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1. GĠRĠġ 

 

Ġmplantasyon, endometriyum ve blastosist arasında çok kısa süren bir 

pencere döneminde gerçekleĢen karĢılıklı etkileĢimi içerir. BaĢarılı implantasyon, 

blastosist tarafından implantasyon yeterliliğinin kazanılması ile uterus 

endometriyumunun reseptif hal kazanması arasında eĢ zamanlı dönüĢümü 

gerektirir (1). Bu olaylar, maternal hormonlar, özellikle ovaryan östrojen ve 

progesteron tarafından düzenlenir (2). Büyüme faktörleri, sitokinler, lipid 

mediyatörleri dahil olmak üzere lokal olarak üretilen sinyal molekülleri ile birlikte 

ovaryumdan salınan hormonların, implantasyon sürecini ortaya koymak için 

otokrin, parakrin ve jukstakrin etkileĢimleri yoluyla iĢlev gördüğü bilinmektedir 

(1).  

Beslenme ile günlük ihtiyacın bir kısmını karĢılayabildiğimiz folat, gebelik 

öncesi ve gebelik sürecinde takviyesine ihtiyaç duyulan B grubu vitaminlerden 

biridir (3). Gebelik sürecinde ortaya çıkabilecek nöral tüp defekti, konjenital 

anomaliler gibi bir çok sorunu önlemede etkili olduğu ortaya konmuĢtur. Ancak 

folik asit takviyesinin implantasyon sürecindeki etkisi tam olarak 

bilinmemektedir. ÇalıĢmamızda sıçanlarda prekonsepsiyonel folik asit 

eksikliğinin ve klinikte kullanılan farklı dozlardaki takviyesinin embriyo 

implantasyonuna etkisini implantasyon aĢamalarında rol oynadığı bilinen Östrojen 

Reseptör-alfa (ER-α), Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörü-A (VEGF-A) ve 

Ġntegrin αVβ3 ile iliĢkisi üzerinden ortaya koymak hedeflendi. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Uterus GeliĢimi 

Genital sistemin geliĢimi, bireyin genel cinsel farklanmasında önemli bir 

evredir. Embriyonun genetik olarak cinsiyeti aslında fertilizasyonda belirlenmiĢ 

olsa da, embriyoda morfolojik ve fenotipik olarak geliĢimin 7. haftasından önce 

erkeğe ve diĢiye ait özellikler henüz farklanmamıĢtır. GeliĢimin farklanmamıĢ 

evresi denilen bu evrede embriyonun cinsiyetinin temel göstergesi morfolojik 

olarak cinsiyet kromatininin (Barr cisimciği) varlığı veya yokluğudur. Barr 

cisimciği hücrede X kromozomlarından birinin inaktivasyonuyla oluĢur (4). 

Cinsiyet farklanması, çok sayıda genin rol aldığı oldukça karmaĢık bir 

süreçtir. Bu farklanmanın temel belirleyicisi kısa kolunda SRY genini bulunduran 

Y kromozomudur. SRY geni, Y kromozomu üzerindeki cinsiyet belirleyici bölge 

olarak bilinir. Bu genin kodladığı protein, henüz rudimenter durumda olan genital 

organların geliĢimini belirleyen genleri aktive eder. SRY proteini olarak da 

bilinen bu transkripsiyon faktörüne testis belirleyici faktör (TBF) adı verilir (5). 

FarklanmamıĢ evrede hem diĢide hem erkekte iki çift genital kanal 

bulunur. Bunlar paramezonefrik (mullerian) kanallar ve mezonefrik (wolfian) 

kanallardır. TBF varlığında bu kanallar erkek yönünde, yokluğunda diĢi yönünde 

geliĢir (5). 

XY cinsiyet kromozomuna sahip erkek embriyoda,  paramezonefrik 

kanallar sertoli hücresinden salınan Anti Müllerian Hormon (AMH) etkisinde 

büyük çoğunlukla dejenere olur.  XX cinsiyet kromozomuna sahip diĢi embriyoda 
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fetal yaĢamın 7. haftasında, Y kromozomu ve dolayısıyla bu kromozomda 

bulunan SRY geni bulunmadığından, mezonefrik kanallar gerilerken 

paramezonefrik kanallar geliĢimini sürdürür. Östrojen varlığı ile testosteron ve 

AMH olmaması paramezonefrik kanalların geliĢimini uyarır (5). 

Prenatal dönemde cinsiyet farklanmasında diĢi embriyoda östrojenlerin 

varlığı oldukça önemli rol oynar. Paramezonefrik (mullerian) kanallardan 

östrojenlerin etkisi ile fallopian tüpler, uterus, serviks uteri ve vajenin üst 

kısımları geliĢir. GeliĢimin 8. haftasında paramezonefrik kanallar kranial parçadan 

kısmen birleĢir. BirleĢen kranial uçlar, ileride endometriyum epitelini oluĢtur ve 

ve çevre mezoderm de miyometriyuma farklanır. Sonuç olarak füzyonun 

tamamlanması ile uterusu oluĢur. Paramezonefrik kanalların birleĢmeyen kranial 

kısımlarından tuba uterinalar, birleĢen kısımların kaudalinden ise vajenin üst üçte 

birlik bölümü geliĢir (5, 6).   

Ġnsanda uterus baĢta iki boynuzlu yapıdadır. GeliĢimin ilerlemesiyle son 

Ģeklini alır. Bazen bu geliĢim iki boynuzlu evrede kalabilir. Ancak normalde iki 

boynuz arasında bulunan mezenkim çoğalır ve uterusun, eriĢkinde gördüğümüz 

armut benzeri Ģekli ortaya çıkar (7). 

 

2.2. Uterus Anatomisi 

Uterus; pelvis boĢluğunda rektumun önünde, mesanenin arkasında 

yerleĢmiĢ, nullipar (doğum yapmamıĢ) kadınlarda yaklaĢık 30-40 gram 

ağırlığında, uzunluğu yaklaĢık 7,5 cm, üst kısmında geniĢliği 5 cm olan, armut 
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Ģeklinde, içi boĢ bir organdır. Ligamentum latum uteri adı verilen periton 

yaprakları arasında, genellikle anteversiyon ve antefleksiyon pozisyonunda 

bulunur. Lümeni yassıdır. Yukarıda tuba uterinalar, aĢağıda vajina ile devamlılık 

gösterir (8, 9) (ġekil 1).  

Anatomik olarak gövde (korpus) ve serviks olmak üzere iki bölgeye 

ayrılmıĢtır.  Gövde kısmı uterusun büyük bölümünü oluĢturan üst kısımdır. Tuba 

uterinaların uterusa giriĢ yaptığı kısımlarına cornu uteri adı verilir.  Ligamentum 

utero ovaricum ve ligamentum teres uteri adı verilen uterin ligamentler cornu 

uterilere tutunur. Gövdenin, serviksin hemen üstünde kalan dar bölümüne isthmus 

uteri denirken, tuba uterinalar ile bağlantı bölgelerinin üstünde bulunan, yuvarlak, 

geniĢleyen tepe parçası fundus olarak adlandırılır. Corpus uteri içerisinde yaklaĢık 

6 cm geniĢliğinde cavitas uteri adı verilen bir boĢluk bulunur. Organın boyutuna 

oranla boĢluğun küçük olması uterus duvarının kalın olmasından 

kaynaklanmaktadır (10). 

Serviks silindir biçimli, isthmus ile uterus gövdesinden ayrılan kısımdır. 

Serviks uteri her iki ucunda açıklıkları bulunan, servikal kanal denilen bir lümene 

sahiptir. Ġnternal ostium uterin kaviteye, eksternal ostium ise vajinaya 

açılmaktadır (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 olduğu birçok ligament tarafından desteklenir. 

Ayrıca ürogenital diyafram, pelvik diyafram ve perineal gövde ile de aĢağıdan 

desteklenir (11). 
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Şekil 1. Dişi üreme sistemi şematik çizimi (12) (Türkçeleştirilmiştir) 

 

2.3. Uterus Histolojisi 

Uterus gövdesinde duvar yapısı üç tabakadan oluĢmaktadır. Bunlar 

lümenden dıĢarıya sırasıyla; endometriyum, miyometriyum ve bunları saran 

perimetriyum tabakasıdır. Duvarın esas bileĢeni; endometriyum adı verilen 

mukoza tabakası ile örtülmüĢ miyometriyum tabakasıdır (8). 

2.3.1. Perimetriyum  

Perimetriyum dıĢ seröz tabaka veya uterusu örten visseral periton 

tabakasıdır. Abdominal ve pelvik periton ile devamlılık göstermektedir. Uterus 

anatomik olarak öne eğimli ve mesaneye doğru uzanır pozisyonda 

bulunduğundan, anteriorda çoğunlukla adventisya (epitelyal örtü -diğer adıyla 

mezotelyum- bulunmayan bağ doku) ile örtülüdür. Bu nedenle retroperitoneal 

olarak sınıflandırılır. Gövdenin fundusu ve posterioru mezotelyum ve altında 

Mesane 
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elastik liflerden oluĢan seroza ile örtülü olduğundan bu kısım intraperitonealdir 

(8).  

2.3.2. Miyometriyum 

Uterusun en kalın, düz kas liflerinden oluĢan tabakasıdır. Birbirinden net 

sınırlarla ayırt edilemeyen üç düz kas tabakası vardır. Bu tabakalar; 

Orta kas tabakası; büyük kan damarlarından ve lenfatiklerden zengin 

olması nedeniyle stratum vasculare olarak da adlandırılan bu tabaka, dairesel 

olarak düzenlenmiĢ, iç içe geçen düz kas demetlerinden oluĢmuĢtur. En kalın 

tabaka olan orta kas tabakası aynı zamanda arkuat arterleri de barındırır (6, 8). 

Ġç ve dıĢ kas tabakaları; uzun eksene paralel, boylamasına düzenlenmiĢ kas 

demetlerinden oluĢmaktadır. Uterus kontraksiyonları esnasında miyometriyumun 

bu üç kas tabakası birlikte fonksiyonel bir sinsityum göstererek çalıĢır ve lümen 

içeriği atılır (8). 

Uterus servikse doğru daralırken, düz kas dokusu azalır ve yerini fibröz 

bağ dokuya bırakır. Servikse gelindiğinde miyometriyum, elastik lifler ve sadece 

çok az sayıda düz kas hücresi barındıran sıkı düzensiz kollajenöz bağ dokusundan 

oluĢmaktadır. Gövdede ise elastik lifler sadece miyometriyumun dıĢ tabakasında 

bulunmaktadır (6, 8). 

Miyometriyal düz kas hücrelerinin sayısı ve boyutları östrojen 

seviyelerinden etkilenir. Östrojen seviyelerinin en yüksek olduğu gebelikte uterus 

büyük oranda geniĢler. Bu geniĢleme gebelikte düz kaslarda hem hipertrofi hem 

hiperplazi ile gerçekleĢir. Gebelik öncesi 50 µm boyutunda olan düz kas hücresi 
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bu hipertrofi ile 500 µm boyutlarına kadar ulaĢır. Buna sekonder olarak 

diferansiye olmayan mezenkimal hücreler farklılaĢmaya baĢlar ve mevcut kas 

lifleri bölünerek yeni lifleri oluĢturur (8). 

2.3.3. Endometriyum 

Endometriyum, uterusun mukoza katmanıdır. Epitel ve lamina propriya 

tabakalarından oluĢur. Epiteli; silyumlu hücreler ve sekretuar hücreler içeren tek 

katlı prizmatik epiteldir. Epitel, lamina propriyada bez yapılarıyla devamlılık 

gösterir. Uterus bezleri adı verilen bu yapılar bazal kısımları dallanma gösteren 

basit tübüler bezlerdir. Glandüler hücreler yüzey epitelindekilere benzese de silier 

hücreler bulunmaz. Bez yapıları arasında bağ dokusu stroma bulunur. Lamina 

propriya; yıldız Ģekilli oval nükleuslu hücreler, makrofajlar, granüler lökositler 

gibi bağ dokusu hücrelerinin yanı sıra retiküler lifler gibi bağ dokusu liflerini de 

içerir (6, 8, 12). 

Endometriyum yapısal ve iĢlevsel olarak iki tabakadan meydana gelir. Bu 

tabakalar, menstrüel siklus sırasında dökülen, endometriyumun kalın üst tabakası 

olan fonksiyonel tabaka (stratum fonksiyonalis) ve siklus sırasında korunan, 

fonksiyonel tabakanın yenilenmesi için kaynak olarak çalıĢan bazal tabaka 

(stratum bazale) olarak adlandırılmıĢır (8). Fonksiyonel tabaka östrojen ve 

progesteron seviyelerinden ve spiral arterlerden gelen kan miktarından etkilenir. 

Bazal tabaka ise hormon seviyelerinden etkilenmez ve kanlanması da spiral 

arterlerden değil bazal arterlerden gerçekleĢir (6) (ġekil 2). 
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Şekil 2. Endometriyum bazal ve fonksiyonel katmanlarıyla, arter ve venlerine ait şematik 

çizim (12). ( Türkçeleştirilmiştir ) 

 

Menstrüel siklus sırasında endometriyumda meydana gelen siklik 

değiĢimler; proliferasyon dönemi, sekretuar dönem ve menstrüel dönem olarak 

ayrılır. Proliferasyon dönemi, bir önceki siklusun menstrüasyon döneminin 

bitimiyle baĢlayan, menstrüasyon sırasında fonksiyonel tabakanın dökülmesi 

sonucu geride kalan bazal tabanın hızlı bir yenilenmeye ve çoğalmaya girdiği 

dönemdir. GeliĢmekte olan ovaryan folliküllerden salınan östrojenlerin uyarıcı 

etkisi altında baĢlar. Endometriyum kalınlığı yaklaĢık 0,5-1 mm artar.  Bez 

yapıları bazal kısımlarındaki epitelyal hücrelerden yeniden yapılanır. Stromal 

hücreler de prolifere olup kollajen üretimi yaparlar. Endometriyum yenilenirken 

spiral arterler uzar, hafifçe sarmallaĢır, ancak endometriyumun üst üçte birlik 

kısmına kadar uzanmazlar.  
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Sekretuar dönem, primer olarak progesteronun etkisi altındadır. 

Ovulasyondan 1-2 gün sonra, overlerde korpus luteum aktivitesiyle aynı zamana 

denk gelecek Ģekilde baĢlar. Bezlerde hipertrofi olur, stroma tabakasında ödemle 

birlikte endometriyum yaklaĢık 5-6 mm kalınlığa ulaĢır. Bez epitelinin salgısı 

implantasyon gerçekleĢmesi olasılığına uygun olarak mukoid özellik gösteren 

yapıdadır ve özellikle glikojenden zengin besleyici özelliğe sahiptir. Bez epitel 

hücrelerinde glikojen birikimi baĢta özellikle bazal kısımlarda yoğunlaĢmıĢtır ve 

bezler testere diĢi görünümündedir. Sekretuar evrenin sonlarına doğru glikojen 

birikimi apikale doğru kaymıĢtır ve bez lümenlerinde salgı mevcuttur. Bu 

dönemde mitoz proliferatif evredeki kadar aktif değildir. Büyüme, epitelyal 

hipertrofi, damarlanma artıĢı ve ödem sonucu gerçekleĢir. Spiral arterler bu 

dönemde uzar ve daha da sarmal hale gelerek endometriyum yüzeyine kadar 

uzanır. Spiral arterlerin etrafındaki stroma hücreleri büyür ve desidua benzeri 

görünüm kazanır. Spiral arterlerin etrafında görülen mitotik aktivite de desidual 

reaksiyonun bir göstergesidir (6, 8).  

Embriyo implantasyonuna hazırlanan endometriyumda fibroblast benzeri 

stroma hücrelerinin epitel benzeri dönüĢümüyle desidua hücreleri ortaya çıkar. Bu 

dönüĢüm için gerekli olan uyaran blastosistin implante olmaya baĢlamasıdır, 

östrojen ve progesteron da bu dönüĢüme aracılık eder. Sonuç olarak büyük, 

glikojen ve lipitten zengin hücreler ortaya çıkar (6, 8). Sinsityotrofoblastlara yakın 

olan maternal kısımdaki desidua hücreleri dejenere olarak içeriğindeki glikojen ve 

lipitleri salgılarlar. Bu özellikleriyle trofoblast invazyonunu düzenlemenin 

yanında embriyonun besin ihtiyacını da karĢıladıkları ortaya çıkmaktadır. Bunlara 
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ek olarak desidual reaksiyon embriyo geliĢiminde immun koruyucu rol üstlenir. 

Prostaglandin gibi immune sistemi baskılayıcı ajanlar sentezleyerek, doğal 

öldürücü (NK) hücrelerin aktive olmasını önler. Desidua reaksiyonuyla birlikte 

endometriyal stromaya sızan lökositler de interlökin-2 (IL-2) salgılayarak 

maternal dokuda embriyo reddinin önlenmesine katkı sağlar. Embriyo da 

sinsityotrofoblast hücrelerinden doku reddinin oluĢması için gerekli olan 

histokompatibilite kompleksi (doku uyumluluk kompleksi) sınıf II‘yi ifade etmez. 

Bunun sonucunda da sinsityotrofoblastlar maternal CD4+ T hücrelerine antijen 

sunamaz (6). 

Desidua hücreleri, insulin benzeri büyüme faktörleri (IGF) ile ürettikleri 

insulin benzeri büyüme faktörü bağlayıcı protein (IGF-bp) aracılığıyla bağlanırlar. 

Bu bağlanma sonucu IGF‘ler endometriyal hücrelerdeki proliferatif etkisini 

gösteremez. Desidual hücrelerinin gebeliğin sürdürülmesi sürecinde de rolü 

vardır. Korpus luteumun devamlılığını sağlayan hipofiz kaynaklı prolaktinle 

iliĢkili desidua prolaktinini salgılar (6). 

Fertilizasyon olmasa dahi korpus luteumun hormon salgısı yaklaĢık 10 gün 

sürer. Bu süre sonunda özellikle progesteron seviyesindeki ani düĢmeyle 

fonksiyonel tabakanın kanlanmasında değiĢiklik olur. Spiral arterlerin birkaç saat 

süren periyodik kasılmaları fonksiyonel tabakada hipoksi ve iskemi ile sonuçlanır. 

Stromal ödemin de azalması ile endometriyum büzüĢür. YaklaĢık 48 saatlik bir 

sürenin sonunda, uzun süreli kasılmalar ve azalmıĢ kan akımı nedeniyle arter 

duvarlarında rüptürler meydana gelir, kanama baĢlar. Spiral arterlerin rüptürüyle 

lamina propriya kanla dolar. Bu kanamaya nekroza gitmiĢ endometriyum dokusu 
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ve bezlerin sekresyonları da eklenir. YaklaĢık 5 gün süren bu sürece menstruasyon 

dönemi denir (6, 8). 

Siklusun bu üç dönemi periyodik olarak gebelik oluĢmadığı sürece 28 

günde bir tekrarlanır. Fertilizasyon gerçekleĢir ve bu süreç implantasyon ile 

sonuçlanır ise endometriyumun gerilemesi gebelik sonuna kalır (8).  

2.3.3.1. Endometriyumun Reseptivite Kazanması 

Endometriyal reseptivite; embriyoya, tutunma, invazyon ve geliĢim imkanı 

sağlayan, yeni bir canlı oluĢumu ile sonuçlanması beklenen karmaĢık bir süreçtir. 

Endometriyum 'implantasyon penceresi' adı verilen çok kısa bir zaman dilimi 

içinde blastosist implantasyonu için reseptiftir. Embriyo aslında birçok dokuya 

kolayca implante olabilecek kapasitededir ancak endometriyumun bu dar 

implantasyon penceresi dıĢında embriyonun implantasyonunu engelleme yeteneği 

benzersizdir (13). Uterin reseptivite hassas bir koreografi ve dengeyle ortaya 

çıkan bir dizi hücresel ve moleküler olay aracılığıyla oluĢturulur (14). 

Midluteal fazda, östrojen ve progesteronun belirli bir düzende ortaya 

koydukları aktiviteleri ile normal reseptivite oluĢur (15). Östrojen reseptör alfa 

(ER-α) ifadesindeki azalma, reseptivitenin oluĢumunu belirleyici kritik bir olay 

olarak görülmektedir (16-18). 

Endometriyal reseptivite ile birlikte blastosist trofoektodermi, 

endometriyum epitelyal hücrelerine bağlanıp daha sonra endometriyal stroma ve 

damarlara invaze olma periyoduna girer (19). Endometriyal reseptivite ya hep ya 

hiç prensibine uyan bir oluĢum göstermez. Tamemen bozulmuĢ implantasyon 
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(inferitlite), ciddi derecede bozulmuĢ implantasyon (düĢükler) ve preeklampside 

olduğu gibi hafif derecede bozulmuĢ implantasyon ve invazyon gibi farklı 

Ģiddetlerde ortaya çıkabilir. Reseptiviteyi bozan faktörler tam olarak aydınlatılmıĢ 

olmasa da endokrin nedenler, inflamatuvar olaylar, ince endometriyum, polipler 

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

Ovulasyondan sonraki 7-8. günlerde endometriyumun implantasyon 

hazırlığı ovaryan steroidler aracılığıyla gerçekleĢir. Proliferatif evrede baskın 

hormon östrojen, sekretuar evrede endometriyumda belirleyici etkiye sahip 

hormon progesterondur. Östrojen, endometriyum luminal epitelinde, glanduler 

epitelinde ve stromasında mitotik aktiviteyi hızlandırır, implantasyon hazırlığı için 

fonksiyonel tabakayı kalınlaĢtırır. Progesteron ise endometriyum bez yapıları ve 

arterlerde uzama ve kıvrımlanmaya sebep olurken, stromada damarlanma artıĢı ve 

ödeme sebep olarak desidualizasyonu sağlar (21). Desidual hücreler, embriyo 

invazyonunun düzenlenmesi, embriyo geliĢiminin desteklenmesi, immun yanıtın 

düzenlenmesi ve anjiyogenezin desteklenmesi için sitokin ve büyüme faktörleri 

sağlamak gibi görevlere sahiptir. Endometriyumun reseptif hale gelmesi 

progesteron ve östrojenin planlı ve koordineli etkinliklerine bağlıdır (22). 

Progesteron ifadesi, endometriyum hücrelerinde ER-α aracılığıyla uyarılır bu 

nedenle östrojen; luteal evrede progesteron yanıtı için gereklidir. Bu durumun 

aksine progesteron, nukleer reseptörleri aracılığıyla, ER-α ifadesini inhibe 

etmektedir. Östrojen ve progesteronun koordineli hareket etmesiyle, implantasyon 

alanında endometriyal vaskuler geçirgenlikte artıĢ gözlenir (5, 23). 

Ġmplantasyondan önce, endometriyum yüzey epitelinde anlamlı 
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değiĢiklikler gerçekleĢmektedir. Epitel hücrelerinde apikal-bazal polaritede 

azalma olur, özgün gap-junction (oluklu bağlantı) yapıları oluĢur, sıkı bağlantılar 

ve desmozomlar azalır, hücreler yassı hale gelir, mikrovillus yapıları kaybolarak 

yerini pinopodlara bırakır. Progesteron artıĢıyla müsin tabakası ortadan kalkar, 

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

Ovaryan steroidlerin etkisindeki uterusun implantasyona duyarlılığı; pre-

reseptif, reseptif ve non-reseptif dönem Ģeklinde programlanır. Pre-reseptif 

dönemde endometriyum ovaryan steroidlerin kontrolündedir ve epitelyal 

değiĢimler izlenir. Stromada ise progesteron bağımlı morfolojik değiĢimler 

gözlenir, bu durum ‗ön desidualizasyon' olarak adlandırılır. Küçük bir östrojen 

piki ile endometriyum, embriyo ile bağlanma (adhezyon) yeteneği kazanır ve 

böylece reseptif döneme girer. Lüminal epitel hücrelerin mikrovillusları kaybolup 

pinopodların geliĢmesi ile endometriyumda blastosist adhezyonu sonucunda 

stromal hücreler polipoid Ģekilli stromal hücrelere farklanarak desidualizasyonu 

ortaya koyar. Reseptif dönem geçicidir, embriyo implantasyonu ile 

sonuçlanmazsa uterus non-reseptif döneme girer, ''implantasyon penceresi'' de 

böylelikle sonlanır (26). 

Endometriyal reseptivite geliĢiminde morfolojik belirteç pinopodların 

oluĢumudur. Pinopodların ifadesi implantasyonun pencere döneminde kısa süreli 

olarak en yüksek seviyede görülmektedir. Pinopodların yüzeyinde blastosistin 

adezyonu için gerekli reseptörler bulunmaktadır. Pinopodlar progesterona bağımlı 

olarak iĢlev görürler, mid-luteal evrede yükselen progesteron seviyeleriyle ilk 

ortaya çıkıĢları arasında iliĢki görülmüĢtür. Bunun yanında, endometriyal 
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reseptivite için gerekli homeobox geni (HOXA-10) pinopodların geliĢmesinde 

önemli rol oynar (27). 

 

2.4. Ġmplantasyon 

Gebeliğin 4. gününde blastosist uterin boĢluğu dolduran sıvı içinde serbest 

haldedir. Bu dönemde ovaryan kaynaklı östrojen ve progesteronun koordineli 

etkisi sonucunda, implantasyon bölgesinde vasküler geçirgenlik artıĢı dahil 

implantasyon için gerekli uterin reseptivite oluĢturulur. Gebeliğin 5. gününde 

zona pellusidasından ayrılan blastosistin polar trofoblastları endometriyal 

hücrelerle karĢı karĢıya gelir. Blastosist zona pellusidasından ayrılamazsa embriyo 

implantasyonu gerçekleĢemez (6).  

Endometriyumun, zona pellusidasında ayrılmıĢ embriyoyu kabul etmesi 

süreci ‗implantasyon penceresi‘ olarak adlandırılır. YaklaĢık 4 gün süren bu süreç 

endometriyum ve blastosist arasında karĢılıklı iletiĢimi içerir. BaĢarılı bir 

implantasyon döneminden söz edebilmek için büyüyüp geliĢen bir embriyo, 

implantasyonu sağlamak üzere gerekli değiĢiklikleri geçiren ve reseptivite 

kazanmıĢ endometriyumun yanı sıra blastosist ve endometriyum arasındaki bilgi 

alıĢ-veriĢinin (cross-talk) baĢarılı bir Ģekilde sağlanması gerekir. Endometriyum 

ve embriyonun aktif olarak katıldığı eĢ zamanlı, dinamik bir karĢı karĢıya gelme 

süreci sonucunda embriyonun endometriyuma baĢta stabil olmayan tutunmasını, 

stabil bir tutunmanın sağlanması ve ardından gömülmesi olayları izler. Bu olay 3 

evrede gerçekleĢir (6, 8). 
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2.4.1. Apozisyon 

Blastosistin endometriyum yüzeyine baĢta stabil olmayan tutunmasına 

apozisyon adı verilmektedir. Fertilizasyondan sonra yaklaĢık 6. günde 

implantasyonun gerçekleĢeceği yer belirlenir ve embriyo bu bölgeye yaklaĢır. Bu 

aĢamadaki implante blastosist yaklaĢık 250 hücreli yapıdadır ve hücrelerin çoğunu 

blastosist boĢluğunu çevreleyen dıĢ çeper ve iç hücre kitlesi oluĢturur (28). 

Apozisyon döneminde, hem endometriyumdan hem de embriyodan eĢ zamanlı bir 

çok mediator salınmaktadır. Bu medyatörler uterusu reseptif hale getirerek, 

implantasyonun gerçekleĢmesine destek olurlar (6, 29). 

Apozisyon fazı baĢlamadan, stromada ödem görülür. Bu stromal ödem; 

uterin lümen daralmasıyla, trofoektodermin mikrovillusları  ile luminal epitelde 

pinopodların birbirine yaklaĢmasını sağlar (30).  

Ġmplantasyon, trofoblastların apikal membranlarının, endometriyum 

lüminal epitelinin apikal hücre membranlarına kararlı olmayan tutulmasıyla 

baĢlamaktadır. Bu durum paradoksik bir fenomen olarak değerlendirilmiĢtir, 

çünkü epitelin apikal membranları normalde non-adheziv olarak tanımlanmaktadır 

(28). Buna rağmen implantasyon penceresi içinde kısa bir zaman diliminde adeziv 

yapıdadırlar. Bu aĢamadan itibaren, uterin epitel hücreleri oldukça sekretuar hale 

gelir. Bağlanmadan önce dahi blastosisti etkileyebilecek çeĢitli medyatörler uterus 

lumenine sekrete edilir (31). Uterus ve embriyodan medyatörler eĢ zamanlı olarak 

salınırlar (32). Hem trofoektoderm için hem uterin epitel hücreleri için bir çok 

hücre adezyon molekülü ortaya konmuĢtur. Ancak güncel durumda bu alandaki 

bilgiler özellikle feto-maternal arayüzdeki immunolojik tanımayı açıklamak için 
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yeterli değildir (33). 

2.4.2. Adezyon 

Adezyon (yapıĢma,tutunma) blastosistin embriyoblast kutbundaki (iç 

hücre kitlesinin bulunduğu taraf) trofoblastlardan gerçekleĢtirilir. Trofoblastik 

hücreler adezyon molekülleri aracılığı ile endometriyum luminal epiteline tutunur. 

Endometriyal epitel hücrelerinin apikal kısımları heparin bağlı epidermal büyüme 

faktörü benzeri faktör (HB-EGF) ile kaplanmıĢtır. HB-EGF‘nin membrana bağlı 

ve çözülebilir olmak üzere iki formu bulunur. Trofoblast hücrelerinde epidermal 

büyüme faktörü reseptörü (EGF-R) otofosforile olur ve  heparan sülfat 

proteoglikan (perlekan) HB-EGF‘ye sıkıca tutunur. Reseptif fazda morfolojik 

belirteç olarak kabul edilen pinopodlar, embriyo için bağlanma bölgeleri 

oluĢturarak bu süreçte rol alır (6, 34) (ġekil 3). Bir karbonhidrat bağlayıcı protein 

olan L-selektinin de blastosistlerinin uterin epitele ilk tutunmasına aracılık eden 

bir sistemin parçası olarak öne sürülmüĢtür. Hematopoietik hücrelerde ifadesi 

bilinen L-selektinin troflastlarda da ifadesine rastlanmaktadır. L-selektinin ligandı 

olan oligosakkaritler, endometriyum lüminal epitelinin apikal yüzündeki 

pinopodlarda  bulunmaktadır (35).  

Ġmplantasyon sürecinin bu evresinde uterin epitel hücresi apikal plazma 

membranı ve trofoblast hücresi plazma membranı aralarında 20 nm mesafe olacak 

Ģekilde paralel olarak yerleĢirler. Ġki membran yüzeyinde de ekspresyonu artan 

adezyon molekülleri ile ligandları aracılığıyla fetüs ve materal dokular arasında 

etkileĢim meydana gelir. Bu etkileĢim sürecinde adezyon moleküllerinden olan 

integrinler ön plana çıkmaktadır. Hem trofoblastik hücre yüzeyinde hem de 
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lüminal epitel hücre yüzeylerinde eksprese edilen αVβ3 integrin ve bunun ligandı 

olan osteopontin, implantasyonun ilk hücre-hücre etkileĢmesinde görev 

almaktadır (36). Bunlardan α3β2, α5β5, α6β4 gibi integrinler de adezyon 

aĢamasında rol alan diğer moleküllerdir (1). 

Epiteldeki değiĢimlerin yanında stroma tabakasında desidualizasyon 

görülür. Desidual hücreler çoğalarak primer desidual zonu (PDZ) oluĢtururlar. 

Fibronektin, entaktin, laminin , kollajen tip I, III, IV ve V primer desidual zonun 

bileĢenleridir. Ġmplantasyon alanında bölgesel damar geçirgenliği izlenir (6).  

Blastosist geliĢiminde temel rol oynayan E-kadherinin adezyon boyunca 

trofoektodermden ekspresyonu yüksek seviyelerde iken, lüminal epitel 

yüzeyinden diğer bağlantı elemanları eksprese olur. E-kadherinler de integrinler 

gibi hücre-hücre etkileĢimlerinde aktif rol oynayarak adezyon sürecine dahil 

olurlar (37).  

2.4.3. Ġnvazyon 

Blastosistin adezyonunun ardından invazyonun gerçekleĢmesi 

implantasyonun baĢarılı olması için Ģarttır. Embriyoda polar trofoblastlar, uterin 

luminal epitelin bazal membranını aĢarak altındaki stromaya geçer ve uterin 

vaskuler yapılara ulaĢır (38). Ġnvazyon, apoptoza uğrayan endometriyal hücreleri 

birbirlerine bağlayan desmozomların sayısındaki azalma ile kolaylaĢtırılır. Primer 

desidual zon, metalloproteinazların da etkisiyle implante olan embiyoyu da içeren 

sekonder desidual zona dönüĢür. Blastosist, fertilizasyondan sonraki 10. günde 

endometriyuma gömülür (6).  
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Ġmplantasyon bölgesindeki endometriyum stroması ödemlidir ve 

vaskularitesi artmıĢtır. Büyük ve kıvrımları artmıĢ bez yapılarından, bol glikojen 

ve mukus salgısı olur. Blastosist daha derinlere gömülürken, penetrasyon 

sırasında endometriyum yüzey epitelinde oluĢan defektif alan fibrin tıkacı 

yardımıyla kapatılır (5).  

Blastosist geliĢiminin yaklaĢık 11 ve 12. Günlerine geldiğinde uterusa 

tamamen gömülmüĢtür ve endometriyum yüzey epitelindeki defekt tamamen 

örtülmüĢtür. Artık sadece uterus lümenine taĢan bir kabartı Ģeklinde farkedilir 

haldedir (5). 

 

Şekil 3. Blastosist implantasyonunda moleküler mekanizmalara ait şematik çizimler (6). 

(Türkçeleştirilmiştir) 
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2.5. Folik Asit 

Folik asit; suda çözünen, insan vücudu için esansiyel olan B grubu 

vitaminlerden folatın (B9 vitamini) sentetik türevidir. Latincede yaprak anlamına 

gelen ‗folium‘ kelimesinden gelmektedir, bu da yeĢil yapraklı sebzelerde bol 

bulunmasından ileri gelmektedir (39-41). Folat, hem bitkisel hem hayvansal 

kaynaklı gıdalarda bulunmaktadır. Aminoasit  ve nukleik asit metabolizmalarında 

görev alan önemli bir koenzimdir (42).   

Folat besinlerle alındığında; 5-metiltetrahidrofolat, 10-

formiltetrahidrofolat ve bunların poliglutamat formlarını içerir. Ġntestinal sistemde 

poliglutamatların emilimi için folat konjugaz enzimi ile monoglutamatlara 

hidrolize edilmektedir ve bu reaksiyon folat emiliminde hız kısıtlayıcı basamaktır 

(43, 44). Folat enterositlerin lümene bakan membranları boyunca membran pH 

gradiyentinin tersine yürütülen iyon değiĢimi mekanizmasıyla (aktif transport) 

taĢınır. Emilim daha çok proksimalde olmak üzere tüm jejenumda olur (45, 46). 

Emilimden sonra, monoglutamat türevleri portal sisteme geçer. Bunlar ya 

karaciğerde tekrar poliglutamat türevlerine dönüĢtürülüp bu Ģekilde depolanır ya 

da dolaĢıma salınır (43). Plazmada folat taĢınması esas olarak albümine 

bağlanarak gerçekleĢir, hücresel transportu ise çok sayıda folat transport sistemi 

ile gerçekleĢtirilir (47, 48). 

Folat; doğal olarak koyu yeĢil yapraklı sebzeler, kuru baklagiller, yumurta, 

karaciğer gibi besinlerde bulunur. Folik asit, doğal gıdalarda daha nadir bulunur 

ancak daha aktif ve daha fazla absorbe olan formdur (49-51).  
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Folat, tek karbon metabolizmasında transfer reaksiyonlarında koenzim 

görevi görür. Özellikle timidin, pürin sentezi ve aminoasit metabolizmasında kilit 

rol oynayarak, DNA sentezi ve RNA sentezinde önemli role sahiptir (49, 50). 

Folatın özellikle, maternal ve fetal fizyolojide DNA sentezinde metilasyon 

reaksiyonlarında ve hücre bölünmesinde etkinliği bilinmektedir (52). 

 

2.5.1. Gebelik ve folik asit 

Gebelik, insanların hayatları boyunca beslenmenin ve besinlerin en önemli 

olarak görüldüğü dönemlerden biridir (53). Bu dönem, annenin aldığı besin 

düzeyi ve kalitesi annenin kendi sağlığının yanında embriyo ve fetüsün sağlığı 

açısından da oldukça önemlidir (54). Gebelikte artan bu fetal besin öğesi ihtiyacı 

karĢılanmalıdır (55). Gebelikte, uteroplesantal ve fetal büyüme, geliĢmenin 

artması sonucunda folat ihtiyacı da artmaktadır (50, 56). Bu artıĢın sebebi olarak, 

gebelerde artan doku sentezi ve diğer fizyolojik değiĢimler bildirilmektedir (57). 

Artan bu folat ihtiyacının tek baĢına diyetle karĢılanması mümkün olmadığı için 

gebelere folik asit takviyesi tüm dünyada önerilmektedir (52, 58). Gebelik 

süresince, hatta mümkünse daha öncesinde nöral tüp defektleri (NTD), anemi gibi 

sağlık problemlerini önlemek amacıyla Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ), doğurganlık 

çağındaki her kadına 400 mcg/gün ya da haftada bir 2800 mcg folik asit takviyesi 

ve folattan zengin beslenme önermektedir (3, 59). Daha önceki gebeliğinde 

NTD‘li bebek öyküsü olan kadınlarda daha sonraki gebeliklerinde bu riski 

azaltmak amacıyla ilaç ya da tedavi dozu olarak bildirilen 4-5 mg/gün folik asit 

takviyesi önerilmektedir (60). Gebelik planlamasında, planlanan gebelik öncesi 
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folik asit takviyesine baĢlanması (400mcg/gün) ve mutlaka gebeliğin birinci 

trimesteri boyunca kullanmaya devam edilmesi gerekmektedir (40).  

Prekonsepsiyonel folik asit takviyesinin NTD insidansını yeni ve 

tekrarlayan vakalarda azalttığı yıllar öncesinde gösterebilmiĢ olsa da, gebelikteki 

diğer etkileriyle ilgili veriler daha yenidir (61). Bebeğin doğum sırasındaki 

ağırlığı ve doğum zamanı, geliĢim süreciyle ve ilerideki sağlık durumu ile 

iliĢkilendirilmiĢtir (62). Serum folat düzeylerinin gebelikte düĢük olması, düĢük 

doğum ağırlığı ve erken doğum olayları ile iliĢkili bulunmuĢtur, folatın fazla 

alımının ise bazı yayınlarda, gebelik haftasına göre iri doğum insidasını 

arttırabileceği öne sürülmüĢtür (63, 64). Ancak bu durumlar genelde gebeliğin ilk 

trimesterinden sonra kullanılmaya devam edilen folik asit takviyesi ile 

iliĢkilendirilmiĢtir (58, 62).  

Peri-konsepsiyonel kullanılan bir takviye olmasına rağmen, gebeliğin 

oluĢumundaki etkileriyle ilgili çok fazla veri bulunmamaktadır. Folik asit eksikliği 

embriyogenezin ilk günlerinde implantasyon üzerine etki gösterebilir (65). 

 

2.6. Kullanılan Antikorlar 

2.6.1. Östrojen Reseptör Alfa 

Östrojen, hedefindeki dokuya ulaĢtığında etki göstermek için hücredeki 

kendine özgü reseptörlerine bağlanmalıdır. Bu söz konusu etkinin oluĢması için 

membranda ya da çekirdekte lokalize olmuĢ reseptörlerine bağlanır (66). 
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Östrojenin hedef organlardaki baskın etkisinin çekirdekteki östrojen reseptörleri 

(ER) aracılığıyla olduğu kabul edilmektedir (67).  

Östrojenin biyolojik etkilerine homolog olmayan kromozomlar üzerinde 

bulunan ESR1 ve ESR2 tarafından kodlanan iki farklı ER proteini aracılık eder. 

Bunlar sırasıyla, ER-α ve ER-β olarak tanımlanır. ER-α‘nın baskın olarak ifade 

edildiği dokular; en yüksek seviyelere sahip uterus ve hipofiz gibi dokular ve 

bunun yanında karaciğer, hipotalamus, kemik, meme bezleri, serviks ve vajina yer 

alır. ER-β ise daha az dokuda ifade edilir, bunlar; ovaryum, akciğer, 

kardiyovasküler sistem ve prostat gibi dokulardır. ER-β özellikle ovaryumda 

yüksek sevilerdedir ve sadece granüloza hücrelerinde bulunmaktadır (68, 69). 

 

2.6.1.1. ER-α ve Ġmplantasyon 

Normal endometriyumda, östrojen etkisinin birincil aracısı olan ER-α 'nın 

ifadesi, ER-β ‗nınkinden anlamlı olarak yüksektir (70). ER-α 'nın endometriyal 

düzeyleri menstrüel siklusa göre module edilir (71).  

Çok sayıda sinyal molekülü uterin reseptivitenin oluĢumunda kilit rol 

oynamaktadır. ESR-1 (ER- α) de bu süreçte önemli moleküler belirteçlerdendir 

(72). ESR-1 geninin anormal ekspresyonu, uterin reseptivitede bozulmaya ve 

spontan düĢüklere neden olabilmektedir (73). ESR-1 geni baskılanmıĢ farelerde, 

overlerin hiperstimulasyonu ve hipoplastik uterus nedeniyle infertiliteye neden 

olabildiği gösterilmiĢtir (74). 
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Polikistik over sendromu olan hastalarda ESR-1‘in endometriyumda 

ifadesi azalmıĢ ve buna zayıf endometriyal reseptivite, düĢük gebelik oranları ve 

yüksek seviyelerde spontan düĢükler eĢlik etmektedir (75). 

 

2.6.2. Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörü-A (VEGF-A) 

VEGF, endotel hücrelerine özgü güçlü mitojenik aktiviteye sahip ayrıca 

endotel hücrelerini uyararak angiogenezi teĢvik eden çoklu fonksiyona sahip 

büyüme faktörü ailesidir. VEGF hem vaskulogenez hem de yetiĢkinlerde 

anjiyogenezin oluĢumu için gereklidir. Damarlanmada kritik rol oynarken bunun 

yanında embriyogenezis, yara iyileĢmesi, miyokardiyal iskemi, tümor büyümesi 

ve metastazı gibi bir çok olayda da rol alır. Vaskuler permeabiliteyi de 

uyarabildiği için 'vasküler permeabilite faktörü' de denmektedir (76).  

VEGF ailesinin; VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D ve plasental 

büyüme faktörü olmak üzere beĢ üyesi bulunmaktadır (77). VEGF-A, her ikisi de 

endometriyum glandüler epitelin apikalinde yerleĢmiĢ, iki tirozin kinaz reseptörü 

(VEGFR1 ve VEGFR2) aracılığıyla bağlanarak sinyal verir (78).  

2.6.2.1. VEGF-A ve Ġmplantasyon 

VEGF-A, hem endometriyal hem epitelyal hücrelerde ifade edilir (78). 

Endometriyal VEGF-A, adezyon molekülü αVβ3 integrin aracığıyla endotel 

hücrelerinin mitojenik aktivitesini arttırmaktadır (79, 80). 

VEGF, farelerde gebeliğin 1. ve 2. günlerinde lümen epitelinde ifade 

edilirken, 3. günde stromal hücrelerde zayıf bir ifadesi gözlenmektedir. 5. günde 
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blastosisti çevreleyen lüminal epitel hücrelerinde ve stromal hücrelerde ifadesi 

gözlenmektedir. 6. ve 8. günler arasında desidual yataktaki hücrelerde birikim 

gözlenmektedir (81). 

VEGF ile indüklenen anjiyogenez, embriyonun implantasyonu için 

gereklidir. Reseptörleri de ovulasyon sonrası ve peri-implantif dönemde belirgin 

Ģekilde artıĢ göstermektedir (82, 83). VEGF ifadesi implantasyonun erken 

döneminde artmaktadır ve plasental büyüme faktörüyle beraber gebelik oluĢum 

sürecinde önemli role sahiptir. Embriyogenez sırasında anormal ifade edilen 

VEGF reseptörleri sonucu embriyo kaybıyla karĢılaĢılmaktadır (84). 

Östrojen VEGF 'nin salgılanmasını ve içinde VEGF bulunan hücrelerin 

sayısını arttırmaktadır (85). 

 

2.6.3. Ġntegrin αVβ3 

Ġntegrinler, temel olarak bütün hücrelerin yüzeyinde lokalize olmuĢ 

heterodimerik yapıda glikoproteinlerdir (86). Adezyon moleküllerinin bu sınıfı 

hem endometriyumda, hem de embriyoda tanımlanmıĢtır (87-90). Ġntegrin 

αVβ3‘ün implantasyon penceresi döneminde artması bu aĢamada önemli rol 

oynayabileceğine yönelik çalıĢmaları arttırmıĢtır (91). Yokluğu ise özellikle bazı 

infertilite tipleri; luteal faz defekti, endometriyozis, hidrosalfinks ve 

açıklanamayan infertilite ile iliĢkili bulunmuĢtur (91-93).  
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2.6.3.1. Ġntegrin αVβ3 ve Ġmplantasyon 

Ġntegrin αVβ3, insanda embriyo implantasyonuna denk gelen post-

ovulatuvar 5-6. günlerde ortaya çıkmaktadır. Bu integrin, endometriyal 

reseptivitenin potansiyel bir belirteci olarak incelendiğinde ve bazı infertil 

kadınlarda endometriyum epitelinde anormal ifadesi gözlenmiĢtir (94).  

Östrojen endometriyal epitelde αVβ3 ekspresyonunu inhibe ediyor gibi 

görünmektedir (17). Polikistik Over Sendromu (PCOS) ve endometriyozisi olan 

kadınlarda yapılan çalıĢma implantasyon sırasında ER-α seviyeleri yüksek 

saptanmıĢtır ve her iki grupta da ER-α‘nın yüksek ifadesi, endometriyal 

reseptivitenin belirteçlerinden biri olan αVβ3 integrinin ifadesindeki azalma ile 

iliĢkilendirilmektedir (16, 95).  
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

ÇalıĢma, Gazi Üniversitesi Deney Hayvanları Yerel Etik Kurulu‘nun 

G.Ü.ET-20.062 sayılı onayıyla, Gazi Üniversitesi Laboratuvar Hayvanları 

YetiĢtirme Ve Deneysel AraĢtırma Merkezi‘nde gerçekleĢtirildi. ÇalıĢmada, 8-10 

haftalık, Wistar Albino cinsi 32 diĢi sıçan kullanıldı. Sıçanlar, rastgele 4 gruba 

ayrıldı, 12 saat karanlık/ 12 saat aydınlık döngüsünde 22-24 °C sıcaklıkta içme 

suyuna serbest eriĢecek Ģekilde barındırıldı. 

 

3.1.  Deneysel Yöntemler 

 

3.1.1.Deney Grupları  

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

içeren standart rodent yemi ile beslendi.  

 

DüĢük Doz Folik Asit Takviye Grubu: Bu gruptaki sıçanlar 2 mg/kg FA içeren 

standart rodent yemi ile beslendi. Buna ek olarak rat gereksiniminin 2,5 katı olan, 

5 mg/kg/gün folik asit (FA) (Sigma F7876) takviyesi 5 hafta boyunca gavaj 

yoluyla verildi (65). 

 

Yüksek Doz Folik Asit Takviye Grubu: Bu gruptaki sıçanlar 2 mg/kg Folik asit 

içeren standart rodent yemi ile beslendi. Gebe ratlarda normal gereksinimin 20 

katı olan 40 mg/kg/gün FA takviyesi (Sigma F7876) 5 hafta boyunca gavaj 

yoluyla verildi (65).  
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Folik Asit Eksiklik Grubu: Bu gruptaki hayvanlar folik asit içermeyen özel rodent 

yemi (Safe Diets-U8958, Fransa) ile 5 hafta beslendi. Bağırsak florasında folik 

asit üretimini önlemek amacıyla 1 mg/kg/gün Suksinilsulfatiazol (MP 

Biomedicals, cat. no:102976) gavaj yolu ile verildi (73, 96).  

 

3.1.2.Folik Asit Eksikliği Modelinin OluĢturulması 

Folik asit eksikliği modeli oluĢturmak için bu gruptaki sıçanlar katıma 

alınmadan önce 5 hafta boyunca folik asit içermeyen standart rat yemi (Safe 

Deits-U8958, Fransa) ile beslendi. Bağırsak florasındaki mikroorganizmaların 

folik asit sentezin önlemek amacıyla günlük 1 mg/kg olacak Ģekilde 

Suksinilsulfatiazol (MP Biomedicals, cat no:102976) gavajla verildi.  Folat 

eksikliği modelinin kontrolü için ratların serum folik asit seviyeleri deney 

sonunda elektrokemiluminesans  immünassay (ECLIA) ile ölçüldü. 

 

3.1.3.Folik Asit Takviyelerinin Verilmesi 

Folik asit takviyesi verilen gruplarda katıma alınmadan önce düĢük doz 

grubundaki her bir rat 5 mg/kg/gün, yüksek doz grubundaki her bir rat 40 

mg/kg/gün FA alacak Ģekilde günlük olarak gavaj yoluyla verildi. Takviyelerin 

etkisini saptamak için ratların serum folik asit seviyeleri ECLIA yöntemi ile 

ölçüldü. 
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3.1.4.Deneklerin Östrus Sikluslarının Belirlenmesi  

Deneklerden 4. haftanın bitiminden itibaren sikluslarının belirlenmesi 

amacıyla vajinal smear örnekleri toplandı. Smearler her gün sabah aynı saatte 

serum fizyolojik ile ıslatılıp fazlası alınan eküvyon çubuğu yardımıyla alındı. Lam 

üzerine yayılan hücrelerin kuruması beklenmeden üzerlerine alkol bazlı fiksatif 

sprey (Atom Scientific, RRSP50/B) püskürtülerek hızla fikse olması sağlandı. 

Tüm örneklerin toplanmasını takiben Pappanicolaou boyaması için örnekler 

%96‘lık alkole alındı. Ardından 2 dakika distile suda tutulan yaymalara Harris 

Hematoksilen ile 1 dakika çekirdek boyaması yapıldı, akarsu altında boyanın 

fazlası alınarak 15 saniye % 96‘lık alkole daldırıldı. Orange G6 boyası ile 2 

dakika boyunca boyandı ve tekrar %96‘lık alkole alınarak bu defa 2 tekrar 15‘er 

saniye bekletildi. EA 50 solüsyonunda 5 dakika sitoplazma boyaması sağlandıktan 

sonra %96 alkole 15 saniye alındı. Ġki tekrar 30 saniye %100 alkole alındıktan 

sonra entellanla kapama için 2‘Ģer dakika 2 tekrar ksilende boyama sonlandırıldı 

(Tablo 1). 

Boyanan preparatlar mikroskop altında incelendi. Hücreler; çekirdekli 

süperfisyal hücreler, çekirdeksiz kornifiye hücreler ve nötrofiller olarak 

sınıflandırıldı. Bulunan hücreye ve yoğunluğuna göre siklus; proöstrus, östrus, 

metöstrus ve diöstrus olarak evrelendirildi,. Küçük yuvarlak çekirdekli hücrelerin 

yoğun olarak bulunduğu, bu hücrelerin üzüm salkımı benzeri kümeler oluĢturduğu 

evre proöstrus olarak değerlendirildi. Yoğun olarak kornifiye, çekideksiz 

keratinize epitel hücrelerinin varlığı ile karakterize olan evre ise östrus olarak 

değerlendirildi. Bu iki evrede sıklıkla nötrofil bulunmaması ya da nadiren 
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görülmesi dikkate alındı. Çekirdeksiz keratinize epitel hücreleri ile nötrofillerin 

eĢit ya da epitel hücrelerinin sayıca baskın bulunduğu evre metöstrus olarak 

sınıflandırıldı. Diöstrus evresinde ise nötrofillerin baskınlığı esas alındı  (97). 

(Resim 1)  

 

Tablo 1. Pappanicolaou boyama protokolü 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.5. Deneklerin Katıma Alınması Ve ÇiftleĢme Kontrolü 

Östrusta olduğu tespit edilen diĢilerin yanına erkek sıçanlar konularak 24 

saat katıma alındı. Ertesi gün tekrar smear örnekleri alınarak Pappanicolaou 

boyaması aynı protokolle gerçekleĢtirildi ve bu defa smearlerde sperm bakıldı. 

Makroskobik olarak vajinal plak görülen denekler ve smearde spermtozoa görülen 

denekler gebeliğin 1. gününde kabul edildi. (Resim 2. A ve B) 

PAPPANICOLAOU BOYAMASI 

Madde  Süre  

%96 etanol 2 dakika 

Distile su 2 dakika 

Harris hematoksilen  1 dakika 

Akar su 5 dakika 

%96 etanol 15 saniye 

Orange G6 solüsyonu  2 dakika 

%96 etanol 15 saniye x 2 tekrar 

EA 50 solüsyonu  5 dakika 

%96 etanol 15 saniye 

%100  etanol 30 saniye x 2 tekrar 

Ksilen  2 dakika x 2 tekrar 

Entellan   
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Resim 1. Deneklere ait siklus evrelerinin mikroskobik görüntüleri. A. Çekirdekli 

süperfisyal hücrelerin bulunduğu proöstrus evresi. B. Çekirdeğini kaybetmiş keratinize 

hücrelerle karakterize östrus evresi. C. Nötrofiller ve keratinize hücrelerin birlikte 

bulunduğu metöstrus evresi. D. Yoğun nötrofil lökositlerin görüldüğü diöstrus evresi. 

 

3.1.5.Ġmplantasyon Alanlarının Toplanması 

Sıçanlarda gebeliğin implantasyon günü olduğu bilinen 5. gününde, 

sakrifikasyondan önce folik asit ölçümü için kan alındı, ardından implantasyon 

alanlarının belirlenmesi amacıyla Evan‘s Blue boya enjeksiyonu yapıldı. Vital 

boyama için Evan‘s Blue % 0,9‘luk serum fizyolojik içinde çözülerek % 1‘lik 

boya çözeltisi hazırlandı. Bu çözeltiden 0,25 ml sakrifikasyondan önce kuyruk 

veninden enjekte edildi. Boya enjeksiyonundan sonra mukozalarda renk 

değiĢikliği gözlendi (Resim 2. C). Enjeksiyondan 30 dk sonra denekler sakrifiye 

edilerek uterus dokuları alındı. Ġmplantasyon alanları mavi bantlar Ģeklinde 
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Evan‘s Blue ile boyanmıĢ halde gözlendi (Resim 2. D). Ġmplantasyon alanları 

disseke edilerek PCR analizi için sıvı nitrojene, histokimyasal analizler için 

%10‘luk nötral formaline alındı. Kontrol grubunda 5 denek, düĢük doz ve eksiklik 

gruplarında 6, yüksek doz grubunda ise 7 denek gebe kaldı.  

 

 

Resim 2. Gebelik kontrolü ve implantasyon alan tespitine yönelik makroskobik ve 

mikroskobik yöntemlere ait görüntüler. A. Katımı takip eden günde izlenen vajinal plak B. 

Vajinal smearde izlenen rat spermleri. C. Evan’s blue boya enjeksiyonu sonrası 

mukozalarda izlenen renk değişimi. D. Uterus dokusunda mavi bantlar şeklinde izlenen 

implantasyon alanları. 
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3.2.  Histokimyasal Yöntemler 

 

3.2.1.Histokimyasal Analiz için Dokuların Hazırlanması 

24 saat %10‘luk nötral formalinde tespit edilen dokular yıkama 

aĢamasından sonra rutin doku takip protokolüne tabi tutuldu. Artan alkol 

serilerinden geçirildikten sonra sırasıyla ksilol, yarı yarıya ksilol-parafin 

karıĢımıyla hazırlanan solüsyondan geçirilerek parafin içinde infiltrasyon sağlandı 

(Tablo 2). Takibin ardından dokular parafin içine gömülerek parafin bloklar elde 

edildi.  

 

Tablo 2. Doku takip protokolü 

 

DOKU TAKĠP PROTOKOLÜ 

AĢama  Madde  Süre  

Fiksasyon  %10 nötral formalin 24 saat 

Fiksatiften arındırma  Akarsu  16 saat 

Dehidratasyon  %70 Etanol  1 saat 

 %70 Etanol  1 saat 

 %80 Etanol  1 saat 

 %80 Etanol 1 gece  

 %96 Etanol 1 saat 

 %100 etanol 1 saat 

ġeffaflaĢtırma Ksilol  40-45 dakika 

 
Ksilol/Parafin karıĢımı (%50 / %50) 

etüv 
15 dakika 

 Sıvı Parafin (etüvde) 3 saat 
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3.2.2. Hematoksilen Eozin Boyama 

Parafin bloklardan 4 mikron kalınlığında alınan kesitler deparafinizasyon 

için 57°C etüvde bir gece bekletildi. Ardından 3 tekrar ksilene alındıktan sonra 

azalan alkol serilerinden geçirilerek suya alındı. 10 dakika Harris Hematoksilen‘e 

alınan kesitlerin nükleer boyanması sağlandı, daha sonra akar suda 10 dakika 

yıkanarak boyanın fazlası uzaklaĢtırıldı. Ardından asit solüsyonunda 3-4 dip 

yapılıp tekrar 10 dakika yıkamaya alındı. Eozinde 13 dakika  sitoplazma 

boyanmasının ardından tekrar akar suya alınıp boyanın fazlası gidene kadar 

yıkandı. Kapama için artan alkollerden geçirilen preparatlar ksilole alınarak 20 Ģer 

dakika iki değiĢim ksilolden sonra entellan ile kapatıldı (Tablo 3).  

 

Tablo 3. Hematoksilen & Eozin boyama protokolü 

HEMATOKSĠLEN EOZĠN BOYAMA PROTOKOLÜ 

AĢama  Madde  Süre  

Deparafinizasyon  57°C Etüvde  1 gece 

 1.Ksilol (etüvde) 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 

Yıkama  Akar su  10 dakika 

Boyama  Harris Hematoksilen 10 dakika 

Yıkama  Akar su 10 dakika 
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3.2.3. Masson‘un Üçlü Boyaması 

Deparafinizasyon amacıyla 57°C etüvde bir gece bekletilen kesitler, ilk 

ksilene de etüvde alındıktan sonra etüvden çıkarılarak oda sıcaklığında 2 tekrar 

ksilene alındı. Azalan alkol serilerinden geçirildikten sonra distile suya alındı. 

Kesitlere Bio-optica masson‘s trichrome stain – aniline blue (Biooptica, 04-

010802)  kiti uygulandı. Haematoxylin Weigert‘s A solüsyonu ve Haematoxylin 

Weigert‘s B solüsyonu eĢit miktarda karıĢtırılıp Weigert Hematoksilen hazırlandı. 

Weigert‘s Demirli Hematoksilen boyası ile 10 dakika çekirdek boyaması yapıldı. 

Kesitler silkelenerek pikrik asit alkol C solüsyonunda 4 dakika bekletildikten 

sonra distile su ile 3-4 saniye hızlıca yıkanarak ponceau asit fuksin D solüsyonuna 

geçildi burada da 4 dakika boyama yapıldı. Distile su ile tekrar yıkanarak 

fosfomolibdik asit E solüsyonu ile 10 dakika mordantlaĢtırıldı. Yıkama 

yapılmadan kesitler silkelenerek asit solüsyonu uzaklaĢtırıldı ve aniline blue F 

 %3‘lük glasiyel asetik asit 4-5 dip  

 Akar su 10 dakika 

Boyama  Eozin  13 dakika 

Yıkama  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 

ġeffaflaĢtırma Ksilol  20 dakika 

 Ksilol 20 dakika 

Kapama Entellan  
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solüsyonu ile 5 dakika boyandı. Distile su ile yıkanarak artan alkol serilerinden 

hızlıca geçirildi, %100 alkolde 1 dakika tutuldu ve ksilene alınarak entellan ile 

kapatıldı (Tablo 4). Sonuçta nükleuslarda siyah; sitoplazma ve kasta kırmızı; 

kollajenlerde mavi boyanma izlendi. 

 

Tablo 4. Masson’un üçlü boyamasına ait protokol 

MASSON’UN ÜÇLÜ BOYAMASI PROTOKOLÜ 

AĢama  Madde  Süre  

Deparafinizasyon  57°C Etüvde  1 gece 

 1.Ksilol (etüvde) 20 dakika 

 2. Ksilol  20 dakika 

 3. Ksilol 20 dakika 

Dehidratasyon  %100 etanol 5 dakika 

 %96 etanol  5 dakika 

 %80 etanol 5 dakika 

 %70 etanol 5 dakika 

 %50 etanol 5 dakika 

Yıkama  Distile su  5 dakika 

Boyama  Weigert Hematoksilen (A + B) 10 dakika 

 Pikrik asit alkol solüsyonu (C ) 4 dakika 

Yıkama Distile su 3-4 saniye  

 Ponceau asit fuksin solüsyonu (D) 4 dakika 

Yıkama Distile su 10 saniye 

 Fosfomolibdik asit solüsyonu (E) 10 dakika 

 Aniline Blue Solusyonu 5 dakika 
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3.3.  Ġmmunohistokimyasal Analizler 

Ġmmunohistokimyasal analiz için uterus kesitleri 4 μm kalınlığında poly-l-

lizin kaplı lamlara alındı. Kesitler 37°C etüvde bir gece bekletildikten sonra ertesi 

gün 57°C de 2 saat daha deparafinize edildi. Ġlki etüvde olacak Ģekilde 3 tekrar  

20‘Ģer dakika ksilole alınarak deparafinizasyon hızlandırıldı. Ksilollerden sonra 

10‘ar dakika azalan alkol serilerinden (%100, %96, %80, %70, %50) geçirilerek 

distile suya alındı. Distile suda alkolden arındırıldıktan sonra, formaldehitin 

kapattığı epitopların açılmasını sağlamak için sitrat tamponunda (Thermo 

Scientific, AP-9003-500, Lot: MK200219) (pH:6,0) ısı ile indüklenmiĢ antijen 

retrival iĢlemi gerçekleĢtirildi. Retrival iĢlemi tamamlandıktan sonra kesitler oda 

sıcaklığında 20 dakika soğumaya bırakıldı. Sitratı uzaklaĢtırmak için 5‘er dakika 2 

tekrar distile suya alınan kesitlerin Pap-pen (Patolab, Pen01) ile etrafı çizilerek 

yıkama iĢlemine PBS (Phosphate Buffer Saline) (Thermo Scientific, AP-9009-10, 

Lot: BBI120127) (pH:7,4) ile devam edildi. Yıkamanın ardından kesitler endojen 

peroksit aktivitesini ortadan kaldırmak için  %3‘lük hidrojen peroksit (Thermo 

Scientific, TA-125-H2O2Q) ile 15 dakika inkübe edildi. Ġnkübasyon sonrası 

Yıkama  Distile su  5 dakika  

Dehidratasyon 
Artan alkol serisi %50 etanol ,%70 

etanol ,%80 etanol , %96 etanol 
5‘er dip 

 %100 etanol 1 dakika 

ġeffaflaĢtırma Ksilol  20 dakika   

 Ksilol 20 dakika 

Kapama Entellan  
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dokular PBS (pH:7,4) ile yıkandı. Özgün olmayan bağlanmaların önüne geçmek 

amacıyla UltraV blok solüsyonunda (Thermo Scientific, TA-125-UB) 5 dakika 

bekletildi. Blok iĢleminden sonra yıkama yapılmadan primer antikor aĢamasına 

geçildi. ER-α (abcam, ab3575) 4µg/ml dilüsyonunda, VEGF-A (Bioss, bs-1665R) 

1:200 ve αVβ3 (Bioss, bs-1310R) 1:100 dilüsyonunda hazırlanarak dokularla 1 

gece +4°C‘de inkübe edildi. Ertesi gün lamlar PBS ile yıkanarak, 10 dakika 

biotinli sekonder antikor (Thermo Scientific, TP-125-BN) ile etkin bırakıldı. 

Tekrar PBS ile yıkanarak streptavidin peroksidaz enzimi (Thermo Scientific, TS-

125-HR) uygulandı. Enzimle 10 dakika inkübasyonun ardından PBS ile yıkandı. 

Bu aĢamadan sonra iĢlemler karanlıkta gerçekleĢtirildi. Yıkamanın ardından 

hazırlanan AEC kromojeni (Thermo Scientific, TA-125-HA)  ile dokular etkin 

bırakıldı ve reaksiyon vermesi sağlandı. Zemin boyaması hematoksilen ile 

yapıldıktan sonra akar suda yıkanan preparatlar su bazla kapama mediumu 

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

 

Tablo 5. İmmunohistokimyasal boyama protokolü 

ĠMMUNOHĠSTOKĠMYASAL BOYAMA 

Deparafinizasyon  37°C + 57°C Etüvde  1 gece + 2 saat 

 1.Ksilol (etüvde) 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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3.3.1.  Semikantitatif Ġmmunohistokimyasal Analiz 

Ġmplantasyon alanından alınan kesitlerden VEGF-A, ER-α, αVβ3 integrin 

proteinlerinin dağılımlarını belirlemek amacıyla antikor boyaması yapıldı. 

Histokimyasal boyamalar sonrasında kesitler DM 4000 Leica Germany Görüntülü 

 %70  etanol 10 dakika 

 %50  etanol 10 dakika 

Rehidratasyon  Distile su 2x 5 dakika 

Antijen retrieval  Sitrat (Mikrodalgada) 3x 5 dakika 

Yıkama  Distile su 2x 5 dakika 

 PBS  3x 5 dakika 

Dokuları sınırlama Pap pen   

Endojen enzim 

bloklama 
Hidrojen peroksit blok 15 dakika 

Yıkama  PBS 3x 5 dakika 

 UltraV blok 5 dakika 

Primer Antikor VEGF-A, ER-α, αVβ3 integrin 1 gece , +4°C 

Yıkama  PBS 3x 5 dakika 

Sekonder bağlanma  Sekonder biotinli anti-polivalent 10 dakika 

Yıkama  PBS 3x 5 dakika 

 Streptavidin peroksidaz 10 dakika 

Kromojen  AEC 3, 5 ve 6 dakika 

Yıkama  PBS  1-2 dakika 

Zemin boyama Harris Hematoksilen 5 saniye 

Yıkama  Distile su  5 dakika 

Kapama  Aqua mount   
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Analiz Sistemleri ve ImageJ Software kullanılarak implantasyon alanlarına ait 

immun boyamalarda ER-α, VEGF-A ve αVβ3 integrin yüzdeleri değerlendirildi. 

 

3.4.  Gen Ġfade Düzeyi Belirlenmesine Yönelik Yöntemler 

 

3.4.1. Rat Uterus Dokusundan Total RNA‘nın Elde Edilmesi 

Deney sonunda uterus dokularından implantasyon alanları steril bir Ģekilde 

çıkartılarak steril petri kabın alındı. Steril serum fizyolojik ile yıkanarak, steril 

bistüri ile RNA izolasyonuna uygun (50mg - 100mg) büyüklüklerde küçük 

parçalara ayrıldı. DNaz (Deoksiribonukleaz) ve RNaz (Ribonukleaz) içermeyen 

1,5 ml‘lik ependorf tüplere alınan doku örnekleri sıvı azot içerisinde hızlı bir 

Ģekilde donduruldu. Ġmplantasyon alanlarına ait doku örnekleri, analiz gününe 

kadar -80 ºC‘de saklandı. Uterus doku örneklerinden RNA TriFast kullanılarak 

RNA eldesi gerçekleĢtirildi. 

Ependorf tüp içinde bulunan 50-100 mg arasındaki uterus dokusu teflon 

uçlu homojenizatör yardımıyla homojenize edildi. Homojenizasyon iĢlemine 1000 

µl TriFast ile devam edildi. Homojenizasyon iĢlemi sırasında kullanılan TriFast 

hacminin, örnek hacminin %10‘nu geçmeyecek Ģekilde olmasına dikkat edildi. 

Oda ısısında 5 dakika bekletilen örnekler daha sonra 200 μl kloroform eklenerek 

15 saniye boyunca vortekslenerek tamamen karıĢması sağlandı. Oda ısısında 10 

dakika daha tutuldu. Sonrasında örnekler 5 dakika, 11.000 rpm‘de, +4 °C‘de 

santrifüj edildi. Santrifüj sonucunda karıĢım, üç faza ayrıldı; altta kırmızı faz 

(fenol kloroform fazı), ara faz ve üstte renksiz sıvı faz. Renksiz görünen üst faz 



 
 

40 
 

1.5 ml‘lik yeni bir steril ependorf tüpüne aktarılarak 500 μl izopropanol eklendi ve 

vortekslendikten sonra örnekler 10 dakika +4 °C‘de bekletildi. On dakika 11.500 

rpm‘de +4 °C‘de santrifüj edildikten sonra, pelete dokunulmadan üstte kalan 

süpernatan atıldı. 1000 μl %75‘lik alkol eklenerek, 10 dakika 12.000 rpm‘de yine 

+4 °C‘de santrifüj edildi ve üstte kalan süpernatant atıldı. Pelet kurumaya 

bırakıldıktan sonra üzerine 30-50 μl RNaz içermeyen steril distile su eklendi. Elde 

edilen RNA‘ların miktarları ve saflığı ―NanoDrop ND-1000 Spektrofotometre‖ 

cihazında ölçülerek RT-PCR‘da kullanılana kadar -80 °C derin dondurucuda 

saklandı. 

 

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

Primer olarak Random Hekzamerler kullanılarak cDNA sentez kiti ile total 

RNA‘dan cDNA sentezi gerçekleĢtirildi. cDNA sentezi sırasında kullanılan 

kimyasallar ve miktarları Tablo 6‘da verilmiĢtir. cDNA sentezi için Reverse 

Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) karıĢımı ince çeperli 0.2 

ml‘lik tüplere dağıtıldıktan sonra saflaĢtırılan total RNA üzerlerine eklendi. 

 

Tablo 6. cDNA RT-PCR tepkime karışımı 

 

Son konsantrasyon Hacim 

Steril H2O-PCR grade - RNA miktarına göre değiĢken 

Reaksiyon Tamponu 1x (8mM MgCl2) 4 µl 

dNTP 1mM 2 µl 

Random hegzamer primeri 60 µM 2 µl 

RNaz inhibitörü 20 ünite 0.5 µl 

Ters Transkriptaz 10 ünite 0,5 µl 

Total RNA 1 µg 1 µg olacak Ģekilde 
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3.4.3. RT-PCR için Otomatik Isı Döngüsü Programı 

 

Otomatik ısı döngü cihazı, Tablo 7‘de belirtilen programa ayarlanarak elde 

edilen RNA‘lardan cDNA sentezi elde edildi. Reaksiyon sonucunda elde edilen 

cDNA örnekleri Real-Time PCR‘da kullanılıncaya kadar -20°C‘lik derin 

dondurucuda saklandı. 

 

 
Tablo 7. Otomatik ısı döngü cihazında uygulanan program 

 

Sıcaklık Zaman Döngü sayısı 

Primer Bağlanması 25 °C 10 dk 1 döngü 

Ters transkripsiyon 50 °C 60 dk 1 döngü 

Ġnaktivasyon 85 °C 5 dk 1 döngü 

Soğutma 4 °C - 1 döngü 

 

 

3.4.4. Gen ifade Düzeylerinin Real-Time PCR ile Değerlendirilmesi 

ESR1 (ER-α) , VEGF-A, integrin αV ve β3 genlerinin mRNA ifade 

düzeylerinin kantitatif değerlendirmesi Real-time PCR yöntemi ile Light CyclerTM 

(LC) cihazı kullanılarak gerçekleĢtirildi. Amplifikasyonlar 10 µl toplam tepkime 

hacmi içerisinde, cDNA, mRNA'ya özgü primerler, UPL probu ve LC Probe 

Master karıĢımı kullanılarak gerçekleĢtirildi. ESR1, VEGF-A, integrin αV ve β3 

gen ifadelenme miktarlarını normalize etmek için elde edilen cDNA örnekleri, 

beta actin (ACTB) genine özgü primer ve UPL probu kullanıldı ve ACTB mRNA 

düzeyi referans olarak alındı. Seçilen genler ile ilgili özgün primer ve UPL prob 

listesi Tablo 8‘de verilmiĢtir. Kullanılan problar Roche Diagnostic‘ten temin 

edilmiĢtir. Tüm cDNA örnekleri her bir gen için en az üçer kez çalıĢılmıĢtır. 
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Tablo 8. Gene özgü primer dizileri ve UPL prob numaraları 

Gen adı Forward Primer Reverse Primer Prob No 

ESR1 5‘- TTTCTTTAAGAGAAGCATTCAAGGA -3‘ 5‘- TTATCGATGGTGCATTGGTTT -3‘ 130 

VEGFA 5'- TTAAACGAACGTACTTGCAGATG -3' 5'- TCTAGTTCCCGAAACCCTGA -3' 4 

Integrin 

alpha V  

5‘- GCGGGAGGCAGACAATAATA -3‘ 5‘- AGTCAAGTAAAATGTGAGCTCGTC -3‘ 120 

Integrin 
beta 3 

5‘- TGCTAAATTTGAGGAAGAACGA -3‘ 5‘- CTTTATACAATGGGTTGTTTGCTG -3‘ 21 

ACTB 5′-CCCGCGAGTACAACCTTCT-3′ 5′CGTCATCCATGGCGAACT-3′ 17 

 

 

3.4.5. Light-Cycler (LC) Deney Programı 

Real-time PCR karıĢımları hazırlandıktan sonra kapiller tüplere dağıtıldı 

ve üzerine cDNA‘lar eklendi. Kapiller tüpler 3000 rpm‘de 10 sn santrifüj edildi. 

Tüpler cihaza yerleĢtirildikten sonra LC cihazında PCR tepkimesi gerçekleĢtirildi. 

ESR1, VEGF-A, integrin αV ve β3, ACTB genleri için aynı PCR programı 

kullanıldı. 

Reaksiyon sonucu deney gruplarına ait ESR1, VEGF-A, integrin αV ve β3 

ve ACTB genlerinin mRNA ifade düzeylerini gösteren Cycle point (Cp) değerleri 

kullanılarak Pfaffl matematiksel metodu ile gruplar arasında mRNA ifade 

düzeylerindeki değiĢimler belirlendi. ACTB mRNA düzeyi ESR1, VEGF-A, 

integrin αV ve β3 gen ifade düzeylerini normalize etmek amacı ile kullanıldı. 

 

3.5.  Ġstatistiksel Analiz Yöntemleri 

ÇalıĢmadaki istatistik IBM SPSS v25 kullanılarak yapılmıĢtır. Bütün 

değerler ortalama ve standart sapmalar kullanılarak ifade edilmiĢtir. Yapılan folik 



 
 

43 
 

asit düzeyi, ağırlık ölçümleri ve immunohistokimya analizlerinde değiĢkenler 

normal dağılmaması üzerine gruplar arası karĢılaĢtırmalar Kruskal Wallis H testi 

ile yapılmıĢtır. Grupların ikili karĢılaĢtırmalarında ise Mann Whitney U testi 

kullanılmıĢtır ve anlamlılık eĢiği Bonferonni düzeltmesi ile p<0.008 olarak 

belirlenmiĢtir. 

 

Gruplar arasında implantasyon alanını içeren uterus dokusunda folik asit 

eksikliği ve takviyesinde kullanılan doza bağlı olarak değiĢen ESR1, VEGF-A, 

integrin αV ve β3 mRNA ifade düzeylerindeki farklılıklar ―Relative Expression 

Software Tool (REST; Qiagen, 2009 V2.0.13)‖ istatistik programı ile 

karĢılaĢtırıldı (98). 0,05‘den küçük olan p değerleri (p<0,05) istatistiksel açıdan 

anlamlı olarak kabul edildi.  
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4. BULGULAR 

 

4.1. Deneklerin Ağırlıklarının Değerlendirilmesi 

Sıçanların deney baĢlangıcında ve sakrifikasyon günü ağırlıkları ölçüldü. 

Öncelikle, gruplar arası baĢlangıç ağırlıkları açısından farklılık olup olmadığı 

istatistiksel olarak değerlendirildi. Değerlendime sonucunda tüm gruplara ait 

deney baĢındaki ağırlık ortalamaları sırasıyla; 251,6 ± 15,2; 231,5 ± 18,; 239,5 ± 

11,2; 249,8 ± 28,25 olarak saptandı (ġekil ). Deney gruplarının baĢlangıçtaki 

ağırlıkları arasında anlamlı fark bulunmadı. 

Grupların sakrifikasyon günü ölçülen ağırlıkları değerlendirildi. Sıçanların 

son ağırlıkları açısından fark olup olmadığının istatistiksel olarak 

değerlendirilmesinde, tüm gruplara ait son ağırlık ortalamaları sırasıyla; 254,6 ± 

27,5; 229,3 ± 21,9; 247,6 ± 8,8; 255,5 ± 30,0olarak saptandı (Tablo 9). Gruplar 

arası deneklerin son ağırlıkları arasında anlamlı fark izlenmedi (Grafik 1). 

 

 
Grafik 1. Deneklerin başlangıç vücut ağırlıkları karşılaştırması 
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4.2.Deneklerin Uterin Ağırlıklarının Değerlendirilmesi 

 

Deney sonunda bütün gruplardaki sıçanların uterus dokuları tartıldı. Elde 

edilen veriler istatistiksel olarak değerlendirildi. Yapılan istatistiksel 

değerlendirmede her gruba ait uterus dokusuna ait ağırlık ortalamaları sırasıyla; 

0,6 ± 0,2; 0,6 ± 0,1; 0,5 ± 0,09; 1,0 ± 0,1 olarak tespit edildi. Gruplar arası uterin 

ağırlıklar açısından anlamlı fark saptandı. Yüksek doz FA takviyesi verilen 

grubun uterin ağırlıkları ortalaması diğer gruplara kıyasla anlamlı Ģekilde daha 

yüksek olarak bulunurken (p<0,05), diğer grupların ikili karĢılaĢtırmalarında 

anlamlı fark saptanmamıĢtır. Deneklerin uterin ağırlıklarının total vücut 

ağırlığından etkilenebileceği göz önünde bulundurularak her bir deneğin uterin 

ağırlığının toplam vücut ağırlığına oranları değerlendirildi. Bu değerlendirme 

sonucunda da uterin ağırlık / toplam vücut ağırlığı oranı ortalamaları sırasıyla 

0,0025 ± 0,00074; 0,0029  ± ,00056; 0,0022  ± ,00044; 0,0039 ± ,00051 olarak 

tespit edildi (Tablo 9). Yüksek doz FA takviyesi verilen grubun uterin ağırlık / 

toplam vücut ağırlığı oranları ortalaması tüm gruplara göre artmıĢ olmasına 

rağmen, düĢük doz takviye grubuna kıyasla anlamlı Ģekilde daha yüksek olarak 

bulunurken (p=0,003), diğer grupların ikili karĢılaĢtırmalarında anlamlı fark 

saptanmadı (p>0,008) (Grafik 2). 
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Grafik 2. Deneklerin uterin ağırlıklarının toplam vücut ağırlıklarına oranlarının 

karşılaştırmalı istatistikleri.*; p =0,003 düşük doz takviye grubuna kıyasla 

 

 

4.3.Folik Asit Düzeylerinin Değerlendirilmesi 

Deneklerin sakrifikasyon günü alınan kan örneklerinden yapılan 

Elektrokemilüminesans Ġmmünassay (ECLIA)  analizi ile folik asit düzeyleri 

ölçüldü.  Gruplar arası folik asit düzeyleri arasındaki farkı değerlendirmek için tek 

yönlü ANOVA testi kullanıldı.  Ġkili karĢılaĢtırmalarda ise  Scheffe testi 

kullanılmıĢtır. 

Grupların folik asit seviyeleri kıyaslandığında, folik asit seviyeleri 

ortalamaları sırasıyla; 53,1 ± 5,9; 9,9 ± 2,2; 50,9 ± 12,8; 119,5 ± 14,2 olarak 

hesaplandı (Tablo 9). Gruplar birbiriyle kıyaslandığında yüksek doz (40 mg/kg/g) 

folik asit takviyesi verilen grubun FA düzeyi diğer gruplara göre anlamlı olarak 

yüksek bulunurken (p<0,008), folik asit eksikliği oluĢturulan grupta ise diğer 

* 
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gruplara göre anlamlı olarak düĢük bulunmuĢtur (p<0,008). Kontrol ve düĢük doz 

grupları arasında ise istatistiksel olarak anlamlı fark bulunmamıĢtır (Grafik 3). 

 

  
Grafik 3. Deneklerin folik asit değerlerinin istatistikleri. *; p <0,008 diğer gruplara 

kıyasla 
 

 Tablo 9. Gruplara ait kütlesel ve folik asit düzeylerine ait veriler 

 

 

Gruplar 
BaĢlangıç  

Ağırlığı (gr) 

Vücut  

Ağırlığı (gr) 

Uterin Ağırlık / 

Toplam vücut ağırlığı 

(gr/gr) 

Folik Asit 

Düzeyi (ng/ml) 

 

Kontrol 

 

251,6 ± 15,2 

 

254,6 ± 27,5 

 

0,0025 ± 0,00074 

 

53,1 ± 5,9 

FA Eksiklik  231,5 ± 18,5 229,3 ± 21,9 0,0029  ± ,00056 9,9 ± 2,2 

DüĢük Doz 

FA Takviyesi 
239,5 ± 11,2 247,6 ± 8,8 0,0022  ± ,00044 50,9 ± 12,8 

Yüksek Doz 

FA Takviyesi 
249,8 ± 28,2 255,5 ± 30,0 0,0039 ± ,00051 119,5 ± 14,2 

* 

* 
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4.4.Histokimyasal Boyama Analizleri 

 

Kontrol grubu 

 

Kontrol grubu H&E ve Masson‘un üçlü boyaması uygulanan kesitler 

değerlendirildiğinde uterusun normal histolojik yapıda olduğu ve embriyo 

implantasyonun 5. gününe uygun histolojik bulgular sergilediği izlendi. Epitel 

kübikten prizmatiğe değiĢen tek katlı epitel özelliğindeydi. Epitel boyuna uygun 

olarak çekirdek yuvarlak ve orta yerleĢimli ya da oval ve bazal yerleĢimli olarak 

izlendi. Bazal membranın normal yapıda ve epitel altında süreklilik gösterir 

Ģekilde olduğu tespit edildi.  

 

Epitelde seyrek olmakla birlikte piknotik çekirdekli yapılarıyla apoptoza 

giden hücreler izlenmekteydi. Ġmplantasyon sırasında gebeliğin 1. ve 2. 

günlerinden süre gelen epitel proliferasyonunun tamamlandığı izlenmekteydi ve 

mitotik figürlere rastlanmadı. 

 

Lamina propriya gevĢek bağ dokusu özelliğindeydi. Lamina propriyada 

neovaskülarizasyon artmıĢ damar yapılarıyla dikkati çekmekteydi. Bezler daha 

çok miyometriyuma yakın yerleĢimli izlenmekteydi ve bez epitel hücrelerinde 

seyrek de olsa piknotik çekirdekli apoptoza giden hücreler gözlendi. Yüzey 

epitelinde boya almayan bazı dejeneratif hücrelerin bulunduğu saptandı. Lamina 

proprianın fonksiyonel ve bazal endometriyum tabakalarında stromal hücrelerin 

de yer yer piknotik çekirdekli hücrelere de sahip olduğu gözlendi.  



 
 

49 
 

Sıçanlarda eksantrik olarak seyreden implantasyonun 5. günündeki 

deneklerimizde, endometriyumun antimezometriyal bölgesinde belirgin bir 

desidualizasyon sergilediği ve bu desidual reaksiyonun mezometriyal bölgeye 

doğru süreklilik gösterdiği saptandı. 

 

Miyometriyum içte sirküler dıĢta longitudinal ve her ikisi arasında oblik 

seyreden düz kas yapılarıyla 5. gün implantasyona uygun bir Ģekilde artan lamina 

propria kalınlığı nedeniyle perimetriyuma doğru itilmiĢ gibi bir görünüm 

sergilediği ve orta tabakadaki arkuat arterlerin de oldukça belirgin olduğu izlendi. 

Normal yapısında izlenen perimetriyumla çevrelenmiĢ olduğu saptandı. 

  

Kollajen liflerin özellikle endometriyumun bazal tabakasında oldukça 

yoğunlaĢmıĢ olduğu özellikle Masson‘un üçlü boyamasında belirgin olarak 

izlendi. Kontrol grubunda ait H&E ve Masson‘un üçlü boyaması örnekleri Resim 

3 ve Resim 4‘te verilmiĢtir 
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Resim 3. Kontrol grubu Hematoksilen Eozin boyaması.  E: Epitel, (➘): Bazal Membran 

Lp: Lamina propriya, B: Bez yapıları, TM: Tunika muskularis, P: Perimetriyum, AMZ: 

Antimezometriyal Bölge, MZ: Mezometriyal bölge, AA: Arkuat Arter,  (⋆): vasküler 

yapılar. a (40x), b (400x)  

b 

a 
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Resim 4. Kontrol grubu Masson’un üçlü boyaması. E: Epitel,  Lp: Lamina propriya, B: 

Bez yapıları, TM: Tunika muskularis, P: Perimetriyum, AA: Arkuat Arter, (⋆): vasküler 

yapılar, (⇒): Piknotik çekirdekli hücreler, (➢): dejeneratif hücre, Ko: Kollajen. a (40x), 

b (400x)  

a 

b 



 
 

52 
 

Düşük Doz FA Grubu 

 

 

Hematoksilen & Eozin ve Masson‘un üçlü boyaması uygulanan kesitler 

değerlendirildiğinde kontrol grubuyla eĢteĢ bulgular olduğu izlendi. Epitel daha 

çok oval çekirdekleri ile belirgin tek katlı prizmatik tipte izlenirken altında bazal 

membranın normal yapısıyla süreklilik gösterdiği görüldü. Yine epitelde kontrol 

grubuyla benzer Ģekilde tek tük piknotik çekirdekli apoptoza giden hücreler 

saptandı. Piknotik çekirdekli hücrelerin seyrek olmakla birlikte stromal hücreler 

arasında ve bez epitel hücreleri arasında da bulunduğu görülmekteydi.  

 

Antimezometriyal bölgede fonksiyonel endometriyumda belirgin bir 

desidualizasyon izlenirken bu desidualizasyonun mezometriyal bölgede 

devamlılık gösterdiği ancak antimezometriyal bölge kadar yoğun olmadığı 

saptandı. Endometriyumun her iki tabakasında da özellikle bezler çevresinde ve 

desidual hücreler arasında yoğun bir anjiyogenez olduğu saptandı kollajen lifler 

kontrol grubundaki gibi miyometriyum iç sirküler tabakasına yakın yerleĢimli 

olduğu ve normal yapıda oldukları saptandı.  

 

Miyometriyumun iç sirküler dıĢ longitudinal kas yapısıyla ve orta tabakada 

arkuat arterleriyle normal görünümde olduğu izlendi. Kas tabakalarının en dıĢtan 

normal histolojik yapıda perimetriyumla çevrelenmiĢ olduğu saptandı. DüĢük doz 

takviye grubunda ait H&E ve Masson‘un üçlü boyaması örnekleri Resim 5 ve 

Resim 6‘da verilmiĢtir. 
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Resim 5. Düşük doz takviye grubu H&E boyaması.  E: Epitel, (➘): Bazal Membran Lp: 

Lamina propriya, B: Bez yapıları, TM: Tunika muskularis, P: Perimetriyum, AMZ: 

Antimezometriyal Bölge, MZ: Mezometriyal bölge, AA: Arkuat Arter,  (⋆): vasküler 

yapılar. a (40x), b (400x).  

b 

a 
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Resim 6. Düşük doz takviye grubu Masson’un üçlü boyaması. E: Epitel, Lp: Lamina 

propriya, B: Bez yapıları, TM: Tunika muskularis, (⋆): vasküler yapılar, (⇒):Piknotik 

çekirdekli hücreler, Ko: Kollajen. a (40x),b (400x)  

b 

a 
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Yüksek Doz Grubu 

Yüksek doz grubunun H&E ve Masson‘un üçlü boyamasıyla hazırlanan 

preparatları değerlendirildiğinde kontrol ve düĢük doz gruplarından ayrıcalıklı 

olarak epitelin bazal oval yerleĢimli ve çoğu piknotik çekirdekli, tek katlı 

prizmatik hücrelerden oluĢtuğu ve bu hücrelerin H&E boyamalarında oldukça 

belirgin asidofilik boyanmıĢ apikal sitoplazmalarının olduğu izlendi. Epitelde 

sıçanların gebeliğinde 2. günde olması beklenen hücre proliferasyonunun 

gebeliğin 5. gününde olan deneklerimizde devam ettiği görülmekteydi. Epitelde 

yer yer çok katlı görünüm gösteren proliferatif hücre alanları saptandı. Epitel 

altında bazal membranın normal yapısıyla süreklilik gösterdiği görüldü.  

 

Kontrol grubunda ve düĢük doz grubunda endometriyum stromal 

hücrelerinde izlenen hücre proliferasyonu ve desidualizasyonun bizim yüksek doz 

kesitlerimizde 5. günde oldukça ilerlemiĢ olduğu ve desidualizasyonun 

endometriyumun her iki tabakasını da kapsayacak Ģekilde özellikle 

antimezometriyal alanda oldukça yoğun olduğu saptandı.  

 

Bez yapıları kontrol ve düĢük doz grupları ile karĢılaĢtırıldığında 

endometriyumun fonksiyonal tabakasından baĢlayarak bazalisin genelinde 

oldukça yaygın olduğu izlendi. Yine bu iki grupla karĢılaĢtırıldığında çok yoğun 

ve yaygın bir vaskülarizasyon özellikle antimezometrial alanda ve 

miyometriyuma kadar yaygın bir Ģekilde tüm endometriyumda görülmekteydi. 
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Diğer gruplarla eĢteĢ olarak hem yüzey hem bez epitelinde ve stromada da tek tük 

piknotik çekirdekli apoptoza giden hücreler izlendi.  

Masson‘un üçlü boyamasında yüksek doz grubunda kollajen liflerin diğer 

gruplara oranla oldukça az olduğu ve miyometriyuma yakın bez yapıları 

çevresinde konsantrik yapıda halkasal Ģekilde yerleĢmiĢ olduğu izlenmekteydi. 

Stromada piknotik çekirdekli stromal hücreler ve soluk boya alan yapılarıyla iri 

desidual hücreler görülmekteydi.  

 

Miyometriyum tabakası değerlendirildiğinde iç sirküler tabakanın yoğun 

ve ilerlemiĢ desidualizasyonun belirgin artmıĢ alan yapılarıyla izlenen lamina 

propriya nedeniyle daha incelmiĢ gibi görüldüğü, buna karĢın longitudinal dıĢ 

yerleĢimli düz kasların daha belirgin olduğu ve aralarındaki arkuat arterlerin de 

normal histolojik yapıda ve ortada yerleĢimli olduğu izlendi. Normal yapıdaki 

perimetriyum longitudinal kas tabakasını çevrelemekteydi. 

 

Yüksek doz grubunda ise kollajen liflerin oldukça azalmıĢ olduğu 

desidualizasyonun endometriyumun fonksiyonalis ve bazalis katmanlarını da 

içerecek Ģekilde neredeyse miyometriyuma kadar yaygın bir alan kapladığı 

saptandı. Yüksek doz takviye grubunda ait H&E ve Masson‘un üçlü boyaması 

örnekleri Resim 7 ve Resim 8‘de verilmiĢtir. 
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Resim 7. Yüksek doz takviye grubu H&E boyaması. E: Epitel, (➘): Bazal Membran Lp: 

Lamina propriya, B: Bez yapıları, TM: Tunika muskularis, P: Perimetriyum, AMZ: 

Antimezometriyal Bölge, MZ: Mezometriyal bölge, AA: Arkuat Arter, («): Proliferasyon  

(⋆): vasküler yapılar. a (40x), b (400x) 

a 

b 
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Resim 8. Yüksek doz takviye grubu Masson’un üçlü boyaması. E: Epitel, Lp: Lamina 

propriya, B: Bez yapıları, TM: Tunika muskularis, P: Perimetriyum, AA: Arkuat Arter, 

(⋆): vasküler yapılar, (⇒):Piknotik çekirdekli hücreler, Ko: Kollajen. a (40x), b (400x) 

 

a 

b 



 
 

59 
 

Eksiklik Grubu 

Eksiklik grubunda lüminal epitel daha çok küboidal tek katlı epitel 

yapısındaydı. Kontrol ve düĢük doz gruplarından ayrıcalıklı olarak bu grupta en 

belirgin farklılık hem epitel hem bez hem de özellikle endometriyum fonksiyonel 

tabakasındaki stromal hücrelerde izlenen piknotik çekirdekli dejeneratif hücreler 

ve apoptotik hücrelerdi. Bazal membranın eksiklik grubunda yer yer kaybolduğu 

ve sürekliliğin bozulduğu saptandı.  

 

Endometriyum fonksiyonel ve bazal tabakalarının, gevĢek bağ doku 

yapısında olduğu ve tüm duvar boyunca geniĢ bir alana yayılmıĢ halde bulunduğu 

izlendi. Vaskülarizasyonun kontrol grubuna göre azalmıĢ olarak gözlendiği 

stromada bez yapılarında da azalma saptandı. Antimezometriyal bölgede belirgin 

desidualizasyon görülmekteydi ve antimezometriyal bölge gevĢek bağ doku 

özelliğindeydi.  

 

Kontrol grubuna göre endometriyal bölgede kollajen lifler daha fazla 

olarak izlendi. Miyometriyum iç sirküler ve dıĢ longitudinal kas tabakaları 

arasında fibröz yapı oluĢumu gözlendi. Bu fibröz yapının özellikle arkuat arterler 

çevresinde yoğunlaĢtığı saptandı. FA eksiklik grubuna ait H&E ve Masson‘un 

üçlü boyaması örnekleri Resim 9 ve Resim 10‘da verilmiĢtir. 
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Resim 9. FA Eksiklik grubu H&E boyaması. E: Epitel, (➘): Sürekliliği Bozulmuş Bazal 

Membran Lp: Lamina propriya, B: Bez yapıları, TM: Tunika muskularis, P: 

Perimetriyum, AMZ: Antimezometriyal Bölge, MZ: Mezometriyal bölge, AA: Arkuat 

Arter,  (⋆): vasküler yapılar. a (40x), b (400x) 

a 

b 
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Resim 10. FA Eksiklik grubuna ait Masson’un üçlü boyaması görüntüleri.  E: Epitel,       

Lp: Lamina propriya, B: Bez yapıları, TM: Tunika muskularis, P: Perimetriyum, AA: 

Arkuat Arter, (⋆): vasküler yapılar, (⇒): Piknotik çekirdekli hücreler, Ko: Kollajen. a 

(40x), b (400x)  

a 

b 
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4.5.Ġmmunohistokimyasal Analizler 

 

ER- α Bulguları 

 

Kontrol grubunda östrojen reseptörünün lüminal epitel hücrelerinde zayıf 

(+), stromal hücrelerde ve bez epitel hücrelerinde ortadan kuvvetliye (++++) 

ekspresyonları izlendi. Düz kas hücrelerinde de oldukça zayıf (+) tutulum olduğu 

gözlendi (Resim 11). 

 

 

Resim 11. Kontrol grubunda ER-α tutulumu; (➪): Epitel hücrelerinde, (➜): stromal 

hücrelerde, (⇉): bezlerde, (∆): miyometriyumda tutulum, AEC & Hematoksilen- 400x. 
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DüĢük doz grubunda kontrol grubu ile karĢılaĢrıldığında ER- α ifadesi 

açısından belirgin bir farklılık olmadığı izlendi. Lüminal epitel hücrelerinde zayıf 

(+), stromal hücreler ve bez epitel hürelerinde kuvvetli (+++++) olduğu ve kontrol 

grubuna göre bir miktar arttığı saptandı. Düz kas hücrelerinde de yine oldukça 

zayıf (+) tutulum gözlemlendi (Resim 12). 

 

 

 

Resim 12. Düşük doz FA takviye grubunda ER-α tutulumu; (➪): Epitel hücrelerinde,       

(➜): stromal hücrelerde, (⇉): bezlerde, (∆): miyometriyumda tutulum, AEC & 

Hematoksilen -400x. 
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Yüksek doz grubunda ER-α ifadesi lüminal epitelde diğer gruplarda 

olduğu gibi zayıf (+) olarak izlendi. Stromal hücreler ve bez epitel hücrelerinde 

kuvvetli (+++++) bir tutulum izlenirken, düz kas hücrelerinde zayıftan ortaya (++) 

tutulum olduğu gözlemlendi (Resim 13). 

 

 

 

Resim 13. Yüksek doz FA takviye grubunda ER-α tutulumu; (➪): Epitel hücrelerinde,      

(➜): stromal hücrelerde, (⇉): bezlerde, (∆): miyometriyumda tutulum, AEC & 

Hematoksilen -400x. 

 

 

Eksiklik grubunda ER-α ifadesine bakıldığında lüminal epitelde zayıf (+), 

ancak stromal hücreler ve bez epitel hücrelerinde ortadan kuvvetliye (++++) ve 
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düz kas hücrelerinde de kontrol grubuna benzer zayıf (+), ancak miyometriyal kas 

tabakaları arasında bazı bağ doku hücrelerinde orta dereceli (+++) ifadesi izlendi 

(Resim 14). 

 

 

 

Resim 14. FA eksiklik grubunda ER-α tutulumu; (➪): Epitel hücrelerinde, (➜): stromal 

hücrelerde, (⇉): bezlerde, (∆): miyometriyumda tutulum, AEC & Hematoksilen -400x. 

 

 

ER- α immun boyamasının implantasyon alanında dağılımına ait 

istatistiksel analizlerde FA eksiklik grubunun immun boyaması diğer tüm gruplara 

göre anlamlı olarak azalmıĢ olarak saptandı (p<0,008). Diğer gruplar arasında 
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anlamlı fark saptanmadı (p>0,008) (Grafik 4). ER- α Ġmmun boyamalarının 

istatistiksel analizlerine ait veriler Tablo 10‗da verilmiĢtir. 

 

 
Grafik 4. ER-α pozitif hücre yüzdelerine ait ortalama ± standart sapma grafiği. *;p<0,008 

diğer gruplara göre. 

 

 

VEGF-A Bulguları 

 

VEGF-A immun boyaması yapılan çalıĢmamızın tüm gruplarında majör 

anjiyojenik faktör olan VEGF-A‘ nın oldukça heterojenik bir immun boyama 

sergilediği izlendi.  

ÇalıĢmamızın kontrol grubunda lüminal epitel değerlendirildiğinde sadece 

kontrol grubunda ve belirli alanlarda oldukça spesifik ve kuvvetli yüzey 

membranöz immun boyanma izlenirken, kontrol grubu çoğunluğunda yüzey epitel 

* 
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hücrelerinin VEGF-A tutulumunun oldukça zayıf (+) olduğu izlendi. Negatiften 

zayıfa değiĢen tutulum varlığı tüm gruplarda açıkça görülmekteydi. 

VEGF-A tutulumu açısından en belirgin farklılığın endometriyum bez 

epitel hücrelerinde ve stromal hücrelerde olduğu izlendi. Bez epitel hücreleri 

değerlendirildiğinde VEGF-A‘nın kontrol grubunda ve düĢük doz gruplarında bez 

epitel hücrelerinde ortadan kuvvetliye değiĢen immun tutulum gösterdiği ve bu 

tutulumun benzer Ģekilde stromal hücreler ve desidual hücrelerde de ortadan 

kuvvetliye değiĢim gösterdiği izlendi.  

 

Yüksek doz grubunda hem bez epiteli hücrelerinde hem de stromal 

hücrelerde VEGF-A ifadesinin belirgin Ģekilde arttığı ve kuvvetli immun 

reaksiyon sergilediği saptandı. Eksiklik grubunda ise desidual ve stromal hücreler 

ile bez epitel hücrelerindeki VEGF-A tutulumunun yine belirgin olduğu ancak 

zayıftan ortaya değiĢkenlik gösterdiği ve yaygınlığının azaldığı saptandı. Öte 

yandan miyometriyum tabakası VEGF-a immun tutulumu açısından 

değerlendirildiğinde tüm gruplarda düz kas ve aralardaki bağ dokudaki 

hücrelerinde intrasitoplazmik zayıf ancak bazı bölgelerde ortaya değiĢen immun 

boyama izlendi. 

 

Kontrol grubu VEGF-A immun boyamasında lüminal epitel 

değerlendirildiğinde sadece kontrol grubunda bazı deneklerde ve belirli alanlarda 

oldukça spesifik ve kuvvetli yüzey membranöz immun boyanma izlenirken, 

lüminal epitel hücrelerinin çoğunluğunda tutulumunun oldukça zayıf (+) olduğu 
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izlendi. Bez epitel hücreleri değerlendirildiğinde VEGF-A‘nın kontrol grubunda 

bez epitel hücrelerinde ortadan kuvvetliye değiĢen immun tutulum gösterdiği ve 

bu tutulumun benzer Ģekilde stromal hücreler ve desidual hücrelerde de ortadan 

kuvvetliye (++++) değiĢim gösterdiği saptandı. Miyometriyum tabakası 

değerlendirildiğinde düz kas ve aralardaki bağ dokudaki hücrelerinde 

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

 

 

 

Resim 15. Kontrol grubunda VEGF-A tutulumu; (➪): Epitel hücrelerinde, (➤): spesifik 

olarak epitelin belirli alanlarında görülen tutulum, (➜): stromal hücrelerde, (⇉): 

bezlerde, (∆): miyometriyumda tutulum, AEC & Hematoksilen -400x. 
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DüĢük doz grubunda VEGF-A immun boyamasında lüminal epitel 

hücrelerinde tutulumun oldukça zayıf (+) olarak saptandı. Bez epitel hücreleri 

değerlendirildiğinde VEGF-A‘nın bez epitel hücrelerinde ortadan kuvvetliye 

(++++) değiĢen immun tutulum gösterdiği ve bu tutulumun benzer Ģekilde stromal 

hücreler ve desidual hücrelerde de ortadan kuvvetliye değiĢim gösterdiği izlendi. 

Miyometriyum tabakası değerlendirildiğinde düz kas hücreleri ve aralardaki bağ 

doku hücrelerinde genel olarak zayıf (+) immun boyanma izlendi (Resim 16). 

 

 

 

Resim 16. Düşük doz FA takviye grubunda VEGF-A tutulumu; (➪): Epitel hücrelerinde, 

(➜): stromal hücrelerde, (⇉): bezlerde, (∆): miyometriyumda tutulum, AEC & 

Hematoksilen -400x. 
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Yüksek doz grubu VEGF-A immun boyamasında lüminal epitel 

hücrelerinde zayıf (+) immun reaksiyon izlenirken, hem bez epiteli hücrelerinde 

hem de stromal hücrelerde VEGF-A ifadesinin belirgin Ģekilde arttığı ve kuvvetli 

(+++++) immun reaksiyon sergilediği saptandı. Düz kas hücrelerinde diğer 

gruplara benzer Ģekilde zayıf+), bazı bölgelerde zayıftan-ortaya (++) değiĢen 

reaksiyon tespit edildi (Resim 17). 

 

 

 

Resim 17. Yüksek doz FA takviye grubunda VEGF-A tutulumu; (➪): Epitel hücrelerinde, 

(➜): stromal hücrelerde, (⇉): bezlerde, (∆): miyometriyumda tutulum, AEC & 

Hematoksilen -400x. 
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Eksiklik grubunda VEGF-A immun boyamasında lüminal epitel 

hücrelerinde oldukça zayıf (+) reaksiyon saptandı. Desidual ve stromal hücreler 

ile bez epitel hücrelerindeki VEGF-A tutulumunun yine belirgin olduğu ancak 

zayıftan ortaya (++) değiĢkenlik gösterdiği ve yaygınlığının azaldığı tespit edildi. 

Düz kas hücrelerinde ise zayıf (+) immun reaksiyon izlendi (Resim 18). 

 

 

 

Resim 18. FA eksiklik grubunda VEGF-A tutulumu; (➪): Epitel hücrelerinde, (➜): 

stromal hücrelerde, (⇉): bezlerde, (∆): miyometriyumda tutulum, AEC & Hematoksilen -

400x. 

 

 

 

Yapılan istatistiksel analiz sonucunda, VEGF-A immun boyamasına ait 

dağılım yüzdeleri kıyaslandığında, yüksek doz FA takviyesi verilen grupta VEGF-

A immun boyaması tüm gruplara göre artmıĢ olmasına karĢın, kontrol ve eksiklik 

gruplarına göre istatistiksel olarak anlamlı Ģekilde yüksek tespit edilirken, düĢük 

doz takviye grubuyla anlamlı fark saptanmamıĢtır. Eksiklik grubunda ise tüm 

gruplara göre anlamlı olarak azalmıĢ immun reaktivite tespit edilmiĢtir (p<0,008) 
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(Grafik 5). VEGF-A immun boyamalarının istatistiksel analizlerine ait veriler Tablo 

10‘da verilmiĢtir.  

 

 

 
Grafik 5. VEGF-A pozitif hücre yüzdelerine ait ortalama ± standart sapma grafiği. 

*;p<0,008 kontrol grubuna göre. 

 

 

 

 

İntegrin αVβ3 

 

Embriyonik implantasyonun reseptörüdür. Lüminal ve bez epitel 

hücrelerince implantasyon sırasında eksprese olan bu ajan, embriyonun uterus bez 

epiteline bağlanması için son derece gereklidir. Ekspresyon luteal fazın 

ortalarında artar ki bu olası implantasyon zamanıdır. αVβ3 integrinin azalması 

durumunda ya da ekspresyonunda baĢarısızlık olması durumunda desidual 

* 

* 
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anjiyogenezin de azaldığı bildirilmiĢtir. Bu yolaktaki aksama implantasyonun 

devamı ve doğru orantılı olarak da desidual anjiyogenezin baĢarısızlığına sebep 

olur. 

ÇalıĢmamızda kontrol grubunda αVβ3 integrin değerlendirildiğinde, 

ekspresyon yeri olan lüminal epitelde zayıftan ortaya (++) ve bez epitel 

hücrelerinde orta dereceli (+++) eksprese olduğu izlenmiĢtir (Resim 19).  

 

 

Resim 19. Kontrol grubunda αVβ3 integrin tutulumu; (➪): Epitel hücrelerinde, (➜): 

stromal hücrelerde, (⇉): bezlerde tutulum, AEC & Hematoksilen -400x. 

 

 

DüĢük doz grubunda da αVβ3 integrin değerlendirildiğinde lüminal 

epitelde zayıftan ortaya (++) ve bez epitel hücrelerinde αVβ3 integrinin bazı 

bölgelerde orta dereceli (+++) bazı bölgelerde ortadan kuvvetliye (++++) değiĢen 

immun tutulum sergilediği izlendi (Resim 20). 
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Resim 20. Düşük doz FA takviye grubunda αVβ3 integrin tutulumu; (➪): Epitel 

hücrelerinde, (➜): stromal hücrelerde, (⇉): bezlerde tutulum, AEC & Hematoksilen -

400x. 

 

 

Yüksek doz grubu αVβ3 integrin immun boyamaları incelendiğinde, 

lüminal ve bez epitel hücrelerinde kontrol ve düĢük doz gruplarına göre belirgin 

Ģekilde kuvvetli (+++++) tutulum sergilediği saptandı (Resim 21).  

 

 

Resim 21. Yüksek doz FA takviye grubunda αVβ3 integrin tutulumu; (➪): Epitel 

hücrelerinde, (➜): stromal hücrelerde, (⇉): bezlerde tutulum, AEC & Hematoksilen -

400x. 
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Eksiklik grubunda αVβ3 integrin immun boyamaları incelendiğinde, 

luminal epitel ve bez epitel hücrelerinde αVβ3 integrin immun reaksiyonnun zayıf 

(+) olduğu izlendi (Resim 22). 

 

 

Resim 22. FA eksiklik grubunda αVβ3 integrin tutulumu; (➪): Epitel hücrelerinde, (➜): 

stromal hücrelerde, (⇉): bezlerde tutulum, AEC & Hematoksilen -400x. 

 

 

 

Yapılan istatistiksel analiz sonucunda,  αVβ3 integrinin implantasyon 

alanlarındaki dağılımı karĢılaĢtırıldığında yüksek doz ve düĢük doz FA 

gruplarının αVβ3 integrin dağılımı FA eksiklik grubuna göre anlamlı olarak 

artmıĢ olarak tespit edilmiĢtir. Takviye dozlar ve kontrol grupları arasında FA 

dozuyla uygun Ģekilde immun reaktivitede artıĢ izlenmiĢ olsa da bu artıĢ 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıĢtır (p>0,008) (Grafik 6).  αVβ3 integrin 

immun boyamalarının istatistiksel analizlerine ait veriler Tablo 10‘da verilmiĢtir. 
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Grafik 6. İntegrin αVβ3 pozitif hücre yüzdelerine ait ortalama ± standart sapma grafiği. 

*;p<0,008 düşük doz ve yüksek doz FA takviye gruplarına göre 

 

. 

 
 

 
Tablo 10. Tüm gruplara ait, İntegrin αVβ3, VEGF-A ve ER-α boyanma yüzdelerinin 

ortalamaları ve standart sapmaları 

Gruplar Ġntegrin αVβ3 VEGF-a ER-α 

 

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 

DüĢük Doz FA 

Takviye 

 

9,72 ± 4,86 

 

8,61 ± 4,20 

 

14,41 ± 6,10 

Yüksek Doz FA 

Takviye 

 

15,99 ± 7,71 

 

14,24 ± 6,15 

 

21,93 ± 7,99 

 

* 
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4.6. Gen Ġfade Düzeylerinin Kantitatif Değerlendirilmesi 

ESR1 (ER-α), VEGFA, Integrin αV ve Integrin β3 genlerinin ifade 

düzeyinin kantitatif değerlendirilmesi için Light Cycler 480 cihazı kullanıldı. Rat 

uterus dokularından elde edilen ESR1, VEGFA, Integrin αV, Integrin β3 ve bu 

genlerin ifadelenmesini normalize etmek için ACTB genlerine özgül primerler ve 

UPL probları kullanılarak çalıĢıldı. 

 

Gen İfade Düzeylerinin Karşılaştırması 

 

Real Time PCR yönteminde ilgili hedef genin ortamdaki deriĢimi 

primerlerin ilgili gen dizileri ile bağlanması ile doğru orantılıdır. Hedef gene ait 

mRNA ortamda ne kadar çok bulunursa eĢleĢmeyle doğru orantılı seyreden 

amplifikasyonlar ıĢımanın o kadar erken gerçekleĢmesine neden olur. Bu bilgiler 

ıĢığında, ESR1, VEGFA, Integrin αV ve Integrin β3 genlerinin mRNA ifade 

düzeylerinin karĢılaĢtırmalı değerlendirmeleri yapıldı. Bu genlerin mRNA ifade 

düzeylerini belirlemek için kantitatif Real-time PCR yöntemi kullanıldı. Ġfade 

düzeylerinin karĢılaĢtırmalı analizi Qiagen-REST-2009 (Relative Expression 

Software Tool, Pfaffl reff) programı ile birlikte Qiagen-RT 2 Profiler PCR Array 

Data Analysis version 3.5 programı kullanılarak eĢ zamanlı olarak gerçekleĢtirildi. 

Rat uterus dokularında düĢük doz folik asit uygulanan grupta ESR1, 

VEGFA, Integrin αV ve Integrin β3 genlerinin mRNA ifade düzeylerinde kontrol 

grubuna kıyasla az da olsa bir artıĢ gözlenmesine rağmen, bu artıĢın istatistiksel 

olarak anlamlı olmadığı belirlendi (p>0.05). 
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Rat uterus dokularında yüksek doz folik asit uygulanan grupta ESR1, 

VEGFA, Integrin αV ve Integrin β3 genlerinin mRNA ifade düzeylerinde kontrol 

grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı düzeyde arttığı gözlendi (p<0.05). 

Bunun yanı sıra, rat uterus dokularında folik asit eksikliği olan grupta 

ESR1, VEGFA, Integrin αV ve Integrin β3 genlerinin mRNA ifade düzeylerinde 

kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak anlamlı düzeyde azaldığı belirlendi 

(p<0.05). Tüm gruplara ait mRNA ifade düzeyleri Tablo 11‘de gösterilmiĢtir. 

 

 

Grafik 7. Rat uterus dokusunda ESR1, VEGFA, Integrin αV ve Integrin β3 genlerinin 

mRNA ifade düzeylerindeki değişiklik. Hedef genlerin ifade düzeyi ACTB mRNA ifade 

düzeyi temel alınarak normalize edildi. *; p <0.05 Kontrol grubuna kıyasla. 

 

 

 

 

 

 

Kontrol 

Düşük doz FA 

Yüksek doz FA 

FA Eksiklik 
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5. TARTIġMA 

 

Ġmplantasyon, embriyo ile uterus arasında karĢılıklı etkileĢimi içeren 

karmaĢık bir süreçtir. Blastosistin geliĢimiyle senkronize Ģekilde endometriyumun 

da geliĢip hazırlanması, baĢarılı bir implantasyon ve dolayısıyla sağlıklı bir 

gebelik için olmazsa olmazdır. Ġmplantasyon, implantasyon penceresi denilen kısa 

bir süreçte gerçekleĢir ve bu süreçte embriyo ile endometriyum karĢılıklı etkileĢim 

içindedir (99). 

Gebeliğin klinik olarak saptanmasından önceki peri-implantasyon 

döneminde meydana gelen erken gebelik kaybı, insanlarda yaygın olarak görülür 

(100). Bir menstrüel siklusta meydana gelebilecek baĢarılı gebelik Ģansı yaklaĢık 

%30 ile sınırlıdır (101). Tüm gebeliklerin de sadece %50-60'ı 20. haftanın ötesine 

geçer (102). Bu gebelik kayıpları içinde, implantasyon baĢarısızlığı, yaklaĢık 

%75'e ulaĢan baĢlıca nedendir (103).  Ġn-vitro fertilizasyon ve embriyo transferi 

(IVF-ET) teknolojisinde, infertilitenin altında yatan sebeplerin 

birçoğunun üstesinden gelinmiĢtir. Buna rağmen, gebelik baĢarı oranları, esas 

olarak implantasyon baĢarısızlığı nedeniyle nispeten düĢük kalmaktadır (102, 

104). 

Folik asit dünyada kullanımı oldukça yaygın, Dünya Sağlık Örgütü 

tarafından özellikle kadınlarda kullanımı sıklıkla vurgulanmıĢ vitaminlerdendir. 

Folik asit eksikliği olan toplumlarda anemi, kardiyovasküler hastalıklar, Ģizofreni, 

majör depresyon gibi hastalıkların riskinde artıĢ bildirilmiĢ, hatta bazı 

karsinomlarla iliĢkili olduğu ve karsinom riskini de artırabileceğine dair 

çalıĢmalar ortaya konmuĢtur (42). Gebelikte folik asit eksiliğini ise özellikle nöral 
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tüp defektleri ve konjenital anomalilerle iliĢkilendiren bir çok çalıĢma mevcuttur 

(105-107).  

Folik asit takviyesinin gebeliğin erken evrelerinde ekiĢini araĢtıran bir 

çalıĢmada, gebeliğin 5. gününde yüksek doz folik asit (40 mg/kg/gün) takviyesi 

verilen grupta vücut ağırlığının kontrol grubuna göre anlamlı olarak arttığı 

saptanmıĢtır. Ancak eksiklik oluĢtulan grupta kontrol ve yüksek doz folik asit 

takviyesi verilen gruplara göre anlamlı farklılık izlenmemiĢtir (65). 

5 hafta boyunca eksiklik ve standart diyetlerle beslenen gruplarda standart 

diyetle beslenen deneklere farklı dozlarda folik asit takviyesi yaptığımız 

çalıĢmamızda tüm gruplardaki deneklerin baĢlangıçtaki vucüt ağırlıkları ve deney 

sonundaki vücut ağırlıkları değerlendirildi. BaĢlangıç ağırlıklarında anlamlı fark 

olmayan deneklerde, folik asit takviyesi verilen gruplarda kilo artıĢı olmasına 

rağmen gruplar arası anlamlı fark izlenmedi. 

VEGF, embriyo implantasyonu ve vaskülogenezisle yakın iliĢki içindedir 

(108). Ovaryum ve uterusta anjiyogenezis sürecine katılır. Gebelikte de endotel 

proliferasyonu ve vasküler permeabilitede artıĢla iliĢkilidir. VEGF ve reseptörleri 

insanlarda, farelerde, sıçanlarda ve baĢka memelilerde implantasyon ve uterin 

siklus sırasında saptanmıĢtır (109). 

Yi ve arkadaĢlarının yaptığı çalıĢmada, peri-implantif dönemdeki 

hamsterlarda VEGF ekspresyonu farklı günlerde değerlendirilmiĢtir. 3. günde 

sadece lüminal epitelde zayıf VEGF ekspresyonu saptanmıĢ, 4. günde stromal 

hücrelerde de ekspresyo görülmüĢtür. 5. Günde ise desidual hücrelerde ve 
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vasküler endotelde hem VEGF hem de VEGF reseptörü için immünreaktivite 

ortaya konmuĢtur (110). 

Chakraborty ve arkadaĢlarının çalıĢmasında, VEGF ifadesi fare uterusunda 

implantasyon periyodu boyunca incelenmiĢtir. Buna göre 1. Ve 2. günlerde uterin 

lüminal epitelde VEGF-mRNA ifadesi izlenmiĢtir. 3. günde stromal hücrelerde 

zayıf ifadesi görülürken, 4. günde lüminal epitel ve stromada ifadesi saptanmıĢtır. 

5. Ve. 7. Günlerde ise mRNA varlığı ortaya konmuĢtur. 5. günde lüminal epitel ve 

stromada VEGF-mRNA birikimi gözlenmiĢtir. 6.-8. günlerde hem mezometriyal 

hem de antimezometriyal alanda saptanmıĢtır. Sonuçlar VEGF‘nin, 

implantasyonda meydana gelen artmıĢ vasküler permeabilite ve anjiyogenezis 

sürecinde etkili olduğunu ve desidualizasyon sürecinde de yer aldığını ortaya 

koymaktadır (81). 

Zhang ve arkadaĢları VEGF‘nin implantasyon sürecindeki ekspresyonunu 

farelerde yaptıkları çalıĢmada immunfloresans yöntemiyle araĢtırmıĢlardır. 

Gebeliğin 4. gününde uterus içinde VEGF antikoru enjekte edilerek 8. günde 

implantasyonu değerlendirmiĢlerdir. Sonuçta tutunan embriyo sayısında ve 

tutunmanın olduğu hücre yüzdesinde anlamlı azalma saptamıĢlardır. Bu bulgular 

ıĢığında implantasyon için VEGF‘nin önemli sitokinlerden biri olduğu 

göterilmiĢtir (108). 

VEGF ve reseptörleri üzerine yaptıklan çalıĢmada, Sugino ve arkadaĢları 

endometriyum dokusunu immunohistokimyasal yöntemle incelemiĢlerdir. VEGF 

immun boyamasının, midsekretuar evrede bez epitel hücrelerinde ve stromal 

hücrelerde en yüksek seviyede olduğunu, premenstruel evrede azaldığını 



 
 

82 
 

göstermiĢlerdir. Östrojen ve progesteron verilen deneklerde desidualizasyon 

sürecinde stromal hücrelerde  kuvvetli boyanma izlenmiĢtir. Bu veriler 

implantasyon sürecinde, vasküler permeabilite artıĢı ve ilerleyen dönemde 

desidual vaskülerağ geliĢiminde VEGF ve VEGF reseptörlerinin etkili 

olabileceğini düĢündürmüĢtür (111). 

VEGF-A, fare endometriyumunda erken gebelikte vasküler yeniden 

modellenme sürecinde etkili ajanlardan biridir. Walter ve arkadaĢları farelerde 

yaptıkları çalıĢmada, erken gebelikte uterusta VEGF-A izoformlarının ve 

reseptörlerinin ekspresyonlarını değerlendirmiĢlerdir. VEGF-A seviyesinde 

gebeliğin 4. gününe kadar ciddi bir artıĢ izlenmezken, 5. günde arttığı 

saptanmıĢtır. Bu ekspresyon artıĢının endometriyal endotelde hücre proliferasyonu 

ile eĢ zamanlı olarak ortaya çıktığı izlenmiĢtir. Bu artıĢın endometriyumda 

anjiyogenezis için gerekli olduğu ve VEGF-A‘nın implantasyon sürecinde ortaya 

çıkan vasküler yeniden modellenmeye aracılık ettiği öne sürülmüĢtür (112).  

Kim ve arkadaĢlarının, faredeki implantasyonu araĢtırdığı çalıĢma, 

VEGF'nin desidual anjiyogenezin anahtar düzenleyicisi olduğunu, özellikle 

VEGF'nin erken gebelikte anjiyogenezin hem miktarını hem de uzaysal dağılımını 

etkilediğini göstermiĢtir (113). 

Folat eksikliği oluĢturulan gebe farelerde 6.-8. günlerde desidual 

anjiyogenezisin değerlendirildiği Li ve arkadaĢlarının yaptığı çalıĢmada, VEGF-A 

ve VEGFR2 protein ve mRNA düzeyleri incelenmiĢ, folat eksikliği olan grupta 

vasküler anormallikler ve desidual anjiyogenezde sınırlılık saptanmıĢtır. Bunun 

yanında bu grupta VEGF-A ve VEGFR2 düzeylerinde azalma ve östrojenin 
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anormal ekspresyonu belirlenmiĢtir. Sonuç olarak folat eksikliğinin desidual 

anjiyogenezisi bozabileceği, bunun vaskülotoksik etkiler ve hormonal 

dengesizlikler ile iliĢkili olabileceğini öne sürmüĢlerdir (114). 

Bizim çalıĢmamızda da gebeğilin 5. gününde olan sıçanlardan alınan 

implantasyon alanlarında uygulanan VEGF-A immun boyaması ve gen ifade 

düzeylerine ait analizlerde, yüksek doz FA (40 mg/kg/g) takviyesi alan grupta 

VEGF-A ifadesi kontrol grubuna göre anlamlı olarak yüksek bulundu. Folik asit 

eksikliği oluĢturulan grupta ise hem immunohistokimyasal analizlerde hem de 

RT-PCR analizlerinde anlamlı olarak VEGF-A düzeyinde azalma tespit edilmiĢtir. 

DüĢük doz FA (5mg/kg/g) takviyesi verilen grupta ise RT-PCR analizinde ve 

immunohistokimyasal analizde kontrol grubuna göre VEGF-A seviyelerinde artıĢ 

olduğu ancak bu artıĢın istatistiksel olarak anlamlı olmadığı saptanmıĢtır. 

Hewitt ve arkadaĢları yaptıkları östrojen reseptörü knockout (αERKO) 

farelerde desidualizasyonu değerlendirdikleri çalıĢmada, uterusa transfer edilen 

embriyoların αERKO farelerde implante olmadığını, ancak kontrol grubunda 

implante olduğunu göstermiĢler ve bu bilgilere dayanarak ER-α‘nın implantasyon 

için gerekli olduğu sonucuna varmıĢlardır (115) 

Folat eksikliği olan sıçan yavrularında Pourie ve arkadaĢlarının yaptıkları 

çalıĢmada, folat eksikliğinin serebellumdaki etkileri inceledndiğinde, folat 

eksikliği olan diĢilerin yavrularında purkinje hücrelerinde ciddi bir farkla ER-α 

protein ekspresyonunu önemli oranda düĢük bulmuĢlardır. Bu etkinin folatın 

metilasyon üzerindeki etkisi nedeniyle, eksiklik grubunda ER-α‘nın 

metillenmesinde azalma yoluyla gerçekleĢtiği düĢünülmüĢtür (116). 
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Belliard ve arkadaĢları yaptıkları çalıĢmada endometriozis hastalarında 

östrojen ve progesteron reseptörlerinin apoptozis ve proliferasyonla iliĢkisini 

araĢtırmıĢlardır. Ġmmunohistokimyasal olarak yapılan değerlendirmede östrojen 

ve progesteron reseptörleri ile hücresel prolifersyon, fertil kadınların normal 

endometriyumundan alınan örneklerle karĢılaĢtırıĢmıĢtır. Sonuçta apoptozis ile 

östrojen ve progesteron reseptörleri arasında bir iliĢki bulunamamıĢtır (117).  

 

Tabebordbar ve arkadaĢları yaptıkları çalıĢmada, diyabetik sıçanlarda 

ESR-1 gen ekspresyonu ve promotör DNA metilasyonuna folik asit etkisini 

değerlendirmiĢlerdir. Folik asit takviyesinin diyabetik sıçanlarda kontrol grubuna 

göre ESR-1 ekspresyonunu önemli ölçüde azalttığını öne sürmüĢlerdir (118). 

 

Ancak Gao ve arkadaĢlarının yaptığı daha önceki bir çalıĢmada, folat 

eksikliği oluĢturulup gebe kalan farelerde, gebeliğin 5. gününde alınan 

implantasyon alanlarına ait örneklerde eksiklik grubunda ESR-1 mRNA seviyesi 

kontrol grubuna göre anlamlı olarak düĢük bulunmuĢtur (73). 

 

Li ve arkadaĢları gebeliğin erken evrelerindeki farelerde yaptıkları 

çalıĢmada, ER-α ekspresyonunun desidual dokuda arttığını göstermiĢler ve bunun 

daha önce Gao ve arkadaĢlarının çalıĢmasında gebe farelerde  ER-α promotörünün 

folat eksikliğinde daha az metillendiğinin gösterilmesinden kaynaklanabileceğini 

öne sürmüĢlerdir. Östradiol ile aktive olan ER-α kompleksi ise folat eksikliği olan 

gebe farelerde ciddi olarak azaldığını ve kompleksin iĢlevinin zayıfladığını tespit 
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etmiĢlerdir. Bu nedenle folat eksikliğinin progesteron ve östrojen ile bunların ilgili 

reseptörleri arasındaki dengeyi bozabileceğini öne sürmüĢlerdir (114). 

Yuan ve arkadaĢları folat eksikliğinin erkeklerde üreme fonksiyonuna 

etkisini araĢtırdıkları çalıĢmada, insan sperminde ESR-1 gen ifade düzeylerine 

bakılmıĢ, farelerde oluĢturulan eksiklik modelinde testis doku örnekleri RT-qPCR 

western blot yöntemiyle analiz edilmiĢtir. Ġnsanlarda yapılan çalıĢmada düĢük 

seminal plazma folat konsantrasyonuna sahip grupta ESR-1 mRNA seviyeleri 

yüksek seminal plazma folat konsantrasyonuna sahip grupta anlamlı olarak daha 

düĢük bulunmuĢtur. Fare testis dokusunda yapılan RT-qPCR ve western blot 

analizlerinde folat eksikliği olan farelerde ESR-1 mRNA seviyeleri ve ESR-1 

protein ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna kıyasla önemli ölçüde azalmıĢtı 

(119).  

ÇalıĢmamızda sıçalarda gebeliğin 5. gününde implantasyon alanında ER-α 

ifadesine folik asitin etkisi incelenmiĢtir. Ġmmunohistokimyasal olarak ER-α 

ifadesi, RT-PCR analizlerinde de ER-α‗yı kodladığı bilinen ESR-1 analiz 

edilmiĢtir. ESR-1‘in, RT-PCR‘da yüksek doz FA (40mg/kg/g) takviyesi grubunda 

kontrole göre anlamlı olarak arttığı, eksiklik grubunda ise anlamlı olarak düĢük 

olduğu saptanmıĢtır. DüĢük doz FA (5mg/kg/g) takviye grubunda ise kontrole 

göre bir fark izlenmemiĢtir. ER-α ifadesi immunohistokimyasal olarak 

incelendiğinde ise eksiklik grubunda diğer gruplara göre anlamlı olarak azalma 

olduğu tespit edilmiĢtir. 
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Padilla-Banks ve arkadaĢları, eksojen östrojenlerin uterin etkilerini 

farelerde ve sıçanlarda değerlendirdikleri çalıĢmalarında 3 gün eksojen östrojen 

verilmesinden sonra hem farelerde hem de sıçanlarda uterus ağırlığı/ vücut ağırlığı 

oranında birbirlerine benzer Ģekilde doz-yanıt artıĢı ortaya koymuĢlardır (120). 

ÇalıĢmamızda yüksek doz folik asit (40 mg/kg/gün) takviyesi verilen 

grupta, diğer gruplara kıyasla ER-α seviyelerinde artıĢ ile birlikte uterin ağırlık / 

vücut ağırlığı oranı diğer tüm gruplara göre anlamlı olarak yüksek olarak saptandı. 

Bu veriler uterin ağırlıktaki bu artıĢın yüksek doz grubunda ER-α artıĢıyla iliĢkili 

olabileceğini düĢündürdü. 

Endometriyum, adezyonda rol oynayan moleküllerden olan integrinler 

bakımından zengindir. Ġntegrinlerin, fertilizasyon ve embriyo implantasyonu gibi 

gebeliğin erken olaylarında yer alan faktörlerden biri olduğu bilinmektedir (121). 

Artık integrin αVβ3 implantasyon için fonsiyonel bir belirteç olarak kabul 

görmüĢtür. Ġntegrin αVβ3‘ün yetersiz salınımı sonucu implantasyon 

baĢarısızlıkları ve düĢükler karĢımıza çıkmaktadır (122). 

He ve arkadaĢlarının, IVF tedavisi için baĢvuran hastalarda yaptıkları 

çalıĢmada, endometriyal biyopsi örnekleri alınmıĢtır. Bu örneklerde αVβ3 

integrine ait immunohistokimyasal analizler gerçekleĢtirilmiĢtir. Ġntegrin αVβ3‘ün 

ifadesinin özellikle bez epitel hücrelerinde membran üzerinde olduğunu ve 

reaksiyonun dağınık ve zayıf pozitiflik gösterdiğini saptamıĢlardır (123). 

Sıçanlarda implantasyonda αVβ3‘ün rolünü araĢtıran bir çalıĢmada, 

endometriyumun reseptif olmayan, pre-reseptif ve reseptif dönemlerinde αVβ3 
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integrin ifadesi immunohistokimya, immunositokimya ve akıĢ sitometrisi 

yöntemleri ile değerlendirilmiĢtir. Yapılan incelemelerde koitus sonrası 4. ve 5. 

günlerde endometriyal epitel hücrelerinde hücrelerinde αV ve β3 alt birimlerine 

ait immunreaksiyon saptanmıĢtır. Bu reaksiyon 5. günde 4. günden ve gebe 

olmayan kontrollerden daha fazla olarak tespit edilmiĢtir. Ġntegrin αVβ3 

fonksiyonunu engelleyen ajan kullanımında ise implastasyonda azalma tespit 

edilmiĢtir. Bu veriler sonucunda αVβ3 integrinin endometriyal reseptivitenin bir 

belirteci olduğu ve embriyo implantasyon sürecinde gerekli olduğu ortaya 

konmuĢtur (124). 

Ġllera ve arkadaĢları, gebe tavĢanlarda yaptıkları çalıĢmada, gebeliğin 6. 

gününde uterus boynuzuna αVβ3 integrine özgü bir antikor ugulanmıĢlardır. 

Gebeliğin 10. gününde uterin dokuda yapılan incelemede antikor uygulanan uterin 

boynuzlarda implantasyon sayılarında önemli bir azalma tespit edilmiĢtir. Bunun 

sonucunda da αVβ3 integrinin erken embriyo-maternal etkileĢimde rol oynadığı 

ortaya konmuĢtur (80). 

Ġntegrin αVβ3 ve ekstrasellüler matriks arasındaki etkileĢim, kapiller 

damarlardan filizlenen endotelyal hücreler ve anjiyogenezis için oldukça 

önemlidir. Bunun yanında integrin aracılı sinyallerin, hücre proliferayonunu ve 

motilitesini desteklemek amacıyla büyüme faktörü reseptörleri ile birlikte çalıĢtığı 

bilinmektedir. Ġntegrin αVβ3‘ün anjiyojenik etkilerini anlamak için VEGFR-2 ile 

iliĢkisini araĢtıran çalıĢmada, VEGF-A tarafından indüklenen VEGFR-2 

fosforilasyonu ve mitojenitesi; αVβ3 ligandı ve vitronektin ile kaplanmıĢ 

hücrelerde, α5β1 ligandı, fibronektin ve α2β1 ligandıyla kaplananlara göre artmıĢ 



 
 

88 
 

olarak tespit edilmiĢtir. Bu verileri αVβ3 integrinin yeni oluĢan damalar için 

önemli koruyucu etkisinin yanında önemli bir anjiyojenik indükleyici VEGF-A ile 

tetiklenen VEGFR-2‘nin aktivasyonuna da katıldığını göstermektedir (79). 

ÇalıĢmamızda sıçalarda gebeliğin 5. gününde implantasyon alanında αVβ3 

integrin ifadesine folik asitin etkisi incelenmiĢtir. RT-PCR analizlerinde de αV ve 

β3 integrin alt birimleri ayrı olarak incelenmiĢ yüksek doz FA (40mg/kg/g) 

takviyesi grubunda anlamlı olarak arttığı, eksiklik grubunda ise anlamlı olarak 

düĢük olduğu saptanmıĢtır. DüĢük doz FA (5mg/kg/g) takviye grubunda ise 

kontrole göre anlamlı bir fark ortaya konmamıĢtır. Ġmmunohistokimyasal 

analizlerde ise αVβ3 integrin tek boyamada incelenmiĢ, eksiklik grubunda yüksek 

doz FA (40mg/kg/g) takviyesi grubuna ve düĢük doz FA (5mg/kg/g) takviye 

grubuna göre anlamlı olarak azaldığı saptanmıĢtır. Diğer gruplar arasında anlamlı 

bir fark izlenmemiĢtir. 
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6. SONUÇ 

 

Desidual hücrelerde VEGF-A ekspresyonu ER-α tarafından 

düzenlenmektedir. Ancak bu  mekanizma günümüzde hala açıklanamamıĢtır. Bu 

nedenle erken gebelik döneminde ER-α ile VEGF-A arasındaki iliĢkiyi 

değerlendirmek için yaptığımız bu çalıĢmada; bu etkileĢimin desidual 

anjiyogenezis üzerindeki etkisini göstermeyi planladık. Bunun yanında bu 

iliĢkinin folik asit eksikliği ya da takviyesinden etkilenip etkilenmediğini de 

ortaya koymak amacıyla bu çalıĢmada yaptığımız immün boyamalarda özellikle 

lüminal ve bez epitel hücrelerinde implantasyon sırasında ekprese olan αVβ3 

integrinin VEGF-A ekspresyonu uyararak implantasyon bölgesinde güçlü bir 

anjiyogeneze sebep olduğunu gördük. Damarlarda bu yeniden modelleme VEGF-

A ekspresyonunda artıĢla birlikte çalıĢmamızda belirlenmiĢtir. Lüminal epitel 

hücreleri bazı miyometriyal hücreler ve stromal hücrelerin erken gebelik faktörü 

olan östrojen reseptörü salınımını uyarmaları ile desidual hücrelerin de yine aynı 

yolakla VEGF-A ekspresyonunu uyardığı gösterilen birçok bilimsel çalıĢma 

bulgarıyla eĢteĢ olarak biz de çalıĢmamızda ER-α ekspresyonu ile VEGF-A 

ekspresyonu arasında benzerlik saptadık. Sonuç olarak bu 3 moleküler 

düzenleyicinin gruplar arasındaki birbirine benzer ekspresyon göstediğini 

salgılandıkları hücrelerce implantasyonun iliĢkili dönemi ile bağlantılı olarak 

ekspresyonlarının birbirleriyle uyumlu olduğu saptanmıĢtır. 
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Folik asit eksikliğinin ise bu üç moleküler düzenleyicinin ekspresyonlarını 

önemli ölçüde azaltması folik asit takviyesinin implantasyon baĢarısında önemli 

bir etkisi olabileceğini düĢündürmüĢtür. Yapılacak ileri moleküler ara yolak 

çalıĢmaları konuya ıĢık tutacaktır. 
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8. ÖZET 

 

Sıçanlarda Prekonsepsiyonel Folik Asit Takviyesinin Ġmplantasyon Üzerine 

Etkilerinin Ġmmunohistokimsal Yöntemlerle Değerlendirilmesi 

 

Ġmplantasyon, gebelik oluĢumunda önemli aĢamalardan biridir. Yardımcı 

üreme tekniklerindeki geliĢimlerle birlikte infertilite sebepleri içinde 

implantasyon baĢarısızlıkları ön plana çıkmaya baĢlamıĢtır. Ġmplantasyon uterus 

endometriyumu ile embriyo arasında karĢılıklı etkileĢimi içeren kısa bir süreçte 

gerçekleĢir. Bu süreçte embriyo ve endometriyumun implantasyona hazır olması 

gerekmektedir. Ġmplantasyon sürecine endometriyumda ve embriyoda ifade edilen 

birçok molekül aracılık eder. Folik asit (FA), gebelik oluĢmadan takviye olarak 

kullanılması önerilen, eksikliğinde konjenital anomalilere sebep olabilen bir 

vitamindir. Gebelikte farklı dozlarda kullanım önerileri bulunmaktadır. Bu 

çalıĢmada folik asitin embriyo implantasyonuyla iliĢkisinin değerlendirilmesi 

hedeflendi. 

ÇalıĢmamızda 6-8 haftalık 32 adet wistar albino cinsi diĢi sıçan kullanıldı. 

Sıçanlar kontrol, eksiklik modeli oluĢturulan, düĢük doz (5mg/kg) FA takviyesi 

verilen, yüksek doz (40mg/kg) FA takviyesi verilen olmak üzere 4 gruba ayrıldı. 5 

haftalık takviye ve eksiklik model oluĢumunun ardından erkek sıçanlarla 

çiftleĢtirilen diĢiler, çiftleĢmeyi takiben 5. günde implantasyon değerlendirilmesi 

için sakrifiye edildi ve implantasyon alanları toplandı. Alınan dokular histolojik 

olarak ve gen ifade düzeyinde değerlendirildi.  
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Vaskuler endotelyal büyüme faktörü-A (VEGF-A), Östrojen Reseptörü- 

alfa (ER-α), Ġntegrin αVβ3 açısından değendirilen gruplarda, eksiklik grubunda 

tüm belirteçlerde anlamlı azalma izlenirken, düĢük doz  ve yüksek doz gruplarında 

tüm belirteçler açısından immunohistokimya ve RT-PCR ile artıĢ tespit edildi.  

ÇalıĢmamız sonucunda gebelik öncesi folik asitin takviye edilmesinin 

bilinen diğer neonatal etkilerinin yanında gebeliğin oluĢum ve sürdürülmesi 

aĢamasında da olumlu etkilerinin olduğu, eksikliğinde implantasyon aĢamasında 

bozukluklara yol açabileceği ortaya konmuĢtur. Ġleride yapılacak ara yolak 

çalıĢmalarıyla embriyo implantasyonundaki etkileri daha açık Ģekilde ortaya 

konabilir. 

 

Anahtar kelimeler: Folik asit, implantasyon, VEGF-A, ER-α, integrin αVβ3 
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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-α), integrin αVβ3, 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-α, integrin αVβ3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


