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ÖZET 

Amaç: Bu projede taze embriyo transferi ve dondurulmuş embriyo transferi sonucu 

oluşan gebeliklerden elde edilen term plasentalarda, anjiyogenez faktörlerinden 

VEGF, VEGFR-2, CD34 proteinlerinin araştırılması amaçlanmıştır. 

Yöntem: Normal gebelik, in vitro fertilizasyon sonucu gerçekleşen gebeliklerde 

doğum sonrası elde edilen plasentalar toplanıp gruplandırıldı. Plasentaların bir kısmı 

rutin ışık mikroskopi takibi yapılarak histolojik kesitler alındı. Bu kesitlere 

immünohistokimyasal boyama uygulandı ve araştırılan proteinlerin lokalizasyonu 

belirlendi. Dokuların diğer kısmıyla Western Blot deneyleri için gerekli protokoller 

gerçekleştirildi. İstatistiksel analizler yapıldı.  

Bulgular: VEGF protein miktarı için kontrol gurubu, DETP gurubu ve TETP grupları 

arasında istatistiksel olarak bir fark yoktu. VEGFR2 protein miktarının DETP 

grubunda diğer guruplara göre istatistiksel olarak daha yüksek olduğu tespit edildi. 

CD34 protein miktarı ise Kontrol gurubunda diğer guruplara göre istatistiksel olarak 

daha fazla olduğu belirlendi. Yapılan immünohistokimyasal deneyler sonucunda 

VEGF, VEGFR2 ve CD 34 proteinlerin immuno lokalizasyonları, tüm guruplarda 

fakat farklı yoğunluklarda sitotrofoblast hücrelerinde, sinsisyotrofoblast hücrelerinde, 

villus stromal hücrelerde, villüs endotel hücrelerinde immuno pozitif reaksiyon 

gösterdiği tespit edildi.  

Sonuç: Bulgularımız sonucunda araştırmış olduğumuz VEGF, VEGFR2, CD34 

proteinlerinin tümünde DETP grubu ekspresyon miktarları TETP grubuna kıyasla 

daha yüksektir. 

Anahtar Kelimeler: yardımcı üreme teknikleri, in vitro fertilizasyon, plasenta, 

dondurulmuş embriyo transferi, taze embriyo transferi. 
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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. GİRİŞ 

İn vitro fertilizasyon (İVF) ile oluşan ilk çocuğun doğumundan geçen 40 yıldan bu 

yana, yardımcı üreme teknikleri ile infertilite sorununa çözüm getirilmeye 

çalışılmıştır. Günümüzde tüm Kuzey Amerika ve Avrupa’daki canlı doğumların %1 

ila %3’ü İVF ile gerçekleşmektedir. Yardımcı üreme teknikleri (YÜT) yoluyla 

gerçekleşen gebeliklerde plasentaların fonksiyonlarını normal şekilde 

gerçekleştirebilmesi için vaskülogenez ve anjiyogenez mekanizmasının bilinmesi 

yararlı olacaktır.  

İVF için gerekli çok sayıda oosit elde edilmesini maternal süperovulasyon işlemi 

sağlar. İVF işlemleri ile elde edilen oositlerin spermler aracılığıyla fertilizasyonu 

sonucunda embriyolar elde edilir. Elde edilen embriyoların hemen transferi (taze 

embriyo transferi) annede süperovulasyona bağlı olarak oluşan maternal hormonal 

dengenin bozulmuş olmasının etkisi altında kalarak endometriyuma implantasyonunda 

başarısızlıklara neden olabilir. Süperovulasyondan kaynaklanan maternal hormonal 

etkiyi azaltmak amacıyla son dönemde taze embriyo transferi yerine embriyolar 

dondurularak transfer edilir (dondurulmuş embriyo transferi).  Dondurulmuş 

embriyoların, maternal hormonal dengeye ulaşılıncaya kadar bekletilip daha sonra 

çözülerek transferinin gerçekleştirilmesi annenin süperovulasyon kaynaklı hormonal 

etkiye maruz kalma olasılığını yok eder.  

Plasenta fetüsün büyümesi için gerekli olan tüm besinlerin tedariğini sağlayan 

maternofetal bir dokudur. Plasentanın maternofetal dolaşımı sağlayabilmesi için 

plasentada vaskülogenez / anjiyogenez olaylarının normal olarak gerçekleşmesi 

gerekir. Vaskülogenez, öncü anjiyoblast hücrelerinden, birincil vasküler ağın 

formasyonu ile yeni kan damarlarının oluşturulmasıdır. Anjiyogenez ise, yeni vasküler 

ağdan dallanmaların sağlanması ile vasküler ağın tekrar modellenmesidir. 

Vaskülogenez ve anjiyogenez bu özellikleri sayesinde embriyonik gelişimde ve post-

natal büyümede önemli rol oynarlar. Vaskülogenez ve anjiyogenezdeki problemler 

düşük riski, preeklampsi ve intrauterin büyüme geriliği gibi plasental patolojilere 

neden olur. Normal gebelikteki plasentalarda vaskülogenez ve anjiyogenez 
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mekanizmaları literatürde sıkça araştırılmasına karşın, İVF ’de bu mekanizmaların 

regülasyonu hakkında sınırlı sayıda çalışma yapılmıştır.  

Bu tezin hipotezi; Yardımcı üreme teknikleri aracılığıyla gerçekleşen gebeliklerin 

plasentaları ile normal gebelik plasentalarındaki anjiyogenez mekanizmaları farklılık 

gösterebilir. 

Araştırma sorusu: YÜT sonucu gerçekleşen gebelikler ve normal gebelik sonucunda 

gelişen plasentalarda anjiyogenezle ilişkili proteinlerin rollerinde bir farklılık mevcut 

mudur? Süperovulasyon sonucu olarak maternal hormonal dengenin bozulması ve 

daha sonra tekrardan maternal hormonal dengenin sağlanmasıyla plasentalarda 

gerçekleşen anjiyogenez olayında anjiyogenez ile ilişkili proteinlerin rollerinde bir 

değişim mevcut mudur? YÜT ile gerçekleşen gebeliklerde plasental anjiyogenez 

mekanizması ile ilişkili olarak plasental gelişim nasıl etkilenir? 

İVF işleminde çok sayıda oosit elde etmek için yapılan süperovulasyon işlemi 

sonucunda maternal hormonal denge bozulur. Elde edilen oosit ve sperm 

fertilizasyonu sonucu elde edilen embriyonun maternal hormonal dengenin normale 

dönmeden, yani taze embriyo transferi sonucu oluşan gebeliklerdeki plasentalarda 

anjiyogenez mekanizması embriyo gelişimini belirler. Bu nedenle embriyo gelişimi 

için maternal denge düzelmeden (TET) ya da düzeldiğinde gerçekleşen embriyo 

transferleri (DETP) sonucu oluşan plasentalardaki anjiyogenez mekanizmasının 

karşılaştırılması önemlidir.    

 

Tezin amaçları:   

Normal, plasental anjiyogenez mekanizmasında VEGF, VEGFR2 ve CD34 

proteinlerinin rollerinin araştırılması. 

Süperovulasyonun TETP gurubunda gerçekleşen anjiyogenez mekanizması 

üzerindeki etkisinin VEGF, VEGFR2 ve CD34 proteinleri üzerinden araştırılması. 

DETP, grubu plasentalarının anjiyogenez mekanizmalarında VEGF, VEGFR2 ve 

CD34 proteinlerinin rollerinin araştırılması.  
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2. GENEL BİLGİLER 

İnfertilite, toplumumuzun önemli problemlerinden biridir. Bu problem yardımcı 

üreme teknikleri (YÜT) aracılığıyla çözülmeye çalışılmaktadır. YÜT başarı oranı hiç 

de küçümsenecek bir düzeyde değildir. Bu nedenle ülkemizde çok sayıda YÜT 

merkezi bulunmakta ve yılda binlerce hasta başvuru yapmaktadır. In Vitro 

Fertilizasyonda gerçekleşen süperovulasyon işlemi annede hormonal dengeyi 

bozmaktadır. İVF’de gerçekleşen; süperovülasyonun, embriyo kültürünün; fetal ve 

plasental gelişimde değişikliklere yol açtığı gösterilmiştir (Weinerman ve Mainigi, 

2014). Süperovulasyonun anne üzerindeki hormonal etkisini azaltmak amacıyla son 

yıllarda taze embriyo transferi yerine dondurulmuş embriyo transferi 

gerçekleştirilmektedir (Veleva ve ark., 2013; Maheshwari ve ark., 2018). 2004 yılında, 

YÜT sonrası doğan çocukların %30'u kriyoprezerve (dondurulmuş) embriyolardan 

meydana gelmiş olması bu durumu kanıtlar niteliktedir (Spijkers ve ark., 2017).  Son 

veriler; dondurulmuş embriyo transferlerinde canlı doğum oranının, taze embriyo 

transferi ile karşılaştırıldığında daha yüksek olduğunu göstermektedir (Stanhiser ve 

ark., 2017; J. Zhang ve ark., 2018). YÜT ile gerçekleşen gebeliklerde plasentadaki 

vaskülogenez ve anjiyogenez çalışmaları yapılmıştır. Genel olarak bu çalışmalar 

sonucunda anjiyogenik faktörlerden VEGFR3, bFGF, IFN-γ ve MMP1’in kontrol 

plasentalara kıyasla İVF grubunda istatistiksel olarak anlamlı şekilde arttığına dair 

bulgular elde edilmiştir (Li ve ark., 2016). Bunun yanı sıra yapılan bir diğer çalışmada 

İVF gruplarında anti-anjiyogenik faktörlerden sFLT-1’in kontrol grubuna kıyasla 

arttığı, İVF gruplarında anjiyogenik faktörlerden PlGF’nin ise kontrol grubuna kıyasla 

azaldığı bulunmuştur (M. S. Lee ve ark., 2015b). YÜT ile gerçekleşen gebeliklerdeki 

plasenta ve embriyo gelişiminde etkili olan mekanizmaların araştırılmasına rağmen 

taze ve dondurulmuş embriyo transferi sonucunda gerçekleşen gebeliklerde plasentada 

gerçekleşen vaskülogenez ve anjiyogenez mekanizması hakkında bilinenler sınırlıdır. 

Bu nedenle çalışmamızın önemini oluşturan unsurları şu şekilde sıralayabiliriz. 

Konunun önemi:  

1- İnfertilite tedavisi için günümüzde her iki tekniğin (TET ve DET) yaygın olarak 

kullanılması. 
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2- Bu iki teknikte (TET ve DET) anjiyogeneze bağlı olarak plasental gelişim ve 

dolayısıyla fetüs gelişimi için hangi tekniğin ideal olduğunun bilinmemesi. 

3- YÜT kullanılan bu iki yöntemle gerçekleşen gebeliklerdeki plasentalarda 

anjiyogenez mekanizmasının bilinmemesi  

4- Günümüzde DET’de canlı doğum ve gebelik başarı oranı daha fazla olduğu tespit 

edilmiştir (Stanhiser ve ark., 2017; J. Zhang ve ark., 2018). DET ile gerçekleşen bu 

başarıda plasentadaki anjiyogenez mekanizmasının olası rolünün açıklanması 

2.1. Yardımcı Üreme Teknikleri ve In Vitro Fertilizasyon 

In vitro fertilizasyon ile oluşan ilk çocuğun doğumundan geçen 40 yıldan bu yana, 

yardımcı üreme teknolojilerine olan güven oldukça artmış ve artık tüm Kuzey Amerika 

ve Avrupa'daki canlı doğumların %1 ila %3'ü YÜT aracılığıyla gerçekleşmektedir 

(Nyboe Andersen ve ark., 2008; Sunderam ve ark., 2015). Bu istatistik bize YÜT 

tekniklerine ne kadar sıkça başvurulduğunu göstermektedir.  IVF; oositlerin toplanıp, 

spermler ile laboratuvar ortamında birleştirilerek fertilizasyonun sağlanması 

işlemlerini içerir. Devamında fertilizasyon sonucu gelişen embriyolar uterusa transfer 

edilir. Ayrıca intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu ve embriyo kriyoprezervasyonu gibi 

yöntemler yardımcı üreme teknolojisinde son yıllarda infertilite tedavisinde daha 

yoğun olarak kullanılmaktadır. Yardımcı üreme teknikleri gerek klinikteki rutin 

işleyişi gerekse tarihsel gelişimi sayesinde ön plana çıkan teknikler arasındadır. Dünya 

çapında 4,5 milyon bebek bu teknik sayesinde dünyaya gelmiştir (O. Ishihara ve ark., 

2015). 

İnfertilite, fertil dönemdeki toplumun %10-15’ini ilgilendiren bir sorundur. 

Günümüzde infertil hastaların tedavisinde önemli gelişmeler elde edilmiştir. Özellikle 

yardımcı üreme tekniklerinin gelişmesiyle infertilite tedavisindeki başarı oranları 

artmış ve daha çok infertil çiftin sağlıklı bir bebeğe sahip olabilmesi sağlanmıştır. 

1970’lerin sonunda ilk başarılı in vitro fertilizasyon gerçekleştirildiğinden beri, 2 

milyondan fazla çocuk İVF ile dünyaya geldi. Çocukların büyük çoğunluğu için bu 

tekniğin başarılı ve güvenli olduğu kanıtlanmıştır (Wang ve Sauer, 2006). YÜT ile 

başarı oranları arttıkça, dikkatler doğum sonuçlarına ve YÜT ile doğan çocukların 

uzun vadeli sağlık durumlarının takibine yönelmiştir (Hart ve Norman, 2013b, 2013a). 

YÜT ile doğan çocukların büyük çoğunluğu sağlıklı olmasına rağmen, epidemiyolojik 

çalışmalar, YÜT’ün fetal büyüme geriliği, düşük doğum ağırlığı, anormal plasenta, 
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erken doğum ve preeklampsi gibi olumsuz perinatal sonuçlarda artışla ilişkili 

olduğunu göstermektedir (Schieve ve ark., 2002; Jackson ve ark., 2004). YÜT’ün 

birçok yönden embriyo gelişimini ve büyümesini etkilediği gösterilmiştir 

(Grafodatskaya ve ark., 2013; Bloise ve ark., 2014; Duranthon ve Chavatte-Palmer, 

2018). İVF, implantasyon ve gelişim potansiyeline sahip embriyonun oluşturulması 

için klinik ve laboratuvar girişimlerinden yararlanır. Her basamağı her aşamayı tek tek 

incelemek, bu basamakların embriyo gelişimine katkısını ya da varsa olumsuz 

perinatal sonuçları değerlendirmek için önemlidir. YÜT de kullanılan girişimlerden / 

basamaklardan biri gonadotropinler ile süperovülasyondur. Süperovülasyon, in vitro 

fertilizasyonun ayrılmaz bir parçasıdır. Çünkü kontrollü ovaryan hiperstimülasyon, 

fertilizasyon ve embriyo gelişimi için birden fazla oositin elde edilmesini sağlar. Fare 

çalışmalarında; süperovülasyonun, İVF’ın ve embriyo kültürünün; fetal ve plasental 

gelişimde değişikliklere yol açtığı gösterilmiştir (Delle Piane ve ark., 2010; Fauque ve 

ark., 2010). Bu sonuçlar, sadece neonatal morbidite ile değil ayrıca metabolik 

hastalıkların görülmesinde artış da dâhil olmak üzere uzun vadeli sağlık sorunları ile 

ilişkili olabilir. Buna ek olarak, bu teknolojiyle ilişkili birçok nadir genetik ve 

epigenetik hastalıklar görülmüştür (Irarrázaval ve ark., 2015; Jiang ve ark., 2017). 

Gonadotropin uygulaması ile gelişmekte olan folikül sayısında ve serum östradiol 

oranında artış (normal siklusun 10 katı kadar) meydana gelir. Süperovülasyon; oosit 

gelişimi sırasında ve embriyo transferinden sonra Östrojen (E2), Progesteron (P) ve 

vasküler endotelyal büyüme faktörlerinin seviyesini arttırmaktadır. Son yıllarda 

yapılan bir çalışmada serum östradiol seviyelerinin optimal düzeyde olması ile İVF 

başarısı arasında korelasyon olduğu bulunmuştur ve yüksek östradiol seviyelerinin 

gebelik ve doğum oranlarını düşürdüğü gözlenmiştir (Bu ve ark., 2015). İVF 

esnasında, süperovulasyon ve hCG uygulamasının olduğu günde yüksek östradiol 

seviyelerinin görülmesi IUGR ve gebeliğin hipertansif aksaklıkları gibi plasentasyon 

bozuklukları ile ilişkilidir (Farhi ve ark., 2010; Imudia ve ark., 2012). Süperovülasyon; 

oosit, endometriyum ve implante olan embriyoda ayrıca plasentada birçok değişiklik 

oluşturma potansiyeline sahip olabilir. Bu etkilerin olumsuz sonuçları tam olarak 

bilinmemektedir. YÜT’ün hangi yönlerinin bu olumsuz sonuçlara neden olduğuna dair 

tartışmalar vardır (Ertzeid ve Storeng, 2001). Süperovülasyonun olumsuz etkilerinden 

biri implantasyon başarı oranında azalma olduğu kabul edilebilir. Son veriler; taze 

embriyo transferlerinde implantasyon başarı oranının, dondurulmuş embriyo transferi 

ile karşılaştırıldığında daha düşük olduğunu göstermektedir (Shapiro ve ark., 2011; 
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Roque ve ark., 2013; Weinerman ve Mainigi, 2014). Böyle olmasına rağmen taze 

embriyo transferinden sonra da embriyoların belirli bir yüzdesi implante olmaktadır. 

Süperovülasyon sonrasında normal olmayan hormonal çevrenin, endometriyuma 

implante olmuş olan embriyoya etkisi ne olur? İmplantasyondan sonra oluşan 

plasentasyonda süperovulasyonun etkisi nedir? Bu sorular tam anlamıyla cevap 

bulmuş değildir. Son epidemiyolojik kanıtlar, süperovülasyon tarafından oluşturulan 

peri-implantasyon ortamının, YÜT ‘ün yan etkilerini arttırabileceğini ve bu etkilerin 

dondurulmuş embriyo transferi ile azaltılabileceğini göstermiştir (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 değişikliklerin arkasındaki mekanizmalar tam olarak anlaşılamamıştır. 

Süperovülasyonun, fetal ve plasental büyümeye etkisini daha iyi açıklamak için peri-

implantasyon ortamını izole eden bir fare deneyi gerçekleştirilmiştir. Sıçan ya da Fare 

plasentası esas olarak dört kısımdan oluşur. 1- Labirent bölge 2-Bağlantı bölgesi 3- 

Trofoblast dev hücreleri 4- Desidua. Labirent bölge; plasental transport işleminin 

gerçekleştiği, maternal ve fetal kan damarlarını içeren materno/fetal dolaşımın 

gerçekleştiği alandır. Bağlantı bölgesi; sıçan plasentasının maternal kısmını içerir. Bu 

bölge fetal damar içermez, sadece maternal damarlar bulunur. Erkek ve dişi fareler 

çiftleştirilmiş ve 3,5. günde blastosistler toplanmıştır. Doğal gebelerden alınan 

blastosistler; vazoktemize erkeklerle çiftleştirilen yalancı gebelerle (kontrol grubu) ve 

gonadotropin uygulaması (süperovulasyon grubu) sonrası vazoktemize erkeklerle 

çiftleştirilerek oluşturulan yalancı gebelere transfer edilmiştir. Gebe fareler 

embriyonik 19.günde eks edilip plasenta ve fetüsleri toplanmıştır. Süperovüle 

farelerden elde edilen yavrular, kontrollere göre %25 daha düşük ağırlıkta 

bulunmuştur. Plasentalar da süperovüle gruplarda kontrollere göre daha küçüktür 

(Ertzeid ve Storeng, 2001). Aynı çalışmada histolojik olarak, besin aktarımını sağlayan 

labirent bölgesinde farklılıklar görülmüştür. Histolojik olarak Labirent bölgenin, 

kontrol grubuna göre daha çok gelişirken bağlantı bölgesinin daha az geliştiği tespit 

edilmiştir. Dev hücre belirteci olan Hand1 ve bağlantı bölgesi belirteci olan Tpbpa 

genlerinde bir değişiklik gözlenmezken Labirent bölge belirteci olan Tec ve endotel 

belirteci olan Tek genlerinde kontrole göre süperovüle gruplarda artış tespit edilmiştir. 

Sonuç olarak; taze embriyo transferinin gerçekleştiği İVF sikluslarındaki 

süperovülasyonla oluşturulan hormonal ortamın, plasental ve fetal büyümeyi negatif 
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olarak etkileyebileceği düşünülmektedir (Shapiro ve ark., 2011; Roque ve ark., 2013; 

Weinerman ve Mainigi, 2014).  

YÜT’ün birçok yönden embriyo ve plasenta gelişimini etkilediği gösterilmiştir. 

Rinaudo P. ve arkadaşlarının yapmış olduğu çalışmaya göre İVF sonucunda elde 

edilen fetüs ağırlıkları normale göre daha küçük, plasenta ağırlıkları ise daha büyüktür 

(Delle Piane ve ark., 2010). Kontrol gruplarına göre İVF gruplardaki fare 

plasentalarında apoptoz miktarında önemli bir değişiklik görülmezken proliferasyon 

miktarı artmıştır. Apoptoz ve proliferasyon analiziyle plasentadaki büyümenin 

apoptozdaki azalma ile değil de proliferasyondaki artış ile gerçekleştiği ileri 

sürülmektedir (Rudge ve ark., 2012). Bu çalışmaya göre İVF ve kontrol 

plasentalarında morfolojik olarak labirent bölge ile bağlantı bölgelerinde büyüklük 

açısından bir fark tespit edilememiştir. YÜT’ün; plasentada, plasenta previa artışına 

neden olduğu ve preeklampsi, IUGR gibi plasental bozuklukları arttırdığı 

belirlenmiştir. Ovaryan hiperstimülasyon sırasında; hCG verilmesiyle, artmış serum 

E2 seviyelerinin düşük olanlara göre tekli doğumlarda, IUGR ve Preeklampsi ile 

ilişkisinin belirlenmesi amacıyla yapılan çalışmada şu sonuçlar tespit edilmiştir. 

Yüksek serum E2 düzeylerine sahip olan gebelerin %26,9’da IUGR gözlenirken bu 

oran düşük serum E2 düzeylerine sahip olanlarda %3,8 tir. Yüksek serum E2 

düzeylerine sahip olan gebelerin %18,5 preeklampsi gözlenirken bu oran düşük serum 

E2 düzeylerine sahip olanlarda %4,5’tur. Bu sonuçlara göre IUGR ve PE istatistiksel 

olarak anlamlı şekilde yüksek serum E2 düzeylerine sahip olan gebelerde artmıştır 

(Tablo 2.1) (Imudia ve ark., 2012). 

 

Tablo 2.1  Imudia ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada elde edilen bulgular (Imudia ve ark., 2012). 

 
Preeklamptik gebelikler 

(%) 

İntrauterin büyüme 

geriliği görülen gebelikler 

(%) 

Serumda E2 seviyesi 

kontrol grubuna göre 

artan gebeler 

%18,5 %26,9 

Serumda E2 seviyesi 

kontrol grubuna göre 

azalan gebeler  

%4,5 %3,8 
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Diğer taraftan hayvan modellerindeki çalışmalar gösterirmiştir ki in vitro kültür, 

gametler ve embriyo için stresli bir ortamdır. Örneğin; farklı medyumlar ve oksijen 

oranlarında kültür edilen blastosistlerde, kontrol grubuna göre 981 adet genin farklı 

eksprese edildiği görülmüştür. Bu 981 adet genden 177 tanesindeki değişiklik miktarı 

ise 5 kat ve üzeri olarak bulunmuş, bunun sonucunda uzun dönemde sağlık problemleri 

olabileceği ileri sürülmektedir. (Giritharan ve ark., 2010; Cagnone ve Sirard, 2016). 

Günümüze kadar, dondurup çözme işlemi nedeniyle embriyo kayıpları olabileceği 

korkusu ile dondurulmuş embriyolara nazaran taze embriyo transfer için tercih 

ediliyordu. Ancak, vitrifikasyonun keşfi ile birlikte dondurulmuş embriyo 

transferlerindeki başarı oranının taze embriyo transferindeki başarı oranından daha 

yüksek düzeye çıktığı ortaya konmuştur (Weinerman ve Mainigi, 2014; Bradley ve 

ark., 2017; Wei ve ark., 2017). Vitrifikasyon, iyi klinik sonuçlar vermesine rağmen 

etkileri henüz tam olarak anlaşılamamış yeni bir teknolojidir. Farelerde 

vitrifikasyonun erken embriyo metilasyonunu etkileyebildiği gösterilmiştir (Cheng ve 

ark., 2014; Saenz-de-Juano ve ark., 2016). 

2.2 Süperovulasyonun Embriyonal ve Plasental Gelişime Etkisi 

YÜT ile gerçekleşen gebeliklerde doğum oranının yüksek olmasına rağmen 

epidemiyolojik çalışmalar YÜT’ün fetal büyüme geriliği, düşük doğum ağırlığı, 

anormal plasenta gelişimi (Reynolds ve Schieve, 2006), erken doğum ve preeklampsi 

gibi olumsuz gebelik süreçlerinde artışa neden olabileceğini göstermektedir (Kalra, 

Ratcliffe, Coutifaris, ve ark., 2011; Honorato ve ark., 2017). YÜT’ün ayrılmaz bir 

parçası olan süperovulasyonun, İVF’nin ve embriyo kültürünün, fetal ve plasental 

büyümeyi etkilediği (Delle Piane ve ark., 2010; Bloise ve ark., 2012; Feuer ve ark., 

2013) ve sadece neonatal morbiditeyi etkilemekle kalmayıp metabolik, genetik ve 

epigenetik hastalıklarla da ilişkilendirildiği gösterilmiştir (Denomme ve Mann, 2012; 

Eroglu ve Layman, 2012). Süperovulasyonun gerçekleşmesi için kullanılan 

gonadotropin, serum östradiol miktarını arttırır. Süperovulasyon ayrıca progesteron ve 

vasküler endotelyal büyüme faktörünün seviyesini de arttırmaktadır (Joo ve ark., 

2010). Süperovulasyonun anne vücudunda oluşturduğu hormonal etkinin yanı sıra 

VEGF gibi oosit ve plasentasyonda görev alan bir faktörü de etkilemesiyle dolaylı 

olarak plasentasyon mekanizması etkilenir (Farhi ve ark., 2010; Imudia ve ark., 2013). 

Özellikle östradiyol seviyesindeki artışın gebelik ve doğum oranlarını düşürdüğü 

gösterilmiştir (Joo ve ark., 2010). Son epidemiyolojik kanıtlar, süperovulasyon 
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tarafından oluşturulan implantasyon ortamının, YÜT’ün yan etkilerini arttırabileceğini 

ve bu etkilerin taze embriyo transferi yerine dondurulmuş embriyo transfer ederek 

azaltılabileceğini göstermiştir (Henningsen ve ark., 2011; Kalra, Ratcliffe, Coutifaris, 

ve ark., 2011; Iwasaki ve ark., 2012; Maheshwari ve ark., 2012; Sazonova ve ark., 

2013; Mansour ve ark., 2014; Cai ve ark., 2017). Bu değişikliklerin arkasındaki 

mekanizmalar tam olarak anlaşılamamıştır. 

2.3 Plasental Vaskülogenez ve Anjiyogenez 

Plasenta, fetüsün gelişimi için gerekli olan tüm besinlerin tedarikini sağlayan 

maternal-fetal bir dokudur. Plasentanın materno fetal dolaşımı sağlayabilmesi için 

plasentada vaskülogenez ve anjiyogenez olayları eksiksiz olarak gerçekleşmelidir 

(Miles ve ark., 2005; Bertolini ve ark., 2006). Dolayısıyla vaskülogenez ve 

anjiyogenez olayları doğacak olan fetüsün sağlığıyla direkt olarak ilişkilidir. 

Gebelikte, plasental kan akımı önemli bir ölçüde, fetal gelişimi, fetal ağırlığı ve sağ 

kalımı doğrudan etkiler (Y.-M. Zheng ve ark., 2013). Plasentanın normal gelişimi de 

novo kan damarı sentezine işaret eden vaskülogenez ve daha önceden var olan kan 

damarlarının tekrar modellenmesi anlamına gelen anjiyogenez süreçlerine sıkı sıkıya 

bağlıdır. Plasentada zayıf vaskülarizasyon, fetal büyüme geriliğine, preeklampsi ve 

fetal ölümlere neden olabilmektedir (Pereira ve ark., 2015). 

Vaskülogenez farklılaşmamış prekürsör angioblast–hemangioblastların, primitif 

endotel hücrelerine farklanıp damarları oluşturmasıdır (Werner Risau, 1997). 

Anjiyogenez ise önceden var olan kan damarlarından yeni kapillerlerin oluşması 

olarak tanımlanabilir. Vaskülogenez ve anjiyogenez bu özellikleri sayesinde 

embriyonik gelişimde ve postnatal büyümede önemli rol oynarlar. Vaskülogenez ve 

anjiyogenez mekanizmasındaki problemler preeklampsi, düşük riski ve intrauterin 

büyüme geriliği gibi plasental patolojilere neden olur (Li ve ark., 2016). 

Plasental vasküler formasyon, hematopoeitik kök hücreleri ve vasküler öncülleri de 

içeren kök ve öncül hücreler sayesinde gerçekleşir (Herr ve ark., 2010). Vaskülogenez 

sırasında birincil kapillerler, pluripotent mezenkimal hücrelerden türeyen 

hemanjiyogenik kök hücrelerin in situ farklanması ile açığa çıkar. Hemanjiyogenik 

kök hücreler daha da farklanarak endotelyal hücrelerin öncülleri olan anjiyoblastik 

hücreleri oluştururlar. Ayrıca bu süreçlerde insan koryonik gonadotropinin, insülin-
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benzeri büyüme hormonu-II’nin ve alfa-fetoproteinin de rol oynayabileceği 

belirtilmektedir (Herr ve ark., 2009).  

Anjiyogenez olayı ise kapiller bölünme ve anjiyogenik tomurcuklanma olmak üzere 

iki yolla meydana gelmektedir (Güzel, 2015). Vaskülatür gelişimde VEGF ailesine 

mensup proteinlerin en önemli proteinler olduğu bilinmektedir (Ferrara, 2002). 

Vasküler Endotel Büyüme Faktörü, endotel hücreleri için multifonksiyonel bir 

büyüme faktörü ailesidir (Rosenstein ve Krum, 2004). Endotel hücresinin 

proliferasyonuna, migrasyonuna ve diferensiyasyonuna sebep olur (Ferrara ve Davis-

Smyth, 1997). Trombosit Kaynaklı Büyüme Faktörleri süper ailesinin önemli bir üyesi 

olan VEGF ailesi VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve PlGF adı 

verilen altı üyeden meydana gelmektedir (Monacci ve ark., 1993; Millauer ve ark., 

1994; Tamanini ve De Ambrogi, 2004). VEGF ailesine ait 6 adet reseptör mevcuttur. 

Bunlar; VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, sVEGFR-1, sVEGFR-2 ve sVEGFR3 

olarak isimlendirilmiştir (Şekil.1) VEGF bu reseptörlere bağlanarak 

transfosforilasyonu başlatır ve anjiyogenez aktivasyonunu indükler.  VEGFR1’in 

VEGF’e karşı affinitesi VEGFR2’den daha fazladır. Her ne kadar VEGFR1’in 

affinitesi daha fazla da olsa VEGFR2, VEGF ile bağlandıktan sonra VEGFR1’e göre 

tirozinle daha etkin şekilde fosforile edilir ve intraselüler sinyalizasyonu başlatır 

(Hiratsuka ve ark., 1998). Yapılan çalışmalar VEGFR-1 ve VEGFR-2’nin farklı sinyal 

özellikleri olduğunu göstermiştir. VEGFR-1 hücre-hücre veya hücre-matriks 

etkileşimlerinin kontrolü ile doku mimarisinin belirlenmesinde ve vaskülogenezde 

rolü olduğunu göstermiştir (Albuquerque ve ark., 2009). Bu reseptör VEGF-A, VEGF-

B, srVEGF, PlGF2’nin etkilerine aracılık etmektedir. VEGFR-2 VEGF-A, VEGF-C, 

VEGF-D, VEGF-E ve srVEGF’in etkilerine aracılık ederken, VEGFR-1 ise ya 

yanıltıcı (decoy) olarak görev yapmakta ya da sinyalizasyonu baskılayarak negatif bir 

etki göstermektedir (Rosenstein ve Krum, 2004) (Şekil2). 

VEGF, vasküler geçirgenliği sağlamasının yanında endotel hücreleriyle ilgili olarak 

proliferasyon, hayatta kalma ve farklanma gibi süreçlerin yönetilmesi ve 

düzenlenmesinde de rol alan çok fonksiyonlu bir anjiyogenik faktördür (Apte ve ark., 

2019). VEGF İlk olarak Senger ve arkadaşları tarafından 1983'te keşfedilmiştir ve 

anjiyogenezde en önemli ve en güçlü faktör olduğu kanıtlanmıştır (Senger ve ark., 

1983; Melincovici ve ark., 2018). Kinaz aktivitesi en yüksek olan reseptör VEGFR1 
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olmasına rağmen VEGFR2’nin VEGF’e daha yüksek affinite göstermesinden dolayı 

VEGF en çok bu reseptöre bağlanır (Guo ve ark., 2021). VEGF’in rol oynadığı 

düşünülen çok çeşitli fizyolojik ve patolojik koşullar mevcuttur. Embriyo gelişimi 

sürecinde VEGF, embriyonik vaskülogenez ve anjiyogeneze katılır (Carmeliet ve ark., 

1996; Ferrara ve ark., 1996). Ayrıca, doğum sonrası birey gelişiminde de VEGF'in 

vücut büyümesi ve organ gelişimindeki önemli rolünü gösteren çalışmalar vardır. 

VEGF endometriyum reseptivitesinde, endometriyal anjiyogenezi ve vasküler 

geçirgenliği destekler, (Rockwell ve ark., 2002; Fan ve ark., 2008) monosit 

aktivasyonunu sağlar (Barleon ve ark., 1996). Makrofajların bölgeye kemotaksisini 

sağlar ve aktivasyonunda görev alır (Kim ve ark., 2017; Wheeler ve ark., 2018) Yine 

VEGF embriyo gelişimi ile ilgili olarak perifoliküler kapiller ağ gelişimi (Pauli ve ark., 

2005; Monteleone ve ark., 2008; Nishimura ve Okuda, 2020) ovaryum kanalı 

hareketliliğinin düzenlenmesi (Wijayagunawardane ve ark., 2005) korpus luteum 

tarafından hormon üretimi, ovaryum kanalı salgılarının düzenlenmesinde görev alır 

(Lam ve ark., 2003). VEGF, blastosist hücre sayılarını artırır (Binder ve ark., 2014; 

Anchordoquy ve ark., 2015). Embriyo implantasyonunda da VEGF endometriyal 

epitel hücrelerinin adhezyon yeteneğini geliştirir ve implantasyon oranlarını artırır 

(Hannan ve ark., 2011; Binder ve ark., 2014). Embriyo kaynaklı VEGF ise, 

implantasyon bölgesinde anjiyogenezi uyarır (Kapiteijn ve ark., 2006). 

Vasküler endotel büyüme faktörü reseptörü 2, esas olarak vasküler endotelyal 

hücrelerde eksprese edilir. Ayrıca KDR geni tarafından kodlandığı bilinen bir tip V 

reseptör tirozinkinazdır. Bu reseptör vasküler endotelyal büyüme faktörü bağlanma 

sinyaline yanıt verir, bu da nükleer düzenleyici hedefleri içeren ve endotelyal 

proliferasyon ve göçün artmasıyla sonuçlanan bir fosforilasyon başlatır (Masabumi 

Shibuya, 2006a). VEGFR2 proteini ayrıca KDR, Flk-1 ve CD309 olarak da 

isimlendirilmiştir. VEGFR-2, VEGF reseptörleri içinde en güçlü proanjiyogenik 

aktiviteye sahip olan reseptördür. VEGF’e bağlanma affinitesi çok yüksektir. Vasküler 

endotel hücrelerinde yüksek miktarda eksprese edilmektedir (Melincovici ve ark., 

2018). 

Farelerde yapılan çalışmalarda, VEGFR-2’nin eksik veya bozuk ekspresyonunda bu 

hayvanların hematopoeitik prekürsörlere, farklılaşmış endotel hücrelerine ve organize 

kan damarlarına sahip olmadıkları görülmüştür. Bu da VEGFR-2’nin hem endotel hem 
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de hematopoeitik öncül hücrelerin gelişimi için zorunlu olduğunu göstermiştir. Bunun 

aksine; VEGFR-1’in ekspresyonundaki eksikliklerde, olgun endotel hücreleri 

oluşabilmesine rağmen, bu damarların aşırı genişlediği ve yapısal bozukluklara sahip 

olduğu görülür. Böylece VEGFR-1’in hücre-hücre veya hücre-matriks 

etkileşimlerinin kontrolü ile doku mimarisinin belirlenmesinde rolü olduğunu 

gösterilmiştir (Albuquerque ve ark., 2009). VEGFR-1; VEGF-A ve PlGF’e yüksek 

affinite ile bağlanır ama bu aktivite sonucu iyi bir proliferasyon ve kemotaktik cevap 

elde edilemez. Ancak, PlGF’e bağlanmayan ama VEGF’e sıkıca bağlanan VEGFR-2 

ile etkileşim sonucunda etkili bir cevap alınır (Achen ve Stacker, 1998). 

 

 

Şekil 2.1. VEGF Reseptörleri 

Anjiyogenez, yeniden yapılanma ve eskilere göre yeni kan damarlarının oluşumunu 

içerir. Anjiyogenez, vaskülogenez tarafından başlatılan damar oluşumunu tamamlar. 

Her adımda yer alan başlıca parakrin faktörler diyagramda gösterilmiş ve reseptörleri 

(damar oluşturan hücreler üzerinde) altlarında gösterilmiştir. Vasküler endotel büyüme 
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faktörleri vaskülogenez ve anjiyogenezde rol oynayan ana büyüme faktörleridir (W 

Risau ve ark., 1998; Ribatti, 2005) (Şekil 3.).  

Endotel hücre mitojenleri olarak önemli rolleri vardır (Dvorak ve ark., 1995; Ferrara 

ve ark., 1996).  İlaveten plasenta dâhil farklı dokularda eksprese edildiği gösterilmiştir 

(Vuorela ve ark., 1997; Celik-Ozenci ve ark., 2003; Celik‐Ozenci ve ark., 2004). Bu 

süreçlerde yer alan diğer iyi çalışılmış faktörler; asidik ve bazik fibroblast büyüme 

faktörü, epidermal büyüme faktörü (Ferriani ve ark., 1994; Cooper ve ark., 1995; 

Kingdom ve ark., 2000) ve PIGF’dir (Maglione ve ark., 1991). 

 

Şekil 2.2 VEGF ve VEGF-reseptör sistemi.  

Anjiyogeneze önemli bir katkıda bulunan VEGF-A, VEGFR-1'in yanı sıra VEGFR-

2'yi bağlar ve aktive eder ve vaskülogenez, anjiyogenez düzenler. Çözünür VEGFR-1 

formunun plasental vaskülatür için önemli bir modülatör olduğu düşünülmektedir. 

VEGF-C ve D esas olarak VEGFR-3'ü aktive eder ve lenfanjiyogenezi düzenler 

(Shibuya, 2006). 
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Gelişmiş bir damar ağının oluşması sırasıyla, vaskülogenez, primer kapiller pleksusta 

gelişmiş damar oluşumu ve anjiyogenez olaylarıyla gerçekleşir. Vaskülogenezin ilk 

aşamasında, embriyodaki primitif çizgiyi terk eden hücreler hem kan hücrelerinin hem 

de kan damarlarının yapılarının öncülleri olan hemanjiyoblastları oluştururlar. Bu 

yapıların oluşması FGF2 sinyali ile gerçekleşir (Flamme ve Risau, 1992). Splanknik 

mezodermdeki hemanjiyoblastlar, genellikle kan adaları olarak adlandırılan 

kümelenmelerde yoğunlaşırlar (Shalaby ve ark., 1997; Huber ve ark., 2004). Kan 

adacıklarının yakınlarındaki mezenşim hücrelerinden salgılanan VEGF’in 

VEGFR2’ye bağlanmasıyla hemanjiyoblastlar, kan progenitör hücreleri, 

anjiyoblastları oluşturur (Millauer ve ark., 1993). 

 

Şekil 2.3. Vaskülogenez ve anjiyogenez.  

Vaskülogenez, kısaca kan damarlarının oluşumunu ve bunlardan kılcal damarların gelişimini içerir 

(Hanahan, 1997). 

VEGF’in VEGFR2 ile bağlanması sonucu anjiyoblastlar çoğalır ve kan damarlarının 

temelini oluşturan endotel hücrelerine ayrılır. Endotel hücrelerinde VEGF’in VEGFR1 

reseptörüne bağlanması ile de tüpler oluşturulur. Bu mekanizma damar ağının oluşumu 

için yine de yeterli değildir. Oluşmuş olan bu damar yapısının tamamlanması için peri-

endotelyal hücreler ve perisitler gibi destek hücrelere ihtiyacı vardır. Bu endotel 

yapısındaki hücrelerde Angiopoeitinin reseptörü Tie-2’ye bağlanmasıyla ihtiyacı olan 
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destek hücreleri bölgeye çağırılır. Tüpler primer kılcal pleksusu oluşturmak için 

birbirine bağlanır (Davis ve ark., 1996; Suri ve ark., 1996; Vikkula ve ark., 1996; 

Moyon ve ark., 2001). Anjiyogenez sırasında, mevcut kan damarındaki bazı endotel 

hücreleri VEGF sinyaline yanıt verebilir ve yeni bir damar oluşturmak için 

"filizlenmeye" başlayabilir. Bu hücreler uç hücreler olarak isimlendirilir ve diğer 

damar hücrelerinden farklıdırlar. VEGF sinyallerine karşı diğer endotel hücrelerinden 

daha hassastırlar. Uç hücreler, hücre yüzeylerinde VEGFR-2 ile yoğun bir şekilde 

paketlenmiş filopodia üretir (Tammela ve ark., 2008). Bu reseptörler, uç hücrenin 

VEGF kaynağına doğru uzanmasını sağlar ve hücre bölündüğünde, bölünme 

VEGF'lerin oluşturduğu gradyana doğrudur.  Bunun sonucunda juvenil damar ağı 

oluşur. PDGF ve TGF-β’bin reseptörlerine bağlanması sonucu maturasyon ve 

remodellenme ile olgun vasküler sistem oluşur. 

Anjiyogenez ile ilgili olarak CD34 de önemli bir anjiyogenik faktördür. CD34, 

insanlarda, farelerde, sıçanlarda ve diğer türlerde CD34 geni tarafından kodlanan bir 

transmembran fosfoglikoprotein proteinidir (Satterthwaite ve ark., 1992; Simmons ve 

ark., 1992). CD34 ilk olarak hematopoietik kök hücreler üzerinde bağımsız bir hücre 

yüzeyi glikoproteini olarak Civin ve arkadaşları tarafından tanımlanmıştır (Civin ve 

ark., 1984). CD34 hücre-hücre adhezyon faktörü olarak işlev görür (R. W. Tindle ve 

ark., 1985; Loken ve ark., 1987; R. Tindle ve ark., 1987). Ayrıca hematopoietik kök 

hücrelerin kemik iliği hücre dışı matriksine veya doğrudan stromal hücrelere 

bağlanmasına aracılık edebilir. Klinik olarak, kemik iliği nakli için hematopoietik kök 

hücrelerin seçimi ve zenginleştirilmesi ile ilişkilidir. Bu tarihsel ve klinik ilişkiler 

nedeniyle, CD34 ekspresyonu hemen hemen her yerde hematopoietik hücrelerle 

ilişkilidir; ancak aslında diğer birçok hücre tipinde de bulunur (Sidney ve ark., 2014). 

Ayrıca CD34 anjiyogenez olayında da önemli görev almaktadır. Endotel hücrelerinin, 

göç eden ve çoğalan hücreleri takip eden uç hücrelere fonksiyonel farklanması, 

anjiyogenezde yeni damarların filizlenmesi sırasında önemli rolleri vardır. Yapılan bir 

çalışmada CD34'ün kültürlenmiş endotel hücrelerinin küçük bir alt kümesinde 

eksprese edildiğini ve bu hücrelerin filopodları genişlettiği gösterilmiştir (Martin J 

Siemerink ve ark., 2012a).  
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1 Denekler 

Toplam 18 adet term plasentada çalışılmıştır. 6 adet normal, 6 adet taze embriyo 

transferiyle oluşmuş ve 6 adet dondurulmuş embriyo transferiyle oluşmuş gebelik 

sonucunda elde edilen plasentalarla belirlenen metotlar için gerekli rutin işlemler 

yapılmıştır. 

3.2 Deney Grupları  

Tüm deney grupları Tablo 3.1’de açıklanmıştır. 

 

 

Tablo 3.1 Deney grupları Tablosu 

DETP: Dondurulmuş embriyo transferi sonucu oluşmuş gebeliklerden elde edilen plasenta 

TETP: Taze embriyo transferi sonucu oluşmuş gebeliklerden elde edilen plasenta 

 

3.3 Yardımcı Üreme Teknikleri 

Foliküler stimülasyon için kontrollü ovaryan stimülatör olan GnRH antagonisti 

(Cetrotide, 0,25 mg, Merck Serono, Türkiye) ve rFSH (Gonal-F, Merck Serono, 

Türkiye) ve HMG (Menopur, Ferring pharmaceutıcals, Hindistan) ile birlikte tedavi 

protokolleri ve ovulasyon indüksiyonu için GnRH agonisti (Gonapeptyl, Ferring 

pharmaceutıcals, Hindistan) kullanılmıştır. Transvajinal ultrason yardımıyla OPU 

Kontrol Grubu 

IVF Grubu 

DETP Grubu TETP Grubu 

6 plasenta 6 plasenta 6 plasenta 
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işlemi, ovulasyon indüksiyonundan 36 saat sonra yapılmıştır. Tüm gamet 

manipülasyonları ve embriyo kültürleri, Sydney İVF (COOK Medical, Sidney IVF, 

ABD) medyumu kullanılarak yapılmıştır. İnkübasyon koşulları %6 CO2, %5 O2 ve 

37oC’ye ayarlanmıştır. (K-Sistemler, Kivex Biotec Ltd, Danimarka). Tüm oosit 

aşılamaları, ICSI kullanılarak gerçekleştirilmiştir. Embriyolar mineral yağı bulunan 

ortamda, medyum mikro damlacıklarının içinde kültürlenmiştir. Tüm embriyolar OPU 

sonrası 5. güne kadar vitrifikasyon ya da transfer için kültürlenmiştir. Blastosistler, 

Gardner ve Schoolcraft tarafından önerilen 3 kademeli derecelendirme sistemine göre 

değerlendirilmiştir (Gardner, Lane, & Schoolcraft, 2000; Gardner, Lane, Stevens, ve 

ark., 2000). Blastosist ekspansiyonu 1-6 arasında bir ölçekte, ICM hücre sıkışma sayı 

ve derecesine göre A ile C arası ölçekte ve TE’de trofoektoderm hücrelerinin sayısı, 

boyutu ve bitişik düzenlenmesine göre A ile C arası ölçekte sınıflandırılmıştır.  

Blastosistlerin vitrifikasyon ve ısınması için modifiye edilmemiş bir Kriyotop yöntemi 

(Kitazato, İlaç Ltd, Japonya) kullanılmıştır. Bu yöntemde ultra-hızlı vitrifikasyon ve 

ısınma oranları ile yüksek konsantrasyonda kriyoprotektanlar kullanılmaktadır. 

İşlemler için gerekli olan dengeleme, vitrifikasyon, çözdürme, seyreltme ve yıkama 

solüsyonları, piyasadaki Kriyotop kitlerinde bulunmaktadır. Kısaca, blastosistler oda 

sıcaklığında dengeleme ve vitrifikasyon aşamalarına alınmış, sonrasında Kriyotop 

strip üzerine yerleştirilip sıvı nitrojene daldırılmıştır. Strip üzerine ikiden fazla 

blastosist yerleştirilmemiştir. Kriyotop stripi, sıvı nitrojende kriyotank içinde 

saklanmıştır. Isınması için, başlıklı bir Kriyotop kabı kriyotanktan çıkarılıp, sıvı 

nitrojen altında kapak kaldırılmış ve stripten uzaklaştırılmıştır. Strip, sıvı nitrojenden 

alınarak ısınma çözeltisi içine daldırılmıştır. Ardından blastosistler iki kez yıkanmıştır. 

Transfer gününde hasta başına çıkarılacak Kriyotop kabı sayısı, transfer için 2 adet 

canlı blastosist elde edilecek şekilde belirlenmiştir. 

Tüm DET döngüleri, östrojen (Estrofem, Novo Nordisk, Türkiye) ve progesteron 

(Crinone, Merck Serono, Türkiye) ilaveleri kullanılarak endometriyumun transfere 

hazırlandığı ve senkronize edildiği HRT döngüleri ile programlanmıştır. Siklusların 

başlangıcı, OCP ile programlanmıştır. Endometriyumun transfere hazırlanması için 

östrojen takviyesi (2 mg/gün ila 8 mg/gün) uygulanmıştır. TVUS ile endometriyum 

kalınlığı ölçülmüş ve progesteron konsantrasyonunu kontrol etmek için kan örneği 

alınmıştır (Abdalla ve ark., 1994). Eğer endometriyum kalınlığı> 7mm ve 
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luteinizasyon yoksa, östrojen takviyesine (6 mg/gün) devam edilmiş ve progesteron 

(%8 günde iki kez) takviyesi uygulanmıştır. Blastosist ısınma ve transferi, progesteron 

verilmesinin 6. gününde gerçekleştirilmiştir. 

Transfer için seçilen bütün blastosistler mineral yağ ile örtülmüş medyum damlacıkları 

içine yerleştirilmiştir. Isınmadan yaklaşık 2 saat sonra, blastosistlerin sağ kalım ve 

morfolojileri değerlendirilmiştir. Blastosist transfer prosedürleri, trans-abdominal 

ultrason rehberliğinde ve embriyo kateterine (Wallace, Smiths Medical, İngiltere) 

bağlı olan Hamilton şırınga (50uL, Hamilton, ABD) kullanılarak yapılmıştır. Eğer 

biyokimyasal gebelik (> 30 IU βhCG) progesteron verilmesinin 15. gününde 

doğrulanırsa, taze ve vitrifiye siklusların luteal faz desteği, östrojen ve progesteron 

takviyesi rejiminden oluşacak ve gebeliğin en az 9 haftası devam edecektir (Vaisbuch 

ve ark., 2014). 

Bu işlemler Antalya Tüp bebek merkezinde çalışan Doç. Dr. Kemal Özgür ve Dr. 

Murat Berkkanoglu tarafından yapılmıştır. 

 

Tablo 3.2 Toplanılan plasentalar ile ilgili bilgiler 

SS: Standard Sapma, VKİ: Vücut kitle indeksi 

 

 

 

  
Kontrol Grubu 

(Ortalama ± SS) 

TETP Grubu 

(Ortalama ± SS) 

DETP Grubu 

(Ortalama ± SS) 
 

Gestasyonel Yaş 37,49 ± 1,15 38,12 ± 1,6 37,66 ± 0,94  

Anne Yaşı 30,667 ± 4,96 35 ± 1,09 35,5 ± 2,43  

Anne VKİ 26,58 ± 4,6 26,93 ± 1,4 24,8 ± 4,83  

Fetal Ağırlık (g) 3456,66 ± 394,7 2940 ± 336,65 3030,83 ± 232,42  

Plasental Ağırlık (g) 520,33 ± 71,55 567,5 ± 56,91 581,83 ± 60,34  
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3.4 Plasentaların Toplanması 

Kontrol grubu ve YÜT grubu olarak toplanılan plasentaların tamamı sağlıklı 

doğumlardan elde edilen plasentalardır. Deneyde kullanılan plasentalar ile ilgili 

bilgiler ayrıntılı olarak tablo 3.2’de belirtilmiştir. 

3.5 Doku Takibi 

3.5.1 Protokol 

• Plasentalar elde edildikten sonra dokular %4 Formalin ile gece boyu muamele 

edilmiştir. 

• Dokular Akan su altında 4 saat yıkanmıştır.  

• Dokular, dehidrasyon işlemi için sırasıyla %70, %80 ve %90’lık artan alkol 

serilerinde 1’er gün bekletildikten sonra %100’lük alkolde 3 saat bekletilmiştir. 

• Dokular şeffaflaştırma için ksilole alınarak, ksilolde 5 dakika bekletilir. 

• Sertleştirme işlemi içinse dokular 3x1 saat parafin içerisinde bekletilmiştir. 

• Son basamak olarak dokular parafin içerisine gömülmüşlerdir. 

3.6 İmmünohistokimya 

3.6.1 Kullanılan Solüsyonlar 

PBS 

1 Litre 1x PBS hazırlamak için; 

- 0.137 M NaCl (ma: 58.4 g/mol) 8 g  

- 0.0027 M KCl (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 

Yukarıdaki kimyasallar belirtilen miktarlarda alınarak 1 litre distile suda 

çözündürülmüştür. pH 7.4’e ayarlanmıştır. 

Sitrat Tamponu 

1 Litre Sitrat Tamponu hazırlamak için; 

-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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Yukarıdaki kimyasallar belirtilen miktarlarda alınarak 800mL distile suda 

çözündürülmüştür. pH 6.0’a ayarlanmıştır. Distile su eklenerek son hacim 1 litreye 

tamamlanmıştır. 

3.6.2 Protokol 

Takibi yapılmış dokulardan alınmış kesitlere 2 günlük deney protokolü uygulandı. 

1. GÜN  

• Mikrotomla 5µm’likkesitler alındıktan sonra 37ºC su banyosunda superfrost 

lamlara alındı 

• Superfrost lamlara alınmış olan kesitler 2 saat ısı tablasında maksimum 40ºC 

sıcaklıkta beklenir. 

• Isı tablasından alınan lamlar gece boyunca 60ºC etüvde bekletildi. 

• Deparafinizasyon işlemi için Ksilol II ve Ksilol I de 10ar dakika kesitler 

bekletildi. 

• Kesitler sırasıyla %100-%90-%80-%70 alkol serilerinde 5er dakika bekletildi. 

• Kesitler distile suda 5 dakika bekletildi. 

• Epitopların açılması için 3x7 dakika mikrodalga fırında 750 watt’da sitrat 

tampon ile kaynatıldı. 

• Kaynatılan kesitler 20 dakika oda sıcaklığında soğutmaya alındı 

• Örneklerin etrafı pappen ile çizilerek 3x5 dakika PBS yıkaması yapıldı. 

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

• 3x5 dakika PBS yıkaması yapıldı. 

• 5 dakika Uv bloklama yapıldı. 

• Kesitlere ilgili primer antikorlar (VEGF 5µg/ml dilüsyon – Abcam ab1316, 

VEGFR2 1/600 dilüsyon – Cell Signalling #2479, CD34 1/500 dilüsyon - 

Abcam ab54208) eklendi ve +4ºC’de gece boyu inkübasyona bırakıldı. 

2. GÜN 

• Örnekler 3x5 dk PBS ile yıkandı. 

• Primer antikoru fare kaynaklı antikor kullanılan örneklere Primer Antibody 

enhancer eklendi. 30 dakika bekletildi. (Primer antikor kaynağı fare dışında bir 

hayvan ise kesitler üzerine kurumaması için PBS eklendi eşit süre bekletildi) 
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• HRP polimer (thermo) ile 30 dakika inkübasyon yapıldı. (Üzeri siyah renkli bir 

materyal ile kapatıldı.) 

• 3x5 dk PBS ile yıkandı. 

• Substrat olan AEC kromojeni ile dokularda reaksiyon gözlemleninceye kadar 

muamele edildi. 

• Distile su ile reaksiyon durduruldu. 

• Mayer hematoksilen ile 10 saniye zıt boyama yapıldı. 

• Akan suda yıkama yapıldı. 

• Kapatma solüsyonu ile kesitler kapatıldı ve mikroskopta fotoğraflandı. 

3.7 Western Blot 

3.7.1 Numunelerin Hazırlanması ve Lowry Deneyi 

Kullanılan Solüsyonlar 

Tris Solüsyonu 

0.1M Tris solüsyonu hazırlamak için; 

0,6 gr Tris 40 ml distile suda çözüldü. Hidroklorik asit ile solüsyonun pH’ı 7.4’e 

ayarlandı. Son hacim distile su ilave edilerek 50 ml’ye tamamlandı. 

Sodyum Ortohovanadate  

Bu solüsyon 100X olacak şekilde hazırlandı. 0.184 gr Na-orthovanadate önceden 

hazırlanmış 10ml Tris solüsyonu içinde çözüldü. 

Lizis Solüsyonu 

Lizis solüsyonu hazırlamak için; 

-10 ml 0.1 ml Tris (pH: 7.4) 

-1 ml Sodyum orthovanadate 

-1 gr Sodyum dodesil sülfat 

-1 tablet proteaz inhibitör kokteyl 

Yukarıdaki maddeler 90ml Distile suda çözülerek solüsyon hazırlandı. 

Lowry Solüsyonları 

Lowry A solüsyonu: 

- 0.2 M Na2CO3 

- 0.1 M NaOH 
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Lowry B solüsyonu 

-%1 KNaC4H4O6 

Lowry C Solüsyonu 

-%1 CuSO45(H2O) 

Protokol 

Sıvı nitrojen tankında bekletilmiş olan dokular  

• Mekanik olarak bisturi aracılığıyla parçalanmıştır. Bu parçalama işlemi buz 

üzerinde gerçekleştirilmiştir. 

• Parçalanan dokular lizis solüsyonu ile (0,2 gram doku başına 600mikrolitre 

lizis solüsyonu olacak şekilde) muamele edildi.  

• Dokular lizis solüsyonu ile birlikte eppendorf tüplere alındı ve vortekslendi. 

• Vortekslenen tüpler +4ºC’de 15000 g’ de 10-15 dakika santrifüj edildi.  

• Santrifüj sonrasında süpernatantlar alındı. 

• Protein miktarlarının belirlenmesi için lowry deneyine başlandı. 

• 5 adet standart solüsyonlar aşağıda belirtildiği gibi BSA kullanılarak 

hazırlandı. 

1 nolu standart 20 µl BSA stok solüsyonu 

2 nolu standart 20 µl BSA stok solüsyonu + 20 µl PBS 

3 nolu standart 20 µl BSA stok solüsyonu + 40 µl PBS 

4 nolu standart 20 µl BSA stok solüsyonu + 60 µl PBS 

5 nolu standart 20 µl BSA stok solüsyonu + 100 µl PBS 

• Numuneler genellikle 1:40 dilüe edilerek çalışıldı. 

• Lowry ölçümü için numuneler çift tekrarlı çalışıldı. 

• Her bir numune PBS ile 1:40 dilüe edilip eppendorf tüpe alındı 

• Tüm standart, kör ve numunelere daha önce lowry A, B ve C solüsyonu 

karışımı ile elde edilen lowry solüsyonundan 600 µl ilave edildi ve 

vortekslendi. 

• 10 dakika buz üzerinde inkübasyon yapıldı.  

• Daha sonra da tüm, standartlara, numunelere ve blank’a 60 µl folin (1:1 

oranında distile su ile dilüe edilmiş) eklendi. 

• Folin ile karanlık ortamda 30 dakika inkübasyon işlemi gerçekleştirildi. 
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• Bu işlem sonrasında ise 750 nm dalga boyunda spektrofotometrede ölçümler 

yapılarak hazırlanan numunelerdeki protein miktarları tespit edildi. 

3.7.2 Western Blot Deneyi 

Kullanılan Solüsyonlar 

Yürütme Solüsyonu 

-9 g TRIS 

-43,2 g Glisin 

-3 g SDS  

-600 ml dH2O 

 Solüsyon 5x olarak hazırlandı. Kullanılacağı zaman 100ml 5x solüsyondan alındı ve 

400ml distile su ile seyreltilerek kullanıma hazır hale getirildi. pH aralığı 8.3-8.6 

arasında olmalıdır. Bu solüsyonun pH’ına müdahale edilmez. 

Blotlama Solüsyonu 

-3 g TRIS 

-14,3 g Glisin 

-700 ml dH2O 

-200 mL metanol  

Solüsyon yukarıdaki maddeler kullanılarak hazırlandı. pH aralığı 8.3-8.6 arasında 

olmalıdır. Bu solüsyonun pH’ına müdahale edilmez. pH ölçümünden sonra distile su 

ile solüsyon 1000ml’ye tamamlandı. 

TBS-T Solüsyonu 

-60,55 g TRIS 

-87,66 g NaCl 

-800 mL dH2O 

Bu solüsyon 10X olarak hazırlandı. pH 7.4’e ayarlandıktan sonra distile su ile son 

hacim 1000ml’ye tamamlandı. Kullanılacağı zaman 100 mL 10X solüsyon alınıp 900 

ml distile su ile 1X oranına seyreltildi. 1ml TWEEN-20 eklenerek solüsyon hazırlandı. 

Süt Tozu 

-5 g Süt Tozu 

-100 mL TBS-T 



24 

 

5 gram süt tozu alınarak 100 mL TBS-T solüsyonu içinde manyetik çalkalayıcı 

üzerinde homojen olarak çözüldü. %5’lik kullanıma hazırlandı. 

Coomassie Blue Solüsyonu 

-0,5 g Coomasie Brilliant Blue 

-100 mL metanol 

-800 mL dH2O 

-100 mL konsantre asetik asit 

Yukarıdaki kimyasallar 15-20 dakika boyunca karıştırıldı. Filtreden geçirilerek 

süzüldü. Kullanıma hazır hale getirildi. 

Coomassie Giderici 

 -100 mL Asetik asit 

-100 mL metanol 

-800 mL dH2O 

Protokol 

1. Gün 

• %10 luk jel döküldü. 

• 10’luk tarak kullanıldı. 

• IVF ve kontrol plasentalardan hazırlanmış 33μg’lık numunelerden kullanıldı. 

Ve kuyulara 15μl yüklendi. 

• Aşağıda belirtilen sıra ile yükleme yapıldı. 

YÜRÜTME 

• Yürütme cihazı 140Volt 70 miliAmper 10Watt’a ayarlandı ve 15 dakika 

yürütme yapıldı. 

• Hemen ardından cihaz 160Volt 70 miliAmper 10Watt’a ayarlandı 45 dakika 

daha numuneler yürütüldü. 

 

 

 

BLOTLAMA 

• Kasetler hazırlandı. Cihaz 90 Volt 30 miliampere ayarlandı ve +4 derece soğuk 

odada gece boyu numuneler blotlandı. 
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2.Gün 

• Kaset soğuk odadan alındı ve membranlar ayrı kaplara ayrıldı. 

• Membran TBS-T ile 3x5 dakika yıkandı. 

• Poncaeu-S boyası ile bantlar gözlemlendi. 

• Bantlar gözlemlendikten sonra boya toplandı ve membran temizlenene kadar 

TBS-T ile yıkandı. (3x5 dakika) 

BLOKLAMA 

• %5’lik süt tozu hazırlandı. 

• Membran hazırlanan süt tozu ile 1 saat mekanik çalkalayıcı üzerinde muamele 

edildi. 

• Yıkama yapmadan membrana hazırlanmış ilgili primer antikorlar (β-Aktin 

1/2000 dilüsyon – Cell Signalling #4970, VEGF 1/1000 dilüsyon – Abcam 

ab1316, VEGFR2 1/1000 dilüsyon – Cell Signalling #2479, CD34 1/1000 

dilüsyon - Abcam ab54208) eklendi. 

• Membran soğuk odada gece boyu shaker üzerinde antikorla muamele edildi. 

 

3. Gün. 

• Membran soğuk odadan alındı. 

• Primer antikor geri toplandı. 

• Membran 3x5 dakika TBS-T ile yıkandı. 

• Sekonder antikor ile 2 saat muamele edildi. 

• Membran 3x5 dakika TBS-T ile yıkandı. 

• Advansta WesternBright ECL kit solüsyonları 1’er ml olacak şekilde karanlık 

ortamda 2ml hazırlandı. 

• Membran karanlıkta mekanik çalkalayıcı üzerinde ECL solüsyonları karışımı 

ile 5 dakika muamele edildi. 

• Görüntüleme cihazı ile görüntüleme yapılıp sonuçlar kaydedildi. 

3.8 İstatistiksel Analizler 

Yapılan Western Blot deneylerinde her grup için 6 farklı numune kullanılmıştır (n=6). 

Deney sonuçlarına istatistiksel olarak One-Way-ANNOVA testi yapılarak tüm gruplar 
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birbiri arasında incelenmiştir. 0.05 anlamlılık düzeyi ve %95 Güven aralığı 

belirlenerek Tukey post testi kullanılmıştır. 

 

“ 0,1 < p <0,05 aralığında ; Sınırda anlamlılık 

0,01 < p < 0,05 aralığında ; * istatistiksel olarak anlamlı fark vardır. 

0,001 < p <0,01 aralığında ; ** istatistiksel olarak yüksek düzeyde anlamlı 

fark vardır. 

P < 0,001 ise  ; *** istatistiksel olarak çok yüksek düzeyde 

anlamlı fark vardır.”  

Şeklinde değerlendirilip simgelendirilmiştir. (Kul, 2014) 
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4. BULGULAR 

Bu çalışmada in vitro fertilizasyon sonucu gerçekleşmiş gebeliklerin plasenta örnekleri 

ve normal gebelik sonucu oluşmuş olan plasenta örneklerinde VEGF, VEGFR2 ve 

CD34 proteinlerinin miktarı, Western Blot deneyleri ile incelenmiştir. Bu proteinlerin 

ekspresyon şiddeti ve lokalizasyonları ise immünohistokimyasal deneyler ile 

incelenmiştir.  

4.1 İmmünohistokimyasal Deney Sonuçları  

4.1.1 VEGF İmmünohistokimya Boyanmaları 

Yapmış olduğumuz immünohistokimyasal boyanmalara göre VEGF için tüm 

gruplarımızda pozitif reaksiyonlar gözlemlenmiştir. Bu boyanmalar yoğunluklu olarak 

villüs endotel hücrelerinde ve villüs stromal hücrelerdedir. İVF ve kontrol gruplarının 

tamamında endotel hücrelerinde VEGF pozitif immün reaksiyonlar gösterilmiştir 

(Şekil 4.1).  Ayrıca Kontrol, TETP ve DETP gubunda villüslerdeki stromal hücrelerde 

immün pozitif reaktivite tespit edildi. 
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Şekil 4.1 Deney ve kontrol gruplarında VEGF immünohistokimyasal boyanmaları 

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

plasenta. L: İzotip kontrol M: Negatif kontrol. C ve H 10x büyütme ile A, B, F, G, I, J, L, M 20x 

büyütme ile D, E, İ, K, 40x büyütme ile fotoğraflanmıştır. Tüm fotoğraflar ZEISS Axiolab ışık 

mikroskobu altında ZEN Blue Edition programı kullanılarak çekilmiştir. 

   

   

   

   

  

Kontrol Grubu TET Grubu DET Grubu 
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4.1.2 VEGFR2 İmmünohistokimya Boyanmaları 

VEGFR2, immünohistokimyasal olarak tüm gruplarda esas olarak endotel 

hücrelerinde ve stromal hücrelerde pozitif reaksiyon göstermiştir. Kontrol grubu 

stromal hücrelerindeki boyanma şiddeti İVF gruplarına göre daha yoğundur (Şekil 

4.2). 
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Şekil 4.2 Deney ve kontrol gruplarında VEGFR2 immünohistokimyasal boyanmaları 

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

plasenta, L: İzotip kontrol M: Negatif kontrol.  C, 5x büyütme ile, A, B, F, G, I, L 10x büyütme ile, D, 

E, İ, J, K, M 20x büyütme ile fotoğraflanmıştır. Tüm fotoğraflar ZEISS Axiolab ışık mikroskobu altında 

ZEN Blue Edition programı kullanılarak çekilmiştir. 

   

   

   

   

  

Kontrol Grubu TET Grubu DET Grubu 
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4.1.3 CD34 İmmünohistokimya Boyanmaları 

Yapmış olduğumuz immünohistokimyasal boyanmalara göre CD34 için tüm 

gruplarımızda pozitif reaksiyonlar gözlemlenmiştir. İmmunohistokimyasal 

boyanmalar endotel hücrelerinde ve stromal hücrelere pozitiftir (Şekil 4.3). 
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Şekil 4.3 Deney ve kontrol gruplarında CD34 immünohistokimyasal boyanmaları 

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

plasenta, L: İzotip kontrol M: Negatif kontrol.  C, 5x büyütme ile, A, B, H, I, L 10x büyütme altında, 

D, E, F, G, J, K, M 20x büyütme ile İ 40x büyütme ile fotoğraflanmıştır. Tüm fotoğraflar ZEISS Axiolab 

ışık mikroskobu altında ZEN Blue Edition programı kullanılarak çekilmiştir. 

   

   

   

   

  

Kontrol Grubu TET Grubu DET Grubu 
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Tablo 4.1 İmmünohistokimyasal boyanma sonuçları 

 VEGF VEGFR2 CD34 

Gruplar KP TETP DETP KP TETP DETP KP TETP DETP 

Sitotrofoblast 

Hücreleri 
+ + ++ + + + + + + 

Sinsisyotrofoblast 

Hücreleri 
+ ++ +/- +/- + +/- - ++ +/- 

Endotel Hücreleri ++ ++ +++ +++ + ++ ++ +++ ++ 

Stromal Hücreler + + ++ +++ + ++ +/- + + 

 

4.2 Western Blot  

4.2.1 VEGF 

Tüm grupların protein miktarlarını belirlemek için yapmış olduğumuz Western Blot 

deney sonuçlarımıza göre VEGF proteini için gruplar arasında istatistiksel olarak 

anlamlı herhangi bir fark tespit edilememiştir (p>0,1) (Şekil 4.4). 
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D 

Şekil 4.4 Western Blot VEGF sonuçları 

A: Kontrol grubu numunelerinin VEGF ve β-Aktin proteinlerinin bantları 

B: Taze embriyo transferi sonucu oluşmuş gebeliklerden alınmış plasenta grubu numunelerinin VEGF 

ve β-Aktin proteinlerinin bantları  

C: Dondurulmuş embriyo transferi sonucu oluşmuş gebeliklerden alınmış plasenta grubu numunelerinin 

VEGF ve β-Aktin proteinlerinin bantları  

D VEGF proteininin Western Blot deneyi sonucu analizleri. 

4.2.2 VEGFR2 

Western Blot analizlerine göre Kontrol grubu VEGFR2 protein miktarı TETP grubuna 

göre daha fazlayken DETP grubuna göre daha düşük miktardadır. TETP grubu protein 

miktarı kontrol grubuyla kıyaslandığında aralarında istatistiksel olarak anlamlı 

miktarda fark bulunmamıştır (p>0,1). TETP grubu protein miktarı, DETP grubuyla 

kıyaslandığında ise istatistiksel olarak yüksek düzeyde anlamlı olacak şekilde daha az 

miktarda olduğu belirlenmiştir 0,001<p<0,01. DETP grubu protein miktarı ise hem 

kontrol grubuna hem de TETP grubuna kıyasla daha çok miktardadır. DETP grubu 

ekspresyon miktarının her iki grup arasındaki ekspresyon miktarı arasındaki fark 

istatistiksel olarak anlamlıdır (KP-DETP: 0,01<p<0,05, TETP-DETP: 0,001<p<0,01)  

(Şekil 4.5). 
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D 

Şekil 4.5 Western Blot VEGFR2 sonuçları 

A: Kontrol grubu numunelerinin VEGFR2 ve β-Aktin proteinlerinin bantları 

B: Taze embriyo transferi sonucu oluşmuş gebeliklerden alınmış plasenta grubu numunelerinin 

VEGFR2 ve β-Aktin proteinlerinin bantları  

C: Dondurulmuş embriyo transferi sonucu oluşmuş gebeliklerden alınmış plasenta grubu numunelerinin 

VEGFR2 ve β-Aktin proteinlerinin bantları  

D VEGFR2 proteininin Western Blot deneyi sonucu analizleri. 

* : 0,01<p <0,05 

** : 0,001<p <0,01 

4.2.3 CD34 

Western Blot deneyi sonucu analizlerine göre Kontrol grubu CD34 protein miktarı 

hem TETP grubuna göre (p< 0.01) hem de DETP grubuna göre (p < 0.05) daha fazla 

miktardadır. DETP ve TETP grupları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

bulunmamıştır (p>0,1)  (Şekil4.6) 
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D 

Şekil 4.6 Western Blot CD34 sonuçları 

A: Kontrol grubu numunelerinin CD34 ve β-Aktin proteinlerinin bantları 

B: Taze embriyo transferi sonucu oluşmuş gebeliklerden alınmış plasenta grubu numunelerinin CD34 

ve β-Aktin proteinlerinin bantları  

C: Dondurulmuş embriyo transferi sonucu oluşmuş gebeliklerden alınmış plasenta grubu numunelerinin 

CD34 ve β-Aktin proteinlerinin bantları  

D CD34 proteininin Western Blot deneyi sonucu analizleri 

* : 0,01<p <0,05 

** : 0,001<p <0,01 
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5. TARTIŞMA 

Yapılan birçok çalışma, İVF sonucu gerçekleşmiş gebeliklerin, doğal yollardan gelişen 

gebeliklere kıyasla fetüs ve anne sağlığı açısından içerdiği risk miktarının daha yüksek 

oranda olduğunu ileri sürmektedir (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 oluşumu gibi süreçlerde kullanılan yolaklar ve bu yolaklarda görev alan 

faktörler normal yoldan gerçekleşen gebeliklere göre benzerlik ve farklılık gösterirler. 

Bu benzerlik ve farklılıkları, bu süreçteki mekanizmaları belirlemek kolay değildir 

(Sutcliffe ve Ludwig, 2007). YÜT sonucu gerçekleşen gebeliklerde gebeliğin sağlıklı 

olarak sonlanmasını zorlaştıracak ek patolojiler de olabilir. 

 

Çok önemli bir endokrin organ olan plasenta birçok önemli sinyal üretir. Bu 

sinyallerden kaynaklanan herhangi bir bozukluk, fetal gelişimi ciddi anlamda 

etkileyebilecek önemli patofizyolojik süreçlere neden olabilir (Jauniaux ve ark., 1990; 

J. Zheng ve ark., 1996; Y. Zhang ve ark., 2010). Bu nedenle, plasentanın başta 

endokrin özellikleri olmak üzere işlevleri ile ilgili çalışmalar YÜT’ün güvenliği 

açısından kullanışlı bilgiler sağlayabilir. 

 

 

Bu çalışmada elde ettiğimiz bulgulara göre araştırmakta olduğumuz anjiyogenik 

faktörlerden VEGFR2 için DETP grubu TETP grubuna göre istatistiksel olarak 

anlamlı olacak şekilde arttığı, CD34 ve VEGF proteinleri için ise DETP ve TETP 

grupları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılığın bulunmadığı Western Blot 

deneyleriyle tespit edilmiştir. İmmünohistokimyasal deneylerde belirlenen pozitif 

reaksiyonlarda da bu proteinlerin ekspresyon şiddetleri ve lokalizasyonları 

belirlenmiştir.  

 

Yapılan diğer çalışmalarda YÜT sonucu gerçekleşmiş gebeliklerde anjiyogenez ile 

ilgili olarak VEGF, VEGFR2, VEGFR3, Tie-2, PlGF, bFGF, FGF-2, Angiopoeitin-1, 

Angiopoeitin-2 gibi önemli anjiyogenik faktörlerin İVF sonucu oluşmuş plasentalarda 

kontrol grubu plasentalara göre ekspresyon sonuçlarının yüksek olduğu MikroArray, 
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Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), Western Blot ve İmmünohistokimyasal deneyler 

ile gösterilmiştir (Malinda S Lee ve ark., 2015a; Li ve ark., 2016; Zhao ve ark., 2020). 

Ancak bu çalışmalarda deney grupları oluşturulurken İVF grupları için taze ve 

dondurulmuş embriyo transferleri ayrı ayrı gruplandırılmamıştır. Taze ve 

dondurulmuş embriyo transferleri sonucu gelişen gebeliklerden alınan plasentalar İVF 

grubu olarak bir bütün şeklinde değerlendirilmiştir. Bizim yaptığımız bu çalışmada 

kontrol gruplarımızın yanı sıra İVF gruplarımızda kendi içerisinde taze embriyo 

transferi sonrası oluşmuş gebeliklerden elde edilen plasentalar ve dondurulmuş 

embriyo transferi sonrası oluşmuş gebeliklerden elde edilen plasentalar olmak üzere 

iki ayrı grupta ele alınmış ve sonuçlar birbiri ile kıyaslanmıştır. 

Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörü 

VEGF ve reseptörleri, tek bir VEGF alelinin kaybı bile embriyonik ölümle 

sonuçlanabildiğinden dolayı, embriyonun sağlıklı gelişimi ve embriyonik vasküler 

gelişim için gereklidir (Azliana ve ark., 2017). VEGF ve reseptörlerinin invazyondan 

anjiyogeneze kadar birçok süreçte görev aldığı yapılan çalışmalarda bildirilmiştir 

(Rockwell ve ark., 2002; Fan ve ark., 2008;(Carmeliet ve ark., 1996; Ferrara ve ark., 

1996). Yine yapılan çalışmalarda VEGF ve reseptörlerinin kontrol plasentalarda 

maternal ve fetal kaynaklı hücrelerde eksprese edildiği hem hücre hatları hem plasental 

eksplantlar kullanılarak gösterilmiştir (Zhou ve ark., 2002; Azliana ve ark., 2017). 

Yapılan çalışmalarda maternal kanda artan sFLT-1 seviyeleri ve azalan PlGF ve VEGF 

seviyeleri sonucunda anti-anjiyogenik ortamın oluştuğu bildirilmiştir (Maynard ve 

Karumanchi, 2011; Woo ve ark., 2017). Bu çalışmalarda maternal kandan yapılan 

ölçümler sonucunda sFLT-1:PlGF ve sFLT-1:VEGF oranlarının yükselmesi 

sonucunda preeklampsi, plasental abrupsiyon, plasenta previa,  hamilelik sırasında 

anormal kanama gibi istenmeyen durumlar ve patolojiler meydana gelebildiği 

gösterilmiştir (Maynard ve Karumanchi, 2011; Woo ve ark., 2017). Bahsi geçen 

çalışmalardan Maynar ve Karumanchinin 50 adet TET grubu ve 24 adet DET grubu 

maternal kan örnekleri ile yaptığı çalışmada preeklampsi, plasental abrupsiyon, 

plasenta previa, ilk trimester kanaması, hamilelik sırasında anormal kanama gibi 

patolojiler incelenmiş ve gruplar arsında anlamlı fark bulunmamıştır. Barut ve 

arkadaşlarının yaptığı bir çalışmada ise 110 adet IUGR plasenta ile çalışılmış ve IUGR 

plasenta örneklerinde kontrole kıyasla sitotrofoblast, sinsistyotrofoblast, ekstravillöz 
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trofoblast, vasküler düz kas, villus stromal ve endotelyal hücrelerde VEGF-A ve b-

FGF ekspresyonlarının istatistiksel olarak arttığı bulgusu yer almaktadır (Barut ve ark., 

2010). Dolayısı ile VEGF ekspresyonunun kontrol plasentalara göre artması ve 

azalması anjiyogenik ortamı etkileyeceğinden ekspresyon seviyesinde hem artma hem 

de azalma çeşitli patolojilere sebep olabilmektedir. 

 

Bu çalışmada Yapılan Western Blot analizlerine göre VEGF protein miktarı hiçbir 

grupta istatistikler olarak anlamlı bir artış ya da azalış göstermemiştir. Tüm 

gruplardaki protein miktarları birbirine yakındır. VEGF ile ilgili bulgularımız 

literatürde daha önce Li ve arkadaşlarının yaptığı çalışmadaki Western blot analizleri 

ile uyumluluk göstermektedir (Li ve ark., 2016). Zhao ve arkadaşlarının 2020 yılında 

yapmış olduğu çalışma sonuçlarına göre ise VEGF ile ilgili İVF ve kontrol grupları 

plasentalarında yapılan PCR ve immünohistokimyasal deneyler sonucunda İVF 

gruplarında kontrol gruplarına göre istatistiksel olarak yüksek düzeyde olacak şekilde 

anlamlı artış gösterilmiştir.  Yapmış olduğumuz immünohistokimyasal deneylerle de 

VEGF, Kontrol grubu DETP ve TETP gruplarında pozitif reaksiyon göstermiştir. En 

şiddetli reaksiyonlar sırasıyla DETP grubunda gözlemlenirken TETP ve kontrol 

gruplarında birbirine yakın seviyede pozitif reaksiyon görülmüştür. Tüm gruplarda 

boyanmalar endotel ve stromal hücrelerde görülmüştür (Tablo 4.1).   

Vasküler Endotelyal Büyüme Faktör Reseptörü-2  

VEGFR-2, VEGF reseptörleri arasından en güçlü proanjiyogenik aktiviteye sahip olan 

VEGF reseptörüdür (Melincovici ve ark., 2018). VEGFR2 kontrol grubu plasentalarda 

esas olarak plasental villus vasküler yapılarına lokalize olmaktadır. Bu yapılar ise 

anjiyogenik hücreler ve Hofbauer hücreleridir (Ramazan Demir, 2009). Vasküler 

olmayan kısımlarda ise VEGFR2 proteini plasental villüslerde sitotrofoblastik tabaka 

ve temel stromal hücrelerde lokalizedir (Ramazan Demir, 2009).  

 

Yapılan çalışmalarda VEGFR2 ekspresyonunun azalması GDM, IUGR ve 

preeklampsi gibi patolojiler ile ilişkilendirilmiştir. Meng ve arkadaşlarının yaptığı 

çalışmada, GDM'li kadınlardan elde edilen plasental dokularda VEGF-A ve VEGFR2 

ekspresyonlarının azaldığını ortaya koymuştur. Azalmış VEGF/VEGFR2'nin GDM'li 

gebelikte plasental kan bariyerini ve anjiyogenezi ve bunun sonucunda plasental 
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fonksiyonu etkileyebileceği bildirilmiştir (Meng ve ark., 2016). Yapılan diğer bir 

çalışmada ise yine kontrol grubu plasentalar GDM patolojisine sahip plasentalar ve 

gebelik öncesi klinik diyabet tanısı konmuş kadınların gebeliği sonucu elde edilen 

plasentalar üzerinde çalışılmış ve GDM’li ve gebelik öncesi diyabet tanısı konmuş 

kadınların plasentalarında VEGF, VEGFR-1 ve VEGFR2 protein miktarlarında 

kontrol gruplarına kıyasla istatistiksel olarak anlamlı bir azalma olduğu bulgusuna yer 

verilmiştir (Pietro ve ark., 2010).  

 

Munaut ve arkadaşlarının yaptığı çalışmada ise ELISA analizi sonuçları ile çözünür 

VEGFR-2 izoformunun, preeklamptik kadınların dolaşımında kontrol grubu kadınlara 

göre düşük seviyelerde mevcut olduğunu göstermiştir (Munaut ve ark., 2012). Bu konu 

ile ilişkili yapılan diğer araştırmalar ise, VEGFR-2 plazma düzeylerinin erken 

preeklampsi sırasında veya intrauterin büyüme geriliği olan gebeliklerde düştüğünü 

belgelemiştir (Wallner ve ark., 2007; Chaiworapongsa ve ark., 2008; Tripathi ve ark., 

2009). 

 

 

Yapılan Western Blot analizlerine göre VEGFR-2 protein miktarı DETP grubunda 

kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı seviyede arttığı görülmüştür. DETP 

grubu VEGFR2 protein miktarı TETP grubuyla karşılaştırıldığında ise istatistiksel 

olarak yüksek düzeyde anlamlı şekilde artmıştır. TETP ve kontrol grubu arasında ise 

istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık bulunmamıştır. Western Blot sonucu VEGFR2 

proteini ile ilgili elde etmiş olduğumuz bulgular literatürde bir çalışma ile uyumluluk 

göstermektedir (Li ve ark., 2016).  

 

Yapmış olduğumuz immünohistokimyasal deneyler sonucunda tüm gruplarda villüs 

vasküler endotel hücrelerinde ve stromal hücrelerde pozitif reaksiyonlar 

gözlemlenmiştir. En yoğun ve en şiddetli reaksiyon kontrol grubunda gözlemlenmiştir. 

Vasküler endotelyal hücrelerde diğer gruplara göre özellikle vasküler endotel 

hücrelerinde şiddetli pozitif reaksiyon görülürken, bazı villüs stromal hücrelerde 

pozitif reaksiyon görülmüştür. Reaksiyon şiddetine göre gruplarımız kontrol grubu, 

DETP grubu ve TETP grubu olarak sıralanabilir (Tablo 4.1). DETP ve TETP 

gruplarında da VEGFR-2 proteini için vasküler endotelyal hücrelerde pozitif reaksiyon 

görülmüştür. 
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Hematopoeitik Kökenli Progenitör ve Endotel Hücre Belirteci (CD34) 

İnsan plasenta gelişimi sırasında damar oluşumu, hem vaskülogenez hem de 

anjiyogenez (mevcut damarlardan kılcal damarların filizlenmesi) yoluyla gerçekleşir 

(R Demir ve ark., 1989; Burton ve ark., 2009). Fetoplasental vaskülogenez, 22. günden 

26. haftaya kadar kademeli olarak bağlanan hemanjiyoblastik kordların oluşumu ile 

ilerler (R Demir ve ark., 1989; Challier ve ark., 2001; Kaufmann ve ark., 2004). 

Anjiyogenez olayında ise belirteç olarak kabul edilen önemli belirteçlerinden birisi de 

CD34’dür (Siemerink ve ark., 2012). Yapılan bir çalışmada insan plasentasında CD34 

ile beraber, CD31, VEGFR-2, Tie2, vonWillebrand Faktör (vWF) endotelyuma özgü 

belirteçlerin ifade edildiği gösterilmiştir (Pavlov ve ark., 2014).  

CD34 ile ilgili olarak yapılan çalışmalarda CD34 ekspresyon miktarının azalması 

preeklampsi ile ilişkilendirilmiştir (Surbek ve ark., 2001; Sahin ve ark., 2015). Surbek 

ve arkadaşlarının 2001 yılında yaptığı çalışmada doğum sırasında umblikal venden 

alınan kordon kanı analiz edilmiştir. Bu çalışmanın sonucuna göre CD34 eksprese 

eden hücrelerin sayısı preeklampsi grubunda kontrol grubuna göre istatistiksel olarak 

azalma göstermiştir. Sahin ve arkadaşları ise 57 adet plasenta üzerinde çalışmışlar ve 

Submerk ve arkadaşlarının yaptığı çalışma ile benzer sonuçları elde etmişlerdir. Ayrıca 

CD34’ün CD131 ile birlikte preeklampsi için potansiyel bir belirteç olarak 

kullanılabileceğini ileri sürmüşlerdir. Yapılan başka bir çalışmada CD34 

immünoreaktivitesinin kontrol grubu plasental kök villus ve olgun ara villüslerde 

yoğun boyanma gösterirken, villöz kapillerlerin endotel hücrelerinde CD34 

immünoreaktivitesinin IUGR plasentalarında daha az olduğu belirlenmiştir (Novac ve 

ark., 2018).  Bu çalışmaya zıt olarak Mackiewicz ve arkadaşlarının yapmış olduğu 

çalışmalarda hem kontrol plasentalarda hem IUGR plasentalarında CD34 pozitif hücre 

sayısı miktarının oldukça yüksek olduğu, gruplar arasında anlamlı fark olmadığı 

raporlanmıştır (Mackiewicz ve ark., 2021). 

 

CD34 ile ilgili olarak yapılan diğer bir çalışmada fareler üzerinde YÜT kullanılarak 

elde edilen plasentalarda labirent kısımları immünohistokimyasal olarak boyanmış ve 

bunun sonucunda E12,5. günde YÜT plasentalarında kontrol grubuna göre istatistiksel 

olarak anlamlı bir azalma bildirilmiştir. Aynı çalışmada E18,5. gün YÜT plasentaları 

ve kontrol grubu plasentaları da immünohistokimyasal olarak boyanmış ve bunun 
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sonucunda istatistiksel olarak anlamlı bir sonuç bulunmamıştır (Vrooman ve ark., 

2020). 

 

Bu çalışmada yapmış olduğumuz Western Blot analizlerine göre CD34 protein miktarı 

kontrol grubunda hem TETP grubuna göre hem de DETP grubuna göre daha yüksek 

seviyededir. Kontrol ve TETP grubu arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı iken 

DETP grubu ile istatistiksel olarak anlamlı olarak bulunmuştur. DETP ve TETP grubu 

protein miktarı arasındaki fark istatistiksel olarak anlamlı değildir.  

 

İmmünohistokimyasal deneyler sonucunda ise tüm gruplarda villüslerin endotel 

hücrelerinde ve stromal hücrelerinde pozitif reaksiyon tespit edilmiştir. Boyanmalar 

yoğunluklu olarak endotel hücrelerinde gözlemlenmiştir (Tablo 4.1). CD34’ün primer 

görevi ve anjiyogenezle ilişkisi göz önüne alındığında bu hücrelerin hematopoeitik 

kökenli hücreler olduğu düşünülmektedir. Literatürde CD34 proteini YÜT sonucu 

oluşmuş plasenta örneklerinde deney hayvanlarında incelenmiş olsa da daha önce 

insan plasentalarında incelenmemiştir. Bu çalışmada CD34 proteini ile ilgili elde 

edilen veriler bu alanda bir ilk olarak kabul edilebilir.  

 

Bu çalışmada birçok anjiyogenik faktör arasından VEGF, VEGFR-2 ve CD34 

proteinleri araştırılmıştır. Araştırılan bu proteinlerden VEGF görevleri ve bilinen 

özellikleri sebebiyle anjiyogenik faktörler arasında anjiyogenezi en belirleyici olanıdır 

(Melincovici ve ark., 2018). VEGFR-2 proteini ise aktivitesi VEGFR-1’den daha 

düşük olmasına rağmen VEGF’e bağlanma affinitesi en yüksek reseptör olması 

sebebiyle anjiyogenezde en çok araştırılan proteindir. CD34 ise anjiyogenezle 

ilişkilendirilmiş olmasına rağmen YÜT sonucu gelişmiş gebeliklerin plasentalarında 

daha önce hiç araştırılmamıştır.  Yine de genel olarak anjiyogenez hakkında sağlıklı 

yorum yapabilmek için daha fazla metotla birlikte daha fazla sayıda pro-anjiyogenik 

ve anti-anjiyogenik faktörler birlikte incelenmelidir.  

 

Bu çalışmada bulgularımız sonucunda araştırılan proteinlerden VEGFR2 proteini için 

DETP ve TETP grubu arasında istatistiksel olarak yüksek düzeyde anlamlı farklılıklar 

bulunmuştur. VEGF ve CD34 proteinleri içinse DETP ve TETP grupları arasında 

istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmamıştır.  
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Yapmış olduğumuz çalışmada YÜT plasentalarında anjiyogenez mekanizması 

açısından DET ve TET grubu plasentalarının birbirlerine olan avantaj ve dezavantajları 

ortaya konulmaya çalışılmıştır. Literatürde genel olarak İVF plasentalarında 

anjiyogenik faktörlerin kontrol plasentalara göre arttığı bildirilmiştir (Li ve ark., 2016; 

Zhao ve ark., 2020). Çalışmamız sonucunda VEGF ve VEGFR-2 ile ilgili bulgularımız 

literatürdeki çalışmalar ile benzerlik göstermektedir (Li ve ark., 2016; Zhao ve ark., 

2020). CD34 ile ilgili bulgularımızın sonuçları ise farelerde YÜT teknikleri 

kullanılarak yapılan bir çalışmayla uyum gösterse de (Vrooman ve ark., 2020) fare ve 

insan bulgularını kıyaslamak sağlıklı olmayacaktır. Buna rağmen bu çalışma gelecek 

çalışmalara fikir sağlaması açısından öncülük edecektir. 
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

Bu çalışmada sağlıkla kadınlardan normal doğum sonucu elde edilmiş kontrol 

plasentaları İVF tekniği ile elde edilmiş taze embriyo transferi sonrası gelişmiş 

gebeliklerden elde edilen plasentalar ve dondurulmuş embriyo transferi sonrası 

gelişmiş gebeliklerden elde edilen plasentalar ile çalışılmıştır. DETP grubu ve TETP 

grubu arasında belirlenen bazı anjiyogenik faktörler kıyaslanmıştır. 

 

Elde edilen sonuçlar maddeler halinde aşağıda belirtilmiştir. 

1. VEGF protein miktarı gruplar arasında istatistiksel olarak farklı değildir. 

2. VEGFR2 protein miktarı DETP grubunda TETP ve kontrol grubuna göre 

istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde daha fazladır. Kontrol grubu ile TETP grubu 

arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark mevcut değildir. 

3. CD34 protein miktarı kontrol grubunda, DETP grubu ve TETP grubuna göre 

istatistiksel olarak daha fazla miktarda olduğu belirlenmiştir. TETP ve DETP grubu 

mukayese edildiğinde ise CD34 protein miktarı için istatistiksel olarak anlamlı fark 

belirlenememiştir. 

 

Öneriler: IVF yöntemindeki iki farklı yaklaşımın (DET ve TET) plasental 

anjiyogenez mekanizması ile ilgili olarak birbirine olan avantaj ve dezavantajlarının 

daha net bir şekilde ortaya konulması için daha çok sayıda anjiyogenik faktör ile 

çalışılması, gebe sayısına bağlı olarak plasenta sayısının arttırılması bu mekanizmanın 

anlaşılmasına katkı sağlayacaktır. 
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