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SICANLARDA PRENATAL KAFEIN TUKETIMIN IMPLANTASYON UZERINE
ETKILERININ IMMUNOHISTOKIMYASAL YONTEMLERLE
DEGERLENDIRILMESI

FiLiZ YILMAZ
Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal
Narhdere, izmir, drfilizyilmaz@gmail.com
OZET

Amac: Implantasyon gebeligin gerceklesmesinde en dnemli asamalardan biridir. Birgok dis
faktor bu siireci olumsuz etkileyebilir. Giinliikk hayatimizda bir¢ok igecek ve yiyecekte yer alan
kafeinin gebelik siirecinde kisitli tiiketimi Onerilmektedir. Fakat kafein tiikketiminin gebelik
stirecindeki etki mekanizmalar1 tam olarak bilinmemektedir. Calismamizda siganlarda prenatal
kafein tiilketiminin doza bagimli olarak embriyo implantasyonuna etkisi ve implantasyon

asamalarinda rol oynayan molekiiller ile iliskisini arastirmay1 hedefledik.

Materyal ve Metod: Calismada 200-220 gram arasinda degisen 45 adet Wistar albino susu
kullanildi. Gebe siganlar, kafeinin doza bagimli etkilerini temsil eden kontrol, diisik doz
(30mg/kg) ve yiiksek doz (120mg/kg) olmak tizere 3 ana gruba ayrild1 ve siganlarda embriyo
implantasyonun gebeligin 5. giliniinde gerceklesmesi ve implantasyon agamalarini
degerlendirmek igin her bir ana grup, gebeligin 4. (pre-implantasyon), 5. (peri-implantasyon)
ve 6. (post-implantasyon) giinlerinde sakrifikasyon yapilmak iizere 3 alt gruba (n=5) ayrildi,
boylece 9 grup olusturuldu. Sakrifikasyondan hemen 6nce verilen intravendz Chicago Blue
boyast sayesinde implantasyon alanlar1 tespit edildi. Elde edilen dokular formaldehit ile
fiksasyon saglandiktan sonra parafin bloklara gémiildii. Parafin bloklardan Sum kalinliginda
kesitler alindi. H&E, masson trikrom boyama ve implantasyonda énemli rol oynayan VEGF,

MMP-9, aVB3 integrin, MUC-1 ve HB-EGF molekiillerin immiin boyamalar1 gerceklestirildi.

Bulgular: Sicanlarda prenatal kafein tiiketimi doza bagimli olarak implantasyon alan sayisinin
azalmasina neden oldu. Etyolojisinde; implantasyon markerlar1 olan integrin aV3 ve MMP-9
molekiillerinin ekspresyonlarinin azalmasinin rol oynadig1 gosterildi. MUC-1, HB-EGF ve

VEGF ekspresyonlarinda degisiklik olmadigini gosterdik.
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Sonug: Sicanlarda prenatal kafein tiiketiminin doza bagimli olarak embriyo implantasyonunu
azalttign ve oOzellikle yiliksek doz grubunda implantasyonda rol oynayan molekiillerin

ekspresyonlarinin olumsuz etkilendigi gosterildi.

Anahtar Kelimeler: kafein, implantasyon, VEGF, MMP-9, aV3 integrin, MUC-1, HB-EGF



IMMUNOHISTOCHEMICAL ANALYSIS OF THE EFFECT OF PRENATAL
CAFFEINE ON EMBRYONIC IMPLANTATION IN RATS

FiLiZ YILMAZ
Dokuz Eylul University, Faculty of Medicine, Department of Histology and Embryology,
Narlidere, Izmir, drfilizyilmaz@gmail.com
ABSTRACT

Aim: Implantation is one of the most important stages of pregnancy. Many external factors may

adversely affect this process. In our daily lives, the consumption of caffeine in many beverages
and food is recommended in the pregnancy period. However, the mechanisms of caffeine
consumption during pregnancy are not known exactly. In our study, we aimed to investigate
the effect of prenatal caffeine consumption on the embryo implantation in rats and the

relationship between the molecules involved in implantation stages.

Materials and Methods: 45 Wistar albino strains ranging from 200 to 220 grams were used in
the study. Pregnant rats were divided into 3 main groups: control, low dose (30mg / kg) and
high dose (120mg / kg), representing the dose-dependent effects of caffeine and embryo
implantation occurs on day 5 of pregnancy in rats and to evaluate the implantation stages,

each main group was divided into 3 subgroups (n=5) to be sacrified on days 4th (pre-
implantation), 5th (peri-implantation) and 6th (post-implantation) days, thus 9 groups were
created. Immediately prior to sacrification, implantation sites were detected by intravenous
Chicago Blue dye. The tissues were embedded in paraffin blocks after fixation with
formaldehyde. Sum thick sections were taken from paraffin blocks. H & E, masson trichrome
staining and immunostaining of VEGF, MMP-9, aVf3 integrin, MUC-1 and HB-EGF

molecules, which play an important role in implantation, was performed.

Result: Prenatal caffeine consumption in rats resulted in a dose-dependent decrease in the
number of implantation sites. It has been shown that the expression of integrin «Vp3 and MMP-
9 molecules, which are the markers of implantation, play a role in the etiology. We showed no
change in MUC-1, HB-EGF and VEGF expressions.

Conclusion: It has been shown that prenatal caffeine consumption in rats decreases embryo
implantation in a dose-dependent manner, and the expression of molecules involved in

implantation, especially in the high-dose group, has been adversely affected.
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1. GIRIS VE AMAC

Kafein; kahve, cay, kola, ¢ikolata gibi ¢ok sik tiiketilen yiyecek ve iceceklerde yaygin
olarak bulunur. Diisiik ve normal dozlarda (50-300 mg, yaklagik 1-3 fincan kahveye denk
gelmektedir) kafein insanda merkezi stimiilasyon gerceklestirir. Yani iyi hissetme, uyaniklik,
enerji ve Konsantrasyon yetenegini artirir. Yiiksek dozlarda ise (300-800 mg) anksiyete,
sinirlilik ve insomnia gibi ¢esitli negatif hisler olusmasina neden olmaktadir (1,2). Giinliik
hayatimizin vazgecilmezi olan bu igecek ve yiyecekler gebelik siirecinde de tiiketilmektedir.

Ozellikle gebelikte kafein tiiketim miktar1 olduk¢a 6nemlidir.

Gebe kadinlar tarafindan kafein tiiketiminin, gebelik siirecine etkileri tam olarak
bilinmemektedir. Yapilan ¢alismalar prenatal kafein tiikketiminin erken spontan abortus riskini
artirabilecegini belirtmis (3,4). Bazi ¢alismalarda ise gebelikte kahve tikketmenin erken dogum
ve dogum agirliginin diismesi ile iligkili olabilecegini ancak spontan diisiik ile kafein
metabolitleri arasinda herhangi bir iliski bulunmadig1 gosterilmistir (5). Bir bagka ¢alismada
giinliikk kafein/kahve tiiketimi ile abortus riskinin doz-yanit degerlendirmesi yapilmis, her 150
mg / giin kafein tiiketimindeki artig i¢in %19 ve her iki fincan kahve alimindaki artis i¢in %8

abortus oraninda artis oldugu gosterilmistir (6).

Implantasyon arastirmalari icin en uygun model olarak sicanlar kabul edilmektedir.
Kafein metabolizmasi1 kemiriciler ve insanlar arasinda farklilik gostermekte ve yarilanma émrii
sicanlarda (0.7-1.2 saat) insanlara gore (2.5-4.5 saat) ¢ok daha kisadir. Hayvan ve insan dozlari
karsilastirildiginda metabolik viicut agirligi i¢in diizenleme gereklidir. Bu nedenle, insanlar ve
sicanlar arasindaki doz doniisiimiinii hesaplanirken, insan: sican 1: 6.17 viicut yiizey alam
karsilagtirmalar1 dikkate alinmaktadir. Ornegin; gebe kadimlarin ortalama kafein alim

4.8 mg/kg /giin, sicanlarda 30 mg/kg/giin tikketime esittir (7,8).

Implantasyon; gebeligin gerceklesmesinde siiphesiz en 6nemli asamalardan biridir.
Birbirinden immiinolojik ve genetik olarak tamamen farkli olan blastosist ile endometriyumun
aktif olarak es zamanl katildig1 dinamik bir siirectir. Implantasyon penceresi ad1 verilen kisa
bir donemde sonuglanir. Bu siirecte blastosist endometriyum yiizeyine yaklasir, sikica baglanir
ve endometriyuma invaze olur. Basarili implantasyon; implante olma yetenegi kazanmis bir
embriyo, reseptif bir endometriyum ve ikisi arasinda basarili bir parakrin diyalog olmak iizere
lic ana faktorii gerektirir. Bu iletisime, hormonlar, sitokinler, prostaglandinler ve adezyon

molekiilleri dahil olmak {izere birgok faktor aracilik eder ve epitelde embriyonun invazyonuna



izin veren lokal degisikliklerle sonuglanir (5). Bu faktorlerden bir veya birkacinin eksikligi

implantasyonun gerceklesmemesine dolayisiyla infertiliteye sebep olur.

Implantasyon 3 asamada gergeklesir; 1) Apozisyon; ovulasyondan 7-8 giin sonra
blastosistin zona pellusidasindan ayrilarak uterusa ulagsmasi ve implantasyonun gerceklesecegi
uygun yeri secerek stabil olmayan tutunmasidir. 2) Adezyon; zonasindan ayrilmis blastosistin
endometrial epitel yiizeyine baglanmasi, stabil tutunmasidir. 3) Invazyon ise; embriyonik

trofoblastin endometriyuma penetre olmasi, bazal membrani yok ederek stromaya ilerlemesidir.

Bu donemlerde endometriyumdan ve embriyodan es zamanli olarak ¢ok sayida mediator
salinir. Bu sinyaller uterusun reseptif olmayan asamasindan reseptif asamaya gecisini
saglayarak, implantasyon mekanizmasinin gerceklesmesine yardimci olmaktadir. Ornegin;
HB-EGF (Heparin Binding Epidermal Growth Factor); implantasyon penceresine yakin
bolgede eksprese edilen EGF-benzeri molekiillerden birisidir. Embriyonun baglanmasinin ve
farklasmasin1 kolaylastirir ve uterus reseptivitesi boyunca eksprese edildigi gosterilmistir.
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor); anjiyogenez, embriyo implantasyonu i¢in gerekli
bir basamaktir ve reseptorleri post-ovulatuar ve peri-implantasyon dénemi siiresince belirgin
olarak artmaktadir. Desidualizasyon, implantasyon ve gebelik olusumunda 6nemli role sahiptir.
Endometrial stromal hiicrelerde, VEGF yapimu ile desidualizasyon arasinda pozitif korelasyon
mevcuttur. Miisinler (MUC-1); hiicre yiizeyini enzimatik olarak direncli hale getirirerek, hiicre-
hiicre ve hiicre-ekstraseliiler matriks adezyonlarini kisitlar ve hiicreleri immiin sistemden
korurlar. MUC-1 ekspresyonu uterus reseptivitesi ile zit yonde etki gosterir. aVB3 integrin;
Endometriyumun luminal epitelinde en 1yi karakterize edilen hiicre adhezyon molekiiliidiir.
Implantasyon penceresi sirasinda aVB3 integrin uterusun luminal epitelinde ve glandular
epitelinde ekprese edilmektedir. Bu periyod maksimum uterin reseptivite ile ayn1 zamana denk
gelir. Bu periyod sirasinda integrinlerin ekspresyonu, embriyo-maternal tanima ve blastosistin
bagarili implantasyonu i¢in Onemlidir. MMP-9 (Matriks Metalloproteinaz-9); Embriyo
implantasyonunda hiicre ekstraseliiler matriksinin (ECM) genis oOlgiide pargalanmasi ve
desiduanin yeniden sekillenmesi olaylarna eslik eder. Gebe miyometrium ve plesantasinda
eksprese edilir. Bir¢cok ¢alisma, ECMnin bozulmasindan sorumlu olan matriks
metalloproteinazlarin (MMP) blastosist implantasyonunun diizenleyicileri olduguna isaret

etmistir.

Deney hayvanlari lizerinde yapilan ¢aligmalarda prenatal kafein tiiketiminin implantasyona
olumsuz etkisi oldugu sadece implantasyon alan sayilar1 dikkate alinarak degerlendirilmis
(9,10), fakat hangi molekiil veya yolak {izerinden etkiledigi aciklanmamistir. Bu ¢aligmada;
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kafeinin implantasyon tizerindeki etki mekanizmasini ¢6zmeyi amagladik. Bunun i¢in prenatal
donemde doz bagimli kafein tiiketimi ile implantasyon agamalarinda rol oynayan molekiillerin
iligkisi immiinohistokimyasal (VEGF, HB-EGF, MUC-1, aVp3 integrin, MMP-9) olarak
degerlendirdik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. implantasyon

Implantasyon siireci blastosist ile endometriyum arasinda c¢ok kisa bir pencere
doneminde sonuglanmasi gereken karsiliklt etkilesimi igerir. Bu siiregte blastosist
endometriyum yiizeyine yaklasir, sikica baglanir ve endometriyuma invaze olur. Basarili
implantasyon igin; ti¢ 6nemli komponent varligi gerekmektedir. Birincisi; molekiiler olarak
programlanmis hiicre biiyiimesi ve differansiyasyonuna sahip kaliteli embriyo, ikincisi;
implantasyonun saglanmasi i¢in izlenen degiskenlik potansiyeline sahip endometriyum
(endometrial reseptivite) ve ti¢linciisii; cross-talk diye adlandirilan embriyo ile endometriyum

arasindaki bilgi aligverisidir.

2.1.1. Embriyo
21.1.1. Embriyo Gelisimi

Fertilizasyon sonucu olusan zigot, ardarda mitoz boliinmeler gecirerek hiicre sayisini
arttirmaktadir. Bu olaya zigotun yariklanmasi denir ve fertilizasyondan yaklasik 30 saat sonra
baslamaktadir. Yariklanma sonucu olusan her bir hiicre blastomer olarak adlandirilir.
3.yariklanmadan sonra blastomer seklini degistirir, birbirine sikica bagl bir hiicre topu olusur.
Bu paketlenme kompaksiyon olarak adlandirilir ve hiicre adezyon glikoproteinlerinden olan e-
kadherin tiirevi ovomorulinin tarafindan gerceklestirilmektedir. Kompaksiyon ile hiicreler arasi
etkilesim artmaktadir. Blastomer sayisi 12-32 oldugunda gelisen yapiya artik morula denir.
Yuvarlak sekilli morula fertilizasyondan 3 giin sonra olusur ve uterusa gider. Morula
sathasindaki zigot, uterusa ulasmistir. Morula uterusa ulastiktan kisa bir siire sonra
(fertilizasyondan yaklasik 4 giin sonra) i¢inde blastosist boslugu (blastosel) denilen sivi dolu
bir bosluk gozlenir. Uterustan gelen bu sivi zona pellusidayr gegerek boslugu doldurur.
Blastosist i¢inde sivi arttikca blastomerler 2’e ayrilir; birincisi, trofoblast denilen dis hiicre
toplulugudur ve plesantanin embriyonik kismini olusturur, ikincisi; embriyoblast denilen i¢
hiicre toplulugudur ve merkezi yerlesim gosteren bir grup blastomer embriyonun baslangicini
olusturur. Gelisimin bu basamagindaki yapiya blastosist denmektedir. I¢ hiicre kitlesi artik
blastosist bosluguna dogru uzanir, trofoblastlar da blastosistin duvarini olusturur. Blastosist
yaklagik 2 giin uterin salgilar i¢inde ylizdiikten sonra zona pellusida yavasca dejenere olur ve
kaybolur (5.giin). Zona pellusidanin dokiilmesi blastosistin boyutlarinin hizla biiylimesine
neden olur. Blastosist uterus i¢inde serbestce ylizerken uterin bezlerin salgilar ile beslenir.

Fertilizasyondan yaklasik 6 giin sonra (menstriiel siklusun 20.giinii) blastosist i¢ hiicre kitlesine



yakin bolgeden (embriyonik kutup) endometrial epitele yaklasir ve implantasyon baslar (sekil
1).

Ovulated
secondary
oocyte

Sekil 1: Fertilizasyon sonucu olusan zigotun gelisim siireci (11)

2.1.1.2.  Embriyonun Aktivasyonu

Basaril1 bir implantasyon i¢in embriyonun yukarida tarif edilen tiim bu olaylar1 bagarili
bir sekilde tamamlanmasi ve embriyonun aktivasyonu gerekmektedir. Blastosist uterusa
ulagtiginda inaktif, metabolik olarak uyku halinde ve uterusa baglanma yetenegi
bulunmamaktadir. Lee ve arkadaslari, dormant (uyku halinde) blastosistlerdeki trofoblastlarin
ultrastriiktriirel incelemesinde ribozomlarin monozom halinde, Endoplazimik Retikulum daha
az girintili ve golgi cisimcigi iyi gelismemis oldugunu gozlenmisler (12). Aktif blastosistlerdeki
trofoblast stoplazmasinda biriken glikojen graniilleri ve daha fazla mikrovillus igeren diizensiz

yiizey ozellikleri gozlenmektedir (13).

Blastosist aktivasyonunda 3 sinyal yolagi rol oynar; steroid sinyalleri, kanabinoid sinyal

ve Wnt sinyal yollaridir.

Ostrojenin implantasyon igin blastosist aktivasyonu tetikledigi diisiiniilmiistiir. Endojen
Ostrojenin bir katekol metaboliti olan 4-hidroksiestradiol (4-OH-E2), Prostaglandin sentezini
stimiile ederek blastosist aktivasyonunu baslatmada etkili oldugu gosterilmistir (14). Sonug

olarak, uterusta bulunan ER (Ostrojen reseptoril) ile etkilesen ovaryan Ostrojen, uterusun



reseptivitesi igin gereklidir, oysa uterusta lokal olarak iiretilen katekolestrojen (4-OH-E2)
implantasyon i¢in blastosisti aktive eder. Katekolestrojenin uyguladigi molekiiler mekanizma
bilinmemektedir. Fare blastosistinin aktif hale gelmesi i¢in bir metabolit ostradiol 4-OHE?2
(katekolestrojen) gerekirken, uterusun implantasyon i¢in hazirlanmasi i¢in niikleer reseptorlii

Ostradiol -17 (E2) nin etkilesimi gerekmektedir (sekil:2).

Son zamanlarda uterusda erken gebelik doneminde sentezlenen 2 endojen kanabinoid
ligand1; anandamid ve 2-anachidonol gliserol belirlenmistir. Endokanabinoid sinyalizasyonun
preimplantasyon embriyo gelisimini ve embriyolarin uterusa zamaninda yonlendiren onemli
lipit aracili bir yol oldugu gosterilmistir. Kanabinoid reseptorleri (CB-1 ve CB-2); embriyoda
preimplantasyonda eksprese edilmektedir. Nonreseptif uterus ve dormant blastosistte CB1 ve
ligand1 yiiksek diizeyde goriiliirken, uterus reseptif ve blastosist aktive iken seviyeleri
diismektedir. Basarili gebelik i¢in implantasyon sirasinda anandamid seviyeleri diisiik olmasi

gerekmektedir (sekil:2) (15).

Implantasyon siradinda blastosist yetkinligi i¢in kanonik wnt sinyalizasyonu gereklidir.
Wnt-3a; trofoektoderm hiicrelerde beta katenin hiicre i¢i birikimi, niikleer translokasyonunu ve
prostasiklin i¢in niikleer reseptor olan PPAR gama’nin ekspresyonunu indiikler. Kanonik wnt
sinyalizasyonu prostaglandin ile sinerji olusturarak blastosiste implantasyon yeterliligi
kazandirir (sekil:2) (16).

Embriyo tarafindan saliman molekiiller de blastosist aktivasyonunda 6nemli rol
oynamaktadir. Hareketsiz blastosistlere kiyasla HB-EGF’ nin blastosist aktivasyonu sirasinda
onemli derecede arttig1 gézlenmistir. Ayrica, aktive blastosistlerde ERB1 ve 2 reseptorlerinin

ve ligand baglama aktivitesinin artan ekspresyonu gézlenmistir (17).
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Wntig-catenin
activation

Sekil 2: Blastosistin Aktivasyonu (18)

2.1.2. Endometriyum

2.1.2.1. Endometriyumun Genel Yapisi

Uterus; endometriyum, myometriyum ve perimetriyum olmak iizere 3 tabakadan olusur.
Perimetriyum; dis ser6z tabakadir, mezotelyum ve ince bag dokusundan olusur. Myometriyum;
uterus duvarinin en kalin tabakasidir ve 3 diiz kas tabakasindan olusur. Stratum submukoza;
longitudinal diiz kaslardan, stratum vaskiilare; biiyiik kan damarlar1 ve sirkiiler ya da oblik
kaslardan ve stratum supravaskiilare; longitudinal kaslardan olusur.

Endometriyum ise uterusun mukozasidir. Endometriyum, epitel ve lamina propria
(endometrial stroma) olmak tizere 2 kistmdan olusur. Epiteli; tek katli prizmatik olup iceriginde
silyal1 hiicreler ve sekretuvar hiicreler yer alir. Lamina propria (endometriyal stroma) ise; basit
tiibliler bezler, bag dokusu hiicreleri ve lifleri, ekstraseliiler matriks igerir.

Ureme ¢aginda fonksiyonel olan endometriyum hiicrelerinin sayilari, aktivitesi,
fonksiyon ve yapis1 menstrual siklus boyunca ve gebelik sirasinda degisir. Temel olarak 2
tabakadan olusur; yiizeyel olan stratum fonksiyonalis ve daha derinde bulunan stratum bazalis.

Uterin siklus esnasinda endometriyum ve miyometriyum siklik degisiklikler gegirir.
Endometriyumdaki siklik degisiklikler yapisinda bulunan glanduler, stromal ve vaskiiler
yapilar olmak lizere her 3 komponenti de kapsar (9). Bu sirada blastosist implante olur ve
gebelik baslarsa siklus durur, fonksiyonel ve bazal tabakalar biiyiime ve farklilasma donemine
girerler. Stratum bazalis; miyometriyuma en yakin tabaka olup, endometriyum bezlerinin son
boéliimiiniin bulundugu ve bag dokusu elemanlarinin ¢ogaldig1 bag dokusu tabakasidir. 1/3 ik

kism1 olusturur. Bazal tabakanin kendisine ait kan damarlar1 vardir ve menstruasyon sirasinda
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dokiilmez. Siklus degisikliklerine katilmaz. Her menstriiel siklus sonunda, buradan yeni
endometriyum geliserek fonksiyonalis tabakasinin rejenere olmasina kaynaklik etmektedir
(5,10). Stratum fonksiyonalis (fonksiyonel tabaka); siklus degisikliklerine katilan tabaka olup,
menstruasyon sirasinda ve dogumdan sonra dokiiliir. 2/3 lik kismini olusturur. Fonksiyonel
tabaka; spongiosum ve kompakta olmak {izere 2 ayr1 tabakadan olusmaktadir. Stratum
spongiosum; stratum bazalisin {izerinde olup, genis bezlerin ve d6demli stromanin varlig
nedeniyle siinger goriiniimiinde bir bag dokusudur. Endometriyum bezlerinin genis ve kivrimli
boliimleri bu tabakada bulunur. Stratum kompakta; uterus liimenine bakan en yiizeysel kisim
olup, bezlerin agiz kisimlarini i¢erdigi i¢in kompakt gériiniimdedir (5,19). Menstriiel siklus fazi
sirasinda endometriyumda meydana gelen morfolojik ve fizyolojik degisiklikler, hipotalamus,
hipofiz, ovaryum ve uterusun karsilikli etkilesimi sonucu hormonal olarak kontrol edilmektedir
(10).

2.1.2.2.  Endometriyumun Implantasyona Hazirlanmast

Menstural siklus i¢inde, ovulasyondan yaklasitk 7-8 giin sonra endometriyumun
implantasyona hazirlanmast ovaryan steroidler aracilifiyla olmaktadir. Proliferatif fazin
dominant hormonu &strojen iken, sekretuvar faz sirasinda endometriyumda belirleyici hormon
progesteron ‘dur. Ostrojen etkisi ile prolifere olan endometriyum, progesteronun etkisi ile
endometrial bez ve arterler uzayarak kivrimli hal alir, endometrial stroma vaskiiler ve 6demli
olup desidualizasyon gerceklesir. Ostrojen ve progesteronun karsilikli etkisi sonucu,
implantasyon bolgesinde endometrial damar gegirgenliginde artig izlenir (20) ve endometrial

dokuda ‘implantasyon penceresi’ denilen degisiklikler ortaya ¢ikar.

Uterusun embriyoyu kabul etme yetenegi (reseptivitesi), 28 giinliilk menstrual siklusun 20
ve 24. giinlerine denk gelen déonem (LH pikinden 5 -10 giin sonra) veya oviilasyondan 6-8 giin
sonraki 4 giinliik donem seklinde tanimlanmaktadir. Bu donem, blastosist implantasyonu i¢in
endometriyumun en uygun gelismis fazidir. Bu donemin disinda implantasyon olanaksizdir.
Uterusun kabul etme ve igine alma yetene8i, damarli ve 6demli stromaya, salgi yapan
endometriyum bezlerine, endometriyumun liimenini ddseyen epitel hiicrelerinin apikal

yiizeylerinde bulunan mikro ¢ikintilara yani pinopodlara baglidir (20).

Ovaryan steroidlerin etkisi ile implantasyona olan uterin sensitivite degisimi 3 fazda
incelenebilir: a)Prereseptif donem, b)Reseptif dsnem (Implantasyon dénemi) c) Non-reseptif
donem (21)(Sekil 3).

12



Estrogen Pre -receptive 2 lFieceptlve IF!efrac:tory
! |
1
r‘/\\ Progesterone | i
1 \

Implantation
Window

I
P e
|
|
|
|
I

-
S~
- ————

Ovulation 7 Pregnancy Day

Sekil 3: Uterin Reseptivite (21)

Prereseptif donemde; ovaryan steroidleri tarafindan kontrol edilen endometriyum
epitelyal farklilasma izlenir. Endometriyal stromada progesteron bagimli “6n desidualizasyon”
olarak adlandirilan morfolojik degisikler gdzlenir. Ostrojeninin kiigiik piki ile endometriyum,
embriyo ile adezyon yetenegi kazanarak reseptif faza girer. Blastosist, endometriyum kaynakli
molekiillerle baglanma yetenegi yani ‘“blastosist aktivasyon™u kazanir. Luminal epitel
hiicrelerinin plazma membranlarindaki mikrovilluslar kaybolur ve pinopod (endometriyum
reseptivite belirteci) denilen genis membran uzantilar1 gelisir. Uterus- blastosist adezyonu ile
blastosisti ¢evreleyen stromal hiicreler poliploid sekle sahip desidual hiicrelere farklanir.
Uterusun reseptif faz1 gecicidir ve blastosist adezyonu olmadik¢a endometriyum non-reseptif
faza girer. Bu nedenle, endometriyum sonugta “implantasyon penceresi’’ denilen kisitli siire
blastosist adezyonuna izin verir. Bu olay dizisi, implantasyonu baglatmak igin kritik 6neme
sahiptir (21).

Implantasyon ncesi luminal epitelde dnemli degisiklikler meydana gelmektedir. Epitel
hiicrelerinin apikal-bazal polaritesi belirginligini kaybeder, 6zglin gap junctionlar olusur,
desmozom ve tight junctionlar azalir, hiicreler yassilasir, mikrovilluslarini kaybeder ve yerini
pinopodlar alir, progesteron artisiyla musin tabaka kalkar, e-kaderin, integrin 4, 6, 1 apikal

yiizeyde eksprese olur.

Bazal ve lateral plazma membraninda da 6nemli degisiklikler izlenir; siki baglantilar

luminal epitelin apikalinden bazaline dogru kayar, klaudin 1, 4, 5 proteinleri lateral hiicre
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siirlarinin alt kisimlarinda yogunlasir, desmozomlar azalir, terminal ag kaybolur, bazal lamina

kalinligr artar (22).

Endometriyumun embriyoyu kabul etme yetenegi olarak tanimlanan, endometriyum
reseptivitesinin morfolojik belirteci olarak pinopodlar degerlendirilmektedir. Bu siirecte
epitelyal hiicreler mikrovilluslarint kaybeder, onun yerine genis ve diiz membran uzantilar

gelisir, implantasyon pencere donemini lokalize eder.

Pinodoplar; endometriyum epitelinin apikal yiizeyinde bulunan kabarcik benzeri
cikintilardir. Ekspresyonlari; implantasyon penceresi doneminde kisa siireli maksimum
seviyede izlenir. Pinopodlar P4 (progesteron) hormonuna bagimlidir, menstruel siklusda
progesteron seviyesinin orta luteal yilikselmesi ile pinopodlarin ilk ortaya ¢ikisi arasindaki iliski
gozlenmistir (9). Ayrica blastosist implantasyonuna endometrial alicilik i¢in ekspresyonu
gereken homeobox geni olan HOXA-10, pinopod gelisiminde 6nemli role sahiptir. Blastosist

adezyonu i¢in gereken reseptorler pinopodlarin iistiinde oldugu gosterilmistir (10).

Infertilite nedeniyle klinige basvuran hastalarda endometriyum reseptivitenin
degerlendirilmesi olduk¢a 6nemlidir. Reseptivitenin biyokimyasal belirtecleri olarak HB-EGF,
aVB3 integrin, Losemi inhibitér faktdrii (LIF), insiilin benzeri bilyiime faktorii 11 (IGF-11),
kalsitonin, HOXA-10 transkripsiyon faktorii, L-selektin ve L-selektin ligandi
kullanilmaktadir (5).

Endometrial reseptivitesinin tanimlanmasinda ayrica klasik patoloji (Noyes kriterleri),
immiinohistokimya (BCL-6, integrin, p27, siklin E), ERA (Endometrial Receptivity Analysis)

yontemleri de kullanilabilir.
2.1.3. Embriyo-Maternal Etkilesim

Implantasyon; embriyo ve endometriyumun aktif olarak es zamanl katildig1 dinamik
bir hazirlik ve karsilasma siireci sonunda embriyonun uterus duvarina tutunup gomiilme

isleminin tamamlanma olayidir (19). Temel olarak 3 evrede gerceklesir;

1) Apozisyon; zona pellusidasindan ayrilmis blastosistin implantasyonun gerceklesecegi uygun

yeri se¢gmesi, stabil olmayan tutunmasi

2) Adezyon; ovulasyondan 7-8 giin sonra zonasindan ayrilmis blastosistin endometrial epitel

ylizeyine baglanmasi, stabil tutunmasi
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3)invazyon; embriyonik trofoblastin endometriyuma penetre olmasi, bazal membranm1 yok

ederek stromaya invazyonu (19).

Trophectoderm il ‘
epithelium _

Endometrial Endometrial Ee":n:::::' 2
epithelium stroma BC stroma

Invasive implantation
Non-invasive implantation
of non-decidualizing species with decidualization of stroma

Sekil 4: Embriyonun implantasyonu (23)

2.1.3.1.  Apozisyon

Fertilizasyondan yaklasik 6 giin sonra blastosist implantasyonun gergeklesecegi uygun yeri
secer ve implantasyonun gergeklesecegi bolgeye dogru yakinlagsmaya baglar. Blastosist ile

endometriyal liimen epiteli yakin temasini1 devam ettirmektedir.

Apozisyon doneminde endometriyumdan ve embriyodan es zamanli olarak ¢ok sayida
mediator saliir. Bu sinyaller uterusun reseptif olmayan asamadan reseptif asamaya gecisini
saglayarak, implantasyon mekanizmasinin ger¢eklesmesine yardimci olmaktadir (8). Bu
mediatorlerin baslicalart endometriyumdan salinan ve embriyodan salinanlar olmak iizere iki

bolimde incelenmektedir.

Endometrivumdan salinan molekiller:

1) Epidermal biiylime faktorii (Epidermal Growth Factor, EGF) ailesi;
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2)

birisidir. Salgilanan HB-EGF endometriyum epitel hiicre membraninda yer alir, embriyonik
EGF reseptoriiniine baglanir ve embriyonun adezyonunu ve farklasmasini uyarir. HB-EGF’in
ekspresyonu blastosiste en yakin liimen epitelinde artar ve epitelin yiizeyinde heparine baglanir.
Bu biiylime faktorii, insan endometriyumu tarafindan implantasyon penceresinin basladigi

sirada eksprese edilir. Insanlarda, siganlarda ve farelerde; HB-EGF’ in uterus reseptivitesi

Heparin Baglayici-Epidermal Biiyiime Faktorii (HB-EGF)
Doniistiiriicti Bliylime Faktorii-a (Transforming Growth Factor-a, TGF-a)
Doniistiiriicti Biliytime Faktorii-p (Transforming Growth Factor-p, TGF-B)

Insulin-benzeri Biiyiime Faktorii(Insulin-like Growth Factor, IGF)

Sitokinler

IL-1

IL-6

Losemi Inhibitér Faktér (Leukemia Inhibitory Factor, LIF)

Koloni Stimule Edici Faktor-1(Colony Stimulating Factor-1, CSF-1)
Tiimor Nekroz Faktorii-o( Tumour Necrosis Factor-a, TNF-a)

Musin-1 (MUC-1)

Embrivodan salinan molekiiller:

Erken hamilelik faktorii(Early Pregnancy Factor, EPF)
Preimplantasyon faktorii ( Preimplantation Factor, PIF)
Trombosit aktivite edici faktor (Platelet Activating Factor, PAF)
Biiyiime faktorler

Prostaglandin (PG)

Interferon gama ve insan koryonik gonadotropin (interferon gama ve human chorionic

gonadotropin, INF-y ve Hcg)

2.1.3.1.1. HB-EGF (Heparin Bagimli Epidermal Biiyiime Faktorii)

Implantasyon penceresine yakin bolgede eksprese edilen EGF-benzeri molekiillerden

boyunca gegici olarak eksprese edildigi birgok ¢alismayla gosterilmistir (19).

etkilesimlerinin erken doneminde aract oldugu tanimlanmistir. HB-EGF, farkli tiirlerin

HB-EGF geni tarafindan kodlanan HB-EGF, implantasyon sirasinda embriyo-uterus
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implantasyonu sirasinda hem blastosist hem de uterusta eksprese edilir ve HB-EGF gen mutant
fareleri kullanilarak yapilan ¢alismalar, HB-EGF'nin implantasyon basarisizligina ve gebeligin

gerceklesmemesine yol agtigi gosterilmistir (24).

HB-EGF, transmembran formunun proteolitik olarak parcalanmasi ile soluble formu
uretilir. Her iki HB-EGF formu, EGF reseptor familyasinin (ErbB) ve hiicre yiizeyi heparan
stilfat proteoglikan (HSPG) molekiillerinin hiicre yiizey proteinleri ile etkilesebilir. Hem
blastosist hem de uterusta ErbB1 ve ErbB4 fosforilasyonunun gii¢lii bir indiikleyicisidir. HB-
EGF'nin ErbBl1 ile etkilesimi, hiicre-hiicre yapismasinda ve komsu hiicreler arasindaki sinyal

iletilmesinde 6nemli rol oynamaktadir. (25).
2.1.3.1.2. VEGF (Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii)

Ozellikle endotel hiicreleri i¢in dzgiil etkilere sahip olan multifonksiyonel bir biiyiime
faktorii ailesidir. Endotel hiicresinin proliferasyonuna, migrasyonuna ve differensiasyonuna
neden olur. VEGF; hem gelisim sirasinda, hem de yetiskinde vaskiilogenez ve anjiogenez igin
onemli ve gereklidir. Bu biiyime faktorii, 6zellikle damar olusumunda kritik rol oynarken,
endotel hiicrelerinin yaptig1 bir¢ok fonksiyonda da gerekli oldugu goriilmiistiir. Bunlar
embriyogenez, yara iyilesmesi, timor biiylimesi, miyokardial iskemi, okiiler vaskiiler
hastaliklar ve romatoid artrit gibi kronik inflamatuar hastaliklar1 da kapsayan fizyolojik ve

fizyopatolojik olaylardir (26).

Anjiogenez; embriyo implantasyonu icin gerekli bir basamaktir ve reseptorleri post-
ovulatuar ve peri-implantasyon donemi siiresince belirgin olarak artmaktadir. VEGF
ekspresyonu implantasyonun erken donemi boyunca artmakta ve plasental bitylime faktori ile
birlikte gebelik gelisiminde kritik rol oynamaktadir. Embriyogenez siirecinde VEGF
reseptorlerinin anormal ekspresyonu meydana gelirse, bu durum embriyo kaybi ile son bulur.
Desidua gelisimi, implantasyon ve gebelik olusumunda 6nemli role sahiptir. Endometrial
stromal hiicrelerde VEGF yapimu ile desidualizasyon arasinda pozitif korelasyon mevcuttur
(26).

VEGF mRNA ekspresyonu uterus luminal epitelde gebeligin birinci ve ikinci giinii
muhtemelen yiiksek ovaryan dstradiol seviyelerine bagh olarak artmaktadir. Ugiincii giinde
stromada VEGF seviyesi diisiiktiir. VEGF dordiincii ve besinci glinlerde luminal epitelde ve
periepitelyal stromada goriilebilmektedir. Blastosistin endometriyum ile etkilesiminden 13 giin
sonra implantasyon alanindaki epitel ve periepitelyal stromada VEGF ekspresyonu siddetli bir

sekilde artmaktadir (26, 27).
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VEGF, en ¢ok anjiyogenezdeki rolleri ile bilinmektedir. VEGF ailesi bes iiyeden olusur.
Bunlar; VEGFA, VEGFB, VEGFC, VEGFD, plasental biiylime faktoriidiir. VEGF ailesi ve
bunlarin reseptorleri insan endometriyumu dahil olmak {izere cesitli dokularda vaskiiler
biliylimenin ve yeniden bi¢imlendirmenin temel aracilaridir. VEGFA, endometriyal glandiiler
epitelyumda apikal olarak iki tirozin kinaz reseptorii olan VEGFR1 ve VEGFR2 ile baglanir ve
sinyal verir. VEGFA, endotel hiicrelerinin mitojenik aktivitesini adezyon molekiilii integrin
aVB3 ile arttirir. VEGF, endometrial bezlerde de yer alir. VEGFR1 ve 2, fare blastosistleri
tarafindan ifade edilir. Ayrica, infertil kadinlarda uterus sivisindaki orta-sekretuar fazda

VEGFA, fertil kadinlarla karsilastirildiginda 6nemli 6lgiide azalmistir (28).

2.1.3.1.3. MUC-1 (Musin-1)

Uterus dahil olmak iizere farkli organlardaki salgi epitel hiicreleri ve glandiiler

epitelyum tarafindan apikal olarak ifade edilen bir entegre membran glikoproteinidir (29).

MUC-1, ¢esitli ireme yollari, meme bezi, akciger, bobrek, mide ve pankreas dahil
olmak {izere ¢esitli organlarda eksprese edilen musin ailesine ait bir zar glikoproteinidir. Cesitli
tirlerde MUC-1 uterus epitelinin yiizeyinde ortaya ¢ikar ve endometriyuma embriyo
baglanmasini bloke etmek igin anti-adezyon bir molekiildiir. Implantasyon sirasinda liiminal ve
glandiiler uterus epitelinde hem mRNA hem de protein seviyeleri agisindan azalmis MUC-1
ekspresyonu gozlenmis ve implantasyon sirasinda MUC-1 ekspresyonunda azalmanin gerekli
oldugunu kanitlanmistir. Uterus icine girdikten sonra, blastosist implantasyon i¢in apozisyon,
adezyon agsamalarindan gegerler. Bu sirada endometriyum reseptiftir. MUC-1 ekspresyonunun
progesteron tarafindan up-regiile edildigi gosterilmistir. Hem progesteron hem de 6stradiol
seviyeleri yiiksek oldugu durumlarda da reseptif endometriyumda daha fazla MUC-1
olabilir. Ayrica, adezyon fazi sirasinda blastosistlerin varligi hem uterus epiteli MUC-1
mRNA'nin hem de protein seviyelerinin ekspresyonunu artirabilir. Bununla birlikte, insanlarda
implantasyon bdlgesinde lokal MUC-1 ekspresyonunun, blastosistlerin adezyon fazina
ulagmasi ve uterin epitele baglanmasi durumunda azaldig1 gosterilmistir. Yapilan caligmalar,
uterin epitel MUC-1'in ekspresyonunun hormonlarin ve embriyonun koordinasyonu ile
diizenlendigini gostermistir; bu nedenle anti-adeziv molekiil olan MUC-1, adezyon fazi
sirasinda implantasyon bolgesinden en azindan lokal olarak azalmasi gerektigi vurgulanmistir
(30).

Antiadeziv 6zellige sahip bir glikoprotein olan MUC-1, endometriyum epitelinin hiicre

yiizey baglantil1 bir sekretuar tirliniidiir. Misinler hiicre yiizeyini enzimatik olarak direncli hale
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getirirerek, hiicre-hiicre ve hiicre-ekstraseliiler matriks adezyonlarini kisitlar ve hiicreleri,
immiin sistemden korurlar. MUC-1 eksprese eden hiicrelerde, adezyon ve antiadezyon
kuvvetleri arasinda hassas bir denge vardir. Yani MUC-1 selektin ligandlar1 tasidigi i¢in
integrinlerin aracilik ettigi hiicre adezyonunu arttirabilirken, ekspresyonunu arttirarak anti-

adezyon fonksiyonunu da gosterir.

MUC-1’in endometriyumda ekspresyonu menstriiel siklusa gore ve tlirden tiire ¢esitlilik
gosterir.  Yapilan fare c¢alismalarmma gore; MUC-1 epitel hiicrelerinin 6zellikle apikal
yiizeyindeki mikrovillus ve silyalarda ¢ok sayida eksprese edilir. implantasyon faz1 boyunca
yiizey epitelinde down regule edilir. Ovulasyondan sonra progesteron tarafindan kontrol edilen
down-regiilasyonu embriyo baglanmasi i¢in gereklidir (19). MUC-1 ekspresyonu uterus

reseptivitesi ile zit yonde iligkilidir.

MUC-1, blastosist implantasyon adezyon fazinda dnemli bir rol oynayan hiicre
adezyon molekiillerinin ekspresyonunu gizliyor gibi goriinmektedir . Bu nedenle, nispeten
diisiik seviyelerde MUC-1'in implantasyon sirasinda basarili embriyo-endometriyal

etkilesimler i¢in hayati oldugu varsayilmistir (31).
2.1.3.2. Adezyon

Fertilizasyondan yaklasik 6 giin sonra zonasindan ayrilmig blastosistin endometriyal

epitel yiizeyine baglanmasiyla adezyon siiresi baglamis olur.

Yapigma, embriyoblastin bulundugu kutuptaki trofoblastlar tarafindan olaylanir. Bu
kutba embriyonal kutup (embriyonal pole), kars1 kutba ise abembriyonal kutup (abembriyonal
pole) denir. Endometriyum epiteline yapigan trofoblastlar, endometriyuma deger degmez, hizla

cogalmaya baglarlar ve iki tabakaya farklanirlar (32).

Blastosistin gomiilmesi (implantasyonu), birinci haftanin sonunda baglar ve ikinci
haftanin sonuna kadar devam eder. Gomiilme sirasinda trofoblast tabakasi endometriyuma
degdikce sito ve sinsityotofoblast tabakasina farklanir. Sinsityotrofoblastin aktif kemirici
(erosive), yiyiyci (ingestive), sindirici (digestive) ve yayilimei (invasive) islevleriyle blastosist,
desidua yapisi gosteren endometriyuma gomiiliir. Bu islevlerle, desidua hiicrelerinden agiga
cikan lipit ve glikojen, bez ve kapillerden agiga ¢ikan besin maddeleri, gomiilen blastosist i¢in

zengin besin kaynagi olustururlar. (32).

Blastosist fertilizasyondan sonra 10. giinde alici endometriyuma tamamen yuvalanir.
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Implantasyon yerinin etrafindaki bag dokusu hiicreleri, glikojen ve lipidleri
depolayarak polihedral goriiniim kazanirlar. Bu hiicrelerin bazilarina desidual hiicreler denir ve
invazyon gosteren sinsityotrofoblast hiicrelerin yakininda dejenere olurlar. Embriyonik
beslenme i¢in zengin kaynak olusturan bu dejenere hiicreler, sinsityotrofoblastlar tarafindan

alinarak kullanilirlar (33).

Adezyon asamasinda izlenen molekiiler degisimler de implantasyonu destekler. Bu
molekiiller; sitokinler, MMP, adezyon molekiilleri, ekstraseliiler matriks komponentleri ve

homebox genleridir (34).

Hiicre adezyon molekiil ailesi; kadherinler, selektinler, Ig siiperailesi, integrinlerdir.
2.1.3.2.1. aVp3 integrin

Kan damarlarindaki ¢esitli hiicrelerden (6rnek; endotel hiicreleri, diiz kas hiicreleri,
fibroblast, makrofaj ve trombositler) ve mezenkimden orijin alan hiicrelerin neredeyse
tiimiinden eksprese edilen ¢ok yaygin integrinlerden birisidir. Bir¢ok biyolojik olaya aracilik
ettigi bilinmektedir (6rnek; vaskiiler diiz kas hiicrelerinin gogli, kemik matriksine
osteoklastlarin adezyonu, anjiyogenez ve implantasyon). Ayrica bu integrin alt {initi hiicre
proliferasyonu ve differansiyasyonu arasindaki dengenin diizenlenmesinde anahtar sinyalleri

saglamaktadir.

aVP3 integrin, endometriyumun luminal epitelinde en i1yi karakterize edilen hiicre
adezyon molekiiliidiir. iImplantasyon zamaninda bu integrinin nétralizasyonu, implantasyon
bolgesinde yeni damar olusumunu 6nleyerek embriyo yasamini azaltabilir ve integrin notralize

ajanlarin enjeksiyonundan sonra azalan implantasyon bolge sayisinin sebebi olabilir.

Implantasyon penceresi sirasinda oVB3 integrin uterusun luminal epitelinde ve
glandular epitelinde ekprese edilmektedir. Bu periyod maksimum uterin reseptivite ile ayni
zamana denk gelir. Bu periyod sirasinda integrinlerin ekspresyonu, embriyo-maternal tanima

ve blastosistin basarili implantasyonu i¢in 6nemlidir (35).

aVP3 integrin i¢in ligand olan osteopontin (OPN); insanlarda, farelerde ve tavsanlarda
implantasyonda rol aldigi gosterilmistir. Insan endometriyumunda progesteron tarafindan
diizenlenir ve epitelyal hiicrelerin apikal yiizeyinin altinda sekretuar fazlarda
bulunur. Farelerde, 6strojen ile epitelde up-regiile olur. OPN, integrinin baglandigi bir RGD
alan1 igerir. Boylece, trofektoderm ve maternal epitelyumdaki reseptorler arasinda kopri

olusturabilen homo-oligomerler olusturur. Bununla birlikte, OPN mutant farelerin fertil oldugu
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gosterilmistir ve aVB3 i¢in sicanlardaki embriyo tlirevli fibronektin gibi farkli ligandlarin

olabilecegi fare ve insanlarda 6ne siiriilmiistiir (36).
2.1.3.3. Invazyon

Bagarili bir implantasyon i¢in embriyonun adezyonundan sonra invazyon
gerceklesmelidir. Kontrollii proteolitik islemlerle gerceklesen, blastosistin  stromaya
gdmiilmesi siirecine invazyon denir. Ilk olarak bazal membran yikilmali, daha sonra trofoblast
stromal alana gecerek maternal kan damarlarina penetre olmalidir. Tiim bunlarin ger¢eklesmesi

icin proteinazlara (matriks metalloproteinazlar ve plazminojen aktivatorleri ) ihtiya¢ vardir
(37).

ADEZYON iNVAZYON
— Hatching of the
Polar bodies —LL zona pellucida
< Heparan sulfate
DRI o—
Blastocyst cavity (perlecan) Inner cell mass
Membrane-anchored ——— EGF-R
HB-EGF
Endometrial
luminal P
epithelium

Localized endometrial MMPs
vascular permeability Prostaglandin 2 TIMPs

Sekil 5: Blastosistin implantasyonu (38)
2.1.3.3.1. MMP-9 (Matriks Metalloproteinaz-9)

Embriyo implantasyonunda ECM’in pargalanmasi ve desiduanin yeniden sekillenmesi
olaylarma eslik eder. Gebe endometriyum ve plesantasinda eksprese edilir. Birgok ¢alisma,
ECM'nin bozulmasindan sorumlu olan matriks metalloproteinazlarin (MMP) blastosist
implantasyonunun diizenleyicileri olduguna isaret etmistir. MMP-2 (jelatinaz A) ve MMP-9
(jelatinaz B); implantasyon sirasinda ECM yeniden bigimlenmesinde ve sitotrofoblast

invazivliginin belirlenmesinde ana hiz kisitlayici enzimlerdir. MMP-2 ve MMP-9'un
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aktiviteleri; endojen inhibitorleri olan matriks metalloproteinaz doku inhibitorleri (tissue
inhibitors of MMP =TIMP) tarafindan siki1 bir sekilde regiile edilir. MMP'lerin aktivasyonu ile
TIMPler tarafindan inhibisyonu arasindaki denge, embriyo implantasyonunun diizenlenmesi

icin dnemlidir (sekil 5) (39, 40, 41).

MMP'ler hiicre gogiiniin yan1 sira ECM bozulmasinda ve yeniden yapilandirilmasinda
onemli bir rol oynayan ¢inko bagimli proteolitik enzimler ailesidir. Anormal MMP
ekspresyonu; otoimmiin hastaliklar, kanser, endometriyozis ve diger iltihapli hastaliklar
patogenezinde rol oynar. MMP'ler {ireme sisteminin normal fizyolojisi i¢in ¢ok 6nemlidir. 20
cesit MMP'den MMP-2 ve MMP-9, insan uterus endometriyal stromasinda bulunan
jelatinazlardir. Hem MMP-2 hem de MMP-9, insan embriyo implantasyonunda 6nemli bir rol
oynar ve implantasyon sirasinda ECM yeniden modellemede ana hiz smirlayict
enzimlerdir. Bununla birlikte MMP-2 ve MMP-9 hiperaktivitesi; endometriyal inflamasyonda
goriilenlere benzer, istenmeyen bir uterus ortami ile iligkilidir. Ciinkii basarili implantasyon,
MMP'lerin aktivasyonu ve inhibisyonu arasinda siki bir dengeye baglidir. Bir ¢alismada
tekrarlayan implantasyon yetersizligi olan kadinlar fertil kadinlarla karsilastirildiginda anlaml
derecede daha yiiksek intrauterin MMP-2 ve MMP-9 aktivitesini bildirilmistir. Bu gozlemler,
MMP aktivitesinin, kronik endometrit gibi implantasyon i¢in uygun olmayan bir uterus

ortamini hakkinda bilgi verebilen hassas bir biyo-belirteg oldugunu géstermektedir (42,43).

2.2. Kafein
Kafein (1,3,7 trimetilksantin) bir piirin alkoloit olarak bir¢ok yiyecek ve igecegin
iceriginde bulunur. Gliniimiizde her giin diizenli olarak tiiketilen kahve, ¢ay, ¢ikolata, kola ve
baz1 gazli igecekler kafein ihtiva eder. Kafein uyarici etkileri nedeniyle yiizyillardir kullanilan
bir maddedir. Bronkodilatator etkisi, bazi analjeziklerin igeriginde bulunmasi ve yeni dogan

apne tedavisine olan etkisi gibi sebeplerle tedavi amagl da kullanilmaktadir (1).
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Sekil 6: Kafeinin Kimyasal Yapusi (1)
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Yapilan arastirmalarda giiniimiizde insanlarin giinde ortalama 300 mg’dan daha fazla
kafein tiikettigi belirtilmistir. Bir kupa kahvede yaklasik olarak 30-175 mg kafein bulunur. Eger
giin icerisinde, kisiden kisiye degismekle birlikte alinan kafein miktari hesaplanirsa hi¢ farkinda
olmadan giinde 1gramdan fazla kafein tiiketildigi goriilecektir. Toksik dozu eriskinlerde giinliik
10 gram olarak tespit edilmistir (44).

Baz1 yiyecek ve igeceklerde ne kadar kafein var?

Filtre kahve 150 ml 60-180 mg kafein
Hazir kahve 150 ml 40-180 mg kafein
Kafeinsiz kahve 150 ml 2-8 mg kafein
Poset cay 150 ml 24-50 mg kafein
Yesil cay 150 ml 30-48 mg kafein
Kakao 150 ml 2-7 mg kafein
Siitlii ¢ikolata 28¢g 1-15 mg kafein
Bitter ¢ikolata 28 ¢g 5-35 mg kafein
Kola 180 ml 15-24 mg kafein
Diyet kola 180 ml 13-29 mg kafein

Kafeinin insan saglig1 tizerindeki etkileri 1900” lii yillarin baslarinda incelenmeye
baslanmigstir. Diiiretik, kas ve sinirleri uyarici, mide salgisini uyarici ve metabolik hiz1 artiric
etki yaptigi, orta diizeyde alinan kafeinin (200-300mg) istah artirici, uyusukluk ve zihin
yorgunlugunu giderici etkisi bildirilmistir. Kafeinin insanda uyarici oldugu, tolerans ve fiziksel
bagimlilik olusturabildigi, bu olgularda kafeinin kesilmesinin kendini disfori, basagrisi,
irritabilite, zihinsel konsantrasyonun azalmasi ve anksiyete ile belli eden hafif bir yoksunluk
sendromuna neden oldugu goriilmiistiir (5). Asirt tiiketimi halinde (300-800 ve {istii) kiside
uyku bozuklugu ve uykusuzluk hali, sinirlilik, endise, panik atak ve kaygi hallerine sebep
oldugu belirtilmektedir. Asir1 dozlarda istemsiz kasilmalar da goriilebilir. Kahvenin ytiksek
miktarlarda tanen (katesin analogu) igerdigi; tanenin antioksidan, anti-mutajenik, anjiogenik,
antibiyotik, anti-hiperkolesterolemik, antihipertansif ve anti-inflamatuvar etkisi oldugu
aciklanmaktadir (45).

Teobromin (3,7 dimetilksantin) ve ksantin, kafeinin katabolik {irtinleridir. Bu tiriinlerin
antioksidan ve de prooksidan 6zellikte olduklari, antioksidan olan {irik asit ile yapisal benzerlik

gosterdikleri tespit edilmistir (46).
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2.2.1. Kafein Metabolizmasi

Kafeinin oral alimindan sonra, %99 ‘u gastrointestinal sistemden emilerek 30-120
dakika i¢inde plazmada en yliksek konsantrasyona ulasir. Hidrofobik 6zelliginden dolayi biitiin
biyolojik membranlardan kolayca gecebilme yetenegine sahiptir. Kafeinin % 5’den daha az1
metabolize olmadan idrarla atilir. Kafein plazmada en yiiksek konsantrasyona ulastiktan sonra,
beyinde en az bir saat konsantrasyonu degismeden kalir (47). Insanda normal plazma seviyesi
kafein i¢in 5-20 uM olarak belirtilmistir (48). insanda 300 mg (yaklasik 4 kupa kahve; Smg/kg)
kafein alinimindan 1-2 saat sonrasi plazma kafein pik seviyesi yaklasik 7,5-9,0 ug/ml (39-46
umol/L) dir. 5,30 mg/kg (agir igici) kafein alinimi sonrasinda plazma seviyesi yaklasik olarak
50 umol/L olacaktir. Normal i¢im 2,40 mg/kg olarak kabul edilir (49).

Hidrofobik 6zelliginden dolay:r kafein kan-beyin bariyeri ve plasental bariyeri de
kolaylikla gegebildigi, agir kafein tiikketen hamile bayanlarin yeni dogan bebeklerinde yiiksek
seviyelerde kafein tespit edildigi gériilmiistiir. insanlarda kafeinin yar1 6mrii 2,5-6 saat arasinda
degismekle birlikte, fare ve siganlarda bu siirenin 0,7-1,2 saat oldugu, fetus ve yeni dogan
doneminde kafeinin yar1 Omriiniin, kafeinin demetilasyonu i¢in gerekli enzimlerin noksan

olmasi nedeniyle yaklasik 32-149 saate uzadigi sdylenmektedir (48).

Insanda kafein, hepatik sitokrom P4501A2 (CYP1A2) enzimi ile demetilasyon sonucu
paraksantine (1,7 dimetilksantin) doniisiir. Kafein metabolizmasinin %72-80’1 bu demetilasyon
basamagi ile olur. Daha az olarak da teobromine (3,7 dimetilksantin) ve teofiline (1,3
dimetilksantin) ¢evrilir. Ayn1 enzim tarafindan 1,7 dimetilksantinin demetilasyonuyla 6nce 1-

metilksantin sonra da 1-metiliirik asit olusturulur (49).

Kafein, 6ncelikli olarak CYP1A2 tarafindan metabolize edilir, fakat N-asetiltransferaz
(NAT-2) ve ksantin oksidazin da substratidir (50). Teofilin ve paraksantin kafeinin biyolojik

aktivitesi olan metabolitleridir. Teofilin, paraksantinden daha gii¢lii etki gosterir (2).

Sicanlarda, kafein metabolitlerinin %40’ 1 trimetil turevleri olusturur ki bu tiirevler
insanlarda %6 civarindadir. Kafein insanlarda 25" den fazla metabolite metabolize olur ve
baslicalar1 paraksantin, teobromin ve teofilindir. Insanlarda kafein metabolizmas1 miktar olarak
en fazla paraksantin (1,7 dimetilksantin) olusumuyla karakterizedir. Bu basamak kafein
metabolizmasinin ilk basamagini olusturmakla birlikte metabolizmanin %72-80’ini kapsar.
Bazi kafein metabolitlerinin farmakolojik aktiviteleri vardir; 6rnegin, teofilin ve paraksantin,
kafein iceren igeceklerde bulunur ve biyolojik aktiviteleri vardir. Kafein alinimindan sonra
santral sinir sisteminde teofilin ve paraksantin seviyeleri ylikselir fakat teofilin, paraksantinden
daha giiglii etki gostermektedir (51).
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Ayni dozda gozlenen farkli sonuglar metabolizma farkliligina dayandirilmaktadir. Bu
metabolizma farkliligi; genetik polimorfizm, metabolik indiiksiyon, sitokrom P-450
inhibiyonu, kilo, cinsiyet ve karaciger hastaligi gibi nedenlerle olabilir. Kafein intestinal

sistemden hizl1 bir sekilde tamama yakin sekilde emilir (44).

Sicanlarda teofilin seviyeleri yiiksek olmasina ragmen plazmadaki asil major metabolit
paraksantindir (2). Insanlar ve rodentler arasinda kafein metabolizmasi agisindan farkliliklar
goriilmektedir. Sicanlarda kafein %40 oranlarinda trimetil tiirevlerine metabolize olurken bu
oran insanda %6’dan daha azdir (20). Labaratuvar hayvanlarindaki kafein uygulamalarinda
verilen doza gore farkl1 yanitlar olusmaktadir. Ornegin diisiik doz kafein, kokain ve amfetamin
gibi psikomotor uyarici etki gosterir. Yiiksek dozda ise anksiyete olusumu gozlenir ve

fensiklidin benzeri etki olusturur (2).

Kafein metabolizmas1 kemiriciler ve insanlar arasinda farklilik gosterdiginden ve
metilksantin'in yarilanma 6mrii si¢anlarda (0.7-1.2 saat) insanlara gore (2.5-4.5 saat) ¢ok daha
kisadir. Hayvan ve insan dozlari karsilastirildiginda metabolik viicut agirligi i¢in diizeltmek
mantikli goriinmektedir. Bu nedenle, insanlar ve si¢anlar arasindaki doz donistimiini
hesaplanirken, insan: sican 1: 6.17 viicut ylizey alani1 karsilagtirmalar1 dikkate alinmaktadir.
Ornegin; gebe kadinlarin ortalama kafein alimi 4.8 mg/kg /giin,

sicanlarda 30 mg/kg/giin tiikketime esittir (7, 8).

Kafeinin, en yiiksek dozda sublettal etkilerden kaginmak i¢in aralik bulma ¢aligmalari
ile literatiire dayandirilmaktadir. Siganlara oral yoldan uygulanan kafein 6liimciil dozu 192 mg
/ kg'dir (52). Literatiirde bildirilen en yiiksek kafein dozlar (120 ve 180 mg) gebe siganlarin
fetiislerinde hipofiz ve adrenal bezler gibi endokrin sisteminin bilesenlerine etkileri
arastirtlmistir. Viicut ylizey alani bazli doz hesaplamalari, hayvanlardan insanlara uyarlanmasi
icin en uygun yontemdir ve viicut agirligmma dayali basit doniisiimlerden ¢ok daha {istiin
bulunmaktadir. Insanlarda ve siganlarda viicut yiizey alanina dayali doz doniisiimiinii
kullanarak, calismada kullanilan dozlar, insanlarda yaklasitk 19.4 ve 29.1 mg/kg'a
esdegerdir. Cogu enerji igecegi 1 mg / mL'den fazla kafein saglar. Bu nedenle, bir veya iki

enerji igecegi kolayca yukaridaki kafein dozlarina yol agabilir (53).
2.2.2. Kafeinin Etkileri

Kafeinin etkileri doza bagimli olarak degismektedir. Diisiik ve normal dozlarda (50-300
mg, yaklasik 1-3 fincan kahveye denk gelmektedir) kafein insanda merkezi stimiilasyon

gerceklestirir. Yani iyi hissetme, uyaniklik, enerji ve konsantre olma yetenegini artirir. Yiiksek
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dozlarda ise (300-800 mg) anksiyete, sinirlilik ve insomnia gibi ¢esitli negatif hisler olusmasina
neden olmaktadir (1,2). Kafein ve teofilin gibi metiksantinler diyetle alindiktan sonra,

olusturduklar1 belli bash fizyolojik etkiler soyle siralanmaktadir (2) ;

Santral Sinir Sistemine Etkileri:

» Adenozin reseptorlerine antogonistik etki

(A1 reseptorlerini kompetitif olarak bloke edip adenozinin néronlar1 deprese etmesini
engeller)

* Beyin sapindaki solunum merkezini giiclii sekilde uyarma

* Solunum merkezinin karbondiokside duyarliligini artirma

* Psikostimiilan etki, vijilans1 (zihinsel ¢evikligi) ve dikkati artirir, yorgunlugu azaltir.

* Yiiksek dozda anksiyojenik etki.

Periferik Etkileri:

» Iskelet kaslarinin uyarilmas: sonucu lokomotor aktivitede artis

* Anti- inflamatuar etki

* Analjezik etki

* Glukoz metabolizmasinda artma

« Insulinin lipogenetik etkisinin azaltilmasi (yag hiicrelerinde norepinefrin artistyla
indiiklenen lipoliz sonucu doku yag seviyelerini ve viicut yag depolarini azaltir)

* Hiicre i¢i cAMP diizeylerinin artirilmasi

* Sitozolde Ca+2 seviyelerinin yiikseltilmesi

Kafein ve diger metilksantinler, fosfodiesterazi inhibe ederler ve hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonunu artirir, adenozin reseptorlerine antagonist etki gosterirler. Biitiin bunlar NO
dretimini artirict etki yaparak, hiicrede siklik adenozin monofosfat (cAMP) diizeylerini
yiikseltir (2). cAMP’nin hiicresel seviyeleri adenilat siklaz ve fosfodiesteraz aktivitelerine
baglidir. cAMP; birgok hormonun (ACTH, katekolaminler, glukagon, tiroksin gibi) ikincil
habercisidir (44). Fosfodiesterazlar, cAMP ve siklik guanozin monofosfati (¢cGMP) hidrolize
ederler. CAMP ve cGMP, vazoaktif intestinal peptit (VIP) ve nitrik oksit hiicre i¢i ikincil
habercilerdir (54).

Metilksantinler, lirik asit, adenin, guanin, hipoksantin gibi piirinlerin kimyasal yapisi ile
benzerlik gostermektedir. Bu piirin  molekiilleriyle ksantinlerin kimyasal benzerligi,

biyokimyasal diizenleyici cAMP ile etkilesime girmeleri bakimindan 6nem tagimaktadir (44).
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Kafein molekiilii yapisal olarak adenozine benzer ve adenozin reseptor antagonisti
olarak fonksiyon gostermektedir. Fizyolojik mediatdr olan adenozin ve adenozin agonistleri
adenozin reseptorleri araciligiyla anti anjiogenetik faktorleri (TSP-1 (trombospondin-1)) inhibe

ve anjiogenetik faktorleri arttirarak anjiogenezi uyarmaktadir.

Arastirmacilar, kafeinin doza bagimli olarak TSP-1 artisina sebep olarak angiogenezi
inhibe ettigini gostermisleridir. (55). Bir baska ¢alismada kafeinin zebrafish embriyolarinda
vaskiiler gelisime etkileri arastirilmis, kafeinin nrpla, sema3aa ve sema3c'nin araciligi ile

anjiyogenezi bloke ettigi gosterilmistir (56).

VEGF'nin norotrofik ve noro-koruyucu etkileri bilinmektedir. Calismada giinliik kahve
aliminin néronal hiicrelerdeki endojen VEGF ekspresyonunu artirabildigini ve dolayisiyla insan
beynindeki noro-koruyucu etkiyi ortaya c¢ikarabilecegini gdstermektedir. Kahve tiiketimi
VEGF sayesinde norodejeneratif hastaliklar icin noroprotektif bir ajan olarak terapdtik bir

potansiyel gosterir (57).

Kafein ve spontan abortus riski arasindaki iligskiyi inceleyen c¢aligmalarin sonuglari
celiskili bulunmustur. Sebebi muhtemelen ¢alisma tasarimi, sonug tespit ve kafein/kahve
tiketim smiflandirmast ve popiilasyonlarindaki farkliliklar olmaktadir. Baz1 ¢alismalar
hamilelik sirasinda kafeinli igecek tiiketiminden alinan toplam kafein tiiketimine, diger
calismalar ise sadece kahveye odaklanmustir. Ozetle, prekonsepsiyon kafein tiiketiminin genel
olarak spontan abortus ile kayda deger bir sekilde iligkili olmadigini, erken gebelik sirasinda
kafein tiiketimi biraz daha yiiksek oranda spontan abortus riski ile iligkili oldugunu ancak doz-

yanit iligkisine bagimli spontan abortus riskine yonelik ¢ok az aragtirma bulunmaktadir (58).

Amerikan Ureme Tibbi Dernegi, hamilelikten dnce veya hamilelik sirasinda kafein
tiiketiminin (gilinde bir veya iki fincan kahve veya esdegeri) dogurganlik veya gebelik sonuglari

tizerinde belirgin bir olumsuz etkisi olmadigini belirtmektedir (59).

ABD Gida ve Ilag Idaresi, kafeinin cesitli amaglarla genel olarak kabul gérmiis giivenli
bir gida maddesi olarak listelenmesine ragmen, kafein kullaniminin 6zellikle hamile kadinlar
i¢in olumsuz etkileri olabilir. Insanlarda, kafein plasentadan fetiise gegebilir. Maternal kafein
aliminin fetal gelisim iizerinde olumsuz etkileri olabilecegini gosteren, ancak birbiriyle ¢elisen
kanitlar mevcuttur. Ornegdin, daha yiiksek kafein alimma sahip hamile kadinlarin daha yiiksek

spontan abortus, ge¢ donemde diisiik ve 6lii dogum riski ile iliskili oldugu bildirilmistir.
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Sicanlarda,  kafeinin  kardiyovaskiiler = malformasyonlara  neden  oldugu
bildirilmistir. Kafein siganda kalp ve diger malformasyonlara neden olur. Zebra baligi iizerinde
yapilan ¢aligmalarda, kafein tedavisi baz1 noromiiskiiler bozukluklara ve hareket kisitliligina
neden oldugu gosterilmistir. Kafein verilen zebra baligi embriyolarinda hareket bozuklugu ve
noromiiskiiler degisim kaydedilmistir. Bu gozlemler, kafeinin insan ve diger hayvan tiirleri

tizerinde potansiyel embriyotoksik ve teratojenik etkilere sahip oldugunu gostermistir (56).

Kafein etkisini adenozin reseptorleri araciliiyla seks steroid hormonlarinin tiretilmesi
ve diizenlenmesinde rol alan testis, ovaryum, adrenal bezler ve hipotalamus-hipofiz aksi gibi
yapilar lizerinde gdostermektedir. Kafein aliminin, seks steroid hormonlari tizerine olan etkileri

hakkinda ¢esitli insan ¢aligsmalari olmakla beraber, sonuglar tutarlilik gostermemektedir (2).

Kronik kafein tiiketimi hamilelik sirasinda fetal gelisimi etkilemesine ragmen
embriyogenezis lizerine kafeinin etkisi tam olarak anlagilamamistir. Asir1 dozlarda kafein, gen
ekspresyonunu degistirebilir, diisiik agirlikta bebek dogumuna, infertiliteye, diisiik riskine ve

uterus i¢inde bebegin gelisme geriligine neden olabilir (60).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Aragtirmamiz prospektif deneysel bir aragtirmadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani
Proje konusunun belirlenmesi Eyliil 2017°de olup, literatiir taramasi ve Etik Kurul onay1
alimmas1 Aralik 2017’ye kadar devam etmistir. Daha sonra proje destegi alinmasi i¢in BAP’a
gonderilmistir. Temmuz 2018’da BAP destegi alinmis ve malzemelerin gelmesi ile birlikte
Kasim 2018 — Ocak 2019 tarihleri arasinda deneysel c¢alisma yapilmistir. Deneysel
materyallerin toplanmasiyla Ocak 2019 — Subat 2019 arasinda laboratuvar g¢alismalari
yapilmistir. Nisan 2019°de tez savunmasi yapilmistir.

Arastirmanin deneyi, Dokuz Eyliil Universitesi Deney Hayvanlari Anabilim Dali
Laboratuvari’nda gergeklestirilmistir. Histokimyasal ve immiinohistokimyasal
degerlendirmeler Dokuz Eyliil Universitesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nda
gerceklestirilmistir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplari

Arastirmada toplam {i¢ grup olusturulmustur. Deney gruplar asagidaki sekilde
diizenlenmistir:

1.Kontrol Grubu (n=15): Bu grup histolojik ve biyokimyasal parametrelerin bazal
degerlerini belirlemek amaciyla tasarlanmistir. Deneklerin vaginal smear ile 6strus donemleri
belirlendi. Ostrustaki denekler iki disi bir erkek sican olacak sekilde 12 saat boyunca ayni
kafeslere konularak katima alindi. Takip eden giinde makroskobik olarak vaginal tikacin
goriilmesi ile denekler gebe kabul edildi. Implantasyon siirecinde izlenen degisiklikleri tespit
etmek i¢in ardisik 3 farkli giinde sakrifikasyon gergeklestirildi. Deneklerden 5 tanesini

4.giinde, 5 tanesi 5.giinde ve 5 tanesi 6.giinde eter anestezisi altinda sakrifiye edildi.

2.Diisiik doz kafein Grubu (n=15): Deneklerin vaginal smear ile dstrus donemleri
belirlendi. Ostrustaki denekler iki disi bir erkek sican olacak sekilde 12 saat boyunca ayni
kafeslere konularak katima alindi. Takip eden giinde makroskobik olarak vaginal tikacin
goriilmesi ile denekler gebe kabul edildi. Daha sonra deneklere gebelik siiresi boyunca diisiik
doz kafein (30mg/kg) oral gavaj ile verildi. (26). Deneklerden 5 tanesini 4.giinde, 5 tanesi

5.giinde ve 5 tanesini 6.gilinde eter anestezisi altinda sakrifiye edildi.

3.Yiiksek doz kafein Grubu (n=15): Deneklerin vaginal smear ile dstrus donemleri

belirlendi. Ostrustaki denekler iki disi bir erkek sican olacak sekilde 12 saat boyunca ayri

29



kafeslere konularak katima alindi. Takip eden giinde makroskobik olarak vaginal tikacin
goriilmesi ile denekler gebe kabul edildi. Daha sonra deneklere gebelik siiresi boyunca
yiiksek doz kafein (120mg/kg) oral gavaj ile verildi (26). Deneklerden 5 tanesini 4.glinde, 5

tanesi 5.giinde ve 5 tanesini 6. giinde eter aneztezisi altinda sakrifiye edildi.

3.4. Calismanin Materyali

Bu calismada Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Biriminden
elde edilen, Wistar susu toplam 250 - 300 gr. 45 yetiskin disi sican kullanilmistir. Dokuz Eyliil
Universitesi T1p Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’nda, Wistar susunun bulunmasi ve
literatiir ile uyumlu olmasi1 nedeniyle bu tiir se¢ilmistir. Tiim hayvanlar deney sonlanincaya
kadar Deney Hayvanlar1 Laboratuvarlarinda 12/12 saat karanlik/aydinlik periyodunda, 20-22
°C oda sicakliginda barindirilmigtir. Hayvanlar dinlendirilmis musluk suyu ve standart pellet
yem ile ad-libitum beslenmistir. Herhangi bir sebeple deneyi devam ettiremeyecek olan
(enfeksiyon, ila¢ reaksiyonu, genel durum bozuklugu vs.) ya da deneyler bitmeden yasami

sonlanan hayvanlar deney ve istatistik kapsamindan ¢ikarilmistir.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri
Birinci grubumuza her hangi bir ila¢ uygulanmadi ve arastirmamizda elde ettigimiz
veriler bazal degerlerimiz olmustur. Diisiik ve yiiksek doz gruplarina verdigimiz kafein
bagimsiz degiskenlerimiz olup bu gruplardan aldigimiz implantasyon markerlar1 ise bagimli

degiskenlerimiz olmustur.
3.6. Veri Toplama Araclar:

3.6.1. Arastirmada Kullanilan Demirbas Malzemeler

Aragtirmada deneklerden elde edilen dokularin takibinde etiiv, kesitlerin alinmasinda
mikrotom ve su banyosu, boyamalarda kullanilan distile su gereksinimi i¢in distile su cihazi,
immiinohistokimyasal incelemeler i¢in humidity chamber ve otomatik mikro pipetler,
kullanilmastir.

3.6.2. Arastirmada Kullanilan Yéntemler

Deney sonunda elde edilen doku 6rneklerine rutin doku takip prosediirii uygulanmas,
kesitleri alinmis, ¢esitli histokimyasal ve immiinohistokimyasal boya islemlerine tabi
tutulmustur. Histokimyasal degisiklikler i¢cin Hematoksilen & Eozin, Masson Trichrome,
immiinohistokimyasal degisiklikler i¢in VEGF, MMP-9, a V33 integrin, MUC-1 ve HB-EGF

immiinohistokimya boyamas1 yapilmastir.
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3.6.2.1.  Deneklerin Menstriiel Sikluslarinin Belirlenmesi
Deneklere deney baslangicinda ve katima alindiktan sonraki giin vaginal smear
uygulandi. Vaginal smear ile alinan 6rnekler lama yayildi. Hazirlanan preparatlar %96’lik,
%80’lik, %70’lik azalan alkol serilerinden gecirilip, akarsuda 5 dakika bekletildi. Daha sonra
30 saniye eozinde bekletildi. Eozinden ¢ikarilan preparatlar %70’lik, %80°lik ve %96’lik artan
alkol serilerinden gegirilip havada kurutulup preparatlar incelendi. Vaginal sitolojik veriler
Schaberg (1992)’nin dongiisel degisimlerine bagli olarak elde ettigi bulgular dogrultusunda
degerlendirildi.
3.6.2.2.  Ol¢me ve Fiziksel Degerlendirme
Deneklerin implantasyon alan sayilar1 degerlendirilmistir. Istatistiksel analizler ‘SPSS
for Windows, Version 15.0° istatistik programi kullanilarak yapildi. Degerler
ortalamatstandart sapma olarak verildi. Gruplar arasi istatistiksel karsilastirmada Kruskal-
Wallis varyans analizi onu izleyen post-hoc testler (Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U

testi) uygulanmistir. Anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi.

3.6.2.3.  Histokimyasal Degerlendirmeler

Sakrifikasyon sonrasi deneklerin implantaston alanlari alindi, histolojik incelemeler igin
%10’luk formaldehit soliisyonunda 48 saat fikse edildi. Fikse edilen dokular bir gece akarsu da
bekletilerek fazla fiksatif uzaklastirildi. Rutin doku takibindeki tiim islemler 60°C etiivde
gerceklestirildi. Dehidratasyon amaciyla 20’ser dakika %70’den %96’ya artan etil alkol
serilerinden geg¢irildi. Ardindan 20’ser dakika dort degisim aseton soliisyonlarindan
gecirildikten sonra iki degisim 30’ar dakika ksilolde tutuldu. 60°C’lik etiiv igerisinde iki
degisim parafin uygulanip 1’er saat parafin ile immersiyonu saglandiktan sonra dokular parafin
bloklar igerisine gémiildii. Rotary mikrotom (RM 2255, Leica) araciligr ile 5p kalinliginda
kesitler alind1 (Tablol).
Tablo 1: Doku takip protokolii

Fiksasyon %10 Formol 24 — 48 saat
Fiksatiften Uzaklastirma Akarsu 1 gece
Dehidratasyon %70 — 80 — 96’lik alkol serileri 20’ser dakika
Post Fiksasyon Aseton 1-2-3-4 20’ser dakika
Seffaflastirma Ksilol 1 -2 30’ar dakika
Yumusak parafin 1 — 2 ’er saat
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Bloklama

3.6.2.3.1. Hematoksilen & Eozin Boya Protokolii

Alinan kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 1 gece 60°C’lik etiivde tutuldu. Ardindan
ilki etiivde diger ikisi oda sicakliginda 20’ser dakikalik {i¢ farkli ksilole tabi tutuldu. Daha sonra
rehidratasyon islemi icin 5 degisik azalan alkol serilerinden (absolii - %70) gecirilip, kesitler
distile su ile ¢alkalandiktan sonra 10 dakika hematoksilen (05- 06002L, Bio-Optica, Milano,
Italya) ile nukleuslarn boyanmasi saglandi. Boyamanm ardindan, boyanin fazlasinin dokudan
uzaklastirilmasi i¢in 10 dakika akarsuda yikanan kesitler, 2 dakika eozin (05-10003L, Bio-
Optica, Milano, Italya) boyasi ile boyandi ve bdylece hiicre sitoplazmasmin boyanmasi
sagland1. Boyamadan sonra sirasiyla %70, %80, %96 ve 2 seri absolu alkolden gegirilen kesitler

seffaflagtirma amaciyla 20’ser dakika ii¢ degisim ksilolde tutulduktan sonra entellan (UN 1866,

Sert parafin

Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi (Tablo 2).

Tablo 2: Hematoksilen & Eozin boya protokolii.

Deparafinizasyon
Deparafinizasyon
Deparafinizasyon
Deparafinizasyon
Dehidratasyon
Dehidratasyon
Dehidratasyon
Dehidratasyon
Dehidratasyon
Yikama
Boyama
Yikama
Boyama
Dehidratasyon
Dehidratasyon
Dehidratasyon

Dehidratasyon

60°C Etiivde

Ksilol 1 (Etiivde)

Ksilol 2
Ksilol 3
Absolu Alkol
Absolu Alkol
%96’l1ik Alkol
%380’lik Alkol
%70’lik Alkol
Distile Su

Mayer’s Hematoksilen

Akarsu
Eozin
%70’lik Alkol
%80’lik Alkol
%96’l1ik Alkol
Absolu Alkol
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1 Gece
20 Dakika
20 Dakika
20 Dakika
Calkalama
Calkalama
Calkalama
Calkalama
Calkalama
Calkalama
10 Dakika
10 Dakika
2 Dakika
Calkalama
Calkalama
Calkalama
Calkalama



Dehidratasyon Absolu Alkol Calkalama

Seffaflastirma Ksilol 1 20 Dakika

Seffaflastirma Ksilol 2 20 Dakika

Seffaflastirma Ksilol 3 20 Dakika
Kapama Entellan

3.6.2.3.2. Masson’s Trichrome Boya Protokolii

Deparafinizasyon i¢in 1 gece 60°C’lik etiivde bekletilen kesitler biri etiivde olmak iizere
ii¢ farkli ksilolde tutuldu. Daha sonra azalan alkol serilerinden gegirildi. Distile suda
calkalandiktan sonra Masson Trichrome boyama seti (5022, GBL, Istanbul, Tiirkiye)
icerisinden dokular iizerine 5 damla Weigert demirli hematoksilen A soliisyonu ile 5 damla
Weigert demirli hematoksilen B soliisyonu damlatilarak nukleuslarin boyanabilmesi i¢in 10
dakika bekletildi. Yikama igslemi yapilmadan preparatlar 5 dakika kurutulduktan sonra Pikrik
asit alkolik ¢ozeltisi C soliisyondan 10 damla damlatilarak 4 dakika bekletildi ve eritrositlerin
boyanmasi saglandi. Distile su ile hemen (3-4 saniye) yikandiktan sonra kesitlere uygulanan 10
damla Gelincik kizil1 fuksin ¢ozeltisi D soliisyonu 4 dakika bekletilerek hiicre sitoplazmalarinin
boyanmasi saglandi. Sonra preparatlar distile su ile yikandiktan sonra Fosfomolibdik asit
cozeltisi E soliisyonundan 10 damla damlatilarak 10 dakika bekletildi. Yikama yapilmadan
preparatlar 5 dakika kurutuldu. Masson anilin mavisi ¢ozeltisi F soliisyonundan 10 damla
damlatip 5 dakika bekletilerek bag dokusunun boyanmasi saglandi. Boyamanin ardindan distile
su ile yikanan kesitler artan alkol serilerinden gegirildi. Ksilol ile seffaflagtirma yapildiktan
sonra entellan (UN 1866, Merck, Darmstadt, Germany) ile kapatildi (Tablo 3).
Tablo 3: Masson Trichrome boya protokolii.

Deparafinizasyon 60°C Etiivde 1 Gece
Deparafinizasyon Ksilol 1 (Etiivde) 20 Dakika
Deparafinizasyon Ksilol 2 20 Dakika
Deparafinizasyon Ksilol 3 20 Dakika
Dehidratasyon Absolu Alkol Calkalama
Dehidratasyon Absolu Alkol Calkalama
Dehidratasyon %96’lik Alkol Calkalama
Dehidratasyon %80’lik Alkol Calkalama
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Dehidratasyon
Yikama
Boyama
Boyama
Yikama
Boyama
Yikama
Boyama
Boyama
Yikama

Dehidratasyon

Dehidratasyon

Dehidratasyon

Dehidratasyon

Dehidratasyon

Seffaflastirma

Seffaflastirma

Seffaflastirma

Kapama

%70’1lik Alkol
Distile Su

Reagent A + Reagent B

Reagent C
Distile Su
Reagent D
Distile Su
Reagent E
Reagent F
Distile Su
%70’lik Alkol
%80’lik Alkol
%96’lik Alkol
Absolu Alkol
Absolu Alkol
Ksilol 1
Ksilol 2
Ksilol 3

Entellan

3.6.2.4.  Morfometrik Degerlendirmeler

3.6.2.4.1. Implantasyon Alanlarinin Degerlendirmesi

Her bir kesitte uterus duvarini olusturan 3 tabaka (endometriyum, miyometriyum,

3.6.2.5. Immiinohistokimyasal Degerlendirmeler

3.6.2.5.1. Immiinohistokimya Boya Protokolii
Immi’mohistokimyasal olarak VEGF, HB-EGF, MUC-1, MMP-9, aVf3 integrin primer
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Calkalama
Calkalama
10 Dakika
4 Dakika
Calkalama
4 Dakika
Calkalama
10 Dakika
5 Dakika
Calkalama
Calkalama
Calkalama
Calkalama
Calkalama
Calkalama
20 Dakika
20 Dakika
20 Dakika

perimetriyum) ayirt edildi, H&E, Masson Trikrom boyamalarla luminal epitel, glandiiler epitel

ve stroma, desidaual reaksiyon, bazal lamina biitliinliigli semikantitatif olarak degerlendirildi.

antikorlar1 kullanilmigtir. Alinan kesitler 6ncelikle 60 °C’lik etiivde 1 gece bekletildi daha sonra
seffaflagtirma amaciyla ilki etiivde diger ikisi oda 1sisinda olmak {izere 30'ar dakika ii¢ degisim
ksilole tabi tutuldu. Azalan alkol serilerinden gecirilip distile suda g¢alkalandi. Daha sonra
dokular %10’luk Sitrat tamponunda 5 dakika mikrodalgada kaynatildiktan sonra sogumaya
birakildi. Soguyan dokularin etrafi Pappen (Z672548-1EA Sigma Tokyo, Japonya) ile ¢izildi



ve lizerlerine dokularin kurumamasi amaci ile PBS koyuldu. Ardindan 3 kez PBS ile yikanan
kesitler, 10 dakika oda 1s1sinda H20- ile bekletilerek dokuda endojen peroksidaz aktivitesi bloke
edildi. Tekrar PBS ile yikama yapildi ve 20 dakika bloklama (A) soliisyonu (Invitrogen, LOT
1155338A) ile bekletildi. Yikama yapilmadan primer antikor rat spesifik MUC-1 (1:50, Bioss
USA, bs-0649R)/ VEGF (1:100, Bioss USA, bs-1313R)/ INTEGRIN (1:100, Abcam, 85670)
ile +4 °C’ de 1 gece bekletildi. Ertesi giin PBS ile yapilan yikamadan sonra anti-mouse biotin-
streptavidin hidrojen peroksidaz sekonder antikor (B) soliisyonu (Invitrogen, LOT 1155338A)
ile 30 dakika bekletildi. Tekrar ytkama yapildiktan sonra C soliisyonunda (Invitrogen, LOT
1155338A) 20 dakika bekletildi. Yine PBS ile yikanan kesitler olusturulan
immiinohistokimyasal reaksiyonun goriiniirliigiinii saptamak amaciyla DAB (Roche, Germany)
ile muamele edildi. Distile su ile yikanan kesitlere Mayer’s hematoksilen ile artalan boyamasi
saglandiktan sonra akarsu ile yikandi. Artan alkol ve ksilol serilerinden gegirildikten sonra
entellan ile kapatildi (Tablo 4).

Tablo 4: Immiinohistokimyasal boya protokolii.

Deparafinizasyon 60°C Etiivde 1 Gece
Deparafinizasyon Ksilol 1 (Etiivde) 20 Dakika
Deparafinizasyon Ksilol 2 20 Dakika
Deparafinizasyon Ksilol 3 20 Dakika
Dehidratasyon Absolu Alkol Calkalama
Dehidratasyon Absolu Alkol Calkalama
Dehidratasyon %96’lik Alkol Calkalama
Dehidratasyon %80’1ik Alkol Calkalama
Dehidratasyon %70’lik Alkol Calkalama
Yikama Distile Su Calkalama
Dokularin Etrafini1 Cizme Pappen
Yikama PBS 3 x 5 Dakika
Antigen Retrieval Sitrat soliisyonu (mikrodalgada) 5 Dakika
Sogutma 20 Dakika
Yikama PBS 3 x 5 Dakika
Blocking Endogenous H20: 20 Dakika

Peroxidase activity
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Primer Antikor MUC-1/VEGF/INTEGRIN/MMP-9 1 Gece (4°C’de)

Yikama PBS 3 x 5 Dakika
Enzim Kompleksi Streptavidin Biyotin Kompleksi 15 Dakika
Yikama PBS 3 x 5 Dakika
Kromojen DAB

Yikama Distile Su Calkalama
Zemin Boyasi Mayer’s Hematoksilen
Dehidratasyon %70’lik Alkol Calkalama
Dehidratasyon %80’1ik Alkol Calkalama
Dehidratasyon %96’lik Alkol Calkalama
Dehidratasyon Absolu Alkol Calkalama
Dehidratasyon Absolu Alkol Calkalama
Seffaflastirma Ksilol 1 20 Dakika
Seffaflastirma Ksilol 2 20 Dakika
Seffaflastirma Ksilol 3 20 Dakika

Kapama Entellan

3.6.2.5.2. Semikantitatif fmmiinohistokimyasal Analiz
Implantasyon alanindaki VEGF, HB-EGF, MUC-1, MMP-9, aVB3 integrin proteininin
dagilimimi belirlemek i¢in antikor boyamasi yapildi. Gruplar aras1i VEGF, HB-EGF, MUC-1,
MMP-9, aVB3 integrin dagilimini belirlemek i¢in 3 farkli giinde semikantitatif degerlendirme
yapildi. Semikantitatif skorlama asagidaki gibi tanimlandi (Tablo 5).

Tablo 5: Semikantitatif Immiinohistokimyasal Skorlama

Skor Immiinohistokimyasal Bulgular

3 (+++)  Kuvvetli pozitif boyanma
2 (+4) Pozitif boyama

1(+) Zayif pozitif boyanma
0(-) Pozitif boyanma yok

3.7. Arastirma Plami ve Takvimi

Tez Konusunun Belirlenmesi ve Literatiir Arastirmasi

Eyliil 2017 —Kasim 2017
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Etik Kurul ve Yonetim Kurulu Onay1

Arahk 2017

Tez Yazim ve Uygulamalar i¢in Literatiir Tarama ve Arastirma Yapilmasi

Aralik 2017 — Kasim 2018

Deneysel Materyalin Toplanmasi

Kasim 2018 — Ocak 2019

Laboratuvar Calismalari

Ocak 2019 — Subat 2019

Tez Yazim

Mart 2019

3.8. Verilerin Degerlendirilmesi
[statistiksel analizler SPSS 23,0 istatistik programi kullanilarak yapilmigtir. Degerler
ortalamatstandart hata olarak verilmistir. Gruplar arasi istatistiksel karsilastirmada Kruskal
Wallis Varyans Analizi testi, gruplarin ikili karsilagtirmasinda da Mann-Whitney U testi
kullanildi. p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
3.9. Arastirmanin Simirhliklar:

Ostrus siklusunda olmasina ragmen gebe kalmayan denekler deneyden ¢ikartilmustir.
Deneyden c¢ikartilan bu denekler yerine yeni denekler istenmis, deney tekrarlanmis ve bu
nedenle deney siiresi uzamaistir.

3.10. Etik Kurul Onay:
Arastirma Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan 44/2017 Protokol no ile etik agidan uygun bulunmustur.
Etik kurul onay1 Ek-1 olarak teze eklenmistir.



4. BULGULAR

4.1. Deneklerin Menstriiel Sikluslarinin ve Gebeliklerinin Belirlenmesi
Deneye baslamadan 6nce vaginal smear ile deneklerin strus siklusu belirlendi. Denekler,
gebeligin basariyla gergeklesebilmesi icin Ostrus fazindayken katima alindi.
Katimin ertesi gilinii siganlarda vaginal plak kontroli yapilarak, vaginal plak gézlenen
denekler gebeligin 1. giinlinde kabul edildi. Gebe sicanlar 3 ana gruba (kontrol, diisiik doz ve
yiiksek doz kafein grubu) ayrildi.

4.2. implantasyon Alan Sayilarinin Degerlendirilmesi
4. glin heniiz implantasyon gerceklesmedigi icin implantasyon alan sayilari elde
edilemedi. Kontrol grubunda 5.glin implantasyon alan sayilar1 ortalama 9,5 iken, diisiik doz
kafein grubunda 6 ve yiiksek doz kafein grubunda ise 4 olarak tespit edildi (resim 1). 6.giinde
ise kontrol grubunda implantasyon alan sayis1 ortalama 11,2, diisiik doz kafein grubunda 11 ve
yiiksek doz kafein grubunda ise 5,4 olarak tespit edildi (resim 2). Istatiksel olarak da prenatal
donemde doza bagimli olarak kafein tiiketiminin implantasyon alan sayisini azalttig1 gosterildi

(grafikl).

KONTROL DUSUKDOZ YUKSEK DOZ

Resim 1: 5. Giin implantasyon Alan Sayilar
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KONTROL DUSUK DOZ YUKSEK DOZ

Resim 2: 6. Giin implantasyon Alan Sayilari

14,00
12,00
10,00
8,00
6,00
4,00
2,00
0,00 . .
kontrol disik doz yuksek doz
W5 gln 9,50 6,00 4,00
W 6. gln 11,20 11,00 5,40

Grafik 1: Implantasyon Alan Sayilarmin Istatiksel Analizi

4.3. Hematoksilen & Eozin Boyama
4.3.1. Kontrol Grubu
Gebeligin 4. giinii, uterusun en distan saran perimetriyum, ortada miyometriyum ve en
icte endometriyum tabakasi olmak iizere 3 tabaka ayirt edilebilmekteydi. Liimen epiteli tek katlt

pirizmatik epitel olarak gdzlendi. Epitelin altinda bag dokusu ile birbirlerinden ayrilmis uterus
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bezleri ve daginik halde bulunan stromal hiicreler gozlendi. Miyometriyum tabakasinda diiz kas

hiicreleri ayirt edildi. Endometriyum liimeninin genis oldugu gozlendi (Resim 4).

Gebeligin 5. Giinii, uterusun yine 3 tabakasi ayirt edilmekteydi. Implantasyon giinii
oldugu diisiintilen 5. giinde primer ve sekonder desidual alanlar goriilmektedir. Primer desidual
alan limen epitelinin hemen altinda goriilmektedir. Stromal alanda desidualize olmaya
baslayan hiicrelerin sayica artigi goriilmektedir. Liimende bir miktar daralma izlendi ve epitel
yiiksekliginin azaldig1 algak prizmatik epitel hiicreleri olarak degerlendirildi (Resim 4).

Gebeligin 6. giiniinde sigan uterusunun transvers kesitleri incelendiginde, 3 tabaka ayirt
edilmekteydi. Uterusu en digtan saran perimetriyum tabakasinin sardigi, ortada myometriyum
ve en i¢ tabakada endometriyum ayirt edilmekteydi. 5. giinde baslayan desidualizasyonun,
oldukc¢a belirgin bir alan1 kaplamasiyla arttig1 gozlenmektedir. Stromal hiicrelerin iclerinde
glikojen ve lipid biriktirerek daha da genisledikleri tespit edildi. Myometriyum tabakasinda,
Ostrojenin artan seviyesine cevap olarak diiz kas hiicrelerinin boyutlarinin (hipertrofi) ve
sayisinin artmaya (hiperplazi) basladigi izlendi. Endometriyumun 6nceki giinlere gére oldukca
kalinlagtig1 izlendi. Limen olduk¢a daralmis iken epitel hiicrelerinde yassilasma ve bu

tabakadaki bezlerin implantasyona hazirlik amaciyla genisledigi gozlendi (Resim 4).
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4.3.2. Diisiik Doz Kafein Grubu
Gebeligin 4. giinii kontrol grubu ile uyumlu olarak uterusu en distan saran perimetriyum,
ortada miyometriyum ve en igte endometriyum tabakasi olmak {iizere 3 tabaka ayirt
edilmekteydi. Liimen epiteli tek katl pirizmatik epitel olarak gozlendi. Epitelin altinda bag
dokusu ile birbirlerinden ayrilmis uterus bezleri ve daginik halde bulunan stromal hiicreler
gozlendi. Miyometriyum tabakasinda diiz kas hiicreleri ayirt edildi. (Resim 5).

Gebeligin 5. giiniinde kontrol grubu ile uyumlu olarak uterusun yine 3 tabakasi ayirt
edilmekteydi. Implantasyon giinii olarak diisiiniilen 5. giinde primer ve sekonder desidual
alanlar izlendi. Primer desidual alan limen epitelinin hemen altinda gériilmektedir. Stromal
alanda desidualize olmaya baglayan hiicrelerin sayica artig1 goriilmektedir (Resim 5).

Gebeligin 6. giiniinde kontrol grubu ile uyumlu olarak, sigan uterusunun transvers kesiti
incelendiginde 3 tabaka ayirt edilmekteydi. Uterusu en distan perimetriyum tabakasinin sardigi
gozlendi, ortada myometriyum ve en i¢ tabakada endometriyum ayirt edilmekteydi. Gebeligin
6. Giiniinde; 5. giinde baslayan desidualizasyonun oldukga belirgin bir alani kaplamasiyla
arttigl gozlenmektedir. Bu alanin etrafinin en distan perimetriyum ve hemen altinda ise
myometriyumun sarildig1 goriilmektedir. Desidualizasyonun 5. giinde gelismeye basladigi bu
alanda, stromal hiicrelerin i¢lerinde glikojen ve lipid biriktirerek daha da genisledikleri tespit
edilmisgti. Myometriyum tabakasinda, Ostrojenin artan seviyesine cevap olarak diiz kas
hiicrelerinin boyutlarinin (hipertrofi) ve sayisinin artmaya (hiperplazi) basladigi izlendi.
Endometriyumda ise, liimeni boyunca prizmatik hiicrelerinin yassilastigi ve bu tabakadaki

bezlerin implantasyona hazirlik amaciyla genisledigi gozlendi (resim 5).
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DUSUK DOZ

Resim 5: Diisiik doz grubu H&E boyama

4.3.3. Yiiksek Doz Kafein Grubu

Gebeligin 4. giiniinde kontrol grubu ile uyumlu olarak uterusda; en distan saran
perimetriyum, ortada miyometriyum ve en icte endometriyum tabakasi olmak tizere 3 tabaka
ayirt edilmekteydi. Liimen epiteli tek katl pirizmatik epitel olarak gozlendi. Epitelin altinda
bag dokusu ile birbirlerinden ayrilmis uterus bezleri ve daginik halde bulunan stromal hiicreler
gozlendi. Miyometriyum tabakasinda diiz kas hiicreleri ayirt edildi. (Resim 6).

Gebeligin 5. giiniinde, uterusun yine 3 tabakasi ayirt edilmekteydi. Implantasyon
asamasi olarak diisiiniilen 5. giinde primer ve sekonder desidual alanlar goriilmektedir. Primer
desidual alan liimen epitelinin hemen altinda goriilmektedir. Stromal alanda desidualize olmaya
baslayan hiicreler, 6dem, vaskiilarizasyon artis1 kaydedildi (Resim 6). Bazi1 deneklerde
endometriyum stromasinda hemoraji izlendi.

Gebeligin 6. giiniinde sican uterusunun transvers kesiti incelendiginde, 3 tabaka ayirt
edilmekteydi. Primer desidual alan liimen epitelinin hemen altinda goriilmektedir. Stromal
alanda desidualize olmaya baslayan hiicreler, 6dem, vaskiilarizasyon artist goriilmektedir
(Resim 6). Bazi deneklerde endometriyum stromasinda 5. giine benzer hemoraji alanlari
izlenmektedir. Kontrol grubunda 6.giinde izlenen liimen daralmasinin yiiksek doz grubunda

yeterli gelismedigi gézlendi.
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40x

Resim 6: Yiiksek doz Grubu H&E boyama

4.4. Masson Trikrom Boyamasi

4.4.1. Kontrol Grubu

Gebeligin 4.glinlinde kollajen lif boyasit olan Masson Trikrom ile boyanan uterusu
inceledigimizde kollajen liflerin kan damarlar1 arasindaki bag dokusunda ve epitelin altindaki
stromanin arasinda mavi renkte boyandigi tespit edildi. Kirmiziya boyanan diger yapilar;
miyometriyum tabakasindaki diiz kaslar, uterus liimen ve bez epiteli ile bag dokusu hiicreleri
olarak gozlendi (resim 7).

Gebeligin 5.giiniinde maviye boyanan kollajen liflerin; ortada desidual hiicrelerin
gelismeye baslamasindan dolay1 kenara itilmeye basladig: tespit edildi (resim 7).

Gebeligin 6.giinlinde ise stromadaki kollajen liflerinin myometriyuma komsu olacak
sekilde tamamen kenara itilmis oldugu gozlendi (resim 7). Embriyonun gémiildiigii desidual
yatakta da hi¢ kollajen lifin gézlenmedigi tespit edildi (resim 7).

4.4.2. Diisiik Doz Grubu

Kontrol grubu ile uyumlu bulgular gozlendi. Gebeligin 4.giiniinde kollajen lif boyas1 olan
Masson Trikrom ile boyanan uterusu inceledigimizde kollajen liflerin kan damarlar1 arasindaki
bag dokusunda ve epitelin altindaki stromanin arasinda mavi renkte boyandigi tespit edildi.
Kirmiziya boyanan diger yapilar; miyometriyum tabakasindaki diiz kaslar, uterus liimen ve bez
epiteli ile bag dokusu hiicreleri olarak gozlendi (resim 7).

Gebeligin 5.giiniinde maviye boyanan kollajen liflerin; ortada desidual hiicrelerin

gelismeye baglamasindan dolayi kenara itilmeye basladigi tespit edildi (resim 7).
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Gebeligin 6.giinlinde ise stromadaki kollajen liflerinin myometriyuma komsu olacak
sekilde tamamen kenara itilmis oldugu gozlendi. Embriyonun gomiildiigii desidual alanda da
hi¢ kollajen lifin gézlenmedigi tespit edildi (resim 7).

4.4.3. Yiiksek Doz Grubu

Gebeligin 4.giintinde kollajen lif boyasi olan Masson Trikrom ile boyanan uterusu
inceledigimizde kollajen liflerin kan damarlar1 arasindaki bag dokusunda ve epitelin altindaki
stromanin arasinda mavi renkte boyandigi tespit edildi. Kirmiziya boyanan diger yapilar;
miyometriyum tabakasindaki diiz kaslar, uterus liimen ve bez epiteli ile bag dokusu hiicreleri
olarak go6zlendi.

Gebeligin 5.giiniinde kontrol grubuna gore kollajen liflerin daha az kenara itilmeye
bagladig tespit edildi (resim 7).

Gebeligin 6. giiniinde kontrol grubundan farkli olarak kollajen liflerin myometriyuma
kadar tamamen kenara itilmemis oldugu ve endometriyumda daha fazla kollajen lifleri

gbzlendi. Ayrica stromada sar1 boyanmis hemoraji izlendi.

4.GUN 5.GUN 6.GUN

DUSUK DOZ KONTROL

YUKSEK DOZ

Resim 7: Masson trikrom boyama
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4.5. immunohistokimyasal Bulgular
Calismamizda implantasyonda rol alan molekiiller, immiinohistokimyasal yontemle
degerlendirildi ve gruplar arasinda gilinlere ve boyanma siddetlerine gore farkli dagilimlar
izlendi (tablo 1).
45.1. Muc-1 (Miisin-1)
4.5.1.1. Kontrol Grubu
Gebeligin 4.giiniinde bariyer protein olan anti-MUC-1 primer antikoru ile indirek
immiinohistokimyasal yontemle boyanmis sigan uterusu incelendiginde, uterus liimeninde
siddetli (+++) boyanma gdzlenirken, bez epitelinde ve stromada zayif (+) immiinoreaksiyon
oldugu tespit edildi (resim 8).
Gebeligin 5.gilinlinde uterus liimeninde orta siddetli (++) bir immiinoreaksiyon gozlenirken
ve stroma ile bez epitelinde boyanma zayifti (+) (resim 8).
Gebeligin 6.giiniinde uterus liimeninde, stromada ve bez epitelinde zayif (+) boyanma tespit
edildi (resim 8).
4.5.1.2. Diisiik doz Grubu
Gebeligin 4.giintinde bariyer protein olan anti-MUC-1 primer antikoru ile indirek
immiinohistokimyasal yontemle boyanmis si¢an uterusu incelendiginde, uterus liimeni orta
siddetli (++), bez epiteli ve stromada zayif (+) immiinoreaksiyon oldugu tespit edildi (resim 8).
Gebeligin 5.gilintinde uterus liimeninde orta siddetli (++) bir immiinoreaksiyon gozlenirken
ve stroma ile bez epitelinde boyanma zayifti (+) (resim 8).
Gebeligin 6.giinlinde uterus liimeni, bez epiteli ve stromada zayif (+) immiinoreaksiyon
oldugu tespit edildi (resim 8).
4.5.1.3. Yiiksek doz grubu
Gebeligin 4.giintinde bariyer protein olan anti-MUC-1 primer antikoru ile indirek
immiinohistokimyasal yontemle boyanmis sican uterusu incelendiginde, uterus liimeninde
siddetli (+++) boyanma gdzlenirken, bez epitelinde ve stromada zayif (+) immiinoreaksiyon
oldugu tespit edildi (resim 8).
Gebeligin 5.giinlinde uterus liimeninde siddetli (+++) boyanma gozlenirken, bez epitelinde
ve stromada zayif (+) immiinoreaksiyon oldugu tespit edildi (resim 8).
Gebeligin 6.glinlinde uterus liimeninde orta siddetli (++) boyanma gozlenirken, bez
epitelinde ve stromada zayif (+) immiinoreaksiyon oldugu tespit edildi (resim 8)
Miisin boyamasinda kontrol grubu ile diisiik doz ve yliksek doz arasinda istatistiksel olarak

anlamli bulgu saptanamamustir (Grafik 2).
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Resim 8: Miisin-1 immiinuhistokimyasal boyamasi
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Grafik 2: Musin-1 immiinoreaktivitesinin istatistiksel degerlendirmesi

45.2. HB-EGF
45.2.1. Kontrol Grubu

Gebeligin 4.giiniinde HB-EGF primer antikoru ile indirek immiinohistokimyasal yontemle
boyanmig sigan uterusu incelendiginde, uterus liimeninde orta siddetli (++) boyanma
gozlenirken bez epitelinde ve stromada zayif (+) immiinoreaksiyon oldugu tespit edildi (resim
9).

Gebeligin 5.giiniinde maksimum ekspresyonun 5.giinde oldugu gézlendi. Uterus liimeninde
siddetli (+++) bir immiinoreaksiyon gozlenirken ve stroma ile bez epitelinde boyanma orta
siddetli (++) boyanma tespit edildi (resim 9).

Gebeligin 6.giliniinde uterus liimeninde orta siddetli (++) bir immiinoreaksiyon gozlenirken

ve stroma ile bez epitelinde boyanma orta siddetli (++) boyanma tespit edildi (resim 9).

45.2.2. Diisiik doz Grubu

Gebeligin 4.giiniinde HB-EGF primer antikoru ile indirek immiinohistokimyasal yontemle
boyanmis sican uterusu incelendiginde, uterus liimeninde orta siddetli (++) boyanma
gozlenirken bez epitelinde ve stromada zayif (+) immiinoreaksiyon oldugu tespit edildi (resim
9).

Gebeligin 5.giinlinde uterus liimeninde siddetli (+++) bir immiinoreaksiyon gozlenirken ve
stroma ile bez epitelinde boyanma orta siddetli (++) boyanma tespit edildi (resim 9).

Gebeligin 6.giiniinde uterus limeninde siddetli (+++) bir immiinoreaksiyon gézlenirken ve

stroma ile bez epitelinde boyanma orta siddetli (++) boyanma tespit edildi (resim 9).
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45.2.3. VYiiksek doz grubu

Gebeligin 4.giiniinde HB-EGF primer antikoru ile indirek immiinohistokimyasal yontemle
boyanmig sigan uterusu incelendiginde, uterus liimeninde orta siddetli (++) boyanma
gbzlenirken bez epitelinde ve stromada zayif (+) immiinoreaksiyon oldugu tespit edildi (resim
9).

Gebeligin 5.giinlinde uterus liimeni, stroma ile bez epitelinde zayif (+) boyanma tespit edildi
(resim 9).

Gebeligin 6.glinlinde uterus liimeni ve bez epitelinde orta siddetli (++) bir
immiinoreaksiyon gozlenirken ve stromada zayif (+) boyanma tespit edildi (resim 9).

Gruplar arasinda HB-EGF ekspresyonu ile ilgili istatistiksel olarak anlamli farklilik

saptanamamugtir (grafik 3).
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Resim 9: HB-EGF Immiinohistokimyasal Boyama
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Grafik 3: HB-EGF immiinoreaktivitesinin istatistiksel degerlendirmesi

4.5.3. Integrin aVp3
453.1. Kontrol Grubu
Gebeligin 4.gliniinde integrin primer antikoru ile indirek immiinohistokimyasal yontemle
boyanmis si¢an uterusu incelendiginde, uterus luminal epitelinde orta siddetli (++) boyanma
gozlenirken bez epitelinde ve stromada zayif (+) immiinoreaksiyon oldugu tespit edildi (resim
10).
Gebeligin 5.giinlinde uterus luminal epitelinde orta siddetli (++) boyanma gozlenirken bez
epitelinde ve stromada zayif (+) immiinoreaksiyon oldugu tespit edildi (resim 10).
Gebeligin 6.gliniinde uterus luminal epitel, bez epiteli ve stromada siddetli (+++) boyanma
tespit edildi.
4.5.3.2. Diisiik doz Grubu
Gebeligin 4.gilinlinde integrin primer antikoru ile indirek immiinohistokimyasal yontemle
boyanmis si¢an uterusu incelendiginde, uterus luminal epitelinde orta siddetli (++) boyanma
gbzlenirken bez epitelinde ve stromada zayif (+) immiinoreaksiyon oldugu tespit edildi (resim
10).
Gebeligin 5.giiniinde uterus luminal epitelinde siddetli (+++) boyanma gozlenirken bez

epitelinde ve stromada orta siddetli (++) immiinoreaksiyon oldugu tespit edildi (resim 10).
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Gebeligin 6.giiniinde uterus luminal epitel, bez epitelinde siddetli (+++) boyanma ve

stromada zayif (+) boyanma tespit edildi (resim10).

45.3.3. Yiiksek Doz Grubu

Gebeligin 4.giliniinde integrin primer antikoru ile indirek immiinohistokimyasal yontemle
boyanmis si¢an uterusu incelendiginde, uterus luminal epitelinde orta siddetli (++) boyanma
gozlenirken bez epitelinde ve stromada zayif (+) immiinoreaksiyon oldugu tespit edildi (resim
10).

Gebeligin 5.giiniinde uterus luminal epitelinde orta siddetli (++) boyanma gozlenirken bez
epitelinde ve stromada zayif (+) immiinoreaksiyon oldugu tespit edildi (resim 10).

Gebeligin 6.giiniinde uterus luminal epitel, bez epiteli ve stromada zayif (+) boyanma tespit
edildi (resim 10).

Istatistiksel olarak yiiksek doz grubunda 6zellikle 6. giinde integrin ekspresyonunda anlamli

azalma olmustur (p 0,005) (grafik 4).
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Resim 10: Integrin a VB3 immunohistokimyasal boyama
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Grafik 4: Integrin o VB3 immiinoreaktivitesinin istatistiksel degerlendirmesi

45.4. VEGF
45.4.1. Kontrol Grubu

Gebeligin 4.giiniinde VEGF primer antikoru ile indirek immiinohistokimyasal yontemle
boyanmis sigan uterusu incelendiginde, uterus luminal epitel ve bez epitelinde siddetli (+++)
boyanma gozlenirken ve stromada zayif (+) immiinoreaksiyon oldugu tespit edildi (resim 11).

Gebeligin 5.giiniinde uterus luminal epitelinde siddetli (+++) boyanma goézlenirken bez
epitelinde ve stromada orta siddetli (++) immiinoreaksiyon oldugu tespit edildi (resim 11).

Gebeligin 6.glinlinde uterus luminal epitel, bez epiteli ve stromada orta siddetli (++)
immiinoreaksiyon oldugu tespit edildi (resim 11).

454.2. Diisiitk Doz Grubu

Gebeligin 4.gliniinde VEGF primer antikoru ile indirek immiinohistokimyasal yontemle
boyanmis si¢an uterusu incelendiginde, uterus luminal epitel orta siddetli (++) boyanma
gozlenirken bez epitelinde ve stromada zayif (+) immiinoreaksiyon oldugu tespit edildi (resim
11).

Gebeligin 5.giiniinde uterus luminal epiteli ve bez epitelinde orta siddetli (++) ve stromada
zay1f (+) immiinoreaksiyon oldugu tespit edildi (resim 11).

Gebeligin 6.giiniinde uterus luminal epitelde ve bez epitelinde orta siddetli (++) boyanma

gozlenirken stromada zayif (+) immiinoreaksiyon oldugu tespit edildi (resim 11).
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4.5.4.3. Yiiksek Doz Grubu

Gebeligin 4.glinlinde VEGF primer antikoru ile indirek immiinohistokimyasal yontemle
boyanmis sigan uterusu incelendiginde, uterus luminal epitel siddetli (+++) boyanma
gbzlenirken bez epitelinde orta siddetli (++) ve stromada zayif (+) immiinoreaksiyon oldugu
tespit edildi (resim 11).

Gebeligin 5.glinlinde uterus luminal epitel siddetli (+++) boyanma go6zlenirken bez
epitelinde ve stromada orta siddetli (++) immiinoreaksiyon tespit edildi (resim 11).

Gebeligin 6.glinlinde uterus luminal epiteli ve bez epitelinde siddetli (+++) boyanma
gozlenirken stromada orta siddetli (++) immiinoreaksiyon tespit edildi (resim 11).

Istatistiksel olarak VEGF ekspresyonu acisindan gruplar arasinda anlamli farklilik

olmamustir (grafik 5).
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Resim 11: VEGF immunohistokimyasal boyama

53



3,50

3,00

2,50

o

2,00
1,5
1,0

0,00 |‘I |“ I‘I III I‘I I‘I “I I‘I II‘

0,5
4.gln 5.gln 6. gln 4.gun 5.gln 6. gln 4.gun 5.gln 6.gln

o

o

kontrol disuk doz yuksek doz
H luminal 2,20 2,60 2,00 1,20 1,80 2,00 2,20 2,40 3,00
M glanddler 2,20 1,80 1,80 1,00 1,80 1,80 1,80 1,80 2,60
M stroma 1,40 1,80 1,60 1,00 1,20 1,40 1,40 1,60 2,00

Grafik 5: VEGF immiinoreaktivitesinin istatistiksel degerlendirmesi

45.5. MMP-9
MMP-9 invazyon markeri oldugu icin gebeligin 4. ve 5. giiniinde ekspresyonu
izlenmemistir.
455.1. Kontrol Grubu
Gebeligin 6.glinlinde MMP-9 primer antikoru ile indirek immiinohistokimyasal yontemle
boyanmis sican uterusu incelendiginde; uterus luminal epitelde, bez epitelinde ve stromada
siddetli boyanma (+++) immiinoreaksiyon oldugu tespit edildi (resim 12).
45.5.2.  Diisiik Doz Grubu
Gebeligin 6.glinlinde MMP-9 primer antikoru ile indirek immiinohistokimyasal yontemle
boyanmis sican uterusu incelendiginde; uterus luminal epitelde, bez epitelinde ve stromada
orta siddetli boyanma (++) immiinoreaksiyon oldugu tespit edildi (resim 12).
45.5.3. Yiiksek Doz Grubu
Gebeligin 6.glinlinde MMP-9 primer antikoru ile indirek immiinohistokimyasal
yontemle boyanmis sican uterusu incelendiginde; uterus luminal epitelde, bez epitelinde ve
stromada zayif boyanma (+) immiinoreaksiyon oldugu tespit edildi (resim 12).
Yiiksek doz grubunda MMP-9 ekspresyonu azalmasi istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (grafik 6).
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Resim 12: MMP-9 immiinohistokimyasal boyama
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Grafik 6: MMP-9 immiinoreaktivitesinin istatistiksel degerlendirmesi
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Tablo 6: Gruplara ait semikantitatif skorlama ortalamalari.

ORTALAMALAR
KONTROL DUSUK DOZ YUKSEK DOZ

4.GUN 5.GUN 6.GUN 4.GUN 5.GUN 6.GUN 4.GUN 5.GUN 6.GUN

LUMINAL 2,20+£0,44 | 2,60+0,89 |2,00+0,70 | 1,20+0,44 | 1,80+0,83 | 2,00+1,00 |2.20+0,83 |2,40+0,54 | 3,00+0,00

é GLANDULER | 2,20+0,44 | 1,80+0,44 | 1,80+0,83 | 1,00£0,00 | 1,80+0,83 | 1,80+0,44 | 1,80+0,44 | 1,80+0,83 |2,60+0,54
> [STROMA 1,40+£0,54 | 1,80+0,44 | 1,60+0,89 | 1,00£0,00 | 1,20+0,44 | 1,40+0,54 | 1,40+0,54 | 1,60+0,54 | 2,00+0,00
. | LUMINAL 2,00£1,00 | 2,40+0,89 |2,42+0,53 |2,40+0,89 |2,50+0,83 |2,33+0,83 | 1,50+0,70 | 1,00+0,00 | 2,20+0,83
LI(DIJ GLANDULER | 1,40+0,54 | 1,80+0,44 |2.28+0,48 |2,20£0,83 | 1,50+0,83 |2,16+0,93 | 1,50+0,70 | 1,00+0,00 | 1,80+0,83
T [STROMA 1,00£0,00 | 1,80+0,44 |2,14+0,37 | 1,40+0,89 | 1,50+0,83 | 1,50+0,83 | 1,00+1,41 |0,50+0,70 | 1,20+0,83
~ | LUMINAL 1,75£0,50 | 1,60+0,54 |2,20+0,44 | 1,60+0,54 |2,20+0,44 |2,00+0,00 | 1,80+0,83 | 1,80+0,83 | 1,28+0,48
é 4 GLANDULER | 1,00+0,00 | 1,40+0,54 |2,40+0,54 |1,40£0,54 |2,00+0,00 |2,00£0,00 |1,40+0,54 |120+0,44 |1,14+0,37
Z | STROMA 1,00£0,00 | 1,20+0,44 | 2,60+0,54 | 1,40+£0,54 |2,0040,00 | 1,66+0,51 |1,20£0,44 | 1,00+0,54 | 1,28+0,48
. LUMINAL 1,00£0,50 | 1,00+0,63 | 0,74+0,37 | 1,16£0,40 | 1,16+0,40 | 0,75+0,40 | 1,75+0,54 | 1,60+0,54 | 1,40+0,51
g GLANDULER | 0,50+0,54 | 0,50+0,54 | 0,71+0,48 | 0,66+0,51 | 0,66+0,51 | 0,16+0,40 |0,75£0,44 | 0,80+0,44 | 0,80+0,42
= | STROMA 0,50+0,54 | 0,50+0,54 | 0,28+0,48 |0,16£0,40 | 0,16+0,40 | 0,16+0,40 |0,25+£0,54 | 0,40+0,54 | 0,50+0,52
o LUMINAL - - 2,60+0,54 - - 1,80+1,09 - - 1,66+0,70
CEL GLANDULER - - 2,600,54 - - 1,40+0,54 - - 1,33+0,70
= [STROMA - - 2,600,54 - - 1,60+0,89 - - 1,11+0,33
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Tablo 7: Gruplar aras1 immiinohistokimya sonuglarinin karsilastirilmasi.

GRUPLAR ARASI KARSILASTIRMA

4.GUN 5. GUN 6.GUN

LUMINAL 0,042* 0,235 0,061
é GLANDULER 0,005* 0,991 0,112
> STROMA 0,280 0,174 0,212
n LUMINAL 0,460 0,142 0,906
LI(DIJ GLANDULER 0,245 0,231 0,562
T STROMA 0,559 0,133 0,063
- LUMINAL 0,901 0,308 0,007~
5 GLANDULER 0,353 0,039* 0,002*
E STROMA 0,373 0,004* 0,011*
o LUMINAL - - 0,310
% GLANDULER - - 0,032*
= STROMA - - 0,095
S LUMINAL 0,131 0,598 0,426
g GLANDULER 0,552 0,575 0,039*
= STROMA 0,699 0,241 0,383
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Tablo 8: iki grup aras1 immiinohistokimya sonuglarinin karsilastiriimast.

iKi GRUP ARASI KARSILASTIRMA

4. GUN 5.GUN 6. GUN
KONTROL- | KONTROL- | DUSUK- | KONTROL- | KONTROL- | DUSUK- | KONTROL- | KONTROL- | DUSUK-
DUSUK YUKSEK YUKSEK | DUSUK YUKSEK YUKSEK | DUSUK YUKSEK YUKSEK
LUMINAL 0,032* 1,000 0,095 0,222 0,548 0,310 1,000 0,032* 0,151
é GLANDULER | 0,008* 0,421 0,032* 1,000 1,000 1,000 1,000 0,151 0,095
> STROMA 0,310 1,000 0,310 0,151 0,690 0,310 0,841 0,310 0,151
" LUMINAL 0,548 0,571 0,381 0,931 0,190 0,143 0,945 0,755 0,792
8| GLANDULER | 0,151 0,857 0,381 0,662 0,190 0,429 0,945 0,343 0,537
T STROMA 0,310 1,000 0,857 0,662 0,095 0,286 0,234 0,073 0,537
z LUMINAL 0,730 1,000 0,841 0,222 0,841 0,421 0,662 0,030* 0,035*
g GLANDULER | 0,413 0,413 1,000 0,151 0,690 0,032* 0,329 0,005* 0,008*
E STROMA 0,413 0,730 0,690 0,032* 0,690 0,008* 0,052* 0,010* 0,295
LUMINAL 0,114 0,730 0,177 0,699 0,945 0,417 0,945 0,417 0,492
% GLANDULER | 0,610 0,905 0,429 0,699 0,101 0,813 0,101 0,813 0,042*
= STROMA 0,914 0,730 0,537 0,394 0,731 0,475 0,731 0,475 0,313
o LUMINAL - - - - - - 0,310 0,042* 1,000
DEI- GLANDULER - - - - - - 0,032* 0,012* 0,699
= | STROMA - - - - - - 0,095 0,002* 0,364

58




5. TARTISMA

Implantasyon gebeligin gerceklesmesinde en dnemli asamalardan biridir. Bircok dis
faktor bu stireci olumsuz etkileyebilir. Giinliik hayatimizda bir¢ok igecek ve yiyecekte yer alan
kafeinin gebelik siirecinde kisitli tiiketimi Onerilmektedir. Fakat kafein tiiketiminin gebelik

suirecindeki etki mekanizmalar: tam olarak bilinmemektedir.

Deney hayvanlar1 iizerinde yapilan calismalarda prenatal kafein tiikketiminin
implantasyona olumsuz etkisi oldugu sadece implantasyon alan sayilari dikkate alinarak
degerlendirilmis (9,10), fakat hangi molekiil veya yolak {izerinden etkiledigi agiklanmamastir.
Calismamizda; kafeinin implantasyon iizerindeki etki mekanizmasini ¢6zmeyi hedefleyerek
sicanlarda prenatal donemde doz bagimli kafein tiiketimi ile implantasyon asamalarinda rol
oynayan molekiillerin iligkisi immiinohistokimyasal (VEGF, HB-EGF, MUC-1, aV[33 integrin,
MMP-9) olarak degerlendirildi. Yadegari ve ark. (2016) yaptiklar1 ¢alismada siganlara
gebeligin 1.giinii ile 5.giinleri arasinda 150mg/kg/giin kafein intraperitoneal yolla uygulamislar,
gebeliginin 7.glinde sakrifikasyon gerceklestrilerek prenatal yiiksek doz kafein tiiketiminin,
implantasyon alan sayisini azalttigini gostermisler (9). Biz ise calismamizda diisiik (30mg/kg,
oral gavaj) ve yiiksek dozlar1 (120mg/kg, oral gavaj) karsilastirdik, bu olumsuz etkiye yol agan
molekiiler mekanizmada oV3 integrin ve MMP-9 molekiillerinin azalmasinin rol oynadigini

gosterdik.

Jingjing Qian ve ark. (2018) farelerde prenatal diisiik (Smg/kg, oral/intraperitoneal) ve
yiiksek dozda (30mg/kg, oral/intraperitoneal) kafein tliketiminin embriyo gelisimi ve uterin
reseptivitesini olumsuz etkiledigini ve implantasyonda rol oynayan COX-2, Musin-1, LiF, Ltf,
Areg ekspresyonlarinda degisiklik oldugunu gozlemlemisler (61). Biz ise g¢alismamizda
siganlarda diisiik doz grubunda(30mg/kg, oral gavaj) implantasyonun etkilenmedigini, yiiksek
doz grubunda(120mg/kg, oral gavaj) implantasyonda azalma oldugunu gézlemledik. Ayrica

caligmamizda gruplar arasinda Musin-1 ekspresyonunda degisiklik kaydedilmedi.

Literatiirde kafeinin verilis yolu ile farkl1 ¢alismalar bulunmaktadir. igme suyuna ilave,
oral gavaj veya intraperitoneal uygulamalarda benzer farmokinetik etki oldugu gozlemlenmistir
(62). Bu yiizden biz de galismamizda giivenilir uygulama yontemi olarak oral gavaj uygulamay1
tercih ettik. Ayrica sican ve insandaki kafeinin benzer metabolik yolu nedeniyle (63)

sonuclarimiz kafeinin insan tireme sagligi izerindeki etkisini anlamada yardimci olabilir.

Calismalarda dikkat cekici bir bulgu olarak, kafeine verilen cevaplardaki bireysel

degiskenlik gozlenmistir. Fizyolojik kosullar altinda, adenosin reseptdrii antagonisti olarak
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kafein, etkilerini agirlikli olarak iki adenosin reseptorii alt tipi olan Al reseptérii ve A2a
reseptorii blokaji yoluyla gosterir (64) ve hepatik mikrozomlarda sitokrom-450 oksidaz enzim
sistemi (CYP1A2) tarafindan metabolize edilir. Adenozin reseptorleri ve CYP1A2'nin genetik
polimorfizmleri, bireyler arasinda farkli kafein duyarliliklarinin nedeni olabilir (65,66),
ornegin, A2a reseptoriiniin spesifik genetik polimorfizmi, insanlarda kafeine karsi gesitli
anksiyete / uyku yanitlarina katkida bulunur (67-69). Gebelikte diizenli olarak ve kabul edilen
miktarlarda kafein tliketen kadinlarin bir kisminda yiikksek CYP1A2 aktivitesi izlendigi ve
bunun sonucu olarak spontan diisiiklerin artmasi ve intrauterin biiyiime kisitlamalar1 oldugu
dogrulanmistir (70,71). Ayrica, spesifik CYP1A2 genotipleri olan kadinlar arasinda maternal
kafein alimi ile azalan fetal dogum boyutu veya tekrarlayan gebelik kaybi arasinda anlamli
korelasyonlar bildirilmistir (72, 73]. Bu sonuglar, kafein metabolizma genlerinin genetik
polimorfizmlerinin, maruziyetinin etkilerini belirledigini, kafeine maruz kaldiktan sonraki
gebelik sonuglarinin sadece doza bagli olmadigini, ayni zamanda belirli bir bireyin
metabolizma hiziyla da iligkili oldugunu gostermektedir. Calismamizda benzer sekilde yiiksek
doz grubunda farkli bulgular kaydettik. Ornegin, bir denekte gebeligin 2.giiniinde vaginal
kanama, bir bagska denekte uterus liimeninde ¢ok sayida 16kosit, eritrosit izlendi, bir baska

denekte ise stromada hemoraji seklinde bulgular kaydedildi.

Ozel kollajen 1if boyasi olan masson trikrom ile yaptifimiz boyamada
immunohistokimya bulgulari ile benzer bulgular gézlenmistir. 4.giinde heniiz implantasyounun
gerceklesmedigi, uterusda kollajen liflerin epitel altindaki stromada ve mezometriyal kisimda
dagilmis olarak boyandig: tespit edilmistir. Gebeligin 5.gliniinde ise kollajen liflerin uterusun
myometriyal tabakasina dogru yer degistirmeye basladiklar1 gozlenmistir. Bu kollajen liflerin
yer degistirmesinin desidual yatagin iyice genislemesi, hiicrelerin proliferasyonu ile gelismenin
rahat gerceklestirebilmesi amacina yonelik olabilecegi sdylenebilir. Gebeligin 6.giiniinde ise
kollajen liflerin artik tamamen myometrial tabakanin iistiine dogru itildikleri ve bir kisminin
mezometriyal tarafta lokalize olduklar1 gézlenmistir. Embriyonun gémiilmiis oldugu desidual
yatakta kollajen liflerin gozden kaybolmus olmasi, desidualizasyon siirecinde embriyonun
invazyonu gergeklestirebilmesi ve trofoblast ile desidual hiicreler arasinda ki adezyonu
kolaylastirabilmesi amaciyla oldugunu kanitlamistir (6). Yiiksek doz grubunda kollajen liflerin
myometriyuma dogru go¢ etmesinde yetersizlik oldugu gozlendi ve bu bulgu yiiksek doz
kafeinin desidualizasyonu olumsuz etkiledigini gosterdi. Bu bilgiyi teyit etmek amagh

desidualizasyon markeri olan molekiiliin ekspresyonunun degerlendirilmesine ihtiya¢ vardir.
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Implantasyon siirecinde uterin epitelyal ve stromal hiicrelerden salinan ¢ok sayida sinyal
molekiilii ve steroid hormonlart ile birlikte endometriyum reseptivite kazanir. Calismamizda bu

molekiillerden VEGF, HB-EGF, MUC-1, aVB3 integrin, MMP-9 kafein ile iliskisini inceledik.

Literatiirde kafeinin aVB3 integrin ve MMP-9 ile iliskisini arastiran g¢alismalar
bulunmaktadir. Cheng ve ark. kafeinin glioblastomda invazyona etkisini yani anti-kanser
etkisini arastirmiglar. Kafein verilen deney hayvanlarinda matriks metaloproteinaz-1 doku
inhibitori (TIMP-1) 'in mRNA's1 ve protein ekspresyonunun arttigi ve matriks metaloproteinaz-
2 (MMP-2)’nin azaldig1 kaydedilmistir. Ki67, p-p38, fosforile edilmis hiicre dis1 diizenlenmis
protein kinazlar1 (p-ERK) ve membrandz integrin B1 ve 3 miktar1 kafein ile azalmistir. Ayrica
kafein hayvan modelinde timor boyutunu, katepsin B ve Ki67 ekspresyonunu azaltmis. Kafein,
glioma hiicrelerinin ROCK-katepsin B / FAK / ERK sinyal yoluyla invazyonu azaltarak glioma
tedavisinde anti-kanser potansiyelini desteklemistir. Kafeinin etki mekanizmasini gorseldeki

yolak ile agiklamiglardir (74).
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Possible regulatory target and effects of Caffeine

Sekil 7: Kafeinin glioblastomada etki mekanizmasi (74)

MMP ve integrin arasindaki iliski farkli ¢alismalarda da incelenmistir. Ornegin, Raffetto
JD ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada varis patogenezinde MMP ve integrin iligkisini incelenmisler.
MMP'lerin varik6z venlerdeki rolii biiyiikk 6l¢iide ECM proteinlerinin bozulmasi seklinde
yorumlansa da, MMP'lerin VSM hiicre fonksiyonu tizerindeki etkileri, 6zellikle varikdz ven
olusumunun erken evrelerinde etkileri belirsizdir. Arg-Gly-Asp (RGD) amino asit dizisini
iceren peptitler, integrin reseptdrleri ile etkilesime giren onemli ligandlardir. Bu gozlemler,
MMP'lerin ECM proteinleri iizerindeki proteolitik aktivitesinin, VSM zar1 integrinlerini ve

kanal aktivitesini etkileyen, RGD peptitlerinin olusumunu artirabilecegi hipotezini arastirmislar
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ve Varis patogenezinde rol alan MMP-2 ile RGD ve integrin arasinda iliski olmadigi

gosterilmistir (75).

D'Onofrio PM ve ark. gozde optik sinir hasar sonrasi artan MMP nedeniyle retinal
ganglion hiicreleri i¢in esansiyel olan olan integrinin azaldig1 kaydedilmistir. G6zde MMP ile
integrin ekspresyonu arasinda negatif feedback oldugu kaydedilmis. Aksotomi ile FAK yolagi
sayesinde MMP inhibisyonu ve RGD - integrin artis1 gosterilmistir (76).

Implantasyon déneminde endometriyum reseptivitesi agisindan birbirini etkileyen,
tetikleyen veya baskilayan pek ¢ok faktér rol oynamaktadir. Bu acgidan bakildiginda;
caligmalarda farkli protokoller, farkli calisma gruplari ve farkli zamanlar kullanilmakta ve dogal
olarak bunlarin sonuglari da -implantasyon pencere donemi olduke¢a kisa oldugu i¢in- ¢alismada

kullanilan reseptivite belirtegleri agisindan farkli sonuglar ortaya ¢ikarabilmektedir.

Embriyoyu endometriyum epitelinde ilk karsilayan yapi, anti-adezyon molekiillerinin
olusturdugu bariyer oldugu bilinmektedir. Anti-adezyon molekiilleri implantasyon sirasinda
olusturduklar1 dogal bariyeri yikarak, epitelyal adezyon molekiillerinin baglanmay1
gerceklestirmelerini kolaylastirmasi gerekmektedir (77). Musinler i¢inde en ¢ok dikkat ¢ceken
MUC-1’dir. MUC-1 hiicrelerde adezyon ve anti-adezyon kuvvetleri arasindaki hassas dengeyi
olusturur. Yapilan calismalarda farelerde MUC-1 epitel hiicrelerinde kuvvetlice eksprese
edilirken, implantasyon fazi boyunca yiizey epitelinde down-regiile edilir. Bu bulgulara
dayanilarak MUC-1 in ekspresyonundaki bu azalma blastosist tarafindan tiretilen sinyallerin

vasitasiyla gergeklestigi diistiiniilmektedir (78).

Calismamizda tiim gruplarda 6zellikle 4.giin endometriyum liimen epitelinde yogun bir
MUC-1 immiinoreaksiyonu gozlenmistir (resim 8). MUC-1 in kuvvetli saliniminin,
implantasyondan Once epiteli koruyan bir bariyer olusturdugunun gostergesi olarak
degerlendirilmistir.  6.glinde ise epiteldeki ekspresyonunun azaldiginin  goézlenmesi
implantasyonun kolaylastirilmasina yonelik olabilir. Seren ve ark. yaptiklar1 calismada MUC-
I’in 6.giinde azalip 7.glinde liimen epitelinde kaybolmasi ile adezyon molekiillerinin ortaya
ciktign bilgisini teyit etmislerdir. Implantasyon sirasinda MUC-1 ortadan kalkti§1 zaman,
trofoblast ve endometriyum epitelindeki adezyon molekiilleri birbirine baglanma asamasina

girmektedirler.

HB-EGF, implantasyon sirasinda embriyo-uterin etkilesiminin erken donemde eksprese
olan 6nemli bir molekiil olarak tanimlanmaktadir. HB-EGF, farkli tiirlerin implantasyonu

sirasinda hem blastosiste hem de uterusta eksprese edilir ve genomik HB-EGF mutant fareleri
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kullanan g¢alismalar, HB-EGF'nin maternal eksikligini implantasyonun gecikmesi ve riskli

gebeliklere yol agtigini gostermistir (79).

Jia Yuan ve ark. Yalanci gebelik olusturulan farelerde HB-EGF ile muamele edilmis
blastosist boyutundaki bilyeleri transfer ederek, HB-EGF'nin embriyo ve endometriyal

bezler arasindaki iletisim igin bir tetikleyici oldugunu gostermisler (80).

Hyuk ve ark. gebe siganlarda gebeligin ilk giintinden 20. giinline kadar hergiin 3’er adet
sigan olacak sekilde sakrifikasyon gergeklestirmisler ve implantasyonda rol oynayan
molekiillerin mRNA diizeylerinin incelemislerdir. HB-EGF, gebeligin 4.giinlinde (GD4)
anlamh yiikselis gosterdigi, ancak ve hamileligin ortasinda (GD12) en yiiksek ekspresyon
gosterdigini bulmusglar. Calismalarinda gebeligin 4.giinlinii implantasyon giinii olarak kabul

etmislerdir (81).

Aa ve ark. gebe sicanlarda yaptiklari ¢alismalarda implantasyon giinlinii gebeligin
5.gilinli olarak kabul etmisler ve HB-EGF ekspresyonunu en yiiksek 5.giinde izlemislerdir.
Bizde ¢alismamizda uyumlu olarak HB-EGF ekspresyonunu en yiiksek 5.glinde kaydettik.

Implantasyon sirasinda uterus damar gegirgenligi ve anjiyogenezde VEGF ¢ok
onemlidir. Calismamizda kontrol ve diisiik doz grubunda 6zellikle luminal epitelde 5. glinde en
yogun VEGF immiinreaktivitesi gozlenirken, yiiksek doz grubunda en yogun ekspresyon
6.glinde gozlendi. Ve ayrica yliksek doz grubunda VEGF ekspresyonu diger gruplara gore daha
yogun boyanma kaydedildi. Bu sonucu kafeinin genel olarak anjiogenezi arttiric1 etkisine
bagladik. Bir bagka calismada ise kafein doza bagimli olarak anjiogenezi azalttig

vurgulanmistir. Bu etkide thrombospondin-1 (TSP-1) rol oynadigi gosterilmig(82).
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6. SONUCLAR

Sicanlarda prenatal kafein tiiketiminin doza bagimli olarak implantasyon siirecine etki
mekanizmasini aragtirmak amaciyla immiinohistokimyasal tekniklerle yapilan bu calismada

elde edilen sonuglar sdyle 6zetlenebilir:

Calismamizda disiik kafein grubundaki bulgular kontrol grubu ile uyumlu olup
herhangi bir patolojik durum kaydedilmemistir. Yiiksek doz grubunda ise implantasyon alan
sayisinda anlamli derece azalma gozlendi. Bu olumsuz etkiye yol agan molekiiler mekanizmada

aVB3 integrin ve MMP-9 molekiillerinin azalmasinin rol oynadigini gosterdik.

Endometriyum reseptivitesini saptamak i¢in kullanilan pek ¢ok belirteg vardir ancak
bunlarin higbiri kendi basina reseptiviteyi tam olarak saptayacak nitelikte ya da saptamaya
yeterli degildir. Endometriyumun reseptif oldugu dénem olduke¢a kisadir ve pek ¢ok faktor

reseptiviteye olumlu ya da olumsuz katkida bulunmaktadir.

Implantasyon basarisizligina ve endometriyum reseptivitesinde yetersizlige neden olan

sorun ya da hastalik patogenezini ortaya koymak i¢in daha fazla arastirma yapilmalidir.

Arastirmalarda Q-PCR, Western Blot gibi daha spesifik olarak verilerin elde edildigi
yontemler de kullanilmali, ¢ok daha fazla belirte¢ incelenmeli, bunlarin birbirini nasil
tetikledigini ya da baskiladigin1 ortaya ¢ikarabilecek molekiiler mekanizmalar {izerine daha

fazla agirlik verilmelidir.

Kafeinle ilgili ulastigimiz immiinohistokimyasal bulgular, kadinlarda prenatal kafein
tiketiminin kisitlamasinin  6nemini vurgulamistir. Gelecekte tekrarlayan implantasyon
basarisizliklar1 ve endometriyal reseptivite bozukluklar1 yasayan ve benzer yolak tizerinden etki
eden kimyasallarin tiiketiminin sorgulanmasi gerektigini ve yeni tedavi protokollerinin
olusturulmasinda eksik molekiillerin yerine konulmasi gerektigine dikkat ¢eken 6n ¢aligma

niteliginde umut verici bir ¢alisma oldugunu diisiiniiyoruz.

Literatiirde prenatal donemde tiiketilen kafeinin endometriyumda secti§imiz
implantasyon markerlerinin ekspresyonuna etkilerini inceleyen ¢aligmalara rastlanmamustir.
Sundugumuz bu ¢alisma bu konuda siirli bir 6n degerlendirme olarak kabul edilebilir, ancak
implantasyonda onemli rol oynayan diger markerlarin da molekiiler mekanizmasinin

bozulmasiyla ilgili kapsamli ¢caligmalar yapilmalidir.
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Sonug¢ olarak, verilerimiz hamileligin erken donemindeki kafein tliketiminin
endometriyum reseptivitesini bozdugu ve embriyo implantasyonunu olumsuz etkiledigini
gostermistir. Calismamizda kafeinin tiiketim siiresinin, gebe kalmayr planlayan kadinlar i¢in
kafein aliminin kisitlanmasinin 6zellikle pre-implantasyon doneminde 6nemli oldugu sonucuna

vardik.
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