S: sentez asamasi; G2: G2 2 fazi; M: Mitoz; CDK: Siklin bagiml kinazlar;
PCNA: Proliferatif hiicre niikleer antijeni; p53: Tumdr proteini p53 (Aires ve Dos Santos, 2015).

Cip/Kip ailesinden olan p57 ayni1 zamanda CDKN1C olarak da isimlendirilir. p57’nin
gelisim sirasinda  iskelet kasi, beyin, kalp, akcigerler ve gozde yiiksek diizeyde
ekspresyon profili sergiler (Matsuoka ve ark., 1995). Insan plasentalar: iizerinde
yapilan caligmalarda p57 ekspresyonu villoz sitotrofoblastlarda, villdz stromal
hicrelerde, amniyotik epitelde, ekstra villoz trofoblastlarda (EVT) ve desidual
hiicrelerde bulunmustur (Allias ve ark., 2009). Ancak sinsisyotrofoblast ve
endometriyal bez hiicrelerinde p57 ekspresyonu saptanmamistir (Genbacev ve ark.,
2000; Fukunaga, 2002). p57 eksprese eden hiicrelerin gogu terminal olarak farklilasir,
bu da p57 ‘nin gelisme ve farklilagma sirasinda hiicre dongiisiinden ¢ikma kararlarinda
rol oynadigini gosterir. p57 proteini, siklin A, E ve D ile iliskili siklin bagimli kinazlar1
inhibe ederek G1/S geg¢isini ve S-fazinin tamamlanmasini diizenler (Xiu ve ark., 2003).
Hicre proliferasyonunun negatif bir dizenleyicisidir. CDKN1C'nin mutasyonlari
sporadik kanserlerde ve Beckwith-Wiedemann sendromunda rol oynar ve bunun
timor baskilayict bir aday oldugu distinilmektedir (Matsuoka ve ark., 1995).
CDKNI1C, kromozom 11 (11p15) dzerinde bulunur. Bu genin bir mutasyonu,
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kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina yol acan hiicre dongiisii lizerindeki kontrol kaybina yol

acabilir.

G1 faz1 hiicre dongusi dizenleyici protein olan siklin D3 ise hiicre proliferasyonu ve
desidualizasyonunda yer alir. Siklin D3 insanlarda CCND3 geni tarafindan kodlanan
bir proteindir ve 6p21 bandinda lokalize olur. Bu siklin, hiicre dongiisii G1/S gegisi
icin gerekli olan CDK4 veya CDK6'nin diizenleyici bir alt birimi ile bir kompleks
olusturur ve bu sekilde islev goriir. Bu proteinin, tiimor baskilayici protein Rb ile
etkilesime girdigi ve fosforilasyonuna dahil oldugu gdsterilmistir. Insan
plasentalarinda Siklin D3 villoz sitotrofoblast hiicrelerinde eksprese edilir, fakat
sinsisyotrofoblast ve ekstra villoz trofoblastlarda ekspresyonu gozlenmemektedir.
Plasenta gelisimi sirasinda, villoz sitotrofoblastlarda Siklin D3 protein ekspresyonu

terme dogru azalma géstermektedir (Genbacev ve ark., 2000).

Hiicre siklusunun ge¢ G1 ve S fazlarinda sentezlenen proteinlerden birisi ise
Proliferatif hiicre niikleer antijen (PCNA)’dir. PCNA, DNA sentezi, DNA tamiri ve
hiicre siklusu diizenlenmesinde 6nemli roller oynamaktadir ve hiicre proliferasyonu
saptamak i¢in yaygin kullanilan belirteclerden birisidir (Unek ve ark., 2014a). PCNA,
replikasyon ve onarim mekanizmasinin bir bileseni olarak niikleik asit
metabolizmasinda 6nemli bir rol oynar. Bu toroidal sekilli protein, DNA'y1 ¢evreler ve
dubleks boyunca cift yonlu olarak kayabilir. PCNA, hizli ve islemsel DNA sentezi i¢in
polimeraz katalitik birimini DNA sablonuna baglanir (Kelman, 1997).

Ek olarak, PCNA protein ekspresyonu gebeligin erken doneminde artis gostermekle
birlikte orta donem ve term gebelikte de ekspresyonu devam etmektedir (Maruo ve
ark., 2001). Yapilan bir ¢alismada ise, gebeligin 11. ve 13. gunlerinde, plasentada
PCNA ekspresyonu yogunluk gosterirken, 17. ve 21. gebelik giinlerinde azaldig:
bildirildi (Acar ve ark., 2008). insan plasentasinda, PCNA'nin en yogun ekspresyonu
villoz ve EVT hicrelerinde tanimlanmistir.  Ayrica, PCNA ekspresyonu
sinsisyotrofoblast, villoz stromal hucreler, desidual hicreler ve desidual bez

hlcrelerinde de tespit edilmistir (Korgun ve ark., 2006).

Plasental gelisimi kontrol eden hiicre dongiisii ile ilgili proteinlerin gebelik
patolojilerine neden olabildigi bilinmektedir. Bu olaylar1 kontrol eden hiicre

dongusuyle ilgili proteinlere yonelik ilgili ¢alismalar simirlidir. Anormal plasental
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gelisim, PE, IUGR, diabetes mellitus ve gestasyonel trofoblastik hastaliklar gibi ¢esitli
gebelik patolojileriyle baglantilidir. Saglikli bir gebelik i¢in insan plasentasinin hiicre
dongiisii mekanizmas1 iyi anlasilmalidir. Literatiirdeki ¢alismalarda YUT sonucu
gerceklesen gebeliklerin plasentalarinda, hiicresel proliferasyon belirteci olan Ki67
pozitif hiicre sayisinda asir1 artis mevcuttur ve arastirmacilart bu durumun plasentanin
fazla gelismesine sebep olabilecegi seklinde yorumlamistir. Sonraki yillarda benzer
bir sekilde YUT kullanilarak gebelik gergeklestirilen sigirlarin plasentalarinda asiri
biiyiime tespit edilmistir. /n vitro ¢calismalarda da bu sonug, kontrol gruplarina kiyasla
cap1 artan ve kalinlig1 azalan plasentalar ile desteklenmistir (Aires ve Dos Santos,
2015). Insan plasentalarinin kullanildig1 bir arastirmada, plasenta boyutlarindaki ve
kalinliklarindaki farkliliklar dogrudan infertilite, gebelik komplikasyonlari, perinatal
sonugclar ve dogum agirhigi ile iliskilendirilmistir. Bu sonug, YUT sonucu plasentadaki

degisikliklerin 6nemini vurgulamaktadir (Daniel ve ark., 1999).

Literatirde YUT ile taze ve dondurulmus embriyo transferi sonrasi gerceklesen
gebeliklerin plasentalarin hiicre siklus mekanizmasi ile ilgili ¢caligmalar ise simirl
sayidadir. YUT iin baz1 durumlarda patolojik gebeliklere sebep oldugunun bilindigi
bu noktada, bu teknigin optimizasyonu dnem arz etmekte bunun yapilabilmesi i¢in de
taze ile dondurulmus embriyo transferi sonrasi plasentalarin hiicre siklusu
mekanizmasindaki farklarin aydinlatilmas: gerekmektedir. Siiperoviilasyonun, peri-
implantasyon cevresini, implantasyonu, plasentasyon Uzerindeki negatif etkilerinin
bilinmesi sebebiyle, IVF sonucu gerceklesen gebeliklerin plasentalarinda hiicre
siklusu proteinlerinin arastirilmasi, bu olumsuz etkilerin mekanizmalarinin
aydinlatilmasi acisindan biiylik 6nem tagimaktadir. Bu sebeple, bu projede, normal ve
IVF ile taze ve dondurulmus embriyo transferi sonucu gergeklesen gebeliklerde hiicre
siklus mekanizmasini aydinlatmak amaciyla, hiicre dongiisi ile iliskili pS7, Siklin D3
ve PCNA proteinlerinin miktarlarinin ve lokalizasyonlariin, plasental dokularda

arastirilmasi ve gruplar arasinda karsilastirilmasi yapilmastir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 Denekler
Toplam 18 adet term plasenta 6rnegi ile ¢alisilmistir. Alt1 adet normal, 6 adet taze

embriyo transferiyle gergeklestirilmis ve 6 adet dondurulmus embriyo transferiyle
gerceklestirilmis gebelik sonucunda elde edilen plasentalarla belirlenen metodlar icin

gerekli rutin islemler yapilmistir.

3.2 Deney Gruplan

Tablo 3.1 Deney gruplari tablosu. DETP: Dondurulmus embriyo transferi sonucu olusmus
gebeliklerden elde edilen plasenta. TETP: Taze embriyo transferi sonucu olusmus gebeliklerden elde

edilen plasenta

IVF Grubu

Kontrol Grubu
DETP Grubu TETP Grubu

6 plasenta 6 plasenta 6 plasenta

3.3 Yardimc1 Ureme Teknikleri
Folikiler stimllasyon icin kontrolli ovaryan uyarict olan gonodotropin salgilatici

hormon antagonisti (Cetrotide, 0,25 mg, Merck Serono, Turkiye) ve rFSH (Gonal-F,
Merck Serono, Tiirkiye) ve HMG (Menopur, Ferring pharmaceuticals, Hindistan) ile
birlikte tedavi protokolleri ve ovulasyon indiksiyonu icin GnRH agonisti
(Gonapeptyl, Ferring pharmaceuticals, Hindistan) kullanilmistir. Transvajinal ultrason
yardimiyla OPU islemi, ovulasyon indiiksiyonundan 36 saat sonra yapilmistir. Tim
gamet maniplilasyonlar1 ve embriyo kiiltiirleri, Sydney IVF (COOK Medical, Sidney
IVF, ABD) medyumu kullanilarak yapilmistir. inkiibasyon kosullar1 %6 CO?, %5 O?
ve 37°C’ye ayarlanmistir. (K-Sistemler, Kivex Biotec Ltd, Danimarka). Tum oosit
asilamalar1, ICSI kullanilarak gerceklestirilmistir. Embriyolar mineral yagi bulunan
ortamda, medyum mikro damlaciklarinin i¢inde kiiltiirlenmistir. Tiim embriyolar OPU

sonrast 5. giine kadar vitrifikasyon ya da transfer i¢in kiiltlirlenmistir. Blastosistler,
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Gardner ve Schoolcraft (Gardner, Lane, & Schoolcraft, 2000; Gardner, Lane, Stevens,
ve ark., 2000) tarafindan Onerilen 3 kademeli derecelendirme sistemine gore
degerlendirilmistir. Blastosist ekspansiyonu 1-6 arasinda bir Ol¢ekte, ICM hiicre
sitkigma say1 ve derecesine gore A ile C aras1 Olgekte ve TE’de trofoektoderm
hiicrelerinin sayisi, boyutu ve bitisik diizenlenmesine gore A ile C arast dlcekte

siiflandirilmstir.

Blastosistlerin vitrifikasyon ve 1sinmasi i¢in modifiye edilmemis bir Cryotop yontemi
(Kitazato, ila¢ Ltd, Japonya) kullanilmistir. Bu ydéntemde ultra-hizli vitrifikasyon ve
istnma oranlart ile yiiksek konsantrasyonda kriyoprotektanlar kullanilmaktadir.
Islemler icin gerekli olan dengeleme, vitrifikasyon, ¢dzdiirme, seyreltme ve yikama
soliisyonlar1, piyasadaki Cryotop kitlerinde bulunmaktadir. Kisaca, blastosistler oda
sicakliginda dengeleme ve vitrifikasyon asamalarina alinmig, sonrasinda Cryotop strip
Uzerine yerlestirilip sivi nitrojene daldirilmigtir. Strip {izerine ikiden fazla blastosist
yerlestirilmemistir. Cryotop stripi, sivi nitrojende kriyotank icinde saklanmustir.
Isinmasi i¢in, baglikli bir Cryotop kabi kriyotanktan ¢ikarilip, sivi nitrojen altinda
kapak kaldirilmis ve stripten uzaklagtirtlmigtir. Strip, sivi nitrojenden alinarak 1sinma
¢ozeltisi i¢ine daldirilmigtir. Ardindan blastosistler iki kez yikanmistir. Transfer
giiniinde hasta basma g¢ikarilacak Cryotop kabi sayisi, transfer i¢in 2 adet canli

blastosist elde edilecek sekilde belirlenmistir.

Tum DET donguleri, 6strojen (Estrofem, Novo Nordisk, Turkiye) ve progesteron
(Crinone, Merck Serono, Tiirkiye) ilaveleri kullanilarak endometriyumun transfere
hazirlandig1 ve senkronize edildigi HRT dongiileri ile programlanmistir. Sikluslarin
baslangici, OCP ile programlanmistir. Endometriyumun transfere hazirlanmasi i¢in
Ostrojen takviyesi (2 mg/giin ila 8§ mg/giin) uygulanmistir. TVUS ile endometriyum
kalinlig1 Slgiilecek ve progesteron konsantrasyonunu kontrol etmek icin kan 6rnegi
alinmistir (Abdalla vd., 1994). Eger endometriyum kalinlig1 > 7mm ve luteinizasyon
yoksa, dstrojen takviyesine (6 mg/giin) devam edilmis ve progesteron (% 8 giinde iki
kez) takviyesi uygulanmigtir. Blastosist 1sinma ve transferi, progesteron verilmesinin

6. giiniinde gerceklestirilmistir.

Transfer icin secilen biitlin blastosistler mineral yag ile ortiilmiis medyum damlaciklar
icine yerlestirilmistir. Isinmadan yaklasik 2 saat sonra, blastosistlerin sag kalim ve

morfolojileri degerlendirilmistir. Blastosist transfer prosedurleri, trans-abdominal
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ultrason rehberliginde ve embriyo kateterine (Wallace, Smiths Medical, Ingiltere)
bagli olan Hamilton siringa (50ul, Hamilton, ABD) kullanilarak yapilmistir.. Eger
biyokimyasal gebelik (> 30 IU BhCG) progesteron verilmesinin 15. gininde
dogrulanirsa, taze ve vitrifiye sikluslarin luteal faz destegi, Ostrojen ve progesteron
takviyesi rejiminden olusmustur ve gebeligin en az 9 haftasi devam edilmistir.

(Vaisbuch vd., 2014).

3.4 Plasentalarin Toplanmasi
Kontrol grubu ve YUT grubu olarak toplanilan plasentalarin tamami saglikli

dogumlardan elde edilen plasentalardir. Deneyde kullanilan plasentalar ile ilgili

bilgiler ayrintili olarak Tablo 3.2’de belirtilmistir.

Tablo 3.2 Toplamlan plasentalar ile ilgili bilgiler. SS: Standard Sapma, VKI: Viicut kitle indeksi

Kontrol Grubu TETP Grubu DETP Grubu
(Ortalama = SS) | (Ortalama = SS) | (Ortalama + SS)
Gestasyonel Yas 3749+ 1.15 38.12+1.6 37.66 + 0.94
Anne Yasi 30.667 + 4.96 35+1.09 35.5+2.43
Anne VKI 26.58 + 4.6 26.93+1.4 24.8 +4.83
Fetal Agirhik (g) 3456.66 £ 394.7 | 2940+ 336.65 [ 3030.83 +232.42
Plasental Agirhk (g) | 520.33 +71.55 567.5 £ 56.91 581.83 + 60.34

3.5 Doku Takibi
3.5.1 Protokol
1. Plasentalar elde edildikten sonra dokulara %4 formalin ile gece boyu muamele
edilmistir.
2. Dokular akan suda altinda 12 saat yikanmuistir.
3. Dokular, dehidrasyon islemi igin sirastyla %70, %80 ve %90’lik artan alkol
serilerinde birer gun bekletildikten sonra %100’liikk alkolde 3 saat
bekletilmistir.
4. Dokular seffaflagtirma i¢in ksilole alinarak, ksilolde 5 dakika bekletildi.
5. Sertlestirme islemi i¢ginse dokular 3x1 saat parafin icerisinde bekletilmistir.

6. Son basamak olarak, dokular parafin igerisine gdmiilmiislerdir.
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3.6 Immiinohistokimya

3.6.1 Kullamlan Soliisyonlar

PBS
1 litre 1x PBS hazirlamak i¢in;
- 0.137 M NaCl (MA: 58.4 g/mol); 8 ¢
- 0.0027 M KCI (MA: 74.551 g/mol); 200 mg
- 0.01 M Na2HPO4 (MA: 141.96 g/mol); 1.44 g
- 0.0018 M KH2PO4 (MA: 136.086 g/mol); 245 mg
Yukaridaki kimyasallar belirtilen miktarlarda alinarak 1 litre distile suda
¢oziindiriilmiistiir. pH 7.4’e ayarlanmistir. MA:Molekiiler agirlik
Sitrat Tamponu
1 litre sitrat tamponu hazirlamak igin;
- 0.0825M sodyum sitrat dehidrat (MA: 294.1 g/mol), 24.269 ¢
- 0.0175M sitrik asit (MA: 192.1 g/mol), 3.358 g
Yukaridaki kimyasallar belirtilen miktarlarda alinarak 800 mL distile suda
¢oziindiriilmistiir. pH 6.0’a ayarlanmistir. Distile su eklenerek son hacim 1 litreye

tamamlanmustir.

3.6.2 Protokol
Takibi yapilmis dokulardan alinmais kesitlere 2 giinliik deney protokolii uygulandi.

1. Dokulardan 5p kalinliginda kesitler alindiktan sonra 37°C su banyosunda
superfrost lamlara alindi.

2. Superfrost lamlara alinmis olan kesitler, 2 saat 1s1 tablasinda maksimum 40°C
sicaklikta bekletildi.

3. Is1 tablasindan alinan lamlar gece boyunca 60°C etiivde bekletildi.

4. Deparafinizasyon islemi icin kesitler ksilol 11 ve ksilol | de onar dakika kesitler
bekletildi.

5. Kesitler sirasiyla %100, %90, %80, %70 alkol serilerinde beser dakika bekletildi.
6. Daha sonar kesitler, distile suda 5 dakika bekletildi.

7. Epitoplarin agilmasi i¢in 3x7 dakika mikrodalga firinda 750 watt’da sitrat tampon
ile kaynatildu.

8. Kaynatilan kesitler 20 dakika oda sicakliginda sogutmaya alind1
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9. Orneklerin etrafi pappen ile cizilerek 3x5 dakika PBS yikamas1 yapildi.

10. 30 dakika boyunca %5 hidrojen peroksit ile muamele edildi.

11. 3x5 dakika PBS yikamas1 yapildi.

12. 5 dakika UV bloklama yapildi.

13. Kesitlere primer antikorlar eklendi ve +4 °C’de gece boyu inkiibasyona birakildi.
14. Ornekler 3x5 dk PBS ile yikand.

15. Kesitler primer antikoru fare kaynakli antikor kullanilan 6rneklere Primer
Antikor enhancer eklendi. 30 dakika bekletildi. (Primer antikor kaynag fare disinda
bir hayvan ise kesitler {izerine kurumamasi i¢in PBS eklendi esit siire bekletildi.)
16. HRP polimer (thermo) ile 30 dakika inkiibasyon yapildi. (Uzeri siyah renkli bir
materyal ile kapatildi.)

17. 3x5 dk PBS ile yikandi.

18. Substrat olan AEC kromojeni ile dokularda reaksiyon gézlemleninceye kadar
muamele edildi.

19.Distile su ile reaksiyon durduruldu.

20.Mayer hematoksilen ile 10 saniye zit boyama yapildi.

21.Akan suda yikama yapildi.

22.Kapatma sollisyonu ile kesitler lamel ile kapatildi ve 151k mikroskobunda analiz

edilip, bilgisayara bagli kamera ile fotograflar ¢ekildi.

3.7 Western Blot

3.7.1 Numunelerin Hazirlanmasi ve Lowry Deneyi
Kullanilan Soliisyonlar

Tris Sollsyonu
0.1M Tris soliisyonu hazirlamak i¢in;

0,6 gr Tris 40 ml distile suda ¢6ziildii. Hidroklorik asit ile soliisyonun pH’17.4°¢
ayarlandi. Son hacim distile su ilave edilerek 50 ml’ye tamamlanda.
Sodyum Ortohovanadate
Bu soliisyon 100X olacak sekilde hazirlandi. 0.184 gr Na-orthovanadate dnceden
hazirlanmig 10ml Tris solisyonu iginde ¢Ozuldu.
Lizis Solusyonu
Lizis soliisyonu hazirlamak i¢in;
-10 ml 0.1 ml Tris (pH: 7.4)
- 1 ml Na- orthovanadate
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- 1 gr Na dodesil sulfat
- 1 tablet proteaz inhibitor kokteyl
Yukaridaki maddeler 90 ml Distile suda ¢6ziilerek soliisyon hazirlandi.
Lowry Soliisyonlari
Lowry A solusyonu:
- 0.2 M Na.CO3
- 0.1 M NaOH
Lowry B sollisyonu
-%1 KNaCsH40s
Lowry C Solusyonu
-%1 CuS045(H?0)
Protokol
S1v1 nitrojen tankinda bekletilmis olan dokular
1. Mekanik olarak bisturi araciligiyla parcalandi. Bu pargalama islemi buz {izerinde
gerceklestirilmistir.
2. Parcalanan dokular lizis solusyonu ile (0,2 gram doku basina 600 pl lizis
soliisyonu olacak sekilde) muamele edildi.
3. Dokular lizis solusyonu ile birlikte 1,5 mL’lik tiiplere alindi ve vortekslendi.
4. Vortekslenen tipler +4 °C’de 15000 g’ de 10-15 dakika santriftj edildi.
5. Santrifiij sonrasinda siipernatantlar alindu.
6. Protein miktarlarinin belirlenmesi igin Lowry deneyine baslandi.
7. 5 adet standard soliisyonlar asagida belirtildigi gibi BSA kullanilarak hazirlandi.
1 nolu standart 20 pl BSA stok solisyonu
2 nolu standart 20 pl BSA stok solusyonu + 20 ul PBS
3 nolu standart 20 ul BSA stok soliisyonu + 40 pl PBS
4 nolu standart 20 pl BSA stok soliisyonu + 60 pl PBS
5 nolu standart 20 pl BSA stok soltisyonu + 100 pl PBS
8. Numuneler genellikle 1:40 diliiye edilerek ¢alisildi.
9. Lowry Ol¢limil i¢in numuneler ¢ift tekrarh ¢alisildi.
10. Her bir numune PBS ile 1:40 dilie edilip 1,5 mL’lik tiipe alindi
11. Tim standart, kor (blank) ve numunelere daha 6nce lowry A, B ve C sollsyonu
karisimi ile elde edilen lowry soliisyonundan 600 pl ilave edildi ve vortekslendi.

12.10 dakika buz iizerinde inkiibasyon yapildi.
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13. Daha sonra da tum, standartlara, numunelere ve kor’e 60 pl folin (1:1 oraninda
distile su ile dilliye edilmis) eklendi.

14. Folin ile karanlik ortamda 30 dakika inkiibasyon islemi gerceklestirildi.

15.Bu islem sonrasinda ise 750 nm dalga boyunda spektrofotometrede 6lgtimler

yapilarak hazirlanan numunelerdeki protein miktarlari tespit edildi.

3.7.2 Western Blot Deneyi
Kullanilan Soliisyonlar

Yuriatme Sollsyonu
-9g TRIS

-43,2 g Glisin-
-3 g SDS
-600 ml dH20

Soliisyon 5x olarak hazirlandi. Kullanilacagi zaman 100ml 5x soliisyondan alindi ve
400ml distile su ile seyreltilerek kullanima hazir hale getirildi. pH aralig1 8.3-8.6
arasinda olmalidir. Bu soliisyonun pH’1na miidahale edilmez.

Blotlama Sollsyonu
-3gTRIS

- 14.3 g Glisin

- 700 ml dH20

- 200 mL metanol
Soliisyon yukaridaki maddeler kullanilarak hazirlandi. pH araligi 8.3-8.6 arasinda
olmalidir. Bu soliisyonun pH’na miidahale edilmez. pH 6l¢iimiinden sonra distile su

ile soliisyon 1000ml’ye tamamlandi.

TBS-T Solusyonu
-60.55 g TRIS

- 87.66 g NaCl

- 800 mL dH20
Bu soliisyon 10X olarak hazirlandi. pH 7.4’e ayarlandiktan sonra distile su ile son
hacim 1000 ml’ye tamamlandi. Kullanilacagi zaman 100 mL 10X soliisyon alinip 900
ml distile su ile 1X oranina seyreltildi. 1ml Tween-20 eklenerek soliisyon hazirlandi.

Sut Tozu
-5g Sit Tozu

- 100 mL TBS-T
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5 gram siit tozu alinarak 100 mL TBS-T soliisyonu i¢inde manyetik g¢alkalayici
uzerinde homojen olarak ¢ozildu. %5’lik olarakkullanima hazirlandi.

Coomassie Blue Sollisyonu
- 0.5 g Coomasie Brilliant Blue

- 100 mL metanol
- 800 mL dH20
- 100 mL konsantre asetik asit
Yukaridaki kimyasallar 15-20 dakika boyunca karistirildi. Filtreden gegirilerek

stizlildii. Kullanima hazir hale getirildi.

Coomassie Giderici
- 100 mL Asetik asit
- 100 mL Metanol
- 800 mL dH20

Protokol

1. Gun

1. %210luk jel dokaldi.

2. 10luk tarak kullanildi.

3. IVF ve kontrol plasentalardan hazirlanmis 33 pg’lik numunelerden kullanildi.
Ve kuyulara 15ul yiiklendi.

Yulrutme

5. Yiiriitme cihazi 140Volt 70 miliAmper 10Watt’a ayarland1 ve 15 dakika
ylriitme yapildi.

6. Hemen ardindan cihaz 160Volt 70 miliAmper 10Watt’a ayarlandi 45 dakika
daha numuneler ylratalda.

Blotlama

7. Kasetler hazirlandi. Cihaz 90 Volt 30 miliampere ayarlandi ve +4 °C derece

soguk odada gece boyu numuneler blotlandi.

2.GUn

1.Kaset soguk odadan alindi ve membranlar ayr1 kaplara ayrildi.
2.Membran TBS-T ile 3x5 dakika yikandi.

3.Poncaeu-S boyasi ile bantlar gdzlemlendi.
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4.Bantlar gézlemlendikten sonra boya uzaklastirildi ve membran temizlenene kadar
TBS-T ile 3x5 dakika yikandi.

BLOKLAMA

5. %S5lik siit tozu hazirlandu.

6. Membran hazirlanan siit tozu ile 1 saat mekanik calkalayici lizerinde muamele
edildi.

7. Yikama yapmadan membrana hazirlanmis primer antikor eklendi.

8. Membran soguk odada gece boyu shaker lizerinde antikorla muamele edildi.

3. Gun.

Membran soguk odadan alindi.

Primer antior geri toplanadi.

Membran 3x5 dakika TBS-T ile yikandi.
Sekonder antikor ile 2 saat muamele edildi.
Membran 3x5 dakika TBS-T ile yikandi.

I A

Advansta WesternBright ECL kit soliisyonlar1 1’er ml olacak sekilde karanlik

ortamda 2ml hazirlandi.

7. Membran karanlikta mekanik ¢alkalayici lizerinde ECL soliisyonlar1 karigimi
ile 5 dk muamele edildi.

8. Goriintiileme cihazi ile goriintiileme yapilip sonuglar kaydedildi.

Istatistiksel Analizler

Yapilan Western blot deneylerinde her grup i¢in 6 farkli numune kullanilmistir
(n=6). Deney sonuglarina istatistiksel olarak One-Way-ANNOVA testi yapilarak tim
gruplar birbiri arasinda incelenmistir. p < 0.05 anlamlilik diizeyi ve %95 gliven

aralig1 belirlenerek Tukey post testi kullanilmigtir.

0.01 < p<0.05araliginda ; * istatistiksel olarak anlaml1 fark vardir.

0.001 < p <0.01 araliginda ; ** istatistiksel olarak yiiksek diizeyde anlamli fark

vardir.
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p <0.001 ise

fark vardir.”

; *** istatistiksel olarak ¢ok yiiksek diizeyde anlaml
Seklinde degerlendirilip simgelendirilmistir (Kittelson, 2011).
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4. BULGULAR

Bu c¢alismada, taze embriyo transferi ve dondurulmus embriyo transferi sonucu
gerceklesen gebeliklerden elde edilen plasentalar ve saglikli gebeliklerden elde edilen
kontrol plasentalarinda, hiicre siklusu ile iliskili olan PCNA, siklin D3 ve p57
proteinleri arastirilmistir. Plasental dokulardaki protein lokalizasyonlarini belirlemek
icin immunohistokimyasal boyanmalar yapilmistir. Immiinohisokimyasal boyanma
sonuglarina gére PCNA, siklin D3 ve p57 proteinlerinin immiinoreaktivitesi plasental
hiicre tiplerine gore incelenmistir. Dokulardaki protein miktarlar1 ise western blot

analizleri ile tespit edilmistir.

4.1 immiinohistokimyasal Boyanmalar

4.1.1 PCNA Immiinohistokimyasal Boyanmalari _

Hicrelerdeki PCNA immuno lokalizasyonu nikleerdir. Immiinohistokimya deney
sonuglarina gore sitotrofoblastlardaki PCNA immiin reaktif pozitif hiicre sayis1t DETP
grubunda kontrol ve TETP gruplarina gore belirgin sekilde daha yiiksek olarak tespit
edilmistir. Sinsisyotrofoblast tabakasindaki PCNA pozitif hiicre duzeyi, her ¢ grup
icin de sitotrofoblast hiicrelerine goére daha azdir. Normal kosullarda
sisnsisyotrofoblast hiicreleri prolifere olmadiklar1 i¢in PCNA proteini icermemeleri
gerekir. Fakat PCNA proteinin yarilanma Omrii ¢ok uzun oldugu igin
sitotrofoblastlarda mevcut olup sinsisyotrofoblasta doniisen hiicreler hala PCNA igin
immin reaktivite gosterir. Endotel hiicrelerinde PCNA pozitif imminoreaktivitesi
gozlenmemistir. Stromal hiicrelerdeki PCNA immiin boyanmasi, sitotrofoblast

hiicreleri ile karsilastirildiginda, daha diisiik seviyede tespit edilmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4. 1. PCNA immunohistokimyasal boyanmalar. Kontrol (A ve G), TETP (B ve H), ve DETP
(C ve 1) gruplar1 200X orjinal biiyiitmede fotograflannmustir Kontrol (D ve J), TETP (E ve K) , ve
DETP (F ve L) gruplar1 400X orjinal bilyiitmede fotograflanmistir. (M) izotip kontrol. (N) Negatif
kontrol. Tlim goruntller, Zeiss Axiolab 151k mikroskobu altinda Zen Blue Edition programi kullanilarak
cekilmistir.
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4.1.2 Siklin D3 Immunohistokimyasal Boyanmalari

Siklin D3 immiin reaktivitesi igcin TETP ve DETP gruplarindaki sitotrofoblast
hiicrelerinde, kontrol grubuna gore daha fazla sayida mevcut oldugu tespit edilmistir.
Kontrol, TETP ve DETP gruplarinda, sinsisyotrofoblastlarda ve endotel hiicrelerinde
siklin D3 immunoreaktivitesi gorulmemektedir. Kontrol, TETP ve DETP gruplari
stromal hicrelerinde siklin D3 immiinoreaktivitesi tespit edilmistir fakat TETP ve
DETP gruplarinda boyanma yogunlugu artmis ve benzer profil gostermektedir.
Hicrelerde, siklin D3 cekirdekte immun pozitif reaksiyon gostermistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4. 2. Siklin D3 immunohistokimyasal boyanmalar. Kontrol. (A ve G), TETP (B ve H) ve
DETP (C ve 1) gruplar1 200X orjinal bilyiitmede fotograflanmistir. Kontrol (D ve J), TETP (E ve K),
ve DETP (F ve L) gruplar1 400X orjinal biiyiitmede fotograflanmistir. (M) Izotip kontrol. (N) Negatif
kontrol. Tiim goriintiiler Zeiss Axiolab 151k mikroskobu altinda Zen Blue Edition programi kullanilarak
cekilmistir.
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4.1.3 p57 immiinohistokimyasal Boyanmalari

Kontrol grubu sitotrofoblast hiicrelerindeki p5S7 boyanma yogunlugu, DETP grubuna
gore belirgin sekilde daha yiiksek tespit edilmistir. KP, TETP ve DETP gruplar
sinsisyotrofoblast ve endotel hiicrelerinde p57 boyanmasi gézlenmemistir. Stromal
hiicrelerde ise kontrol grubu p57 proteini boyanma yogunlugu, TETP ve DETP
grubuna kiyasla belirgin sekilde artis gostermektedir (Sekil 4.3).

Sekil 4. 3. p57 immunohistokimyasal boyanmalar. Kontrol (A ve G), TETP (B ve H) ve DETP (C
ve I) gruplar1 200X orjinal biiyiitmede fotograflanmistir. Kontrol (D ve J), TETP (E ve K), ve DETP
(F ve L) gruplar1 400X orjinal biiyiitmede fotograflanmustir. izotip control (M), Negatif control (N).
Tim goriintiiler Zeiss Axiolab 151k mikroskobu altinda Zen Blue Edition programi kullanilarak
cekilmistir.
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PCNA, Siklin D3 ve p57 immunohistokimyasal sonuclar tablo seklinde 6zetlenmistir
(Tablo 4.1).
Tablo 4.1 PCNA, Siklin D3 ve p57 immuno histokimyasal boyanma sonugclari.

Hiicre

Tipleri Sitotrofoblast Sinsisyotrofoblast | Endotel Hiicreleri | Stromal Hiicreler

Gruplar | KP | TETP DETP KP | TETP DETP | KP | TETP DETP KP | TETP | DETP

PCNA | +~+ | ++ |- + . . . . . N .
Siklin
D3 ==Hr ++ - = - - . _ + 4+ —+
ps7 +— —+ + - - - - - - -+ + +

+: Hafif seviyede ekspresyon mevcuttur.
++: Orta seviyede ekspresyon mevcuttur.
+++: Yogun seviyede ekspresyon mevcuttur.

4.2 Western Blot Analizleri

4.2.1 PCNA protein dizeyi

Western blot analizlerine gore PCNA protein diizeyi DETP grubunda kontrol ve TETP
gruplaria gore istatistiksek olarak anlamli bir sekilde artis gdstermistir. Kontrol ve
TETP gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik yoktur. DETP
grubundaki PCNA proteini diizeyi, TETP grubuna gore istatistiksel olarak anlamlidir
(p <0.05).

KP TETP DETP

36 kDa PCNA
42 kDa B-Aktin

Sekil 4.4. Western Blot PCNA sonuglar1. PCNA ve -Aktin proteinlerinin bantlart KP: Kontrol grubu
plasenta dokularindan alinmis plasenta Ornekleri TETP:Taze embriyo transferi sonucu olusmus
gebeliklerden alimmis plasenta ornekleri. DETP:Dondurulmus embriyo transferi sonucu olusmus

gebeliklerden alinmis plasenta 6rnekleri
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Optik Yogunluk{')
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Sekil 4.5 PCNA proteininin Western blot deneyi sonucu analizleri. KP: Kontrol grubu plasenta
dokularindan alinmig plasenta 6rnekleri. TETP:Taze embriyo transferi sonucu olusmus gebeliklerden
almmig plasenta Ornekleri. DETP:Dondurulmus embriyo transferi sonucu olusmus gebeliklerden
alinmig plasenta 6rnekleri. Veriler her grup icin 3 tekrarin ortalamasi alinarak elde edilmistir. * p <0.05.

4.2.2 Siklin D3
Western blot analizi sonuglarina gore Siklin D3 protein ekspresyonu, TETP ve DETP

gruplarinda kontrol grubuna gore fazladir. Siklin D3 protein miktarinda, kontrol ve
TETP gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark yoktur. DETP grubundaki
Siklin D3 protein miktari, TETP grubuna gore ise istatistiksel olarak anlamli bir artis

gostermektedir (p < 0.05).
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KP TETP  DETP

31 kDa Siklin D3
42 kDa B-Aktin

Sekil 4.6. Western blot siklin D3 sonuclari. Siklin D3 ve B-Aktin proteinlerinin bantlart
KP: Kontrol grubu plasenta dokularindan alinmis plasenta 6rnekleri. TETP:Taze embriyo transferi
sonucu olusmus gebeliklerden alinmis plasenta Ornekleri. DETP:Dondurulmus embriyo transferi
sonucu olugmus gebeliklerden alinmis plasenta drnekleri

Siklin D3

Optik Yogunluk(%)

Sekil 4.7. Siklin D3 proteininin Western blot deneyi sonucu analizleri. KP: Kontrol grubu plasenta
dokularindan alinmig plasenta 6rnekleri. TETP:Taze embriyo transferi sonucu olusmus gebeliklerden
almmis plasenta Ornekleri. DETP:Dondurulmus embriyo transferi sonucu olusmus gebeliklerden
alinmig plasenta drnekleri. Veriler her grup icin 3 tekrarin ortalamasi alinarak elde edilmigtir. * p <0.05.
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4.2.3 p57
Western blot analizine gore p57 protein miktari, TETP ve DETP gruplarinda kontrol

grubuna gore azalmistir. Kontrol grubu p57 protein ekspresyonu, TETP grubuna
kiyasla istatistiksel olarak artis gostermektedir (p < 0.05). TETP ve DETP
gruplarindaki protein seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

bulunmamaktadir.

KP TETP DETP

57 kDa p57
42 kDa B-Aktin

Sekil 4.8. Western blot p57 sonuglari. Siklin D3 ve B-Aktin proteinlerinin bantlari. KP: Kontrol grubu
plasenta dokularindan alinmis plasenta Srnekleri. TETP:Taze embriyo transferi sonucu olusmus
gebeliklerden alimmis plasenta 6rnekleri. DETP:Dondurulmus embriyo transferi sonucu olusmus
gebeliklerden alinmis plasenta ornekleri
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Sekil 4.9 p57 proteininin Western Blot deneyi sonucu analizleri. KP: Kontrol grubu plasenta
dokularindan alinmig plasenta 6rnekleri. TETP:Taze embriyo transferi sonucu olusmus gebeliklerden
alinmis plasenta Ornekleri. DETP:Dondurulmus embriyo transferi sonucu olusmus gebeliklerden
alinmig plasenta drnekleri. Veriler, her grup i¢in 3 tekrarin ortalamasi alinarak elde edilmistir.* p <0.05.
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4.3 Plasenta Agirhiklar
Bu ¢alismaya dahil edilen kontrol, TET ve DET ile gerg¢eklesen gebelikler sonucu

dogumlardan elde edilen plasentalarin agirliklar grafige dokiilmiistiir.

PLASENTA AGIRLIK
650+

600+

550+

500+

450+

Plasental Agirlik(g)

400

Sekil 4.10. Plasenta agirhiklar.

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, DETP grubu plasenta agirliklari istatistiksel olarak
anlamli sekilde daha yuksektir (p<0.05), (Sekil 4.10).
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5. TARTISMA

Kiiresel bir sorun olan infertilite, diinya niifusunun ortalama %10’lu kismini
etkilemektedir. Yardimci iireme teknolojisi gelismesi, infertil ¢iftlere umut 15181
olmustur. Ozellikle son yillarda YUT ile ilgili gelismeler hizla artmaktadir. Tiim
Diinya’da ciftlerin 5’te 1’inde infertilite goriildigi belirtilmektedir. Diinya ¢apinda
her y1l YUT yontemleri ile 200.000'den fazla bebek dogmaktadir ve bu say1 giin
gectikce artmaktadir (Halliday ve ark., 2010; Bloise ve ark., 2014; Zhao ve ark., 2020).
YUT sonucu gergeklesen gebeliklerin biiyiik cogunlugu i¢in bu teknigin basarili ve
guvenli oldugu kanitlanmistir (Ishihara ve ark., 2015). Klinige, doktorlara ve hasta

tercihine bagl olarak cok ¢esitli YUT secenekleri ve prosedirleri mevcuttur.

YUT ile elde edilen yiiksek basar1 oranlarina ragmen, YUT'iin hem giivenligi hem de
anne ve bebek iizerindeki etkisi konusunda endiseler vardir. Yardimci iireme
tekniklerinin bir basamagi olan gonadotropinler ile birden fazla oositin elde edilmesini
saglayan siiperovulasyonun  YUT gebeliklerinde olumsuz sonuglara neden
olabilecegine dair hipotezler yapilan ¢alismalar ile dogrulanmistir. SUperoviilasyonun
olas1 etkilerini incelemek adina fareler iizerinde yapilan calismalarda, YUT sonucu
gerceklesen gebeliklerin plasental gelisiminde farkliliklar goze ¢arpmustir (Delle Piane
ve ark., 2010; Bloise ve ark., 2012; Feuer ve ark., 2013). Buna ek olarak, bu
teknolojiyle 1iliskili bir¢ok nadir genetik ve epigenetik hastaliklar goriilmiistiir
(Denomme ve Mann, 2012; Eroglu ve Layman, 2012). Bu bulgular1 destekler sekilde
diger arastirmalar, siiperoviilasyonun bir sonucu olarak oosit ve gelisen embriyonun
transkriptomundaki degisiklikleri ortaya ¢ikarmistir (Steuerwald ve ark., 2007; Chu ve
ark., 2012; Huffman ve ark., 2015). Daha sonra, siiperoviilasyonun neden olabilecegi
olumsuz sonuglardan kaginmak adina embriyolarin dondurulup, fizyolojik olarak
sliperoviilasyonun etkileri gegtikten sonra transfer edildigi dondurulmus embriyo
transferi yontemi gelistirildi. Epidemiyolojik kanitlar da, siiperoviilasyonun sebep
olabilecegi etkilerin dondurulmus embriyo transfer ederek azaltilabilecegini

gostermistir (Henningsen ve ark., 2011; Wennerholm ve ark., 2013).

Yardimer tireme tekniklerindeki gelismelere ragmen, Ozellikle son yillardaki
caligmalar, yardimci tireme teknikleri sonucu dogabilecek potansiyel riskler iizerisinde
yogunlagsmaktadir. Bunun temel sebebi ise kohort calismalarinda in vitro fertilizasyon

ve embriyo transferi sonucu gergeklesen gebeliklerde, spontan gebeliklere kiyasla,
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diistik, erken dogum, diisiik dogum agirligi, intrauterin biiylime geriligi ve gebelik
hipertansiyonu dahil olmak iizere 6zellikle perinatal donemde ¢ok sayida olumsuz
sonug ile karsilasilmasidir. Cok sayida YUT ile gergeklesen gebelikleri dahil eden bir
caligmada yapilan meta-analiz sonuglar1 da benzer sekilde, bu tiir gebeliklerin erken
dogum, diisiik dogum agirlig1, plasenta previa, gestasyonel diyabet, preeklampsi ve
yenidogan yogun bakima yatis sayisinda artis dahil olmak tizere olumsuz perinatal
sonuglar agisindan artan risk altinda oldugunu gostermistir (Jackson ve ark., 2004).
Son birkag yi1lda, memeli embriyonik gelisiminin erken evrelerinin mikro ¢evreye ¢ok
duyarli oldugu ve fetls, dogum sonrasi1 ve yetiskin saglig1 iizerinde uzun vadeli etkileri
oldugunu gésteren calismalar, YUT yontemlerini arastirmalarin  odagi haline
getirmistir (Padhee ve ark., 2015; Antonelli ve ark., 2017). YUT sonucu gerceklesen
gebelikler ile spontan gebeliklerden elde edilen ilk trimester plasental dokularin
karsilastirildigi  bir c¢alismada bazi gen ve protein ekspresyon profillerinde
degismelerin meydana geldigi tespit edilmistir (Y. Zhang ve ark., 2010; Y. Zhang ve
ark., 2011). Benzer sekilde, YUT sonucu gergeklesen gebelikleri dahil eden bir baska
calismanin bulgular: ise, YUT sonrasi hipertansif bozukluklarda, plasenta previa ve
plasental ayrilma gibi plasental anormalliklerde ve sezaryen dogum insidansinda
onemli bir artis oldugunu gosteren metaanaliz sonuglarini desteklemektedir (Shevell
ve ark., 2005). Yine ayni ¢aligmada elde edilen bulgular, kontrollere kiyasla IVF
gebeliklerinde preeklampsi riskinin 2,7 kat arttigi gosterilmistir. YUT ve preeklampsi
arasindaki bu iliski, 2004'te Jackson ve digerleri, 2002'de Wang ve digerleri, 1998'de
Maman ve digerleri ve 1992'de Tan ve digerleri dahil olmak tizere diger arastirmacilar
tarafindan da belirtilmistir (Tan ve ark., 1992; Verlaenen ve ark., 1995; Marcus ve ark.,
1996; Jackson ve ark., 2004).

Patolojik gebelikler ile ilgili bulgulara ek olarak, literatiirde, YUT sonucu gergeklesen
gebeliklerin plasenta agirlik ve kalinliklarmin spontan gebelik plasenalarina goére
farklilik gosterdigini tespit eden ¢alismalar da mevcuttur (Bloise ve ark., 2014).
Preeklampsi, plasental abruption ve plasenta previa gibi gebelik patolojilerinin
hepsinin, plasenta yerlesimi ve fonksiyonu ile iligkili olmasi, olusan problemlerin
temelinde anormal plasentasyon yatabilecegi hipotezini siddetle desteklemektedir. Bu
noktada, YUT’ iin dogurabilecegi problemlerin altinda yatan temeli anlamak ve

cozmek icin plasenta ¢alismalarinin artmasi gerekmektedir. Bu sebeple, bu projede
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YUT sonucu gerceklesen gebeliklerden elde edilen plasentalar ve spontan

gebeliklerden elde edeilen plasentalar {izerinde arastirmalar yapilmistir.

Maternal-fetal bir doku olan plasenta, fetiisiin organlar1 gelisirken fetal akcigerlerin
(gaz degisimi), gastrointestinal sistemin (besin alimi) ve bobreklerin (sivi hacminin
diizenlenmesi ve atik metabolitlerin ortadan kaldirilmasi) islevlerini agamali ve gegici
olarak ustlenir. Fetiisiin gelisebilmesi i¢in molekiillerin, iyonlarin ve gazlarin anne ile
fetus arasindaki degisimini diizenler. Ayn1 zamanda kendi basina bir endokrin organ
olarak gorev yapar ve her iki dolagima da steroid ve peptit hormonlar1 salgilar
(Donnelly ve Campling, 2014). Bu fonksiyonlarini yerine getirebilmesi i¢in trofoblast
hiicrelerinin uterus dokusuna invaze olmasi ve uterus spiral arter duvarlarinin yeniden
sekillenmesi, gelismekte olan feto-plasental {initenin gerekli kan kaynagini almasinm
saglamas1 gerekmektedir. Tiim bu goérevleri nedeni ile normal plasenta gelisimi ve
islevi, saglikli gebeligin saglanmast icin esastir. Saghkli bir gebeligin

gerceklesebilmesi igin plasentasyonun diizgiin ger¢eklesmesi gerekmektedir.

Plasentasyon icin ise plasentadaki trofoblastlarin invazyonu ve farklilasma
mekanizmalarinin saglikli ilerlemesi gerekmektedir. insan plasentasinin koryonik
villuslari, Langhans hiicreleri olarak adlandirilan dista sinsityotrofoblast ve i¢ tarafta
sitotrofoblast olmak {izere iki trofoblastik katmanla kaplidir. Sitotrofoblast hiicreleri
proliferatif aktiviteleri ylksek olan hicrelerdir. Plasentada bulunan sitotrofoblast
hiicrelerinin bir kismi prolifere olarak sitotrofoblastlar1 olusturmaya devam ederken,
bir kismui ise fiizyon ile mitotik olarak aktif olmayan sinsisyotrofoblastlar1 olustururlar.
Sinsisyorofoblast hiicreleri sitotrofoblastlarin flizyonu sonucu olusan ¢ok niikleuslu
hucre kitlesidir. Bu siire¢ villoz agacin buylmesinde ve patolojik kosullar altinda
trofoblastin yenilenme yetenegi agisindan biiyiik onem tagimaktadir (Arnholdt ve ark.,
1991). Normal gebeliklerde sitotrofoblast hiicrelerinin proliferasyon mekanizmasina
dayanan bu siire¢ saglikli ilerlemektedir. Plasental gelisimi kontrol eden hiicre
dongiisii ile ilgili proteinlerin gebelik patolojilerine neden olabildigi bilinmektedir.
Literatlirde, preeklampsi ve diabetes mellitus gibi ¢esitli patolojik durumlarda,
trofoblastik katmandaki hiicrelerin sayisinda artig oldugu bildirilmistir (Wigglesworth,
1962; Fox, 1964; Jones ve Fox, 1980; Teasdale, 1985). Ancak, literattirde trofoblast
hlcrelerinin proliferasyonunu arastiran ¢alismalarin sonuglart uyumsuzdur (Hustin ve

ark., 1984; Arnholdt ve ark., 1991).
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Anormal plasental gelisimi, PE, IUGR, diabetes mellitus ve gestasyonel trofoblastik
hastaliklar gibi cesitli gebelik patolojileriyle baglantilidir. Hucre dongiisii cikisi,
bircok hiicre tipinin terminal farklilagsmasi i¢in gereklidir ve hiicre dongiisii ilerlemesi,
katalitik alt birimlerden, belirlenmis CDK'lerden ve siklinler olarak adlandirilan aktive
edici alt birimlerden olusan bir dizi sikline bagimli kinaz (CDK'ler) tarafindan
diizenlenir (Lew ve ark., 1991; Sherr ve Roberts, 1995). Farkli siklin-CDK'lerin yeterli
anlarda aktivasyonu ve inaktivasyonu, hiicre dongusiine dogru ilerleme i¢in gereklidir
(Zavitz ve Zipursky, 1997).

Hiicre ¢ekirdeginde bulunan PCNA bir proliferasyon belirtecidir. Hucre siklusunun
ge¢ Gl ve S fazlarinda sentezlenen proteinlerden birisi olan PCNA 36 kDa
agirligindadir. PCNA, DNA sentezi, DNA tamiri ve hucre siklusu dizenlenmesinde
onemli roller oynamaktadir. PCNA protein ekspresyonunun hiicrede saptanmasi
hicrelerde proliferasyon ya da DNA tamiri gergeklestirigine isarettir (Kelman, 1997;
Unek ve ark., 2014a). Miktar olarak S fazinda maksimum iken G2 ve M fazindan
azalmaktadir. Hiicre siklusunda rol alan bir¢ok protein, PCNA’ ya baglanarak gorev
alir. Bu noktada hucre siklusunda PCNA proteini 6nemli bir role sahiptir (Kelman,
1997). PCNA cekspresyonu en yogun 1. trimesterde gozlenirken terme dogru
azalmaktadir (Smith ve ark., 1998; Maruo ve ark., 2001).

D tipi siklinler bliylime faktorii sensorleri olarak hiicre dis1 sinyallerle birlikte rol
alirlar ve baslama siklinleri seklinde isimlendirilerler. Ortak kinazlari CDK4 ve CDK6
ile birlikte, G1-S kontrol noktas: boyunca ilerlemeyi dizenlemek igin erken-orta
G1'de galisirlar (Sherr, 1994).Yaklasik 30 dakika olmak tizere yarilanma 6miirleri ¢ok
kisadir. Sentezleri ise biliylime faktorleri olmadiginda durdurulur ve hiicre GO fazina
girer. Siklinlerin igerisinden en yogun ekspresyonu gozlenen tip siklin D3 proteinidir.
Literatire gore normal gebeliklerin plasentalarinda, siklin D3 ekspresyonu
sitotrofoblast hiicrelerinde yogun olarak gozlenirken, sinsisyotrofoblastlarda ve
EVT’lerde gozlenmedikleri bildirilmistir. Ekspresyonu PCNA gibi 1. trimesterde en
yogun seviyedeyken terme dogru azalmaktadir (Genbacev ve ark., 2000).

Cip/Kip ailesinden olan p57 GI siklin/Cdk kompleksinin gii¢lii bir siki baglanma

inhibitdra ve hiicre proliferasyonunun negatif diizenleyicisidir. p57, G1/S gecisinde ve
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S fazinin tamamlanmasini engelleme fonksiyonuna sahiptir. Siklin D/CDKA4, siklin E/
CDK2 ve ya Siklin A/CDK2 komplekslerine baganarak siklinlerin inhibe olmalarini
saglar. Kontrol edilemeyen hiicre proliferasyonunun engellenmesi icin CDK
inhibitorleri biiyiik 6nem tasimaktadir (Nakayama ve Nakayama, 1998; Sherr ve
Roberts, 1999). Literatiirde normal gebeliklerin plasentalarinda, p57 ekspresyonu
sitotrofoblastlarda, EVT’lerde tespit edilmistir. Iclerinde en yogun ekspersyon
profilini gdsteren hicreler sitotrofoblaslar olarak bildirilmistir (Genbacev ve ark.,
2000; Fukunaga, 2004).

Literatiirde IVF ile gebelik gerceklesen fareler iizerinde yapilan bir calismada, IVF
sonucu ger¢eklesen gebeliklerin diisiik dogum agirligina sebep olmasiin anormal
plasentasyonla iligkili olabilecegi bildirilmistir. Calismada gebeligin 12.5. giinlinde
IVF grubunda kontrole kiyasla proliferasyonun bir belirteci olan Ki67 proteinin
boyanmasinin arttigi tespit edilmistir. Arastirmacilar gebeligin baslangicinda IVF
grubunda mitozdaki artisin, kisitlanmis bir plasental doku kiitlesini kurtarmak i¢in bir
telafi edici mekanizmay1 temsil etmesi ihtimali olabilecegini vurgulamiglardir (Delle

Piane ve ark., 2010).

Sonrasinda 2012 yilinda Bloise ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada
farelerin plasental dokularinda immiinohistokimyasal analizler yapmiglar ve benzer
sekilde IVF sonucu gebelik gergeklesen gebeliklerde kontrol grubuna kiyasla
proliferasyonun arttigini bildirmislerdir (Bloise ve ark., 2012). Bir diger ¢aligmada,
Insan IVF ve normal gebelik grubu olusturulmus, gebelerin plasentalarindan elde
edilen dokularda PCNA protein ekspresyonu arastirilmistir. IVF grubu dondurulmus
embriyo transferi sonucu gerceklesen gebeliklerin plasental dokularinda, taze embriyo
transferi sonucu gerceklesen gebeliklerin dokularina gére PCNA ekspresyonunun
arttig1 tespit edilmistir (Ozmen ve ark., 2021). Hducre proliferasyonu ve tamir
mekanizmasinda rol alan PCNA protein ekspresyonunun TETP ve DETP grubunda
farkli profile sahip olmas1 TET sonucu ger¢eklesen gebeliklerde anormal plasentasyon
gelisme riski ile alakali olabilir. Saglikli bir gebelik i¢in plasentasyonun kusursuz
gerceklesebilmesi ve plasentadaki hiicrelerin  hiicre siklusu mekanizmasimin
problemsiz calismasinin ne kadar onem arz ettigi bilinse de literatiirde, YUT ile
gerceklestirilen gebelikler ile spontan gebeliklerden elde edilen dokularin hiicre siklus

mekanizmasi konusunda limitli ¢alisma bulunmaktadir.
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Bu ¢alismada normal ve IVF yontemi ile taze ve dondurulmus embriyo transeri sonucu
gerceklesen gebelerin plasentalarinda, hiicre siklus mekanizmasmin incelenmesi
amaciyla dokular Uzerinde hiicre siklusu ile iliskili, PCNA, siklin D3 ve p57
proteinlerinin Western Blot ve imminohistokimya deneyleri gergeklestirilmistir.
PCNA, siklin D3 ve p57 protein miktarlarinin degisimi Western Blot analizleri ile
incelenmistir ve immiunohistokimya yontemi ile plasentadaki hcre tiplerine goére

boyanma yogunluklari tespit edilmistir.

Immiinohistokimya deney analizlerine gore sitotrofoblastlardaki PCNA protein
miktar1 DETP grubunda, kontrol ve TETP gruplarina gore belirgin sekilde daha
yiiksek tespit edilmistir. Sinsisyotrofoblast tabakasindaki PCNA reaksiyonu TETP
grubunda tespit edilmis ve sitotrofoblast hiicrelerine gore daha azdir. Stromal
hiicrelerdeki PCNA immiin boyanmasi, sitotrofoblast hiicreleri ile karsilagtirildiginda,
daha diisiik seviyede tespit edilmistir ve U¢ grup icin de benzer profil gostermektedir
(Sekil 4.1). Bilindigi iizere sitotrofoblastlar yogun proliferif aktiviteye sahip
hicrelerdir ve diger trofoblast soylarini olusturarak plasentanin gelismesini saglarlar
(Arnholdt ve ark., 1991). Bu baglamda PCNA protein boyanmasinin sitotrofoblast
hiicrelerinde yogun olmasi literatiirle paralellik gostermektedir. Bulgularimizda ise
sitotrofoblast hiicrelerindeki en yogun PCNA boyanmasi DETP grubunda tespit
edilmigtir. Bu sonu¢ son yillarda ¢ikan dondurulmus embriyo transferinin, taze
embriyo transferine kiyasla daha yiiksek oranda basarili dogum ger¢eklesmesiyle
iliskili olabilir. TETP grubunda diisiik seviyede PCNA boyanmasi, IVF sonucu, diisiik

plesanta agirligi ile ilgili patolojik olgularin gelismesiyle alakali olabilir.

Western blot analizlerimize gore de immunohistokimyasal analizlere benzer sekilde
en yogun PCNA protein miktar1 DETP grubunda tespit edilmistir (Sekiller 4.4. ve
4.5). Elde edilen bulgulara gére DETP grubundaki PCNA protein miktarinin fazla
olmasi, PCNA proteinin hiicre proliferasyonunda ve tamirinde rol almasi sebebi ile
hiicre dongiisti mekanizmasinin TETP grubundan farkli ilerledigine bir igaret olabilir.
2019 yilinda insan plasentalari lizerinde yapilan bir ¢alismada, [UGR grubunda PCNA
negatif hicre nikleus miktarinin saglikli gebeliklik grubuna gore daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir (Barapatre ve ark., 2019). Bu ¢alismada TETP grubundaki PCNA
protein miktarinin DETP grubuna kiyasla az olmasi, [UGR gibi patolojik gebeliklerde

de PCNA protein miktarinin spontan gebeliklere kiyasla diisiik olmasi ile benzerlik
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gostermektedir. G1 ve S fazlarinda sentezlenen PCNA protein miktarinin TETP
grubunda diisiik olmasi, hiicre siklusunda daha az hilicre oldugunun ve diisiik
proliferatif aktivitenin bir isareti olabilir. Literatiirdeki calismalar da YUT ile
gergeklesen gebeliklerde IUGR, preeklampsi, plasenta previa gibi patolojik gebelikler
ile karsilagma riskinin daha fazla olduguna isaret etmektedir. Literattirde, preeklamptik
ve IUGR plasentalar kontrol plasentalarina kiyasla daha diisiik agirliktadir (Dypvik ve
ark., 2017). Bulgularimizda TETP grubu PCNA eskpresyonunun DETP grubuna
kiyasla daha diisiik olmasi, TET sonucu gergeklesen gebeliklerde azalmis proliferatif
aktiviteye bagli olarak kiiciik plasenta, IUGR ve preekampsi olgular ile iligkili
olabilir. Bu noktada TETP ve DETP grubundaki PCNA protein ekspresyonundaki
istatistiksel olarak anlaml fark 6nem tasimakta ve daha detayli aragtirllmaya deger
olmast goz onlnde bulundurulmalidir. Ek olarak PCNA, PCNA'ya bagli DNA
replikasyonunun inhibisyonunu saglayan siklin bagimli kinaz inhibitérii 1 (p21)'in
karboksi terminaline baglanarak p21 aktivitesinin 6nemli bir diizenleyicisidir (Goland
ve ark., 1995). Sonug olarak PCNA’nin hiicre donglsundeki énemli rolt sebebi ile
bulgularimizdaki TETP ve DETP gruplar arasindaki protein ekspresyon farki, iki

grup arasinda hiicre dongsiinde bazi farkliliklar olduguna isaret etmektedir.

Siklin D3 proteininin immiinohistokimyasal deneylerinin sonuglarina gére, TETP ve
DETP gruplarindaki sitotrofoblast hiicrelerinde, kontrol grubuna goére daha ylksek
boyanma yogunlugu tespit edilmistir. Kontrol, TETP ve DETP gruplarinda,
sinsisyotrofoblastlarda ve endotel hiicrelerinde Siklin D3 immunoreaktivitesi, mevcut
degildir. Kontrol, TETP ve DETP gruplarinda stromal hcrelerinde Siklin D3
boyanmasi pozitif olup, TETP ve DETP gruplarinda boyanma yogunlugu artmis ve
benzer profil gostermektedir (Sekil 4.2.). Sonuglarimiza gore genel olarak TETP ve
DETP gruplarinda siklin D3 boyanmast kontrol grubuna kiyasla fazladir ve hiicre
tiplerinde benzer profilde boyanma yogunlugu gdstermektedir. Bu sonu¢ YUT sonucu
gerceklesen gebeliklerin plasentalarindaki hiicre siklus mekanizmasimin  normal
gebeliklere gore farkli isledigine isaret etmektedir. Bu ¢aligmada deney gruplari
olusturulurken IVF gruplari i¢in taze ve dondurulmus embriyo transferleri ayr1 ayri
gruplandirilmasi, literatiirde ¢aligma bulunmayan siklin D3 proteininin, taze ve
dondurulmus embriyo transferi sonucu saglanmis gebeliklerden elde edilen plasenta

dokularindaki miktarini kiyaslama imkani sunmustur.
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Western Blot analizleri sonuglarina gore, siklin D3 protein miktar1 kontrol grubu ile
kiyaslandiginda DETP grubunda daha yiiksek seviyededir. DETP grubu siklin D3
protein ekspresyonundaki artis istatistiksel olarak anlamlidir (p<0.05). TETP ile DETP
gruplar1 arasinda ise istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamaktadir (Sekiller 4.6 ve
4.7). Siganlar {izerinde yapilan bir ¢aligmada, IUGR grubu olusturulmus ve TUGR
grubu plasentalarinda siklin D3 protein miktar1 diisiik seviyede tespit edilmistir (Er ve
ark., 2015). IUGR olgularinda plasental yetmezlik soz konusu oldugu bilinmektedir
ayrica bu olgularda plasenta boyutlart spontan gebeliklere kiyasla kiciuk olarak
saptanir. Literalirde mevcut ¢alismalara gore dondurulmus embriyo transferi sonrast
basarili dogum oranlari, taze embriyo transferine gére daha yuksektir (Roque ve ark.,
2019). YUT ile gergeklestirilen gebeliklerin IUGR gibi patolojik gebeliklere sebep
oldugu bilindigindiginden (Hiendleder ve ark., 2004; Delle Piane ve ark., 2010; Bloise
ve ark., 2012; Z. Chen ve ark., 2013; Grazul-Bilska ve ark., 2013). DETP grubundaki
siklin D3 protein miktarindaki artis dondurulmus embriyo transferinin basari
oranlariyla iliskilendirilebilir. Literatiir ¢alismalarinda YUT ve spontan gebelikler
detayl1 aragtirllmis olmasina ragmen, taze ve dondurulmus embriyo transferi sonrasi
gerceklesen  gebeliklerin = plasentalarinda  hiicre  dongilisi ~ proteinleri
karsilastirilmamustir. Iki yontem arasinda basarili dogum ve patolojik gebelik gelisme
riski ylizdeleri arasindaki belirgin fark g6z oniine alindiginda, bu ¢aligmadaki bulgular
bu konuda daha fazla arastirma yapilmasina gerek oldugunun altin1 ¢izmektedir. Bir
baska ¢alismada ise , diyabetik grup plasentalar1 incelenmis, villoz kisimlarinda, bazal
plaklarda ve koryonik plakta, kontrol plasentalarina kiyasla 6nemli 6l¢iide artan siklin
D3 boyama yogunluklart tespit edilmistir (Unek ve ark., 2014b). Caligmanin
sonucunda siklin D3 protein miktarindaki belirgin artis diyabetik plasentalarda
gdzlenen immatur villus sayisindaki artig ile iliskilendirilerek hiicre proliferasyonunun
artmasi seklinde yorumlanmistir. Sonug olarak siklin D3 protein miktari, preeklampsi,
IUGR, gestasyonel diyabet gibi patolojik gebeliklerde, saglikli gebeliklerden farkli
profile sahip olup, TET ve DET sonucu gergeklestirilen gebeliklerde gelisen anormal

plasentasyonla iligkili olabilir.

p57 proteini immiinohistokimya deney sonuclarma gore kontrol grubu sitotrofoblast
hiicrelerindeki p57 boyanma yogunlugu, DETP grubuna gore belirgin sekilde daha
yiiksek tespit edilmistir. KP, TETP ve DETP gruplar sinsisyotrofoblast ve endotel

hiicrelerinde p57 boyanmasi gozlenmemistir. Bulgularimizla paralel bir sekilde,
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literatiirde bulunan 2018 yilinda yapilan bir ¢alismada da, trofoblast hiicrelerinin alt
tiplerinde p57 gen ekspresyonu aragtirilmis ve sinsisyotrofoblastlarda bu proteinin
ekspresyonunun gézlenmedigi bildirilmistir (Liu ve ark., 2018). Stromal hucrelerde
ise kontrol grubu p57 proteini boyanma yogunlugu, TETP ve DETP grubuna kiyasla
belirgin sekilde artis gostermektedir (Sekil 4.3). Analiz sonuglarimiza gore genel
olarak kontrol grubu p57 proteini boyanma yogunlugu, TETP ve DETP gruplarina
kiyasla yiiksek c¢ikmistir. p57 hiicre dongiisiinden ¢ikma kararlarinda rol oynar.
Kontrol grubunda p57 proteinin yiiksek boyanma yogunlugu, hiicre dongiisiinden
cikan hiicrelerin  farklilagma yoluna girdiginin belirteci olabilir. Plasentadaki
proliferatif ~ aktivitelerini  kaybeden sitotrofoblast hdcreleri,  flizyon ile
sinsiyotrofoblastlara farklilagmaktadirlar. Kontrol grubunda bu farklilasma ve saglikli
plasentasyon saglanabiliyorken, DETP ve TETP gruplarinda p57 diistikliigii hiicrelerin
farklilasma yoluna gidemedigini ve bu sebeple YUT’iin patolojik gebeliklere sebep
olduguna isaret ediyor olabilir. Literatlire gore diyabetik insan plasentalarinda p57
protein ekspresyonunun, villus kisimlarinda saglikli gebeliklere kiyasla diisiik oldugu

tespit edilmistir (Aires ve Dos Santos, 2015).

p57 igin Western Blot bulgular1 incelendiginde, TETP grubu p57 protein ekspresyonu
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak diisiik seviyede tespit edimistir (p<0.05).
Kontrol ve DETP gruplarindaki protein seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir
farklilik goriilmemektedir (Sekiller 4.8 ve 4.9). Western blot analiz sonuglari,
immmiinohistokimya deney sonuclar1 ile paralellik gdstermektedir. 2014 yilinda
yapilan bir ¢alismada, p57 protein ekspresyonu, villus sitotrofoblastlarinda, villoz
stromal hucrelerde, amniyotik epitelde, invaziv sitotrofoblastlarda ve insan
plasentalarinin desidual hiicrelerinde tanimlanmustir (Unek ve ark., 2014a). Crocker
ve ekibinin yaptig1 bir diger arastirmada ise, preeklamptik gebeliklerden elde edilen
plasentalarda p57 protein ekspresyonunun arttigi tespit edilmis, ve asir1 apoptoz ile
iligkilendirilmistir (Crocker ve ark., 2004). P57 siklin/Cdk kompleksine baglanan bir
inhibitor proteindir ve hiicre proliferasyonunun negatif diizenleyicisidir (Lees, 1995).
Literatiirde taze ve dondurulmus embriyo transferi sonrasi gergeklesen gebeliklerde
pS7 proteininin ekspresyon profilini kiyaslayan caligmalar mevcut degildir. Bu
sebeple, bu ¢alismada elde edilen sonuclara gére TETP ve kontrol gruplari arasinda
hlcre dongusunun énemli bir inhibitor protein olan p57 miktarinda istatistiksel olarak

anlamli farklilik ¢ikmasi, hiicre dongiisti mekanizmasinin TETP ve DETP gruplarinda

46



farkli islediginin bir isareti olarak, YUT ile gerceklesen gebeliklerde patolojik olgu
geligsme riskinin fazla olmasi ile iliskili olabilir. Ayrica TETP grubunda p57 protein
miktarinin az olmasi hiicrelerin, siklustan ¢ikip differensiye olamadigin1 ve boylece
sonu¢ olarak plasentasyonun yetersiz  kalmasina sebep  olabilecegini

distindiirmektedir.

Calismamizda elde edilen bulgulara gére TETP ve DETP gruplarinda hiicre dongiisii
ile iligkili proteinler arastirilmis ve bazi farkliliklar tespit edilmistir. Ek olarak,
calismamiza dahil ettigimiz TET ve DET ile gergeklesen gebelikler sonucu
dogumlardan elde edilen plasentalarin agirliklar1 grafige dokiilmistiir (Sekil 4.10).
Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, DETP grubu plasenta agirliklari istatistiksel olarak
anlamli sekilde daha yiiksektir. Bu bulgular, DETP grubunda hiicre proliferasyonu ile
iligkili olarak PCNA ve siklin D3 protein miktarlarinin yiiksek ¢ikmasi ile paralellik
gostermektedir. Plasentadaki hiicrelerin proliferasyon miktarinin artmasi, plasenta

boyutlarinda artisa sebep olabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu ¢aligmada spontan gebelikler ile taze ve dondurulmus embriyo transferi sonucu
gerceklesen gebeliklerden elde edilen plasentalardan doku Ornekleri alinarak, hiicre
siklusu ile iligkili PCNA, siklin D3 ve p57 proteinlerinin gruplar arasi miktarlarini
karsilastirmak amaciyla western blot analizleri ve bu proteinlerin plasentadaki
lokalizasyonlarint belirlemek i¢in immiinohistokimyasal analizler yapilmistir. Bu
calismada YUT sonucu gerceklesen gebeliklerin plasentalarinda hiicre siklusu

proteinleri incelenmistir.
Elde edilen sonuglar maddeler halinde asagida 6zetlenmistir:

1. PCNA protein miktar1 TETP grubu ile kiyaslandiginda DETP grubunda istatisiksel
olarak anlamli seviyede daha yiiksek bulunurken diger gruplar arasina anlamli bir fark

tespit edilmemistir.

2. Siklin D3 protein miktar1 kontrol grubu ile kiyaslandiginda DETP grubunda daha
yuksek seviyededir

PCNA ve Siklin D3 proteinlerinin hiicre dongustntn ilerlemesinde ve proliferasyonda
rolii olmasi sebebi ile miktarlarinin birbiri ile paralellik gostermesi beklenmektedir.
Bizim bulgularimizda da DETP grubunda her ikisinin de yiiksek seviyede olmasi bu

bilgi ile ortiigmektedir.

3. TETP grubu p57 protein ekspresyonu kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak

diisiik seviyede tespit edimistir.

Taze ve dondurulmus embriyo transferi sonucu gerceklesen gebeliklerin
plasentalarinda hiicre dongiisi mekanizmasi bu ¢alismada ilk kez incelenmistir. Hiicre
dongiisiinde rol alan her ii¢ protein miktarinda da istatistiksel olarak anlamli farklilik
¢ikmasi, hiicre dongiisii mekanizmasinin TETP ve DETP gruplarinda farkli isledigine
isaret etmektedir. Bu c¢alismada elde edilen bulgulara gore, hiicre dongiistiniin
isleyisindeki farklar, YUT’iin sebep oldugu patolojik olgularmm ve anormal
plasentasyonun altinda yatan nedenlerden biri olabilir. Bu noktada, TET ve DET ile

gerceklesen gebeliklerin  plasentalarindaki  hiicre siklusu  mekanizmalarinin
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aydinlatilmasi, saglikli gebelik gergeklesirme yiizdelerinin arttirilmasinda etkili

olabilir.

4. Bu ¢alismada kullanilan normal ve YUT sonucu gerceklesen gebeliklerin plasental

agirliklari, en yiiksek DETP grubunda tespit edilmistir.

Bu sonug, DETP grubunda proliferasyon ile iligkili PCNA ve siklin D3 proteinlerinin

miktarlarinin artmasi ile korelasyon gostermektedir.
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