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OZET

Amag: Bu projede taze embriyo transferi ve dondurulmus embriyo transferi sonucu
olusan gebeliklerden elde edilen term plasentalarda, anjiyogenez faktorlerinden

VEGF, VEGFR-2, CD34 proteinlerinin arastirilmasi amaglanmuistir.

Yontem: Normal gebelik, in vitro fertilizasyon sonucu gergeklesen gebeliklerde
dogum sonrasi elde edilen plasentalar toplanip gruplandirildi. Plasentalarin bir kismi1
rutin 151k mikroskopi takibi yapilarak histolojik kesitler alindi. Bu kesitlere
immunohistokimyasal boyama uygulandi ve arastirilan proteinlerin lokalizasyonu
belirlendi. Dokularin diger kismiyla Western Blot deneyleri i¢in gerekli protokoller

gerceklestirildi. Istatistiksel analizler yapildi.

Bulgular: VEGF protein miktari icin kontrol gurubu, DETP gurubu ve TETP gruplar:
arasinda istatistiksel olarak bir fark yoktu. VEGFR2 protein miktarinin DETP
grubunda diger guruplara gore istatistiksel olarak daha yiksek oldugu tespit edildi.
CD34 protein miktar1 ise Kontrol gurubunda diger guruplara gore istatistiksel olarak
daha fazla oldugu belirlendi. Yapilan immiinohistokimyasal deneyler sonucunda
VEGF, VEGFR2 ve CD 34 proteinlerin immuno lokalizasyonlari, tim guruplarda
fakat farkli yogunluklarda sitotrofoblast hiicrelerinde, sinsisyotrofoblast hiicrelerinde,
villus stromal hicrelerde, villis endotel hiicrelerinde immuno pozitif reaksiyon

gosterdigi tespit edildi.

Sonug: Bulgularimiz sonucunda arastirmis oldugumuz VEGF, VEGFR2, CD34
proteinlerinin tuminde DETP grubu ekspresyon miktarlari TETP grubuna kiyasla
daha yuksektir.

Anahtar Kelimeler: yardimci iireme teknikleri, in vitro fertilizasyon, plasenta,

dondurulmus embriyo transferi, taze embriyo transferi.



ABSTRACT

Objective: In this project, it was aimed to investigate the angiogenesis factors VEGF,
VEGFR-2, CD34 proteins in term placentas obtained from pregnancies resulting from

fresh embryo transfer and frozen embryo transfer.

Method: The placentas obtained after delivery in pregnancies resulting from normal
pregnancy and in vitro fertilization were collected and grouped. Some of the placentas
were followed by routine light microscopy and histological sections were taken.
Immunohistochemical staining was applied to these sections and the localization of
the investigated proteins was determined. Necessary protocols for Western Blot
experiments were performed with the other part of the tissues. Statistical analyzes were

performed.

Results: There was no statistical difference between the control group, DETP group
and TETP group for VEGF protein amount. It was determined that the amount of
VEGFR2 protein was statistically higher in the DETP group than the other groups. The
amount of CD34 protein was found to be statistically higher in the control group than
the other groups. As a result of immunohistochemical experiments, expression for
VEGF protein was observed in syncytiotrophoblast, cytotrophoblast, villus vascular
endothelial cells and stromal cells in all groups except villus stromal cells of TETP
group. Expression of VEGFR2 protein was observed in syncytiotrophoblast,
cytotrophoblast, villus vascular endothelial cells and stromal cells in all groups except
cytotrophoblast cells of control group and syncytiotrophoblast of DETP group. For
CD34 protein, expression was observed in syncytiotrophoblast, cytotrophoblast, villus
vascular endothelial cells and stromal cells in all groups except the villus stromal cells

and syncytiotrophoblast of control group.

Conclusion: As a result of our findings, the expression amounts of the DETP group
are higher in all of the VEGF, VEGFR2, CD34 proteins that we have investigated
compared to the TETP group.

Key words: assisted reproduction techniques, in vitro fertilization, placenta, frozen

embryo transfer, fresh embryo transfer.
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1. GIRIS

In vitro fertilizasyon (IVF) ile olusan ilk ¢ocugun dogumundan gecen 40 yildan bu
yana, yardimci treme teknikleri ile infertilite sorununa c¢6zim getirilmeye
calisilmistir. Gilinlimiizde tim Kuzey Amerika ve Avrupa’daki canli dogumlarin %1
ila %3’ IVF ile gerceklesmektedir. Yardimci iireme teknikleri (YUT) yoluyla
gerceklesen  gebeliklerde  plasentalarin ~ fonksiyonlarmi  normal  sekilde
gerceklestirebilmesi i¢in vaskllogenez ve anjiyogenez mekanizmasinin bilinmesi

yararli olacaktir.

IVF icin gerekli ¢ok sayida oosit elde edilmesini maternal siiperovulasyon islemi
saglar. IVF islemleri ile elde edilen oositlerin spermler araciligiyla fertilizasyonu
sonucunda embriyolar elde edilir. Elde edilen embriyolarin hemen transferi (taze
embriyo transferi) annede siiperovulasyona bagli olarak olusan maternal hormonal
dengenin bozulmus olmasinin etkisi altinda kalarak endometriyuma implantasyonunda
basarisizliklara neden olabilir. Sliperovulasyondan kaynaklanan maternal hormonal
etkiyi azaltmak amaciyla son dénemde taze embriyo transferi yerine embriyolar
dondurularak transfer edilir (dondurulmus embriyo transferi).  Dondurulmus
embriyolarin, maternal hormonal dengeye ulasilincaya kadar bekletilip daha sonra
cozilerek transferinin gergeklestirilmesi annenin siiperovulasyon kaynakli hormonal

etkiye maruz kalma olasiligin1 yok eder.

Plasenta fetiisiin biiyiimesi ic¢in gerekli olan tiim besinlerin tedarigini saglayan
maternofetal bir dokudur. Plasentanin maternofetal dolasimi saglayabilmesi igin
plasentada vaskiilogenez / anjiyogenez olaylarmin normal olarak gergeklesmesi
gerekir. Vaskilogenez, 0Oncu anjiyoblast hiicrelerinden, birincil vaskiiler agin
formasyonu ile yeni kan damarlarinin olusturulmasidir. Anjiyogenez ise, yeni vaskuler
agdan dallanmalarin saglanmasi ile vaskiller agin tekrar modellenmesidir.
Vaskiilogenez ve anjiyogenez bu 6zellikleri sayesinde embriyonik gelisimde ve post-
natal biyumede 6nemli rol oynarlar. Vaskilogenez ve anjiyogenezdeki problemler
diisiik riski, preeklampsi ve intrauterin biiyiime geriligi gibi plasental patolojilere

neden olur. Normal gebelikteki plasentalarda vaskiilogenez ve anjiyogenez



mekanizmalar literatiirde sik¢a arastirilmasina karsm, IVF ’de bu mekanizmalarin

regulasyonu hakkinda sinirl sayida galisma yapilmuistir.

Bu tezin hipotezi; Yardimci tireme teknikleri araciligiyla gergeklesen gebeliklerin
plasentalar1 ile normal gebelik plasentalarindaki anjiyogenez mekanizmalar farklilik

gosterebilir.

Arastirma sorusu: YUT sonucu gerceklesen gebelikler ve normal gebelik sonucunda
gelisen plasentalarda anjiyogenezle iliskili proteinlerin rollerinde bir farklilik mevcut
mudur? Superovulasyon sonucu olarak maternal hormonal dengenin bozulmasi ve
daha sonra tekrardan maternal hormonal dengenin saglanmasiyla plasentalarda
gerceklesen anjiyogenez olayinda anjiyogenez ile iligkili proteinlerin rollerinde bir
degisim mevcut mudur? YUT ile gerceklesen gebeliklerde plasental anjiyogenez

mekanizmasi ile iliskili olarak plasental gelisim nasil etkilenir?

IVF isleminde ¢ok sayida oosit elde etmek igin yapilan siiperovulasyon islemi
sonucunda maternal hormonal denge bozulur. Elde edilen oosit ve sperm
fertilizasyonu sonucu elde edilen embriyonun maternal hormonal dengenin normale
donmeden, yani taze embriyo transferi sonucu olusan gebeliklerdeki plasentalarda
anjiyogenez mekanizmasi embriyo gelisimini belirler. Bu nedenle embriyo gelisimi
icin maternal denge dizelmeden (TET) ya da diizeldiginde gergeklesen embriyo
transferleri (DETP) sonucu olusan plasentalardaki anjiyogenez mekanizmasinin

karsilastirilmasi1 6nemlidir.

Tezin amaclar:

Normal, plasental anjiyogenez mekanizmasinda VEGF, VEGFR2 ve CD34

proteinlerinin rollerinin arastiriimasi.

Stiperovulasyonun TETP gurubunda gergeklesen anjiyogenez mekanizmasi

tizerindeki etkisinin VEGF, VEGFR2 ve CD34 proteinleri lizerinden arastirilmasi.

DETP, grubu plasentalarinin anjiyogenez mekanizmalarinda VEGF, VEGFR2 ve

CD34 proteinlerinin rollerinin arastirilmast.



2. GENEL BILGILER

Infertilite, toplumumuzun 6nemli problemlerinden biridir. Bu problem yardimci
tireme teknikleri (YUT) araciligiyla ¢oziilmeye ¢alisilmaktadir. YUT basar1 orani hig
de kiigimsenecek bir diizeyde degildir. Bu nedenle iilkemizde ¢ok sayida YUT
merkezi bulunmakta ve yilda binlerce hasta basvuru yapmaktadir. In Vitro
Fertilizasyonda gerceklesen siiperovulasyon islemi annede hormonal dengeyi
bozmaktadir. IVF’de gergeklesen; siiperoviilasyonun, embriyo Kiltiriiniin; fetal ve
plasental gelisimde degisikliklere yol a¢tigi gosterilmistir (Weinerman ve Mainigi,
2014). Superovulasyonun anne tzerindeki hormonal etkisini azaltmak amaciyla son
yillarda taze embriyo transferi yerine dondurulmus embriyo transferi
gerceklestirilmektedir (Veleva ve ark., 2013; Maheshwari ve ark., 2018). 2004 yilinda,
YUT sonrast dogan gocuklarin %30'u kriyoprezerve (dondurulmus) embriyolardan
meydana gelmis olmasi bu durumu kanitlar niteliktedir (Spijkers ve ark., 2017). Son
veriler; dondurulmus embriyo transferlerinde canli dogum oraninin, taze embriyo
transferi ile karsilastirildiginda daha yiiksek oldugunu gostermektedir (Stanhiser ve
ark., 2017; J. Zhang ve ark., 2018). YUT ile gerceklesen gebeliklerde plasentadaki
vaskiilogenez ve anjiyogenez calismalar1 yapilmistir. Genel olarak bu caligmalar
sonucunda anjiyogenik faktorlerden VEGFR3, bFGF, IFN-y ve MMP1’in kontrol
plasentalara kiyasla IVF grubunda istatistiksel olarak anlamli sekilde arttigina dair
bulgular elde edilmistir (Li ve ark., 2016). Bunun yani sira yapilan bir diger ¢alismada
IVF gruplarinda anti-anjiyogenik faktorlerden sFLT-1’in kontrol grubuna kiyasla
arttig1, IVF gruplarinda anjiyogenik faktorlerden PIGF nin ise kontrol grubuna kiyasla
azaldig1 bulunmustur (M. S. Lee ve ark., 2015b). YUT ile gerceklesen gebeliklerdeki
plasenta ve embriyo gelisiminde etkili olan mekanizmalarin aragtirilmasina ragmen
taze ve dondurulmus embriyo transferi sonucunda gergeklesen gebeliklerde plasentada
gerceklesen vaskiilogenez ve anjiyogenez mekanizmasi hakkinda bilinenler sinirlidir.

Bu nedenle ¢alismamizin 6nemini olusturan unsurlari su sekilde siralayabiliriz.
Konunun 6nemi:

1- Infertilite tedavisi i¢in giiniimiizde her iki teknigin (TET ve DET) yaygin olarak

kullanilmasi.



2- Bu iki teknikte (TET ve DET) anjiyogeneze bagl olarak plasental gelisim ve

dolayistyla fetiis gelisimi i¢in hangi teknigin ideal oldugunun bilinmemesi.

3- YUT kullanilan bu iki yontemle gerceklesen gebeliklerdeki plasentalarda

anjiyogenez mekanizmasinin bilinmemesi

4- Giiniimiizde DET’de canli dogum ve gebelik basar1 orani daha fazla oldugu tespit
edilmistir (Stanhiser ve ark., 2017; J. Zhang ve ark., 2018). DET ile gerceklesen bu

basarida plasentadaki anjiyogenez mekanizmasinin olasi roliiniin agiklanmasi

2.1. Yardimc1 Ureme Teknikleri ve In Vitro Fertilizasyon

In vitro fertilizasyon ile olusan ilk ¢ocugun dogumundan gecen 40 yildan bu yana,
yardimci tireme teknolojilerine olan giiven oldukga artmis ve artik tiim Kuzey Amerika
ve Avrupa'daki canli dogumlarm %]1 ila %3'i YUT araciligiyla gergeklesmektedir
(Nyboe Andersen ve ark., 2008; Sunderam ve ark., 2015). Bu istatistik bize YUT
tekniklerine ne kadar sik¢a bagvuruldugunu gostermektedir. IVF; oositlerin toplanip,
spermler ile laboratuvar ortaminda birlestirilerek fertilizasyonun saglanmasi
islemlerini igerir. Devaminda fertilizasyon sonucu gelisen embriyolar uterusa transfer
edilir. Ayrica intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu ve embriyo kriyoprezervasyonu gibi
yontemler yardimer tireme teknolojisinde son yillarda infertilite tedavisinde daha
yogun olarak kullanilmaktadir. Yardimeci iireme teknikleri gerek Klinikteki rutin
isleyisi gerekse tarihsel gelisimi sayesinde 6n plana ¢ikan teknikler arasindadir. Dunya
capinda 4,5 milyon bebek bu teknik sayesinde diinyaya gelmistir (O. Ishihara ve ark.,
2015).

Infertilite, fertil donemdeki toplumun %10-15"ini ilgilendiren bir sorundur.
Giiniimiizde infertil hastalarin tedavisinde onemli gelismeler elde edilmistir. Ozellikle
yardimct iireme tekniklerinin gelismesiyle infertilite tedavisindeki basar1 oranlari
artmis ve daha cok infertil ¢iftin saglikli bir bebege sahip olabilmesi saglanmistir.
1970’1lerin sonunda ilk basarili in vitro fertilizasyon gerceklestirildiginden beri, 2
milyondan fazla cocuk IVF ile diinyaya geldi. Cocuklarin biiyiik ¢ogunlugu i¢in bu
teknigin basarili ve giivenli oldugu kanitlanmistir (Wang ve Sauer, 2006). YUT ile
basar1 oranlar arttik¢a, dikkatler dogum sonuglarina ve YUT ile dogan ¢ocuklarin
uzun vadeli saglik durumlarinin takibine yonelmistir (Hart ve Norman, 2013b, 2013a).
YUT ile dogan gocuklarin biiyiik cogunlugu saglikli olmasina ragmen, epidemiyolojik

caligmalar, YUT iin fetal biiyiime geriligi, diisiik dogum agirli1, anormal plasenta,

4



erken dogum ve preeklampsi gibi olumsuz perinatal sonuclarda artigla iligkili
oldugunu gostermektedir (Schieve ve ark., 2002; Jackson ve ark., 2004). YUT iin
bircok yOnden embriyo gelisimini ve biiylimesini etkiledigi gosterilmistir
(Grafodatskaya ve ark., 2013; Bloise ve ark., 2014; Duranthon ve Chavatte-Palmer,
2018). IVF, implantasyon ve gelisim potansiyeline sahip embriyonun olusturulmas:
i¢in klinik ve laboratuvar girisimlerinden yararlanir. Her basamagi her asamayi tek tek
incelemek, bu basamaklarin embriyo gelisimine katkisin1 ya da varsa olumsuz
perinatal sonuglar1 degerlendirmek i¢in onemlidir. YUT de kullanilan girisimlerden /
basamaklardan biri gonadotropinler ile siperoviilasyondur. Siiperovilasyon, in vitro
fertilizasyonun ayrilmaz bir pargasidir. Ciinkii kontrollii ovaryan hiperstimulasyon,
fertilizasyon ve embriyo gelisimi i¢in birden fazla oositin elde edilmesini saglar. Fare
calismalarinda; siiperoviilasyonun, IVF’1n ve embriyo kiiltiiriiniin; fetal ve plasental
gelisimde degisikliklere yol agtigi 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 iizere uzun vadeli saglik sorunlari ile
iligkili olabilir. Buna ek olarak, bu teknolojiyle iliskili bircok nadir genetik ve
epigenetik hastaliklar gérilmistir (Irarrazaval ve ark., 2015; Jiang ve ark., 2017).
Gonadotropin uygulamasi ile gelismekte olan folikiil sayisinda ve serum Ostradiol
oraninda artig (normal siklusun 10 kati1 kadar) meydana gelir. Siiperoviilasyon; oosit
gelisimi sirasinda ve embriyo transferinden sonra Ostrojen (E2), Progesteron (P) ve
vaskiiler endotelyal blyime faktorlerinin seviyesini arttirmaktadir. Son yillarda
yapilan bir ¢alismada serum 6stradiol seviyelerinin optimal diizeyde olmasi ile IVF
basaris1 arasinda korelasyon oldugu bulunmustur ve yliksek Ostradiol seviyelerinin
gebelik ve dogum oranlarmni diisiirdiigii gozlenmistir (Bu ve ark., 2015). IVF
esnasinda, siiperovulasyon ve hCG uygulamasinin oldugu giinde yiiksek Ostradiol
seviyelerinin goriilmesi [UGR ve gebeligin hipertansif aksakliklar1 gibi plasentasyon
bozukluklari ile iligkilidir (Farhi ve ark., 2010; Imudia ve ark., 2012). Siiperovilasyon;
oosit, endometriyum ve implante olan embriyoda ayrica plasentada bir¢ok degisiklik
olusturma potansiyeline sahip olabilir. Bu etkilerin olumsuz sonuglari tam olarak
bilinmemektedir. YUT iin hangi yonlerinin bu olumsuz sonuglara neden olduguna dair
tartismalar vardir (Ertzeid ve Storeng, 2001). Superoviilasyonun olumsuz etkilerinden
biri implantasyon basar1 oraninda azalma oldugu kabul edilebilir. Son veriler; taze
embriyo transferlerinde implantasyon basar1 oraninin, dondurulmus embriyo transferi

ile karsilastirildiginda daha diisiik oldugunu goéstermektedir (Shapiro ve ark., 2011;
5



Roque ve ark., 2013; Weinerman ve Mainigi, 2014). Boyle olmasina ragmen taze
embriyo transferinden sonra da embriyolarin belirli bir yiizdesi implante olmaktadir.
Superovilasyon sonrasinda normal olmayan hormonal c¢evrenin, endometriyuma
implante olmus olan embriyoya etkisi ne olur? Implantasyondan sonra olusan
plasentasyonda superovulasyonun etkisi nedir? Bu sorular tam anlamiyla cevap
bulmus degildir. Son epidemiyolojik kanitlar, siiperoviilasyon tarafindan olusturulan
peri-implantasyon ortaminin, YUT “iin yan etkilerini arttirabilecegini ve bu etkilerin
dondurulmus embriyo transferi ile azaltilabilecegini gostermistir (Henningsen ve ark.,
2011; Kalra, Ratcliffe, Coutifaris, ve ark., 2011; Kalra, Ratcliffe, Milman, ve ark.,
2011; Kato ve ark., 2012; Osamu Ishihara ve ark., 2014; Weinerman ve Mainigi,
2014). Bu degisikliklerin arkasindaki mekanizmalar tam olarak anlasilamamustir.
Suiperovilasyonun, fetal ve plasental biiylimeye etkisini daha iyi agiklamak igin peri-
implantasyon ortamini izole eden bir fare deneyi gerceklestirilmistir. Sigan ya da Fare
plasentasi esas olarak dort kisimdan olusur. 1- Labirent bélge 2-Baglanti bolgesi 3-
Trofoblast dev hucreleri 4- Desidua. Labirent bolge; plasental transport isleminin
gerceklestigi, maternal ve fetal kan damarlarini iceren materno/fetal dolagimin
gerceklestigi alandir. Baglant1 bolgesi; sican plasentasinin maternal kismini igerir. Bu
bolge fetal damar icermez, sadece maternal damarlar bulunur. Erkek ve disi fareler
ciftlestirilmis ve 3,5. giinde blastosistler toplanmistir. Dogal gebelerden alinan
blastosistler; vazoktemize erkeklerle ciftlestirilen yalanci gebelerle (kontrol grubu) ve
gonadotropin uygulamas: (stiperovulasyon grubu) sonrasi vazoktemize erkeklerle
ciftlestirilerek olusturulan yalanci gebelere transfer edilmistir. Gebe fareler
embriyonik 19.giinde eks edilip plasenta ve fetiisleri toplanmistir. Siiperoviile
farelerden elde edilen yavrular, kontrollere gore %25 daha diisik agirlikta
bulunmustur. Plasentalar da siiperoviile gruplarda kontrollere gore daha kiiciiktiir
(Ertzeid ve Storeng, 2001). Ayni1 ¢alismada histolojik olarak, besin aktarimini saglayan
labirent bolgesinde farkliliklar goriilmistiir. Histolojik olarak Labirent bélgenin,
kontrol grubuna gore daha gok gelisirken baglant1 bélgesinin daha az gelistigi tespit
edilmistir. Dev hiicre belirteci olan Handl ve baglanti bolgesi belirteci olan Tpbpa
genlerinde bir degisiklik gézlenmezken Labirent bolge belirteci olan Tec ve endotel
belirteci olan Tek genlerinde kontrole gore sliperoville gruplarda artis tespit edilmistir.
Sonug olarak; taze embriyo transferinin gergeklestigi IVF sikluslarindaki

stiperoviilasyonla olusturulan hormonal ortamin, plasental ve fetal biiylimeyi negatif



olarak etkileyebilecegi diistinilmektedir (Shapiro ve ark., 2011; Roque ve ark., 2013;
Weinerman ve Mainigi, 2014).

YUT’iin birgok ydnden embriyo ve plasenta gelisimini etkiledigi gosterilmistir.
Rinaudo P. ve arkadaslarmim yapmis oldugu calismaya gére IVF sonucunda elde
edilen fetiis agirliklari normale gore daha kiictik, plasenta agirliklar: ise daha biiyiiktiir
(Delle Piane ve ark., 2010). Kontrol gruplarma gére IVF gruplardaki fare
plasentalarinda apoptoz miktarinda onemli bir degisiklik goriilmezken proliferasyon
miktar1 artmistir. Apoptoz ve proliferasyon analiziyle plasentadaki biiylimenin
apoptozdaki azalma ile degil de proliferasyondaki artis ile gerceklestigi ileri
surilmektedir (Rudge ve ark., 2012). Bu calismaya gore IVF ve kontrol
plasentalarinda morfolojik olarak labirent bolge ile baglanti1 bolgelerinde biiyiikliik
acisindan bir fark tespit edilememistir. YUT’iin; plasentada, plasenta previa artisina
neden oldugu ve preeklampsi, TUGR gibi plasental bozukluklari arttirdigi
belirlenmistir. Ovaryan hiperstimilasyon sirasinda; hCG verilmesiyle, artmis serum
E2 seviyelerinin diisiik olanlara gore tekli dogumlarda, IUGR ve Preeklampsi ile
iligkisinin belirlenmesi amaciyla yapilan calismada su sonuglar tespit edilmistir.
Yuksek serum E2 duzeylerine sahip olan gebelerin %26,9°da IUGR gozlenirken bu
oran diisik serum E2 dizeylerine sahip olanlarda %3,8 tir. Yuksek serum E2
diizeylerine sahip olan gebelerin %18,5 preeklampsi gozlenirken bu oran diisiik serum
E2 dlzeylerine sahip olanlarda %4,5’tur. Bu sonuclara gére IUGR ve PE istatistiksel
olarak anlamli sekilde yiiksek serum E2 diizeylerine sahip olan gebelerde artmistir
(Tablo 2.1) (Imudia ve ark., 2012).

Tablo 2.1 Imudia ve arkadaslarinin yaptigi calismada elde edilen bulgular (Imudia ve ark., 2012).

_ ) Intrauterin blytme
Preeklamptik gebelikler

eriligi gorilen gebelikler
(%) geriligi g g

(%)

Serumda E2 seviyesi
kontrol grubuna gore %18,5 %26,9

artan gebeler

Serumda E2 seviyesi
kontrol grubuna gore %4,5 %3,8

azalan gebeler




Diger taraftan hayvan modellerindeki caligmalar gdsterirmistir ki in vitro Kkultdr,
gametler ve embriyo igin stresli bir ortamdir. Ornegin; farkli medyumlar ve oksijen
oranlarinda kiiltiir edilen blastosistlerde, kontrol grubuna gére 981 adet genin farkli
eksprese edildigi goriilmiistiir. Bu 981 adet genden 177 tanesindeki degisiklik miktari
ise 5 kat ve Uizeri olarak bulunmus, bunun sonucunda uzun dénemde saglik problemleri
olabilecegi ileri surtilmektedir. (Giritharan ve ark., 2010; Cagnone ve Sirard, 2016).
Giliniimiize kadar, dondurup ¢6zme islemi nedeniyle embriyo kayiplar1 olabilecegi
korkusu ile dondurulmus embriyolara nazaran taze embriyo transfer icin tercih
ediliyordu. Ancak, vitrifikasyonun kesfi ile birlikte dondurulmus embriyo
transferlerindeki basar1 oraninin taze embriyo transferindeki basari oranindan daha
yuksek diizeye ¢iktigi ortaya konmustur (Weinerman ve Mainigi, 2014; Bradley ve
ark., 2017; Wei ve ark., 2017). Vitrifikasyon, iyi klinik sonuglar vermesine ragmen
etkileri heniiz tam olarak anlagilamamis yeni bir teknolojidir. Farelerde
vitrifikasyonun erken embriyo metilasyonunu etkileyebildigi gosterilmistir (Cheng ve
ark., 2014; Saenz-de-Juano ve ark., 2016).

2.2 Siiperovulasyonun Embriyonal ve Plasental Gelisime Etkisi

YUT ile gerceklesen gebeliklerde dogum oraninin yiiksek olmasma ragmen
epidemiyolojik ¢aligmalar YUT’iin fetal biiyiime geriligi, diisik dogum agirhig,
anormal plasenta gelisimi (Reynolds ve Schieve, 2006), erken dogum ve preeklampsi
gibi olumsuz gebelik siireglerinde artisa neden olabilecegini gostermektedir (Kalra,
Ratcliffe, Coutifaris, ve ark., 2011; Honorato ve ark., 2017). YUT iin ayrilmaz bir
parcasi olan siiperovulasyonun, IVF nin ve embriyo kilturinin, fetal ve plasental
biiytimeyi etkiledigi (Delle Piane ve ark., 2010; Bloise ve ark., 2012; Feuer ve ark.,
2013) ve sadece neonatal morbiditeyi etkilemekle kalmayip metabolik, genetik ve
epigenetik hastaliklarla da iliskilendirildigi gosterilmistir (Denomme ve Mann, 2012;
Eroglu ve Layman, 2012). Siiperovulasyonun ger¢eklesmesi igin kullanilan
gonadotropin, serum Ostradiol miktarini arttirir. Stiperovulasyon ayrica progesteron ve
vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriiniin seviyesini de arttirmaktadir (Joo ve ark.,
2010). Siiperovulasyonun anne viicudunda olusturdugu hormonal etkinin yani sira
VEGF gibi oosit ve plasentasyonda gorev alan bir faktorii de etkilemesiyle dolayl
olarak plasentasyon mekanizmasi etkilenir (Farhi ve ark., 2010; Imudia ve ark., 2013).
Ozellikle 6stradiyol seviyesindeki artisin gebelik ve dogum oranlarmi diisiirdiigii

gosterilmistir (Joo ve ark., 2010). Son epidemiyolojik kanitlar, siiperovulasyon



tarafindan olusturulan implantasyon ortamimin, YUT {in yan etkilerini arttirabilecegini
ve bu etkilerin taze embriyo transferi yerine dondurulmus embriyo transfer ederek
azaltilabilecegini gostermistir (Henningsen ve ark., 2011; Kalra, Ratcliffe, Coutifaris,
ve ark., 2011; lwasaki ve ark., 2012; Maheshwari ve ark., 2012; Sazonova ve ark.,
2013; Mansour ve ark., 2014; Cai ve ark., 2017). Bu degisikliklerin arkasindaki

mekanizmalar tam olarak anlasilamamustir.

2.3 Plasental VVaskulogenez ve Anjiyogenez

Plasenta, fetiisiin gelisimi icin gerekli olan tiim besinlerin tedarikini saglayan
maternal-fetal bir dokudur. Plasentanin materno fetal dolasimi saglayabilmesi igin
plasentada vaskiilogenez ve anjiyogenez olaylar1 eksiksiz olarak gerceklesmelidir
(Miles ve ark., 2005; Bertolini ve ark., 2006). Dolayisiyla vaskiilogenez ve
anjiyogenez olaylart dogacak olan fetiisiin saghgiyla direkt olarak iliskilidir.
Gebelikte, plasental kan akim1 6nemli bir 6lgiide, fetal gelisimi, fetal agirligl ve sag
kalimi dogrudan etkiler (Y.-M. Zheng ve ark., 2013). Plasentanin normal gelisimi de
novo kan damar sentezine igaret eden vaskiilogenez ve daha 6nceden var olan kan
damarlarinin tekrar modellenmesi anlamina gelen anjiyogenez siireclerine siki sikiya
baglidir. Plasentada zayif vaskiilarizasyon, fetal biiyiime geriligine, preeklampsi ve
fetal 6ltimlere neden olabilmektedir (Pereira ve ark., 2015).

Vaskiilogenez farklilasmamis prekiirsor angioblast-hemangioblastlarin, primitif
endotel hicrelerine farklanip damarlar1 olusturmasidir (Werner Risau, 1997).
Anjiyogenez ise onceden var olan kan damarlarindan yeni kapillerlerin olugmasi
olarak tanimlanabilir. Vaskiilogenez ve anjiyogenez bu oOzellikleri sayesinde
embriyonik gelisimde ve postnatal bitylimede 6nemli rol oynarlar. Vaskilogenez ve
anjiyogenez mekanizmasindaki problemler preeklampsi, diisiik riski ve intrauterin

biiytime geriligi gibi plasental patolojilere neden olur (Li ve ark., 2016).

Plasental vaskuler formasyon, hematopoeitik kok hticreleri ve vaskiler éncilleri de
igeren kok ve onciil hiicreler sayesinde gergeklesir (Herr ve ark., 2010). Vaskiilogenez
sirasinda  birincil  kapillerler, pluripotent mezenkimal hicrelerden tireyen
hemanjiyogenik kok hucrelerin in situ farklanmas: ile agiga ¢ikar. Hemanjiyogenik
kok hicreler daha da farklanarak endotelyal hiicrelerin dnculleri olan anjiyoblastik

hiicreleri olustururlar. Ayrica bu siireglerde insan koryonik gonadotropinin, insulin-



benzeri biylme hormonu-II’'nin ve alfa-fetoproteinin de rol oynayabilecegi
belirtilmektedir (Herr ve ark., 2009).

Anjiyogenez olayi ise kapiller boliinme ve anjiyogenik tomurcuklanma olmak iizere
iki yolla meydana gelmektedir (Guzel, 2015). Vaskiilatiir gelisimde VEGF ailesine
mensup proteinlerin en 6nemli proteinler oldugu bilinmektedir (Ferrara, 2002).
Vaskiler Endotel Biylme Faktori, endotel hacreleri igin multifonksiyonel bir
blylime faktort ailesidir (Rosenstein ve Krum, 2004). Endotel hicresinin
proliferasyonuna, migrasyonuna ve diferensiyasyonuna sebep olur (Ferrara ve Davis-
Smyth, 1997). Trombosit Kaynakli Biiylime Faktorleri super ailesinin 6nemli bir Gyesi
olan VEGF ailesi VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve PIGF adi
verilen alt1 iiyeden meydana gelmektedir (Monacci ve ark., 1993; Millauer ve ark.,
1994; Tamanini ve De Ambrogi, 2004). VEGF ailesine ait 6 adet reseptér mevcuttur.
Bunlar; VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, sVEGFR-1, sVEGFR-2 ve sVEGFR3
olarak isimlendirilmistir  (Sekil.1) VEGF bu reseptorlere  baglanarak
transfosforilasyonu baslatir ve anjiyogenez aktivasyonunu indiikler. VEGFRI’in
VEGF’e kars1 affinitesi VEGFR2’den daha fazladir. Her ne kadar VEGFR1’in
affinitesi daha fazla da olsa VEGFR2, VEGF ile baglandiktan sonra VEGFR1’e gore
tirozinle daha etkin sekilde fosforile edilir ve intraseliiler sinyalizasyonu baslatir
(Hiratsuka ve ark., 1998). Yapilan ¢alismalar VEGFR-1 ve VEGFR-2’nin farkli sinyal
ozellikleri oldugunu gostermistir.  VEGFR-1 hiicre-hiicre veya hiicre-matriks
etkilesimlerinin kontrolii ile doku mimarisinin belirlenmesinde ve vaskiilogenezde
roli oldugunu gostermistir (Albuquerque ve ark., 2009). Bu reseptér VEGF-A, VEGF-
B, srVEGF, PIGF2’nin etkilerine aracilik etmektedir. VEGFR-2 VEGF-A, VEGF-C,
VEGF-D, VEGF-E ve srVEGF’in etkilerine aracilik ederken, VEGFR-1 ise ya
yaniltict (decoy) olarak gérev yapmakta ya da sinyalizasyonu baskilayarak negatif bir

etki gostermektedir (Rosenstein ve Krum, 2004) (Sekil2).

VEGE, vaskiiler gegirgenligi saglamasinin yaninda endotel hiicreleriyle ilgili olarak
proliferasyon, hayatta kalma ve farklanma gibi sireclerin yoOnetilmesi ve
duzenlenmesinde de rol alan ¢ok fonksiyonlu bir anjiyogenik faktordur (Apte ve ark.,
2019). VEGF Ilk olarak Senger ve arkadaslar1 tarafindan 1983'te kesfedilmistir ve
anjiyogenezde en onemli ve en giiclii faktor oldugu kanitlanmistir (Senger ve ark.,

1983; Melincovici ve ark., 2018). Kinaz aktivitesi en yiksek olan reseptér VEGFR1
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olmasima ragmen VEGFR2’nin VEGF’e daha yiiksek affinite gostermesinden dolay1
VEGF en ¢ok bu reseptore baglanir (Guo ve ark., 2021). VEGF’in rol oynadigi
diisiiniilen ¢ok cesitli fizyolojik ve patolojik kosullar mevcuttur. Embriyo gelisimi
siirecinde VEGF, embriyonik vaskiilogenez ve anjiyogeneze katilir (Carmeliet ve ark.,
1996; Ferrara ve ark., 1996). Ayrica, dogum sonrasi birey gelisiminde de VEGF'in
viicut biiyiimesi ve organ gelisimindeki onemli roliinli gosteren calismalar vardir.
VEGF endometriyum reseptivitesinde, endometriyal anjiyogenezi ve vaskiler
gecirgenligi destekler, (Rockwell ve ark., 2002; Fan ve ark., 2008) monosit
aktivasyonunu saglar (Barleon ve ark., 1996). Makrofajlarin bolgeye kemotaksisini
saglar ve aktivasyonunda gorev alir (Kim ve ark., 2017; Wheeler ve ark., 2018) Yine
VEGF embriyo gelisimi ile ilgili olarak perifolikiiler kapiller ag gelisimi (Pauli ve ark.,
2005; Monteleone ve ark., 2008; Nishimura ve Okuda, 2020) ovaryum kanali
hareketliliginin diizenlenmesi (Wijayagunawardane ve ark., 2005) korpus luteum
tarafindan hormon fiiretimi, ovaryum kanali salgilarinin diizenlenmesinde gorev alir
(Lam ve ark., 2003). VEGF, blastosist hiicre sayilarini artirir (Binder ve ark., 2014;
Anchordoquy ve ark., 2015). Embriyo implantasyonunda da VEGF endometriyal
epitel hiicrelerinin adhezyon yetenegini gelistirir ve implantasyon oranlarini artirir
(Hannan ve ark., 2011; Binder ve ark., 2014). Embriyo kaynakli VEGF ise,

implantasyon bdlgesinde anjiyogenezi uyarir (Kapiteijn ve ark., 2006).

Vaskuler endotel biylme faktorl reseptorii 2, esas olarak vaskiiler endotelyal
hiicrelerde eksprese edilir. Ayrica KDR geni tarafindan kodlandig: bilinen bir tip V
reseptor tirozinkinazdir. Bu reseptor vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii baglanma
sinyaline yanit verir, bu da niikleer diizenleyici hedefleri igceren ve endotelyal
proliferasyon ve gogiin artmasiyla sonucglanan bir fosforilasyon baslatir (Masabumi
Shibuya, 2006a). VEGFR2 proteini ayrica KDR, Flk-1 ve CD309 olarak da
isimlendirilmistir. VEGFR-2, VEGF reseptorleri icinde en guclu proanjiyogenik
aktiviteye sahip olan reseptordiir. VEGF’e baglanma affinitesi ¢cok yiiksektir. Vaskiiler
endotel hicrelerinde yiksek miktarda eksprese edilmektedir (Melincovici ve ark.,
2018).

Farelerde yapilan ¢alismalarda, VEGFR-2’nin eksik veya bozuk ekspresyonunda bu
hayvanlarin hematopoeitik prekiirsorlere, farklilagsmis endotel hiicrelerine ve organize

kan damarlarina sahip olmadiklar1 goriilmiistiir. Bu da VEGFR-2’nin hem endotel hem
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de hematopoeitik onciil hiicrelerin gelisimi i¢in zorunlu oldugunu gdstermistir. Bunun
aksine; VEGFR-1’in ekspresyonundaki eksikliklerde, olgun endotel hiicreleri
olusabilmesine ragmen, bu damarlarin asir1 genisledigi ve yapisal bozukluklara sahip
oldugu gorilir. Boylece VEGFR-1’in  hiicre-hiicre  veya hiicre-matriks
etkilesimlerinin kontrolii ile doku mimarisinin belirlenmesinde rolii oldugunu
gosterilmistir (Albuquerque ve ark., 2009). VEGFR-1; VEGF-A ve PIGF’e yiiksek
affinite ile baglanir ama bu aktivite sonucu iyi bir proliferasyon ve kemotaktik cevap
elde edilemez. Ancak, PIGF’e baglanmayan ama VEGF’e sikica baglanan VEGFR-2
ile etkilesim sonucunda etkili bir cevap alinir (Achen ve Stacker, 1998).

VEGF-A VEGF-C

Kritik —— ‘ y
Baglanma Q ‘ sVEGFR-2

Bolgesi

VEGFR-3

Lenfanjiyogenez

— )
- " —
‘:::\

Sekil 2.1. VEGF Reseptorleri

Anjiyogenez, yeniden yapilanma ve eskilere gore yeni kan damarlarinin olusumunu
igerir. Anjiyogenez, vaskiilogenez tarafindan baslatilan damar olusumunu tamamlar.
Her adimda yer alan baslica parakrin faktorler diyagramda gosterilmis ve reseptorleri

(damar olusturan hiicreler iizerinde) altlarinda gosterilmistir. Vaskuler endotel biylime
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faktorleri vaskilogenez ve anjiyogenezde rol oynayan ana buyume faktorleridir (W
Risau ve ark., 1998; Ribatti, 2005) (Sekil 3.).

Endotel hiicre mitojenleri olarak énemli rolleri vardir (Dvorak ve ark., 1995; Ferrara
ve ark., 1996). ilaveten plasenta dahil farkli dokularda eksprese edildigi gdsterilmistir
(Vuorela ve ark., 1997; Celik-Ozenci ve ark., 2003; Celik-Ozenci ve ark., 2004). Bu
stireglerde yer alan diger iyi c¢alisilmis faktorler; asidik ve bazik fibroblast biiylime
faktorl, epidermal buyume faktorii (Ferriani ve ark., 1994; Cooper ve ark., 1995;
Kingdom ve ark., 2000) ve PIGF’dir (Maglione ve ark., 1991).

PIGF VEGF-C

/I

sVEGFR-1

Y YYYVYY
Y Y Y Y ¥ ¥~

4— S-S baglan

E Neuro- Ll Neuro- [ Hiicre membran

] pilin-1 = pilin-2

VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3
(Fit-1) (KDR/Flk-1) (F1t-4)
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Imakrofajlarln
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| Vaskiilogenez
' Anjiyogenez

Sekil 2.2 VEGF ve VEGF-reseptor sistemi.

Anjiyogeneze onemli bir katkida bulunan VEGF-A, VEGFR-1'in yan1 sira VEGFR-
2'yi baglar ve aktive eder ve vaskilogenez, anjiyogenez dizenler. Cozlnir VEGFR-1
formunun plasental vaskiilatiir i¢in 6nemli bir modiilatér oldugu diisliniilmektedir.
VEGF-C ve D esas olarak VEGFR-3'l aktive eder ve lenfanjiyogenezi dizenler
(Shibuya, 2006).
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Geligmis bir damar aginin olugmasi sirastyla, vaskiilogenez, primer kapiller pleksusta
gelismis damar olusumu ve anjiyogenez olaylariyla gerceklesir. Vaskiilogenezin ilk
asamasinda, embriyodaki primitif ¢izgiyi terk eden hicreler hem kan hiicrelerinin hem
de kan damarlarinin yapilarimin 6nciilleri olan hemanjiyoblastlar1 olustururlar. Bu
yapilarin olusmas1 FGF2 sinyali ile gergeklesir (Flamme ve Risau, 1992). Splanknik
mezodermdeki hemanjiyoblastlar, genellikle kan adalar1 olarak adlandirilan
kiimelenmelerde yogunlasirlar (Shalaby ve ark., 1997; Huber ve ark., 2004). Kan
adaciklarinin  yakinlarindaki mezensim hiicrelerinden  salgilanan VEGF’in
VEGFR2’ye baglanmasiyla hemanjiyoblastlar, kan progenitdér hiicreleri,
anjiyoblastlar1 olusturur (Millauer ve ark., 1993).

Vaskiilogenez » Primer kapillar pleksusta 5, Angiogenez———————— Gelismis
) = gelismis damar do!a;lm
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FGFR VEGF R2 VEGF-R1 Tie2 VEGFRI,2 PDGFR  TGF-BR
(Flk1) (Flt1) (Flt1)

Arter —
.
Ay {
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Ven Vea

Mezoderm _

SyoTsaiy e Tip olugumu ve 5 —

RG] 1 A.L_. .- pasﬂuhh:hlquve Kupma ve yeniden Maturasyon ve yeniden
migrasyon ve st etkilesim e . D modellenme ile geng modelleame olgun
Seoteare) butiinliZing saglar. vaskiiler sistem olugur. vaskuler sistemi

olugturur

Sekil 2.3. Vaskulogenez ve anjiyogenez.

Vaskiilogenez, kisaca kan damarlarinin olusumunu ve bunlardan kilcal damarlarin gelisimini igerir

(Hanahan, 1997).

VEGF’in VEGFR?2 ile baglanmas1 sonucu anjiyoblastlar cogalir ve kan damarlarinin
temelini olusturan endotel hiicrelerine ayrilir. Endotel hiicrelerinde VEGF’in VEGFR1
reseptOriine baglanmast ile de tiipler olusturulur. Bu mekanizma damar aginin olusumu
icin yine de yeterli degildir. Olusmus olan bu damar yapisinin tamamlanmasi i¢in peri-
endotelyal hiicreler ve perisitler gibi destek hiicrelere ihtiyaci vardir. Bu endotel

yapisindaki hiicrelerde Angiopoeitinin reseptdrii Tie-2’ye baglanmasiyla ihtiyaci olan
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destek hiicreleri bolgeye ¢agirilir. Tiipler primer kilcal pleksusu olusturmak igin
birbirine baglanir (Davis ve ark., 1996; Suri ve ark., 1996; Vikkula ve ark., 1996;
Moyon ve ark., 2001). Anjiyogenez sirasinda, mevcut kan damarindaki bazi endotel
hicreleri VEGF sinyaline yanit verebilir ve yeni bir damar olusturmak i¢in
"filizlenmeye" baslayabilir. Bu hiicreler u¢ hiicreler olarak isimlendirilir ve diger
damar hiicrelerinden farklidirlar. VEGF sinyallerine kars1 diger endotel hiicrelerinden
daha hassastirlar. U¢ hiicreler, hiicre ylzeylerinde VEGFR-2 ile yogun bir sekilde
paketlenmis filopodia tiretir (Tammela ve ark., 2008). Bu reseptorler, u¢ hiicrenin
VEGF kaynagina dogru uzanmasimi saglar ve hiicre boliindiigiinde, boliinme
VEGF'lerin olusturdugu gradyana dogrudur. Bunun sonucunda juvenil damar agi
olusur. PDGF ve TGF-B’bin reseptorlerine baglanmasi sonucu maturasyon ve

remodellenme ile olgun vaskiiler sistem olusur.

Anjiyogenez ile ilgili olarak CD34 de 6nemli bir anjiyogenik faktordur. CD34,
insanlarda, farelerde, si¢anlarda ve diger tiirlerde CD34 geni tarafindan kodlanan bir
transmembran fosfoglikoprotein proteinidir (Satterthwaite ve ark., 1992; Simmons ve
ark., 1992). CD34 ilk olarak hematopoietik kok hiicreler tizerinde bagimsiz bir hiicre
yiizeyi glikoproteini olarak Civin ve arkadaslar tarafindan tanimlanmistir (Civin ve
ark., 1984). CD34 hiicre-hiicre adhezyon faktorii olarak islev goriir (R. W. Tindle ve
ark., 1985; Loken ve ark., 1987; R. Tindle ve ark., 1987). Ayrica hematopoietik kok
hiicrelerin kemik iligi hiicre dis1 matriksine veya dogrudan stromal hiicrelere
baglanmasina aracilik edebilir. Klinik olarak, kemik 1ligi nakli icin hematopoietik kok
hiicrelerin se¢imi ve zenginlestirilmesi ile iligkilidir. Bu tarihsel ve klinik iliskiler
nedeniyle, CD34 ekspresyonu hemen hemen her yerde hematopoietik hicrelerle
iligkilidir; ancak aslinda diger bir¢ok hiicre tipinde de bulunur (Sidney ve ark., 2014).
Ayrica CD34 anjiyogenez olayinda da 6nemli gorev almaktadir. Endotel hiicrelerinin,
go¢ eden ve cogalan hiicreleri takip eden ug¢ hiicrelere fonksiyonel farklanmasi,
anjiyogenezde yeni damarlarin filizlenmesi sirasinda 6nemli rolleri vardir. Yapilan bir
calismada CD34'lin kiiltiirlenmis endotel hiicrelerinin kiigiik bir alt kilimesinde
eksprese edildigini ve bu hiicrelerin filopodlar1 genislettigi gosterilmistir (Martin J

Siemerink ve ark., 2012a).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1 Denekler

Toplam 18 adet term plasentada calisilmistir. 6 adet normal, 6 adet taze embriyo
transferiyle olusmus ve 6 adet dondurulmus embriyo transferiyle olusmus gebelik
sonucunda elde edilen plasentalarla belirlenen metotlar i¢in gerekli rutin islemler

yapilmuistir.

3.2 Deney Gruplan
Tim deney gruplar1 Tablo 3.1°de agiklanmistir.

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 Yardimec1 Ureme Teknikleri

Folikiler stimilasyon igin kontrolli ovaryan stimilator olan GnRH antagonisti
(Cetrotide, 0,25 mg, Merck Serono, Tirkiye) ve rFSH (Gonal-F, Merck Serono,
Turkiye) ve HMG (Menopur, Ferring pharmaceuticals, Hindistan) ile birlikte tedavi
protokolleri ve ovulasyon indiksiyonu igin GnRH agonisti (Gonapeptyl, Ferring

pharmaceuticals, Hindistan) kullanilmistir. Transvajinal ultrason yardimiyla OPU
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islemi, ovulasyon indiiksiyonundan 36 saat sonra yapilmistir. TUm gamet
manipiilasyonlar1 ve embriyo kiiltiirleri, Sydney IVF (COOK Medical, Sidney IVF,
ABD) medyumu kullanilarak yapilmstir. inkiibasyon kosullar1 %6 CO?, %5 O? ve
37°C’ye ayarlanmistir. (K-Sistemler, Kivex Biotec Ltd, Danimarka). Tum oosit
asilamalari, ICSI kullanilarak gerceklestirilmistir. Embriyolar mineral yagi bulunan
ortamda, medyum mikro damlaciklarinin iginde kiiltiirlenmistir. Tim embriyolar OPU
sonras1 5. giine kadar vitrifikasyon ya da transfer i¢in kiiltiirlenmistir. Blastosistler,
Gardner ve Schoolcraft tarafindan onerilen 3 kademeli derecelendirme sistemine gore
degerlendirilmistir (Gardner, Lane, & Schoolcraft, 2000; Gardner, Lane, Stevens, ve
ark., 2000). Blastosist ekspansiyonu 1-6 arasinda bir 6lgekte, ICM hiicre sikisma say1
ve derecesine gore A ile C arasi dlgekte ve TE’de trofoektoderm hiicrelerinin sayisi,

boyutu ve bitisik diizenlenmesine gore A ile C arasi dl¢ekte siniflandirilmistir.

Blastosistlerin vitrifikasyon ve 1sinmasi i¢in modifiye edilmemis bir Kriyotop yontemi
(Kitazato, Ila¢ Ltd, Japonya) kullanilmistir. Bu yéntemde ultra-hizl vitrifikasyon ve
isinma oranlar1 ile yiiksek konsantrasyonda kriyoprotektanlar kullanilmaktadir.
Islemler icin gerekli olan dengeleme, vitrifikasyon, ¢dzdiirme, seyreltme ve yikama
soliisyonlar1, piyasadaki Kriyotop kitlerinde bulunmaktadir. Kisaca, blastosistler oda
sicakliginda dengeleme ve vitrifikasyon asamalarina alinmis, sonrasinda Kriyotop
strip lizerine yerlestirilip sivi nitrojene daldirilmistir. Strip Uzerine ikiden fazla
blastosist yerlestirilmemistir. Kriyotop stripi, sivi nitrojende kriyotank i¢inde
saklanmigtir. Isinmasi igin, baslikli bir Kriyotop kabi kriyotanktan ¢ikarilip, sivi
nitrojen altinda kapak kaldirilmis ve stripten uzaklastirilmistir. Strip, sivi nitrojenden
alinarak 1sinma ¢ozeltisi i¢cine daldirilmistir. Ardindan blastosistler iki kez yikanmustir.
Transfer giiniinde hasta bagina ¢ikarilacak Kriyotop kabi sayisi, transfer igin 2 adet

canli blastosist elde edilecek sekilde belirlenmistir.

Tum DET dongdleri, ostrojen (Estrofem, Novo Nordisk, Tirkiye) 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 6lgiilmiis ve progesteron konsantrasyonunu kontrol etmek i¢in kan 6rnegi

alinmistir (Abdalla ve ark., 1994). Eger endometriyum kalinhigr> 7mm ve

17



luteinizasyon yoksa, 6strojen takviyesine (6 mg/gun) devam edilmis ve progesteron
(%8 gunde iki kez) takviyesi uygulanmigtir. Blastosist 1sinma ve transferi, progesteron

verilmesinin 6. giinlinde gergeklestirilmistir.

Transfer i¢in se¢ilen biitlin blastosistler mineral yag ile ortiilmiis medyum damlaciklari
icine yerlestirilmistir. Isinmadan yaklasik 2 saat sonra, blastosistlerin sag kalim ve
morfolojileri degerlendirilmistir. Blastosist transfer prosedrleri, trans-abdominal
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. giiniinde
dogrulanirsa, taze ve vitrifiye sikluslarin luteal faz destegi, dstrojen ve progesteron
takviyesi rejiminden olusacak ve gebeligin en az 9 haftasi devam edecektir (Vaisbuch

ve ark., 2014).

Bu islemler Antalya Tiip bebek merkezinde c¢alisan Dog. Dr. Kemal Ozgiir ve Dr.

Murat Berkkanoglu tarafindan yapilmistir.

Tablo 3.2 Toplanilan 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 37,49 +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 +14 24,8 + 4,83
Fetal Agirhik (g) 3456,66 + 394,7 2940 + 336,65 | 3030,83 + 232,42
Plasental Agirhik (g) 520,33+ 71,55 567,5 + 56,91 581,83 + 60,34
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3.4 Plasentalarm Toplanmasi
Kontrol grubu ve YUT grubu olarak toplanilan plasentalarin tamami saglhikl
dogumlardan elde edilen plasentalardir. Deneyde kullanilan plasentalar ile ilgili

bilgiler ayrintili olarak tablo 3.2’de belirtilmistir.
3.5 Doku Takibi

3.5.1 Protokol

e Plasentalar elde edildikten sonra dokular %4 Formalin ile gece boyu muamele
edilmistir.

e Dokular Akan su altinda 4 saat yikanmustir.

e Dokular, dehidrasyon islemi i¢in sirastyla %70, %80 ve %90’lik artan alkol
serilerinde 1’er giin bekletildikten sonra %100’liik alkolde 3 saat bekletilmistir.

e Dokular seffaflagtirma i¢in ksilole alinarak, ksilolde 5 dakika bekletilir.

o Sertlestirme islemi i¢inse dokular 3x1 saat parafin igerisinde bekletilmistir.

e Son basamak olarak dokular parafin igerisine gomiilmiislerdir.
3.6 Immiinohistokimya

3.6.1 Kullamlan Soliisyonlar
PBS
1 Litre 1x PBS hazirlamak igin;
- 0.137 M NaCl (ma: 58.4 g/mol) 8 g
- 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
¢OzUndiirtilmiistiir. pH 7.4’e ayarlanmistir.

Sitrat Tamponu
1 Litre Sitrat Tamponu hazirlamak i¢in;
-0.0825M Sodyum Sitrat Dehidrat (ma: 294.1 g/mol) 24.269 g

-0.0175M Sitrik Asit (ma: 192.1 g/mol) 3.358 g
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Yukaridaki kimyasallar belirtilen miktarlarda alinarak 800mL distile suda
cozlindiiriilmiistiir. pH 6.0’a ayarlanmistir. Distile su eklenerek son hacim 1 litreye

tamamlanmustir.

3.6.2 Protokol
Takibi yapilmis dokulardan alinmis kesitlere 2 giinliik deney protokolii uygulandi.
1. GUN

e Mikrotomla 5um’likkesitler alindiktan sonra 37°C su banyosunda superfrost
lamlara alind1

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

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

e Deparafinizasyon islemi icin Ksilol II ve Ksilol I de 10ar dakika kesitler
bekletildi.

o Kesitler sirasiyla %100-%90-%80-%70 alkol serilerinde 5er dakika bekletildi.

o Kesitler distile suda 5 dakika bekletildi.

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

e Kaynatilan kesitler 20 dakika oda sicakliginda sogutmaya alindi

e Orneklerin etrafi pappen ile ¢izilerek 3x5 dakika PBS yikamas1 yapild.

e 30 dakika boyunca %5 Hidrojen peroksit ile muamele edildi.

e 3x5 dakika PBS yikamasi yapildi.

e 5 dakika Uv bloklama yapildu.

e Kaesitlere ilgili primer antikorlar (VEGF 5ug/ml dilusyon — Abcam ab1316,
VEGFR2 1/600 dilusyon — Cell Signalling #2479, CD34 1/500 dilusyon -
Abcam ah54208) eklendi ve +4°C’de gece boyu inkiibasyona birakildi.

2. GUN

e Ornekler 3x5 dk PBS ile yikandi.
e Primer antikoru fare kaynakli antikor kullanilan 6rneklere Primer Antibody
enhancer eklendi. 30 dakika bekletildi. (Primer antikor kaynag: fare disinda bir

hayvan ise kesitler {izerine kurumamasi i¢in PBS eklendi esit siire bekletildi)
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e HRP polimer (thermo) ile 30 dakika inkiibasyon yapildi. (Uzeri siyah renkli bir
materyal ile kapatildi.)

e 3x5 dk PBS ile yikandu.

e Substrat olan AEC kromojeni ile dokularda reaksiyon gozlemleninceye kadar
muamele edildi.

e Distile su ile reaksiyon durduruldu.

e Mayer hematoksilen ile 10 saniye zit boyama yapildi.

e Akan suda yikama yapildi.

e Kapatma solusyonu ile kesitler kapatildi ve mikroskopta fotograflandi.
3.7 Western Blot
3.7.1 Numunelerin Hazirlanmasi ve Lowry Deneyi

Kullanilan Soliisyonlar
Tris Sollisyonu
0.1M Tris soliisyonu hazirlamak i¢in;
0,6 gr Tris 40 ml distile suda ¢oziildii. Hidroklorik asit ile soliisyonun pH’1 7.4’e
ayarlandi. Son hacim distile su ilave edilerek 50 ml’ye tamamlandi.
Sodyum Ortohovanadate
Bu soliisyon 100X olacak sekilde hazirlandi. 0.184 gr Na-orthovanadate énceden
hazirlanmis 10ml Tris soliisyonu i¢inde ¢oziildii.
Lizis Solusyonu
Lizis soliisyonu hazirlamak i¢in;
-10 ml 0.1 ml Tris (pH: 7.4)
-1 ml Sodyum orthovanadate
-1 gr Sodyum dodesil stlfat
-1 tablet proteaz inhibitor kokteyl

Yukaridaki maddeler 90ml Distile suda ¢oziilerek soliisyon hazirlandi.

Lowry Soliisyonlari

Lowry A soltsyonu:
-0.2 M Na’Cco?®
-0.1 M NaOH
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Lowry B solliisyonu

-%1 KNaC*H*0®

Lowry C Solusyonu

-%1 CuSO*5(H20)

Protokol

S1v1 nitrojen tankinda bekletilmis olan dokular

Mekanik olarak bisturi araciligiyla parcalanmistir. Bu parcalama islemi buz
tizerinde gergeklestirilmistir.
Parcalanan dokular lizis soltsyonu ile (0,2 gram doku basina 600mikrolitre
lizis soliisyonu olacak sekilde) muamele edildi.
Dokular lizis soliisyonu ile birlikte eppendorf tiiplere alind1 ve vortekslendi.
Vortekslenen tipler +4°C’de 15000 g’ de 10-15 dakika santriftj edildi.
Santrifiij sonrasinda siipernatantlar alindi.
Protein miktarlarinin belirlenmesi i¢in lowry deneyine baslandi.
5 adet standart sollisyonlar asagida belirtildigi gibi BSA kullanilarak
hazirlandi.

1 nolu standart 20 pl BSA stok solusyonu

2 nolu standart 20 pl BSA stok solusyonu + 20 pl PBS

3 nolu standart 20 ul BSA stok sollsyonu + 40 pl PBS

4 nolu standart 20 pl BSA stok sollisyonu + 60 pl PBS

5 nolu standart 20 pl BSA stok soltsyonu + 100 pl PBS
Numuneler genellikle 1:40 diliie edilerek ¢alisildi.
Lowry 6lcumu igin numuneler ¢ift tekrarli ¢alisildi.
Her bir numune PBS ile 1:40 diliie edilip eppendorf tiipe alindi
Tum standart, kér ve numunelere daha dnce lowry A, B ve C sollisyonu
karisimi ile elde edilen lowry soliisyonundan 600 pl ilave edildi ve
vortekslendi.
10 dakika buz iizerinde inkiibasyon yapildi.
Daha sonra da tum, standartlara, numunelere ve blank’a 60 pl folin (1:1
oraninda distile su ile diliie edilmis) eklendi.

Folin ile karanlik ortamda 30 dakika inkiibasyon islemi gerceklestirildi.
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e Bu islem sonrasinda ise 750 nm dalga boyunda spektrofotometrede 6lgiimler

yapilarak hazirlanan numunelerdeki protein miktarlari tespit edildi.
3.7.2 Western Blot Deneyi

Kullanilan Soliisyonlar
Yuriatme Sollsyonu
-9g TRIS
-43,2 g Glisin
-39 SDS
-600 ml dH20

Soliisyon 5x olarak hazirlandi. Kullanilacagi zaman 100ml 5x soliisyondan alind1 ve
400ml distile su ile seyreltilerek kullanima hazir hale getirildi. pH aralig1 8.3-8.6
arasinda olmalidir. Bu solisyonun pH’ina miidahale edilmez.
Blotlama Sollisyonu

-39 TRIS

-14,3 g Glisin

-700 ml dH20

-200 mL metanol

Soliisyon yukaridaki maddeler kullanilarak hazirlandi. pH araligi 8.3-8.6 arasinda
olmalidir. Bu sollisyonun pH’ma miidahale edilmez. pH dl¢timiinden sonra distile su
ile soliisyon 1000ml’ye tamamlanda.
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 1000ml’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

-5 g 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 ¢ozuldi. %5°1ik kullanima hazirlandi.
Coomassie Blue Soliisyonu

-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

stiziildii. Kullanima hazir hale getirildi.

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

Protokol
1. Gln

e %10 luk jel dokaldd.

e 10’luk tarak kullanildi.

e IVF ve kontrol plasentalardan hazirlanmis 33pg’lik numunelerden kullanildi.
Ve kuyulara 15pl ytiklendi.

e Asagida belirtilen sira ile yiikleme yapildi.

YURUTME

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

e Hemen ardindan cihaz 160Volt 70 miliAmper 10Watt’a ayarlandi 45 dakika

daha numuneler ylratalda.

BLOTLAMA
e Kasetler hazirlandi. Cihaz 90 Volt 30 miliampere ayarlandi ve +4 derece soguk

odada gece boyu numuneler blotlandi.
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2.Gun

Kaset soguk odadan alindi ve membranlar ayr1 kaplara ayrildi.
Membran TBS-T ile 3x5 dakika yikandi.
Poncaeu-S boyasi ile bantlar gézlemlendi.

Bantlar gozlemlendikten sonra boya topland1 ve membran temizlenene kadar

TBS-T ile yikandi. (3x5 dakika)

BLOKLAMA

%5°lik siit tozu hazirlandi.

Membran hazirlanan siit tozu ile 1 saat mekanik ¢alkalayici lizerinde muamele
edildi.

Yikama yapmadan membrana hazirlanmis ilgili primer antikorlar (B-Aktin
1/2000 diltsyon — Cell Signalling #4970, VEGF 1/1000 dilisyon — Abcam
ab1316, VEGFR2 1/1000 dilisyon — Cell Signalling #2479, CD34 1/1000
dilusyon - Abcam ab54208) eklendi.

Membran soguk odada gece boyu shaker iizerinde antikorla muamele edildi.

3. Gun.

Membran soguk odadan alindi.

Primer antikor geri toplandi.

Membran 3x5 dakika TBS-T ile yikandi.

Sekonder antikor ile 2 saat muamele edildi.

Membran 3x5 dakika TBS-T ile yikandi.

Advansta WesternBright ECL kit soliisyonlar1 1’er ml olacak sekilde karanlik
ortamda 2ml hazirlandi.

Membran karanlikta mekanik calkalayici tizerinde ECL soliisyonlari karigimi
ile 5 dakika muamele edildi.

Goriintlileme cihazi ile goriintiileme yapilip sonuglar kaydedildi.

3.8 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 tiim gruplar
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birbiri arasinda incelenmistir. 0.05 anlamlilik diizeyi ve %95 Giliven araligi

belirlenerek Tukey post testi kullanilmustir.

“ 0,1 <p <0,05 arahiginda y Stmirda anlamlilik
0,01 <p <0,05 arahginda ; *istatistiksel olarak anlamli fark vardir.
0,001 < p <0,01 arahginda ; ** istatistiksel olarak yiiksek diizeyde anlamli
fark vardir.
P < 0,001 ise ; *** jistatistiksel olarak ok yiksek diuzeyde
anlamli fark vardir.”

Seklinde degerlendirilip simgelendirilmistir. (Kul, 2014)
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4. BULGULAR

Bu calismada in vitro fertilizasyon sonucu ger¢eklesmis gebeliklerin plasenta 6rnekleri
ve normal gebelik sonucu olusmus olan plasenta 6rneklerinde VEGF, VEGFR2 ve
CD34 proteinlerinin miktari, Western Blot deneyleri ile incelenmistir. Bu proteinlerin
ekspresyon siddeti ve lokalizasyonlar1 ise immiinohistokimyasal deneyler ile

incelenmistir.
4.1 iImmiinohistokimyasal Deney Sonuclar

4.1.1 VEGF immiinohistokimya Boyanmalar

Yapmis oldugumuz immiinohistokimyasal boyanmalara gore VEGF ig¢in tiim
gruplarimizda pozitif reaksiyonlar gdzlemlenmistir. Bu boyanmalar yogunluklu olarak
villis endotel hiicrelerinde ve villts stromal hiicrelerdedir. IVF ve kontrol gruplarinin
tamaminda endotel hiicrelerinde VEGF pozitif immiin reaksiyonlar gosterilmistir
(Sekil 4.1). Ayrica Kontrol, TETP ve DETP gubunda villlslerdeki stromal hiicrelerde
immun pozitif reaktivite tespit edildi.
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Sekil 4.1 Deney ve kontrol gruplarinda VEGF immiinohistokimyasal boyanmalari

A, D, G, I: Kontrol Plasenta B, E, H, J: TET sonucu olusmus plasenta C, F, |, K: DET sonucu olusmus
plasenta. L: Izotip kontrol M: Negatif kontrol. C ve H 10x biyutme ile A, B, F, G, I, J, L, M 20x
biiyitme ile D, E, 1, K, 40x biiyiitme ile fotograflanmistir. Tiim fotograflar ZEISS Axiolab 151k

mikroskobu altinda ZEN Blue Edition programi kullanilarak gekilmistir.

28



4.1.2 VEGFR2 immiinohistokimya Boyanmalari

VEGFR2, immunohistokimyasal olarak tim gruplarda esas olarak endotel
hlcrelerinde ve stromal hicrelerde pozitif reaksiyon gostermistir. Kontrol grubu
stromal hiicrelerindeki boyanma siddeti IVF gruplarina gore daha yogundur (Sekil
4.2).
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Sekil 4.2 Deney ve kontrol gruplarinda VEGFR2 immiinohistokimyasal boyanmalar:

A, D, G, I: Kontrol Plasenta B, E, H, J: TET sonucu olusmus plasenta C, F, I, K: DET sonucu olusmus
plasenta, L: 1zotip kontrol M: Negatif kontrol. C, 5x biiyitme ile, A, B, F, G, I, L 10x buyttme ile, D,

E, I, J, K, M 20x buytitme ile fotograflanmistir. Tiim fotograflar ZEISS Axiolab 151k mikroskobu altinda

ZEN Blue Edition programi kullanilarak ¢ekilmistir.
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4.1.3 CD34 Immiinohistokimya Boyanmalari
Yapmis oldugumuz immiinohistokimyasal boyanmalara goére CD34 igin tim
gruplarimizda  pozitif  reaksiyonlar  gdzlemlenmistir.  Immunohistokimyasal

boyanmalar endotel hiicrelerinde ve stromal hiicrelere pozitiftir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 Deney ve kontrol gruplarinda CD34 immiinohistokimyasal boyanmalari

A, D, G, I: Kontrol Plasenta B, E, H, J: TET sonucu olusmus plasenta C, F, I, K: DET sonucu olusmus

plasenta, L: Izotip kontrol M: Negatif kontrol. C, 5x biiyiitme ile, A, B, H, I, L 10x blyiitme altinda,

D, E, F, G, J, K, M 20x blyutme ile 140x biiyiitme ile fotograflanmistir. Tiim fotograflar ZEISS Axiolab

151k mikroskobu altinda ZEN Blue Edition programi kullanilarak ¢ekilmistir.
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Tablo 4.1 immiinohistokimyasal boyanma sonuglar

VEGF VEGFR2 CD34
Gruplar KP TETP DETP | KP TETP DETP | KP TETP DETP
Sitotrofoblast
+ + ++ + + + + + +
Hucreleri
Sinsisyotrofoblast
+ ++ +/- +/- + +/- - ++ +/-
Hucreleri
Endotel Hiicreleri | ++ ++ +++ | +++ + ++ ++  +++ ++
Stromal Hiicreler + + ++ | +++ + ++ +/- + +

4.2 \Western Blot

4.2.1 VEGF
Tiim gruplarin protein miktarlarini belirlemek i¢in yapmis oldugumuz Western Blot
deney sonuglarimiza gére VEGF proteini i¢in gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlamli herhangi bir fark tespit edilememistir (p>0,1) (Sekil 4.4).
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VEGF

1.54

Optik Densite

Sekil 4.4 Western Blot VEGF sonuclari

A: Kontrol grubu numunelerinin VEGF ve B-Aktin proteinlerinin bantlari

B: Taze embriyo transferi sonucu olugsmus gebeliklerden alinmis plasenta grubu numunelerinin VEGF
ve B-Aktin proteinlerinin bantlari

C: Dondurulmus embriyo transferi sonucu olusmus gebeliklerden alinmis plasenta grubu numunelerinin
VEGF ve B-Aktin proteinlerinin bantlar

D VEGF proteininin Western Blot deneyi sonucu analizleri.

4.2.2 VEGFR2

Western Blot analizlerine gore Kontrol grubu VEGFR?2 protein miktar1t TETP grubuna
gore daha fazlayken DETP grubuna gore daha diisiik miktardadir. TETP grubu protein
miktar1 kontrol grubuyla kiyaslandiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli
miktarda fark bulunmamistir (p>0,1). TETP grubu protein miktari, DETP grubuyla
kiyaslandiginda ise istatistiksel olarak yuksek diizeyde anlamli olacak sekilde daha az
miktarda oldugu belirlenmistir 0,001<p<0,01. DETP grubu protein miktar1 ise hem
kontrol grubuna hem de TETP grubuna kiyasla daha ¢ok miktardadir. DETP grubu
ekspresyon miktarinin her iki grup arasindaki ekspresyon miktar1 arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamlidir (KP-DETP: 0,01<p<0,05, TETP-DETP: 0,001<p<0,01)
(Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 Western Blot VEGFR2 sonuclari

A: Kontrol grubu numunelerinin VEGFR2 ve 3-Aktin proteinlerinin bantlart

B: Taze embriyo transferi sonucu olusmus gebeliklerden alinmig plasenta grubu numunelerinin
VEGFR2 ve B-Aktin proteinlerinin bantlar1

C: Dondurulmus embriyo transferi sonucu olugmus gebeliklerden alinmis plasenta grubu numunelerinin
VEGFR2 ve B-Aktin proteinlerinin bantlari

D VEGFR2 proteininin Western Blot deneyi sonucu analizleri.

* :0,01<p <0,05
** :0,001<p <0,01
4.2.3CD34

Western Blot deneyi sonucu analizlerine gore Kontrol grubu CD34 protein miktari
hem TETP grubuna goére (p< 0.01) hem de DETP grubuna gore (p < 0.05) daha fazla
miktardadir. DETP ve TETP gruplan arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamistir (p>0,1) (Sekil4.6)
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Sekil 4.6 Western Blot CD34 sonuglar:

A: Kontrol grubu numunelerinin CD34 ve B-Aktin proteinlerinin bantlart

B: Taze embriyo transferi sonucu olugmus gebeliklerden alinmig plasenta grubu numunelerinin CD34
ve B-Aktin proteinlerinin bantlart

C: Dondurulmus embriyo transferi sonucu olugsmus gebeliklerden alinmis plasenta grubu numunelerinin
CD34 ve B-Aktin proteinlerinin bantlari

D CD34 proteininin Western Blot deneyi sonucu analizleri

* £ 0,01<p <0,05

** :0,001<p <0,01
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5. TARTISMA

Yapilan bir¢ok ¢alisma, IVF sonucu gergeklesmis gebeliklerin, dogal yollardan gelisen
gebeliklere kiyasla fetiis ve anne saglig1 agisindan igerdigi risk miktarinin daha yiiksek
oranda oldugunu ileri sirmektedir (Ceelen ve ark., 2008; Wilkins-Haug, 2008; Steel
ve Sutcliffe, 2009; Fujimoto ve ark., 2010; Thoma ve ark., 2014; Scherrer ve ark.,
2015; Qin ve ark., 2016). In vitro fertilizasyonda embriyogenez, anjiyogenez ve
plasenta olusumu gibi sureclerde kullanilan yolaklar ve bu yolaklarda gorev alan
faktorler normal yoldan gerceklesen gebeliklere gore benzerlik ve farklilik gosterirler.
Bu benzerlik ve farkliliklari, bu siirecteki mekanizmalar1 belirlemek kolay degildir
(Sutcliffe ve Ludwig, 2007). YUT sonucu gergeklesen gebeliklerde gebeligin saglikli

olarak sonlanmasini zorlastiracak ek patolojiler de olabilir.

Gok o6nemli bir endokrin organ olan plasenta bircok ©nemli sinyal Gretir. Bu
sinyallerden kaynaklanan herhangi bir bozukluk, fetal gelisimi ciddi anlamda
etkileyebilecek 6nemli patofizyolojik stireclere neden olabilir (Jauniaux ve ark., 1990;
J. Zheng ve ark., 1996; Y. Zhang ve ark., 2010). Bu nedenle, plasentanin basta
endokrin ozellikleri olmak tizere islevleri ile ilgili ¢aligmalar YUT’iin giivenligi

acisindan kullanigh bilgiler saglayabilir.

Bu calismada elde ettigimiz bulgulara goére arastirmakta oldugumuz anjiyogenik
faktorlerden VEGFR2 igin DETP grubu TETP grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml olacak sekilde arttigi, CD34 ve VEGF proteinleri i¢in ise DETP ve TETP
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkliligin bulunmadigi Western Blot
deneyleriyle tespit edilmistir. Immiinohistokimyasal deneylerde belirlenen pozitif
reaksiyonlarda da bu proteinlerin ekspresyon siddetleri ve lokalizasyonlari

belirlenmistir.

Yapilan diger calismalarda YUT sonucu gergeklesmis gebeliklerde anjiyogenez ile
ilgili olarak VEGF, VEGFR2, VEGFR3, Tie-2, PIGF, bFGF, FGF-2, Angiopoeitin-1,
Angiopoeitin-2 gibi dnemli anjiyogenik faktorlerin IVF sonucu olusmus plasentalarda

kontrol grubu plasentalara gore ekspresyon sonuglarinin yiiksek oldugu MikroArray,
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Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), Western Blot ve Immiinohistokimyasal deneyler
ile gosterilmistir (Malinda S Lee ve ark., 2015a; Li ve ark., 2016; Zhao ve ark., 2020).
Ancak bu calismalarda deney gruplar1 olusturulurken IVF gruplan icin taze ve
dondurulmus embriyo transferleri ayr1 ayri gruplandirilmamistir. Taze ve
dondurulmus embriyo transferleri sonucu gelisen gebeliklerden alinan plasentalar IVF
grubu olarak bir biitiin seklinde degerlendirilmistir. Bizim yaptigimiz bu ¢alismada
kontrol gruplarimizin yani sira IVF gruplarimizda kendi igerisinde taze embriyo
transferi sonras1 olusmus gebeliklerden elde edilen plasentalar ve dondurulmus
embriyo transferi sonrasi olusmus gebeliklerden elde edilen plasentalar olmak iizere

iki ayr1 grupta ele alinmis ve sonuglar birbiri ile kiyaslanmistir.

Vaskuler Endotelyal Buyume Faktori

VEGF ve reseptorleri, tek bir VEGF alelinin kaybi1 bile embriyonik &liimle
sonuglanabildiginden dolayi, embriyonun saglikli gelisimi ve embriyonik vaskiiler
gelisim i¢in gereklidir (Azliana ve ark., 2017). VEGF ve reseptorlerinin invazyondan
anjiyogeneze kadar bircok siirecte gorev aldigi yapilan calismalarda bildirilmistir
(Rockwell ve ark., 2002; Fan ve ark., 2008;(Carmeliet ve ark., 1996; Ferrara ve ark.,
1996). Yine yapilan ¢alismalarda VEGF ve reseptorlerinin kontrol plasentalarda
maternal ve fetal kaynakli hiicrelerde eksprese edildigi hem hiicre hatlar1 hem plasental
eksplantlar kullanilarak gosterilmistir (Zhou ve ark., 2002; Azliana ve ark., 2017).
Yapilan ¢aligmalarda maternal kanda artan sFLT-1 seviyeleri ve azalan PIGF ve VEGF
seviyeleri sonucunda anti-anjiyogenik ortamin olustugu bildirilmistir (Maynard ve
Karumanchi, 2011; Woo ve ark., 2017). Bu ¢alismalarda maternal kandan yapilan
Olctimler sonucunda sSFLT-1:PIGF ve SFLT-1:VEGF oranlarinin yiikselmesi
sonucunda preeklampsi, plasental abrupsiyon, plasenta previa, hamilelik sirasinda
anormal kanama gibi istenmeyen durumlar ve patolojiler meydana gelebildigi
gosterilmistir (Maynard ve Karumanchi, 2011; Woo ve ark., 2017). Bahsi gegen
caligmalardan Maynar ve Karumanchinin 50 adet TET grubu ve 24 adet DET grubu
maternal kan Ornekleri ile yaptig1 calismada preeklampsi, plasental abrupsiyon,
plasenta previa, ilk trimester kanamasi, hamilelik sirasinda anormal kanama gibi
patolojiler incelenmis ve gruplar arsinda anlamli fark bulunmamistir. Barut ve
arkadaslarinin yaptig1 bir calismada ise 110 adet IUGR plasenta ile calisilmis ve IUGR

plasenta drneklerinde kontrole kiyasla sitotrofoblast, sinsistyotrofoblast, ekstravilloz
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trofoblast, vaskiler diiz kas, villus stromal ve endotelyal hiicrelerde VEGF-A ve b-
FGF ekspresyonlarinin istatistiksel olarak arttig1 bulgusu yer almaktadir (Barut ve ark.,
2010). Dolayisi ile VEGF ekspresyonunun kontrol plasentalara gore artmasi ve
azalmasi anjiyogenik ortami etkileyeceginden ekspresyon seviyesinde hem artma hem

de azalma ¢esitli patolojilere sebep olabilmektedir.

Bu calismada Yapilan Western Blot analizlerine gore VEGF protein miktar1 hichir
grupta istatistikler olarak anlamli bir artis ya da azalis gostermemistir. Tim
gruplardaki protein miktarlar1 birbirine yakindir. VEGF ile ilgili bulgularimiz
literattirde daha Once Li ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismadaki Western blot analizleri
ile uyumluluk gostermektedir (Li ve ark., 2016). Zhao ve arkadaslarinin 2020 yilinda
yapmis oldugu ¢alisma sonuglarina gére ise VEGF ile ilgili IVF ve kontrol gruplari
plasentalarinda yapilan PCR ve immiinohistokimyasal deneyler sonucunda iVF
gruplarinda kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak yiiksek diizeyde olacak sekilde
anlamli artig gosterilmistir. Yapmis oldugumuz immiinohistokimyasal deneylerle de
VEGF, Kontrol grubu DETP ve TETP gruplarinda pozitif reaksiyon gostermistir. En
siddetli reaksiyonlar sirasiyla DETP grubunda gozlemlenirken TETP ve kontrol
gruplarinda birbirine yakin seviyede pozitif reaksiyon gorillmiistiir. Tiim gruplarda

boyanmalar endotel ve stromal hiicrelerde goriilmiistiir (Tablo 4.1).

Vaskuler Endotelyal Bayume Faktér Reseptdri-2

VEGFR-2, VEGF reseptorleri arasindan en gii¢lii proanjiyogenik aktiviteye sahip olan
VEGF reseptorudir (Melincovici ve ark., 2018). VEGFR2 kontrol grubu plasentalarda
esas olarak plasental villus vaskiiler yapilarina lokalize olmaktadir. Bu yapilar ise
anjiyogenik htcreler ve Hofbauer hicreleridir (Ramazan Demir, 2009). Vaskiler
olmayan kisimlarda ise VEGFR2 proteini plasental villuslerde sitotrofoblastik tabaka
ve temel stromal hicrelerde lokalizedir (Ramazan Demir, 2009).

Yapilan c¢aligmalarda VEGFR2 ekspresyonunun azalmast GDM, IUGR ve
preeklampsi gibi patolojiler ile iliskilendirilmistir. Meng ve arkadaslarmin yaptigi
calismada, GDM'li kadinlardan elde edilen plasental dokularda VEGF-A ve VEGFR2
ekspresyonlarinin azaldigini ortaya koymustur. Azalmis VEGF/VEGFR2'nin GDM'li

gebelikte plasental kan bariyerini ve anjiyogenezi ve bunun sonucunda plasental
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fonksiyonu etkileyebilecegi bildirilmistir (Meng ve ark., 2016). Yapilan diger bir
caligmada ise yine kontrol grubu plasentalar GDM patolojisine sahip plasentalar ve
gebelik oncesi klinik diyabet tanis1 konmus kadinlarin gebeligi sonucu elde edilen
plasentalar iizerinde calisilmis ve GDM’li ve gebelik oncesi diyabet tanis1 konmus
kadinlarin plasentalarinda VEGF, VEGFR-1 ve VEGFR2 protein miktarlarinda
kontrol gruplarina kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu bulgusuna yer

verilmistir (Pietro ve ark., 2010).

Munaut ve arkadaslarinin yaptigi calismada ise ELISA analizi sonuglar ile ¢ozindr
VEGFR-2 izoformunun, preeklamptik kadinlarin dolagiminda kontrol grubu kadinlara
gore diisiik seviyelerde mevcut oldugunu gostermistir (Munaut ve ark., 2012). Bu konu
ile iligkili yapilan diger arastirmalar ise, VEGFR-2 plazma diizeylerinin erken
preeklampsi sirasinda veya intrauterin biiyime geriligi olan gebeliklerde diistiigiinii
belgelemistir (Wallner ve ark., 2007; Chaiworapongsa ve ark., 2008; Tripathi ve ark.,
2009).

Yapilan Western Blot analizlerine gore VEGFR-2 protein miktar1 DETP grubunda
kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli seviyede arttig1 goriilmiistiir. DETP
grubu VEGFR2 protein miktart TETP grubuyla karsilastirildiginda ise istatistiksel
olarak yuksek diizeyde anlamli sekilde artmistir. TETP ve kontrol grubu arasinda ise
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir. Western Blot sonucu VEGFR2
proteini ile ilgili elde etmis oldugumuz bulgular literatiirde bir ¢alisma ile uyumluluk
gostermektedir (Li ve ark., 2016).

Yapmis oldugumuz immiinohistokimyasal deneyler sonucunda tiim gruplarda villis
vaskiler endotel hicrelerinde ve stromal hiicrelerde pozitif reaksiyonlar
gozlemlenmistir. En yogun ve en siddetli reaksiyon kontrol grubunda gézlemlenmistir.
Vaskuler endotelyal hicrelerde diger gruplara gore oOzellikle vaskuler endotel
hicrelerinde siddetli pozitif reaksiyon goriiliirken, bazi villis stromal hicrelerde
pozitif reaksiyon goriilmiistiir. Reaksiyon siddetine gore gruplarimiz kontrol grubu,
DETP grubu ve TETP grubu olarak siralanabilir (Tablo 4.1). DETP ve TETP
gruplarinda da VEGFR-2 proteini icin vaskuler endotelyal hlcrelerde pozitif reaksiyon

gorilmiistiir.
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Hematopoeitik Kokenli Progenitor ve Endotel Hiicre Belirteci (CD34)

Insan plasenta gelisimi sirasinda damar olusumu, hem vaskiilogenez hem de
anjiyogenez (mevcut damarlardan kilcal damarlarin filizlenmesi) yoluyla gerceklesir
(R Demir ve ark., 1989; Burton ve ark., 2009). Fetoplasental vaskilogenez, 22. giinden
26. haftaya kadar kademeli olarak baglanan hemanjiyoblastik kordlarin olusumu ile
ilerler (R Demir ve ark., 1989; Challier ve ark., 2001; Kaufmann ve ark., 2004).
Anjiyogenez olayinda ise belirte¢ olarak kabul edilen énemli belirteclerinden birisi de
CD34’diir (Siemerink ve ark., 2012). Yapilan bir ¢alismada insan plasentasinda CD34
ile beraber, CD31, VEGFR-2, Tie2, vonWillebrand Faktor (VWF) endotelyuma 6zgi
belirteglerin ifade edildigi gosterilmistir (Pavlov ve ark., 2014).

CD34 ile ilgili olarak yapilan g¢aligmalarda CD34 ekspresyon miktarinin azalmasi
preeklampsi ile iliskilendirilmistir (Surbek ve ark., 2001; Sahin ve ark., 2015). Surbek
ve arkadaslarinin 2001 yilinda yaptigi ¢alismada dogum sirasinda umblikal venden
alan kordon kani analiz edilmistir. Bu ¢alismanin sonucuna gére CD34 eksprese
eden hiicrelerin sayisi preeklampsi grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
azalma gostermistir. Sahin ve arkadaslari ise 57 adet plasenta tizerinde ¢alismislar ve
Submerk ve arkadaglarinin yaptigi ¢alisma ile benzer sonuglari elde etmislerdir. Ayrica
CD34in CDI131 ile birlikte preeklampsi igin potansiyel bir belirte¢ olarak
kullanilabilecegini ileri siirmiislerdir. Yapilan baska bir c¢alismada CD34
immunoreaktivitesinin kontrol grubu plasental kok villus ve olgun ara villuslerde
yogun boyanma gosterirken, Villoz Kkapillerlerin endotel hicrelerinde CD34
immunoreaktivitesinin [UGR plasentalarinda daha az oldugu belirlenmistir (Novac ve
ark., 2018). Bu ¢alismaya zit olarak Mackiewicz ve arkadaglarinin yapmis oldugu
caligmalarda hem kontrol plasentalarda hem IUGR plasentalarinda CD34 pozitif hiicre
sayist miktarinin oldukca yiiksek oldugu, gruplar arasinda anlamli fark olmadigi

raporlanmistir (Mackiewicz ve ark., 2021).

CD34 ile ilgili olarak yapilan diger bir ¢aligmada fareler iizerinde YUT kullanilarak
elde edilen plasentalarda labirent kistmlar1 immiinohistokimyasal olarak boyanmis ve
bunun sonucunda E12,5. giinde YUT plasentalarinda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli bir azalma bildirilmistir. Ayn1 ¢alismada E18,5. giin YUT plasentalar

ve kontrol grubu plasentalart da immiinohistokimyasal olarak boyanmis ve bunun
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sonucunda istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ bulunmamistir (Vrooman ve ark.,
2020).

Bu ¢alismada yapmis oldugumuz Western Blot analizlerine gére CD34 protein miktari
kontrol grubunda hem TETP grubuna gdre hem de DETP grubuna gore daha yuksek
seviyededir. Kontrol ve TETP grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli iken
DETP grubu ile istatistiksel olarak anlamli olarak bulunmustur. DETP ve TETP grubu

protein miktar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir.

Immiinohistokimyasal deneyler sonucunda ise tim gruplarda villuslerin endotel
hlcrelerinde ve stromal hiicrelerinde pozitif reaksiyon tespit edilmistir. Boyanmalar
yogunluklu olarak endotel hiicrelerinde gézlemlenmistir (Tablo 4.1). CD34’{in primer
gorevi ve anjiyogenezle iliskisi gbz oniine alindiginda bu hiicrelerin hematopoeitik
kokenli hiicreler oldugu diisiiniilmektedir. Literatiirde CD34 proteini YUT sonucu
olusmus plasenta orneklerinde deney hayvanlarinda incelenmis olsa da daha 6nce
insan plasentalarinda incelenmemistir. Bu calismada CD34 proteini ile ilgili elde

edilen veriler bu alanda bir ilk olarak kabul edilebilir.

Bu calismada birgok anjiyogenik faktdr arasindan VEGF, VEGFR-2 ve CD34
proteinleri arastirilmistir. Arastirilan bu proteinlerden VEGF gorevleri ve bilinen
ozellikleri sebebiyle anjiyogenik faktorler arasinda anjiyogenezi en belirleyici olanidir
(Melincovici ve ark., 2018). VEGFR-2 proteini ise aktivitesi VEGFR-1’den daha
diisiik olmasmna ragmen VEGF’e baglanma affinitesi en yiiksek reseptdr olmasi
sebebiyle anjiyogenezde en c¢ok arastirilan proteindir. CD34 ise anjiyogenezle
iliskilendirilmis olmasina ragmen YUT sonucu gelismis gebeliklerin plasentalarinda
daha 6nce hi¢ aragtirllmamistir. Yine de genel olarak anjiyogenez hakkinda saglikli
yorum yapabilmek igin daha fazla metotla birlikte daha fazla sayida pro-anjiyogenik

ve anti-anjiyogenik faktorler birlikte incelenmelidir.

Bu ¢alismada bulgularimiz sonucunda arastirilan proteinlerden VEGFR2 proteini igin
DETP ve TETP grubu arasinda istatistiksel olarak yiiksek diizeyde anlamli farkliliklar
bulunmustur. VEGF ve CD34 proteinleri iginse DETP ve TETP gruplart arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamaistir.
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Yapmis oldugumuz c¢alismada YUT plasentalarinda anjiyogenez mekanizmasi
acisindan DET ve TET grubu plasentalarinin birbirlerine olan avantaj ve dezavantajlari
ortaya konulmaya calistlmistir. Literatiirde genel olarak IVF plasentalarinda
anjiyogenik faktorlerin kontrol plasentalara gore arttigi bildirilmistir (Li ve ark., 2016;
Zhao ve ark., 2020). Calismamiz sonucunda VEGF ve VEGFR-2 ile ilgili bulgularimiz
literatiirdeki ¢aligmalar ile benzerlik gostermektedir (Li ve ark., 2016; Zhao ve ark.,
2020). CD34 ile ilgili bulgularimizin sonuglar1 ise farelerde YUT teknikleri
kullanilarak yapilan bir ¢alismayla uyum gosterse de (Vrooman ve ark., 2020) fare ve
insan bulgularini kiyaslamak saglikli olmayacaktir. Buna ragmen bu calisma gelecek

calismalara fikir saglamasi agisindan 6nculik edecektir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu calismada saglikla kadinlardan normal dogum sonucu elde edilmis kontrol
plasentalar1 IVF teknigi ile elde edilmis taze embriyo transferi sonras1 gelismis
gebeliklerden elde edilen plasentalar ve dondurulmus embriyo transferi sonrasi
gelismis gebeliklerden elde edilen plasentalar ile ¢alisilmistir. DETP grubu ve TETP

grubu arasinda belirlenen bazi anjiyogenik faktorler kiyaslanmustir.

Elde edilen sonuglar maddeler halinde asagida belirtilmistir.

1. VEGF protein miktar1 gruplar arasinda istatistiksel olarak farkli degildir.

2. VEGFR2 protein miktart DETP grubunda TETP ve kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha fazladir. Kontrol grubu ile TETP grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark mevcut degildir.

3. CD34 protein miktar1 kontrol grubunda, DETP grubu ve TETP grubuna gore
istatistiksel olarak daha fazla miktarda oldugu belirlenmistir. TETP ve DETP grubu
mukayese edildiginde ise CD34 protein miktar1 i¢in istatistiksel olarak anlamli fark

belirlenememistir.

Oneriler: IVF yoéntemindeki iki farkli yaklasimm (DET ve TET) plasental
anjiyogenez mekanizmast ile ilgili olarak birbirine olan avantaj ve dezavantajlarinin
daha net bir sekilde ortaya konulmasi i¢in daha ¢ok sayida anjiyogenik faktor ile
calisilmasi, gebe sayisina bagli olarak plasenta sayisinin arttirtlmasi bu mekanizmanin

anlasilmasina katki saglayacaktir.
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