AYSEL AKYUZ CIVAN iISTANBUL UNIVERSITESI SAG. BiL. ENST. YUKSEK LiSANS TEZi ISTANBUL-2019



T.C.
ISTANBUL UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

YUKSEK LiSANS TEZIi

TEKRARLAYAN iIMPLANTASYON BASARISIZLIGI OLAN
HASTALARDA ENDOMETRIUMDA OLUSTURULAN LOKAL
HASARLANMA ETKILERININ ISIK VE ELEKTRON
MiKROSKOBIK INCELENMESI

AYSEL AKYUZ CiVAN

DANISMAN
DOC. DR. SiBEL KOKTURK

HiSTOLOJI VE EMBRiIYOLOJIi ANABILIiM DALI
HiSTOLOJIi VE EMBRiYOLOJi PROGRAMI

ISTANBUL-2019




TEZ ONAYI

(Bu sayfa yerine, basarili gegen Tez Smavi sonrasi sinav tutanagi ekinde yer alan Tez Onay
sayfasi gelecektir.)



ITHAF

Beni bugiinlere getiren sevgili Annem Asiye Akyiiz ve sevgili Babam Suat

Akyiiz’e, Kardesim Bahadir Han Akyiiz’e, yiiksek lisans doneminde hayatima dahil olan
Esim Onur Civan ve Oglum Ozan Efe Civan’a ithaf ediyorum.






Vi

TESEKKUR

Tezimin ilerleyen asamasinda degerli bilgileriyle bana yol gdsteren ve destegini
hi¢bir zaman esirgemeyen saym danigman hocam Dog. Dr. Sibel Koktiirk’e, lisansiistii
egitimim boyunca ve tez dizaynimin olusturulmasinda her tiirlii yardim ve manevi
destekleri icin Prof. Dr. Biilent AHISHALI’ ya, istanbul Universitesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali Baskan1 Prof. Dr. Seyhun SOLAKOGLU, Dog. Dr. Tugba
KOTIL, Dr Ogretim Uyesi Elif KERVANCIOGLU DEMIRCI ve emekli hocalarimiz
Prof. Dr. Leyla TAPUL ve Prof. Dr. Ayhan BILIR e,

Deneylerimin planlanmasi ve yiiriitiilmesinde hi¢ zaman destegini esirgemeyen
Istanbul Universitesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Béliimii Reprodiiktif Endokrinoloji
Ana Bilim Dali Bagkani1 Prof. Dr. Necip Erkut ATTAR’ a ve Acibadem Saglik Grubu
Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dal1 6gretim iiyesi Prof. Dr. Ercan Bastu’ ya,

Tim yliksek lisans egitim slirecim boyunca her tiirlii asamada ve konuda
yanimda olan, en biiyiik destekcilerim Tibbi. Bio. Ilkay OZDEMIR ve yiiksek lisans
ogrencisi Bio. Sibel DOGAN’ a,

Destegini higbir zaman esirgemeyen ve 1sitk mikroskop asamasinda teknik
konularda bana her zaman yardimc1 olan degerli anabilim dalimiz ¢alisanlar1 Selahattin
UNAL, elektron mikroskopik takip asamasindaki yardimlarindan dolayr Bio. Funda
ONAR, Uzm. Bio. Fadime AKTAR ve Uzm. Bio. Ebru KARABULUT AKYON’e,

Her zaman ve her konuda yanimda olan, desteklerini esirgemeyen Aras. GOr.
Asli ERDOGAN, Aras. Gor. Tugba EKIZ YILMAZ, Aras. Gor. Hasan Serdar MUTLU,
Aras. Gor. Emel USTA, tipta uzmanlik Ogrencisi Fatmanur KARAKUS, doktora
ogrencisi Feride OZDEMIR, PhD. Niliifer AYTURK ve PhD. Tiirkan SARIOGLU’ na,

Egitimim boyunca her zaman bana gii¢ veren ve inanan Dr. Giilden OZSOY" a,
Dr. Semra TAMER LEVENT ve Uzman Biyolog Bilge CELIK BERBEROGLU’ na ve

tiim aileme tesekkiir ederim.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: 31494






viii

ICINDEKILER
TEZ ONAY | ettt e et e e e ettt e e e e anb bt e e e anbaeeas 11
105 N SRR I
TESEKKUR......coiiiiiieteeeeeeteee ettt es et ee st s et st es ettt n et te s saetere e, Vi
ICINDEKILER .....oooiiiiitieeeeeeee ettt ettt n ettt st n s Viii
TABLOLAR LISTEST ...ttt X
SEKILLER LISTESI.....viuiiiitiiieecee e Xi
SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI ....ocviviiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e Xiv
L@ )/ = RO XV
ABSTRACT ettt et e e et a e e e e e XVil
1. GIRIS VE AMAC ..ottt a s ea et s e n st n e, 1
2. GENEL BILGILER ......ccoviiotiiitiieeeeteees et st st es e s te s te s s eaeaeas 3
2.1, ULEIUS HISTOIOJISH ... vttt ettt 3
2.1.0. PErIMELIIYUM Loiiie it e st s et et e et e et e e et e e e nnb e e e sraaeennaeeennneeeanneneas 3
2.1.2. MIYOMEIIIYUM ..ottt ee ettt e e et e e st a e et e e et e e e nnaa e e snaeeennneaeanreneas 3
2.1.3. ENAOMELITUM ... 4
2.2. Menstrual STKIUS ...........cooiiiiiiii 4
2.2.1. Proliferatif Faz...........cooiiiiiiiiiiic 4
2.2.2. SEKIBIUAI FAZ ..ot 5
2.2.3. MENSEIUAI FAZ ... 5
2.3. Blastosist GelISIMESI........ceviiiiiiiiiiiiiiicceeeeeee et 6
2.4, IMPIANTASYON .....vevvievceeieietceeee ettt ettt ettt n ettt nebesns 7
2.5. Endometrium Yiizey ve Bez Epiteli......ccccooiiiiiiiiiiiiiicc e 7
2.5.1. Endometrium YUzey EPiteli......cccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiesicenie e 7
2.5.1.1. Mikrovillus Hiicreleri (Z=MIKrovilli)........cccoooviiiiiiiiiiiiiiiiiiicceee i 7
2.5.1.2. PINOPOde HUCTEIETT.....ccuveiiiiiiiiii et 8
2.5.1.3. VaKUOl HUCTRIETT .....ceeiiiiiiieiiiiiiie ettt 8
2.5. 1.4, SillE HUCTEIET ..ttt 8
2.5.2. Bez Epitelil HUCTEIOT1. .. .uuiiiiiiiiieiiiiiie ettt 9
2.5.2.1. MiKrovilllis HUCTEIETT ......uvveeiiiiiiieeiiiiie ettt 9

2.5.2.2. PINOPOde HUCTEIETT.....ccuvviieiiiiiii et 9



2.5.2.3. VaKUOl HUCTEIETT ...ccovviieiiiiie ittt 9
2.5.2.4. Silll HUCTCICT ...ttt 10
2.6. Endometrium Epitelinde Bulunan Ozel Yapilar .............ccccceoeeveeienenenerererenenane, 10
2.6.1. Multilameller CISIMCIKIEN ..o 10
2.6.2. Niikleolar Kanal SISteMI .........eeiiiiiiiiiiiiiiiie ettt 10
2.7. Endometrium Glikojen IGerifi...........covoviviveverivereiiieiieeieesee e 12
2.8. Losemi INhibitdr FAKIOT ........c.eveveeeeeeeeiieeieeeteee et en et 12
2.9. LIF-STAT SINYaliZaSYONU ......cccuviiiiiiiieiie e 13
2.10. LoKal Hasarlanma...........coveiiiiiiiecsieseeseee e 14
3. GEREC VE YONTEM......cocoioiitiiiteeeteeeeteeeee et 16
3.1. Endometrium Doku Orneklerinin TOPIANmMast...........ccoeveveveeirirereresrereeiesrerenenns 16
3.2. Istk Mikroskobik YONteMICT ..........uuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiee et 17
3.2.1. Hematoksilen Eosin BoOyamasi...........cooooviiiiiiiiiiiiiiiic e 18
3.2.2. Masson Trikrom BOyamast ..........ccccceeiiiiiiiiiiiiiic e 18
3.2.3. Immiinohistokimyasal Boyamalar ............c.ccocceveeevereiveeiereseeseesessiese e 18
3.2.3.1. LIF ve LIF-R immiinohistokimya BOYamasl ............ccccoceevererrererveresnerennn. 18
3.3. Elektron Mikroskobik Yontemler..........cccoooiveviiiiiiiiii e 20
4. BULGULAR ..ottt e e e e 21
4.1. ImmiinohistoKimyasal BUIQUIAT .............cc.cceevieivieeeeceiseeeeece e, 21
4.2. Histokimyasal BUIQUIAK ............ccoiiiiiieis e 29
4.3. Elektron Mikroskobik Bulgular.............cccoooiviiiiii e 39
4.3.1. Birinci Grup Yiizey Epiteli Elektron Mikroskop Bulgulari ...........ccccccceeennns 39
4.3.2. Birinci Grup Bez Epiteli Elektron Mikroskobi Bulgulart .............cccccceienennns 48
4.3.3. Ikinci Grup Yiizey Epiteli Elektron Mikroskop Bulgulari.............ccc.cocuevene... 50
4.3.4. Ikinci Grup Bez Epiteli Elektron Mikroskobu Bulgulari..............ccc.cocueuenee. 60
0. TARTISMA L.ttt e e e as 65
KAYNAKLAR ettt e e e e e e anees 71
HAM VERILER ...ttt 83
FORMLAR .ttt e et e e st e e e s b e e e 84
ETIK KURUL KARARI ...ttt 85
PATENT HAKKI IZNI ..ottt 87
INTIHAL RAPORU ILK SAYFAS ..ottt 88

OZGECMIS ..ottt ettt ettt ettt et et e e 89



TABLOLAR LIiSTESI

Tablo 3-1: Immiinreaktivite Skor (IRS) hesaplamasi..............ccoveveveverererereeereeeieieennans 19
Tablo 4-2: Birinci ve ikinci gruba ait yiizey ve bez epiteli LIF ve LIF-R ortalama

IRS£SEM degerlerini gosteren tablo ..........ccooocvveiiiieiiiie e 22



Xi

SEKILLER LISTESI
Sekil 2-1: Ovaryan ve Menstrual SiKIUS (25) .......cccooviiiiiiiiiiii e 6
Sekil 2-2: Endometrium Yiizey Epiteli Hlicre Tipleri........coccovvviiiiieiiiiiiiiiiiciec e 9
Sekil 2-3: Endometrium Bez Epiteli Hiicre Tipleri.........cccoooiiiiiiiiiniiiieic e 10
Sekil 2-4: Implantasyon Dénemi LIF ve LIF-R ..........cccocovoviviviieiiiieeeeeeeeee e, 13
Sekil 2-5: LIF- Stat SINYaliZaSYONU ..........coiiiiiiiiiieiie s 14

Sekil 3-1: a) Spekiiliim b) Pipelle Kateter c) Pipelle Kataterin Uterusa Uygulanmasi...17
Sekil 4-1: Birinci ve ikinci grubun yiizey ve bez epiteli LIF IRS Ortalama + SEM
degerlerini gOsteren Erafik. ..o 22
Sekil 4-2: Birinci ve ikinci grubun yiizey ve bez epiteli LIF-R IRS Ortalama + SEM
degerlerini gOsteren Erafik. .........ccovviiiiiiiiiiii e 23
Sekil 4-3: Birinci grubun endometrium biyopsi O6rneginin LIF immiinohistokimya
boyamasinin yiizey ve bez epitelini gosteren 151k mikroskobu fotografi. ..............e.... 24
Sekil 4-4: ikinci grubun endometrium biyopsi orneginin LIF immiinohistokimya
boyamasinin yiizey ve bez epitelini gosteren 151k mikroskobu fotografi. ..........cc..oe... 25
Sekil 4-5: Birinci grubun endometriumunun  biyopsi  Orneginin  LIF-R
immiinohistokimya boyamasinin bez epitelini gosteren 151k mikroskobu fotografi. ...... 26
Sekil 4-6: Birinci grubun endometriumunun  biyopsi  Orne8inin  LIF-R
immiinohistokimya boyamasinin yiizey ve bez epitelini gosteren 1sik mikroskobu
FOTOGTATN. Lvvveiiiie et 27
Sekil 4-7: Ikinci grubun endometriumunun biyopsi érneginin LIF-R immiinohistokimya
boyamasinin ylizey ve bez epitelini gosteren 1s1k mikroskobu fotografi. .................... 28
Sekil 4-8: Ikinci grubun endometriumunun biyopsi 6rneginin LIF-R immiinohistokimya
boyamasinin yiizey ve bez epitelini gosteren 151k mikroskobu fotografi. ...................... 29
Sekil 4-9: Birinci grubun endometrium biyopsi orneginin 11k mikroskobu fotografi.
Hematoksilen ve EOZIN DOYASL. .......uiviiiiiiiiiiiiiic e 31
Sekil 4-10: Ikinci grubun endometrium biyopsi 6rneginin 151k mikroskobu fotografi. ..32
Sekil 4-11: Birinci grubun endometrium yiizey epitelinin 151k mikroskobu fotografi.
Hematoksilen ve EOZIN DOYASL. .......uiiiiiiiiiiiiiiiiee e 33
Sekil 4-12: Birinci grubun endometrium bez epitelinin 151k mikroskobu fotografi.

Hematoksilen ve EOZIN DOYASL. .....uuiiiiiiiiiiiiiiiiie et 34



Sekil 4-13:

xii

Ikinci grubun endometrium yiizey epitelinin 151tk mikroskobu fotografi.

Hematoksilen ve EOZIin DOYASI. ........oiiiiiiiiiiiiiiiiciiic e 35

Sekil 4-14: Ikinci grubun endometrium bez epitelinin 15tk mikroskobu fotografi.

Hematoksilen ve EOZiN DOYASI. ........uiiiiiiiiiiiiiiiic e 36

Sekil 4-15

. Birinci grubun endometrium yiizey ve bez epitelinin 151k mikroskobu

fotografi. Masson trikrom DOYASI. ........uveiiviiiiiiiiiiie et 37

Sekil 4-16: Ikinci grubun endometrium yiizey ve bez epitelinin 151k mikroskobu

fotografi. Masson trikrom DOYASL. .......cccurvviiiiiiiiie e 38
Sekil 4-17: Birinci grup yiizey epiteline ait elektron mikroskobu fotografi................... 40
Sekil 4-18: Birinci grubun yiizey epiteline ait elektron mikroskobu fotografi, .............. 41
Sekil 4-19: Birinci grup yiizey epiteline ait elektron mikroskobu fotografi................... 42
Sekil 4-20: Birinci grubun yiizey epiteline ait elektron mikroskobu fotografi................ 43
Sekil 4-21: Birinci grubun yiizey epiteline ait elektron mikroskobu fotografi............... 44
Sekil 4-22: Birinci biyopsi hasta grubuna ait elektron mikroskobu fotografi. ............... 45
Sekil 4-23: Birinci grup yiizey epiteline ait elektron mikroskobu fotografi................... 46
Sekil 4-24: Birinci grup yiizey epiteline ait elektron mikroskobu fotografi................... 47
Sekil 4-25: Birinci grup bez epiteli elektron mikroskobu fotografi. ..........ccccveviveerinnnnn 48
Sekil 4-26: Birinci grup bez epitel microvillus hiicreleri (MH). .......ccccccoeeiiiiiiiiiinnnnnn. 49
Sekil 4-27: ikinci grup yiizey epiteline ait elektron mikroskobu fotografi. ................... 51
Sekil 4-28: ikinci gruba ait yiizey epiteli elektron mikroskobu fotografi. ..................... 52
Sekil 4-29: ikinci gruba ait yiizey epiteli elektron mikroskobu fotografi. ..................... 53
Sekil 4-30: ikinci grup yiizey epiteline ait elektron mikroskobu fotografi. ................... 54
Sekil 4-31: Ikinci grup yiizey epiteline ait elektron mikroskobu fotografi. .................. 55
Sekil 4-32: Ikinci grup yiizey epiteline ait elektron mikroskobu fotografi. ................... 56
Sekil 4-33: Ikinci grup yiizey epiteline ait elektron mikroskobu fotografi. ................... 57
Sekil 4-34: Sekil 4.3.3.8 Ikinci grup yiizey epiteline ait elektron mikroskobu fotografi.
.................................................................................................................................... 58
Sekil 4-35: Sekil 4.3.3.9. Ikinci grup yiizey epiteline ait elektron mikroskobu fotografi.
.................................................................................................................................... 59
Sekil 4-36: Ikinci grup yiizey epiteline ait elektron mikroskobu fotografi. ................... 60
Sekil 4-37: Ikinci grup bez epiteline ait elektron mikroskobu fotografi. ....................... 61
Sekil 4-38: Ikinci grup bez epiteline ait elektron mikroskobu fotografi. ....................... 62
Sekil 4-39: Ikinci grup bez epiteline ait elektron mikroskobu fotografi. ....................... 63



Xiii

Sekil 4-40: Ikinci grup bez epiteline ait elektron mikroskobu fotografi. ....................... 64



SEMBOLLER / KISALTMALAR LISTESI

Dilatasyon ve kiiretaj: D&C

Glikoprotein 130: gp 130

In Vitro Fertilizasyon: IVF

Janus Kinaz: JAK

Losemi inhibitor faktor reseptorii: LIF-R
Losemi inhibitor faktor: LIF

Mikrovillus Hiicresi: MH

Mitojenle Aktive olan Protein Kinaz: MAPK
Miiltilameller Cisim: MLC

Niikleer Kanal Sistemi: NCS

Pinopode Hiicresi: PH

Silli Hiicre: SH

Sinyal Transdiiserlerinin Transkripsiyon: STAT
Tekrarlayan implantasyon basarisizlig: : TIB
Uridin Difosfat Glukoz: UDP

Vakuol Hiicresi: VH

Yar1 Kantitatif Immiinreaktivite Skorlamasi: IRS

Xiv



XV

OZET

CIVAN AA. Tekrarlayan Implantasyon Basarisizligi Olan Hastalarda Endometriumda
Olusturulan Lokal Hasarlanma Etkilerinin Isik ve Elektron Mikroskobik incelenmesi.
Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Histoloji ve Embriyoloji Programu.

Yiiksek Lisans Tezi. 2019

Tiip bebek tedavisinde iyi kalitede embriyo transferine ragmen gebe kalmadaki
basarisizlik 6nemli bir sorundur. Endometriumda olusturulan lokal hasarlanma ile
implantasyon basarist ve canli gebelik oranlarinin arttig1 saptanmustir. Literatiirde lokal
hasarlanma {izerine bir¢ok ¢alisma yapilmis olmasina karsin islemin implantasyon

oranini artirma slirecindeki mekanizmalar heniiz tam olarak ortaya konamamastir.

Bu bilgiler 1s181inda planladigimiz tez ¢alismamizda tekrarlayan implantasyon
basarisizlig1 olan 25-35 yas arast 8 kadinin endometriumuna menstrual siklusun 21.
giinlerinde lokal hasarlanma uygulanarak biyopsi 6rnekleri alindi. Bir sonraki menstrual
siklusun ayn1 giiniinde alinan biyopsi 6rneklerinde lokal hasarin etkileri degerlendirildi.
Endometrium biyopsileri 151k mikroskobik takip sonrasi parafin ve elektron
mikroskobik takip sonrast Epon’a gomiildii. Parafin kesitlerde hematoksilen eozin
boyasiyla genel morfolojik degisiklikler ve Masson trikrom boyasiyla bag dokusu
elemanlarindaki degisiklikler incelendi. Implantasyon belirteci olan 16semi inhibitor
faktor (LIF) ve 16semi inhibitor faktor-Reseptorii (LIF-R)’nin endometrium yiizey ve
bez epitelindeki lokalizasyonu ve immiinoreaktivite siddeti immiinohistokimyasal
olarak degerlendirildi. Epon bloklardan alinan ince kesitlerde endometrium yiizey ve

bez epiteli elektron mikroskobik olarak degerlendirildi.

Calismamizda hastalarda olusturulan lokal hasarlanma sonrasi endometrium
ylizey ve bez epitelinde LIF ve LIF-R immiinoreaktivitesinin arttig1 ve ultrastriiktiirel
farklar oldugu saptanmistir. Bu sonuglar tekrarlayan implantasyon basarisizligir olan
hastalar i¢in, lokal hasarlanmanin endometrium yiizey ve bez epiteli lizerindeki olumlu

etkileri oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Tekrarlayan Implantasyon Basarisizligi, Losemi inhibitor

faktdr, Losemi Inhibitdr Faktor Reseptorii, Endometrium, Lokal Hasarlanma
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ABSTRACT

CIVAN, AA An Evaluation of the Effects of the Local Injury to the endometrium of
Women with Recurrent Implantation Failure with the Light Microscope and the
Electron Microscope. Istanbul University, Institute of Health Science, Histology and
Embryology Program, Master Thesis. Istanbul 2019

In spite of good quality embryo transfer, the failure in successful conception in
IVF treatment remains a major problem, whilst it is reported that local injury to the
endometrium increases the implantation rate and viable pregnancy. Although a number
of clinical studies have been carried out on the outcomes of endometrial local injury, the
mechanisms that are involved in increasing implantation rate have not been elucidated.

In this study, endometrial biopsies of local injury are performed on 8 women aged 25 to
35 years old with recurrent implantation failure who have undergone 21. day of their
endometrial cycle. On the same day of the next menstrual cycle, the effects of local injury in the
biopsy samples are assessed. The endometrial biopsies are embedded in paraffin for light
microscopy and in Epon for electron microscopy once the processing is done. In paraffin
sections, alterations in endometrial morphology are evaluated by hematoxylin and eosin staining
while alterations in connective tissue components are determined by Masson trichrome staining.
The localization and immunoreactivity of implantation markers LIF and LIF-R on the
endometrial surface and in the endometrial glands are evaluated by immunochemistry. Thin
sections from Epon blocks are assessed with the electron microscope in order to reveal cellular

alterations in the ultrastructure of the endometrium.

In our study, we observe an increase in LIF and LIF-R immunoreactivity of
endometrial surface and gland epithelium. At the same time, ultrastructural differences
are found after local injury in patients. These results indicate that local injury has
positive effects on endometrial surface and gland epithelium for patients with recurrent

implantation failure.

Keywords: Recurrent Implantation Failure, Leukemia Inhibitory Factor,

Leukemia Inhibitory Factor Receptor, Endometrium, Local Injury



1. GIRIS VE AMAC

Blastosistin ileri gelisme gosterebilmesi i¢in endometriuma yuvalanmasi olarak
bilinen implantasyon, genetik olarak farkli embriyonik ve maternal dokularin basarili

bir sekilde kaynasmasi olarak tanimlanir (1,2).

Endometrium embriyo implantasyonunun gergeklesebilmesi i¢in menstrual
siklusun 19-23. giinlerinde uygun duruma gelir ve bu donem "implantasyon penceresi"
olarak adlandirilir (3,4). Bu donemde blastokistteki trofoblast hiicrelerinin uzantilari,
endometriumun epitel hiicrelerinin apikal yilizeyindeki pinopod adi verilen kiiciik
cikintilarla baglanirlar (5). Mantar seklinde hiicreler olan pinopodlar endometriyal
reseptivitenin en O6nemli belirtecidir (6). Endometriyal reseptivite baslica ovaryan
steroidlerle diizenlenirken bu siirecte dolayli olarak c¢esitli biiylime faktorleri ve

sitokinlerde rol oynamaktadir (7).

Iyi kalitede embriyo transfer edilmesine ragmen gebe kalmadaki basarisizlik in
vitro fertilizasyon (IVF) uygulamalarinda &nemli bir sorundur (8). Endometriumda
olusturulan lokal hasarlanmanin TiB olan hastalarda tedavi edici etkisinin oldugu
goriilmiistiir. Basit bir kaniil yardimiyla uygulanan bu islemden sonra tekrarlayan
implantasyon basarisizligit yasayan hastalarda canli gebelik oranlarinin arttigi
saptanmistir (9). Lokal hasarlanma ile ilgili bir¢ok klinik arastirma yapilmasina ragmen,
islemin hangi mekanizmalar iizerinden etki ettii konusu heniiz agikliga
kavusturulamamustir (10). Diger taraftan LIF ilk kez farelerde myeloid M1 hiicrelerinin
makrofaja doniismesini uyaran bir faktor olarak tanimlanmistir. Sitokin ailesinin bir
iiyesi olan LIF’in insan endometriumunda implantasyon penceresi doneminde ylizey ve
bez epitelinin yani sira stromada da eksprese edildigi bildirilmistir (11-13). LIF hiicreler
iizerinde etki gosterebilmek i¢in heterodimerik yapidaki LIF-R ile baglanmaktadir. LIF-
R’ de insan endometriumunun yiizey epitelinde sekretuar evrede eksprese oldugu
saptanmistir  (14). Yapilan bir caligmada implantasyon penceresi ddneminde
endometrium ylizey epitelini olusturan hiicrelerde embriyo implantasyonunda etkin rol
oynayan pinopodlarin gelismesiyle birlikte es zamanli olarak endometrium bez
epitelinde LIF ve ylizey epitelinde LIF-R’nin giiclii bir sekilde eksprese edildiginin
bulunmus olmasi bu sitokinin implantasyonda énemli rol oynadigina isaret etmektedir

(15). Buna ek olarak LIF geninde meydana gelen bir mutasyon sonrasinda implantasyon



basarisizliginin goriilmiis olmasi da LIF’in bu siirecteki etkinligine dair ek bir kanit

olusturmaktadir (16).

Yukaridaki bilgiler 1s181inda, tez calismamizda IVF siklusu uygulanmis ve iyi
kalitede embriyo verildigi halde implantasyon basarisizligt yasayan hastalarda
menstriial siklusun sekretuar evresinde lokal hasarlanma tedavi yontemini uyguladiktan
sonra takip eden siklusun sekretuar evresinde alinan endometriyal biyopsi 6rneklerinde
meydana gelen degisiklikleri 151k ve elektron mikroskobik diizeyde ve ilk islem
sirasinda alinan biyopsi Ornekleriyle kiyaslamali olarak degerlendirerek 6zgiin bir

caligma ortaya koymay1 amaclamadik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Uterus Histolojisi

Uterus i¢i bos bir organdir ve pelviste mesane ile rektum arasinda bulunur.
Dogum yapmamis kadinda 30-40 gr agirliginda, 7.5 cm uzunlugunda, st tarafinda 5 cm
genisliginde ve 2.5 cm kalinhigindadir. Anatomik olarak uterus iki bolgeye
ayrilmaktadir. Ust biiyiik kismina govde, gévdenin tuba uterina baglantisinin iistiinde
genisleyen yuvarlak pargasi fundus adini almaktadir. Serviks uterusun alttaki silindir

bi¢imli kismidir ve vajinaya agilir (17).
Uterus histolojik olarak ii¢ tabakadan olusmustur.
., Perimetriyum
2. Miyometriyum

3. Endometrium

2.1.1. Perimetriyum

Uterusun en dis serdz tabakasi olan perimetriyum pelvik ve abdominal periton
ile devamlilik gosterir. Mezotelyumdan ve ince bir bag dokusu tabakasindan meydana
gelmektedir. Mezotelyumun altinda bir elastik doku tabakasi belirgindir. Perimetriyum
anteriyor ylizeyin bir kismin1 kaplarken, posteriyor yiizeyin tamamini kaplar. Anteriyor

ylizeyin kalan kismi bag dokusu ya da adventisya ile kaplidir (17).

2.1.2. Miyometriyum

Uterusun en kalin tabakasidir ve birbirinden ayirt edilmeyen {ii¢ diiz kas
tabakasindan olugmaktadir. Stratum vaskulare adini alan orta kas tabakasi, ¢ok sayida
biiylik kan damarlar1 ve lenfatikler icermektedir. Sirkiiler ya da spiral sekilli, i¢ ice
gecen diiz kas demetlerine sahip en kalin tabakadir. I¢ ve dis tabakalarda bulunan diiz

kas demetleri uterusun uzun eksenine paralel yerlesim gosterirler (17).

Gebe olmayan uterusta diiz kas hiicreleri yaklagitk 50 pm uzunlugundadir.
Gebelik sirasinda miyometriyum, hiperplazi, hiicre hipertrofisi ve uterus duvarina
dayaniklilik vermek igin kas hiicrelerince kollajen iiretiminin artmasini igeren asiri
derecede bir biiylime siirecine girer ve diiz kas hiicreleri yaklasik 500 um uzunluguna

ulagirlar. Gebelik sonrasinda uterus diiz kas hiicreleri biiziiliir ve bircogu apoptoza



gider. Gereksiz kollajen ortadan kalkar ve uterus gebelik oncesi boyutuna geri doner

(17,18).

2.1.3. Endometrium

Uterusun en iginde, gelismekte olan fetusa destek olan Ozellesmis mukoza
tabakasidir. Silyal1 ve salgi yapan mikrovilluslu hiicreler i¢eren tek katl prizmatik epitel
ile ortiiliidiir. Epitel hiicrelerinin altinda endometrial stroma bulunur. Stroma bol
miktarda fibroblast ve ara madde ile birlikte diizensiz tip III kollajen lifler icerir. Yiizey
epiteli endometrial stromaya dogru uzayarak basit tiibliler uterus bezlerini olusturur

(17).

Endometrium iki tabakadan meydana gelir. Fonksiyonel tabaka iistte 2/3’lik
kismin1 olustururken, bazal tabaka menstriiasyon sirasinda dokiilmeyen ve yeni
fonksiyonel tabakayi olusturacak alttaki kismidir. Fonksiyonel tabaka, ara maddeden
zengin, siingerimsi bir stromaya sahiptir ve uterus bezlerinin uzun kismi burada
bulunur. Bazal tabaka ise daha hiicresel bir stromaya sahiptir ve uterus bezlerinin derin

bazal uclarini igerir (17,19).

2.2. Menstrual Siklus

Menstruasyon; menarstan menopoza kadar aylik araliklarla meydana gelen ve
kadin hayatinin yaklasik 35 yilin1 kapsayan uterus kanamasiyla iligkili endometriumun
fizyolojik olarak dokiilmesi ile meydana gelmektedir (20,21). Menstrual siklus,
hipotalamus, hipofiz ve overde farkli kisimlardan kaynaklanan hormonlarin baglattig ve
hiicre i¢indeki farkl sinyal yolaklarinin uyarici ve inhibe edici etkilerinin koordineli bir
sekilde calismasi sonucu, aylik dongiide tek bir folikiiliin secilerek biiyiimesi ve
ovulasyonu ile sonuclanan endokrin bir aktivitedir. Menstruasyon yani adetin ilk giinii
menstrual siklusun 1. giinii olarak kabul edilir. Endometriumdaki degisimler gbz oniine

alindiginda proliferatif faz, sekretuar faz ve menstrual faz seklinde 3 faza ayrilir.

2.2.1. Proliferatif Faz

Biiytimekte olan antral folikiillerin granuloza hiicrelerinden salinan &strojen
hormonunun etkisi ile 1/3’lik bazal tabaka rejenerasyon gosterir. Bu doneme proliferatif
faz denir, hem glandular hemde stromal tabakada hizli proliferasyon ile karakterizedir.
Proliferatif fazda endometrial bezler diizgiin dogrusal yapida, tiibiiler yapilar ise diizenli

uzun yalanci ¢ok katli silyali epitel ile doselidir. Mitotik figiirler cok sayidadir ancak



mukus sekresyonu veya vakuolizasyon izlenmez. Endometriumun stromal komponenti
bu donemde sikica birbirine bagli ig bicimli hiicrelerden olusur. Dar sitoplazmali bu

hiicrelerin mitotik aktiviteleri yiiksektir.

2.2.2. Sekretuar Faz

Overde folikiiler faz ilerleyip secilen dominant folikiil ovulasyona yaklastikca
endometriumun biiyiimesi de yavaslar ve ovulasyondan sonraki giinlerde mitotik
aktivitesi durur. Bu donemde artik dstrojene ek olarak korpus luteumdan da progesteron
yapimi ve salinimi baslamistir. Postovulatuar endometriumda ilk belirgin degisim bez
epitel niikleuslarinin altinda sekretuar vakuollerin olusmaya baslamasidir. Erken
sekretuar faz hem Ostrojen hem de progesteron tarafindan regiile edildigini; mid-
sekretuar faz ise sadece progesteron hormonu tarafindan yonetilir. Geg¢ sekretuar faz ise
progesteronun hakimiyetini yitirmesi ile olan ve menstruasyonla sonuglanan bir evredir.
Daginik noétrofil ve daha nadiren de lenfositler izlenir. Korpus luteumun 6liimii ve
progesteron hormonunun yoklugu ile fonksiyonel tabakada disintegrasyon izlenir ve

kanin stromaya ulagmasi ile menstrual dokiilme baslar (22).

2.2.3. Menstrual Faz

Siklusun 1. giinii mentsruasyonun baslamasi ile endometriumun hormonlara
yanit veren 2/3’liik fonksiyonel tabakasi dokiilmeye baglar. Fertilizasyon gerceklesmez
ise ovulasyon sonrasinda 14. giinde korpus luteumun fonksiyonu sona erer ve bunun
sonucunda Ostrojen ve progesteron diizeyleri diiser ve menstruasyon baslar. Spiral
arterlerin  duvarlar1  kasilip gevsemeye baglar. Oksijenlenmesinin  kesilmesi
endometriumun fonksiyonel tabakasinin bir kismmin nekrozuna neden olur. Spiral arter
duvarindaki yirtilma sonucu endometrium i¢ine kanama olur. Endometriumun
fonksiyonel tabakasindan ayrilan epitel ve stromal hiicreler ile birlikte uterus sivisi da
kan ile birlikte atilir. Menstruasyon ile atilan kan miktar1 kadinlar arasinda farklilik
gostermektedir. Endometriumun fonksiyonel tabakasi tiimiiyle dokiiliir, geriye sadece
bazal tabaka kalir. Bazal tabakadaki hiicrelerin mukozay1 yeniden olusturmak igin

cogalmasi ile de endometrium yeni bir dongiiye hazirlanir (23).
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Sekil 2-1: Ovaryan ve Menstrual Siklus (24)

2.3. Blastosist Gelismesi

Oosit ve spermin birlesmesi, mayotik boliinmelerin  tamamlanmasi  ve
proniikleslarin olugsmasi ile meydana gelen zigot tek hiicreli bir embriyodur. Zigot, iKi
hiicreli evreye ulastiktan sonra, hizlica mitotik boliinerek hiicre sayisini arttirir. Her
boliinme sonrasi hacmi giderek kii¢iilen bu hiicrelere blastomer denir. Blastomerler
sekiz hiicre evresine ulagsana kadar gevsek bir hiicre kiimesi halindedir. Bir sonraki
boliinmenin ardindan blastomerler birbirine sikica baglanmis bir hiicre kiimesi halini
alirlar. Kompaksiyon olarak tanimlanan bu siire¢ yaklasik fertilizasyondan 3 giin
sonradir ve i¢ hiicreler kendilerini dig hiicrelerden ayirirlar. Kompakt haldeki embriyo
yeniden boliinerek on alt1 hiicreli morula haline doniisiir. Morulanin i¢ hiicreleri i¢ hiicre
kiitlesini, dis hiicreleri dis hiicre kiitlesini olusturur. Morulanin uterusa ulasmasiyla,
uterus boslugundaki sivi zona pellusidayr delip i¢ hiicre kitlesine dolar ve giderek
genisleyen hiicrelerarast bosluklarin birlesmesiyle blastosel olusur. Bu evredeki
embriyo blastosist adin1 alir. Blastosistin bir kutbunda yerlesen ic¢ hiicre kiitlesi

embriyobast, dis hiicre kiitlesi trofoblast olarak adlandirilir. Fertilizasyondan yaklasik 6



giin sonra blastosist adi verilen embriyo uterus mukozasina yapisir ve implantasyon

gerceklesir (25, 26).

2.4. Implantasyon

Implantasyon, embriyonun uterus endometrial yiizeyine yapisip, plasentay1
olusturmak icin epitel ve maternal dolagimin organize oldugu, ¢esitli otokrin, parakrin
ve endokrin faktorler arasindaki etkilesim sonucu ortaya ¢ikan dinamik bir siiregtir
(27,28). Bu organize islem icin endometrium menstrual siklusun 19-23. giinlerinde

uygun duruma gelir ve bu donem "implantasyon penceresi" olarak adlandirilir (29,30).

Basaril1 bir implantasyon elde etmek i¢in endometrium yapisal ve fonksiyonel
degisikliklere ugramaktadir. Endometrium epitel hiicreleri pinopod adi verilen ¢esitli
ylizey cikintilar1 gelistirir ve bu donemde epitel hiicrelerinde glikojen birikimi, dev
mitokondriler ve niikleer kanal sisteminin varligi seklinde ultrastriiktiirel 6zellik
gostermektedir (32). Ostrojen ve progesteron, bu degisimlere aracilik eden ana
hormonlardir. Ayrica biiylime faktorleri, enzimler, integrinler ve sitokinler dahil olmak

tizere spesifik biyokimyasal faktorler aracilik eder (31,27).
Implantasyon ii¢ asamadan olusur:
*Apozisyon : Blastosist endometriumun implantasyon bolgesine temas eder.
*Adezyon: Blastosistin trofoblast hiicreleri, alici endometrial epitel ile birlesir.

«Invazyon: Invazif trofoblast hiicreleri, endometrial epitelyal bazal zarim geger

ve endometrial stromayi istila eder (27).

Implantasyon penceresi basarili bir hamileligin meydana gelebilmesi igin
olduk¢a dnemlidir. Ayrica implantasyon penceresi endometrium da tiim hiicre tiplerinin
acike¢a ayirt edilebildigi menstrual siklusun en énemli déonemidir. Endometrium yiizey

ve bez epiteli ayr1 ayr1 incelendiginde 4 farkli hiicre yapisinin varligi goriilmiistiir (32).

2.5. Endometrium Yiizey ve Bez Epiteli
2.5.1. Endometrium Yiizey Epiteli

2.5.1.1. Mikrovillus Hiicreleri (=Mikrovilli)
Endometrium implantasyon penceresi doneminde en fazla goriilen hiicrelerdir.

Orta yogunlukta bir sitoplazmaya sahiplerdir ve limende ¢ok sayida mikrovilliis ve



sterosilya bulunmaktadir. Cekirdekleri oval olup apikal yerlesim gosterirler.
Niikleolusun ince bir zar ile invaginasyonu niikleer kanal sisteminin erken gelisim
evresini gostermektedir. Cok sayida uzun mitokondri igerirler ancak dev mitokondri
sayist1 ¢cok degildir. Bol glikojen kiimeleri igerirler, lipit damlaciklart ve glikojen

depolart hiicre bazalinde bulunur (32).

2.5.1.2. Pinopode Hiicreleri

Implantasyon penceresi déneminde tanimlanmis en karakterize endometrium
epitel hiicresi tipidir ve biiyiik sitoplazmik uzantilar igerirler. Bu ¢ikintilar luminal hiicre
ylizeyini isgal eder ve mikrovillus icermeyen diizenli hatlara sahiptirler. Sitoplazmasi
organellerden fakirdir, c¢ok sayida mikrofilament, glikojen kiimeleri, kiiciik
mitokondriler goriilmiistir. Dev mitokondriye sahip degillerdir. Cekirdekleri oval
seklinde olup bazale yakin yerlesim gosterir. Gelismis NCS’ye sahiptir. Lipid

damlaciklar1 ve glikojen kiimeleri bulunur ancak glikojen deposuna sahip degildir (32).

2.5.1.3. Vakuol Hiicreleri

Endometrium epitel hiicrelerinin apekslerinde biiylik salgi vezikiilleriyle
karakterize olmus hiicre tipidir. Hiicre apikalinde vesikiil birikiminden dolay1 digbiikey
ylizey sekline sahiplerdir ve nadiren mikrovilliis ve sterosilya igerirler. Cekirdekleri
oval seklinde olup apikale yakin pozisyonunda yerlesmistir ve hafif yogunlukta bir
sitoplazmaya sahiptir. Nadiren lipit damlaciklari, az sayida glikojen kiimeleri igerirler.
Kiigtik mitokondrileri vardir, dev mitokondrileri sahip degildir. NCS olmasina ragmen,

tiibiil bozukluklar1 gdsterir ve niikleeer yiizeye yerlesimli gerilemis bir yapiya sahiptir
(32).

2.5.1.4. Silli Hiicreler

Endometrium yiizey epitelinin az siklikta goriilen hiicre tipidir. Genellikle
mikrovillus ve sterosilya ile ¢evrelenmis silya dolu apikal bolgeye sahiptir. Silya diizeni
genellikle normal bir yapiya sahiptir (9d+2s). Cekirdek diizensiz yapida olup merkezi
yerlesimlidir ve NCS yoktur. Cok sayida kii¢lik mitokondri icerir ancak dev mitokondri
yoktur. Birkac glikojen kiimesinin yani sira az sayida yogun vezikiiller lizozomlar ve
nadiren lipid damlaciklar1 da mevcuttur. Bazal bolgede mitokondri ile iligkili sik

goriilen multilameller cisimciklere sahip bazi glikojen depolar1 vardir (32).



Sekil 2-2: Endometrium Yiizey Epiteli Hiicre Tipleri (32)

2.5.2. Bez Epiteli Hiicreleri

2.5.2.1. Mikrovilliis Hiicreleri

Bez epiteli miikrovilliis hiicreleri konveksten yassiya kadar degisken bir yiizey
sekline sahiptir ve ¢ok sayida mikrovilli ve sterosilya icerirler. Iyi gelismis NCS’ne
sahiptirler. Sitoplazmada sik sik kii¢iik mitokondriler ve az sayida dev mitokondriler
bulunur. Mikrovillus hiicreleri belirgin glikojen depolart icerirler. Yiizey benzerlerinden

daha fazla multillamellar cisim ve glikojen depolarina sahiptirler (32).

2.5.2.2. Pinopode Hiicreleri

Bez epiteli apikal yiizeylerinde biiytlik ¢ikintilar haline gortliirler ancak yiizey
epitelindeki gibi daha ince ve diizensiz yapidadir. Sitoplazmasinda bol miktarda salgi
maddesi, multilamellar cisimcik ve glikojen depolart bulunur. Diiz endoplazmik

retikulum belirgindir ve apikal bolgede yerlesmistir (32).

2.5.2.3. Vakuol Hiicreleri
Yiizey epitelinde oldugu gibi vezikiil birikimi nadiren kii¢lik ¢ckintilar olusturan

konkav liiminal yiizey sekline sahiptir. Az miktarda glikojen depolar1 igerir ve NCS’leri
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kiicliktlir. Yiizey epiteli vesikiil hiicrelerine gore daha az holokrin salgi ozelligi

gostermektedirler (32).

2.5.2.4. Silli Hiicreler
Bez epitelinde de ¢ok az silli hiicre gdzlenmistir. Mikrovilli ve silya igeren diiz
bir yiizeye sahiptir. Bol miktarda kiigiik mitokondirileri vardir. NCS yoktur, mitokondri

ve lateral embrane invaginasyonlarina yakin yerlesimli ¢ok sayida multilameller cisim

icermektedir. Genel olarak yiizey epiteli ile yakin 6zellik gostermektedir (32).

Sekil 2-3: Endometrium Bez Epiteli Hiicre Tipleri (32)
2.6. Endometrium Epitelinde Bulunan Ozel Yapilar

2.6.1. Multilameller cisimcikler

Multilameller cisimcikler (MLC), ¢oklu konsantrik membran tabakalar1 iceren
lizozomal organellerdir. MLC'lerin boyutlar1 100 ‘den 2400 nm ‘ye kadar degisir ve
temel fonksiyonlar: lipidlerin depolanmasi ve salgilanmasi olan ¢esitli hiicre tiplerinde

bulunurlar (33,34,35).

2.6.2. Niikleolar Kanal Sistemi
Insan endometriumunun niikleolar kanal sistemi (NCS), niikleolar kanalikiiller

veya sepet yapisi olarak da tanimlanmaktadir (36,37). NCS, elektron yogun bir matrikse
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gOomiilii intraniikleer membran yiginlarindan olusur ve ¢ogunlukla i¢ niikleer membran
ve/veya nukleolusla iligkilidir (38). NCS, menstrual siklusun 16-24. giinlerinde gegici
olarak goriilen, sekretuvar faz endometrial epitelinin en biiyiik ultrastruktiirel yapisal
isaretlerinden biridir. Bu intraniikleer membran sisternalart progesteron tarafindan
uyarilir (39,40). Ayrica, NCS'nin ortaya ¢ikist ile blastosistin tutunmasi igin
endometriumun hazirligi arasinda agik bir iligki vardir (36). Dogum kontroliinde, oral
kontraseptifler NCS olusumunu engeller (41,42) ve bir intrauterin cihazin takilmasi, geg
proliferatif fazda NCS'nin erken indiiksiyonuna neden olarak dollenmis yumurtanin

implantasyonunu 6nler (43).

NCS ‘nin 3 gelisim asamasi siiflandirilmis. Erken gelisim asamasinda (tip 1),
Olgun asamada (tip 2 gerileme asamasinda (tip 3) NCS NCS sayist (100 g¢ekirdek
basina) hormonal stimiilasyon sonrasi normal dongiiden daha yiiksek ve daha biiyiik
gozlenmis, ancak sekillerinde farklilik bulunmamis. Hormonal stimiilasyon sonrasi
erken sekretuvar agsamada, NCS'nin daha fazla miktar ve daha biiyiik boyutta olusunun,
endometriumun artan aktivitesinin bir isareti olarak alinabilecegini ileri stirmiisler
(44,45).

Bu nedenlerle, menstrual siklusun dogru zamaninda endometriumda NCS'nin
uyarilmasi, insan iiremesi i¢in gerekli olabilir. Aslinda, sekresyon endometriumunda
NCS'nin yoklugu, kisirlikla iliskilendirilmis tek yapisal degisikliktir (39). NCS'nin
onemi g6z Oniine alindiginda, bu intraniikleer membran sisternalarinin yalnizca
morfolojik olarak karakterize edilmis olmasi ve 40 yil 6nce kesfedilmelerine ragmen

tam olarak anlasilamamasi sasirticidir (38).

NCS indiiksiyonunun tepe noktasi, ovulasyon sonrasi donemde blastosistin
endometriuma baglanma siiresiyle paraleldir. Tiim epitel hiicrelerinin sadece ~% 5'i
NCS igerir ve bu hiicreler endometrium boyunca dagilirlar (46,47). Bu nedenle,
endometrial baglanma i¢in blastosist, NCS igeren bu epitelyal hiicre kiimelerini segtigini
belirtmek uygundur. Baglanmay1 saglamak i¢in epitelyal NCS ve blastosistin trofoblasti
arasinda belirli bir sinyallesme olaymin gerektigi diisiiniilmektedir. Ileriki ¢alismalar
blastosistin tutunmasi i¢in bu sinyallesmede hangi protein ve molekiillerin yer aldiginin

anlasilmasi iizerine yogunlagmalidir.
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2.7. Endometrium Glikojen Icerigi

Endometrium bez ve ylizey epitelinde proliferatif fazin sonundan menstrual
fazin bagina kadar oldukca fazla miktarda glikojen birikimi olmaktadir. Basarili bir
gebeligin meydana gelmesi i¢in bu glikojen birikimi ¢ok Onemlidir. Endometriumda

glikojen miktarinin azlig1 infertilite gelismesine sebebiyet vermektedir (48,49).

Glikojen glukozun depo formudur, glikogenez glukozun heksokinazlar (baslica
HK1 ve HK2) ile glukoz-6 fosfataza donistiiriilmesiyle baslar. Glikoz-6-fosfataz,
glikoz-1-fosfata izomerlestirilir ve daha sonra uridin difosfat glukoz (UDP) ‘a
dontstiiriiliir. Glikojen sentetaz enzimi ile UDP-glukoz glikojen molekiilii halini alir
ve boylece dongii tamamlanmis olur. Endometriyumda glikojen sentetaz enzimi baglica

progesteron kontroliindedir (50,51).

2.8. Losemi Inhibitér Faktor

Losemi inhibe edici faktor (LIF), Ostrojen etkisinin 6nemli bir aracist olan
interlokin-6 Sitokin ailesinin bir {iyesidir (52). Basarili bir implantasyon i¢in gerekli
olan LIF, biyolojik fonksiyonlara sahip bir dizi glikolize edilmis glikoprotein yapidan
olusur ve 40-50 kDa biyiikligindedir (53). LIF, yilizey ve bez epitelinde, ayrica
stromada da eksprese edilir. En yiiksek ekprese edildigi zaman geg¢ sekretuar evredir
(54). LIF, hiicreler tizerindeki etkinligini, transmembran proteini olan iki heterodimerik
reseptoriine baglanarak gerceklestirir. Bunlar LIF-R ve Glikoprotein 130 (gp 130)’dur
(55). LIF-R, LIF ile segici olarak etkilesime girerken, gp130 diger sitokinlerle de
etkilesime girebilir (56). Sinyal iletimi, Janus kinazin (JAK) aktivasyonunu, ardindan
sinyal transdiiserlerinin transkripsiyon (STAT) proteinlerin aktivatorlerinin, 6zellikle de
STAT3'lin toplanmasini igerir. Alternatif olarak, LIF ayni zamanda mitojenle aktive

olan protein kinaz (MAPK) kaskadiyla hiicre sinyallesmesini baglatabilir (57,58).

LIF, insan gebeliginin basarili bir sekilde tamamlanmasi i¢in gerekli olan
sitokinlerden biri olarak kabul edilen IL-6 ailesinin pleiotropik bir sitokinidir (59,60).
Baslangigta, LIF fare miyeloid l0semik hiicrelerinin proliferasyonunu onleme ve
makrofajlara farklilagmalarini indiikleme yetenegine sahip bir sitokin olarak
tamimlanmistir  (61). Bununla birlikte sonraki ¢alismalarda, LIF ‘in insanlarda,
endometrial hiicreler, fibroblastlar, hepatositler, osteoblastlar, monositler, makrofajlar,
T hiicreleri vb. c¢esitli bagka hiicre tipleri tarafindan da degisik fonksiyonlar1 yerine

getirmek ilizere tretildigi saptanmistir (62,63). Ayni1 zamanda, granulosa-lutein ve
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ovaryum stroma hiicreleri tarafindan da iretilir (64) . Folikiiler sivida artan LIF
konsantrasyonunun, embriyo kalitesi ile paralel olmasi, LIF’in ovulasyon fizyolojisinde
ve erken embriyo gelisiminde dnemli bir rol oynadigin1 géstermektedir. LIF, insanlarda,
trofoblastlarin proliferasyon, invazyon ve farklilasmasini tesvik ederek, blastosist

implantasyonu i¢in uterus aliciligini kontrol etmektedir (65,66).

Trophoblast

Attachment Proliferation

Invasion
Differentiation

Integrin a5p4

. \
: . ' ‘ A

| LIF&\
. .0 .0 A

Endometrial . e K2 Integrin aVp3
Epithelium e @ -~ Integrin aVp4

Endometrial
Gland

Adapted from Suman, etal. 2013. JAKSTAT. e25155. Pubmed

Sekil 2-4: implantasyon Dénemi LIF ve LIF-R (67)

2.9. LIF-STAT Sinyalizasyonu

LIF, IL-6 sitokin ailesinin diger tiyeleri gibi spesifik LIF-R ve gp130 sayesinde
olusturdugu sinyalini iletir. LIF'in reseptoriine baglanmasi, trofoblastlarda hem STAT
hem de RAS/MAPK sinyallesme kaskadlarmin aktivasyonuna yol acar. JAK-STAT
yolu ilk defa sitokin reseptorlerinin sinyal iletim yolu olarak tanimlanmistir. Daha
sonra, bu yolun hiicre biiylimesi, farklanmasi, yasam siiresi ve go¢ gibi ¢gesitlli biyolojik
olaylarin kontroliinden sorumlu oldugu kanitlanmistir. STAT lar, interferon -y- aracili

sinyalizasyon ve DNA baglanma yetenegi sayesinde, gen ekspresyonu ile iligkili
molekiiller olarak kesfedildi (67).

Trofoblastik hiicrelerin plazma membraninda bulunan gpl130 ve LIF-R

kompleksine baglanan LIF, sitoplazmada STAT3 ve/veya STATI1'i fosforile eden
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JAK'lar1 (tyrosine kinase) aktive eder. Aktive edilmis STAT'lar homo veya hetero
dimerler olusturarak birbirlerine baglanirlar ve reseptdorden ayrilirlar. Sinyalizasyon
(iL-6, OSMr, SOCS3 ve JUNB), yapisma-adhezyon (CeCAM1, PDPN ve iTGB3),
invazyon (PAPPA, Caspasel, SerPiNB3, TiMP1, TiMP2 ve TiMP3), anjiyogenez (iD1,
iCAMI1, eDiL3 ve CCL2), vb.) gibi farkli fonksiyonlar1 diizenleyen cesitli genlerin
ekspresyonunu etkilemek icin ¢ekirdek i¢ine hareket eder. Her bir dongiiden sonra yeni
STAT proteinleri sitokin reseptorlerine baglanabilir, fosforilize olabilir, dimerize olup

tekrar niikleusa gogebilir (67).

SERPINB3 RPAPPA

Sekil 2-5: LIF- Stat Sinyalizasyonu (67)

2.10. Lokal Hasarlanma

Endometrial biyopsi; anormal uterin kanama basta olmak {izere, post-menapozal
kanama, anormal sitoloji, hormon tedavisinin takibi ve infertilite gibi bircok durumda
siklikla basvurulan bir tan1 yontemidir (68). Endometrial biyopsi, tercihen Pipelle
kateter kullanilarak yapilmaktadir, nedeni uygulamasi kolay, ucuz, agrisiz ve anestezi
gerektirmemesidir. Dilatasyon ve kiiretaj (D&C), anormal menstruel kanama
sikayetinde tanisal ve tedavi amaciyla uzun yillardir kullanilan geleneksel bir yontem
olmasina ragmen rahim ig¢i patolojileri tam olarak saptanamamustir. Ayrica D&C
uygulamalarinda genel anesteziye ihtiyag duyulmasi hastalar i¢in risk faktorii

olusturmakta ve maliyeti artrmaktadir. D&C islemine bagli olarak gelisen
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komplikasyonlar sebebiyle, son zamanlarda hastalara endometrial  biyopsi
uygulanmaktadir (69). Ayrica biyopsi yapilirken endometriumda lokal hasar
olusturulmasinin implantasyon bagarisini artirdigi goriilmiis ve sadece tani yontemi
degil, tedavi edici 6zelligi oldugu da anlasilmistir. Tiip bebek tedavisi uygulanan ve TiB
olan hastalarda lokal hasarlanma ile endometriumu iyilestirerek embriyo
implantasyonunun arttigi, buna bagli olarak canli gebelik oranlart ve saglikli dogum
oranlarmin da arttig1 goriilmistiir (70). Lokal hasarlanma uygulamasi da pipelle kateter
ile yapilmaktadir. Uygulama aninda; steril kaniil servikal ostan fundusa deginceye kadar
ilerletilir. Kaniiliin i¢cindeki piston kaniiliin proksimal ucundaki engele takilincaya kadar
geri ¢ekilerek negatif basing olusturulur. Kaniile fundus ve internal servikal os arasinda

ileri geri ve rotasyon hareketleri yaptirilarak endometrium dokusundan 6rnek alinir.

(71).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma Istanbul Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun
27.12.2012 tarihli ve 4474 sayili karar ile gergeklestirilmistir. Calismaya I.U. Kadin
Hastaliklar1 Anabilim Dali Infertilite boliimiine basvuran, agiklanmayan infertilite
teshisi koyulan ve tiip bebek tedavisi denendigi halde gebe kalamayan hastalar dahil

edilmistir.

Calismaya dahil edilen tiim hastalardan anamnez alinarak, hastalarin yas, tibbi
oykileri, menstrilasyon durumu, infertilite siiresi, infertilite i¢in yapilan dnceki tedaviler
sorgulandi. Calismada yer alan tiim hastalarin Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formu
belirtilen kurallara uygun olarak hazirlandi ve arastirici tarafindan okutularak hastalarin

onay1 alindi.

3.1. Endometrium Doku Orneklerinin Toplanmasi

Calismamiza TIB yasayan 8 infertil kadindan negatif basingli pipelle kateter ile
aspirasyon yapilarak alman endometrium doku ornekleri elde edildi. TIB olan 8
kadindan endometrium biyopsisi yapilmadan 6nce (Birinci Grup) ve yapildiktan sonraki
ilk sikluslarindan alinan endometrium doku érneklerinden (Ikinci Grup) olusan iki grup
caligmaya dahil edildi. Hastalarin yas ortalamasi 31 olarak bulundu ve ortalama

infertilite siiresi ortalama 3 yil olarak saptandi.
Birinci Grup (n:8)

Calismamiza dahil edilen 8 kadinin adet dongilerinin 21.giinlinde
endometriumlarina lokal hasarlanma uygulanmistir. Bu islem esnasinda hastaya
herhangi bir anestezi uygulanmadi. Hasta vaginal muayene pozisyonunda yatirilarak,
vagina ic¢inin izlenmesi i¢in hastaya steril bir spekiilim yerlestirildi. Vagina
temizlenerek spekiiliim icerisinden gegirilen pipelle katater ile dnce rahimin i¢ kismina
hasar verildi ve biyopsi alindi. Bu alinan biyopsi hem 151k hemde elektron mikroskobik

incelenmek {izere uygun ortama koyuldu.
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Ikinci Grup (n:8)

Ayni hastalardan bir sonraki adet siklusunun yine 21.glinlinde Pipelle kateter ile
hasarlanma olusturmadan sadece endometrium biyopsi alindi. Alinan biyopsiler 151k ve

elektron mikroskobik incelenmek iizere uygun ortama koyuldu.

Sekil 3-1: a) Spekiiliim b) Pipelle Kateter c) Pipelle Kataterin Uterusa Uygulanmasi

3.2. Isik Mikroskobik Yontemler

Alman tiim endometrium biyopsileri 151k mikroskop takibi icin taze hazirlanan
fosfat tamponlu % 10’luk formalin soliisyonuna konularak 12 saat fikse edildi ve
ylikselen alkol serilerinde (% 70, % 80, % 90, % 100) 24 saat tutularak dehidrate edildi.
Bir giinliik islemlerin sonunda, Ornekler 1 saat yeni % 100 alkolde ve 1 saat
seffaflagmasi icin toluolde bekletildi. Daha sonra 56 °C’lik etiivde (Heraeus) parafin
icerisinde 2-3 saat bekletilerek, blok haline getirildi. Bu bloklardan mikrotom ile 2 um

kalinliginda kesitler alindi, alinan kesitler hematoksilen eosin ve Masson trikrom
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boyamasi i¢in normal lamlara, LIF ve LIF-R immiinohistokimya boyamasi i¢in pozitif

yiikli lamlara alindi.

3.2.1. Hematoksilen Eosin Boyamasi

Kesitler parafinden armmalar i¢in 2 saat 56 °C’lik etiivde ve bir gece toluolde
bekletildi. Azalan alkol serilerinden gegirilerek (sirastyla % 100, % 96, % 90, % 70)
distile suya indirildi. Hematoksilende 20 dakika boyanan kesitler, 30 dakika morarma
icin ¢esme suyunda birakildi. Ardindan eosin ile 1 dakika boyandi ve distile su ile
yikandi. Kesitler yiikselen alkol serilerinden (sirasiyla % 70, % 90, % 96 ve % 100)
gecirildi. 15 dakika Toluolde seffaflastirilan kesitler Kanada Balsami ile kapatildi.

Kesitler genel morfolojik 6zelliklerinin saptanmasi i¢in 151k mikroskobunda incelendi.

3.2.2. Masson Trikrom Boyamasi

Kesitler parafinden arinmalar1 i¢in 2 saat 56 °C’lik etiivde ve bir gece toluolde
bekletildi. Azalan alkol serilerinden gegirilerek (sirasiyla % 100, % 96, % 90, % 70)
distile suya indirildi. Kesitler hematoksilende 10 dakika boyandi ve ¢esme suyunda 10
dakika morarmaya birakildi. Ardindan Ponceau ksilidin soliisyonu ile 3 dakika boyandi
ve % 1’lik asetik asitten gecirildi. Orange-G ile 7 dakika boyanan kesitler, yine % 1°lik
asetik asitten gecirildi. Son asama olarak kesitler Light green ile 4 dakika boyand1 ve
yine % 1’lik asetik asitten gecirildi. Boyama asamalar1 tamamlanan kesitler yiikselen
alkol serilerinden gegirilerek (% 70, % 90, % 96, % 100) 15 dakika toluolde
seffaflastirildi ve Kanada balsami ile kapatildi. Kesitler bag dokusu elemanlarinin

saptanmasi i¢in 151k miksroskobunda incelendi.

3.2.3. Immiinohistokimyasal Boyamalar
Parafin bloklardan LIF (Santa Cruz (N:18): sc 1336) ve LIF-R (Santa Cruz
C:19): (sc-659) isaretlenmesi igin pozitif yiiklii lamlara (Thermo Scientific) 2 um

kalinliginda kesitler alindi.

3.2.3.1. LIF ve LIF-R immiinohistokimya Boyamasi

Kesitler parafinden armmalar1 i¢in 1 gece 56 °C’lik etiivde bekletildi. Ertesi
sabah etlivden alinan kesitler 45 dakika toluolde bekletildi. Kesitler azalan alkol
serilerinden 2x1 seklinde gecirilerek suya indirildi (% 100, % 90, % 80, % 70). Sitrat
tampon hazirland1 (pH:6), mikrodalga firinda 3 kez kaynatilarak (aralarda 5 dakika

sogutma) antijen iyilestirme yapildi. Son mikrodalga uygulamasindan sonra 20 dakika
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bekletilen kesitler iyice sogutuldu ve PBS ile yikandi (3x5dk). Kesitlerin sinirlart
Pappen ile belirlenerek, H202’de endojen peroksidazi bloklamak i¢in karanlikta 20
dakika bekletildi. Kesitler daha sonra PBS ile yikandi (3x5dk) ve 6zgiil olmayan antikor
baglanmalarin1 engellemek i¢in 20 dakika blok serumda bekletildi. Kesitlere 1/50 ve
1/100 oraninda diliie edilmis LIF ve LIF-R primer antikoru uygulandi ve bir gece +4
derecede buzdolabinda bekletildi ve PBS’ten geg¢irildi(3x5dk). Kesitler 25 dakika
sekonder antikorda bekletildi. Daha sonra distile su ve PBS ile yikand1 (3x5dk). Kesitler
25 dakika Streptavisin HRP’de bekletilerek distile su ve PBS ile yikandi(3x5dk).
Kesitler AEC kromojeniyle boyanarak distile su ile yikandi. Mayer hematoksilen ile 1.5
dakika zit boyanma yapildi. Saf su ile yikanan kesitler morarma i¢in 15 sn amonyakli
sudan gegcirildi. Stv1 bazli kapatici ile kapatildi ve 151k mikroskobunda immunreaktivite

icin incelendi.

Endometrium dokusunda LIF ve LIF-R immiinohistokimyasal boyanmanin
siddeti ve pozitif boyanan hiicrelerinin yiizdesi, daha once tarif edildigi gibi yari-
kantitatif immiinreaktivite skorlamasi (IRS) kullanilarak degerlendirildi (72). IRS,
boyanma siddetinin [0= negatif (-) boyanma yok, 1= zayif (+), 2= orta (++) ve 3= gii¢lii
(+++) boyanma olarak derecelendirildi ve pozitif boyanan hiicrelerinin yiizdesi (0=
nagatif, boyanma yok, 1= hiicrelerin <% 10, 2= hiicrelerin % 10 - 50, 3= hiicrelerin %

51 — 80 'i ve 4= hiicrelerin > %80 ') olarak degerlendirildi (73).

Tablo 3- 1: immiinreaktivite Skor (IRS) hesaplamasi

A-Pozitif Boyanan B- Boyanma Siddeti IRS Skoru
Hiicrelerinin Yiizdesi

0= negatif (-) boyanma yok | 0= negatif (-) boyanma yok | 0-1= negatif

1= hiicreler <% 10 1= zayif (+) 2-3= zayif
2= hiicreler % 10 — 50 2= orta (++) 4-8= orta
3= hiicreler % 51 —80 3= giiglii (+++) 9-10= giiglii
4= hiicrelerin > %80 IRS (AxB): 0-12

Kesitler, Olympus fotomikroskobu kullanilarak iki histolog tarafindan incelendi.
Dijital goriintiiler bir dijital kamera sistemi (Olympus) ile elde edildi ve bilgisayara
kaydedildi. Sonuglar, anlamli farkliliklarin karsilastirilmast ve degerlendirilmesi igin
non-parametrik Mann-Whitney U testi kullanilarak degerlendirildi (SPSS, Chicago, IL,
ABD). Anlamlilik P <0.05 olarak kabul edildi.
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3.3. Elektron Mikroskobik Yontemler

Endometrium biyopsileri elektron mikrokop degerlendirmesi i¢in 1 mm?’liik
doku parcalar1 olacak sekilde 0,1M fosfat tamponlu %2,5’lik gluteraldehit soliisyonuna
konularak tespit edildi. % 1’lik osmik asit i¢cinde 1 saat siireyle yapilan postfiksasyon
sonrast % 1’lik uranil asetat i¢inde en blok kontrastlama uygulandi. Dereceli aseton
serilerinde (% 30, % 50, % 70, % 90, % 96, % 100) dehidrate edilen pargalar, birer saat
stireyle 1:1 ve 1:3 aseton-Epon karigimlarina ve son olarak saf Epon i¢ine gomiildii.
Daha sonra dokular kapsiiller i¢inde Epona gomiilerek 18 saat 60 °C’ lik etiivde
polimerize edildi. Hazirlanan bloklardan ultramikrotomda cam bigakla alinan 0,5 pm
kalinligindaki yar1 ince kesitlerde hedef boliimler saptandiktan sonra 40-60 nm
kalinliginda ince kesitler alindi. Bu kesitler 100 meshlik gridler iizerine aktarildiktan
sonra kontrastlama i¢in 30 dakika uranil asetat ve 10 dakika kursun nitrat ile boyandi.
Kesitler transmisyon elektron mikroskopunda (JEOL-JEM 1011) degerlendirmeye

alindi.
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4. BULGULAR

4.1. immiinohistokimyasal Bulgular

Birinci gruba ait endometrium LIF antikoru boyanma siddetine bakildiginda
ylizey ve bez epitelinde boyanma yoktu veya zayif (1, +, boyanma siddeti) boyanma
goriildii (Sekil 4-3). Ikinci grubun yiizey ve bez epitelinde LIF antikoru boyanma
siddetine bakildiginda boyanma yoktu veya zayif (1, +, boyanma siddeti) boyanma
goriildi. (Sekil 4-4).

Birinci gruba ait endometrium yiizey ve bez epiteli LIF antikoru pozitif boyanan
hiicrelerinin yiizdesine bakildiginda negatif veya <% 10 (1, pozitif boyanan hiicrelerinin
yiizdesi) olarak bulundu. Ikinci gruba ait endometrium yiizey ve bez epiteli LIF antikoru
pozitif boyanan hiicrelerinin yiizdesine bakildiginda <% 10 (1) ve % 10 — 50 (2) olarak

bulundu.

Birinci grubun yiizey ve bez epiteli LIF immiinoreaktivite skorlamalar
hesaplandiginda 0 ve 1 olarak negatif bulundu. Ikinci grubun yiizey ve bez epiteli LIF
immiinoreaktivite skorlamasi hesaplandiginda 1 ve 2 olarak negatif ve zayif seklinde
bulundu. Birinci ve ikinci grup arasindaki LIF ylizey ve bez epiteli ortalama IRS
degerleri istatistiksel agidan anlamliydi (sirasiyla p= 0,007328, p= 0,01174, p < .05,)
(Tablo 4-1, Sekil 4-1)

Birinci grubun yiizey epiteli ve bez epitelinde LIF-R boyanma siddeti zayif (1,
+, boyanma siddeti) ve orta siddette (2, ++, boyanma siddeti) boyanma gosterdi. (Sekil
4-5, Sekil 4-6) Ikinci gruba ait endometrium yiizey epiteli ve bez epitelinde orta (2, ++,
boyanma siddeti) ve giiclii (3, +++, boyanma siddeti) LIF-R boyanma siddeti gosterdi.
(Se-kil4-7, Sekil 4-8). Birinci gruba ait endometrium yiizey ve bez epiteli LIF-R pozitif
boyanan hiicrelerinin yiizdesine bakildiginda % 10 — 50 (2, pozitif boyanan hiicrelerinin
yiizdesi) ve % 51 — 80 (3, pozitif boyanan hiicrelerinin yiizdesi) olarak bulundu. Ikinci
gruba ait endometrium ylizey ve bez epiteli LIF-R pozitif boyanan hiicrelerinin
yiizdesine bakildiginda % 10 — 50 (2, pozitif boyanan hiicrelerinin yiizdesi) ve % 51 —

80 (3, pozitif boyanan hiicrelerinin yiizdesi) olarak bulundu.

Birinci grubun yiizey epiteli LIF-R immiinoreaktivite skorlamalari

hesaplandiginda 2 ve 3 olarak zayif bulundu. Birinci grubun bez epiteli LIF-R
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immiinoreaktivite skorlamalar1 hesaplandiginda 0 ve 1 olarak.negatif bulundu. ikinci
grubun yiizey epiteli LIF-R immiinoreaktivite skorlamasi hesaplandiginda 2 ve 6 olarak
zayif ve orta seklinde bulundu. Ikinci grubun bez epiteli LIF-R immiinoreaktivite
skorlamas1 hesaplandiginda 6 ve 9 olarak orta ve giiclii seklinde bulundu. Birinci ve
ikinci grup arasindaki LIFR yiizey ve bez epiteli ortalama IRS degerleri istatistiksel
acidan anlamliydi (sirastyla p= 0,0006185, p=0,00122, p <.05) (Tablo 4-1, Sekil 4-2)

Tablo 4-2: Birinci ve ikinci gruba ait yiizey ve bez epiteli LIF ve LIF-R ortalama
IRS+SEM degerlerini gosteren tablo

1. Grup 2. Grup
Yiizey Epiteli Bez Epiteli Yiizey Epiteli Bez Epiteli
LIF Ortalama 0,625
0,5+0,188982 ’ 1,5+ 0,188982 1,5+0,188982
IRS* SEM ’ ’ +0,182981 ’ ’ T
LIFR IRS
Ortalamat 3+0,327327 4 +0,534522 8,25+ 0,49099 | 8,25+ 0,49099
SEM
Yizey Epiteli Bez Epiteli
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Sekil 4-1: Birinci ve ikinci grubun yiizey ve bez epiteli LIF IRS Ortalama = SEM
degerlerini gosteren grafik.




23

s Yiizey Epiteli
w 10
v
8
8
5
M 5
S
v o4
4
-3\
£ 2
- g
0

2Grup1l #Grup?2

Bez Epiteli

“Grupl #Grup?2

Sekil 4-2: Birinci ve ikinci grubun yiizey ve bez epiteli LIF-R IRS Ortalama + SEM

degerlerini gosteren grafik.
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Sekil 4-3: Birinci grubun endometrium biyopsi 6rneginin LIF immiinohistokimya
boyamasinin yiizey ve bez epitelini gosteren 151k mikroskobu fotografi.

Biiyiitme x40.



Sekil 4-4: Tkinci grubun endometrium biyopsi érneginin LIF immiinohistokimya
boyamasinin yiizey ve bez epitelini gosteren 151k mikroskobu fotografi.

Biiyiitme x40.
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Sekil 4-5: Birinci grubun endometriumunun biyopsi 6rneginin LIF-R immiinohistokimya
boyamasinin bez epitelini gosteren 151k mikroskobu fotografi.

Biiyiitme x40.
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Sekil 4-6: Birinci grubun endometriumunun biyopsi 6rneginin LIF-R immiinohistokimya
boyamasinin yiizey ve bez epitelini gosteren 151k mikroskobu fotografi.

Biiyiitme x40.
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Sekil 4-7: ikinci grubun endometriumunun biyopsi 6rneginin LIF-R immiinohistokimya
boyamasinin yiizey ve bez epitelini gosteren 151k mikroskobu fotografi.

Biiyiitme x40.
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Sekil 4-8: ikinci grubun endometriumunun biyopsi 6rneginin LIF-R immiinohistokimya
boyamasinin yiizey ve bez epitelini gosteren 151tk mikroskobu fotografi.

4.2. Histokimyasal Bulgular
TIB olan kadinlarin birinci ve ikinci biyopsisindeki yiizey ve bez epiteline ait
histolojik degerlendirme i¢in hematoksilen ve eosin ve Masson trikrom histolojik

boyamalar1 kullanildi.

Birinci ve ikinci grupta liimene bakan yiizeyde saglam ve siireklilik gosteren

epitel hiicrelerinden olusan yiizey epiteli uzanmaktaydi (Sekil 4-9, Sekil 4-10). Birinci
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grubun yiizey ve bez epiteli, tek katli ve yalanci ¢ok katli silindirik kinosilyali epitel
arasinda degisiyordu (Sekil 4-11, Sekil 4-12). Ikinci grupta basit silindirik epitel
gozlenirken bez epiteli basit silindirik ve yalancit ¢ok kathi silindirik epitel arasinda

degisiyordu (Sekil 4-13, Sekil 4-14).

Birinci ve ikinci grupta lamina propiria gevsek bag dokusu, kan damarlar1 ve
tiibliler bezler iceriyordu. Yiizey ve bez epitelleri incelendiginde hiicrelerin
sitoplazmalarinda yogun sekilde salg1 vakuolleri goriildii (Sekil 4-15, Sekil4-16). Ikinci
grupta ylizey ve bez epitel hiicrelerinde birinci gruba gore vakuolizasyon daha fazlaydi
(Sekil 4-16).

Yiizey epitelinin ¢cogunlukla boyu 1. grupta 2. gruba benzer bigimde yiiksek
olarak gériildiiyse de yer yer algak prizmatik veya kiibik epitel olarak gozlendi. Ikinci
grupta ylizey epitel hiicreleri apikal yiizeylerinde birinci gruba gore daha fazla uzantilar

iceriyordu.



Sekil 4-9: Birinci grubun endometrium biyopsi érneginin 151k mikroskobu fotografi.
Hematoksilen ve Eozin boyasi.

Biitiitme x10.



Sekil 4-10: ikinci grubun endometrium biyopsi 6rneginin 151k mikroskobu fotografi.

Hematoksilen ve Eozin boyasi.

Biiyiitme x10.
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Sekil 4-11: Birinci grubun endometrium yiizey epitelinin 151k mikroskobu fotografi.
Hematoksilen ve Eozin boyasi.

Biiyiitme x40.
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Sekil 4-12: Birinci grubun endometrium bez epitelinin 151k mikroskobu fotografi.
Hematoksilen ve Eozin boyasi.

Biiyiitme x40.
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Sekil 4-13: ikinci grubun endometrium yiizey epitelinin 151k mikroskobu fotografi.
Hematoksilen ve Eozin boyasi.

Biiyiitme x40.
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Sekil 4-14: ikinci grubun endometrium bez epitelinin 151k mikroskobu fotografi.
Hematoksilen ve Eozin boyasi.

Biiyiitme x40.
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Sekil 4-15: Birinci grubun endometrium yiizey ve bez epitelinin 151k mikroskobu

fotografi. Masson trikrom boyasi.

Biiyiitme x40.
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Sekil 4-16: ikinci grubun endometrium yiizey ve bez epitelinin 151k mikroskobu fotografi.
Masson trikrom boyasi.

Biiyiitme x40.
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4.3. Elektron Mikroskobik Bulgular

4.3.1. Birinci Grup Yiizey Epiteli Elektron Mikroskop Bulgulari

TIB olan hastalarm birinci grubun yiizey epiteli incelemesinde mikrovilluslu
hiicrelerin daha fazla sayida oldugu gozlendi (Sekil 4-17). Mikrovilluslu hiicrelerin
(MH) mikrovilli ve stereosilya yoniinden zengin diiz veya hafif konveks bir apekse
sahip oldugu gozlendi. (Sekil 4-18). Nukleuslar1 oval ve dis hatlar1 diizensizdi. (Sekil 4-
19)

Mikrovilluslu hiicrelerin nukleusunda az sayida erken asamada niikleer kanal
sistemi (NCS) gozlendi (sekil 4-20). Lateral membran apikal bolgede 2 veya daha fazla
dezmosoma ve luminal hiicre sinirlarinda siki baglantilara, sahipti [Sekil 4-21).
Mikrovilluslu hiicrelerin sitoplazmasinda az miktarda mitokondri, glikojen graniilleri ve
kiimeleri gozlendi (sekil4-22). Mikrovilluslu hiicrelerde glikojen depolar1 saptanmadi ve

az sayida multilamellar cisimcikler gézlendi (sekil 4-23).

Vokuollu hiicreler (VH), ¢ok sayida vakuol ve salgi vezikiilleriyle dolu bir
sitoplazma ile karakterizeydi (Sekil 4-17 ve Sekil 4-19). Uterus liimenine bosalmus,
salg1 vezikiilleriyle dolu sitoplazma kaybi1 gozlendi (Sekil 4-17). Sitoplazmasinda az

miktarda mitokondri ve gilikojen graniilleri gozlendi.

Birinci grubun yiizey epitelinde silli hiicreler (SH) diger hiicrelere oranla az
sayida gozlendi (Sekil 4-24). Silli hiicreler apikal yiizeylerinde sillere ek olarak az
sayida mikrovilli ve stereosilyaya sahipti. Sitoplazmasinda az miktarda mitokondri ve

glikojen graniilleri gézlendi.

Infertil kadinlarin birinci biyopsisindeki yiizey epitel incelemesinde ikinci

biyopsilerinde bulunan pinopod hiicreleri (PH) gézlenmedi.
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Sekil 4-17: Birinci grup yiizey epiteline ait elektron mikroskobu fotografi.

Mikrovilluslu hiicreler (MH) ve vakuollii hiicre (VH) goriilmekte. Liimende vakuollii
hiicrenin apeksinden ayrilmis olan sitoplazmik parca (asterisk) gozlenmektedir.
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Sekil 4-18: Birinci grubun yiizey epiteline ait elektron mikroskobu fotografi,
Mikrovilluslu hiicrenin (MH) apikal yiizeyinde stereosilya (siyah okbasi1) ve mikrovilliler

(siyah oklar) goriilmektedir.
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Sekil 4-19: Birinci grup yiizey epiteline ait elektron mikroskobu fotografi.

Mikrovilluslu hiicreler (MH) ve vakuollii hiicre (VS) goriilmektedir.



Sekil 4-20: Birinci grubun yiizey epiteline ait elektron mikroskobu fotografi.

Mikrovilluslu hiicrelerin nukleuslarinda erken gelisim asamasindaki niikleer

kanal sistemi (NCS, okbaslari) goriilmektedir.
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Sekil 4-21: Birinci grubun yiizey epiteline ait elektron mikroskobu fotografi.

Mikrovilluslu hiicre apikal yiizeyinde stereosilya ve mikrovillilere (siyah oklar) ve hiicre
membranlari arasinda desmosom (beyaz ok basi) ve siki baglantilara (beyaz oklar)
sahipti.



Sekil 4-22: Birinci biyopsi hasta grubuna ait elektron mikroskobu fotografi.
Mikrovilluslu hiicrede (MH) erken gelisim asamasinda NCS (siyah

multilamellar cisimcikler (beyaz ok) goriilmektedir.
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Sekil 4-23: Birinci grup yiizey epiteline ait elektron mikroskobu fotografi.

Mikrovilluslu hiicrede multilamellar cisimcikler (beyaz oklar) goriilmektedir.
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Sekil 4-24: Birinci grup yiizey epiteline ait elektron mikroskobu fotografi.

Silli hiicreler (SH) ve mikrovilluslu hiicre (MH) goriilmektedir.
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4.3.2. Birinci Grup Bez Epiteli Elektron Mikroskobi Bulgulari

Birinci grubun bez epiteli hiicrelerin genel ultrastriiktiirel 6zellikleri birkag
farklilik haricinde yiizey epiteli ile benzerdi. Bez epiteli hiicrelerinde en fazla
mikrovilluslu hiicreler gozlendi (Sekil 4-25) Mikrovilluslu hiicrelerin sitoplazmasinda
.az miktarda glikojen graniilleri ve kiimeleri gozlendi. Glikojen depolart saptanmadi.
(Sekil 4-26) Birinci grubun bez epitel incelemesinde ikinci biyopsilerinde bulunan

pinopod hiicreleri gozlenmedi.

Sekil 4-25: Birinci grup bez epiteli elektron mikroskobu fotografi.
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Sekil 4-26: Birinci grup bez epitel microvillus hiicreleri (MH).
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4.3.3. Ikinci Grup Yiizey Epiteli Elektron Mikroskop Bulgulari
Ikinci grubun yiizey epitel incelemesinde mikroviluslu, silli ve vakuolli

hiicrelere ek olarak pinopod hiicreleri gozlendi (Sekil 4-27, Sekil 4-28, Sekil 4-29).

Mikrovilluslu hiicreler luminal yiizeye dogru sitoplazmik ¢ikintilar gésteriyordu.
Apikal yiizeyi fazla sayida mikrovilli ve stereocilia igeriyordu. Nukleus diizensiz
dishatlartyla oval bir yap1 gosteriyordu.( Sekil 4-29). Nukleusda ¢ok sayida bir merkez
etrafinda birkag tiibiil sirasindan olusan iyi geligsmis bir niikleer kanal sistemine sahipti
(Sekil4-30 ve Sekil 4-31). Sitoplazmasinda uzun ve ¢ok sayida mitokondri ve
lyigelismis bir golgi aygiti igeriyordu (sekil 4-32). Mikrovilluslu hiicrelerin
sitoplazmalarinda multilamellar cisimcikler, bol glikojen graniilleri ve lipid
damlaciklarindan olusan kiimeler ve boyanmamis biiyiik glikojen depolar1 mevcuttu

(Sekil 4-33 ve Sekil 4-34).

Pinopod hiicreleri, luminal yiizeye dogru uzanan uzun ve biiyiik apikal
sitoplazmik ¢ikintilara sahiplerdi (Sekil 4-27, Sekil 4-28, Sekil 4-29). Mikrovilluslu
hiicrelere gore daha kisa ve az sayida mikrovilli gosteriyordu (Sekil 4-27). Nukleuslar
bazale yakin yerlesimli, diizenli konturlere sahip ve uzun oval sekilliydi (Sekil 4-28).

Sitoplazmasinda az sayida kiigiik mitokondri, lipid ve glikojen graniilleri igeriyordu.

Silli hiicreler ylizey epitelinin diger hiicrelerine oranla daha az sayida gozlendi.
Apikal yiizeyinde sillere ek olarak az sayida mikrovilli ve stereosilyaya sahipti.
Hiicrenin merkezinde yerlesmis yuvarlak bir nukleusa sahipti. Sitoplazmasinda c¢ok
sayida mitokondri, multilamellar cisimcikler, lipid ve glikojen kiimeleri gézlendi (Sekil

4-35 ve Sekil 4-36)

Vakuolli hiicrelerin sitoplazmasi ¢ok sayida ve biiyiik salg1 vezikiilleriyle
doluydu (Sekil 4-28). Hiicrenin apikal kismi1 vezikiil birikimi nedeniyle luminal yiizeye
dogru cikint1 gosteriyordu. Apikal yilizeyde ¢ok az sayida mikrovilli ve stereosilya da

vardi. Sitoplazmalarinda kiiglik mitokondriler, lipid ve glikojen graniilleri gdzlendi.
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Sekil 4-27: ikinci grup yiizey epiteline ait elektron mikroskobu fotografi.

Mikrovilluslu hiicre (MH), silli hiicre (SH) ve pinopod hiicreleri (PH) goriilmektedir.



Sekil 4-28: ikinci gruba ait yiizey epiteli elektron mikroskobu fotografi.
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Sekil 4-30: ikinci grup yiizey epiteline ait elektron mikroskobu fotografi.

Mikrovilluslu hiicrelerin genelinde nukleuslarinda fazla sayida ve iyi gelismis NCS ‘ler
gozlendi.




Sekil 4-31: Tkinci grup yiizey epiteline ait elektron mikroskobu fotografi.

Mikrovilluslu hiicrelerin genelinde nukleuslarinda fazla sayida ve iyi gelismis NCS ‘ler
gozlendi.




Sekil 4-32: ikinci grup yiizey epiteline ait elektron mikroskobu fotografi.

Mikrovilluslu hiicrede, uzun mitokondri (Mi), Golgi aygiti (Go), lipid (asterisk) ve

glikojen graniilleri (siyah ok) goriilmektedir.
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Sekil 4-33: ikinci grup yiizey epiteline ait elektron mikroskobu fotografi.

Mikrovilluslu hiicrelerde, lipid ve glikojen kiimeleri (siyah ok) goriilmektedir.
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Sekil 4-34: Sekil 4.3.3.8 ikinci grup yiizey epiteline ait elektron mikroskobu fotografi.

Mikrovilluslu hiicrede, mitokondriler (Mi), multilamellar cisimcik (beyaz ok), lipid
(asterisk) ve glikojen graniilleri (Siyah ok) goriilmektedir.
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Sekil 4-35: ikinci grup yiizey epiteline ait elektron mikroskobu fotografi.

Silli hiicrede (SH) yuvarlak nukleus (N), sitoplazmasinda uzun mitokondri (Mi),

apikalinde siller (beyaz ok), mikrovillus ve stereosilyalar gozlendi.
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Sekil 4-36: ikinci grup yiizey epiteline ait elektron mikroskobu fotografi.

Silli hiicrede (SH), siller (siyah ok) mitokondriler (Mi), multilamellar cisimcikler, lipid
(asterisk) ve glikojen graniilleri goriilmektedir.

4.3.4. Ikinci Grup Bez Epiteli Elektron Mikroskobu Bulgular

Yiizey epitelinde oldugu gibi, mikroviluslu, silli, vakuollii ve pinopod hiicreler
olmak iizere 4 farkli hiicre tipi vardi (Sekil 4-37). Hiicrelerin genel ultrastriiktiirel
ozellikleri birkag farklilik haricinde yiizey epiteli ile benzerdi.

Bez epitelinin mikrovilluslu hiicreleri yiizey epitelindeki benzerlerinden farkl
olarak sitoplazmalarinin biiyiik bir kismin1 kaplayan boyanmamis glikojen depolarina
sahipti (Sekil 4-38).
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Pinopod hiicreleri ve vokuollu hiicreler ylizey epitelindekine oranla daha az

sayida gozlendi (Sekil 4-39 ve Sekil 4-40).

Sekil 4-37: ikinci grup bez epiteline ait elektron mikroskobu fotografi.

Mikrovilluslu hiicre (MH), silli hiicre (SH) ve vakuollu hiicreler (VH) goriilmektedir.
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Sekil 4-38: ikinci grup bez epiteline ait elektron mikroskobu fotografi.
Mikrovilluslu hiicrelerin, sitoplazmalarmin biiyiik bir kismim1 kaplayan boyanmamis

glikojen depolar [asteriks] goriilmektedir.
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Sekil 4-39: ikinci grup bez epiteline ait elektron mikroskobu fotografi.

Mikrovilluslu hiicreleri (MH) ve pinopod hiicresi (PH) goriilmektedir.
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Sekil 4-40: ikinci grup bez epiteline ait elektron mikroskobu fotografi.

Mikrovilluslu hiicreler (MH) ve pinopod hiicresi (PH) goriilmektedir.
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5. TARTISMA

LIF 'in blastokistin implantasyonuna kritik katilimi ile ilgili ilk bulgular, LIF
knockout farelerde yapilan deneyler sonucunda ortaya ¢ikmistir. LIF eksikligi olan disi
farelerde, implantasyon siirecinde blastosistin baglanamadigin1 gostermislerdir. LIF 'in
blastosistin uterusa inflizyonunu, full term boyunca tutunmasini ve biiylimesini
sagladig1 belirlenmistir (74). Bununla beraber, LIF reseptorii olan LIF-R i¢in nakavt
farelerin normal bir implantasyona sahip oduklar1 gozlenmistir (75). LIF antikorlarinin
hamile farelerin uterusuna verilmesi, gebeligin 8. giiniinde implante olan embriyo
say1sinin azalmasina neden olmustur (76). Rhesus maymunlarinda, anti-LIF monoklonal
antikorlarin verilmesi, kontrol grubuna kiyasla deney grubundaki implantasyon oranini
ve hamileligi de azaltmistir (77). Klinik bir calismada, birkac kisirlik vakasindan elde
edilen endometriyal hiicrelerin diisiik bir LIF iiretimine sahip oldugu ve tekrarlanan

diisiikler veya agiklanamayan infertilite ile kendini gosterdigi gézlenmistir (78,79).

9

Rosario ve arkadaglarinin yaptiklar1 calismada, yiizey epitelinde LIF ’in
iretilmedigi farelerde implantasyon basarisizligi ile 6rneklendigi gibi, LIF implantasyon
stirecinde O6nemli bir kontrol odagidir. LIF ’in, uterus bezlerinden de salindigi ve
STAT3 'iin aracilik ettigi sinyalizasyona yol acan yiizey epitel hiicrelerindeki
reseptorleri aktive etmek icin yayildigi ve gen ekspresyonunda degisime neden oldugu
belirtilmistir (80,81). Prakash ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada embriyo
implantasyonu sirasinda LIF‘e bagimli STAT aktivasyonu ve trofoblast hiicreleri
iizerindeki etkilerine odaklanilmistir (82). Arastirmacilar, LIF ‘in implantasyon
sirasinda maternal endometriyum tarafindan {iiretilirken, reseptorleri LIF-R ‘nin ise hem
endometriyumda hem de trofoblastlarda bulundugunu saptamislardir. LIF, STAT3
aktivasyonu ve integrinlerin ekspresyonu sayesinde blastosist baglanmasini saglar.
Blastosistin tutunmasindan sonra, trofoblastlar proliferasyona ve farklanmaya giderler
(67). In vitro kosullar altinda, LIF tiim bu olaylar;, STAT ve MAPK-bagimli sinyal
yolaklarinin aktivasyonu sayesinde diizenler (83, 84, 85). LIF ve STAT3 knockout
farelerin kisir olmasi, blastosist implantasyonu sirasinda LIF-aracili sinyallesmenin
kritik oldugu hakkindaki goriisii daha da giiclendirmektedir (86,74). Fare
endometriyumunda STAT3 aktivasyonunun inhibisyonu, embriyo implantasyonunu da

onler. Bu, LIF-STAT sinyalinin implantasyon siirecinde kritik bir roliiniin olmasi,
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muhtemelen trofoblast invazyonunun o6nemli bir diizenleyicisi olarak hareket etmesi

hipotezine neden olur (73).

Farede, endometrium hiicrelerinde STAT3 sinyal yolunun LIF'e bagh
aktivasyonu, blastosistin endometriyuma tutunmasimi saglamak igin gereklidir. Fare
yiizey epitel hiicrelerinde iretilen LIF, LIFR ve gpl30 heterodimerine baglanarak
STAT3 'lin aktivasyonunu arttirir (59). Arastirmalar LIF ‘in endometriumun hem bez
hem de yiizey epitel hiicrelerinde  {iretildigini, menstriiel  siklusun
sekresyon/postoovulasyon fazinda pik yaptigin1 ve bez epiteli tarafindan daha yiiksek
oranda iretildigini belirlemiglerdir. LIF 'in aksine, endometrium yiizey epitel
hiicrelerinde LIF-R ‘nin {iretilmesi, bez hiicrelerine kiyasla daha yiiksek bulunmustur
(15,65). Endometriuma blastosist tutunmasindan sonra, trofoblastlar da otokrin bir
sekilde fizyolojik fonksiyonlarini etkileyebilen LIF 'i sentez etmeye baslarlar (87, 88,
65). Hem villoz hem de ekstravilloz trofoblastlar gebelik boyunca LIF ve reseptoriinii

eksprese etmektedirler (89).

Yukarida agiklanan simdiye kadar edilenilen bulgular 1s18inda LIF, LIF-R ve
implantasyon arasindaki iliskiye dayanarak c¢alismamizda, ilk kez tekrarlayan
implantasyon basarisizlig1 olan hastalarda implantasyon penceresinde endometriumda
olusturulan lokal hasarlanma etkilerinin ylizey ve bez epiteli hiicrelerinde LIF ve LIF-R
immiinohistokimyasal boyanmasi iizerine etkilerini degerlendirdik. Implantasyon
basarisizlig1 olan hastalarin birinci grubu olusturan ilk biyopsileri ve lokal hasarlanma
sonras1t ikinci grubu olusturan ikinci biyopsilerine ait endometrium LIF antikoru
boyanma siddetine bakildiginda yilizey ve bez epitelinde boyanma yoktu veya zayif
boyanma siddeti goriildii. Halbuki, yiizey ve bez epiteli LIF antikoru pozitif boyanan
hiicrelerin ylizdesine bakildiginda, birinci grupta 0 ve zayif (1) olan degerlerin, ikinci
grupta zayif (1) ve orta (2) degerler araliginda oldugunu saptadik. Boylece yiizey ve bez
epiteli LIF immiinoreaktivite skorlamalar1 hesaplandiginda, birinci ve ikinci grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptadik. Bu sonu¢ bize insan
endometriumunda lokal hasarlanmanin yiizey ve bez epiteli hiicre yiizdesi artisina bagl
olarak LIF dretimini arttirdigim1 = gosterdi. LIF-R  antikoru  boyanmasini
degerlendirdigimizde, birinci grubun yiizey epiteli ve bez epitelinde LIF-R boyanma
siddeti zayif (1) ve orta (2) siddette boyanma gdsterirken, ikinci grupta orta (2) ve giicli
(3) boyanma siddeti seklinde artig gézlendi. LIF-R pozitif boyanan hiicrelerin yiizdesine



67

bakildiginda hem birinci hem de ikinci grupta degerleri 2 ve 3 olarak saptadik. Boylece
yiizey ve bez epiteli LIF-R immiinoreaktivite skorlamalar1 hesaplandiginda, birinci ve
ikinci grup arasinda istatistiksel olarak oldukg¢a anlamli bir fark saptadik. Bu sonug bize
insan endometriumunda lokal hasarlanmanin yiizey ve bez epiteli hiicrelerinde LIF-R

sentezinin artigina bagli olarak LIF-R iiretimini arttirdigini gosterdi.

Immiinohistokimyasal calismalarda, bazi belirtegler, hem yiizey hem de bez
epitelinde sentezlenir, ancak yogunluklar1 veya hiicresel lokalizasyonlarinda onemli
farklara sahiptirler (LIF ve LIF reseptorii; Ostrojen ve progesteron reseptorleri).
Ozellikle implantasyon penceresinde farkli hiicre fenotipleri olasilikla farkli
fonksiyonlarinin oldugunu gostermektedir, baz1 immiinohistokimyasal belirtegler sadece
bir epitel tipinde sentezlenir ve ylizey ve bez epitellerinin birlesme yerinde sentezlerinin
ani bir sekilde sonlandirilmasi gerekir (6rnegin, sitokeratin). Ayrica, cesitli ¢aligmalar,
ylizey epitelinde hiicre-hiicre baglanmasinda gorev alan proteinlerin (6rnegin, e-
kadherin, a-6-integrin, B-katenin ve desmoplakin) implantasyon boyunca yeniden bir
diizenlemeye maruz kaldiklarmi gostermektedir (90,91). Calismamizda yukarida da
bahsedildigi iizere, endometrium yiizey ve bez epiteli LIF-R IRS skorlama degerleri
arasinda farkliliklar gozlendi. Birinci grubun yiizey LIF-R IRS skoru zayifken, bez
epitelinde negatif bulundu. Ikinci grubun yiizey LIF-R IRS skoru zayif-orta iken, bez

epitelinde orta-giiglii seklinde bulundu.

Implantasyon penceresi boyunca uterus yiizey epiteli, pinopodlar (uterodomlar)
ad1 verilen c¢ikintili hiicreler gosterirler (92, 93). Martel ve arkadaslar1 Gstradiol ve
progesteronun pinopodlarin olusumu ve regresyonu iizerindeki etkilerini elektron
mikroskobu kullanarak incelemisler ve pinopodlarin olusmasinin progesterona bagimli
oldugunu bulmuslardir. Pinopod olusumu ve blastosist implantasyonu icin uterus
reseptivitesinin, hormonal kosullarinin ayni oldugunu saptamislardir. Bu gozlemler,
pinopodlarin, uterus reseptivitesini tahmin etmek i¢in oldukca yararli bir araci

olabilecegi hipotezini desteklemektedir. (94).

Yapilan caligmalarda insan endometriumunda pinopodlarin ortaya ¢ikmasi,
uterusun aliciliginda morfolojik bir belirteg olarak kabul edilmistir (95). Pinopodlar ¢ok
kisa bir siire i¢in mevcuttur ve bu siire¢ implantasyon penceresi ile ¢akismaktadir.
Blastosist tutunma ve implantasyonunun ilk evresinde LIF 'min rolii, uterus epitelinin

LIF ve LIF-R iiretiminin pik yapmasinin, pinopodlarin ortaya ¢ikistyla ¢akistigi gercegi
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ile daha da ilging bir hale gelmektedir (15). Yapilan caligmalarda, endometriumda
ylizey epitel pinopodlarinin blastosist adhezyon bdlgesini olusturdugu diisiiniilmektedir
(96,97). Bazi pinopodlarin birkag giinliik 6mre sahip oldugu, digerlerinin sekretuvar
fazin tamami1 boyunca kalici oldugu iddia edilmektedir (98). Yiizey pinopod hiicreleri
implantasyon penceresinde embriyo tutunmasi ve implantasyonunda énemli olmakla
birlikte, bez pinopodlart muhtemelen siklus boyunca mevcuttur ve hatta hamileligin
erken déneminde sekresyona katilirlar (99,100,101,93). Insan endometrium yiizey
epiteli pinopod hiicre alanlarinin, trofoblast ve pinopod hiicreleri arasinda baglanti
komplekslerinin olugsmasi sayesinde, blastosistlerin baglandig: yer oldugu gosterilmistir
(102). Yapilan calismalar, hiicre yiizeyinin temel 6zelliklerinin (mikrovilli, kinosilya
veya uzantilarin) dongii boyunca degistigini gostermektedir (103,104). Silli hiicreler
ozellikle proliferatif faz sirasinda bol miktarda bulunurken sekresyon fazinda sayilar
azalir. Sekresyon fazinda pinopod hiicreleri goriiliirken, mikrorovillluslu hiicrelerin
say1s1 azalmaktadir (105, 106). Caligmamizda sekresyon fazinin implantasyon penceresi
stirecinde alinan biyopsilerde birinci grubun elektron mikroskobik incelemesinde yiizey
ve bez epitelinde pinopod hiicrelerine rastlanmadi. Halbuki lokal hasarlanma sonrasi
alan ikinci grubun biyopsilerinde hem yiizey hem de bez epitelinde pinopod hiicreleri

gozlemlendi.

Baz1 hiicre tiplerinde, NCS varlig1 ve rezerv madde birikimi gibi 6zellikler de
gosterilmistir.  NCS 'min Novotny'nin gelisim evrelerine gore siniflandirilmasi,
mikrovilli zengin hiicrelerin ¢ogunlukla 1. evrede (gelisen) NCS, pinopod hiicrelerin 2.
evrede (olgunlagsmig) NCS ve vezikiilli hiicrelerin 3. evrede (gerileyen) NCS igerdigi
goriilmistiir (45). NCS, sekretuar faz endometrium epitelinin en biiyiik ultrastruktiirel
yapisal isaretlerinden biridir (106,40). NCS'nin ortaya ¢ikisi ile blastosistin tutunmasi
icin endometriumun hazirligr arasinda agik bir iligki vardir (107). Hormonal
stimiilasyon sonrasi erken sekretuar asamada, NCS'nin daha fazla miktar ve daha biiyiik
boyutta olusunun, endometriumun artan aktivitesinin bir igareti olarak alinabilecegini
ileri stirmiisler (45). Bu nedenlerle, menstrual siklusun dogru zamaninda
endometriyumda NCS 'nin uyarilmasi, insan liremesi i¢in gerekli olabilir. Aslinda,
sekresyon endometriyumunda NCS'nin yoklugu, kisirlikla iligkilendirilmis tek yapisal
degisikliktir (39). NCS indiiksiyonunun tepe noktasi, alt1 giinliik postovulasyonda, tam
olarak blastosist ‘in endometriyuma baglanma siiresiyle koreledir. Dahasi, tiim epitel

hiicrelerinin sadece ~% 5'i NCS igerir ve bu hiicreler endometriyum boyunca dagilirlar



69

(108, 47). Bu nedenle, endometrial baglanma igin blastosistin, NCS iceren bu epitelyal
hiicre kiimelerini sectigini belirtmek uygundur. Baglanmay1 saglamak i¢in epitelyal
NCS ve blastosistin trofoblast1 arasinda belirli bir sinyallesme olay1 gerekebilir.
Hormonal stimiilasyondan sonra erken sekretuar asamada endometriumun artan
aktivitesinin bir isareti olarak, NCS 'nin daha fazla miktar ve daha biiyiikk boyutta
olusunun alinabilecegini Onermislerdir (47). Calismamizda ikinci grubun elektron
mikroskobik incelemesinde ylizey ve bez epiteli mikrovilluslu hiicrelerinde olgunlasmis

NCS sayst, birinci gruba gore daha fazla gézlendi.

Temel fonksiyonlar: lipidlerin depolanmasi ve salgilanmasi olan multilamellar
cisimcikler, ¢esitli hiicre tiplerinde bulunmuslardir (33,34,35) Dejenere olan hiicreler ve
liimendeki hiicresel kalintilarin varligi, holokrin salgi ile uyumlu bulunmustur. Vezikiil
hiicrelerindeki bu sonuglar, hiicre 6liimii isaretleyicilerinde artis ile uyumludur (109).
Apoptozisin aksine, 6len hiicrelerin hiicre icerigini hiicre dis1 alana birakarak nekroz
benzeri hiicre 6liimii gdstermeleri, implantasyon i¢in 6nemli olan inflamatuvar cevabin
kurulmasina da katilabilir (110). Son zamanlarda yapilan bir ¢alismada, agiklanamayan
infertil kadinlarin endometriumunda spontan hiicre 6liimiiniin azaldig1 ve implantasyon

penceresinde hiicre 6liimiiniin fonksiyonel bir rol tistlendigi belirtilmistir (111).

Endometrium vezikiil hiicrelerinin ¢ok sayida vezikiil gelistirdigi, icerigini
ekzositoz yoluyla saldiklar1 ve daha sonra daha biiyiik vakuoller gelistirerek
dejenerasyona ve hiicre Oliimiine gittikleri belirtilmistir. Vezikiil hiicrelerinin apikal
sitoplazmik membranlarinin bozularak, dejenere c¢ekirdegi de dahil olmak iizere
igeriklerini liimene bosalttiklar1 saptanmustir (32). Silli hiicrelerin, sekresyon igin degil,
enerji Uretimine uyarlanmis ultrastriiktiirel 6zelliklere sahip olduklar1 gosterilmistir
(112). Vesikiillii hiicreler ise bahsedildigi gibi sonunda hiicre 6liimiine giderler. Bu
bulgulara dayanarak, mikrovillusu hiicrelerin pinopod hiicrelere dogru gelistigi ve
muhtemelen vezikiil hiicrelerine dogru sonlanan bir hiicre farklanma dizisi gosterdikleri
onerilmistir. Muhtemelen hormon diizenlemesinin hiicre farklilasma dizisinde, siklus
boyunca hiicre degisikliklerini sagladigi belirtilmistir. Dongiinlin farkli donemlerinde,
farkli hiicre tiplerinin secici bir proliferasyonunun ve/veya Oliimiiniin olmasi
muhtemeldir. Cesitli caligmalar, pinopod hiicrelerinin gelismesi ve gap junction baglanti

degisiklikleriyle ilgili olarak progesteron hormonu diizenlemesi hipotezini dnermislerdir
(15,106,113,114).
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Calismamizda implantasyon penceresinde, Onceki ¢alismalarla uyumlu olarak
hem birinci hem de ikinci grubun yiizey ve bez epitelinde farkli hiicre tipleri belirledik.
Ikinci grupta mikrovillus, vakuol, silli ve pinopod hiicreleri olmak iizere dort tip
gozlenirken, pinopod hiicreleri gozlenmeyen birinci grupta ii¢ tipti. Calismamizda ikinci
grubun endometrium epitel ve bez hiicrelerinde, daha fazla miktarda glikojen graniilleri
ve depolar1 ile lipid damlaciklari ve muhtemelen bir lipit depolama sekli olan
multilamellar cisimcikler gozlendi. Birinci grubun endometrium ylizey ve bez epitelinde
glikojen depolar1 gozlenmezken, ikinci grupta mikrovillus hiicrelerinin sitoplazmasinda

oldukga fazla alan1 kaplamislardi.

Tekrarlayan implantasyon basarisizliklart ¢iftlerin ¢ocuk sahibi olmalarindaki
engellerden biridir. Pek ¢ok sitokin ve molekiiliin endometriumda implantasyonu
etkiledigi bilinmesine karsin implantasyon siirecine etkileri heniiz tam olarak
bilinmemektedir. Implantasyon siirecinde endometrium belirteglerinin tanimlanmasi ve

yapilan arastirmalar sayesinde TIB olgularinin azalmasina katkida bulunulabilir.

Calismamizda implantasyon basarisizligi olan kadinlarda lokal hasarlanma
sonrast endometrium yiizey ve bez epitelinde buldugumuz immunohistokimyasal
sonuglara gore hem LIF hem de LIF-R sentezinde artis gozlenirken elektron
mikroskobik sonuglara goére NCS, multilamellar cisimcikler, glikojen graniilleri ve
depolari, lipid damlaciklarinda artis gozlendi. Ayrica ikinci grubun endometrium yiizey
ve bez epitelinde pinopod hiicreleri ve mikrovillus hiicrelerinde glikojen depolari
gozlendi. Tim bu bulgular, daha Once yapilan ¢alismalarla da uyumlu olarak
implantasyon penceresinde gozlenen ve blastosistin implantasyon oranini artiran 6nemli
kriterlerdir. Bu nedenle lokal hasarlanma, basarili bir gebeligin saglanmasit ve
stirdiiriilmesi  agisindan gerekli gorillen endometrium kriterlerini  etkiledigi igin,
alternatif bir tedavi secenegi olarak goriilebilir. Ayrica lokal hasarlanma Oncesi ve
sonrasi degisen kriterlerin olmasi ileride yapilacak yeni tedavi yontemleri ve ilaglarinin
bulunmasinda yol gosterici olabilir. Fakat klinikte infertilite tedavi yoOntemlerinin
gelistirilmesi icin ileriye doniik olarak yeni ve daha fazla caligmalarla arastirilmasi ve

desteklenmesi gereklidir.
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