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1. GIRIS

Implantasyon, endometriyum ve blastosist arasinda ¢ok kisa siiren bir
pencere doneminde gerceklesen karsilikli etkilesimi igerir. Bagarili implantasyon,
blastosist tarafindan implantasyon yeterliliginin kazanilmas: ile uterus
endometriyumunun reseptif hal kazanmasi arasinda es zamanli dontgimii
gerektirir (1). Bu olaylar, maternal hormonlar, o6zellikle ovaryan Ostrojen ve
progesteron tarafindan diizenlenir (2). Biiyiime faktorleri, sitokinler, lipid
mediyatorleri dahil olmak iizere lokal olarak iiretilen sinyal molekiilleri ile birlikte
ovaryumdan salinan hormonlarin, implantasyon siirecini ortaya koymak igin
otokrin, parakrin ve jukstakrin etkilesimleri yoluyla islev gordiigii bilinmektedir
(D).

Beslenme ile giinliik ihtiyacin bir kismini karsilayabildigimiz folat, gebelik
oncesi ve gebelik siirecinde takviyesine ihtiya¢ duyulan B grubu vitaminlerden
biridir (3). Gebelik siirecinde ortaya ¢ikabilecek noral tiip defekti, konjenital
anomaliler gibi bir ¢ok sorunu dnlemede etkili oldugu ortaya konmustur. Ancak
folik asit takviyesinin implantasyon siirecindeki etkisi tam  olarak
bilinmemektedir. Calismamizda siganlarda prekonsepsiyonel folik  asit
eksikliginin ve Kklinikte kullanilan farkli dozlardaki takviyesinin embriyo
implantasyonuna etkisini implantasyon asamalarinda rol oynadigi bilinen Ostrojen
Reseptor-alfa (ER-a), Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktori-A (VEGF-A) ve

Integrin aVB3 ile iliskisi {izerinden ortaya koymak hedeflendi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Uterus Gelisimi

Genital sistemin gelisimi, bireyin genel cinsel farklanmasinda 6nemli bir
evredir. Embriyonun genetik olarak cinsiyeti aslinda fertilizasyonda belirlenmis
olsa da, embriyoda morfolojik ve fenotipik olarak gelisimin 7. haftasindan 6nce
erkege ve disiye ait Ozellikler heniiz farklanmamustir. Gelisimin farklanmamis
evresi denilen bu evrede embriyonun cinsiyetinin temel gostergesi morfolojik
olarak cinsiyet kromatininin (Barr cisimcigi) varligi veya yoklugudur. Barr

cisimcigi hiicrede X kromozomlarindan birinin inaktivasyonuyla olusur (4).

Cinsiyet farklanmasi, ¢ok sayida genin rol aldigir oldukca karmasik bir
stirectir. Bu farklanmanin temel belirleyicisi kisa kolunda SRY genini bulunduran
Y kromozomudur. SRY geni, Y kromozomu iizerindeki cinsiyet belirleyici bolge
olarak bilinir. Bu genin kodladig1 protein, heniiz rudimenter durumda olan genital
organlarin gelisimini belirleyen genleri aktive eder. SRY proteini olarak da

bilinen bu transkripsiyon faktoriine testis belirleyici faktor (TBF) ad1 verilir (5).

Farklanmamis evrede hem diside hem erkekte iki ¢ift genital kanal
bulunur. Bunlar paramezonefrik (mullerian) kanallar ve mezonefrik (wolfian)
kanallardir. TBF varliginda bu kanallar erkek yoniinde, yoklugunda disi yoniinde
gelisir (5).

XY cinsiyet kromozomuna sahip erkek embriyoda, paramezonefrik
kanallar sertoli hiicresinden salinan Anti Miillerian Hormon (AMH) etkisinde

biiyiik ¢ogunlukla dejenere olur. XX cinsiyet kromozomuna sahip disi embriyoda



fetal yasamin 7. haftasinda, Y kromozomu ve dolayisiyla bu kromozomda
bulunan SRY geni bulunmadigindan, mezonefrik kanallar gerilerken
paramezonefrik kanallar gelisimini siirdiiriir. Ostrojen varlig1 ile testosteron ve

AMH olmamasi paramezonefrik kanallarin gelisimini uyarir (5).

Prenatal donemde cinsiyet farklanmasinda disi embriyoda Ostrojenlerin
varligi olduk¢a Onemli rol oynar. Paramezonefrik (mullerian) kanallardan
Ostrojenlerin etkisi ile fallopian tiipler, uterus, serviks uteri ve vajenin iist
kisimlar1 geligir. Gelisimin 8. haftasinda paramezonefrik kanallar kranial par¢adan

kismen birlesir. Birlesen kranial uglar, ileride endometriyum epitelini olustur ve

ve cevre mezoderm de miyometriyuma farklanir. Sonu¢ olarak fiizyonun
tamamlanmasi ile uterusu olusur. Paramezonefrik kanallarin birlesmeyen kranial
kisimlarindan tuba uterinalar, birlesen kisimlarin kaudalinden ise vajenin {ist licte

birlik bolimii gelisir (5, 6).

Insanda uterus basta iki boynuzlu yapidadir. Gelisimin ilerlemesiyle son
seklini alir. Bazen bu gelisim iki boynuzlu evrede kalabilir. Ancak normalde iki
boynuz arasinda bulunan mezenkim c¢ogalir ve uterusun, eriskinde goérdiigiimiiz

armut benzeri sekli ortaya ¢ikar (7).

2.2. Uterus Anatomisi

Uterus; pelvis boslugunda rektumun Oniinde, mesanenin arkasinda
yerlesmis, nullipar (dogum yapmamis) kadinlarda yaklagitk 30-40 gram

agirhginda, uzunlugu yaklasik 7,5 cm, iist kisminda genisligi 5 cm olan, armut



seklinde, i¢i bos bir organdir. Ligamentum latum uteri adi verilen periton
yapraklar1 arasinda, genellikle anteversiyon ve antefleksiyon pozisyonunda
bulunur. Liimeni yassidir. Yukarida tuba uterinalar, asagida vajina ile devamlilik

gosterir (8, 9) (Sekil 1),

Anatomik olarak govde (korpus) ve serviks olmak iizere iki bolgeye
ayrilmistir. Gévde kismi uterusun biiyiik boliimiinii olusturan st kisimdir. Tuba
uterinalarin uterusa giris yaptig1 kisimlarina cornu uteri adi verilir. Ligamentum
utero ovaricum ve ligamentum teres uteri adi verilen uterin ligamentler cornu
uterilere tutunur. Govdenin, serviksin hemen Ustiinde kalan dar bolimiine isthmus
uteri denirken, tuba uterinalar ile baglant1 bolgelerinin tistiinde bulunan, yuvarlak,
genisleyen tepe parcasi fundus olarak adlandirilir. Corpus uteri igerisinde yaklasik
6 cm genisliginde cavitas uteri ad1 verilen bir bosluk bulunur. Organin boyutuna
oranla  boslugun kiiciik olmasi wuterus duvarinin kalin olmasindan

kaynaklanmaktadir (10).

Serviks silindir bi¢imli, isthmus ile uterus gévdesinden ayrilan kisimdir.
Serviks uteri her iki ucunda agikliklar1 bulunan, servikal kanal denilen bir liimene
sahiptir. Internal ostium uterin kaviteye, eksternal ostium ise vajinaya

acilmaktadir (6, 8).

Uterus; broad ligament (lig. latum uteri), round ligament (lig. teres uteri),
utero-ovaryan ligament, kardinal ligament (lig. transversum cervicis) ve
uterosakral ligamentlerin dahil oldugu bir¢ok ligament tarafindan desteklenir.
Ayrica iirogenital diyafram, pelvik diyafram ve perineal govde ile de asagidan

desteklenir (11).
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Sekil 1. Disi iireme sistemi sematik ¢izimi (12) (Tiirkcelestirilmistir)

2.3. Uterus Histolojisi

Uterus govdesinde duvar yapisi ii¢ tabakadan olusmaktadir. Bunlar
liimenden digartya sirasiyla; endometriyum, miyometriyum Ve bunlari saran
perimetriyum tabakasidir. Duvarin esas bileseni; endometriyum adi verilen

mukoza tabakasi ile ortlilmiis miyometriyum tabakasidir (8).
2.3.1. Perimetriyum

Perimetriyum dis serdz tabaka veya uterusu Orten visseral periton
tabakasidir. Abdominal ve pelvik periton ile devamlilik gostermektedir. Uterus
anatomik olarak One egimli ve mesaneye dogru uzanir pozisyonda
bulundugundan, anteriorda ¢ogunlukla adventisya (epitelyal ortii -diger adiyla
mezotelyum- bulunmayan bag doku) ile ortiilidiir. Bu nedenle retroperitoneal

olarak smiflandirilir. Govdenin fundusu ve posterioru mezotelyum ve altinda



elastik liflerden olusan seroza ile ortiilii oldugundan bu kisim intraperitonealdir
(8).
2.3.2. Miyometriyum

Uterusun en kalin, diiz kas liflerinden olusan tabakasidir. Birbirinden net

sinirlarla ayirt edilemeyen ii¢ diiz kas tabakas1 vardir. Bu tabakalar;

Orta kas tabakasi; biiyilk kan damarlarindan ve lenfatiklerden zengin

olmasi nedeniyle stratum vasculare olarak da adlandirilan bu tabaka, dairesel
olarak diizenlenmis, i¢ ice gegen diiz kas demetlerinden olugmustur. En kalin

tabaka olan orta kas tabakasi ayni1 zamanda arkuat arterleri de barindirir (6, 8).

I¢ ve dis kas tabakalari; uzun eksene paralel, boylamasina diizenlenmis kas

demetlerinden olugmaktadir. Uterus kontraksiyonlar1 esnasinda miyometriyumun
bu ii¢ kas tabakasi birlikte fonksiyonel bir sinsityum gostererek g¢alisir ve liimen

icerigi atilir (8).

Uterus servikse dogru daralirken, diiz kas dokusu azalir ve yerini fibroz
bag dokuya birakir. Servikse gelindiginde miyometriyum, elastik lifler ve sadece
cok az sayida diiz kas hiicresi barindiran siki diizensiz kollajen6z bag dokusundan
olusmaktadir. Govdede ise elastik lifler sadece miyometriyumun dis tabakasinda

bulunmaktadir (6, 8).

Miyometriyal diiz kas hiicrelerinin sayis1 ve boyutlar1 0Ostrojen
seviyelerinden etkilenir. Ostrojen seviyelerinin en yiiksek oldugu gebelikte uterus
biiylik oranda genisler. Bu genisleme gebelikte diiz kaslarda hem hipertrofi hem

hiperplazi ile gerceklesir. Gebelik dncesi 50 um boyutunda olan diiz kas hiicresi



bu hipertrofi ile 500 pm boyutlarina kadar ulasir. Buna sekonder olarak
diferansiye olmayan mezenkimal hiicreler farklilasmaya baslar ve mevcut kas

lifleri boliinerek yeni lifleri olusturur (8).
2.3.3. Endometriyum

Endometriyum, uterusun mukoza katmanidir. Epitel ve lamina propriya
tabakalarindan olusur. Epiteli; silyumlu hiicreler ve sekretuar hiicreler igeren tek
kath prizmatik epiteldir. Epitel, lamina propriyada bez yapilariyla devamlilik
gosterir. Uterus bezleri adi verilen bu yapilar bazal kisimlar1 dallanma gosteren
basit tiibiiler bezlerdir. Glandiiler hiicreler yiizey epitelindekilere benzese de silier
hiicreler bulunmaz. Bez yapilar1 arasinda bag dokusu stroma bulunur. Lamina
propriya; yildiz sekilli oval niikleuslu hiicreler, makrofajlar, graniiler 16kositler

gibi bag dokusu hiicrelerinin yani sira retikiiler lifler gibi bag dokusu liflerini de

igerir (6, 8, 12).

Endometriyum yapisal ve islevsel olarak iki tabakadan meydana gelir. Bu
tabakalar, menstriiel siklus sirasinda dokiilen, endometriyumun kalin iist tabakasi
olan fonksiyonel tabaka (stratum fonksiyonalis) ve siklus sirasinda korunan,
fonksiyonel tabakanmn yenilenmesi i¢in kaynak olarak calisan bazal tabaka
(stratum bazale) olarak adlandirilmisir (8). Fonksiyonel tabaka oOstrojen ve
progesteron seviyelerinden ve spiral arterlerden gelen kan miktarindan etkilenir.
Bazal tabaka ise hormon seviyelerinden etkilenmez ve kanlanmasi da spiral

arterlerden degil bazal arterlerden gerceklesir (6) (Sekil 2).



Epitel Uterin Bezler Sekresyon  yen

Fonksiyonel
Tabaka

> Endometriyum

Bazal
Tabaka

Miyometriyum

Bazal arter Spiral arter Arkuat arter ve ven

Sekil 2. Endometriyum bazal ve fonksiyonel katmanlariyla, arter ve venlerine ait sematik
cizim (12). ( Tiirkcelestirilmistir )

Menstriiel siklus sirasinda endometriyumda meydana gelen siklik
degisimler; proliferasyon donemi, sekretuar donem ve menstriiel donem olarak
ayrilir. Proliferasyon donemi, bir Onceki siklusun menstriiasyon déneminin
bitimiyle baslayan, menstrilasyon sirasinda fonksiyonel tabakanin dokiilmesi
sonucu geride kalan bazal tabanin hizli bir yenilenmeye ve cogalmaya girdigi
donemdir. Gelismekte olan ovaryan follikiillerden salinan Gstrojenlerin uyarici
etkisi altinda baslar. Endometriyum kalinhig1 yaklasik 0,5-1 mm artar. Bez
yapilar1 bazal kisimlarindaki epitelyal hiicrelerden yeniden yapilanir. Stromal
hiicreler de prolifere olup kollajen iiretimi yaparlar. Endometriyum yenilenirken
spiral arterler uzar, hafifce sarmallasir, ancak endometriyumun ist tgte birlik

kismina kadar uzanmazlar.



Sekretuar donem, primer olarak progesteronun etkisi altindadir.
Ovulasyondan 1-2 giin sonra, overlerde korpus luteum aktivitesiyle ayn1 zamana
denk gelecek sekilde baslar. Bezlerde hipertrofi olur, stroma tabakasinda 6demle
birlikte endometriyum yaklasik 5-6 mm kalinliga ulasir. Bez epitelinin salgisi
implantasyon ger¢eklesmesi olasiligina uygun olarak mukoid 6zellik gosteren
yapidadir ve Ozellikle glikojenden zengin besleyici 6zellige sahiptir. Bez epitel
hiicrelerinde glikojen birikimi basta 6zellikle bazal kisimlarda yogunlasmistir ve
bezler testere disi gorlinlimiindedir. Sekretuar evrenin sonlarina dogru glikojen
birikimi apikale dogru kaymistir ve bez liimenlerinde salgi mevcuttur. Bu
donemde mitoz proliferatif evredeki kadar aktif degildir. Biiyiime, epitelyal
hipertrofi, damarlanma artis1 ve 6dem sonucu gergeklesir. Spiral arterler bu
donemde uzar ve daha da sarmal hale gelerek endometriyum yiizeyine kadar
uzanir. Spiral arterlerin etrafindaki stroma hiicreleri biiylir ve desidua benzeri
goriiniim kazanir. Spiral arterlerin etrafinda goriilen mitotik aktivite de desidual

reaksiyonun bir gostergesidir (6, 8).

Embriyo implantasyonuna hazirlanan endometriyumda fibroblast benzeri
stroma hiicrelerinin epitel benzeri doniisiimiiyle desidua hiicreleri ortaya ¢ikar. Bu
doniisiim i¢in gerekli olan uyaran blastosistin implante olmaya baslamasidir,
Ostrojen ve progesteron da bu donilisiime aracilik eder. Sonug olarak biiyiik,
glikojen ve lipitten zengin hiicreler ortaya ¢ikar (6, 8). Sinsityotrofoblastlara yakin
olan maternal kistmdaki desidua hiicreleri dejenere olarak igerigindeki glikojen ve
lipitleri salgilarlar. Bu 0Ozellikleriyle trofoblast invazyonunu diizenlemenin

yaninda embriyonun besin ihtiyacini da karsiladiklar ortaya ¢ikmaktadir. Bunlara



ek olarak desidual reaksiyon embriyo gelisiminde immun koruyucu rol iistlenir.
Prostaglandin gibi immune sistemi baskilayici ajanlar sentezleyerek, dogal
oldiirticii (NK) hiicrelerin aktive olmasin1 6nler. Desidua reaksiyonuyla birlikte
endometriyal stromaya sizan lokositler de interlokin-2 (IL-2) salgilayarak
maternal dokuda embriyo reddinin Onlenmesine katki saglar. Embriyo da
sinsityotrofoblast hiicrelerinden doku reddinin olusmasi i¢in gerekli olan
histokompatibilite kompleksi (doku uyumluluk kompleksi) sinif II’yi ifade etmez.
Bunun sonucunda da sinsityotrofoblastlar maternal CD4+ T hiicrelerine antijen

sunamaz (6).

Desidua hiicreleri, insulin benzeri biiylime faktorleri (IGF) ile {irettikleri
insulin benzeri biiytime faktorii baglayici protein (IGF-bp) araciliiyla baglanirlar.
Bu baglanma sonucu IGF’ler endometriyal hiicrelerdeki proliferatif etkisini
gosteremez. Desidual hiicrelerinin gebeligin siirdiiriilmesi siirecinde de rolii
vardir. Korpus luteumun devamliligini saglayan hipofiz kaynakli prolaktinle

iligkili desidua prolaktinini salgilar (6).

Fertilizasyon olmasa dahi korpus luteumun hormon salgisi yaklagik 10 giin
stirer. Bu siire sonunda Ozellikle progesteron seviyesindeki ani diismeyle
fonksiyonel tabakanin kanlanmasinda degisiklik olur. Spiral arterlerin birkag saat
stiren periyodik kasilmalar1 fonksiyonel tabakada hipoksi ve iskemi ile sonuglanir.
Stromal 6demin de azalmasi ile endometriyum biiziisiir. Yaklasik 48 saatlik bir
stirenin sonunda, uzun siireli kasilmalar ve azalmig kan akimi nedeniyle arter
duvarlarinda riiptiirler meydana gelir, kanama baglar. Spiral arterlerin riiptiiriiyle

lamina propriya kanla dolar. Bu kanamaya nekroza gitmis endometriyum dokusu
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ve bezlerin sekresyonlar1 da eklenir. Yaklasik 5 giin siiren bu siirece menstruasyon

dénemi denir (6, 8).

Siklusun bu {i¢ donemi periyodik olarak gebelik olusmadigi siirece 28
giinde bir tekrarlanir. Fertilizasyon gerceklesir ve bu siire¢ implantasyon ile

sonuglanir ise endometriyumun gerilemesi gebelik sonuna kalir (8).
2.3.3.1. Endometriyumun Reseptivite Kazanmasi

Endometriyal reseptivite; embriyoya, tutunma, invazyon ve gelisim imkani
saglayan, yeni bir canli olusumu ile sonuglanmasi beklenen karmasik bir siiregtir.
Endometriyum 'implantasyon penceresi' adi verilen ¢ok kisa bir zaman dilimi
iginde blastosist implantasyonu i¢in reseptiftir. Embriyo aslinda bir¢ok dokuya
kolayca implante olabilecek kapasitededir ancak endometriyumun bu dar
implantasyon penceresi disinda embriyonun implantasyonunu engelleme yetenegi
benzersizdir (13). Uterin reseptivite hassas bir koreografi ve dengeyle ortaya

¢ikan bir dizi hiicresel ve molekiiler olay araciligiyla olusturulur (14).

Midluteal fazda, o6strojen ve progesteronun belirli bir diizende ortaya
koyduklar1 aktiviteleri ile normal reseptivite olusur (15). Ostrojen reseptor alfa
(ER-a) ifadesindeki azalma, reseptivitenin olusumunu belirleyici kritik bir olay

olarak goriilmektedir (16-18).

Endometriyal reseptivite ile birlikte blastosist trofoektodermi,
endometriyum epitelyal hiicrelerine baglanip daha sonra endometriyal stroma ve
damarlara invaze olma periyoduna girer (19). Endometriyal reseptivite ya hep ya

hi¢ prensibine uyan bir olusum gostermez. Tamemen bozulmus implantasyon
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(inferitlite), ciddi derecede bozulmus implantasyon (diistikler) ve preeklampside
oldugu gibi hafif derecede bozulmus implantasyon ve invazyon gibi farkli
siddetlerde ortaya cikabilir. Reseptiviteyi bozan faktorler tam olarak aydinlatilmig
olmasa da endokrin nedenler, inflamatuvar olaylar, ince endometriyum, polipler

ve immunolojik nedenlerin bu olayda etkili oldugu bilinmektedir (20).

Ovulasyondan sonraki 7-8. giinlerde endometriyumun implantasyon
hazirligt ovaryan steroidler araciligiyla gergeklesir. Proliferatif evrede baskin
hormon ostrojen, sekretuar evrede endometriyumda belirleyici etkiye sahip
hormon progesterondur. Ostrojen, endometriyum luminal epitelinde, glanduler
epitelinde ve stromasinda mitotik aktiviteyi hizlandirir, implantasyon hazirligi igin
fonksiyonel tabakay1 kalinlastirir. Progesteron ise endometriyum bez yapilar ve
arterlerde uzama ve kivrimlanmaya sebep olurken, stromada damarlanma artis1 ve
odeme sebep olarak desidualizasyonu saglar (21). Desidual hiicreler, embriyo
invazyonunun diizenlenmesi, embriyo gelisiminin desteklenmesi, immun yanitin
diizenlenmesi ve anjiyogenezin desteklenmesi igin sitokin ve biiyiime faktorleri
saglamak gibi gorevlere sahiptir. Endometriyumun reseptif hale gelmesi
progesteron ve Ostrojenin planli ve koordineli etkinliklerine baghdir (22).
Progesteron ifadesi, endometriyum hiicrelerinde ER-o araciligiyla uyarilir bu
nedenle ostrojen; luteal evrede progesteron yaniti igin gereklidir. Bu durumun
aksine progesteron, nukleer reseptorleri araciligiyla, ER-o ifadesini inhibe
etmektedir. Ostrojen ve progesteronun koordineli hareket etmesiyle, implantasyon

alaninda endometriyal vaskuler gegirgenlikte artis gézlenir (5, 23).
Implantasyondan  énce, endometriyum yiizey epitelinde anlamli
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degisiklikler gerceklesmektedir. Epitel hiicrelerinde apikal-bazal polaritede
azalma olur, 6zgiin gap-junction (oluklu baglanti) yapilar1 olusur, siki1 baglantilar
ve desmozomlar azalir, hiicreler yassi hale gelir, mikrovillus yapilar1 kaybolarak
yerini pinopodlara birakir. Progesteron artisiyla miisin tabakasi ortadan kalkar,

apikal yiizeyde E-kadherin ve integrinler eksprese olur (24, 25).

Ovaryan steroidlerin etkisindeki uterusun implantasyona duyarliligi; pre-
reseptif, reseptif ve non-reseptif donem seklinde programlanir. Pre-reseptif
donemde endometriyum ovaryan steroidlerin kontroliindedir ve epitelyal
degisimler izlenir. Stromada ise progesteron bagimli morfolojik degisimler
gozlenir, bu durum ‘6n desidualizasyon' olarak adlandirilir. Kiigiik bir 6strojen
piki ile endometriyum, embriyo ile baglanma (adhezyon) yetenegi kazanir ve
boylece reseptif doneme girer. Liminal epitel hiicrelerin mikrovilluslar1 kaybolup
pinopodlarin gelismesi ile endometriyumda blastosist adhezyonu sonucunda
stromal hiicreler polipoid sekilli stromal hiicrelere farklanarak desidualizasyonu
ortaya koyar. Reseptif donem gecicidir, embriyo implantasyonu ile
sonuglanmazsa uterus non-reseptif doneme girer, "implantasyon penceresi” de

boylelikle sonlanir (26).

Endometriyal reseptivite gelisiminde morfolojik belirte¢ pinopodlarin
olusumudur. Pinopodlarin ifadesi implantasyonun pencere doneminde kisa siireli
olarak en yiiksek seviyede goriilmektedir. Pinopodlarin yiizeyinde blastosistin
adezyonu icin gerekli reseptorler bulunmaktadir. Pinopodlar progesterona bagimli
olarak islev goriirler, mid-luteal evrede yiikselen progesteron seviyeleriyle ilk

ortaya cikislar1 arasinda iliski goriilmiistir. Bunun yaninda, endometriyal

13



reseptivite i¢in gerekli homeobox geni (HOXA-10) pinopodlarin gelismesinde

onemli rol oynar (27).

2.4. Implantasyon

Gebeligin 4. gliniinde blastosist uterin boslugu dolduran siv1 i¢inde serbest
haldedir. Bu donemde ovaryan kaynakli Ostrojen ve progesteronun koordineli
etkisi sonucunda, implantasyon bdlgesinde vaskiiler gecirgenlik artis1 dahil
implantasyon i¢in gerekli uterin reseptivite olusturulur. Gebeligin 5. giiniinde
zona pellusidasindan ayrilan blastosistin polar trofoblastlar1 endometriyal
hiicrelerle kars1 karsiya gelir. Blastosist zona pellusidasindan ayrilamazsa embriyo

implantasyonu gergeklesemez (6).

Endometriyumun, zona pellusidasinda ayrilmis embriyoyu kabul etmesi
stireci ‘implantasyon penceresi’ olarak adlandirilir. Yaklasik 4 giin siiren bu siire¢
endometriyum ve blastosist arasinda karsilikli iletisimi igerir. Basarili bir
implantasyon doneminden s6z edebilmek icin biiyliylip gelisen bir embriyo,
implantasyonu saglamak tizere gerekli degisiklikleri geciren ve reseptivite
kazanmis endometriyumun yani sira blastosist ve endometriyum arasindaki bilgi
alig-verisinin (cross-talk) basarili bir sekilde saglanmasi gerekir. Endometriyum
ve embriyonun aktif olarak katildig1 es zamanli, dinamik bir kars1 karsiya gelme
stireci sonucunda embriyonun endometriyuma basta stabil olmayan tutunmasini,
stabil bir tutunmanin saglanmasi ve ardindan gémiilmesi olaylar izler. Bu olay 3

evrede gerceklesir (6, 8).
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2.4.1. Apozisyon

Blastosistin endometriyum yiizeyine basta stabil olmayan tutunmasina
apozisyon adi verilmektedir. Fertilizasyondan sonra yaklastk 6. giinde
implantasyonun gergeklesecegi yer belirlenir ve embriyo bu boélgeye yaklasir. Bu
asamadaki implante blastosist yaklasik 250 hiicreli yapidadir ve hiicrelerin ¢ogunu
blastosist boslugunu gevreleyen dis g¢eper ve i¢ hiicre kitlesi olusturur (28).
Apozisyon doneminde, hem endometriyumdan hem de embriyodan es zamanli bir
¢ok mediator salinmaktadir. Bu medyatérler uterusu reseptif hale getirerek,

implantasyonun ger¢eklesmesine destek olurlar (6, 29).

Apozisyon fazi baglamadan, stromada 6dem goriiliir. Bu stromal 6dem;
uterin limen daralmasiyla, trofoektodermin mikrovilluslart ile luminal epitelde

pinopodlarin birbirine yaklagmasini saglar (30).

Implantasyon, trofoblastlarin apikal membranlarmin, endometriyum
liminal epitelinin apikal hiicre membranlarina kararli olmayan tutulmasiyla
baslamaktadir. Bu durum paradoksik bir fenomen olarak degerlendirilmistir,
clinkii epitelin apikal membranlar1 normalde non-adheziv olarak tanimlanmaktadir
(28). Buna ragmen implantasyon penceresi i¢inde kisa bir zaman diliminde adeziv
yapidadirlar. Bu agamadan itibaren, uterin epitel hiicreleri oldukca sekretuar hale
gelir. Baglanmadan 6nce dahi blastosisti etkileyebilecek g¢esitli medyatorler uterus
lumenine sekrete edilir (31). Uterus ve embriyodan medyatdrler es zamanli olarak
salimirlar (32). Hem trofoektoderm i¢in hem uterin epitel hiicreleri igin bir ¢ok
hiicre adezyon molekiilii ortaya konmustur. Ancak giincel durumda bu alandaki
bilgiler 6zellikle feto-maternal arayiizdeki immunolojik tanimay1 agiklamak i¢in
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yeterli degildir (33).
2.4.2. Adezyon

Adezyon (yapisma,tutunma) blastosistin embriyoblast kutbundaki (i¢
hiicre kitlesinin bulundugu taraf) trofoblastlardan gerceklestirilir. Trofoblastik
hiicreler adezyon molekiilleri aracilig1 ile endometriyum luminal epiteline tutunur.
Endometriyal epitel hiicrelerinin apikal kisimlar1 heparin bagl epidermal biiyiime
faktorii benzeri faktor (HB-EGF) ile kaplanmistir. HB-EGF’nin membrana bagl
ve ¢oziilebilir olmak iizere iki formu bulunur. Trofoblast hiicrelerinde epidermal
bliylime faktorii reseptorii (EGF-R) otofosforile olur ve  heparan siilfat
proteoglikan (perlekan) HB-EGF’ye sikica tutunur. Reseptif fazda morfolojik
belirte¢ olarak kabul edilen pinopodlar, embriyo igin baglanma bdlgeleri
olusturarak bu siirecte rol alir (6, 34) (Sekil 3). Bir karbonhidrat baglayici protein
olan L-selektinin de blastosistlerinin uterin epitele ilk tutunmasina aracilik eden
bir sistemin pargasi olarak One siiriilmiistiir. Hematopoietik hiicrelerde ifadesi
bilinen L-selektinin troflastlarda da ifadesine rastlanmaktadir. L-selektinin ligand1
olan oligosakkaritler, endometriyum liiminal epitelinin apikal yiiziindeki

pinopodlarda bulunmaktadir (35).

Implantasyon siirecinin bu evresinde uterin epitel hiicresi apikal plazma
membrani ve trofoblast hiicresi plazma membrani aralarinda 20 nm mesafe olacak
sekilde paralel olarak yerlesirler. ki membran yiizeyinde de ekspresyonu artan
adezyon molekiilleri ile ligandlar1 araciligiyla fetiis ve materal dokular arasinda
etkilesim meydana gelir. Bu etkilesim siirecinde adezyon molekiillerinden olan
integrinler 6n plana ¢ikmaktadir. Hem trofoblastik hiicre yiizeyinde hem de
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liiminal epitel hiicre yiizeylerinde eksprese edilen aVP3 integrin ve bunun ligand1
olan osteopontin, implantasyonun ilk hiicre-hiicre etkilesmesinde gorev
almaktadir (36). Bunlardan o3p2, ao5B5, a6p4 gibi integrinler de adezyon

asamasinda rol alan diger molekiillerdir (1).

Epiteldeki degisimlerin yaninda stroma tabakasinda desidualizasyon
goriliir. Desidual hiicreler ¢ogalarak primer desidual zonu (PDZ) olustururlar.
Fibronektin, entaktin, laminin , kollajen tip I, 11, IV ve V primer desidual zonun

bilesenleridir. Implantasyon alaninda bdlgesel damar gecirgenligi izlenir (6).

Blastosist gelisiminde temel rol oynayan E-kadherinin adezyon boyunca
trofoektodermden ekspresyonu yiiksek seviyelerde iken, liiminal epitel
yiizeyinden diger baglanti elemanlar1 eksprese olur. E-kadherinler de integrinler
gibi hiicre-hiicre etkilesimlerinde aktif rol oynayarak adezyon siirecine dahil

olurlar (37).
2.4.3. Invazyon

Blastosistin ~ adezyonunun  ardindan  invazyonun  gerceklesmesi
implantasyonun basarili olmast i¢in sarttir. Embriyoda polar trofoblastlar, uterin
luminal epitelin bazal membranini asarak altindaki stromaya geger ve uterin
vaskuler yapilara ulasir (38). Invazyon, apoptoza ugrayan endometriyal hiicreleri
birbirlerine baglayan desmozomlarin sayisindaki azalma ile kolaylastirtlir. Primer
desidual zon, metalloproteinazlarin da etkisiyle implante olan embiyoyu da igeren
sekonder desidual zona doniisiir. Blastosist, fertilizasyondan sonraki 10. giinde

endometriyuma gomiiliir (6).
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Implantasyon bdlgesindeki endometriyum  stromas: ddemlidir  ve
vaskularitesi artmistir. Biiylik ve kivrimlart artmis bez yapilarindan, bol glikojen
ve mukus salgisi olur. Blastosist daha derinlere gomiiliirken, penetrasyon
sirasinda endometriyum ylizey epitelinde olusan defektif alan fibrin tikact

yardimiyla kapatilir (5).

Blastosist gelisiminin yaklagik 11 ve 12. Giinlerine geldiginde uterusa
tamamen gomiilmiistiir ve endometriyum ylizey epitelindeki defekt tamamen

ortiilmiistiir. Artik sadece uterus liimenine tagsan bir kabarti seklinde farkedilir

haldedir (5).

ADEZYON INVAZYON
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Sekil 3. Blastosist implantasyonunda molekiiler mekanizmalara ait sematik cizimler (6).
(Tiirkgelestirilmistir)
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2.5. Folik Asit

Folik asit; suda c¢oziinen, insan viicudu icin esansiyel olan B grubu
vitaminlerden folatin (B9 vitamini) sentetik tiirevidir. Latincede yaprak anlamina
gelen ‘folium’ kelimesinden gelmektedir, bu da yesil yaprakli sebzelerde bol
bulunmasindan ileri gelmektedir (39-41). Folat, hem bitkisel hem hayvansal
kaynakli gidalarda bulunmaktadir. Aminoasit ve nukleik asit metabolizmalarinda

gorev alan 6nemli bir koenzimdir (42).

Folat besinlerle alindiginda; 5-metiltetrahidrofolat, 10-
formiltetrahidrofolat ve bunlarm poliglutamat formlarini igerir. Intestinal sistemde
poliglutamatlarin emilimi icin folat konjugaz enzimi ile monoglutamatlara
hidrolize edilmektedir ve bu reaksiyon folat emiliminde hiz kisitlayic1 basamaktir
(43, 44). Folat enterositlerin limene bakan membranlari boyunca membran pH
gradiyentinin tersine yiiriitilen iyon degisimi mekanizmasiyla (aktif transport)
taginir. Emilim daha ¢ok proksimalde olmak tizere tiim jejenumda olur (45, 46).
Emilimden sonra, monoglutamat tirevleri portal sisteme gecer. Bunlar ya
karacigerde tekrar poliglutamat tiirevlerine doniistiiriilip bu sekilde depolanir ya
da dolasima salinir (43). Plazmada folat tasinmasi esas olarak albiimine
baglanarak gerceklesir, hiicresel transportu ise ¢ok sayida folat transport sistemi

ile gergeklestirilir (47, 48).

Folat; dogal olarak koyu yesil yaprakli sebzeler, kuru baklagiller, yumurta,
karaciger gibi besinlerde bulunur. Folik asit, dogal gidalarda daha nadir bulunur

ancak daha aktif ve daha fazla absorbe olan formdur (49-51).
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Folat, tek karbon metabolizmasinda transfer reaksiyonlarinda koenzim
gorevi goriir. Ozellikle timidin, piirin sentezi ve aminoasit metabolizmasinda kilit
rol oynayarak, DNA sentezi ve RNA sentezinde 6nemli role sahiptir (49, 50).
Folatin o6zellikle, maternal ve fetal fizyolojide DNA sentezinde metilasyon

reaksiyonlarinda ve hiicre béliinmesinde etkinligi bilinmektedir (52).

2.5.1. Gebelik ve folik asit

Gebelik, insanlarin hayatlar1 boyunca beslenmenin ve besinlerin en énemli
olarak goriildiigii déonemlerden biridir (53). Bu donem, annenin aldigi besin
diizeyi ve kalitesi annenin kendi sagliginin yaninda embriyo ve fetiisiin sagligi
acisindan da olduk¢a 6nemlidir (54). Gebelikte artan bu fetal besin 6gesi ihtiyaci
karsilanmalidir (55). Gebelikte, uteroplesantal ve fetal biiylime, gelismenin
artmas1 sonucunda folat ihtiyac1 da artmaktadir (50, 56). Bu artigin sebebi olarak,
gebelerde artan doku sentezi ve diger fizyolojik degisimler bildirilmektedir (57).
Artan bu folat ihtiyacinin tek basina diyetle kargilanmasi miimkiin olmadig1 i¢in
gebelere folik asit takviyesi tiim diinyada onerilmektedir (52, 58). Gebelik
sliresince, hatta miimkiinse daha dncesinde noral tiip defektleri (NTD), anemi gibi
saglik problemlerini énlemek amaciyla Diinya Saglhk Orgiitii (DSO), dogurganlik
cagindaki her kadina 400 mcg/giin ya da haftada bir 2800 mcg folik asit takviyesi
ve folattan zengin beslenme Onermektedir (3, 59). Daha Onceki gebeliginde
NTD’li bebek oOykiisii olan kadinlarda daha sonraki gebeliklerinde bu riski
azaltmak amaciyla ilag¢ ya da tedavi dozu olarak bildirilen 4-5 mg/giin folik asit

takviyesi Onerilmektedir (60). Gebelik planlamasinda, planlanan gebelik Oncesi
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folik asit takviyesine baslanmasi (400mcg/giin) ve mutlaka gebeligin birinci

trimesteri boyunca kullanmaya devam edilmesi gerekmektedir (40).

Prekonsepsiyonel folik asit takviyesinin  NTD insidansin1 yeni ve
tekrarlayan vakalarda azalttig1 yillar oncesinde gosterebilmis olsa da, gebelikteki
diger etkileriyle ilgili veriler daha yenidir (61). Bebegin dogum sirasindaki
agirhigit ve dogum zamani, gelisim siireciyle ve ilerideki saglik durumu ile
iliskilendirilmistir (62). Serum folat diizeylerinin gebelikte diisiik olmasi, diisiik
dogum agirligi ve erken dogum olaylar ile iliskili bulunmustur, folatin fazla
alimmin ise bazi yayinlarda, gebelik haftasina gore iri dogum insidasini
arttirabilecegi one siiriilmustiir (63, 64). Ancak bu durumlar genelde gebeligin ilk
trimesterinden sonra kullanilmaya devam edilen folik asit takviyesi ile

iliskilendirilmistir (58, 62).

Peri-konsepsiyonel kullanilan bir takviye olmasma ragmen, gebeligin
olusumundaki etkileriyle ilgili cok fazla veri bulunmamaktadir. Folik asit eksikligi

embriyogenezin ilk giinlerinde implantasyon lizerine etki gosterebilir (65).

2.6. Kullanilan Antikorlar

2.6.1. Ostrojen Reseptor Alfa

Ostrojen, hedefindeki dokuya ulastiginda etki gostermek igin hiicredeki
kendine 6zgii reseptorlerine baglanmalidir. Bu s6z konusu etkinin olusmasi igin

membranda ya da c¢ekirdekte lokalize olmus reseptorlerine baglanir (66).
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Ostrojenin hedef organlardaki baskin etkisinin ¢ekirdekteki dstrojen reseptorleri

(ER) araciligiyla oldugu kabul edilmektedir (67).

Ostrojenin biyolojik etkilerine homolog olmayan kromozomlar iizerinde
bulunan ESR1 ve ESR2 tarafindan kodlanan iki farkli ER proteini aracilik eder.
Bunlar sirasiyla, ER-a ve ER-B olarak tanimlanir. ER-a’nin baskin olarak ifade
edildigi dokular; en yliksek seviyelere sahip uterus ve hipofiz gibi dokular ve
bunun yaninda karaciger, hipotalamus, kemik, meme bezleri, serviks ve vajina yer
alir. ER-B ise daha az dokuda ifade edilir, bunlar; ovaryum, akciger,
kardiyovaskiiler sistem ve prostat gibi dokulardir. ER-B 06zellikle ovaryumda

yiiksek sevilerdedir ve sadece graniiloza hiicrelerinde bulunmaktadir (68, 69).

2.6.1.1. ER-a ve Implantasyon

Normal endometriyumda, 6strojen etkisinin birincil aracisi olan ER-o 'nin
ifadesi, ER-B ‘ninkinden anlamli olarak yiiksektir (70). ER-o 'nin endometriyal

diizeyleri menstriiel siklusa gére module edilir (71).

Cok sayida sinyal molekiilii uterin reseptivitenin olusumunda kilit rol
oynamaktadir. ESR-1 (ER- a)) de bu siiregte 6nemli molekiiler belirte¢lerdendir
(72). ESR-1 geninin anormal ekspresyonu, uterin reseptivitede bozulmaya ve
spontan diisiiklere neden olabilmektedir (73). ESR-1 geni baskilanmis farelerde,
overlerin hiperstimulasyonu ve hipoplastik uterus nedeniyle infertiliteye neden

olabildigi gosterilmistir (74).
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Polikistik over sendromu olan hastalarda ESR-1’in endometriyumda
ifadesi azalmis ve buna zayif endometriyal reseptivite, diisiik gebelik oranlar1 ve

yiiksek seviyelerde spontan diistikler eslik etmektedir (75).

2.6.2. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktori-A (VEGF-A)

VEGF, endotel hiicrelerine 6zgii giiclii mitojenik aktiviteye sahip ayrica
endotel hiicrelerini uyararak angiogenezi tesvik eden ¢oklu fonksiyona sahip
biiyiime faktorii ailesidir. VEGF hem vaskulogenez hem de yetiskinlerde
anjiyogenezin olusumu igin gereklidir. Damarlanmada kritik rol oynarken bunun
yaninda embriyogenezis, yara iyilesmesi, miyokardiyal iskemi, timor biiyiimesi
ve metastazt gibi bir ¢ok olayda da rol alir. Vaskuler permeabiliteyi de

uyarabildigi igin ‘vaskiiler permeabilite faktorii' de denmektedir (76).

VEGF ailesinin; VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D ve plasental
biiyiime faktori olmak tizere bes tliyesi bulunmaktadir (77). VEGF-A, her ikisi de
endometriyum glandiiler epitelin apikalinde yerlesmis, iki tirozin Kinaz reseptori

(VEGFR1 ve VEGFR?2) araciligiyla baglanarak sinyal verir (78).
2.6.2.1. VEGF-A ve Implantasyon

VEGF-A, hem endometriyal hem epitelyal hiicrelerde ifade edilir (78).
Endometriyal VEGF-A, adezyon molekiili aVB3 integrin aracigiyla endotel

hiicrelerinin mitojenik aktivitesini arttirmaktadir (79, 80).

VEGF, farelerde gebeligin 1. ve 2. giinlerinde limen epitelinde ifade

edilirken, 3. giinde stromal hiicrelerde zayif bir ifadesi gozlenmektedir. 5. giinde
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blastosisti ¢evreleyen liminal epitel hiicrelerinde ve stromal hiicrelerde ifadesi
gozlenmektedir. 6. ve 8. giinler arasinda desidual yataktaki hiicrelerde birikim

gozlenmektedir (81).

VEGF ile indiiklenen anjiyogenez, embriyonun implantasyonu igin
gereklidir. Reseptorleri de ovulasyon sonrasi ve peri-implantif donemde belirgin
sekilde artis gostermektedir (82, 83). VEGF ifadesi implantasyonun erken
doneminde artmaktadir ve plasental biiyiime faktoriiyle beraber gebelik olusum
siirecinde 6nemli role sahiptir. Embriyogenez sirasinda anormal ifade edilen

VEGEF reseptorleri sonucu embriyo kaybiyla karsilasiimaktadir (84).

Ostrojen VEGF 'nin salgilanmasm ve icinde VEGF bulunan hiicrelerin

sayisini arttirmaktadir (85).

2.6.3. Integrin aVP3

Integrinler, temel olarak biitiin hiicrelerin yiizeyinde lokalize olmus
heterodimerik yapida glikoproteinlerdir (86). Adezyon molekiillerinin bu simifi
hem endometriyumda, hem de embriyoda tanimlanmistir (87-90). Integrin
aVP3’in implantasyon penceresi doneminde artmast bu asamada 6nemli rol
oynayabilecegine yonelik galigmalari arttirmistir (91). Yoklugu ise 6zellikle bazi
infertilite  tipleri; luteal faz defekti, endometriyozis, hidrosalfinks ve

aciklanamayan infertilite ile iligkili bulunmustur (91-93).
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2.6.3.1. integrin aVB3 ve Implantasyon

Integrin oVP3, insanda embriyo implantasyonuna denk gelen post-
ovulatuvar 5-6. giinlerde ortaya c¢ikmaktadir. Bu integrin, endometriyal
reseptivitenin potansiyel bir belirteci olarak incelendiginde ve bazi infertil

kadinlarda endometriyum epitelinde anormal ifadesi gozlenmistir (94).

Ostrojen endometriyal epitelde aVB3 ekspresyonunu inhibe ediyor gibi
goriinmektedir (17). Polikistik Over Sendromu (PCOS) ve endometriyozisi olan
kadinlarda yapilan g¢alisma implantasyon sirasinda ER-o seviyeleri yiiksek
saptanmistir ve her iki grupta da ER-o’nin yiliksek ifadesi, endometriyal
reseptivitenin belirte¢lerinden biri olan aVB3 integrinin ifadesindeki azalma ile

iliskilendirilmektedir (16, 95).
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma, Gazi Universitesi Deney Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu’nun
G.U.ET-20.062 sayili onayiyla, Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlari
Yetistirme Ve Deneysel Arastirma Merkezi’nde gergeklestirildi. Calismada, 8-10
haftalik, Wistar Albino cinsi 32 disi si¢an kullanildi. Siganlar, rastgele 4 gruba
ayrildi, 12 saat karanlik/ 12 saat aydinlik dongiisiinde 22-24 °C sicaklikta igme

suyuna serbest erisecek sekilde barindirildi.

3.1. Deneysel Yontemler

3.1.1.Deney Gruplar1

Kontrol Grubu: Bu gruptaki si¢anlar 5 hafta boyunca 2 mg/kg Folik asit (FA)

iceren standart rodent yemi ile beslendi.

Diisiik Doz Folik Asit Takviye Grubu: Bu gruptaki siganlar 2 mg/kg FA igeren

standart rodent yemi ile beslendi. Buna ek olarak rat gereksiniminin 2,5 kati olan,
5 mg/kg/giin folik asit (FA) (Sigma F7876) takviyesi 5 hafta boyunca gavaj

yoluyla verildi (65).

Yiiksek Doz Folik Asit Takviye Grubu: Bu gruptaki siganlar 2 mg/kg Folik asit

iceren standart rodent yemi ile beslendi. Gebe ratlarda normal gereksinimin 20
kat1 olan 40 mg/kg/giin FA takviyesi (Sigma F7876) 5 hafta boyunca gavaj

yoluyla verildi (65).
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Folik Asit Eksiklik Grubu: Bu gruptaki hayvanlar folik asit icermeyen 6zel rodent

yemi (Safe Diets-U8958, Fransa) ile 5 hafta beslendi. Bagirsak florasinda folik
asit {retimini Onlemek amaciyla 1 mg/kg/giin Suksinilsulfatiazol (MP

Biomedicals, cat. n0:102976) gavaj yolu ile verildi (73, 96).

3.1.2.Folik Asit Eksikligi Modelinin Olusturulmasi

Folik asit eksikligi modeli olusturmak i¢in bu gruptaki sicanlar katima
alinmadan once 5 hafta boyunca folik asit igermeyen standart rat yemi (Safe
Deits-U8958, Fransa) ile beslendi. Bagirsak florasindaki mikroorganizmalarin
folik asit sentezin Onlemek amaciyla giinlik 1 mgkg olacak sekilde
Suksinilsulfatiazol (MP Biomedicals, cat no:102976) gavajla verildi. Folat
eksikligi modelinin kontrolii igin ratlarin serum folik asit seviyeleri deney

sonunda elektrokemiluminesans immiinassay (ECLIA) ile 6l¢iildii.

3.1.3.Folik Asit Takviyelerinin Verilmesi

Folik asit takviyesi verilen gruplarda katima alinmadan once diisiik doz
grubundaki her bir rat 5 mg/kg/giin, yiikksek doz grubundaki her bir rat 40
mg/kg/giin FA alacak sekilde giinliik olarak gavaj yoluyla verildi. Takviyelerin
etkisini saptamak i¢in ratlarin serum folik asit seviyeleri ECLIA yontemi ile

olgtldii.
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3.1.4.Deneklerin Ostrus Sikluslariin Belirlenmesi

Deneklerden 4. haftanin bitiminden itibaren sikluslarinin belirlenmesi
amaciyla vajinal smear Ornekleri toplandi. Smearler her giin sabah ayni saatte
serum fizyolojik ile 1slatilip fazlasi alinan ekiivyon ¢gubugu yardimiyla alindi. Lam
izerine yayilan hiicrelerin kurumasi beklenmeden {izerlerine alkol bazli fiksatif
sprey (Atom Scientific, RRSP50/B) piskiirtiilerek hizla fikse olmasi saglandi.
Tiim oOrneklerin toplanmasini takiben Pappanicolaou boyamasi icin Ornekler
%96’lik alkole alindi. Ardindan 2 dakika distile suda tutulan yaymalara Harris
Hematoksilen ile 1 dakika c¢ekirdek boyamasi yapildi, akarsu altinda boyanin
fazlasi almarak 15 saniye % 96’lik alkole daldirildi. Orange G6 boyast ile 2
dakika boyunca boyand: ve tekrar %96°lik alkole alinarak bu defa 2 tekrar 15’er
saniye bekletildi. EA 50 soliisyonunda 5 dakika sitoplazma boyamas1 saglandiktan
sonra %96 alkole 15 saniye alind1. Iki tekrar 30 saniye %100 alkole alindiktan
sonra entellanla kapama igin 2’ser dakika 2 tekrar ksilende boyama sonlandirildi

(Tablo 1).

Boyanan preparatlar mikroskop altinda incelendi. Hiicreler; cekirdekli
stiperfisyal hiicreler, ¢ekirdeksiz kornifiye hiicreler ve nétrofiller olarak
siniflandirildi. Bulunan hiicreye ve yogunluguna gore siklus; prodstrus, ostrus,
metostrus ve didstrus olarak evrelendirildi,. Kii¢lik yuvarlak cekirdekli hiicrelerin
yogun olarak bulundugu, bu hiicrelerin iiztim salkimi benzeri kiimeler olusturdugu
evre proostrus olarak degerlendirildi. Yogun olarak kornifiye, ¢ekideksiz
keratinize epitel hiicrelerinin varligi ile karakterize olan evre ise Ostrus olarak

degerlendirildi. Bu iki evrede siklikla nétrofil bulunmamasi ya da nadiren
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goriilmesi dikkate alindi. Cekirdeksiz keratinize epitel hiicreleri ile notrofillerin
esit ya da epitel hiicrelerinin sayica baskin bulundugu evre metdstrus olarak
smiflandirildi. Didstrus evresinde ise nétrofillerin baskinligi esas alindi  (97).

(Resim 1)

Tablo 1. Pappanicolaou boyama protokolii

PAPPANICOLAOU BOYAMASI

Madde Siire
%396 etanol 2 dakika
Distile su 2 dakika
Harris hematoksilen 1 dakika
Akar su 5 dakika
%96 etanol 15 saniye
Orange G6 soliisyonu 2 dakika

%96 etanol

15 saniye x 2 tekrar

EA 50 soliisyonu

5 dakika

%96 etanol

15 saniye

%2100 etanol

30 saniye x 2 tekrar

Ksilen

2 dakika x 2 tekrar

Entellan

3.1.5. Deneklerin Katima Alinmas1 Ve Ciftlesme Kontrolii

Ostrusta oldugu tespit edilen disilerin yanina erkek sicanlar konularak 24
saat katima alindi. Ertesi giin tekrar smear Ornekleri alinarak Pappanicolaou
boyamas1 ayni protokolle gerceklestirildi ve bu defa smearlerde sperm bakildi.
Makroskobik olarak vajinal plak goriilen denekler ve smearde spermtozoa goriilen

denekler gebeligin 1. giinlinde kabul edildi. (Resim 2. A ve B)
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Resim 1. Deneklere ait siklus evrelerinin mikroskobik gériintiileri. A. Cekirdekli
stiperfisyal hiicrelerin bulundugu proostrus evresi. B. Cekirdegini kaybetmis keratinize
hiicrelerle karakterize ostrus evresi. C. Notrofiller ve keratinize hiicrelerin birlikte
bulundugu metdstrus evresi. D. Yogun nétrofil l6kositlerin goriildiigii diostrus evresi.

3.1.5.Implantasyon Alanlarinin Toplanmasi

Sicanlarda gebeligin implantasyon giinii oldugu bilinen 5. giiniinde,
sakrifikasyondan once folik asit 6lglimii i¢in kan alindi, ardindan implantasyon
alanlarinin belirlenmesi amaciyla Evan’s Blue boya enjeksiyonu yapildi. Vital
boyama i¢in Evan’s Blue % 0,9’luk serum fizyolojik icinde ¢oziilerek % 1°lik
boya ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltiden 0,25 ml sakrifikasyondan 6nce kuyruk
veninden enjekte edildi. Boya enjeksiyonundan sonra mukozalarda renk
degisikligi gézlendi (Resim 2. C). Enjeksiyondan 30 dk sonra denekler sakrifiye
edilerek uterus dokular1 alindi. Implantasyon alanlar1 mavi bantlar seklinde
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Evan’s Blue ile boyanmis halde gdzlendi (Resim 2. D). Implantasyon alanlari
disseke edilerek PCR analizi i¢in sivi nitrojene, histokimyasal analizler i¢in
%10’1luk notral formaline alindi. Kontrol grubunda 5 denek, diisiik doz ve eksiklik

gruplarinda 6, yiiksek doz grubunda ise 7 denek gebe kaldi.

Resim 2. Gebelik kontrolii ve implantasyon alan tespitine yonelik makroskobik ve
mikroskobik yontemlere ait goriintiiler. A. Katimi takip eden giinde izlenen vajinal plak B.
Vajinal smearde izlenen rat spermleri. C. Evan’s blue boya enjeksiyonu sonrasi
mukozalarda izlenen renk degigimi. D. Uterus dokusunda mavi bantlar seklinde izlenen
implantasyon alanlar1.
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3.2. Histokimyasal Yontemler

3.2.1.Histokimyasal Analiz i¢in Dokularin Hazirlanmasi

24 saat %]10’luk noétral formalinde tespit edilen dokular yikama
asamasindan sonra rutin doku takip protokoliine tabi tutuldu. Artan alkol
serilerinden gegirildikten sonra sirasiyla ksilol, yari yariya ksilol-parafin
karigimiyla hazirlanan soliisyondan gegirilerek parafin i¢inde infiltrasyon saglandi
(Tablo 2). Takibin ardindan dokular parafin igine gomiilerek parafin bloklar elde

edildi.

Tablo 2. Doku takip protokolii

DOKU TAKiP PROTOKOLU

Asama Madde Stire
Fiksasyon %10 notral formalin 24 saat
Fiksatiften arindirma | Akarsu 16 saat
Dehidratasyon %70 Etanol 1 saat
%70 Etanol 1 saat
%80 Etanol 1 saat
%80 Etanol 1 gece
%396 Etanol 1 saat
%100 etanol 1 saat
Seffaflastirma Ksilol 40-45 dakika
K‘s‘ilol/Paraﬁn karigimi (%50 / %50) 15 dakika
etuv
Sivi Parafin (etiivde) 3 saat
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3.2.2. Hematoksilen Eozin Boyama

Parafin bloklardan 4 mikron kalinliginda alinan kesitler deparafinizasyon
igin 57°C etiivde bir gece bekletildi. Ardindan 3 tekrar ksilene alindiktan sonra
azalan alkol serilerinden gegirilerek suya alindi. 10 dakika Harris Hematoksilen’e
almman kesitlerin niikleer boyanmasi saglandi, daha sonra akar suda 10 dakika
yikanarak boyanin fazlasi uzaklastirildi. Ardindan asit soliisyonunda 3-4 dip
yapilip tekrar 10 dakika yikamaya alindi. Eozinde 13 dakika sitoplazma
boyanmasinin ardindan tekrar akar suya alinip boyanin fazlasi gidene kadar
yikandi. Kapama i¢in artan alkollerden gegcirilen preparatlar ksilole alinarak 20 ser

dakika iki degisim ksilolden sonra entellan ile kapatildi (Tablo 3).

Tablo 3. Hematoksilen & Eozin boyama protokolii

HEMATOKSILEN EOZIN BOYAMA PROTOKOLU

Asama Madde Siire
Deparafinizasyon 57°C Etiivde 1 gece
1. Ksilol (etiivde) 20 dakika
2. Ksilol 20 dakika
3.Ksilol 20 dakika
Dehidratasyon %100 etanol 10 dakika
%96 etanol 10 dakika
%80 etanol 10 dakika
%70 etanol 10 dakika
%50 etanol 10 dakika
Yikama Akar su 10 dakika
Boyama Harris Hematoksilen 10 dakika
Yikama Akar su 10 dakika
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%3’liik glasiyel asetik asit 4-5 dip
Akar su 10 dakika
Boyama Eozin 13 dakika
Yikama Akar su 5 dakika
Dehidratasyon %50 etanol 1 dakika
%70 etanol 1 dakika
%80 etanol 1 dakika
%96 etanol 1 dakika
%100 etanol 1 dakika
Seffaflastirma Ksilol 20 dakika
Ksilol 20 dakika
Kapama Entellan

3.2.3. Masson’un Uglii Boyamasi

Deparafinizasyon amactyla 57°C etiivde bir gece bekletilen kesitler, ilk
ksilene de etiivde alindiktan sonra etiivden c¢ikarilarak oda sicakliginda 2 tekrar
ksilene alindi. Azalan alkol serilerinden gecirildikten sonra distile suya alindu.
Kesitlere Bio-optica masson’s trichrome stain — aniline blue (Biooptica, 04-
010802) kiti uygulandi. Haematoxylin Weigert’s A soliisyonu ve Haematoxylin
Weigert’s B soliisyonu esit miktarda karistirilip Weigert Hematoksilen hazirlandu.
Weigert’s Demirli Hematoksilen boyasi ile 10 dakika ¢ekirdek boyamasi yapildi.
Kesitler silkelenerek pikrik asit alkol C soliisyonunda 4 dakika bekletildikten
sonra distile su ile 3-4 saniye hizlica yikanarak ponceau asit fuksin D soliisyonuna
gecildi burada da 4 dakika boyama yapildi. Distile su ile tekrar yikanarak
fosfomolibdik asit E soliisyonu ile 10 dakika mordantlastirildi. Yikama

yapilmadan kesitler silkelenerek asit soliisyonu uzaklastirildi ve aniline blue F
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soliisyonu ile 5 dakika boyandi. Distile su ile yikanarak artan alkol serilerinden

hizlica gegirildi, %100 alkolde 1 dakika tutuldu ve ksilene alinarak entellan ile

kapatildi (Tablo 4). Sonugta niikleuslarda siyah; sitoplazma ve kasta kirmizi;

kollajenlerde mavi boyanma izlendi.

Tablo 4. Masson 'un ti¢lii boyamasina ait protokol

MASSON’UN UCLU BOYAMASI PROTOKOLU

Asama Madde Siire
Deparafinizasyon 57°C Etiivde 1 gece
1.Ksilol (etiivde) 20 dakika
2. Ksilol 20 dakika
3. Ksilol 20 dakika
Dehidratasyon %100 etanol 5 dakika
%396 etanol 5 dakika
%380 etanol 5 dakika
%70 etanol 5 dakika
%50 etanol 5 dakika
Yikama Distile su 5 dakika
Boyama Weigert Hematoksilen (A + B) 10 dakika
Pikrik asit alkol soliisyonu (C) 4 dakika
Yikama Distile su 3-4 saniye
Ponceau asit fuksin soliisyonu (D) 4 dakika
Yikama Distile su 10 saniye
Fosfomolibdik asit soliisyonu (E) 10 dakika
Aniline Blue Solusyonu 5 dakika
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Yikama Distile su 5 dakika
Artan alkol serisi %50 etanol ,%70

BN etanol ,%80 etanol , %96 etanol o
%100 etanol 1 dakika

Seffaflastirma Ksilol 20 dakika
Ksilol 20 dakika

Kapama Entellan

3.3. immunohistokimyasal Analizler

Immunohistokimyasal analiz i¢cin uterus kesitleri 4 um kalinliginda poly-I-
lizin kapli lamlara alindi. Kesitler 37°C etiivde bir gece bekletildikten sonra ertesi
giin 57°C de 2 saat daha deparafinize edildi. Ilki etiivde olacak sekilde 3 tekrar
20’ser dakika ksilole alinarak deparafinizasyon hizlandirildi. Ksilollerden sonra
10’ar dakika azalan alkol serilerinden (%100, %96, %80, %70, %50) gecirilerek
distile suya alindi. Distile suda alkolden arindirildiktan sonra, formaldehitin
kapattig1 epitoplarin agilmasini saglamak igin sitrat tamponunda (Thermo
Scientific, AP-9003-500, Lot: MK200219) (pH:6,0) 1s1 ile indiiklenmis antijen
retrival islemi gergeklestirildi. Retrival islemi tamamlandiktan sonra kesitler oda
sicakliginda 20 dakika sogumaya birakildi. Sitrat1 uzaklastirmak i¢in 5’er dakika 2
tekrar distile suya alinan kesitlerin Pap-pen (Patolab, Pen0l) ile etrafi ¢izilerek
yikama islemine PBS (Phosphate Buffer Saline) (Thermo Scientific, AP-9009-10,
Lot: BB1120127) (pH:7,4) ile devam edildi. Yikamanin ardindan Kkesitler endojen
peroksit aktivitesini ortadan kaldirmak i¢in %3’likk hidrojen peroksit (Thermo

Scientific, TA-125-H202Q) ile 15 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
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dokular PBS (pH:7,4) ile yikandi. Ozgiin olmayan baglanmalarin 6niine ge¢cmek
amaciyla UltraV blok soliisyonunda (Thermo Scientific, TA-125-UB) 5 dakika
bekletildi. Blok isleminden sonra yikama yapilmadan primer antikor asamasina
gecildi. ER-a (abcam, ab3575) 4ug/ml diliisyonunda, VEGF-A (Bioss, bs-1665R)
1:200 ve aVPB3 (Bioss, bs-1310R) 1:100 diliisyonunda hazirlanarak dokularla 1
gece +4°C’de inkiibe edildi. Ertesi giin lamlar PBS ile yikanarak, 10 dakika
biotinli sekonder antikor (Thermo Scientific, TP-125-BN) ile etkin birakildi.
Tekrar PBS ile yikanarak streptavidin peroksidaz enzimi (Thermo Scientific, TS-
125-HR) uygulandi. Enzimle 10 dakika inkiibasyonun ardindan PBS ile yikandu.
Bu asamadan sonra islemler karanlikta gerceklestirildi. Yikamanin ardindan
hazirlanan AEC kromojeni (Thermo Scientific, TA-125-HA) ile dokular etkin
birakildi ve reaksiyon vermesi saglandi. Zemin boyamasi hematoksilen ile
yapildiktan sonra akar suda yikanan preparatlar su bazla kapama mediumu

(Thermo Scientific, TA-125-AM) ile kapatildi (Tablo 5).

Tablo 5. Immunohistokimyasal boyama protokolii

IMMUNOHISTOKIMYASAL BOYAMA

Deparafinizasyon 37°C + 57°C Etiivde 1 gece + 2 saat
1.Ksilol (etiivde) 20 dakika
2. Ksilol 20 dakika
3. Ksilol 20 dakika
Dehidratasyon %100 etanol 10 dakika
%96 etanol 10 dakika
%80 etanol 10 dakika
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%70 etanol

10 dakika

%50 etanol 10 dakika
Rehidratasyon Distile su 2x 5 dakika
Antijen retrieval Sitrat (Mikrodalgada) 3x 5 dakika
Yikama Distile su 2x 5 dakika
PBS 3x 5 dakika
Dokular1 sinirlama Pap pen
Elr:)?ji?;'a enzim Hidrojen peroksit blok 15 dakika
Yikama PBS 3x 5 dakika
UltraV blok 5 dakika
Primer Antikor VEGF-A, ER-0, aVB3 integrin 1 gece , +4°C
Yikama PBS 3x 5 dakika
Sekonder baglanma Sekonder biotinli anti-polivalent 10 dakika
Yikama PBS 3x 5 dakika
Streptavidin peroksidaz 10 dakika
Kromojen AEC 3, 5 ve 6 dakika
Yikama PBS 1-2 dakika
Zemin boyama Harris Hematoksilen 5 saniye
Yikama Distile su 5 dakika
Kapama Aqua mount

3.3.1. Semikantitatif Immunohistokimyasal Analiz

Implantasyon alanindan alinan kesitlerden VEGF-A, ER-0, aVB3 integrin

proteinlerinin dagilimlarmi belirlemek amaciyla antikor boyamasi yapildi.

Histokimyasal boyamalar sonrasinda kesitler DM 4000 Leica Germany Goriintiilii
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Analiz Sistemleri ve ImageJ Software kullanilarak implantasyon alanlarina ait

immun boyamalarda ER-a, VEGF-A ve aVp3 integrin yiizdeleri degerlendirildi.

3.4. Gen Ifade Diizeyi Belirlenmesine Yonelik Yontemler

3.4.1. Rat Uterus Dokusundan Total RNA’nin Elde Edilmesi

Deney sonunda uterus dokularindan implantasyon alanlar1 steril bir sekilde
cikartilarak steril petri kabin alindi. Steril serum fizyolojik ile yikanarak, steril
bistiiri ile RNA izolasyonuna uygun (50mg - 100mg) biiytiklikklerde kiigiik
parcalara ayrildi. DNaz (Deoksiribonukleaz) ve RNaz (Ribonukleaz) icermeyen
1,5 ml’'lik ependorf tiiplere alinan doku oOrnekleri sivi azot igerisinde hizli bir
sekilde donduruldu. Implantasyon alanlarina ait doku &rnekleri, analiz giiniine
kadar -80 °C’de saklandi. Uterus doku 6rneklerinden RNA TriFast kullanilarak

RNA eldesi gergeklestirildi.

Ependorf tiip iginde bulunan 50-100 mg arasindaki uterus dokusu teflon
uclu homojenizator yardimiyla homojenize edildi. Homojenizasyon islemine 1000
ul TriFast ile devam edildi. Homojenizasyon islemi sirasinda kullanilan TriFast
hacminin, 6rnek hacminin %10’nu gegmeyecek sekilde olmasina dikkat edildi.
Oda 1sisinda 5 dakika bekletilen 6rnekler daha sonra 200 pl kloroform eklenerek
15 saniye boyunca vortekslenerek tamamen karigsmasi saglandi. Oda 1sisinda 10
dakika daha tutuldu. Sonrasinda 6rnekler 5 dakika, 11.000 rpm’de, +4 °C’de
santrifiij edildi. Santrifiij sonucunda karisim, ii¢ faza ayrildi; altta kirmizi faz

(fenol kloroform fazi), ara faz ve iistte renksiz sivi faz. Renksiz goriinen iist faz
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1.5 mI’lik yeni bir steril ependorf tiipline aktarilarak 500 pl izopropanol eklendi ve
vortekslendikten sonra 6rnekler 10 dakika +4 °C’de bekletildi. On dakika 11.500
rpm’de +4 °C’de santriflij edildikten sonra, pelete dokunulmadan iistte kalan
slipernatan atildi. 1000 pl %75°1ik alkol eklenerek, 10 dakika 12.000 rpm’de yine
+4 °C’de santrifiij edildi ve iistte kalan silipernatant atildi. Pelet kurumaya
birakildiktan sonra iizerine 30-50 ul RNaz igermeyen steril distile su eklendi. Elde
edilen RNA’larin miktarlar1 ve safligi “NanoDrop ND-1000 Spektrofotometre”
cihazinda olgiilerek RT-PCR’da kullanilana kadar -80 °C derin dondurucuda

saklandi.

3.4.2. Tamamlayict DNA (cDNA) sentezi (RT-PCR)

Primer olarak Random Hekzamerler kullanilarak cDNA sentez kiti ile total
RNA’dan cDNA sentezi gergeklestirildi. cDNA sentezi sirasinda kullanilan
kimyasallar ve miktarlar1 Tablo 6’da verilmistir. cDNA sentezi i¢in Reverse
Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) karigimi ince ¢eperli 0.2

ml’lik tiiplere dagitildiktan sonra saflagtirilan total RNA {izerlerine eklendi.

Tablo 6. cDNA RT-PCR tepkime karisimi

Son konsantrasyon Hacim

Steril H,O-PCR grade - RNA miktarina gore degisken
Reaksiyon Tamponu 1x (MM MgCL) 4l

dNTP 1mM 2 ul

Random hegzamer primeri 60 uM 2 ul

RNaz inhibitdrii 20 {inite 0.5 pul

Ters Transkriptaz 10 {inite 0,5 ul

Total RNA 1 g 1 pg olacak sekilde
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3.4.3. RT-PCR i¢in Otomatik Is1 Dongiisti Programi

Otomatik 1s1 dongii cihazi, Tablo 7°de belirtilen programa ayarlanarak elde
edilen RNA’lardan ¢cDNA sentezi elde edildi. Reaksiyon sonucunda elde edilen
cDNA ornekleri Real-Time PCR’da kullanilincaya kadar -20°C’lik derin

dondurucuda saklanda.

Tablo 7. Otomatik 1s1 dongii cihazinda uygulanan program

Sicaklik Zaman Dongii sayisi
Primer Baglanmas1 25°C  10dk 1 dongii
Ters transkripsiyon  50°C  60dk 1 dongii
Inaktivasyon 85°C  5dk 1 déngi
Sogutma 4°C - 1 dongii

3.4.4. Gen ifade Diizeylerinin Real-Time PCR ile Degerlendirilmesi

ESR1 (ER-a) , VEGF-A, integrin aV ve B3 genlerinin mRNA ifade
diizeylerinin kantitatif degerlendirmesi Real-time PCR yontemi ile Light Cycler™
(LC) cihaz1 kullanilarak gergeklestirildi. Amplifikasyonlar 10 pl toplam tepkime
hacmi igerisinde, cDNA, mRNA'ya 6zgii primerler, UPL probu ve LC Probe
Master karigimi kullanilarak gergeklestirildi. ESR1, VEGF-A, integrin aV ve 3
gen ifadelenme miktarlarint normalize etmek icin elde edilen cDNA Ornekleri,
beta actin (ACTB) genine 6zgii primer ve UPL probu kullanildi ve ACTB mRNA
diizeyi referans olarak alindi. Segilen genler ile ilgili 6zgiin primer ve UPL prob
listesi Tablo 8’de verilmistir. Kullanilan problar Roche Diagnostic’ten temin

edilmistir. Tiim cDNA 6rnekleri her bir gen i¢in en az liger kez calisilmistir.
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Tablo 8. Gene ozgii primer dizileri ve UPL prob numaralart

Gen ad1 Forward Primer Reverse Primer Prob No
ESR1 5’-TTTCTTTAAGAGAAGCATTCAAGGA -3 5-TTATCGATGGTGCATTGGTTT -3’ 130
VEGFA 5- TTAAACGAACGTACTTGCAGATG -3' 5-TCTAGTTCCCGAAACCCTGA -3' 4
Integrin 5’- GCGGGAGGCAGACAATAATA -3’ 5’- AGTCAAGTAAAATGTGAGCTCGTC -3° 120
alpha V

Integrin 5’- TGCTAAATTTGAGGAAGAACGA -3’ 5’- CTTTATACAATGGGTTGTTTGCTG -3° 21
beta 3

ACTB 5'-CCCGCGAGTACAACCTTCT-3' 5'CGTCATCCATGGCGAACT-3' 17

3.4.5. Light-Cycler (LC) Deney Programi

Real-time PCR karisimlar1 hazirlandiktan sonra kapiller tiiplere dagitildi
ve lizerine cDNA’lar eklendi. Kapiller tiipler 3000 rpm’de 10 sn santrifiij edildi.
Tiipler cihaza yerlestirildikten sonra LC cihazinda PCR tepkimesi ger¢eklestirildi.
ESR1, VEGF-A, integrin aV ve B3, ACTB genleri i¢in aynt PCR programi

kullanildi.

Reaksiyon sonucu deney gruplarina ait ESR1, VEGF-A, integrin aV ve B3
ve ACTB genlerinin mRNA ifade diizeylerini gosteren Cycle point (Cp) degerleri
kullanilarak Pfaffl matematiksel metodu ile gruplar arasinda mRNA ifade
diizeylerindeki degisimler belirlendi. ACTB mRNA diizeyi ESR1, VEGF-A,

integrin aV ve B3 gen ifade diizeylerini normalize etmek amaci ile kullanildi.

3.5. istatistiksel Analiz Yontemleri

Calismadaki istatistik IBM SPSS v25 kullanilarak yapilmistir. Biitiin

degerler ortalama ve standart sapmalar kullanilarak ifade edilmistir. Yapilan folik
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asit diizeyi, agirlik Ol¢iimleri ve immunohistokimya analizlerinde degiskenler
normal dagilmamasi iizerine gruplar arasi karsilastirmalar Kruskal Wallis H testi
ile yapilmistir. Gruplarin ikili karsilastirmalarinda ise Mann Whitney U testi
kullanilmistir ve anlamlilik esigi Bonferonni diizeltmesi ile p<0.008 olarak

belirlenmistir.

Gruplar arasinda implantasyon alanini igeren uterus dokusunda folik asit
eksikligi ve takviyesinde kullanilan doza bagli olarak degisen ESR1, VEGF-A,
integrin aV ve B3 mRNA ifade diizeylerindeki farkliliklar “Relative Expression
Software Tool (REST; Qiagen, 2009 V2.0.13)” istatistik programi ile
karsilastirildi (98). 0,05’den kiiglik olan p degerleri (p<0,05) istatistiksel agidan

anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Deneklerin Agirhklarmin Degerlendirilmesi

Sicanlarin deney baglangicinda ve sakrifikasyon giinii agirliklar: dl¢tildii.
Oncelikle, gruplar aras1 baslangic agirliklar1 agisindan farklilik olup olmadig
istatistiksel olarak degerlendirildi. Degerlendime sonucunda tiim gruplara ait
deney basindaki agirlik ortalamalart sirasiyla; 251,6 + 15,2; 231,5 £ 18,; 239,5 +
11,2; 249,8 + 28,25 olarak saptandi (Sekil ). Deney gruplarinin baslangigtaki
agirliklari arasinda anlamli fark bulunmadi.

Gruplarin sakrifikasyon giinii 6lgiilen agirliklar1 degerlendirildi. Siganlarin
son agirliklart  agisindan  fark  olup olmadigmmin istatistiksel —olarak
degerlendirilmesinde, tiim gruplara ait son agirlik ortalamalari sirasiyla; 254,6 +
27,5; 229,3 + 21,9; 247,6 + 8,8; 255,5 + 30,00larak saptand1 (Tablo 9). Gruplar

arast deneklerin son agirliklari arasinda anlamli fark izlenmedi (Grafik 1).

300,00

200,00

Baslangig¢ Vicut Agirhgi (gr)

100,00

000
Kaontrol Falik Asit Eksiklik Dustk Doz FA Takviye  Youksek Doz FA Takviye

Grafik 1. Deneklerin baslangi¢ viicut agirliklar: karsilagtirmasi
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4.2.Deneklerin Uterin Agirhiklarinin Degerlendirilmesi

Deney sonunda biitiin gruplardaki siganlarin uterus dokular tartildi. Elde
edilen wveriler istatistiksel olarak degerlendirildi. Yapilan istatistiksel
degerlendirmede her gruba ait uterus dokusuna ait agirlik ortalamalar1 sirasiyla;
0,6 £0,2; 0,6 £0,1; 0,5+ 0,09; 1,0 = 0,1 olarak tespit edildi. Gruplar aras uterin
agirliklar agisindan anlamli fark saptandi. Yiksek doz FA takviyesi verilen
grubun uterin agirliklar1 ortalamasi diger gruplara kiyasla anlamli sekilde daha
yiiksek olarak bulunurken (p<0,05), diger gruplarin ikili karsilastirmalarinda
anlamli fark saptanmamistir. Deneklerin uterin agirliklarinin  total viicut
agirligindan etkilenebilecegi gz Oniinde bulundurularak her bir denegin uterin
agirliginin toplam viicut agirligmma oranlari degerlendirildi. Bu degerlendirme
sonucunda da uterin agirlik / toplam viicut agirligi orani ortalamalar1 sirasiyla
0,0025 + 0,00074; 0,0029 =+ ,00056; 0,0022 + ,00044; 0,0039 + ,00051 olarak
tespit edildi (Tablo 9). Yiiksek doz FA takviyesi verilen grubun uterin agirlik /
toplam viicut agirligi oranlart ortalamasi tiim gruplara gore artmis olmasina
ragmen, diisiik doz takviye grubuna kiyasla anlamli sekilde daha yiiksek olarak
bulunurken (p=0,003), diger gruplarin ikili karsilastirmalarinda anlamli fark

saptanmadi (p>0,008) (Grafik 2).
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Grafik 2. Deneklerin uterin agwiklarimin toplam viicut agirliklarina oranlarimin
karsilastirmali istatistikleri.®; p =0,003 diisiik doz takviye grubuna kiyasla

4.3.Folik Asit Diizeylerinin Degerlendirilmesi

Deneklerin  sakrifikasyon giinii alman kan Orneklerinden yapilan
Elektrokemiliiminesans Iimmiinassay (ECLIA) analizi ile folik asit diizeyleri
ol¢iildii. Gruplar arasi folik asit diizeyleri arasindaki farki degerlendirmek igin tek
yonli ANOVA testi kullamldi. Ikili karsilastirmalarda ise  Scheffe testi
kullanilmistir.

Gruplarin folik asit seviyeleri kiyaslandiginda, folik asit seviyeleri
ortalamalar1 sirasiyla; 53,1 £ 5,9; 9,9 + 2,2; 50,9 + 12,8; 119,5 + 14,2 olarak
hesapland1 (Tablo 9). Gruplar birbiriyle kiyaslandiginda yiiksek doz (40 mg/kg/g)
folik asit takviyesi verilen grubun FA diizeyi diger gruplara gore anlamli olarak

yiiksek bulunurken (p<0,008), folik asit eksikligi olusturulan grupta ise diger
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gruplara gore anlamli olarak diisiik bulunmustur (p<0,008). Kontrol ve diisiik doz

gruplari arasinda ise istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (Grafik 3).
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Folik Asit Eksiklik

Dusik Doz FA Takviye

Kontrol

Gruplar

Yiksek Doz FA Takviye

Grafik 3. Deneklerin folik asit degerlerinin istatistikleri. *; p <0,008 diger gruplara

kiyasla

Tablo 9. Gruplara ait kiitlesel ve folik asit diizeylerine ait veriler

Baslangig Viicut Uterin Agirlik / Folik Asit
Gruplar o Toplam viicut agirligi . |

Agirhigr (gr) Agirhigr (gr) (grigr) Diizeyi (ng/ml)
Kontrol 251,64+ 152 | 254,6+27,5 0,0025 + 0,00074 53,1459
FAEksiklik | 231,5+18,5 | 2293+21,9 0,0029 +,00056 9.9+22
Dasak Doz 13050 110 | 2476488 0,0022 +,00044 50,9+ 12,8
FA Takviyesi
Yaksek Doz o) ¢ 980 | 255,54 30,0 0,0039 = ,00051 119,5+ 14,2
FA Takviyesi
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4.4.Histokimyasal Boyama Analizleri

Kontrol grubu

Kontrol grubu H&E ve Masson’un ii¢lii boyamasi uygulanan Kesitler
degerlendirildiginde uterusun normal histolojik yapida oldugu ve embriyo
implantasyonun 5. giiniine uygun histolojik bulgular sergiledigi izlendi. Epitel
kiibikten prizmatige degisen tek katli epitel 6zelligindeydi. Epitel boyuna uygun
olarak ¢ekirdek yuvarlak ve orta yerlesimli ya da oval ve bazal yerlesimli olarak
izlendi. Bazal membranin normal yapida ve epitel altinda siireklilik gosterir

sekilde oldugu tespit edildi.

Epitelde seyrek olmakla birlikte piknotik ¢ekirdekli yapilariyla apoptoza
giden hiicreler izlenmekteydi. Implantasyon sirasinda gebeligin 1. ve 2.
giinlerinden siire gelen epitel proliferasyonunun tamamlandig1 izlenmekteydi ve

mitotik figiirlere rastlanmadi.

Lamina propriya gevsek bag dokusu 6zelligindeydi. Lamina propriyada
neovaskiilarizasyon artmis damar yapilariyla dikkati ¢cekmekteydi. Bezler daha
cok miyometriyuma yakin yerlesimli izlenmekteydi ve bez epitel hiicrelerinde
seyrek de olsa piknotik ¢ekirdekli apoptoza giden hiicreler gozlendi. Yiizey
epitelinde boya almayan bazi dejeneratif hiicrelerin bulundugu saptandi. Lamina
proprianin fonksiyonel ve bazal endometriyum tabakalarinda stromal hiicrelerin

de yer yer piknotik ¢ekirdekli hiicrelere de sahip oldugu gozlendi.
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Sicanlarda eksantrik olarak seyreden implantasyonun 5. giiniindeki
deneklerimizde, endometriyumun antimezometriyal bdlgesinde belirgin bir
desidualizasyon sergiledigi ve bu desidual reaksiyonun mezometriyal bolgeye

dogru siireklilik gosterdigi saptandi.

Miyometriyum igte sirkiiler dista longitudinal ve her ikisi arasinda oblik
seyreden diiz kas yapilariyla 5. giin implantasyona uygun bir sekilde artan lamina
propria kalinligi nedeniyle perimetriyuma dogru itilmis gibi bir goriiniim
sergiledigi ve orta tabakadaki arkuat arterlerin de oldukga belirgin oldugu izlendi.

Normal yapisinda izlenen perimetriyumla ¢evrelenmis oldugu saptandi.

Kollajen liflerin 6zellikle endometriyumun bazal tabakasinda oldukga
yogunlagsmis oldugu o6zellikle Masson’un tg¢lii boyamasinda belirgin olarak
izlendi. Kontrol grubunda ait H&E ve Masson’un ii¢lii boyamasi 6rnekleri Resim

3 ve Resim 4’te verilmistir
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Resim 3. Kontrol grubu Hematoksilen Eozin boyamasi. E: Epitel, ( %): Bazal Membran
Lp: Lamina propriya, B: Bez yapilar:, TM: Tunika muskularis, P: Perimetriyum, AMZ:
Antimezometriyal Bélge, MZ: Mezometriyal bolge, AA: Arkuat Arter, (*): vaskiiler
yapilar. a (40x), b (400x)
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Resim 4. Kontrol grubu Masson un ti¢lii boyamasi. E: Epitel, Lp: Lamina propriya, B:
Bez yapilari, TM: Tunika muskularis, P: Perimetriyum, AA: Arkuat Arter, (*): vaskiiler
vapilar, (=): Piknotik ¢ekirdekli hiicreler, (>). dejeneratif hiicre, Ko: Kollajen. a (40x),
b (400x)
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Diisiik Doz FA Grubu

Hematoksilen & Eozin ve Masson’un ii¢lii boyamasi uygulanan Kkesitler
degerlendirildiginde kontrol grubuyla estes bulgular oldugu izlendi. Epitel daha
cok oval ¢ekirdekleri ile belirgin tek katli prizmatik tipte izlenirken altinda bazal
membranin normal yapisiyla siireklilik gosterdigi goriildii. Yine epitelde kontrol
grubuyla benzer sekilde tek tiik piknotik g¢ekirdekli apoptoza giden hiicreler
saptand1. Piknotik c¢ekirdekli hiicrelerin seyrek olmakla birlikte stromal hiicreler

arasinda ve bez epitel hiicreleri arasinda da bulundugu goériilmekteydi.

Antimezometriyal bdlgede fonksiyonel endometriyumda belirgin bir
desidualizasyon izlenirken bu desidualizasyonun mezometriyal bdlgede
devamlilik gosterdigi ancak antimezometriyal bolge kadar yogun olmadig
saptandi. Endometriyumun her iki tabakasinda da 6zellikle bezler ¢evresinde ve
desidual hiicreler arasinda yogun bir anjiyogenez oldugu saptandi kollajen lifler
kontrol grubundaki gibi miyometriyum i¢ sirkiiler tabakasina yakin yerlesimli

oldugu ve normal yapida olduklar1 saptandi.

Miyometriyumun ig sirkiiler dis longitudinal kas yapisiyla ve orta tabakada
arkuat arterleriyle normal goriiniimde oldugu izlendi. Kas tabakalarinin en distan
normal histolojik yapida perimetriyumla ¢evrelenmis oldugu saptandi. Diisiikk doz
takviye grubunda ait H&E ve Masson’un ti¢lii boyamasi1 ornekleri Resim 5 ve

Resim 6’da verilmistir.
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Resim 5. Diisiik doz takviye grubu H&E boyamas:. E: Epitel, ( %): Bazal Membran Lp:
Lamina propriya, B: Bez yapilari, TM: Tunika muskularis, P: Perimetriyum, AMZ:

Antimezometriyal Bélge, MZ: Mezometriyal bélge, AA: Arkuat Arter, (*): vaskiiler
yapilar. a (40x), b (400x).
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Resim 6. Diisiik doz takviye grubu Masson un ti¢lii boyamasi. E: Epitel, Lp: Lamina
propriya, B: Bez yapilari, TM: Tunika muskularis, (#): vaskiiler yapilar, (=):Piknotik
cekirdekli hiicreler, Ko: Kollajen. a (40x),b (400x)
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Yiiksek Doz Grubu

Yiiksek doz grubunun H&E ve Masson’un iiglii boyamasiyla hazirlanan
preparatlart degerlendirildiginde kontrol ve diisiik doz gruplarindan ayricalikli
olarak epitelin bazal oval yerlesimli ve ¢ogu piknotik c¢ekirdekli, tek katli
prizmatik hiicrelerden olustugu ve bu hiicrelerin H&E boyamalarinda oldukga
belirgin asidofilik boyanmis apikal sitoplazmalarinin oldugu izlendi. Epitelde
sicanlarin  gebeliginde 2. gliinde olmasi beklenen hiicre proliferasyonunun
gebeligin 5. giiniinde olan deneklerimizde devam ettigi goriilmekteydi. Epitelde
yer yer ¢ok katli goriiniim gosteren proliferatif hiicre alanlari saptandi. Epitel

altinda bazal membranin normal yapisiyla stireklilik gosterdigi goriildii.

Kontrol grubunda ve diisiik doz grubunda endometriyum stromal
hiicrelerinde izlenen hiicre proliferasyonu ve desidualizasyonun bizim yiiksek doz
kesitlerimizde 5. giinde oldukga ilerlemis oldugu ve desidualizasyonun
endometriyumun her iki tabakasin1 da kapsayacak sekilde ozellikle

antimezometriyal alanda olduk¢a yogun oldugu saptandi.

Bez yapilart kontrol ve diisiik doz gruplart ile karsilastirildiginda
endometriyumun fonksiyonal tabakasindan baglayarak bazalisin genelinde
oldukca yaygin oldugu izlendi. Yine bu iki grupla karsilastirildiginda ¢ok yogun
ve yaygin bir vaskiilarizasyon Ozellikle antimezometrial alanda ve

miyometriyuma kadar yaygin bir sekilde tim endometriyumda goriilmekteydi.
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Diger gruplarla estes olarak hem yiizey hem bez epitelinde ve stromada da tek tiik
piknotik ¢ekirdekli apoptoza giden hiicreler izlendi.

Masson’un {i¢lii boyamasinda yiiksek doz grubunda kollajen liflerin diger
gruplara oranla olduk¢a az oldugu ve miyometriyuma yakin bez yapilari
cevresinde konsantrik yapida halkasal sekilde yerlesmis oldugu izlenmekteydi.
Stromada piknotik c¢ekirdekli stromal hiicreler ve soluk boya alan yapilariyla iri

desidual hiicreler goriilmekteydi.

Miyometriyum tabakasi degerlendirildiginde i¢ sirkiiler tabakanin yogun
ve ilerlemis desidualizasyonun belirgin artmis alan yapilariyla izlenen lamina
propriya nedeniyle daha incelmis gibi goriildiigli, buna karsin longitudinal dis
yerlesimli diiz kaslarin daha belirgin oldugu ve aralarindaki arkuat arterlerin de
normal histolojik yapida ve ortada yerlesimli oldugu izlendi. Normal yapidaki

perimetriyum longitudinal kas tabakasini ¢cevrelemekteydi.

Yiiksek doz grubunda ise kollajen liflerin olduk¢a azalmis oldugu
desidualizasyonun endometriyumun fonksiyonalis ve bazalis katmanlarim1 da
icerecek sekilde neredeyse miyometriyuma kadar yaygm bir alan kapladigi
saptandi. Yiiksek doz takviye grubunda ait H&E ve Masson’un iiglii boyamasi

ornekleri Resim 7 ve Resim 8’de verilmistir.
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Resim 7. Yiiksek doz takviye grubu H&E boyamasi. E: Epitel, ( %): Bazal Membran Lp:
Lamina propriya, B: Bez yapilari, TM: Tunika muskularis, P: Perimetriyum, AMZ:

Antimezometriyal Bélge, MZ: Mezometriyal bélge, AA: Arkuat Arter, («): Proliferasyon
(#): vaskiiler yapilar. a (40x), b (400x)
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Resim 8. Yiiksek doz takviye grubu Masson un ii¢lii boyamasi. E: Epitel, Lp: Lamina
propriya, B: Bez yapilari, TM: Tunika muskularis, P: Perimetriyum, AA: Arkuat Arter,
(#): vaskiiler yapilar, (=):Piknotik ¢ekirdekli hiicreler, Ko: Kollajen. a (40x), b (400x)
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Eksiklik Grubu

Eksiklik grubunda liiminal epitel daha ¢ok kiiboidal tek katli epitel
yapisindaydi. Kontrol ve diisiik doz gruplarindan ayricalikli olarak bu grupta en
belirgin farklilik hem epitel hem bez hem de 6zellikle endometriyum fonksiyonel
tabakasindaki stromal hiicrelerde izlenen piknotik c¢ekirdekli dejeneratif hiicreler
ve apoptotik hiicrelerdi. Bazal membranin eksiklik grubunda yer yer kayboldugu

ve siirekliligin bozuldugu saptandi.

Endometriyum fonksiyonel ve bazal tabakalarinin, gevsek bag doku
yapisinda oldugu ve tiim duvar boyunca genis bir alana yayilmis halde bulundugu
izlendi. Vaskiilarizasyonun kontrol grubuna goére azalmis olarak goézlendigi
stromada bez yapilarinda da azalma saptandi. Antimezometriyal bolgede belirgin
desidualizasyon goriilmekteydi ve antimezometriyal bolge gevsek bag doku

ozelligindeydi.

Kontrol grubuna gore endometriyal bolgede kollajen lifler daha fazla
olarak izlendi. Miyometriyum i¢ sirkiiler ve dis longitudinal kas tabakalari
arasinda fibréz yap1 olusumu goézlendi. Bu fibroz yapinin 6zellikle arkuat arterler
cevresinde yogunlastigir saptandi. FA eksiklik grubuna ait H&E ve Masson’un

ticlii boyamasi 6rnekleri Resim 9 ve Resim 10’da verilmistir.
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Resim 9. FA Eksiklik grubu H&E boyamasi. E: Epitel, ( ™): Siirekliligi Bozulmus Bazal
Membran Lp: Lamina propriya, B: Bez yapilari, TM: Tunika muskularis, P:
Perimetriyum, AMZ: Antimezometriyal Bolge, MZ: Mezometriyal bélge, AA: Arkuat
Arter, (#): vaskiiler yapilar. a (40x), b (400x)
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Resim 10. FA Eksiklik grubuna ait Masson un ti¢lii boyamast gériintiileri. E: Epitel,
Lp: Lamina propriya, B: Bez yapilari, TM: Tunika muskularis, P: Perimetriyum, AA:
Arkuat Arter, (#): vaskiiler yapilar, (=): Piknotik ¢ekirdekli hiicreler, Ko: Kollajen. a
(40x), b (400x)
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4.5.immunohistokimyasal Analizler

ER- a Buleular:

Kontrol grubunda 6strojen reseptoriiniin liiminal epitel hiicrelerinde zayif
(+), stromal hiicrelerde ve bez epitel hiicrelerinde ortadan kuvvetliye (++++)

ekspresyonlari izlendi. Diiz kas hiicrelerinde de oldukga zayif (+) tutulum oldugu

gozlendi (Resim 11).
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Resim 11. Kontrol grubunda ER-o tutulumu; (=): Epitel hiicrelerinde, (=¥%): stromal
hiicrelerde, (3): bezlerde, (A): miyometriyumda tutulum, AEC & Hematoksilen- 400x.
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Diisiik doz grubunda kontrol grubu ile karsilasrildiginda ER- o ifadesi
acisindan belirgin bir farklilik olmadigi izlendi. Liiminal epitel hiicrelerinde zayif
(+), stromal hiicreler ve bez epitel hiirelerinde kuvvetli (+++++) oldugu ve kontrol
grubuna gore bir miktar arttig1 saptandi. Diiz kas hiicrelerinde de yine oldukga

zayif (+) tutulum gozlemlendi (Resim 12).
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Resim 12. Diisiik doz FA takviye grubunda ER-o tutulumu,; (). Epitel hiicrelerinde,
(=): stromal hiicrelerde, (=3): bezlerde, (A): miyometriyumda tutulum, AEC &
Hematoksilen -400x.
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Yiiksek doz grubunda ER-o ifadesi liiminal epitelde diger gruplarda
oldugu gibi zayif (+) olarak izlendi. Stromal hiicreler ve bez epitel hiicrelerinde
kuvvetli (+++++) bir tutulum izlenirken, diiz kas hiicrelerinde zayiftan ortaya (++)

tutulum oldugu gozlemlendi (Resim 13).

Resim 13. Yiiksek doz FA takviye grubunda ER-o. tutulumu; (=°): Epitel hiicrelerinde,
(=) stromal hiicrelerde, (33): bezlerde, (A): miyometriyumda tutulum, AEC &
Hematoksilen -400x.

Eksiklik grubunda ER-a ifadesine bakildiginda liminal epitelde zayif (+),

ancak stromal hiicreler ve bez epitel hiicrelerinde ortadan kuvvetliye (++++) ve
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diiz kas hiicrelerinde de kontrol grubuna benzer zayif (+), ancak miyometriyal kas
tabakalar1 arasinda bazi bag doku hiicrelerinde orta dereceli (+++) ifadesi izlendi

(Resim 14).
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Resim 14. FA eksiklik grubunda ER-a tutulumu,; (=): Epitel hiicrelerinde, (=%): stromal
hiicrelerde, (3): bezlerde, (A): miyometriyumda tutulum, AEC & Hematoksilen -400x.

ER- o immun boyamasinin implantasyon alaninda dagilimma ait
istatistiksel analizlerde FA eksiklik grubunun immun boyamasi diger tiim gruplara

gore anlamli olarak azalmig olarak saptandi (p<0,008). Diger gruplar arasinda
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anlamli fark saptanmadi (p>0,008) (Grafik 4). ER- o Immun boyamalarinin

istatistiksel analizlerine ait veriler Tablo 10°da verilmistir.
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Grafik 4. ER-a pozitif hiicre yiizdelerine ait ortalama + standart sapma grafigi. *;p<0,008
diger gruplara gore.

VEGF-A Buloular

VEGF-A immun boyamas: yapilan ¢aligmamizin tiim gruplarinda major
anjiyojenik faktor olan VEGF-A’ nin olduk¢a heterojenik bir immun boyama
sergiledigi izlendi.

Calismamizin kontrol grubunda liiminal epitel degerlendirildiginde sadece
kontrol grubunda ve belirli alanlarda olduk¢a spesifik ve kuvvetli yiizey

membrandz immun boyanma izlenirken, kontrol grubu ¢ogunlugunda yiizey epitel
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hiicrelerinin VEGF-A tutulumunun oldukga zayif (+) oldugu izlendi. Negatiften
zayifa degisen tutulum varligi tiim gruplarda agikca goriilmekteydi.

VEGF-A tutulumu acisindan en belirgin farkliligin endometriyum bez
epitel hiicrelerinde ve stromal hiicrelerde oldugu izlendi. Bez epitel hiicreleri
degerlendirildiginde VEGF-A’nin kontrol grubunda ve diisiik doz gruplarinda bez
epitel hiicrelerinde ortadan kuvvetliye degisen immun tutulum gosterdigi ve bu
tutulumun benzer sekilde stromal hiicreler ve desidual hiicrelerde de ortadan

kuvvetliye degisim gosterdigi izlendi.

Yiiksek doz grubunda hem bez epiteli hiicrelerinde hem de stromal
hiicrelerde  VEGF-A ifadesinin belirgin sekilde arttigi ve kuvvetli immun
reaksiyon sergiledigi saptandi. Eksiklik grubunda ise desidual ve stromal hiicreler
ile bez epitel hiicrelerindeki VEGF-A tutulumunun yine belirgin oldugu ancak
zayiftan ortaya degiskenlik gosterdigi ve yaygmliginin azaldigi saptandi. Ote
yandan miyometriyum tabakasi VEGF-a immun tutulumu agisindan
degerlendirildiginde tim gruplarda diiz kas ve aralardaki bag dokudaki
hiicrelerinde intrasitoplazmik zayif ancak bazi bolgelerde ortaya degisen immun

boyama izlendi.

Kontrol grubu VEGF-A immun boyamasinda liminal epitel
degerlendirildiginde sadece kontrol grubunda bazi deneklerde ve belirli alanlarda
oldukca spesifik ve kuvvetli yilizey membrandéz immun boyanma izlenirken,

liiminal epitel hiicrelerinin ¢ogunlugunda tutulumunun olduk¢a zayif (+) oldugu
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izlendi. Bez epitel hiicreleri degerlendirildiginde VEGF-A’nin kontrol grubunda
bez epitel hiicrelerinde ortadan kuvvetliye degisen immun tutulum gosterdigi ve
bu tutulumun benzer sekilde stromal hiicreler ve desidual hiicrelerde de ortadan
kuvvetliye (++++) degisim gosterdigi saptandi. Miyometriyum tabakasi
degerlendirildiginde diiz kas ve aralardaki bag dokudaki hiicrelerinde

intrasitoplazmik, zayif (+) immun boyanma izlendi (Resim 15).

Resim 15. Kontrol grubunda VEGF-A tutulumu; (=>): Epitel hiicrelerinde, (>): spesifik
olarak epitelin belirli alanlarinda goriilen tutulum, (=»): stromal hiicrelerde, (=3):
bezlerde, (A): miyometriyumda tutulum, AEC & Hematoksilen -400x.
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Diisiik doz grubunda VEGF-A immun boyamasinda liiminal epitel
hiicrelerinde tutulumun oldukga zayif (+) olarak saptandi. Bez epitel hiicreleri
degerlendirildiginde VEGF-A’nin bez epitel hiicrelerinde ortadan kuvvetliye
(++++) degisen immun tutulum gosterdigi ve bu tutulumun benzer sekilde stromal
hiicreler ve desidual hiicrelerde de ortadan kuvvetliye degisim gosterdigi izlendi.
Miyometriyum tabakasi degerlendirildiginde diiz kas hiicreleri ve aralardaki bag

doku hiicrelerinde genel olarak zayif (+) immun boyanma izlendi (Resim 16).

Resim 16. Diisiik doz FA takviye grubunda VEGF-A tutulumu; (=): Epitel hiicrelerinde,
(=) stromal hiicrelerde, (33): bezlerde, (A): miyometriyumda tutulum, AEC &
Hematoksilen -400x.
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Yiiksek doz grubu VEGF-A immun boyamasinda liiminal epitel
hiicrelerinde zayif (+) immun reaksiyon izlenirken, hem bez epiteli hiicrelerinde
hem de stromal hiicrelerde VEGF-A ifadesinin belirgin sekilde arttig1 ve kuvvetli
(+++++) immun reaksiyon sergiledigi saptandi. Diiz kas hiicrelerinde diger
gruplara benzer sekilde zayif+), bazi bolgelerde zayiftan-ortaya (++) degisen

reaksiyon tespit edildi (Resim 17).

Resim 17. Yiiksek doz FA takviye grubunda VEGF-A tutulumu; ( &°): Epitel hiicrelerinde,

(=): stromal hiicrelerde, (33): bezlerde, (A): miyometriyumda tutulum, AEC &
Hematoksilen -400x.
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Eksiklik grubunda VEGF-A immun boyamasinda liiminal epitel
hiicrelerinde oldukga zayif (+) reaksiyon saptandi. Desidual ve stromal hiicreler
ile bez epitel hiicrelerindeki VEGF-A tutulumunun yine belirgin oldugu ancak

zayiftan ortaya (++) degiskenlik gosterdigi ve yayginliginin azaldig: tespit edildi.

Diiz kas hiicrelerinde ise zayif (+) immun reaksiyon izlendi (Resim 18).
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Resim 18. FA eksiklik grubunda VEGF-A tutulumu; (=>): Epitel hiicrelerinde, (-9):
stromal hiicrelerde, (3): bezlerde, (A): miyometriyumda tutulum, AEC & Hematoksilen -
400x.

Yapilan istatistiksel analiz sonucunda, VEGF-A immun boyamasina ait
dagilim yiizdeleri kiyaslandiginda, yiiksek doz FA takviyesi verilen grupta VEGF-
A immun boyamasi tiim gruplara gore artmis olmasina karsin, kontrol ve eksiklik
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli sekilde yiiksek tespit edilirken, diisiik
doz takviye grubuyla anlamli fark saptanmamustir. Eksiklik grubunda ise tiim

gruplara gore anlamh olarak azalmis immun reaktivite tespit edilmistir (p<0,008)
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(Grafik 5). VEGF-A immun boyamalariin istatistiksel analizlerine ait veriler Tablo

10’da verilmistir.
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Grafik 5. VEGF-4 pozitif hiicre yiizdelerine ait ortalama + standart sapma grafigi.
*:p<0,008 kontrol grubuna gore.

Integrin oVp3

Embriyonik implantasyonun reseptoriidiir. Liminal ve bez epitel
hiicrelerince implantasyon sirasinda eksprese olan bu ajan, embriyonun uterus bez
epiteline baglanmasi i¢in son derece gereklidir. Ekspresyon luteal fazin
ortalarinda artar ki bu olast implantasyon zamanidir. aVB3 integrinin azalmasi

durumunda ya da ekspresyonunda basarisizlik olmasi durumunda desidual
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anjiyogenezin de azaldigi bildirilmistir. Bu yolaktaki aksama implantasyonun
devami ve dogru orantili olarak da desidual anjiyogenezin basarisizligina sebep
olur.

Calismamizda kontrol grubunda oVP3 integrin degerlendirildiginde,
ekspresyon yeri olan liiminal epitelde zayiftan ortaya (++) ve bez epitel

hiicrelerinde orta dereceli (+++) eksprese oldugu izlenmistir (Resim 19).

Resim 19. Kontrol grubunda aVp3 integrin tutulumu,; (=): Epitel hiicrelerinde, (-9):
stromal hiicrelerde, (33): bezlerde tutulum, AEC & Hematoksilen -400x.

Diisiik doz grubunda da oVP3 integrin degerlendirildiginde liiminal
epitelde zayiftan ortaya (++) ve bez epitel hiicrelerinde aVB3 integrinin bazi
bolgelerde orta dereceli (+++) bazi1 bolgelerde ortadan kuvvetliye (++++) degisen

immun tutulum sergiledigi izlendi (Resim 20).
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Resim 20. Diisiik doz FA takviye grubunda oVp3 integrin tutulumu; (=). Epitel
hiicrelerinde, (=): stromal hiicrelerde, (3): bezlerde tutulum, AEC & Hematoksilen -
400x.

Yiiksek doz grubu aVf3 integrin immun boyamalar1 incelendiginde,
liiminal ve bez epitel hiicrelerinde kontrol ve diisiik doz gruplarina gore belirgin

sekilde kuvvetli (+++++) tutulum sergiledigi saptand: (Resim 21).
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Resim 21. Yiiksek doz FA takviye grubunda oVp3 integrin tutulumu, (=): Epitel
hiicrelerinde, (): stromal hiicrelerde, (=): bezlerde tutulum, AEC & Hematoksilen -
400x.
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Eksiklik grubunda aVB3 integrin immun boyamalart incelendiginde,
luminal epitel ve bez epitel hiicrelerinde aVB3 integrin immun reaksiyonnun zayif

(+) oldugu izlendi (Resim 22).
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Resim 22. FA eksiklik grubunda aVp3 integrin tutulumu, (=>): Epitel hiicrelerinde, (-»):
stromal hiicrelerde, (33): bezlerde tutulum, AEC & Hematoksilen -400x.

Yapilan istatistiksel analiz sonucunda, «VB3 integrinin implantasyon
alanlarindaki dagilimi karsilastirildiginda yiikksek doz ve diisik doz FA
gruplarinin aVPB3 integrin dagilimi FA eksiklik grubuna gore anlamli olarak
artmig olarak tespit edilmistir. Takviye dozlar ve kontrol gruplari arasinda FA
dozuyla uygun sekilde immun reaktivitede artis izlenmis olsa da bu artig
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p>0,008) (Grafik 6). oVB3 integrin

immun boyamalarinin istatistiksel analizlerine ait veriler Tablo 10°da verilmistir.
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Grafik 6. Integrin aV3 pozitif hiicre yiizdelerine ait ortalama + standart sapma grafigi.
*:p<0,008 diisiik doz ve yiiksek doz FA takviye gruplarina gére

Tablo 10. Tiim gruplara ait, Integrin aVB3, VEGF-A ve ER-a boyanma yiizdelerinin
ortalamalari ve standart sapmalar

Gruplar Integrin V3 VEGF-a ER-a
Kontrol 7,95+ 8,29 7,23 +£3,13 13,49+ 5,93
Folik Asit
Eksiklik
3,64+3,16 2,64+ 1,83 4,99 £+ 3,09
Diisiik Doz FA
Takviye
9,72 + 4,86 8,61 4,20 14,41 £6,10
Yiiksek Doz FA
Takviye
15,99 +7,71 14,24 £ 6,15 21,93 +7,99
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4.6. Gen Ifade Diizeylerinin Kantitatif Degerlendirilmesi

ESR1 (ER-a), VEGFA, Integrin aV ve Integrin B3 genlerinin ifade
diizeyinin kantitatif degerlendirilmesi i¢in Light Cycler 480 cihazi kullanildi. Rat
uterus dokularindan elde edilen ESR1, VEGFA, Integrin aV, Integrin B3 ve bu
genlerin ifadelenmesini normalize etmek igin ACTB genlerine 6zgiil primerler ve

UPL problar1 kullanilarak c¢alisildi.

Gen Ifade Diizeylerinin Karsilastirmasi

Real Time PCR yonteminde ilgili hedef genin ortamdaki derisimi
primerlerin ilgili gen dizileri ile baglanmasi ile dogru orantilidir. Hedef gene ait
MRNA ortamda ne kadar cok bulunursa eslesmeyle dogru orantili seyreden
amplifikasyonlar 1simanin o kadar erken ger¢eklesmesine neden olur. Bu bilgiler
1s181inda, ESR1, VEGFA, Integrin aV ve Integrin B3 genlerinin mRNA ifade
diizeylerinin karsilastirmali degerlendirmeleri yapildi. Bu genlerin mRNA ifade
diizeylerini belirlemek icin Kkantitatif Real-time PCR yontemi kullamldi. ifade
diizeylerinin karsilastirmali analizi Qiagen-REST-2009 (Relative Expression
Software Tool, Pfaffl reff) programu ile birlikte Qiagen-RT 2 Profiler PCR Array
Data Analysis version 3.5 programi kullanilarak es zamanl olarak gerceklestirildi.

Rat uterus dokularinda diisiik doz folik asit uygulanan grupta ESR1,
VEGFA, Integrin aV ve Integrin 3 genlerinin mRNA ifade diizeylerinde kontrol
grubuna kiyasla az da olsa bir artis gdzlenmesine ragmen, bu artigin istatistiksel

olarak anlamli olmadig: belirlendi (p>0.05).
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Rat uterus dokularinda yiiksek doz folik asit uygulanan grupta ESR1,
VEGFA, Integrin oV ve Integrin B3 genlerinin mRNA ifade diizeylerinde kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttig1 gozlendi (p<0.05).

Bunun yani sira, rat uterus dokularinda folik asit eksikligi olan grupta
ESR1, VEGFA, Integrin aV ve Integrin B3 genlerinin mRNA ifade diizeylerinde
kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldigi belirlendi

(p<0.05). Tiim gruplara ait mRNA ifade diizeyleri Tablo 11°de gosterilmistir.

2,50
*

2,00
>
v
N
3
g 1,50 m Kontrol
B
= m Dlsiik doz FA
=
,E 1,00 W VYiksek doz FA
= FA Eksiklik
l=1]
o
(=]

0,50

0,00

ESR1 VEGFA Integrin oV Integrin B3

Grafik 7. Rat uterus dokusunda ESRI, VEGFA, Integrin oV ve Integrin 3 genlerinin
mRNA ifade diizeylerindeki degisiklik. Hedef genlerin ifade diizeyi ACTB mRNA ifade
diizeyi temel alinarak normalize edildi. *; p <0.05 Kontrol grubuna kiyasla.
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5. TARTISMA

Implantasyon, embriyo ile uterus arasinda karsilikli etkilesimi igeren
karmasik bir siiregtir. Blastosistin gelisimiyle senkronize sekilde endometriyumun
da gelisip hazirlanmasi, basarili bir implantasyon ve dolayisiyla saglikli bir
gebelik i¢in olmazsa olmazdir. Implantasyon, implantasyon penceresi denilen kisa

bir siirecte gerceklesir ve bu siiregte embriyo ile endometriyum karsilikl etkilesim

icindedir (99).

Gebeligin klinik olarak saptanmasindan Onceki peri-implantasyon
doneminde meydana gelen erken gebelik kaybi, insanlarda yaygin olarak goriiliir
(100). Bir menstriiel siklusta meydana gelebilecek basarili gebelik sansi yaklasik
%30 ile sinirlidir (101). Tiim gebeliklerin de sadece %50-60'1 20. haftanin Gtesine
gecer (102). Bu gebelik kayiplari i¢inde, implantasyon basarisizligi, yaklasik
%75'e ulasan baslica nedendir (103). in-vitro fertilizasyon ve embriyo transferi
(IVF-ET) teknolojisinde, infertilitenin altinda yatan sebeplerin
bircogunun iistesinden gelinmistir. Buna ragmen, gebelik basar1 oranlari, esas
olarak implantasyon basarisizligi nedeniyle nispeten diigiik kalmaktadir (102,
104).

Folik asit diinyada kullanimi olduk¢a yaygin, Diinya Saglik Orgiitii
tarafindan 6zellikle kadinlarda kullanimi siklikla vurgulanmig vitaminlerdendir.
Folik asit eksikligi olan toplumlarda anemi, kardiyovaskiiler hastaliklar, sizofreni,
major depresyon gibi hastaliklarin riskinde artig bildirilmis, hatta bazi
karsinomlarla iliskili oldugu ve karsinom riskini de artirabilecegine dair
caligmalar ortaya konmustur (42). Gebelikte folik asit eksiligini ise 6zellikle noral
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tiip defektleri ve konjenital anomalilerle iliskilendiren bir ¢ok ¢alisma mevcuttur

(105-107).

Folik asit takviyesinin gebeligin erken evrelerinde ekisini arastiran bir
calismada, gebeligin 5. giinlinde yiiksek doz folik asit (40 mg/kg/giin) takviyesi
verilen grupta viicut agirligmin kontrol grubuna gore anlamli olarak arttigi
saptanmistir. Ancak eksiklik olustulan grupta kontrol ve yiiksek doz folik asit

takviyesi verilen gruplara gore anlamli farklilik izlenmemistir (65).

5 hafta boyunca eksiklik ve standart diyetlerle beslenen gruplarda standart
diyetle beslenen deneklere farkli dozlarda folik asit takviyesi yaptigimiz
calismamizda tiim gruplardaki deneklerin baslangigtaki vuciit agirliklar1 ve deney
sonundaki viicut agirliklar1 degerlendirildi. Baslangi¢ agirliklarinda anlamli fark
olmayan deneklerde, folik asit takviyesi verilen gruplarda kilo artisi olmasina

ragmen gruplar arast anlamli fark izlenmedi.

VEGF, embriyo implantasyonu ve vaskiilogenezisle yakin iligki i¢indedir
(108). Ovaryum ve uterusta anjiyogenezis siirecine katilir. Gebelikte de endotel
proliferasyonu ve vaskiiler permeabilitede artisla iligkilidir. VEGF ve reseptorleri
insanlarda, farelerde, sicanlarda ve bagka memelilerde implantasyon ve uterin

siklus sirasinda saptanmistir (109).

Yi ve arkadaglarimin yaptigt c¢alismada, peri-implantif donemdeki
hamsterlarda VEGF ekspresyonu farkli gilinlerde degerlendirilmistir. 3. giinde
sadece liiminal epitelde zayif VEGF ekspresyonu saptanmis, 4. giinde stromal

hiicrelerde de ekspresyo goriilmiistiir. 5. Giinde ise desidual hiicrelerde ve
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vaskiiler endotelde hem VEGF hem de VEGF reseptorii i¢in immiinreaktivite

ortaya konmustur (110).

Chakraborty ve arkadaglarinin ¢alismasinda, VEGF ifadesi fare uterusunda
implantasyon periyodu boyunca incelenmistir. Buna gore 1. Ve 2. giinlerde uterin
liiminal epitelde VEGF-mRNA ifadesi izlenmistir. 3. glinde stromal hiicrelerde
zayif ifadesi goriiliirken, 4. giinde ltiminal epitel ve stromada ifadesi saptanmistir.
5. Ve. 7. Giinlerde ise mRNA varlig1 ortaya konmustur. 5. giinde liiminal epitel ve
stromada VEGF-mRNA birikimi gézlenmistir. 6.-8. giinlerde hem mezometriyal
hem de antimezometriyal alanda saptanmistir. Sonuglar VEGF’nin,
implantasyonda meydana gelen artmis vaskiiler permeabilite ve anjiyogenezis
siirecinde etkili oldugunu ve desidualizasyon siirecinde de yer aldigini ortaya

koymaktadir (81).

Zhang ve arkadaslart VEGF’nin implantasyon siirecindeki ekspresyonunu
farelerde yaptiklar1 ¢aligmada immunfloresans yoOntemiyle arastirmislardir.
Gebeligin 4. giinlinde uterus iginde VEGF antikoru enjekte edilerek 8. giinde
implantasyonu degerlendirmislerdir. Sonugta tutunan embriyo sayisinda ve
tutunmanin oldugu hiicre ylizdesinde anlamli azalma saptamislardir. Bu bulgular
1s18inda  implantasyon i¢in  VEGF’nin o6nemli sitokinlerden biri oldugu

goterilmistir (108).

VEGF ve reseptorleri iizerine yaptiklan ¢alismada, Sugino ve arkadaslar
endometriyum dokusunu immunohistokimyasal yontemle incelemislerdir. VEGF
immun boyamasinin, midsekretuar evrede bez epitel hiicrelerinde ve stromal
hiicrelerde en yiiksek seviyede oldugunu, premenstruel evrede azaldigin
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gostermislerdir. Ostrojen ve progesteron verilen deneklerde desidualizasyon
siirecinde stromal hiicrelerde  kuvvetli boyanma izlenmistir. Bu veriler
implantasyon siirecinde, vaskiiler permeabilite artisi ve ilerleyen donemde
desidual vaskiilerag gelisiminde VEGF ve VEGF reseptorlerinin etkili

olabilecegini diistindiirmiistiir (111).

VEGF-A, fare endometriyumunda erken gebelikte vaskiiler yeniden
modellenme siirecinde etkili ajanlardan biridir. Walter ve arkadaslar1 farelerde
yaptiklar1 c¢aligmada, erken gebelikte uterusta VEGF-A izoformlarimin ve
reseptorlerinin  ekspresyonlarini - degerlendirmislerdir. VEGF-A  seviyesinde
gebeligin 4. giiniine kadar ciddi bir artis izlenmezken, 5. giinde arttig1
saptanmistir. Bu ekspresyon artisinin endometriyal endotelde hiicre proliferasyonu
ile es zamanli olarak ortaya ciktig1 izlenmistir. Bu artisin endometriyumda
anjiyogenezis i¢in gerekli oldugu ve VEGF-A’nin implantasyon siirecinde ortaya

¢ikan vaskiiler yeniden modellenmeye aracilik ettigi one siiriilmistiir (112).

Kim ve arkadaglarinin, faredeki implantasyonu arastirdigi caligma,
VEGF'nin desidual anjiyogenezin anahtar diizenleyicisi oldugunu, 6zellikle
VEGF'nin erken gebelikte anjiyogenezin hem miktarini hem de uzaysal dagilimini

etkiledigini gostermistir (113).

Folat eksikligi olusturulan gebe farelerde 6.-8. giinlerde desidual
anjiyogenezisin degerlendirildigi Li ve arkadaslariin yaptigi ¢calismada, VEGF-A
ve VEGFR2 protein ve mRNA diizeyleri incelenmis, folat eksikligi olan grupta
vaskiiler anormallikler ve desidual anjiyogenezde sinirlilik saptanmistir. Bunun

yaninda bu grupta VEGF-A ve VEGFR2 diizeylerinde azalma ve Ostrojenin
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anormal ekspresyonu belirlenmistir. Sonug olarak folat eksikliginin desidual
anjiyogenezisi  bozabilecegi, bunun vaskiilotoksik etkiler ve hormonal

dengesizlikler ile iliskili olabilecegini 6ne stirmiislerdir (114).

Bizim ¢alismamizda da gebegilin 5. giiniinde olan si¢anlardan alinan
implantasyon alanlarinda uygulanan VEGF-A immun boyamasi ve gen ifade
diizeylerine ait analizlerde, yiliksek doz FA (40 mg/kg/g) takviyesi alan grupta
VEGF-A ifadesi kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek bulundu. Folik asit
eksikligi olusturulan grupta ise hem immunohistokimyasal analizlerde hem de
RT-PCR analizlerinde anlamli olarak VEGF-A diizeyinde azalma tespit edilmistir.
Diisiik doz FA (5mg/kg/g) takviyesi verilen grupta ise RT-PCR analizinde ve
immunohistokimyasal analizde kontrol grubuna gére VEGF-A seviyelerinde artis

oldugu ancak bu artisin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 saptanmastir.

Hewitt ve arkadaslar1 yaptiklari Ostrojen reseptorii knockout (aERKO)
farelerde desidualizasyonu degerlendirdikleri ¢alismada, uterusa transfer edilen
embriyolarin oERKO farelerde implante olmadigini, ancak kontrol grubunda
implante oldugunu gostermisler ve bu bilgilere dayanarak ER-o’nin implantasyon
icin gerekli oldugu sonucuna varmiglardir (115)

Folat eksikligi olan sigcan yavrularinda Pourie ve arkadaslarinin yaptiklar
caligmada, folat eksikliginin serebellumdaki etkileri inceledndiginde, folat
eksikligi olan disilerin yavrularinda purkinje hiicrelerinde ciddi bir farkla ER-a
protein ekspresyonunu 6nemli oranda diisilk bulmuslardir. Bu etkinin folatin
metilasyon {izerindeki etkisi nedeniyle, eksiklik grubunda ER-o’nin

metillenmesinde azalma yoluyla gergeklestigi diistinilmiistiir (116).
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Belliard ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada endometriozis hastalarinda
Ostrojen ve progesteron reseptorlerinin apoptozis ve proliferasyonla iliskisini
arastirmislardir. iImmunohistokimyasal olarak yapilan degerlendirmede strojen
ve progesteron reseptOrleri ile hiicresel prolifersyon, fertil kadinlarin normal
endometriyumundan alinan orneklerle karsilastirismistir. Sonugta apoptozis ile

Ostrojen ve progesteron reseptorleri arasinda bir iliski bulunamamustir (117).

Tabebordbar ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada, diyabetik sicanlarda
ESR-1 gen ekspresyonu ve promotéor DNA metilasyonuna folik asit etkisini
degerlendirmislerdir. Folik asit takviyesinin diyabetik sicanlarda kontrol grubuna

gore ESR-1 ekspresyonunu dnemli dlgiide azalttigini 6ne siirmiiglerdir (118).

Ancak Gao ve arkadaslarinin yaptigi daha 6nceki bir ¢aligmada, folat
eksikligi olusturulup gebe kalan farelerde, gebeligin 5. giiniinde alinan
implantasyon alanlarina ait 6rneklerde eksiklik grubunda ESR-1 mRNA seviyesi

kontrol grubuna gore anlamli olarak diisiik bulunmustur (73).

Li ve arkadaslari gebeligin erken evrelerindeki farelerde yaptiklari
calismada, ER-a ekspresyonunun desidual dokuda arttigin1 gostermisler ve bunun
daha 6nce Gao ve arkadaglarinin ¢calismasinda gebe farelerde ER-o promotoriiniin
folat eksikliginde daha az metillendiginin gosterilmesinden kaynaklanabilecegini
one siirmiiglerdir. Ostradiol ile aktive olan ER-o kompleksi ise folat eksikligi olan

gebe farelerde ciddi olarak azaldigim1 ve kompleksin islevinin zayifladigini tespit
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etmislerdir. Bu nedenle folat eksikliginin progesteron ve ostrojen ile bunlarin ilgili
reseptorleri arasindaki dengeyi bozabilecegini one siirmiislerdir (114).

Yuan ve arkadaslar1 folat eksikliginin erkeklerde iireme fonksiyonuna
etkisini aragtirdiklar1 ¢alismada, insan sperminde ESR-1 gen ifade diizeylerine
bakilmis, farelerde olusturulan eksiklik modelinde testis doku 6rnekleri RT-qPCR
western blot ydntemiyle analiz edilmistir. Insanlarda yapilan ¢alismada diisiik
seminal plazma folat konsantrasyonuna sahip grupta ESR-1 mRNA seviyeleri
yiiksek seminal plazma folat konsantrasyonuna sahip grupta anlamli olarak daha
diisiik bulunmustur. Fare testis dokusunda yapilan RT-gPCR ve western blot
analizlerinde folat eksikligi olan farelerde ESR-1 mRNA seviyeleri ve ESR-1
protein ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna kiyasla 6nemli dl¢lide azalmisti
(119).

Calismamizda sicalarda gebeligin 5. gilinlinde implantasyon alaninda ER-a
ifadesine folik asitin etkisi incelenmistir. Immunohistokimyasal olarak ER-o
ifadesi, RT-PCR analizlerinde de ER-a‘yt kodladigi bilinen ESR-1 analiz
edilmistir. ESR-1’in, RT-PCR’da yiiksek doz FA (40mg/kg/g) takviyesi grubunda
kontrole gore anlamli olarak arttig1, eksiklik grubunda ise anlamli olarak diisiik
oldugu saptanmistir. Diisiik doz FA (Smg/kg/g) takviye grubunda ise kontrole
gore bir fark izlenmemistir. ER-a ifadesi immunohistokimyasal olarak
incelendiginde ise eksiklik grubunda diger gruplara goére anlamli olarak azalma

oldugu tespit edilmistir.
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Padilla-Banks ve arkadaslari, eksojen Ostrojenlerin uterin etkilerini
farelerde ve sicanlarda degerlendirdikleri ¢alismalarinda 3 giin eksojen Ostrojen
verilmesinden sonra hem farelerde hem de siganlarda uterus agirligi/ viicut agirlig

oraninda birbirlerine benzer sekilde doz-yanit artis1 ortaya koymuslardir (120).

Calismamizda yiiksek doz folik asit (40 mg/kg/giin) takviyesi verilen
grupta, diger gruplara kiyasla ER-a seviyelerinde artis ile birlikte uterin agirlik /
viicut agirligi orani diger tlim gruplara gore anlamli olarak yiiksek olarak saptandi.
Bu veriler uterin agirliktaki bu artisin yiikksek doz grubunda ER-a artisiyla iligkili

olabilecegini diigiindiirdii.

Endometriyum, adezyonda rol oynayan molekiillerden olan integrinler
bakimindan zengindir. integrinlerin, fertilizasyon ve embriyo implantasyonu gibi
gebeligin erken olaylarinda yer alan faktorlerden biri oldugu bilinmektedir (121).
Artik integrin aVB3 implantasyon i¢in fonsiyonel bir belirteg olarak kabul
gormiistiir. Integrin  aVP3’iin  yetersiz salimmmi  sonucu  implantasyon

basarisizliklar1 ve disiikler karsimiza ¢ikmaktadir (122).

He ve arkadaglariin, IVF tedavisi i¢cin bagvuran hastalarda yaptiklar
calismada, endometriyal biyopsi Ornekleri alinmistir. Bu Orneklerde aoVf3
integrine ait immunohistokimyasal analizler gergeklestirilmistir. integrin aVB3’iin
ifadesinin ozellikle bez epitel hiicrelerinde membran tizerinde oldugunu ve

reaksiyonun daginik ve zayif pozitiflik gosterdigini saptamislardir (123).

Siganlarda implantasyonda aVB3’in roliinii arastiran bir ¢aligmada,

endometriyumun reseptif olmayan, pre-reseptif ve reseptif donemlerinde aV33
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integrin ifadesi immunohistokimya, immunositokimya ve akis sitometrisi
yontemleri ile degerlendirilmistir. Yapilan incelemelerde koitus sonrasi 4. ve 5.
giinlerde endometriyal epitel hiicrelerinde hiicrelerinde aV ve B3 alt birimlerine
ait immunreaksiyon saptanmistir. Bu reaksiyon 5. giinde 4. giinden ve gebe
olmayan kontrollerden daha fazla olarak tespit edilmistir. Integrin aVpB3
fonksiyonunu engelleyen ajan kullaniminda ise implastasyonda azalma tespit
edilmistir. Bu veriler sonucunda aVp3 integrinin endometriyal reseptivitenin bir
belirteci oldugu ve embriyo implantasyon siirecinde gerekli oldugu ortaya

konmustur (124).

Illera ve arkadaslari, gebe tavsanlarda yaptiklari calismada, gebeligin 6.
giinlinde uterus boynuzuna oVB3 integrine 6zgli bir antikor ugulanmiglardir.
Gebeligin 10. giiniinde uterin dokuda yapilan incelemede antikor uygulanan uterin
boynuzlarda implantasyon sayilarinda énemli bir azalma tespit edilmistir. Bunun
sonucunda da aVP3 integrinin erken embriyo-maternal etkilesimde rol oynadigi

ortaya konmustur (80).

Integrin aVB3 ve ekstraselliiler matriks arasindaki etkilesim, kapiller
damarlardan filizlenen endotelyal hiicreler ve anjiyogenezis i¢in oldukca
onemlidir. Bunun yaninda integrin aracili sinyallerin, hiicre proliferayonunu ve
motilitesini desteklemek amaciyla biiytime faktorii reseptorleri ile birlikte calistig
bilinmektedir. Integrin aVB3’iin anjiyojenik etkilerini anlamak icin VEGFR-2 ile
iliskisini arastiran ¢alismada, VEGF-A tarafindan indiiklenen VEGFR-2
fosforilasyonu ve mitojenitesi; oVB3 ligandi ve vitronektin ile kaplanmig

hiicrelerde, a5B1 ligandi, fibronektin ve a2p1 ligandiyla kaplananlara gére artmis

87



olarak tespit edilmistir. Bu verileri aVB3 integrinin yeni olusan damalar igin
onemli koruyucu etkisinin yaninda énemli bir anjiyojenik indiikleyici VEGF-A ile

tetiklenen VEGFR-2’nin aktivasyonuna da katildigini gostermektedir (79).

Calismamizda sigalarda gebeligin 5. giiniinde implantasyon alaninda aV[33
integrin ifadesine folik asitin etkisi incelenmistir. RT-PCR analizlerinde de oV ve
B3 integrin alt birimleri ayr1 olarak incelenmis yiiksek doz FA (40mg/kg/g)
takviyesi grubunda anlamli olarak arttigi, eksiklik grubunda ise anlamli olarak
diisiik oldugu saptanmustir. Diisiik doz FA (5mg/kg/g) takviye grubunda ise
kontrole gére anlamli bir fark ortaya konmamistir. Immunohistokimyasal
analizlerde ise aVPB3 integrin tek boyamada incelenmis, eksiklik grubunda yiiksek
doz FA (40mg/kg/g) takviyesi grubuna ve diisik doz FA (5mg/kg/g) takviye
grubuna gore anlamli olarak azaldigi saptanmistir. Diger gruplar arasinda anlamli

bir fark izlenmemistir.
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6. SONUC

Desidual  hiicrelerde = VEGF-A  ekspresyonu  ER-a  tarafindan
diizenlenmektedir. Ancak bu mekanizma giliniimiizde hala agiklanamamistir. Bu
nedenle erken gebelik doneminde ER-a ile VEGF-A arasindaki iliskiyi
degerlendirmek i¢in yaptigimiz bu ¢alismada; bu etkilesimin desidual
anjiyogenezis tiizerindeki etkisini gostermeyi planladik. Bunun yaninda bu
iligkinin folik asit eksikligi ya da takviyesinden etkilenip etkilenmedigini de
ortaya koymak amaciyla bu ¢alisgmada yaptigimiz immiin boyamalarda 6zellikle
liminal ve bez epitel hiicrelerinde implantasyon sirasinda ekprese olan aVf3
integrinin VEGF-A ekspresyonu uyararak implantasyon bdlgesinde giiglii bir
anjiyogeneze sebep oldugunu goérdiik. Damarlarda bu yeniden modelleme VEGF-
A ckspresyonunda artisla birlikte ¢alisgmamizda belirlenmistir. Liiminal epitel
hiicreleri baz1 miyometriyal hiicreler ve stromal hiicrelerin erken gebelik faktorii
olan Ostrojen reseptorii salinimini uyarmalar ile desidual hiicrelerin de yine aynm
yolakla VEGF-A ekspresyonunu uyardigi gosterilen birgok bilimsel caligma
bulgariyla estes olarak biz de c¢aligmamizda ER-a ekspresyonu ile VEGF-A
ekspresyonu arasinda benzerlik saptadik. Sonu¢ olarak bu 3 molekiiler
diizenleyicinin gruplar arasindaki birbirine benzer ekspresyon gostedigini
salgilandiklart hiicrelerce implantasyonun iligkili donemi ile baglantili olarak

ekspresyonlarinin birbirleriyle uyumlu oldugu saptanmistir.
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Folik asit eksikliginin ise bu ii¢ molekiiler diizenleyicinin ekspresyonlarini
onemli 6l¢iide azaltmasi folik asit takviyesinin implantasyon basarisinda énemli
bir etkisi olabilecegini diisiindiirmiistiir. Yapilacak ileri molekiiler ara yolak

caligmalar1 konuya 151k tutacaktir.
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8. OZET

Sicanlarda Prekonsepsiyonel Folik Asit Takviyesinin Implantasyon Uzerine

Etkilerinin Immunohistokimsal Yéntemlerle Degerlendirilmesi

Implantasyon, gebelik olusumunda énemli asamalardan biridir. Yardimci
tireme tekniklerindeki gelisimlerle birlikte infertilite sebepleri iginde
implantasyon basarisizliklar1 6n plana ¢ikmaya baslamustir. Implantasyon uterus
endometriyumu ile embriyo arasinda karsilikli etkilesimi igeren kisa bir siiregte
gerceklesir. Bu siiregte embriyo ve endometriyumun implantasyona hazir olmast
gerekmektedir. Implantasyon siirecine endometriyumda ve embriyoda ifade edilen
bircok molekiil aracilik eder. Folik asit (FA), gebelik olusmadan takviye olarak
kullanilmast onerilen, eksikliginde konjenital anomalilere sebep olabilen bir
vitamindir. Gebelikte farkli dozlarda kullanim oOnerileri bulunmaktadir. Bu
calismada folik asitin embriyo implantasyonuyla iligkisinin degerlendirilmesi

hedeflendi.

Calismamizda 6-8 haftalik 32 adet wistar albino cinsi disi sigan kullanildi.
Sicanlar kontrol, eksiklik modeli olusturulan, diisiik doz (5mg/kg) FA takviyesi
verilen, yiiksek doz (40mg/kg) FA takviyesi verilen olmak iizere 4 gruba ayrild1. 5
haftalik takviye ve eksiklik model olusumunun ardindan erkek siganlarla
ciftlestirilen disiler, ¢iftlesmeyi takiben 5. glinde implantasyon degerlendirilmesi
icin sakrifiye edildi ve implantasyon alanlar1 toplandi. Alinan dokular histolojik

olarak ve gen ifade diizeyinde degerlendirildi.
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Vaskuler endotelyal biiyiime faktorii-A (VEGF-A), Ostrojen Reseptorii-
alfa (ER-a), Integrin aVB3 agisindan degendirilen gruplarda, eksiklik grubunda
tiim belirteclerde anlamli azalma izlenirken, diisiik doz ve yliksek doz gruplarinda

tiim belirtecler agisindan immunohistokimya ve RT-PCR ile artis tespit edildi.

Calismamiz sonucunda gebelik Oncesi folik asitin takviye edilmesinin
bilinen diger neonatal etkilerinin yaninda gebeligin olusum ve siirdiirilmesi
asamasinda da olumlu etkilerinin oldugu, eksikliginde implantasyon agamasinda
bozukluklara yol acabilecegi ortaya konmustur. ileride yapilacak ara yolak
caligmalariyla embriyo implantasyonundaki etkileri daha acik sekilde ortaya

konabilir.

Anahtar kelimeler: Folik asit, implantasyon, VEGF-A, ER-a, integrin aV[33
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9. SUMMARY

Immunohistochemical Analysis of the Effect of Preconceptional Folic Acid

Supplementation on Embryonic Implantation in Rats

Implantation is one of the important stages in pregnancy formation. With
the improvements in assisted reproductive techniques, implantation failures have
started to come to the fore among the causes of infertility. Implantation takes
place in a short period of interaction between the uterine endometrium and the
embryo. In this process, the embryo and endometrium must be ready for
implantation. The implantation process is mediated by many molecules expressed
in the endometrium and embryo. Folic acid (FA) is a vitamin recommended to be
used as a supplement before pregnancy occurs, and its deficiency can cause
congenital anomalies. There are recommendations for use in different doses
during pregnancy. In this study, it was aimed to evaluate the relationship of folic

acid with embryo implantation.

In our study, 32 female wistar albino rats, 6-8 weeks old, were used. The
rats were divided into 4 groups as control, deficiency model was created, low dose
(5mg/kg) FA supplement was given, and high dose (40mg/kg) FA supplement
was given. After 5 weeks of supplementation and deficiency pattern formation,
females mated with male rats were sacrificed and implantation sites were
collected for implantation evaluation on day 5 following mating. Tissues taken

were comparatively evaluated histologically and at the level of gene expression.
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In the groups evaluated for vascular endothelial growth factor-A (VEGF-
A), Estrogen Receptor-alpha (ER-a), integrin aVB3, all markers were significantly
decreased in the deficiency group, while in the low-dose and high-dose groups, an

increase was observed in all markers with IHC and RT-PCR.

As a result of our study, it has been revealed that supplementation of folic
acid before pregnancy has positive effects in the formation and maintenance of
pregnancy as well as other known neonatal effects, and its deficiency may lead to
disorders in the implantation stage. The effects on implantation can be revealed

more clearly with future pathway studies.

Keywords: Folic acid, implantation, VEGF-A, ER-a, integrin o V33
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