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OZET

Hekimoglu E. R., Otoimmun ve Vaskiiler Hastaliklarda Erken Donemde
Endometriyum Reseptivitesinin Degerlendirilmesi, Hacettepe Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dalh Uzmanhk Tezi, Ankara, 2012.
Endometriyum mensturel siklus boyunca hormonal kontrol altinda stirekli yenilenen
ve diizenlenen bir dokudur. Gebeligin saglikli bir sekilde olusabilmesi ve
tamamlanabilmesi icin; saglikli bir endometriyum ve basarili bir implantasyona
ihtiya¢ vardir.

Basaril1 bir implantasyon i¢in; blastosist ve endometriyum arasinda karsilikli
bir etkilesimin olmasi1 gerekmektedir. Bu etkilesimde sitokinler [Leukemia Inhibitory
Factor(LIF) , Colony-Stimulating Factor-1 (CSF-1), IL-1], biiylime faktorleri ve
adezyon molekiilleri [Integrinler] rol oynamaktadir. Implantasyonda rol alan bu
molekiiller  Ostrojen ve progesteron tarafindan kontrol edilmekte ve
endometriyumdan mensturel siklusun belirli evrelerinde ve gebeligin erken
donemlerinlerinde salgilanmaktadir. Blastosist ve endometrium arasindaki etkilesim
sirasinda  endometriyal epitel ve stomal hiicrelerinde farkli hiicresel o6lim
mekanizmalar1 ger¢eklesmektedir. Bunlardan bir tanesi de otofajidir ve Beclin-1
otofajinin erken donemlerinde O©nemli role sahiptir. Yapilan ¢aligsmalarda
implantasyonda rol alan bu faktdrlerin hangi hiicrelerden ve ne zaman salgilandig:
gosterilmistir. Otoimmun ve MTHFR (Metilentetrahidrofolat Rediiktaz) trombofilili
hastalarda erken donemde tekrarlayan gebelik kayiplar1 goriilmektedir.

Bu calismada normal, otoimmun ve MTHFR trombofilili hastalarda erken
gebelik kayiplarinda implantasyonda 6nemli rol alan bu faktorlerin nasil degistigi
arastirilldi. Calismada invitro olarak ilk 10 haftada gebelik kaybi olan hastalardan
elde edilen diisiik materyalleri kullanildi. 1. Grup; (kontrol grubu) saglikli bireylerin
istenmeyen gebeliklerinden, 2. Grup; otoimmun hastalardan ve 3. Grup: MTHFR
trombofilili hastalardan elde edildi. Alinan doku 6rneklerinde LIF, IGF-1 ve Beclin-1
immunohistokimyas1 yapildi.

Otoimmun ve MTHFR trombofilili hastalarda halen basarisiz gebelikler
goriilmektedir. Implantasyonda rol alan faktdrlerin bu hastaliklarla iliskisinin ortaya
konmas1 basarili gebelikler olusmasi i¢in yapilan tedavi protokollerine olumlu katkida

bulunacaktir.
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ABSTRACT

Hekimoglu E. R. Evaluation of endometrial receptivity during early
pregnancy in autoimmune and vascular disease. Hacettepe University Faculty of
Medicine, Thesis in Department of Histology and Embryology, Ankara, 2012. At
each monthly cyle, endometrium undergoes structural changes and renews itself
under hormonal control. A healthy endometrium is necessary for a succesful
implantation and pregnancy.

Implantation depends on the interaction between the blastocyst and
endometrium. During this interaction many molecules such as cytokins [ Leukemia
Inhibitory Factor (LIF), Colony-Stimulating Factor-1 (CSF-1), IL-1], growth factors
and adhesion molecules (integrins) play important roles. These molecules are
controlled by estrogen and progesterone and are synthesized by the endometrium at
certain phases of the menstrual cycle and early pregnancy. During the interaction of
the blastocyst with the endometrium, different types of ‘cell death’ processes are
observed in endometrial epithelial cells and stromal cells. Autophagy is one of them
and Beclin-1 is expressed in early autophagy. Recent studies decline the cellular
sources and expression mechanisms of these factors. Patients with autoimmune
diseases and MTFHR thrombophilia can have recurrent miscarriages.

The aim of this study was to investigate the expression of some of the factors

which may play crucial roles in implantation in the normal pregnancies, in patients
with autoimmune diseases and MTHFR mutations, and try to compare them to find
out the differences which may interfere in implantation in these pregnancies.
Abortus material until 10th gestational-week are used in this study. Group 1; control
group (unwanted unwanted induced abortions), Group 2; abortus materials from
pregnancies with autoimmun diseases, Group 3; abortus material from pregnancies
with hereditary thrombophilia (MTHFR). LIF, IGF-1 and Beclin-1 expressions are
investigated immunohistochemically.

In patients with autoimmune diseases and MTHFR thrombophilia,
miscarriages are common.

The explanation of the changes of these factors in autoimmune and MTHFR
thrombofilia may help to contribute to understand the etiology of unsuccesfull

pregnancies in these patients and may help to improve treatment protocols.
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1. GIRIS

Endometriyum uterusun i¢ kismini doseyen ve siirekli yenilenen bir dokudur.
Menstural siklus boyunca devamli degisiklige ugrayan endometriyum gebelikte
onemli rol istlenir (1, 2). Gebeligin olusabilmesi ve saglikli bir sekilde dogum
siirecine ulasilabilmesi i¢in basarili bir implantasyon olmas1 gerekir. Implantasyonun
basarisinda da sadece saglam bir endometriyum yeterli olmamaktadir. Ayni zamanda
blastosist ve endometriyum arasinda es zamanli karsilikli bir etkilesimin (iletisimin)
olmasi1 gerekmektedir (3,4).

Bu etkilesimde (endometriyum ve blastosistin salgiladigi) sitokinler
[Leukemia Inhibitory Factor (LIF), Colony-Stimulating Factor-1 (CSF-1), IL-1],
bliyime faktorleri [Insulin Like Growth Factor(IGF)], homebox genleri,
prostaglandinler, kemokinler, adezyon molekiilleri [Integrinler] ve hormonlar rol
oynamaktadir (4,5).

LIF; endometriyum epitel ve stromal hiicreleri, desidual lokositler, NK
(Natural Killer, dogal oldiiriicii hiicreler), T hiicreleri ve preimplantasyon
asamasindaki blastosist tarafindan {iretilir. LIF; preimplantasyon, implantasyon ve
plasenta gelisiminde Onemlidir. Yapilan g¢alismalarda LIF’in implantasyonda rol
oynadigi ve embriyonik gelisimi destekledigi gosterilmistir (4, 5). LIF
salgilanmasinda ki azalmalarda implantasyon bozukluklari, LIF reseptorlerinden
olan Glycoprotein 130 (gp130) un eksikliginde intrauterin ex, LIF-R eksikliginde de
plasenta olusumu ve yerlesiminde problem oldugu yapilan cesitli ¢aligmalarda
gosterilmistir (5, 6, 7).

IGF’ler (IGF-1 ve IGF-2), preimplantasyon, plasental gelisim ve embriyonun
erken donem gelisimi i¢in Onemlidir. IGF-1 plasental gelisim i¢in Onemli
diizenleyicidir (8, 9). IGF-1’in erken gebelik doneminde (gebeligin 4- 12. haftasi)
trofoblastlar iizerinde proliferasyonu arttirict etkisi vardir (8, 9). IGF implantasyon
siirecinde, endometriyal hiicrelere etki ederek icin gerekli hiicresel ¢ogalma ve
farklilagmay1 uyararak desidualizasyonu ve desidualizasyonun erken gebelik
déneminde de devamini sagliyor (9, 10).

Otofaji Tip II programli hiicre oliim tipidir. Beclin-1; otofajinin erken
doneminde rol alir ve otofajik vezikiil olusumunu destekler (11, 12). Insan term

plasentalar1 ile yapilan c¢aligmalarda; elektronmikroskopta sitotrofoblastlarin ve



sinsityotrofoblastlarin her ikisinin sitoplazmasinda da otofajik vakuoller goriilmiis,
immiinohistokimyasal olarak da LC3 ve Beclin-1’in gebeligin ikinci trimestirindan
sonuna kadar eksprese edildigini belirtmiglerdir (13).

MTHFR (Metilentetrahidrofolat Rediiktaz Gen Mutasyonu) trombofilili
hastalarda tekrarlayan diisiikler olmaktadir. Bunun nedenlerinden biri de yiiksek
homosistein miktarinin endotel hasarina yol agmasidir (14).

Otoimmun hastaliklarda da karsimiza bir¢ok basarisiz gebelik ¢ikmaktadir.
Bugiine kadar yapilan yaymlarda MTHFR trombofilili ve otoimmun hastaligi olan
hastalarda meydana gelen diisiiklerde yeterli sayida endometriyum reseptivitesi ile
ilgili arastirilma yapilmamastir.

Biz bu ¢aligma ile MTHFR trombofilili ve otoimmun hastalig1 olan hastalarda
endometriyum reseptivitesinin ve endotel ylizey isaretleyicilerinin bu gruplarda
meydana gelen diisiiklerle arasinda baglantt olup olmadigim1 arastirarak,

basarisizlikla sonuglanan bu gebeliklerin tedavisine bir 151k tutmay1 amagladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Uterus’un Anatomisi

Uterus; pelvisin orta hattinda, mesane ve rektum arasinda uzanan, ortalama
boyu 7-8 cm, genisligi 4- 5 cm, kalinlig1 2- 3 cm olan kasli ve armut bi¢imli bir
organdir. Agirlig 50- 80 gr arasinda olup, dogum yapmis ve yapmamis kadinlarda
degisiklikler gostermektedir (15, 16, 17).

Anatomik olarak 3 bolgeye ayrilir;

1- Govde (Corpus uteri): Uterus’un genis olan iist kismidir. Tuba uterina’larin
giris yaptig1 yerlerin altinda kalir. On yiiz diiz, arka kisim ise konvekstir.

2- Fundus uteri: Corpus uteri’nin tuba uterina’lara baglandigi yerin iizerinde
kalan kubbemsi boliimdiir.

3- Serviks (Cervix uteri): Uterus’un isthmus uteri ile vajina arasinda kalan
boliimiidiir. Yaklasik 2 cm uzunlugunda olup, uterus’un 1/3’tini olusturur (15, 16,
17).

Alt kism1 vajina i¢ine dogru sokulmustur. Serviks uterinin vajina’ya giren bu
boliimiine ‘portio vaginalis cervicis’, yukaridaki boliimiine ise ‘portio suprovaginalis
cervicis’ denir. Serviks kanalin uterus tarafindaki agzina ostium uteri internum,
vagina tarafindaki agzina ise ostium uteri externum denir. Uterus pelviste anatomik
olarak birgok kadinda antevert (6ne egik bir bi¢imde) yerlesmistir. Yani uterus’un
uzun ekseni ile vajina’nin uzun ekseni arasinda agikligi 6ne bakan 100° lik bir ac1
olusur (15, 16, 17).

A. iliaca internanin bir dali olan a. uterina, uterusun arteriyel beslenmesini
saglayan en 6nemli kaynakdir. Uterin arter myometriyumun vaskiiler tabakasinda 6-
10 adet Arkuat arter dalini verir. Arkuat arterden diiz (bazal) arter ve spiral (kivrimli)
arter dallanir. Kisa ve diiz olan bazal arterler bazal tabakay1 kanlandirir ve dolagimin
kesintisiz olmasim saglarlar. Tersine kivrintili olan spiral arterler bazal tabakayi
kalinlig1 boyunca gecerler ve fonksiyonel tabakaya ulasirlar. Uterus bezlerine paralel
olacak sekilde uzanarak endometriyal yiizeye ulasirlar. Cevrede bulunan yogun
kapiller aga bosalirlar. Spiral arterlerin distali her menstrual siklusta dejenere ve

rejenere olur (15, 16, 17, 18).



Uterusun venleri kalindir, arterleri izleyerek lig. latum uterinin igine girerler.
Serviks uterinin yanlarinda pleksus venosus uterinus’u olustururlar. Buradan ¢ikan
venler (vv. uterinae) v. iliaca interna’ya acilir.

Sinirleri; pleksus hypogastricus inferiordan ve biiylik miktarda da plexus
uterovaginalisin 6n ve orta boliimlerinden gelir. Buraya parasempatikler nn.
splanchnici pelvici’den (S2-4), sempatikler ise T11-12 ve L1’den gelir.

Uterus’un lenf damarlari ovarium’a ait lenf damarlariyla birlikte nodi
lymphatici aortici’ye ag¢ilir. Bazilar1 ise nodi lymphatici iliaca externa ve nodi

lymphatici inguinales superficiales’e agilmaktadir (15, 16, 17).

2.2. Uterus’un Gelisimi

Embriyonun genetik ve kromozomal cinsiyeti, ovumu dolleyen spermiyum
tipi ile fertilizasyon sirasinda belirlenmektedir. Ancak erkek ve disi yapisal 6zellikler
gelisimin 7. haftasina kadar ayirt edilemezler. Bu doneme ‘seksiiel gelisimin
farklanmamis evresi’ ad1 verilir. Disi embriyolarda gonadal gelisim daha yavagtir.

Onceleri cinsiyetin disi yoniinde farklanabilmesi icin sadece Y
kromozomunun bulunmamasmin yeterli oldugu kabul edilirken yapilan son
caligmalarda ilkel gonad’in, testiste oldugu gibi ovaryum’a doniisebilmek i¢inde bazi
genlere gereksinim duydugu anlasilmistir. Ornegin X kromozomunun kisa kolu
tizerinde bulunan WNT 4, DAX 1, SF 1 genleri ilkel gonadin ovaryuma
dontisebilmesi i¢in gereklidir. WNT4 geni, DAX 1 geninin yapimini arttirir, DAX 1
de testis farklanmasi i¢in gerekli olan SOX 9’u baskilar (19, 20).

Embriyolojik olarak genital sistem mezoderm kokenlidir. Disi ve erkek
embriyolarda iki ¢ift mezonefrik (Wolffian kanali) ve paramezonefrik (Miillerian
kanali) kanal bulunmaktadir. Bunlar gelisimin 5. — 6. haftasinda yani genital sistemin
seksiiel gelisimin farklanmamis evresinde her iki cinste de izlenirler (19).

Mezonefrik kanallar erkek genital sisteminin gelisiminde Onemli iken,
paramezonefrik kanallar disi genital sisteminde 6nem tagimaktadir. Disilerde genital
kanallar paramezonefrik kanallardan olusur. Paramezonefrik kanallar, gonadlarin ve
mezonefrik kanallarin lateralinde gelisirler ve mezonefrozlarin lateral yiizeylerinde,

mezotelin longitudinal invaginasyonlarindan olusurlar. invaginasyonlarin kenarlari



birbiriyle kaynasir ve paramezonefrik kanallar meydana gelir. Tuba uterinalar,
paramezonefrik kanallarin kaynasmayan kraniyal parcalarindan gelisir. Bu kanallarin
kaudal, kaynasmig boliimleri ise uterus ve vajinanin ist boliimiiniin gelistigi
uterovajinal taslagi (uterovajinal primordiyum) olusturur. Endometriyal stroma ve
miyometriyum, splanknik mezensimden gelisir. Vajinanin epiteli lirogenital sinusun
endoderminden; vajinanin fibromuskiiler duvar1 da onu saran mezensimden gelisir

(19).

2.3. Uterus’un Histolojisi

Uterus duvari histolojik olarak ii¢ tabakadan olusur;

1- Endometriyum

2- Miyometriyum

3- Perimetriyum

En dista bulunan perimetriyum adventisya ya da serozadan olusur. Uterus
pelviste anatomik olarak bir¢ok kadinda antevert bicimde yerlesmistir. Bu nedenle
uterusun anterior kismi peritonla ortiilii olmadig1 i¢in adventisya (epitel ile kaplt
olmayan sadece bag dokusundan olusan yapi) ile kaplidir. Uterusun fundus ve
posteriyor kismi peritonla Ortiilii oldugu i¢in seroza (mezotel denilen tek katli yassi
epitel ile ¢evrili bag dokusundan olusan yap1 ) ile kaphidir (15, 18).

Miyometriyum ortadaki ve en kalin tabakadir, sinirlar1 birbirinden zor ayirt
edilen ii¢ diiz kas tabakasindan meydana gelmistir. Kaslar dis ve igte longitudinal
ortada sirkiiler seyirlidir. Ortada ki sirkiiler kas tabakasinda bol miktarda kan damari
bulundugu icin bu tabakaya vaskiiler tabaka (stratum vasculare) da denir. Buradaki
damarin ad1 uterin arterin dali olan ‘arkuat arter’ dir. Servikse dogru indikg¢e kaslarin
miktar1 azalir ve yerini fibroz bag dokusuna birakir. Yani serviksin miyometriyumu;
elastik fibriller ve az miktarda daginik olarak yerlesmis diiz kas hiicrelerini igeren
diizensiz siki bag dokusundan olusur (15, 18).

Miyometriyal diiz kas hiicrelerinin sayist ve miktar1 Ostrojene baglidir.
Dolayisiyla gebelikte artan Ostrojenden dolayr miyometriyum bir biiylime evresine
girer, hipertrofi (hiicrenin biiyiikliigiiniin artmasi1) ve hiperplazi (hiicrelerin sayisinda

artig) gosterir. Bu evrede, diiz kas hiicreleri protein salgilayan ve aktif kollagen



sentezleyen hiicrelerin ince yapi1 Ozelliklerini gosterirler. Gebelik sonrasinda, bazi
diiz kas hiicrelerinde harabiyet, digerlerinin boyutlarinda azalma ve kollagenin
enzimatik yikimiyla uterus’un boyutlar1 gebelik dncesindekine yakin degerlere doner
(15, 18).

Endometriyum, fetusun yerlesip gelistigi uterusun en i¢ tabakasidir. Menstrual
siklus boyunca degisiklige ugrayan ve epitel ve lamina propriyadan olusan
ozellesmis bir mukozadir. Epiteli, tek katli prizmatik silli epitel hiicreleri ve silsiz
salgi yapan epitel hiicrelerinden olusur. Lamina propriya; uterus bezlerinin ve
kapillerlerin bulundugu diizensiz siki bag dokusudur. Ayrica retikiiler fibrillerden
zengindir. Hiicreleraras1 madde c¢oktur. Proliferasyon ve sekresyon evresinde
glikozaminoglikanlar fazladir. Endometriyum’daki stromal hiicrelerin yapisi
menstrual dongiiyle birlikte degisiklik gdsterir. Proliferasyon evresinin baglangicinda
ince, belirsiz sitoplazmalari, ig bi¢imli g¢ekirdekleri vardir. Daha ileri evrelerde
stroma hiicreleri uzar ve sitoplazmalarinin igerikleri artar. Proliferasyon evresinin
sonlarinda sekresyon evresinin baginda graniillii endoplazma retikulumu tiibiilleri
artar. Sekresyon evresinin sonunda ise damarlarin cevresinde stroma hiicreleri
yuvarlak, bol sitoplazmalidir, ¢ekirdekleri belirgin hale gelir. Artik bu hiicrelere
‘desidual hiicre’ denir. Uterus bezlerinin epiteli, yiizey epiteline benzese de silsiz
salg1 yapan hiicrelerden olusur ve basit tiibiiler yap1 gosterirler.

Endometriyum, puberteden menapoza kadar her ay fertilize bir ovumun
implantasyonu ve beslenmesi i¢in hazirlanir. Endometriyum menstrual siklus
boyunca ¢esitli hormonlarin (0strojen ve progesteron) etkisinde kaldigi igin
morfolojik ve fizyolojik olarak farkli bir goriiniim sergiler (1, 21).

Endometriyum islevsel olarak iki tabakadan olusur; her menstrual siklusta
dokiiliip, yeniden rejenere olan yiizeyel fonksiyonel tabaka (Stratum functionale) ve
daha derinde yerlesen ve fonksiyonel tabakanin her menstrual siklusta yenilenmesini
saglayan bazal tabaka (Stratum basale).

Fonksiyonel tabaka da kendi i¢inde 2 kisima ayrilir. Endometriyum bezlerinin
boyun kisimlarinin bulundugu st 1/3’liikk kistm kompakt tabaka (str. compactum),
bezlerin govdelerinin bulundugu alt 2/3’liik kisim spongiyoz tabaka (str.

spongiosum) olarak adlandirilir (1).



Cocukluk doneminde endometriyum epiteli tek katl, algak kiibikdir ve ince
bir stroma ile desteklenir. Epitelde stromaya dogru ¢okmiis az sayida tiibiiler bezler
goriiliir. Endometriyum menars ve menapoz arasinda, tek katli prizmatik epitel ve
altinda lamina propriyadan olusmaktadir. Pubertedan menapoza kadar epitel
hiicreleri, stromal hiicreler ve damarlar hizli bir sekilde cogalir. Her menstrual
siklusta endometriyum’un yiizeyel 2/3’liik kism1 dokiiliir ve yenilenir (1).

Miyometriyum ve endometriyum menopozda, atrofiye wugrar ve
endometriyum bezleri diizlesir. Bezler biiyiilk oranda kaybolurlar ve doku daha

fibrotik bir goriiniim alir (1).

2. 4. Menstrual Siklus;

Puberteye girildiginde hipofiz 6n lobundan salinan FSH ve LH hormonlari ile
uyarilan ovaryumda {retilen Ostrojen ve progesteron hormonlarinin etkisiyle
endometriyumda 28 giinliik siklik degisimler baslar. Buna ‘menstrual siklus’ denir.
Pratik olarak menstrual siklusun baslangici menstrual kanamanin goriildiigi ilk giin
olarak alinir. Menstrual siklus 12-15 yaslarda baslar ve menopoza kadar siirer.
Menstrual siklus ti¢ evreden olusmaktadir:

1- Menstrual Faz: Siklusun 1- 4. giinleri arasindaki evredir. Kanamanin 1.
giinii, dongiiniin 1. gliniidiir. Yaklasik 30-80 ml kan kaybi1 olur. Menstruasyon evresi
yiizey epitelinin altindaki hiicreler arasi bosluklara kan hiicrelerinin dolmasiyla
baslar. Endometriyum 0,5-3 mm kalinligindadir. Sekretuar evrenin sonunda spiral
arterlerin duvarlari kasilarak kan akimi engellenir. Olusan iskemi damar duvarinin ve
endometriyum fonksiyonalis tabakasinin nekrozuna neden olur. Bu arada kasilan
damarlarin yukarisinda bulunan kan damarlar yirtilir ve kanama baglar. Kanamanin
siiresi hiperplazi derecesine gore degisir. Devamli Ostrojen etkisi veya Ostrojen
diizeyinin azalmasi sonucunda endometriyum bir taraftan yenilenirken diger taraftan
dokiiliir ve kanar. Endometriyum kismen ayrilmis bir hale gelir. Menstrual evrenin
sonunda endometriyumdan geriye, endometriyum bezlerinin bazal boliimlerini igeren
bazal tabaka kalir. Bu evrede fonksiyonalis tabakasinda oksijen azalmistir.
Menstruasyon evresi oncesi ve siiresince bazalis tabakasi kendi diiz arterlerinden

beslenmeyi siirdiiriir. Buradaki bezlerin bazal hiicreleri cogalir, yeni olusan hiicreler



yilizeye dogru ilerleyerek bezleri tamamlarlar. Bu tabakanin damar endoteli ve stroma
hiicreleri de ¢ogalir. Kollagen ve ara madde salgilanir. Bu evreye yenilenme ya da
rejenarasyon evresi denir. Bez hiicrelerinin ¢ogalmasi ve bunlarin yiizeye dogru
tamamlanmasiyla proliferatif evre baglar.

2- Pre-ovulatuvar Faz (folikiiler faz — over, proliferatif faz — uterus):
Dongiiniin 5 ile 14. giinleri arasinda gerceklesir. Ovaryum follikiillerinin gelismesi
ve Ostrojen hormonun iiretimi ile ilgili evredir. Tiim evre boyunca hiicresel ¢ogalma
ile bezler ve endometriyum’un yilizey epiteli artar. Proliferatif evrenin erken
doneminde endometriyum genellikle 2 mm den daha incedir. Tek katli prizmatik
epitel hiicreleri igeren salgi bezleri dardir ve tiibiiler bezler bazal tabakadan
endometriyal boslugun yilizeyine kadar genelde diiz ve birbirlerine paralel yonde
uzanirlar. Bez hiicrelerinde graniillii endoplazmik retikulum sisterna sayisinda ve
Golgi kompleksi boyutlarinda giderek bir artis goriiliir. Bu sekilde hiicreler salgi
yapmak i¢in hazirlik yaparlar. Yenilenmekte olan stroma i¢ine dogru spiral arterler
ilerlerler. Bezlerde glikojen birikimi baslamistir. Hiicreler iri, yogun kromatinli
cekirdek igerir. Geg proliferatif evrede bez epiteli ve stromada artis sonucunda
endometriyum kalinlagir. Endometriyum’un fonksiyonalis tabakasindaaki salgi
bezleri bazaldeki dallanmis boliimleriyle karsilastirildiginda birbirinden oldukga
ayriktirlar. Bazalde salgi son bdliimleri daha ¢oktur ve stroma yogundur.
Ovulasyon’un yaklasmasiyla bez epitelleri uzar ve yalanci katlanmalar olustururlar.
Endometriyum, siklusun 14. giiniinde tiimiiyle yenilenmis ve ¢ogalmistir. Bu evre
ovulasyon’dan bir gilin sonraya kadar siirer ve sonunda endometriyum kalinhigi 3
mm’ye ulagir.

3- Post-ovulatuvar Faz (luteal faz — over, Sekretuar faz — uterus):
Ovulasyonu izleyen 2-3 giin igerinde baslayan ve 28. giine kadar siiren evredir. Bu
evre progestron hormonu etkisiyle gergeklesen menstruasyona hazirlik niteliginde
olan degisiklerin basladigi donemdir. Ayrica ovulasyondan sonra olusan korpus
luteumdan salgilanan progestron etkisi ile endometriyumda sekretuar degisikler olur.
Bu degisiklerin amaci, dollenen ovumun implantasyonu i¢in uygun bir ortam
olusturmaktir. Bu evrede, endometriyal bezlerden glikojen birikimi ve stromada
0dem nedeniyle endometriyum kalinlagmasi siirer. Endometriyum bu evrede en kalin

(5mm) haline ulasir. Bezlerin liimenini glikoprotein salgi {iriinleri genisletir. Salgi



iirlinleri ilk giinlerde bez hiicrelerinin ¢ogunda cekirdek alti bolgede yer alirken,
ilerleyen giinlerde ¢ekirdek {stii bolgeye gecerler. Erken sekretuar evre, evrenin
baslangicindan 21. giine kadarki dénemdir. Ostrojen reseptdrleri azalir. Progestron
reseptorleri 6zellikle stromada bol miktarda bulunurlar. Endometriyal bezler daha da
artar ve limen araligi genisler. Bez hiicreleri de genisler sitoplazmalarinda biiyiik
mitokondriyonlar izlenir. 21 ve 25. gline kadar yani ovulasyon sonrast 5-9. giinler
arasi orta sekresyon evresidir. Ovulasyondan sonra 10-14. giinler yani menstruasyon
oncesi siklusun son 2- 3. giinii gec sekretuvar evre olarak bilinir. Bu evrede bezler
kivrintili  ve dallanmig goriiliir, limenleri salgiyla doludur. Spiral arterler
belirginlesmistir.

Ovulasyondan sonra déllenme gergeklesirse tiim endometriyum desidua halini
alir. Dollenme olmazsa, sekresyon evresi sona erer. Korpus luteum’un islevi azalir.
Progestron ve Ostrojen hormonlarinin da azalmasiyla menstruasyon evresi baslar.
Ayrica gec¢ sekreuvar evrede, endometriyum bezlerinin mukus salgis1 azalir.

Ovulasyondan 11 giin sonra lenfositler endometriyuma gog¢ etmeye baslar (1, 2, 22).

2.4.1. Menstrual siklus fizyolojisi

Disi genital sistemi ti¢ hormon grubunun etkisindedir. Bunlar;

1) Hipotalamustan sentezlenen hipotalamik serbestlestirici hormon ya da
gonadotropik serbestlestirici hormon (GnRH, Gonadotropin-releasing hormone),

2) Hipofiz 6n lobundan salgilanan follikiilleri uyaran hormon (FSH) (Follicle-
stimulating Hormone) ve luteinizan hormon (LH, Luteinizing Hormone),

3) Ovaryumdan salgilanan 0strojen ve progesteron’dur.

Bu hormonlarin salgilanma miktarlar1 genital dongii siiresince degismektedir.
Dongiiniin farkli evrelerinde salinim hizlar1 degiskendir. Hipotalamustan GnRH
salgilanmas1 ortalama 2 saatte bir gergeklesir ve birka¢ dakika siirer. GnRH’ nin
pulsatil salinimi1 LH’nin salimimina neden olurken FSH salgist siireklidir. GnRH
yiikselmesi dongiiyli basglatir. GnRH hipofiz 6n lobundan LH ve FSH salinimini
arttirir. LH, androjenleri olusturan teka hiicrelerini uyarir. Androjenler FSH’ nin
etkisi ile graniiloza hiicrelerinde dstrojene déniistiiriiliir. Ostrojenler follikiiler siviya

girer. Ostrojen diizeyi yiikselince ilk olarak GnRH, daha sonra da FSH ve LH
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salintmi baskilanir. Dongiintin yaklasik 12- 13. giinii ¢ok yiikselen Ostrojen diizeyi
(6strojen kanda 50 saat 200pg/ml iistiine ¢ikinca LH pikini saglar) pozitif geri
bildirim (feedback) etkisi olusturarak LH salinimini arttirir. Ovulasyondan yaklasik
18 saat dnce ani LH ve FSH artig1 6nce ovulasyona, daha sonra da korpus luteum’un
olusumuna yol agar. LH’nin ovulasyon Oncesi ani artisi olmazsa ovulasyon
gerceklesmez. Ovulasyondan sonra korpus luteumda c¢ok yiiksek yogunlukta
progesteron salgilanir (2, 23).

Progesteron ve ostrojen, GnRH, LH ve FSH’yr baskilar. Ostrojen ve
progesteron’un geri bildirim etkisine ek olarak korpus luteum granuloza
hiicrelerinden salgilanan inhibin hormonu gibi hipofizden FSH salinimimi
baskilamaktadir. Menstruasyondan birka¢ giin once korpus luteum dejenere olur.
Plazmada progesteron ve dstrojen diizeyi diiser. GnRH, LH ve FSH baskilanmaktan
kurtularak yeni siklus baglar (1, 2, 23).

Gebelik siiresince uterus’un yapi ve islevleri kanda bulunan Ostrojen ve
progesteron hormonlariyla denetlenir. Doéllenmeden sonraki 4. aya kadar bu
hormonlar korpus luteumdan salgilanir. Korpus luteum’dan ayrica relaksin de
salgilanir. Relaksin  endometriyumun kasilmalarin1  baskilayarak  gebeligin
devamliligina yardim eder. Korpus luteum’un gebeligin ilk aylarinda biiyiimesi ve
siirekliligi insan koryonik gonadotropin hormonu (hCG, human chorionic
gonadotropin) denilen ve LH’ ya benzeyen hormonla saglanir. hCG déllenmis ovum’
un trofoblast hiicrelerinden salgilanarak anne kanma gecer. Bu hormon
implantasyondan hemen sonra anne kaninda dlgiilebilir. 4. aydan itibaren plasenta
bliylik miktarda Ostrojen ve progesteron salgilar. Boylece korpus luteum geriler (1, 2,

23).

2.5. Fertilizasyon (Dollenme)

Fertilizasyon ¢ogunlukla tuba uterinanin en genis ve en uzun parcast olan
ampullada meydana gelir. Ovulasyondan hemen once tuba uterinanin diiz kas
hiicreleri ritmik kasilmalara ve fimbriyalarin epitel hiicreleri siliyer siipiirme
hareketlerine baglar ve ovulasyonla birlikte atilan oosit-kumulus kompleksi

(sekonder oosit ve ¢evresinde ki korona radiata ve bir miktar kumulustan olusan
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yap1) yakalanir ve tuba uterina i¢ine cekilerek, uterusa dogru hareket etmeye baslar.
Eger 24 saat i¢inde dollenme olmazsa oosit canliligini kaybeder ve dejenere olur (19,
20).

Koitus sonrasi yaklagik 400-600 milyon spermiyumun 1.000-10.000 kadar1
birka¢ saatte ampullaya ulasir. Yaklasik 200 kadar spermiyum oosit-kumulus
kompleksinin etrafin1 sarar ancak sadece 1 spermiyum oositi dolleyebilir. Oosit-
kumulus kompleksini saran spermiyumlarin dolleme yetenegi yoktur. 2 Onemli
olayla kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu ile dolleme yetenegini kazanirlar.

Yaklagik 7 saat siiren kapasitasyonu sirasinda B 1, 4-glukozil transferaz ile
spermiyum baginin g¢evresindeki glikoprotein kilif ve seminal plazma proteinleri
uzaklastirilir. Ampullaya ulasan spermiyum, kumulus ve korona radiata hiicreleri
arasindan gecerek ZP3 (zona pellusida 3) reseptorleri ile zona pellusidaya baglanir ve
akrozomal reaksiyon bagslar. Yaklagsik 15 dakika i¢cinde akrozomal bolge ¢evresindeki
plazma membran1 gecirgenligi artar. Akrozomal enzimlerin (hiyaluronidaz,
noraminidaz, aril siilfataz, akrozin, asit fosfataz, fibrolizin, fibrojenaz, fruktoz,
proteaz ve B-N-asetik glikozamidaz) salinimini takiben spermiyum zona pellusiday1
gecerek perivitellin bosluga penetre olur. Spermiyum basi ve kuyrugu ile oosit igine
girer ancak sitoplazmasi ve zar1 disarida kalir. Bu sirada sekonder oosit 2. mayozun
metafazini tamamlayarak kromozom sayisini yariya indirir ve 2. kutup cisimcigini
perivitellin bosluga atar.

Spermiyum oosit i¢ine girdikten sonra kuyrugu ayrilir, basinin kromozomal
icerigi genigleme gosterir, siser ve irilesir. Spermiyumun irilesen ¢ekirdegine erkek
proniikleusu, disininkine disi proniikleusu denir. Iki proniikleusun (haploid
cekirdekli, 23 kromozomlu) zarlar1 pargalanir, kromozomlar1 kalinlasir, hizlica
DNA’larin1 esleyip metafaz plaginda karsi karsiya dizilirler. Olusan yapiya artik
‘zigot’ denir. Zigot 46 kromozomlu, tek hiicreli bir embriyodur. Daha sonra ilk mitoz
boliinmeye girip iki hiicreli zigot olustururlar. Zigotun gecirdigi mitotik boliinmelere
yariklanma denir. Boylece erken embriyonik hiicreler yani blastomerler olusur. Her
boliinme sonucu blastomerler kiigiiliir fakat erken embriyonun boyu degismez. Zigot
yariklanma sirasinda zona pellisuda igerisindedir (19, 20, 24, 25).

Doéllenmeden 3-4 giin sonra blastomerler sekil degistirir ve siki bir hiicre

toplulugu haline doniisiirler (compaction). 12 veya daha fazla blastomer, kiire seklini
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alir ve duta benzedigi icin morula adi verilir. Bu fiziki sikistirma olayindan
(compaction) hiicre yiizeyi adezyon molekiilleri sorumludur.

Morulanin uterusa girmesinden kisa bir siire sonra (yaklagik olarak
fertilizasyondan 4 giin sonra) i¢inde uterustan gelen siv1 ile dolu bir bosluk goriiliir,
buna blastosist boslugu denir. Bu degisim morulay1r blastosist’e doniistiiriir.
Blastosist boslugundaki sivinin iyice artmasi ile birlikte blastomerler iki boliime
ayrilir: 1- Merkezde bulunan hiicreler i¢ hiicre kitlesini (embriyoblast) olusturur. Bu
hiicreler embriyonun baslangicidir. 2- ince olan dis tabaka trofoblast adini alir (19,

20, 24, 25).

2.6. Implantasyon Penceresi

‘Uterin reseptivite’ ya da ‘endometriyum reseptivitesi’ implantasyona uygun
uterusu tanmimlar ve bu donem implantasyon penceresi denen kisa aralikla sinirlidir.
Embriyolar uterusa bu donemin disinda ulasirlarsa gebelik olusamayacaktir (26, 27).
Implantasyon penceresinin tam olarak hangi zaman araligim gosterdigi net olarak
bilinmemektedir. implantasyon penceresinin hiicresel ve molekiiler 6zellikleri vardir.

Hiicresel diizeyde olusan degisiklige desidual reaksiyon denir (28).

2.6.1. Endometriyum Reseptivitesi

Blastosistin endometriyuma implantasyonu, sadece diizenli bir menstrual
siklusun 20-24. giinleri arasinda, kendini siirlayan bir zaman diliminde gerceklesir
ve bu zaman dilimine ‘implantasyon penceresi’ veya ‘reseptif donem’ denir (3, 29).
Blastosist implantasyonu dinamik bir siirectir. Bu siire¢, embriyonun hazirlanmis
endometriyum epiteline yaklagsmasini, tutunmasint ve endometriyal stromaya
yayillmasini igerir. Basarili bir implantasyon, blastosist ve reseptif endometriyum
arasindaki karsilikli etkilesimlerin sonucudur. Bu etkilesimde endometriyum ve
blastosistin salgiladig1 sitokinler [Leukemia Inhibitory Factor (LIF), Colony-
Stimulating Factor-1 (CSF-1), IL-1], biiyiime faktorleri [Insulin Like Growth Factor
(IGF)], homebox genleri, prostaglandinler, kemokinler, adezyon molekiilleri

[Integrinler] ve hormonlar rol oynamaktadir (3, 4, 5).
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Endometriyum, reseptif olana kadar belirli morfolojik degisiklikler gegirerek
gelisir. Embriyo gelisimi ve endometriyal olgunlagsma arasindaki uyum eksikligi,
implantasyon basarisizliginin bir sebebidir. Blastosist sadece, endometriyumun
morfolojik ve molekiiler degisiklikleriyle karakterize olan reseptif fazinda implante

olabilir (30, 31).

2.6.2. Endometriyal reseptivitenin morfolojik belirteci

Pinopodlar; insan ve kemiricilerde implantasyon penceresi doneminde uterus
epitelinin apikal ylizeyinde meydana gelen mantar ya da balon seklindeki
uzantilardir. Boyutlar1 degiskendir (insanda genelde 6um) (32, 33, 34). En iyi SEM
(scanning electron microscope ) ile gosterilirler (35). Bir hiicreden bir pinopod ¢ikar
ve hiicre yiizeyinin neredeyse tamamini kaplarlar. Insan pinopodu organel igerir
(mitokondriyon, GER, cekirdek, sekretuvar graniiller, Golgi kompleksi). Insanda,
pinopodlar gelisim evresine gore farkli asamalarda goriiniirler (36, 37).

I- Gelisen pinopod: Hafif bir c¢ikinti olarak belirir ve bir grup
mikrovillusa sahiptir.

2-  Olgun pinopod: Cikint1 belirginlesmis ve maksimum boyutuna
ulagmistir, mikrovillusu yoktur.

3- Gerileyen pinopod: Cikint1 kiiclilmiis, sikilasip, kirismis, grup olarak
yeniden mikrovilluslar olugsmustur.

Pinopodlarin ortaya c¢ikmasmin implantasyon penceresi donemine denk
geldigine dair c¢alismalar olsa da; insanlarda birbirinden farkli sonuglar rapor
edilmistir. Bu ylizden pinopodlarin insan endometriyum reseptivitesini belirlemede
kullanilmas: tartigmalidir. Sadece varilan ortak sonug: insanda pinopodun varliginin
48 saatten fazla olmasidir (35, 36, 38).

Reseptivitenin morfolojik belirteci olarak pinopodlarin kullanilmasina dair
cok sayida arastirma vardir. Ancak insan i¢in pinopodlarin reseptivite belirteci olarak
kullanimina dair ¢eligkili sonuglar elde edilmistir. Quinn ve arkadaglar1 yaptiklari
caligmada; pinopodlarin varliginin luteal fazdan baslayarak gebelikte de devam
ettigini gostermisler ve pinopodlarin insan endometriyum reseptivitesini belirlemede

kullanilmasinin tartismali oldugu sonucuna varmislardir (37). Nikas ve arkadaslari
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yaptiklar1 ¢aligmada ise; insanda pinopodlarin varliginin 48 saatten fazla siirmesi
nedeniyle, kisa olan endometriyum reseptivite donemi i¢in pinopodlarin giivenilir bir
belirteg olarak kullanilabilecegi sonucuna varmislardir (36). Sonuc¢ olarak
pinopodlarin  insan endometiyum reseptivitesinde kullanimi  heniiz netlik

kazanmamuistir (30).

2.6.3. Desidualizasyon

Endometriyumun, embriyonun implantasyonu ve plasentanin gelisimi igin
gecirmis oldugu farklilagma siirecine desidualizasyon adi verilir. Bu kisim dogumda
plasenta ile birlikte atildig1 icin latincede ‘dokiilmek’ anlamina gelen ‘decidere’
sozciigiinden koken almistir. Desidualizasyon 28 giinliik menstrual siklus siirecinin
23. giinlinde olugsmaya baslar ve desidualizasyon yaklasik olarak gebeligin 1.aymnin
sonunda tamamlanir (40, 41). Insanda desidual reaksiyon blastosistin varligindan
bagimsiz olarak gelisir (42, 43).

Post ovulatuar donemde artmaya baslayan progesteron ile desidualizasyonda
meydana gelen molekiiler ve hiicresel degisimler endometriyumda baglar.
Trofoblastin stromaya olan invazyonu ve plasentanin gelisimi sirasinda progesteron
seviyesindeki artis ile de desiduanin biitiinliigii devam ettirilir (44, 45).

Desidulizasyonda; endometriyal stromal hiicreler morfolojik ve biyokimyasal
farklilagmalar  gecirerek  desidual hiicrelere  doniismeye  baslarlar  (46).
Desidualizasyonun gergeklestigi stromal kompartmanda endometriyal stromal
hiicrelerin desidual hiicrelere degisimi yaninda, spiral arterlerde genisleme ve
anjiyogenezis, vendz sinuslerde kan birikmesi, endometriyal bezlerde sekresyon
fazina ge¢me ve artan sitokinlerin etkisiyle monosit ve uterus dogal oldiiriicii
hiicrelerinin (uNK) ortama gocii gerceklesmektedir (47).

Degisim ilk olarak spiral arterler etrafindaki endometriyal stromal hiicrelerde
gozlenir, ardindan otokrin ve parakrin sinyal yollar1 ile tiim endometriyal
kompartmana yayilir (48). Desidualizasyon sadece endometriyumda sinirli kalmaz,
‘uterine junctional zone’ olarak adlandirilan miyometriyum 1/3 i¢ kismini da igine
alir (49, 50). Progesteron basta olmak {iizere relaksin, cAMP, gonadotropinler,

prostaglandin ve c¢esitli biiyiime faktorleri endometriyal stromal hiicrelerin
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desidualizasyonunu indiikler (46). Endometriyal stromal hiicreler yassi, ig seklinde
fibroblastik hiicre goriiniimiine sahiptir. Degisim sirasinda ilk olarak hiicrelerin
cekirdekleri genisler ve sitoplazma miktarlar1 artar. Protein sentezi yapma islevleri
artacagl i¢in Golgi kompleksi ve graniillii endoplazma retikulumunda da genisleme
goriiliir. Ayrica glikojen ve lipid depolayarak biiyiirler ve igsi goriiniimlerini
kaybederler ve biiyiik, poligonal goriiniimlii ve soluk boyanan hiicrelere doniisiirler
ve desidual hiicre adini alirlar (47, 51).

Stromal  kompartmandaki  desidualizasyon ilerlerken, ekstraselliiler
matriksteki farklilagsma ile birlikte desidual hiicrelerin sinirlar1 daha az belirgin hale
gelir. Ekstraselliiler matriks esas olarak laminin, heparan siilfat, tip IV kollajen ve
proteoglikanlardan zengin bir yap1 kazanir (52). Degisim sonucunda desidual
hiicreler endometriyal stromal hiicrelerden farkli olarak prolaktin (PRL), IGFBP-1
(insulin-like growth factor binding protein-1) ve ekstraselliiler matriks proteinleri
eksprese etmeye baglar (53). PRL ve IGFBP-1 desidual hiicrelerin fenotipik belirteci
olarak kullanilmaktadir (54).

Endometriyal stromal hiicrelerin farklilagma siireci ilk olarak implantasyon
bolgesindeki stromal hiicrelerde baslar ve sonrasinda tiim endometriyuma yayilir.
Desidual doku, o6zellikle implantasyon ve erken gebelik siireglerinde trofoblast
hiicreleri ve miyometriyum arasinda immiinolojik bir bariyer olusturarak
inflamatuvar sinyallere ve oksidatif strese karst embriyoyu korumakla gorevlidir
(48). Bununla birlikte anne ve fetusu patojenlere kars1 da korur. Desidual hiicreler
bunu endometriyuma uNK’lar1 ¢agirarak yapar. uNK’lar galektin-1 ve glikodelin A
salgilar. Bu iki molekiil T hiicrelerinin ¢ogalmasini ve yagamini inhibe eder ve T
hiicrelerinin aktive ettigi proinflamatuvar sitokinlerin ekspresyonunu baskilar (55,
56).

Desidual hiicre sayisinin artmasi ile birlikte, desidualizasyon bolgesi ti¢ farkli
tabakalanma gosterir. 1- Desidua kapsiillaris, 2- Desidua bazalis, 3- Desidua
paryetalis.

Desidua kapsiillaris; uterus liimeni ve embriyo arasindaki, desidua bazalis;
embriyo ve miyometriyum arasindaki, desidua paryetalis; geriye kalan desidua

bolgesidir. Baglangicta desidua tiim koryonu sarar.
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Progesteronun etkisiyle mukozada desidual transformasyon olusur.
Blastosistin implantasyonu da bu uyariy1 arttirir. Implantasyon olmazsa sekretuvar
fazda daha diislik diizeyde desidual transformasyon olusur. Doéllenme olusursa
blastosist uterus bosluguna yaklasik 5 giin sonra ulagir ve 6 giin sonra zona
kompakta’ya baglanir. Blastosist endometriyuma tutunur tutunmaz trofoblast
hiicreleri hizla cogalir ve diferansiye olur ve 2 tabaka olusturur. I¢ tabaka
sitotrofoblast, dis tabaka sinsityotrofoblastlardan olusur. Sinsityotrofoblastlar
endometriyuma invaze olur ve desidual hiicrelerde lizis olusturarak onlar1 fagosite
ederler (5, 6, 7).

Trofoblast hiicreleri plasentanin embriyonik kismini olusturur. Yaklagik 9.
giinde sinsityotrofoblastlarin arasindaki vakuoller birleserek lakiinalar1 olustururlar.
Sinsityotrofoblastlar endometriyuma yayilirlar ve 12. giinde endometriyum epiteli
implantasyon bdlgesinin {izerini kapatir. Yayilmanin devam etmesi anne kan
damarlarinin da parcalanmasina neden olur ve kan lakiinalara dolar. Anne kam
embriyoyu beslemeye baslar. Trofoblast hiicrelerinden, koryon plagi ve koryon
villuslar1 olusur.

Koryon, sinsityotrofoblastlar, sitotrofoblastlar ve ekstraembriyonik somatik
mezodermden meydana gelir. Trofoblastlar hCG (Human chorionic gonadotrophin)
salgilarlar. Bu durum korpus luteumun progesteron ve Ostrojen liretmeye devam
etmesini saglar. Endometriyum gebeligin ilk haftalarinda daha ileri gelisim gosterir.
Uterus bezleri genisler ve daha kivrintili hale gelirler. Fetus biiyiidiikge daha yass1 ve
ince hale gelir. Ugiincii aym sonunda desidua kapsiillaris ve desidua paryetalis
birlesir. Desidua kapsiillaris ile temas eden koryon bdlgesinde villuslar kaybolur ve
koryon leve admi alir. Koryon plagimin desidua bazalis ile temas ettigi bolgede ise,
koryon villuslari iyice gelisir ve koryon frondozum adini alir. Koryon frondozum,

plasentanin fetusa ait kismini olusturur (5, 6, 7).

2.6.4. Endometriyal reseptivitenin biyokimyasal belirtecleri

2.6.4.a. Leukemia Inhibitory Factor (LIF)

LIF; ilk defa makrofaj benzeri hiicreler grubundan olan miyeloid 16semi

hiicrelerinin farklanmas1 i¢in gerekli olan bir sitokin olarak bulunmustur. 180
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aminoasitlik, yiiksek miktarda glikolize, 40— 50 kDa‘luk bir glikoproteindir (57) ve
IL-6 ailesinin (IL-6, IL-11, oncostatin M, cardiotrophin- 1, ciliary neurotrophic
factor ve cardiotrophin- like cytokine/ cytokine like factor) bir iiyesidir (58).

LIF hiicre yiizeyinde bulunan bir reseptor kompleksine baglanir. Bu reseptor
kompleksi, LIF reseptor (LIF-Rp) ve glikoprotein 130 (gp130)’ den olusur.

Bunlardan gp130; IL-6 ailesinin ortak reseptoriidiir. LIF’in bu reseptore karsi
affinitesi yiiksektir ancak spesifik degildir. LIF’in LIF-Rf’a karst affinitesi diigiik
ancak daha spesifiktir (59, 60).

LIF reseptorlerinin; ndronlar, megakaryositler, makrofajlar, adipositler,
hepatositler, osteoblastlar, miyoblastlar, bobrek ve meme epitel hiicreleri ve bazi
tiimor hiicre dizileri de dahil birgok embriyonik ve eriskin doku hiicre tipinde
(endometriyumun epitel ve stromal hiicreleri de dahil 6zellikle uterusta) eksprese
edildigi goriilmiustiir (57, 61).

Menstrual siklus ve Gebelikte Endometriyumdan LIF ekspresyonu:

Ureme icin gerekli olan LIF’in biiyiik bir boliimii endometriyum bezlerinden
salgilanir. LIF’in ekspresyonu menstrual siklus boyunca degisiklik gosterir. LIF mid
sekratuvar donemde eksprese edilirken; proliferatif fazda LIF ekspresyonu
olmamaktadir (62, 63). LIF ekspresyonu LH pikinden sonra 7. ve 12. giinler arasinda
maximum olur ve bu dénemde alinan uterin yikama sivisinda da LIF saptanilabilir
(64, 65).

LIF mRNA ve proteini; endometriyum bezlerinden, luteal faz boyunca
eksprese edilirken (66, 67, 68), LIF- Rp ve gp- 130; endometriyum epiteli tarafindan
tiim menstrual siklus boyunca eksprese edilir (6, 7). LIF mRNA ve proteini ayrica
desidual stromadan da eksprese edilir (8). LIF-R; sitotrofoblast, sinsityotrofoblast,
ekstra villoz trofoblast ve fetal villus endotel hiicrelerinde bulunur (69, 70 ).

LIF desidual uterin NK (uterine-specific natural killer, uNK) tarafindan da
iretiliyor. uNK ekstravilloz trofoblastlarin invazyonunu diizenler, ancak LIF’in
ekstravilloz trofoblastlar tizerinde ki etkisi netlik kazanmamustir (70, 71, 72).

hCG (human chorionic gonadotrophin) LIF ekspresyonunu arttirtyor. hCG
gebeligin 10. haftasindan sonra diismeye bashiyor, dolayisiyla LIF ekspresyonu da
gebeligin 10. haftasina kadar yiiksek kaliyor (74, 75, 76).
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LIF Ekspresyonunun Diizenlenmesi:

Estrojen, hCG, IGF-1 ( Insulin- like growth factor ), IGF-11, TGF-B, IL-1 ve
TNF-a; LIF ekpresyonunu arttirirken, progesteron LIF ekspresyonunu azaltiyor (77).
IL1-B ve Leptin; LIF-R’iinii arttirtyor (78).

LIF ve implantasyon:

LIF geni olmayan farelerle yapilan c¢aligmalarda; blastosistin olustugu,
minimal desidualizasyonun meydana geldigi ancak implantasyonun ger¢eklesmedigi
ve LIF geni olmayan fareden alinan embriyonun LIF geni normal olan fareye
verildiginde embriyonun implante oldugu gosterilmistir. Buradan ¢ikan sonugcla;
LIF’in esas etkisinin endometriyum {izerinde oldugu ve embriyo gelisiminde etkisiz
oldugu goriilmiistiir (79, 81).

LIF’in  trofoblastlar iizerinde diizenleyici rolii var. Trofoblastin
sinsityotrofoblasta ve tutundurucu (anchoring) villoz haline farklanmasinda rol oynar
(80). Trofoblastlardan hCG salinimini indiikler, hCG’de trofoblast proliferasyonunu
arttirir. Dolayistyla LIF trofoblast proliferasyonunu arttirir (82).

Implantasyon tarafindaki stromal fibroblast benzeri hiicreler: gebeligin 5.
giinlinde; genisler, glikojen depolar ve bazilar1 2 ¢ekirdekli olur ve desidual hiicre
adimi alir, gebeligin 6. giiniinde ise ekstraselliiler matriks azalir ve yakin hiicreler
birlesir. Ancak LIF geni olmayan farelerde implantasyon bolgesinde; ultrastraktiirel

degisim ve desidualizasyon olmaz, fibroblastik hiicreler goriilmeye devam eder (83).

LIF ve Lokositler:

Makrofaj, NK (Natural killer) hiicreleri ve eozinofil gebe uterusta bulunur.
Makrofaj sayis1 gebeligin 3. gilinden itibaren artmaya baslarken, NK ve eozinofil
sayis1 gebeligin 3. giinden itibaren azalmaya baglar. LIF geni olmayan farelerle
yapilan ¢aligmalarda makrofaj sayisinin % 50 azaldig1 ve LIF’in makrofajlar i¢in bir
kemokin goérevi gordiigli izlenmistir. Yine aymi calismada LIF geni olmayan
farelerde NK ve eozinofillerin sayisinin 2 kat1 arttig1 ve LIF’in NK ve eozinofillerin
uterusa gociinii kisitladig izlenmistir (84, 85, 86).

Yapilan caligmalara gore e8er implantasyon olursa bez epitelindeki LIF

saligilanmasinin ~ baskilandigi  ve  seviyesinin  azaldii; ayni  zamanda



19

implantasyonunun oldugu boélgede ki 16kositlerde (dogal oldiirticiiler ve farkli T

hiicre alt tipleri) kuvvetli LIF salgilanmasinin oldugu goriilmiistiir (69, 87).

LIF- Rp ve gp- 130:

LIF-RB olmayan farede yapilan caligmalarda; anormal plasenta (intrauterin
beslenme eksikligi) ve dogum sonrasi ilk 24 saatte fetal O0liim (motor ndron
dejenerasyon) izlenmistir (88). gp-130 reseptér olmayan farelerde yapilan
caligmalarda; 2.trimestirda multiple (¢oklu) anomalilere (kalp ve hematopoetik

hastaliklar) bagli 6liim izlenmistir (89).

2.6.4.b. IGF-1 (insiilin Benzeri Bityiime Faktorii) (Insulin-like growth
factor-1)

IGF-1; somatomedin C ya da ‘mechano growth factor’ olarak ta bilinen ve
insanda IGF-1 geni tarafindan kodlanan bir proteindir (90, 91). IGF-2; insanda IGF-2
geni tarafindan kodlanan bir proteindir. IGF-1 ve IGF-2; 7649 kDa agirliginda, tek
zincirli polipeptidtirler ve yapisal olarak proinsiilin ile analogdurlar. Karbohidratlar
ve proteinler tlizerinde anabolik etki gosterirler. DNA sentezini ve hiicre
proliferasyonunu arttirirlar (92, 93).

IGF serum diizeyi, GH (Biiyime Hormonu) tarafindan diizenlenir.
Dolagimdaki IGF'lerin tamamina yakini proteinlere bagli olarak bulunur. Bu
faktorlere yliksek derecede baglanma Ozelligi olan proteinlere IGFBP (IGF
Baglayic1 Proteinler) adi verilir. 6 tane IGF baglayict protein tanimlanmistir.
Bunlardan IGFBP-3, yiiksek konsantrasyonda bulunan en 6énemli tagiyict proteindir
(90, 91). IGFBP-1, IGFBP-3 ve IGFBP-4’e¢ IGF-1 ve IGF-2 esit affinitede
baglanirken; IGFBP-2, IGFBP-5 ve IGFBF-6’a IGF-2 daha yliksek affinitede
baglanir (94, 95).

IGF-1 ve IGF-2; IGF-1 reseptoriine (IGF-1R) baglanirlar. IGF-1R tirozin
kinaz reseptor ailesindendir. IGF-2 ayrica tek basina IGF-2 reseptor’iine de (IGF2R,

mannose-6 phosphate receptor) baglanir (96).


http://en.wikipedia.org/wiki/Gene
http://en.wikipedia.org/wiki/Protein
http://en.wikipedia.org/wiki/Gene
http://en.wikipedia.org/wiki/Protein
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IGF-1 ve IGF-1R uterusta eksprese edilirler ve her iki genin ekpresyonu da
Ostrojen tarafindan arttirthir (97, 98). IGF- 1R’ii uterusta bez epitel hiicrelerinde
bulunur (99, 100).

Sigirlarda yapilan ¢alismalarda IGF-1 mRNA’nin gebeligin erken doneminde
ve menstriiel siklusun folikiiler fazinda yiizey epitelinin altindaki subepiteliyal
stromada, yiizeyel ve derin endometriyal bezlerde, yiizey epitel hiicrelerinde ve ¢ok
diisiik miktarda da miyometriyumda lokalize oldugu gosterilmistir (101). IGF-1
mRNA’nin 6zellikle yiizey epitelinin altindaki subepiteliyal stromada bol miktarda
lokalize olmas1 IGF-1’in yiizey epitelinin proliferasyonunda ve farklanmasinda rol
alabilecegini gosteriyor (102, 103).

Domuzlarda yapilan caligmalarda IGF-1 ve IGF-2’nin gebeligin
preimplantasyon asamasinda bezlerin salgisini stimiile ettigi goriilmiis (99, 104).

IGF-1 ve IGF-2 mRNA graniiloza ve teka interna hiicrelerinde lokalizedir
(105, 106, 107) . IGF-1, graniiloza hiicrelerinden erken folikiiler fazda eksprese
edilmeye baslar ve olgun folikiil olustugunda maksimum olur. Atretik folikiilde IGF-
I mRNA ekspresyonu olmaz (106, 107) .

IGF’nin Rolii:

IGF-1 ve IGF-2, plasental gelisim i¢in énemli diizenleyicidirler (101). IGF-
I’in erken gebelik doneminde (gebeligin 4- 12. haftasi) trofoblastlar {izerinde
proliferasyonu arttiric etkisi var. (8).

Stromal hiicrelerdeki IGF reseptorleri progesterone tarafindan azaltilir (down
regulated) IGF-1"in biiyilitme etkisi engellenir (108).

IGF-1 implantasyon siirecinde, endometriyal hiicrelere etki ederek
implantasyon i¢in gerekli hiicresel c¢ogalma ve farklilasmay1r uyararak
desidualizasyonu ve desidualizasyonun erken gebelik doneminde de devamini saglar.
Bu siiregte IGF, desidual hiicrelerden sentezlenen IGFBP‘lere 6zellikle de IGFBP-
I’e baglanr. IGFBP-1 endometriyum stromasinin desidualizasyonunu gosteren bir
marker olarak kullanilabilir (9, 10, 109).

Infertil kadimlarda yapilan calismalarda; IGFBP-1’in belirgin bir sekilde

diisik oldugu ve endometriyal maturasyonun ve desidualizasyonun olusmadigi
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goriilmiistiir. IGFBP-1’in gebe endometriyumunda desiual hiicrelerde var oldugu
immiinohistokimyasal olarak gosterilmistir (110).

IGFBP-1 sekresyonu fertil kadinlarda menstrual siklusta LH pikinden 10 giin
sonra goriilmeye baglanir. Bu donem implantasyon penceresi doneminiyle ayni
zamana rastlar. IGFBP-1’in infertil kadinlarda 6nemli 6l¢iide az oldugu saptanmistir
(111).

IGF-1; graniiloza hiicrelerinin mitozunu indiikler, oosit maturasyonunu
arttirir, preimplantasyon déneminde apoptozisi azaltir (112, 113).

Yapilan ¢alismalarda, IGF-1 ve IGF-2; Kkiiltiir medyumlarina eklendikleri
zaman blastosist evresini gelistirmek suretiyle olusan embriyo sayisini arttirdiklari
goriilmiistiir (114, 115). IGF-1; blastosistlerin birbirine uyumunu arttirir ve bu
sayede evre ilerleyerek blastosist gelisimini saglar (116, 117) .

Graniiloza hiicrelerinde IGF-1¢in iiretimi GH tarafindan arttirllir. GH ve
IGF-1 graniiloza hiicrelerinin fonksiyonunu diizenler (118, 119) .

Desidual hiicreler tarafindan salgilanan TGF-, blastosistin stromaya olan
invazyonunu sinirlandirirken; sitotrofoblast hiicreleri tarafindan eksprese edilen
insulin benzeri biiylime faktorii-2 (IGF-2) blastosistin stromaya olan invazyonunu
stimiile eder (115).

Desidual hiicreler tarafindan eksprese edilen IGFBP-1 ise, yiiksek affinite
gosterdigi IGF peptidleri ile gerceklestirdigi etkilesimler sonucu IGF’nin etkisini

inhibe eder ve invazyonu durdurur (115).

2.7. implantasyon

Implantasyonun basarili olmasi saglikli bir gebeligin baslangici igin gereklidir
Implantasyon, uterus boslugunda gelismekte olan blastosist ve ovaryum steroid
hormonlarinca hazirlanan endometriyumun karsilikli  etkilesimleri sonucunda
gerceklesen bir siirectir (3, 4, 20). Fetus ve anne arasindaki ilk etkilesim, Ostrojen ve
progesteronun etkisi altinda bulunan adezyon molekiilleri, sitokinler, biiylime
faktorleri, metalloproteinazlar ve homeobox genler gibi bir¢ok faktdriin zincirleme
bir sekilde birbirini indiiklemesiyle gerceklesen kompleks bir olaydir (116, 117).

Embriyo hiicreleri kendi aralarinda, endometriyum bez ve stromal hiicreleri kendi
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aralarinda, embriyo- endometriyum hiicreleri birbirleriyle endokrin, parakrin ve
otokrin iirlinlerle haberlesme halindedir (121).
Implantasyon 5 doneme ayrilmaktadir (123, 124). Bu dénemler sirasiyla:
1-  Zona pellisudanin ayrilmasi (hatching)
2-  Prekontakt ve blastosistin yonlenmesi
3-  Apozisyon
4-  Adezyon

5-  Endometriyal invazyon.

LE

BL: Blastocyst;

ZP: Zona pellucida;

LE: Luminal epithelium of the endometrium;
CT: Cytotrophoblast;

LIF: Leukaemia inhibitory factor;

P: Pinopode;

GE: Glandular epithelium; sgp130: soluble gp130; ST: Syncytiotrophoblast; IL-1: Interleukin-1

Sekil 2.7.1: Implantasyonun asamalar1 (Fitzgerald JS, Poehlmann TG, et all.,
Trophoblast invasion: the role of intracellular cytokine signalling via signal
transducer and activator of transcription 3 (STAT3), Human Reproduction Update,

2008, 14; 335-344’den alinmustir.)

1- Zona pellisudanin ayrilmasi (hatching): Morula fertilizasyondan sonra 4.

giinde uterus bosluguna ulasir ve yaklasik 2 giin serbest¢e uterin sivida yiizer. Bu
siiregte zona pellisuda yavas yavas dejenere olur ve blastosistten ayrilir
(Fertilizasyondan yaklagik 5 giin sonra).

2- Prekontakt ve blastosistin yonlenmesi: Blastosist endometriyum ile ¢ok

yakinlagir ancak trofoblast ve endometriyum epiteli arasinda tanimlanmis hiicresel
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bir etkilesim yoktur. Blastosist zona pellisudasini kaybettikten sonra immobilize olur
ve implante olacagi alana yakin pozisyon alir.

3- Apozisyon: Zona pellusidasini kaybeden blastosistin implantasyon ig¢in
uygun yeri sectigi evredir (121). Endometriyum yiizey epiteli ve trofoblastlar
arasindaki baglangi¢ temasi, ylizey epitel hiicrelerinin apikal plazma membranlari ile
trofoblastlarin plazma membranlarinin yakinlagmasi ile olur. Bu hiicreler birbirlerine
paralel olurlar ve aralarinda 20 nm'lik bir mesafe kalir (125).

Zona pellusidanin erimesinden hemen sonra blastosistin trofoblast
hiicrelerinde L-selektin ekspresyonu baslar. L-selektin, adeziv lektin olarak ta
adlandirilan, karhonhidrat yapida olan selektin ailesinin ii¢ liyesinden biridir (L-
selektin, E-selektin ve P-selektin). L-selektin lenfositlerde eksprese edilir,
lenfositlerin lenf noduna ekstravasyonunda ilk basamak olan; yiiksek endotelli
veniiller (HEV, high endothelial venuls) boyunca lenfositlerin yiizeye tutunmasi ve
yuvarlanmasinda rol oynar (126, 127). Onceleri selektinlerin yalnizca hematopoetik
hiicrelerden eksprese oldugu saniliyordu. Ancak yapilan arastirmalarla insan
blastosist yiizeyinde de L-selektinin oldugu bulundu (128). Sonradan yapilan
immiinohistokimyasal ¢aligmalarla insan uterusunda, endometriyum yiizey epiteli ve
bez epitelinde L-selektin ligandinin varligi saptandi (129, 130).

L-selektin, endometriyumun ylizey epiteli lizerinde yer alan oligosakkarid
ligandlar ile etkilesime gegerek blastosisti yavaslatir. Boylece integrinler araciligiyla
embriyo ve endometriyum arasinda kurulacak olan adezyonun gergeklesmesine
olanak saglar (131, 132). L-selektinin oligosakkarit ligandlara baglanmasi
endometriyum yiizey epitelinde integrinlerin aktivasyonunu da arttirir (132, 133).

Anti-adeziv 6zelligi ile bilinen musin ailesinin yliksek molekiil agirlikls,
yiiksek glikozilli bir glikoprotein MUC-1, blastosistin yiizey epiteli iizerinde
tutunacagl bolgeyi segcmesi konusunda etkin rol oynar. Endometriyumun reseptif
fazinda luminal epiteldeki ekspresyon diizeylerinde artig goriilen MUC-1’in,
blastosistin parakrin etkisinin ardindan implantasyon alaninda lokal olarak azaldigi
ve kayboldugu gozlenir. Boylece adezyonu engelleyen etken ortadan kaldirilarak
embriyonun implantasyonuna izin verilir. Bir bariyer gorevi goren MUC-I,
embriyonun implantasyon i¢in en uygun yere tutunmasini saglamasinin yaninda

embriyoyu annenin immiin sistemine karsi korur (134). Apozisyon asamasinda yiizey
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epitel hiicreleri tarafindan yiiksek diizeyde eksprese edilen LIF trofoblast
hiicrelerinin ylizeyinde lokalize olan reseptorleri ile etkilesime girmesi nedeniyle
implantasyon siirecinde etkili olan faktdrler arasinda sayilir (135).

Immiinfloresan ile yapilan calismalarda endometriyum epitel yiizeyinde; pre-
implantasyon sirasinda (Gebeligin 5. giiniinde) glikokaliks artarken, yaklagsma ve
baglanma sirasinda (Gebeligin 6. giiniinde) glikokaliksin azaldig1 izlenmistir. Ancak
LIF ekspresyonu olmayan farelerle yapilan ¢aligmalarda glikokaliksin incelmedigi ve
implantasyonun olmadig1 izlenmistir (136, 137).

4- Adezyon: Fertilizasyondan sonra yaklasik 6. giinde blastosistin
embriyoblast kutbunun (i¢ hiicre kisminin yer aldig1 taraf) lizerinde yer alan
trofoblastik hiicrelerin adezyon molekiilleri aracilifiyla endometriyumun yiizey
epiteline tutundugu evredir. Reseptif donemin morfolojik belirteci olarak kullanilan
pinopodlar embriyolar i¢in tutunma alanlar1 olusturarak adezyon siirecine katilirlar
(138).

Trofoblast ve endometriyum yiizey epitelinde ekspresyon diizeylerinde artig
gozlenen adezyon molekiilleri ve ligandlar1 embriyo-endometriyum arasinda ki
etkilesimi gergeklestirir. Bu siiregte en onemli rolii iistlenen adezyon molekiilii
grubunu integrinler olusturur. Hem yiizey epitel hiicrelerinin hem de trofoblastik
hiicrelerin yiizeyinde ekspresyonu gozlenen a5B3 integrini ve ligandi osteopontin
implantasyon asamasindaki ilk hiicre-hiicre etkilesiminde goérev alir (131). a3p1,
a6p4 ve a5BS integrinleride adezyon siirecine katilan diger adezyon molekiilleridir
(139). Iintegrinler hem embriyonun endometriyum yiizeyine tutunmasi igin bir
reseptér, hem de trofoblastin penetrasyonu ve invazyonu i¢in uyaricidir.
Trofoblastlar tarafindan eksprese edilen E-kaderinler endometriyum ylizey epiteli ile
hiicre-hiicre etkilesimine girerek adezyonda rol oynarlar (140).

Adezyonda islevi oldugu bildirilen bir diger molekiil de trofinindir. Trofinin;
esas olarak bir transmembran proteinidir. Trofinin, adezyonda islev gorebilmek igin,
sitoplazmik bir protein olan bystin aracilifiyla yine sitoplazmik bir protein olan
tastine baglanarak bir kompleks olusturur. Implantasyon bélgesinde, trofininin,
trofoblast ve endometriyum yiizey epitel hiicreleri ve desidual hiicrelerinin apikal

yiizeylerinde agiga ¢iktig1 gozlenmektedir (141).
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5- Endometrival invazyon: Schlafke ve Enders canlilardaki trofoblast

invazyonunu iice ayirmiglardir:
1. Yayilmaci ( insanlar bu gruptadir)
2.Yer degistiren
3.Birlesen

Her ii¢ tipde de trofoblastlar epiteli gectikten sonra desidualize olmus
endometriumun bazal laminasina yapisir ve alttaki bag dokusuna penetre olurlar.

Insan blastosistleri yayilmaci tip epiteliyal penetrasyon sergilerler. Bu tip
invazyon vyiizey epitel hiicreleri ile sinsityotrofoblastlarin uzantilar1 arasindaki
penetrasyonu igerir. Bu durum, komsu epitel hiicreleri arasindaki baglantilarin
kaybina ve trofoblastlar ile epitel hiicreleri arasinda baglantilarin olusmasina yol
acar. Boylece, trofoblastlar kendilerini epitel hiicreleri arasina sokmus olur ve daha
sonra ylizey epiteli altinda yer alan bazal membrana dogru penetre olurlar (141).

Invazyon asamasinda metalloproteinazlar (MMP) ekstraselliiler matriks
bilesenlerinin yikimin1 gergeklestirir. invazyon asamasinda MMP-2 ve MMP-9
ekspresyonu artar. MMP’lerin aktivitesi matriks metalloproteinaz doku inhibitorleri
(TIMP) tarafindan kontrol edilir (A60). Desidual hiicreler tarafindan salgilanan TGF-
B, metalloproteinaz doku inhibitoriinii (TIMP-1) arttirarak trofoblastlarin doku
invazyonunu inhibe eder (142, 143).

IL-6, hamileligin ilk dénemlerinde amniyotik sivida gozlenmistir. Invaziv
ozellik gosteren sitotrofoblast hiicreleri tarafindan eksprese edilen I1L-6, MMP-2 ve
MMP-9’un ekstraselliiler matriks bilesenleri {izerindeki etkilerini arttirabilme
ozelligine sahiptir (144, 145).

Implantasyon penceresi siiresince endometriyum yiizey epitel ve bez hiicreleri
tarafindan eksprese edilen LIF, sitotrofoblast hiicrelerinde ki reseptorlerine baglanir
ve ardindan sitotrofoblast hiicrelerinin sinsityotrofoblast hiicrelerine farklilagsmasini
indiikleyerek invazyon asamasinda rol oynar. LIF’in ekspresyonunun diisiik olmasi

aciklanamayan infertilitenin nedenleri arasindadir (135).
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2.8. Abortus (Diisiik)

Spontan abortus, son menstrual siklusun ilk giinii temel alinarak 20. gebelik
haftasindan 6nce, 500 gramdan daha az embriyo veya fetus ve eklerinin tamaminin
ya da bir kisminin, mekanik ya da farmakolojik bir girisim olmaksizin uterus kavitesi
disina atilmasidir (146). Spontan abortus sik goézlenen bir durumdur. Son
menstrilasyon tarihinden itibaren, klinik olarak tespit edilen gebeliklerin %15’
abortusla sonuclanir. Gebelik kayiplarinin ¢ogunlugu klinik olarak tanimlanamaz
(147).

Erken gebelik kayiplarinin birgogunda olay beklenen adetten dnce ya da adet
sirasinda oldugu i¢in annenin fark etmesi miimkiin olmaz. Fark edilen gebeliklerin de
%15-20 kadar1 spontan abortus ya da ektopik gebelik gibi tanilarla kaybedilir (148).
Gebelik kaybi riskini 6nceki obstetrik dykil etkilemektedir. Her diisiik, bir sonraki
gebeligin de diisiikle sonlanma olasiligini artirmaktadir. Bir spontan diisiik sonrasi
baska bir spontan diisiik olma riski % 15 civarindadir (149). Diisiik yapma riskinin
ilerleyen maternal ve paternal yasla birlikte arttig1 gosterilmistir. Ancak tekrarlayan
gebelik kayiplart agisindan rekiirrens riski, gen¢ ve ileri yas bayanlarda farklilik

gostermemektedir (148).

2.8.1 Abortuslarda Siniflama:

Abortuslar; Olus zamanlarina, olus sekillerine, sonlanma sekillerine ve klinik

sekillerine gore gruplandirilirlar.

2.8.1.a. Olus zamanlarina gore: 3 gruba ayrilir.

1) Belirlenemeyen (subklinik) abortus: Heniiz klinik ya da goriintiileme

teknikleriyle gebelik tanis1 yokken sadece gebelik testinin pozitif oldugu durumlarda
olusan abortuslar bu gruba girer. Bu asamadaki kayiplarin birgogu gamet
bozukluguna baglidir (148).

2) Erken abortuslar: 12. gebelik haftasinin sonuna kadar olan abortuslar bu

gruba girer. Abortuslarin %80’inden fazlas1 12 hafta i¢inde olur ve bu oran bundan
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sonra hizla diiser. Bu erken abortuslarin en azindan yarisina kromozomal anomaliler
neden olur (146).

3) Geg abortuslar: 13-20. haftalar arasinda olusan abortuslar.

Gebelik kayiplari, preembriyonik (<5 hafta), embriyonik (5-10 hafta) ve fetal
(> 10 hafta) kayip seklinde de siniflandirilabilir (150).

2.8.1.b. Olus sekillerine gore: 2 gruba ayrilir.

1) Spontan abortus: 20. gebelik haftasindan 6nce herhangi bir mekanik ya da

farmakolojik girisim olmaksizin kendiliginden olusan abortuslar.

2) Indiiklenmis abortus: Mekanik ya da farmakolojik girisimle olusan

abortuslar bu gruba girer. indiiklenmis abortuslar 2 gruba ayrilir:

a) Terapotik abortuslar: Tibbi endikasyonlar nedeniyle (Maternal sistemik bir

hastalik veya fetal anomali) gerceklestirilen abortuslar.

b) Istemli abortuslar: Anne ve bebek acisindan higbir tibbi sorun yokken

istenmeyen bir gebeligin sonlandirilmasidir. 10. gebelik haftasina kadar istenmeyen

gebelikler yasal olarak sonlandirilabilir.

2.8.1.c. Sonlanma sekillerine gore: 2 gruba ayrilr.

1) Komplet abortus: Fetiis ve eklerinin tamaminin uterin kavite digina

atilmasidir.

2) Inkomplet abortus: Fetiis ve eklerinin tamammin atilamadigi, bir kisminin

uterin kavite i¢inde kaldig1 abortuslardir. Uterin kavite i¢inde kalan yapilar kiiretajla
cikarilmalidir. 10 haftalik gebelikten once plasenta ve fetiis genellikle birlikte atilir

ancak daha sonra bunlar ¢ogunlukla ayr1 olarak atilir (146).

2.8.1.d. Klinik sekillerine gore: 5 gruba ayrilir.

1) Abortus imminens: 20. gebelik haftasindan 6nce vajinal kanama olmasidir.

Tiim gebeliklerin yaklasik %30-40’1nda goriiliir. Kanama ¢ogunlukla az miktardadir

ve alt batinda hafif ya da kramp tarzinda bir agriyla birlikte olabilir. Bu hastalarin
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ayirici tanisinda vajinal kanama yapan diger durumlar ekarte edilmelidir. Hastalarin
cogunda kanama 8-10. gebelik haftasinda olsa da ger¢ek kayip siklikla 8. gebelik
haftasindan 6nce olur. Hastalarin sadece % 3.2’in de gebelik kaybi 8. haftadan sonra
olur (147).

Abortus imminens olgularina izlem seklinde yaklasilir. Sayet kanama hafif ve
agr1 yoksa gebeligin devam edecegi diisiiniilmelidir. Kanamasi olan gebeliklerin
%350’sinden fazlas1 devam eder. Kanama 10. gebelik haftasinda ise %90, sayet 13.
gebelik haftasinda ise %99 olasilikla gebelik devam eder (151).

2) Abortus insipiens (kacinilmaz diisiik): Abortus imminens semptomlar1 olan

gebede internal servikal osun dilate olmasidir. Kanama fazladir. Amnion zar

yirtilmistir ve pelvik agri vardir (152).

3) Missed abortus: Intrauterin fetal viabilite kaybinin oldugu ancak diger
abortus tiplerinde goriilen kanama, servikal dilatasyon gibi bulgularin olmadig:
durumdur. Ultrasonografide fetal viabilite saptanmaz ve takiplerde B-hCG artmaz.
Eger olu fetiisiin uterin kavitede kalis1 uzun siirerse ciddi koagiilasyon bozukluklari
ortaya cikabilir ancak bu daha ¢ok gestasyonun fetiisiin Oliimiinden sonra 2.
trimestera ulasmasi1 durumunda goriiliir. Tedavi fetiis ve eklerinin uterin kaviteden

bosaltilmasidir (153).

4) Septik abortus: Genellikle kontamine yabanci cisimle diisiik yaptirma
girisimini (kriminal abortus) takiben ortaya g¢ikar. Daha ¢ok yasa dis1 abortuslarla
iliskilendirilmistir. Septisemi de olusabilir. Septik abortuslar sonrasi yapilan kan
kiiltiirlerinde 1/4 oraninda pozitif kan kiltlirii saptanmistir. Tedavisi, gebelik
driinlerinin uterin kaviteden hizla bosaltilmasi ve intravendz genis spektrumlu
antibiyotiktir (146).

5) Habituel abortus (Tekrarlayan gebelik kayiplari): 20. gebelik haftasindan

once ardisik 3 veya daha fazla gebelik kaybi olusmasidir. Ortaya c¢iktiginda
etyolojinin aydinlatilmasi ve tedavisi hem doktor hem de hasta agisindan énemli bir
problem olusturur. Tekrarlayan gebelik kayiplar1 heterojendir ve altinda birden fazla
neden yatar. Etyolojide anatomik bozukluklar, genetik, endokrin, immiinolojik
faktorler, enfeksiyonlar ve sistemik hastaliklar rol oynamaktadir. Bununla birlikte %

40- 50 oraninda spesifik etyolojik faktor saptanamamaktadir (146).
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2.8.2. Tekrarlayan gebelik kayiplarinda etyolojik faktorler:

1) Idiyopatik (%38)
2) Genetik Faktorler (%20)

A.
B.
C.

Kromozomal
Tek gen defektleri
Multifaktoryel

3) Endokrin faktorler (%15)

A.
B.
C.
D.
E.

Luteal faz yetmezligi

PCOS, insiilin rezistansi, hiperandrojenizm
DM

Tiroid hastaliklari

Prolaktin bozukluklari

4) Otoimmiin faktorler (%15)

A.

e o

&

a.

1.

Hiimoral immiin mekanizmalar
Liiteal faz yetmezligi

Diabetus Mellitus (DM)

Tiroid bozukluklar

PCOS (polikistik over sendromu)
Hiperprolaktinemi

Hiicresel immiin mekanizmalar
Kalitsal trombofililer;

Tek gen defektleri (FV Leiden mut., MTHFR, Protrombin gen

mut., faktor eksiklikleri)

ii.

Antikor aracili trombozlar (APAS, anti-f2G1)

b. Diger faktorler:

i. Uterin reseptivitenin  degisimi  (integrinler, adhezyon
molekiilleri)

ii. Cevresel faktorler ( toksinler, alkol, sigara, kafein, yasak
ilaglar)

5) Anatomik faktorler (%10)

A.
B.

Miilleryen anomaliler

DES maruziyeti
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Servikal yetmezlik

Asherman sendromu

m o 0

Leimyomlar
F. Adenomyozis
6) Enfeksiyonlar (%2)
A. Bakteriler; Listeria Monositogenez, Clamidya Trachomatis,
Ureoplazma Urealiticum, Mikoplazma Hominis, Bakteriyel Vaginozis
B. Virisler; CMV, Rubella, HSV, HIV, Parvoviriis
C. Parazitler; Toksoplazma Gondi, Plazmodium Falciparum

D. Spiroketler; Treponema Pallidum (148).

2.9. Hastalik Gruplan

2.9.1. Diabetes Mellitus (Dm)

Diabetes mellitus (DM); endojen insiilin hormonunun yoklugu, yetersizligi
veya dokulardaki etkisinin azalmasina bagl olarak gelisen, karbonhidrat, yag ve
protein metabolizmalarinda hiperglisemi, dislipidemi, glikoziiri gibi bozukluklarla
karakterize bir kronik multisistemik metabolizma hastalifidir. Tiim diyabet
vakalariin %80-90’1 Tip 2 DM’den (insiiline bagimli olmayan diabetes mellitus),

%10-20’si ise Tip 1 DM’den (insiiline bagiml1 diabetes mellitus) olusur (155).

Simiflandirma
‘National Diabetes Data Group’ 1985 yilinda Diinya Saghk Orgiitiince
(WHO) de kabul goren ve son sekli verilen bir siniflama yapmistir (156). Bu
siniflamada diabet iice ayrilmistir:
1- Diabetes Mellitus (Asikar DM)
a. Tip 1 DM (insiilin bagimli -IDMM)
b. Tip 2 DM (insiilin bagimli olmayan-NIDDM)
2- Bozulmus glukoz toleransi
3- Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM)
Gebelik donemindeki diabette su sekilde siniflandirilabilir:
1- Pregestasyonel Diabetes Mellitus
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a. Tip 1 DM (insiilin bagimli -IDMM)
b.Tip 2 DM (insiilin bagimli olmayan-NIDDM)
2- Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM)

Tip I DM (insiiline bagh DM)

Tiim diyabet olgularinin %10-20’si ise Tip 1 DM’den olusur. Genellikle 30
yasindan kiigiik, zayif bireylerde goriilen pankreas beta hiicrelerinden insiilin
salgilanmasinda belirgin yetersizlikle karakterize olan insiiline bagimli diyabet
tipidir. En belirgin 6zelligi insiilin yetersizligine bagl olarak diyabetik ketoasidoz
(DKA) gelismesidir. Hem tip 1 hem de tip 2 DM multigenik ve g¢evresel faktorler
sonucu olugmaktadir. Tip 1 DM multigeniktir. Genetik predispozisyonu olan
bireylerde (insan lokosit antijeni-HLA DR3, DR4, DP, DQ alellerini igerenler)
virlsler (koksaki viriis, kabakulak, kizamik, kizamikg¢ik, infeksiydz mononiikleoz)
veya toksinler gibi g¢evresel etkenler ile pankreas beta hiicrelerinin hiicre aracili
otoimmiin hasarina bagli olarak olusur. Hastalarin %80-90’inda adacik hiicre
otoantikorlart (ICA), insiilin otoantikorlar1 (DAA) veya glutamik asit dekarboksilaz
otoantikorlart (GAD65-AA), tirozin kinaz otoantikorlarindan biri veya birkagi
bulunabilir. Pankreas beta hiicrelerinin %80-90’1nin zarar gérmesi ile hiperglisemi
gelisir. Tip 1 DM’li hastalarda insiilin yoklugu ile birlikte artmis glukagon diizeyleri
gozlenir. Insiilin  olmadigindan glukoz kullamlamaz. Enerji, glukagon,
glukoneogenez ve lipoliz ile saglanir. Lipoliz ile yag asitleri elde edilir. Yag
asitlerinin oksidasyonu ile B-hidroksibiitirat (%78), asetoasetat (%20), aseton (%2)
gibi keton cisimleri olugur (161).

Diabetli gebelerin bebeklerinde konjenital anomaliler siklikla goriilmektedir.
Bu anomalilerden kaudal regresyon ve situs inversus diabetik gebelerde normal
popiilasyona gore daha fazla goriilmektedir. Anne karninda oOliimler de bu
gebeliklerde sik goriilmektedir. Diabetik kadinlarda implantasyon olduktan sonra
fetusun kayb1 normal kadinlara gore 9 kat artmistir (158, 159).

Otoimmiin DM’da meydana gelen erken gebelik kayiplar1i ve tekrarlayan
spontan abortuslarin nedeni heniiz tam olarak bilinmemektedir. Insan Tip 1 DM’u
yapilan obez olmayan fare modelli bir g¢alismada T hiicresinin otoimmiin

aktivasyonuyla olusan ‘interferon gama (IFNy) bagimli embriyo- letal T helper tip 1°
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(Th- 1)’in lokal olarak endometriyuma sitotoksik etki gosterdigi ve diisiige yol agtig
bulunmus (160). TNF-o primer villoz trofoblastlarda programli hiicre Oliimiini
stimiile eder. IFNy da TNF-a’nin primer villoz trofoblastlar iizerindeki oldiiriicti
etkisini gliglendirir (161). Yine fare ile yapilan baska bir ¢alismada gebeligin erken
gilinlerinde IFNy’nin ¢ok miktarda yapildigi saptanmis, fazla miktardaki IFNy’ nin;
LIF ve IL 1 gibi desidualizasyonda rol alan faktorlerin uterus hiicrelerine olan
desidualize edici etkilerini engelledigi ve DM’li kadinlarda tekrarlayan spontan
diisiiklere yol actig1 bulunmustur (161, 162).

Koti kontrollii diabetiklerde spontan abortus riskinin artmasi hiperglisemiye,
maternal vaskiiler hastaliga ve immiinolojik faktorlere baglanmistir. Yine yapilan
deneylerde hipergliseminin preimplantasyon ddneminde blastosistte apoptoza ve
sonucta DNA fragmantasyonuna neden oldugu bulunmustur. Bu sonuglar
prekonsepsiyonel glukoz kontroliiniin ne kadar 6nemli oldugunu gostermektedir

(161, 162).

2.9.2. Trombofililer

Trombofili, artmis vendz ve arteriyel tromboz ile iligkilidir. Trombofili,
tromboza yatkinlik anlamina gelmektedir. Trombozisin obstetrik komplikasyonlari
icin onemli bir risk faktoriidiir. intervilldz ve spiral arterlerde olusan trombozis,
plasental perflizyon bozukluguna neden olur. Bu agidan bakildiginda gebelikte
trombofilinin 6nemi daha iyi anlasilmaktadir. Obstetrik komplikasyonlar1 olan
kadinlarda, trombofili %68 oraninda goézlenirken, gebeligi normal olarak seyreden
kadinlarda bu oran %18 olarak bulunmustur (164).

Gebelikte koagiilasyon faktorlerinin (fibrinojen, FII, FVII, FX, FXII)
konsantrasyonunun artmasi, antikoagiilan diizeylerinin ve fibrinolitik kapasitenin
azalmasina bagl kazanilmis bir hiperkoagiilabilite durumu vardir. Gebelikteki bu
artmis hiperkoagiilabilite derin ven trombozu (DVT), pulmoner emboli gibi vendz
tromboembolik durumlar ve tekrarlayan diisiikler, intrauterin gelisme geriligi,
preeklampsi ve ablatio plasenta gibi gestasyonel vaskiiler komplikasyonlara
predizpozisyon olusturur. Bu gebelik komplikasyonlar1 gebeliklerin % 15’ini etkiler.

Fetal ve maternal morbidite ve mortaliteye sebep olur. Gestasyonel vaskiiler
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komplikasyonlarin siklikla maternal kalitsal ya da kazanilmig trombofilik risk
faktorleriyle iliskili oldugu belirtilmistir (164).

Bircok koagiilasyon bozuklugu ile ilgili hastalik trombofili iginde
gruplandirilir. Bunlar; aktive protein C rezistans1 (APCR), protein S eksikligi, protein
C eksikligi, protrombin gen mutasyonu, antitrombin 3  eksikligi ve
hiperhomosisteinemi (MTHFR mutasyonu, C677T MTHFR) dir. Bu koagiilasyon
bozukluklar1 plasental yetmezlik ve sonrasinda gebelik kayiplarmma yol agarlar.
Aktive protein C rezistansi (APCR) tromboembolinin en yaygin genetik sebebidir.
APCR olgularinin %95’inde FV Leiden mutasyonu saptanmistir (165).

Maternal folat eksikligi, maternal hiperhomosisteinemi, MTHFR C677T
polimorfizmi tekrarlayan disiiklerle iliskili bulunmustur. Hiperhomosisteineminin
tekrarlayan diisiiklere yol a¢ma mekanizmalariyla ilgili birgok hipotez One
siriilmiistir. Homosistein embriyotoksik olabilir veya hemostatik genetik

mekanizmalarla etkileserek trombojenik potansiyeli artirabilir (166) .

2.9.2.a. Hiperhomosisteinemi

Hiicre i¢inde homosistein sistatiyonin B sentetaz ile sistatiyonine transsiilfiire
olur veya metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) ve metilen sentetazin yer aldig
bir yolla metionine doniisiir. Bu metabolik yolda folik asit, vitamin B6 ve vitamin
B12 o6nemli kofaktorlerdir. Bu yollardaki enzimlerde herediter bir bozukluk
hiperhomosisteinemi ile sonuglanmaktadir. Bu durum, otozomal resesif ge¢isli olup,
homozigot sistationin B sentetaz defekti veya 1siya duyarh folik asit bagimli MTHFR
enziminde parsiyel eksiklik tanimlanmistir. Bu eksiklik MTHFR enzimini kodlayan
gende nokta mutasyon sonucu yani 667. niikleotidde sitozin’in yerine timidin’in
gecmesidir (667C-T). Hafif ve orta hiperhomosisteinemi sistationin sentetaz
enziminin heterozigot defekti veya MTHFR nin termolabil mutantinin homozigot
defekti sonucu olusmaktadir. Bu defektlerin oldugu durumlarda erkek ve kadinlarda
vendz tromboza egilim artmakta, kadinlarda ise tekrarlayan gebelik kayiplart ve
noral tiip defekti riski artmaktadir. Hafif hiperhomosisteinemide spontan abortus,

plasental infarkt ve ablasyo plasenta goriilebilmektedir (167, 168, 169).
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Metilentetrahidrofolat Rediiktaz (MTHFR) Enzimi

Enzimin 70 ve 77 kDa’luk iki alt birimi olup, sitoplazmik bir proteindir. Folat
metabolizmasinda 6nemli bir fonksiyona sahiptir. MTHFR geninde meydana gelen
C677T mutasyonu enzim aktivitesini azaltmaktadir. Bu da S5-metiltetrahidrofolat
seviyesinin azalmasina, homosisteinin metionine doniisememesine ve bunun
sonucunda plazma homosistein  seviyesinin  yiikselmesine neden  olur.
Hiperhomosisteinemi ¢esitli mekanizmalarla vaskiiler hasar olusturur. Gebelikte
goriilen preeklampside hiperhomosisteinemi ile iligkili endotel hasar1 gozlenebilir

(14).
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Sekil 2.9.2.a.1: Homosisteinin metabolik yolagi (Ardunio A Mangoni, Folic acid,

inflammation, and atherosclerosis: False hopes or the need for better trials?, Clinica
Chimica Acta, 2006, 367: 11- 19°dan alinmstir.)

Yapilan ¢alismalarda fazla miktardaki homosisteinin endotele toksik
etkilerinin oldugu gosterilmistir. Saglikli endotel hiicresinden vazodilatasyon yapan
NO (nitrik oksit), Pgl, (prostasiklin) ve EDHF (endothelium- derived
hyperpolarizing factor) salinimi olur. Homosistein bu faktorlerin salinimini azaltir ve
vazokonstriksliyona yol agar. Prostasiklin ayni zamanda trombosit agregasyonu
inhibitoriidiir, hiperhomosisteinemide prostasiklinin azalmasi ile trombozis meydana
gelir (167). Thai ve arkadaglar1 yaptiklari bir ¢alisma ile homosisteinin diiz kas
hiicreleri iizerinde biiyiimeyi arttirici, endotel hiicrelerinde de DNA sentezini azaltici

etkilerinin oldugunu ortaya koymuslar (171, 172, 173, 174, 175).
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2.10. Otofaji

Hiicrenin hiicre i¢i bir programa bagli olarak yikilmasina programli hiicre

oliimii denir. Programli hiicre 6liimiiniin 3 ana tipi vardir.
1. Apoptozis (tip I hiicre 6liimii)
2. Otofaji (tip II hiicre 6liimii)
3. Nekroz (tip III hiicre 6liimii)

Otofaji, hiicre i¢i makro molekiillerin ve organellerin bir kesecik igine
alinarak lizozomlara yonlendirilmesi ve lizozomla birleserek burada par¢alanmasina
yol acan bir mekanizmadir. Kisa 6miirlii proteinlerin ubikitin-proteozom sisteminde
parcalanmasina karsin, uzun émiirlii proteinler ve hiicre i¢i organeller otofaji sistemi
tarafindan pargalanirlar ve olusan yapi taglari (6rn. aminoasitler) hiicre kullanimi igin
yeniden kazandirilirlar (11, 12). Son on yilda yapilan ¢alismalar ise otofajinin;
metabolizmanin  diizenlenmesinde, morfogenezisde, hiicre farklanmasinda,
yaslanmada, hiicre o6limi ve bagisiklik sistemin bir pargasi olarak hiicre ici
patojenlerin yikiminda da etkili bir rol oynadigini ortaya koymustur (12, 176). Ayrica
arastirmalar, otofaji hatalarmin, kanser, enfeksiyon hastaliklar1 ve norodejeneratif
hastaliklar gibi 6nemli saglik sorunlarinin da nedenleri arasinda yer aldigim
gostermektedir (177). Otofaji; makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracilikli otofaji
seklinde en az ii¢ farkli mekanizma ile ger¢eklesmektedir (178).

Otofaji mekanizmalarinda rol oynayan proteinlerin cogu “otofaji ile baglantili
proteinler” (Autophagy-related proteins) ya da kisaca Atg proteinleri, mayada
yapilan ¢alismalar sonucunda bulunmus ve giinlimiizde 30’dan fazla Atg geni
tanimlanmigtir ~ (178). Bunlardan  Atg6  memelilerde  Beclin-1  olarak
isimlendirilmektedir. Atg proteinlerinin bir kismi1 ve g¢esitli protein kompleksleri
“otofajik kesecik™ ya da bir bagka deyisle “izolasyon membraninin” ve otofagozom
olusumunda rol oynamaktadir. Hiicrede otofagozomlar “otofaji olusum merkezi”
(Preautophagosomal structure, PAS) adi verilen ve memelilerde endoplazma
retikulumu ile Golgi bilesenlerinin aralarina serpistirilmis olan yapilarda ortaya
¢ikarlar. Izolasyon membraninin kaynagi tam belli olmasa da en ¢ok kabul edilen
model, bunun yeni sentez edildigi ya da endoplazma retikulumu, mitokondriyon dig
membrani ve plazma membranindan kaynaklanabilecegi ileri siirmektedir (179). Bu

temel molekiiler mekanizma Atgl-Atgl3-Atgl7 kinaz kompleksi; smuf III
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phosphoinositol 3 fosfat (PI3F) kinaz, Vps34’iin aktivitesini diizenleyen Atg6 protein
(memelilerde Beclin-1) kompleksi; iki ubikitin benzeri sistem ve Atg9 ve dongii
sistemi olarak dort basamakta Ozetlenebilir (180). PI3F’in gorevi, kendisine
baglanma 6zelligine sahip ve kesecik olusumunda rol oynayan proteinleri ve protein
gruplarin1  “otofaji olusum merkezi” (Preautophagosomal structure, PAS)’a
yonlendirmektir. Bu sekilde c¢ekirdegi olusan otofagazom membraninin uzamasi ve
kesecik halini almast ise iki ubikitinlenme benzeri sistem tarafindan kontrol
edilmektedir. Bunlardan birincisinde,

Atgl?2 proteininin Atg5 proteinine kovalent olarak baglanmasi katalize edilir.
Ardindan Atgl2’ye baglanmis AtgS, Atgl6 ile de birleserek izolasyon membraninin
dis yiizeyine baglanir. Ikinci ubikitin benzeri sistemde ise, biyolojide az rastlanan bir
reaksiyonla, Atg8 (memelilerde MAP- LC3 ya da kisaca LC3) proteininin, bir
fosfotidiletanolamin (FE) yag molekiiline kovalent olarak baglanmasi s6z
konusudur. Atgl2-Atg5-Atgl6 kompleksi, Atg8/LC3’iin FE’ye baglanmasi icin
gereklidir. Bu baglanmanin olabilmesi i¢in, Atg8 ya da LC3’iin C- ucundaki bes
aminoasitin Atg4 proteazi tarafindan kesilmesi ve sondan 6. aminoasit olan glisinin
ortaya c¢ikarilmasi gerekmektedir. FE molekiilii, bu glisine baglanmaktadir. Atg8/
LC3’lin FE’ ye baglanmasi, PAS’a zar tasinmasi ve burada zar uzamasi igin gerekli
bir olaydir. Ayrica Atg4, kesecik olusumu sonrasinda gorevi tamamlanan LC3
proteinlerini yagdan kopararak yeniden kullanilmalarina yol agmaktadir (11, 12,
178). Atg9 ve dongii sistemi otofajik zardan otofagozom olusumda rol oynamaktadir
(180). Bir baska deyisle, otofaji ile ilgili proteinlerin ¢ogu, otofajik zarlarin
olusumunda ve bunlarin uzayarak kesecik haline gelmesinde goérev yapmaktadirlar.
Otofagozom daha sonra ge¢ endozom veya lizozomla birleserek tasidigi kargonun
parcalanmasina yol agar. Lizozomal enzimler tarafindan kargonun (kargo proteinler,
organeller vb.) yikimi sonrasinda, ortaya ¢ikan yapitaglar1 (6rn. aminoasitler, yag

asitleri, vb.) tekrar kullanilmak iizere hiicreye kazandirilir (11, 12, 178, 180).
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Sekil 2.10.1: Otofajinin molekiiler mekanizmas1 (Autophagy Database’den

alimmustir.)

2.10.1. Beclin-1

Beclin-1; otofajinin erken déneminde rol alir ve otofajik vezikiil olusumunu
destekler (181). Beclin-1’in otofajiyi indiikledigi bilinmekle birlikte, artan otofajik
cevapta Beclin-1 ekspresyonunun artip artmadigina dair farkli goriisler vardir. Yan
ve arkadaslar1 kronik miyokard iskemisinde Beclin-1 ve LC3’{in birlikte arttigini ve
otofajiyi indiikledigini sOylerken (182), Martinet ve arkadaslar1 achigin indiikledigi
otofajide  Beclin-1  ekspresyonunda herhangi bir degisiklik olmadigim
sOylemektedirler (183).

Beclin-1‘in monoalel gen delesyonunda insan meme ve over kanseri gibi
malignitelerin arttig1 gosterilmistir (184, 185, 186).

Insan term plasentalar1 ile yapilan ¢aligmalarda; elektron mikroskopta
sitotrofoblastlarin ve sinsityotrofoblastlarin her ikisinin sitoplazmasinda da otofajik
vakuoller goriilmiis, immiinohistokimyasal olarakta LC3 ve Beclin-1’in gebeligin
ikinci trimestirindan sonuna kadar eksprese edildigini belirtmislerdir (13).

Preeklampside apoptozisde artig oldugu gosterilmistir (187, 188, 189). Bazi
caligmalarda da preeklampside sadece apoptoz degil otofajide de artis oldugu
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gosterilmistir  (13). Preeklampsili ve normal plasentalar karsilastirildiginda;
preeklampside Beclin-1 seviyesinde herhangi bir degisim olmadigi, LC3’{lin ise
artt1g1 gosterilmistir(13).

Beclin-1 insan plasentasinda trofoblastlarin sitoplazmasinda lokalizedir (186).
Beclin-1 erken donem embriyo gelisiminde rol oynar. Yapilan ¢alismalarda Beclin-1
(-/-) mutant fare embriyolarinin erken donemde 6ldiigli ve Beclin-1 (+/-) mutant

farelerde ise spontan tiimor gelisiminin arttig1 gosterilmistir (190).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec

Calismada kullanilan endometriyum doku 6rnekleri Hacettepe Universitesi
Tip Fakiiltesi, Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dalinda, ilk 10 hafta i¢cinde
kiiretaj yapilan; hastalig1 olmayan (istemli), otoimmiin (DM) veya MTHFR hastalig1
olan gebelerden elde edildi (Tablo 3. 1.) ve tiim hastalardan yazili onam alind1 ( Etik

kurul izin no: FON 10/36).

Tablo 3. 1. : Vakalarin obstetrik dzellikleri ve hastalik durumlari.

Hastakodu  Yas Kiiretaj Kiiretaj Otoimmiin MTHFR
istemli haftasi Hastalik
istemsiz

K1 41 + 7 — —
K2 38 + 7 — —
K3 32 4 8 — —
K4 28 + 10 — —
K5 29 + 6 — —
K6 29 + 10 — —
K7 22 + 9 — —
K8 29 + 9 — —
DMI 35 - 9 A —
DM2 27 + 10 + —
DM3 34 - 8 A —
DM4 31 + 7 + —
DMS5 26 4 7 - —
DM6 28 + 8 + —
DM7 25 - 9 A —
DMS 39 - 10 + —
M1 33 — 7 — -
M2 32 — 7 — +
M3 25 — 8 — -
M4 37 — 7 — +
M5 25 — 6 — -
M6 30 — 10 — +
M7 40 — 9 — -
M8 27 — 10 — +
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3.2. Gruplar

Elde edilen endometriyum doku Ornekleri ¢alismaya uygunluk agisindan
degerlendirildi. Dokulardan, alindigi annelerin ayrintili dykiilerine gore gruplar

olusturuldu.

Grup 1 (Saglikli ve sistemik bir hastalig1 olmayan ve istenmeyen bir gebelik

yasayan kisilerden elde edilen endometriyum 6rnekleri) n=8

Grup 2 (otoimmiin hastaligi olan ve ilk 10 hafta icinde kiiretaj yapilan

kisilerden elde edilen endometriyum o6rnekleri) n=8

Grup 3 (MTHFR Trombofili hastaligi olan ve ilk 10 hafta i¢inde kiiretaj
yapilan kisilerden elde edilen endometriyum 6rnekleri) n=8 olarak belirlendi (Tablo

3.2).

Bilinen bir otoimmiin hastalig1 olan bireyler gebe kalmadan 6nce kontrol
altina alindiklar1 ve gebelik boyunca uygun tedavi ve destekle kontrol altinda
tutulduklarindan caligsma stiresince diabetli hastalar disinda baska otoimmiin hastaligi
olan hastalardan kiiretaj materyali elde edilemediginden otoimmun hastalik grubunda

sadece diabetli hasta ornekleri calisma kapsaminda incelendi.

Tablo 3.2.: Gruplar

Grup 1 (Kontrol grubu) : n=8
Grup 2 (Otoimmiin- Diabet grubu) :n=8
Grup 3 (MTHFR Trombofilili hasta grubu) :n=8

3.3. Yontem

Kiiretaj sonrasinda alinan endometriyum doku 6rnekleri %10 tamponlu nétral
formaldehit icine alinarak Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dalina getirildi ve 151k mikroskobik ve immunohistokimyasal

inceleme yapilmak iizere takibe alindi.
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3.3.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Almman doku ornekleri fosfat tamponu (PBS) icinde hazirlanmis % 10
tamponlu notral formaldehitte 1 giin tespit edildi. Tespit edilen doku 6rnekleri rutin
151k mikroskop doku takip yontemine gore dereceli alkollerden gegirilerek dehidrate
edildi, ksilolde seffaflandirildiktan sonra parafine gomiildii. Doku takibi sirasinda
optimizasyonun saglanabilmesi i¢in sabit vakumlu bir doku takip cihazi1 kullanildi
(Leica, model TP 1020). Parafin bloklardan rotary mikrotom ile 3- 4 um kalinliginda

kesitler krom altim jelatin ile kapli rodajli lamlara alindu.

3.3.2. Hematoksilen- Eozin Boyama

Kullanilan Malzeme ve Soliisyonlarin Hazirlanmasi

e Mayer’ in hematoksileni

e Fozin

Mayer’ in Hematoksileninin Hazirlanmasi
Immiinohistokimya kisminda anlatild1.

Eozinin Hazirlanmasi

e FEozin Y(suda eriyen) 3gr

e Distile su 475 ml
o %095’ lik alkol 125 ml
e (CH;COOH 2 damla

3 gr. eozin Y 100 ml. distile suda eritildikten sonra iizerine 125 ml. %95 lik
alkol eklenir. Bu karigimin iizerine tekrar 375 ml. distile su eklendikten sonra 2

damla CH;COOH damlatilir.

Hematoksilen- Eozin boyamasi

Rodajli lamlara aliman 3- 4 pm kalinligindaki paraffin kesitler 1 gece etlivde

deparafinize edildikten sonra asagidaki sirayla boyama islemi yapildi.

e 3 kere 15’ er dakika ksilolde bekletildi.

e Sirasiyla %96, %96 ve %80’ lik alkollerde 10 ar dak. bekletilerek rehidrate
edildi.
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e Akar suda 10 dakika yikand.

e Kaullanilmadan dnce siiziilen Hematoksilende 15 dakika bekletildi.

e Akar suda 10 dakika yikandi.

e 2 kere asit alkole batirilip ¢ikartildi.

e Akar suda 10 dakika yikandi.

e 2 kere amonyakli suya batirilip ¢ikartildi.

e 60 sn eozinde bekletildi.

o Sirsiyla %80, %96, %96’ lik alkollerden gegirildi.

e Kurutulup, 45 dakika ksilolde bekletildikten sonra Kanada balsami ile lamlar

kapatildi.

Degerlendirme

Hematoksilen- Eozin boyama yapilan endometriyum kesitleri Hacettepe
Universitesi Histolojik Goriintiileme Merkezi’'nde yer alan, Leica DM6000B 151k
mikroskobunda degerlendirildi ve goriintiiler DC 500 model Leica marka dijital

kamera ile bilgisayar ortamina aktarildi.

3.3.3. Immiinohistokimya Yéntemi

Kullanmilan Malzeme ve Soliisyonlarin Hazirlanmasi
e Jelatinli lam

e Fosfat tampon soliisyonu (PBS)

e EDTA Tamponu

e Primer antikor

¢ Sekonder antikor

¢ Diamino benzidin soliisyonu (DAB)

e Mayer’ in hematoksileni

Jelatinli Lam Hazirlanmasi
e Dietil eter 250 ml
e %70’ lik alkol 250 ml

e Jelatin tozu Segr
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(Sigma, G-6650)
e Chrom (III)- alimsulfat- Dodecahydrat reinst (KCr(SO,),. 12H,O 0.5 gr
(Merck, K.N:K-2830535)
e Distile su 1000ml

Dietil eter ve %70’ lik alkol karistirildi. Lamlar karisima birkag kez batirilip
cikarildi, iyice kurutuldu. Daha sonra 5 gr jelatin tozu ve 0. 5 gr krom altimsiilfat 1 It
distile su igerisinde karistirilarak kaynatilip eritildi. Kaynatildiktan sonra filtre kagidi
ile siiziildli ve sogutuldu. Asansore dizilen rodajli lamlar soguyan jelatin soliisyonuna

batirilip ¢ikarildiktan sonra tekrar kurutuldu.

Fosfat Tamponlu Salin Solusyonunun (PBS) Hazirlanmasi

Soliisyon I:
¢ Sodium dihydrogen phosphatemonohydrat (NaH, PO,.H,O)  13.7 gr

(Merck K,N:3090)
e Sodium chloride (NaCl) 87. 66 gr
(Merck K,N:6408)
e Distile su 1000 ml

Soliisyon I1:

e Sodium dihydrogenorthophosphate(NaH, PO,.2H,0) 71.2 gr
(BDH Chemicals No: 30132)

e Sodium chloride (NaCl) 350. 64 gr
(Merck K,N:6408)

e Distile su 4000 ml

Stok Soliisyonu: Hazirlanan soliisyon I ve soliisyon II ayr1 ayr siiziildiikten
sonra 4000 ml. soliisyon II igerisine 500 ml. soliisyon I eklendi. Karigimin pH’ s1
pHmetre ile 6l¢iildii. Karistmin pH’ s1 6, 9 olana kadar soliisyon I veya II eklendi.

Kullanma Soliisyonu (yikama soliisyonu): Stok soliisyonu 1/ 10 oraninda
distile su ile diliie edildi. Soliisyon I ve II yardimi ile pH’ s1 7, 4 olacak sekilde

ayarlandi.



EDTA Tamponu

® 10X TAE (Tris-Asetik Asit-EDTA)
Dr. Zeydanl No: DZTAE10- 1

® Distile su
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EDTA distile su ile 1/ 10 oraninda sulandirilarak kullanildi.

Primer Antikorlar

Calismada kullanilan primer antikorlar (Tablo 3.3.3.1.) ticari olarak saglandi.

Antikorlar onerilen oranlarda PBS ile sulandirilarak edilerek kullanilda.

Tablo 3.3.3.1. : Kullanilan primer antikorlarin 6zellikleri ve sulandirilma oranlar

Antikor Klon ada Kaynagi Izotip Sulandirma
orani

LIF Poliklonal Abbiotec Rabbit IgG 1:200

IGF-1 Poliklonal MyBiosource Poliklonal IgG | 1:100

Beclin-1 Poliklonal MyBiosource Poliklonal IgG | 1:100

Sekonder Antikor

e ABC KIT (Vectastatin, Cat. No. PK-6200)

e PBS

Diamino benzidin solusyonu (DAB)

e 3.3’-Diaminobenzidine  tetrahydrochloride-plus
horseradish peroxidase (Zymed, Cat. No. 00-2020)

Mayer’ in Hematoksileninin Hazirlanmasi

e Aliminyum potasyum siilfat (KAL(S0,4)2.12H,0)

(Sigma, K.N:A 7167)

e  Hematoksilen

(Sigma, K.N:H 9627)

e  Sodyum iyodit (NalO3)

(Sigma, K.N:S 407)

e Kiloral hidrat (C,H3Cl303)

(Sigma, K.N:N 8383)

kit  substrate for

50 gr

1.0 gr

0.2gr

50 gr
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e Distile su 1000 ml
e  Sitrik asit (monohidrat)(C¢HgO,.H,0) 1.0gr
(Sigma, K.N:C 7129)

Yukaridaki regeteye uygun olarak 1.0 gr. Hematoksilen 1000 ml. distile suda
eritildi. Daha sonra 0. 2 gr. sodyum iyodit ilave edildi. 50 gr. Aliminyum potasyum
stilfat eklenerek manyetik karistiricida tamamen eriyinceye kadar karistirildi. Daha

sonra kloral hidrat ve sitirik asit ilave edildi. Boya kullanilmadan once siiziildii.

Indirekt ABC Yéntemi

Yukarida belirtilen sekilde elde edilen endometriyum dokularina indirekt
ABC yontemi ile immiin boyama yapildi. Jelatin kapli rodajli lamlara alinan 3- 4 um
kalinligindaki parafin kesitlere asagidaki islemler sirasiyla uygulandi.

e Parafin kesitler 70°C’ ye kadar 1sitilmis etlivde bir saat bekletildi.

e Ug kez yenilenen ksilolde 10’ ar dakika bekletildi.

e Iki kez yenilenen %96’lik alkolde ve bir kere %80’ lik alkolde 10 ar
dakika bekletilerek rehidrate edildi.

e Endojen peroksidaz aktivitesini bloke etmek icin %0. 3’ lik hidrojen
peroksit sollisyonu ile nemli ve kapali bir kutuda oda 1sisinda 5 dakika inkiibe edildi.

e EDTA tamponu kullanilarak diidiiklii tencerede kaynayana kadar tutularak
antijen agiga ¢ikarma islemi uygulandi.

e Salelere dizilen lamlar PBS yikama soliisyonu ile 3 kere 5’ er dakika
yikanda.

e Kesitlerin etrafi dakopen ile siirlandirilda.

e Kesitler ABC kitinin ‘Blocking Serum’ u damlatilarak nemli ve kapal1 bir
kutuda 20 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.

e Uygun sekilde diliisyonu yapilmis primer antikorlar kesitlere damlatildi ve
nemli ve kapali bir kutuda 1 saat oda 1sisinda inkiibe edildi.

e Salelere dizilen lamlar PBS yikama soliisyonu ile 3 kere 5’ er dakika
yikanda.

e Kesitler ABC kitinin sekonder antikoru (Biotinylated Seconder Antibody)
ile 30 dakika oda 1sisnda inkiibe edildi.
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e Salelere dizilen lamlar PBS yikama soliisyonu ile 3 kere 5’ er dakika
yikanda.

e Kesitler ABC kitinin Reagent’ 1ile 30 dakika oda 1sisnda inkiibe edildi.

e Salelere dizilen lamlar PBS yikama soliisyonu ile 3 kere 5’ er dakika
yikandi.

e Kesitlerin iizerine kit igerigine uygun sekilde hazirlanmig olan kromojen
(DAB) damlatildi ve 151k mikroskobunda kontrol edilerek 5-10 dakika bekletildi.

e Salelere dizilen lamlar PBS yikama soliisyonu ile 3 kere 5’ er dakika
yikanda.

e Salelere dizilen lamlar cesme suyu ile yikandi.

e Hematoksilen siiziildii.

e Lamlar 45 saniye hematoksilende bekletildi.

e Salelere dizilen lamlar ¢esme suyu ile yikandi.

o %80, %96, ve %96’ ik alkollerde iicer dakika bekletilerek dehidrate
edildi.

e Dehidrate edilen kesitler kurutulduktan sonra ksilolde 15-20 dakika

bekletilerek seffaflastirildi ve kanada balsamu ile kesitler kapatildi.

Kontrol Boyamasi

Negatif Kontrol: Kesitlere, primer antikor basamagi atlanarak, izleyen

basamaklar aynen uygulandi.

Pozitif Kontrol: LIF i¢in karaciger ve bobrek dokusu, IGF- 1 i¢in kalp ve

akciger dokusu, Beclin- 1 i¢in mide dokusu kullanildi.

Degerlendirme

Indirekt ABC yoéntemi kullanilarak immiin  boyama uygulanmis
endometriyum kesitleri Hacettepe Universitesi Histoloji ve Embriyoloji Ana Bilim
Dalinda yer alan Histolojik Goriintileme Merkezi’nde Leica DM6000B 151k
mikroskobunda degerlendirildi ve goriintiler DC 500 model Leica marka dijital
kamera ile bilgisayar ortamina aktarildi. Kontrol, DM ve MTHFR gruplarina ait
endometriyum Kkesitlerinde; yiizey epitel hiicreleri, bez epitel hiicreleri, desidual

hiicreler, extravilloz trofoblastlar, endometriyal damar endotel ve kas hiicreleri,
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sitotrofoblastlar, sinsityotrofoblastlar ve mezenkimal bag doku hiicreleri LIF, IGF-1
ve BECLIN-1 immiinoreaktivitesi acisindan iki histolog tarafindan bagimsiz olarak
degerlendirildi. Immunoreaktivitelerin siddetleri belirlendikten sonra (Tablo 3.3.3.2),
Tsai HD ve arkadaslarinin yapmis oldugu derecelendirme (%0 boyanma:-, %1-30: +,
%31-60: ++, %61-100: +++) 6rnek alinarak istatistiksel analiz yapildi (191). Ayrica
40’Iik objektif biiyiitmesinde 5 ayr1 alanda lenfosit ve imiinoreaktivite veren desidual

hiicre sayimu iki histolog tarafindan bagimsiz olarak yapildi ve ortalamalar1 alindu.

Tablo 3.3.3.2: Immiinoreaktivite siddetleri

Kullanilan Siddeti

simge

- Sifir (Immiinoreaktivite yok)

+ Zayif
++ Orta
+++ Kuvetli

3.3.4. istatiksel Degerlendirme

Calismada tanimlayici istatistiklerden nitel veriler i¢in say1 ve yilizde; sayisal
Ol¢iimler i¢in ise ortalama, ortanca, standart sapma, minimum ve maksimum degerler
kullamldi. Ug grupta 6lgiim degerleri normal dagilim gdstermedigi igin Kruskal
Wallis testi ile karsilastirildi. Kruskal Wallis testi sonucunda farklilik bulundu ise
Conover testi ile ikili karsilastirmalar yapildi. Ayni1 hastanin ylizey epiteli, bez epiteli
ve desidual hiicre karsilastirmalarinda ise Friedman testi kullanildi. Istatistiksel
analizlerin tiimiinde p<0.05 ise anlamli kabul edildi. Calismada ‘SPSS for Windows

15. 0’ paket programi kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. istatistik Bulgular1

Calismada tiim gruplarda ortalama, ortanca, standart sapma, minimum ve
maksimum degerler hesaplandi (Grafikler immiinohistokimyasal bulgular kismina
eklendi). Istatistiksel analizlerin tiimiinde p<0.05 ise anlaml1 kabul edildi.

Uc grupta dlgiim degerleri normal istatistiksel dagilim gostermedigi icin
Kruskal Wallis testi ile karsilastirildi. Kruskal Wallis testi ile gruplar arasinda,
desidual hiicre, yiizey epiteli, bez epiteli, extravilléz trofoblast, sitotrofoblast,
sinsityotrofoblast ve mezenkimal hiicreler LIF, IGF- 1 ve BECLIN-1 ekspresyonu
acisindan karsilastirildi.

Kruskal Wallis testi sonucunda: Beclin-1 yiizey epiteli, Beclin-1 bez epiteli,
Beclin-1 desidual hiicre, Beclin-1 extravilloz trofoblast, IGF-1 immiinoreaktif olan
desidual hiicre sayisi, IGF-1 yiizey epiteli, IGF-1 bez epiteli, IGF-1 desidual hiicre,
IGF-1 extravilloz trofoblast, LIF extravilloz trofoblast ve gruplarin toplam lenfosit
sayist igin istatiksel olarak anlamli farklilik bulundu (p< 0. 05) ve farklilik bulunan
gruplar arasinda ikili karsilagtirma testi (Conover testi) yapildi.

Ayrica her bir hastalik grubunun kendi i¢inde ylizey epiteli, bez epiteli ve
desidual hiicreler; LIF, IGF-1 ve BECLIN-1 ekspresyonu acisindan ayri ayri

karsilastirildi, bunun i¢in Friedman testi kullanildi.
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4.2. Histolojik Bulgular

4.2.1. Isik Mikroskobu Bulgular:

Kontrol grubu, otoimmiin (DM) ve MTHFR grubu oOrneklerinde

endometriyum ve tersiyer koryon villuslar1 incelendi.

4.2.1.a. Kontrol Grubu

Kontrol grubunda 8 o6rnek incelendi. Alman doku &rneklerinin hepsinde
endometriyum dokusu, 7 tanesinde ise endometriyum dokusunun yaninda koryon

villuslar1 goriildi ve incelendi (Sekil 4.2.1.a.1).
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Sekil 4.2.1.a.1: Kontrol grubu; A- Endometriyum, B- Villuslar (Hematoksilen-Eozin
X50)

Incelenen 6rneklerin hepsinde endometriyumun sekresyon fazinda oldugu
saptandi. Endometriyum bezlerinin boylart uzun ve kivrimhiydi. Bez epitel
hiicrelerinin ¢ekirdekleri apikalde yerlesmisti ve yuvarlakti. Salgi yapan bez epitel
hiicrelerinin apikal kismi liimene dogru cikinti yaptigir igin hiicrelerin apikali
baloncuk/ kubbemsi bir goriiniim sergilemekteydi ve bezlerin liimenlerinde birikmis

salgi vardi (Sekil 4.2.1.a.2).

N

Same ei’@- ,\

Sekil 4.2.1.a.2: Kontrol grubu; A- Endometriyum, uzun ve kivrimli endometriyum

bezi (yildiz), B- Endometriyum bezi (yildiz) biiyiikk biiyiitmesinde, kubbemsi
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goriiniim sergileyen bez epitel hiicreleri (oklar), (Hematoksilen-Eozin AX100,
BX400).

Incelenen 6rneklerin tiimiinde endometriyumda desidualizasyona 6zgii
degisikler goriildii. Endometriyumda hiicreler arasinda belirgin 6dem dikkati ¢ekti.
Stromada; yildiz/ig sekilli fibroblast benzeri endometriyal stromal hiicreler, stromal
hiicrelere gore daha biiyiik, glikojen ve lipid depoladiklart i¢in daha soluk boyanan
sitoplazmal1 yuvarlak sekilli desidual hiicreler, lenfositler ve makrofajlar goriildi

(Sekil 4.2.1.a.3).

Sekil 4.2.1.a.3: Kontrol grubu; desidualize endometriyum, endometriyum bezi
(y1ldiz), desidual hiicreler (ince siyah oklar), stromal hiicreler (kalin siyah oklar) ve

lenfositler (kirmiz1 oklar), (Hematoksilen-Eozin X400).

Endometriyum komsulugunda icinde fetal kan damarlarini igeren mezenkimal
bag dokusundan bir 6z, etrafinda tek sira halinde siralanmis sitotrofoblastlar ve en
dista sinsityotrofoblastlardan olusan tersiyer yapida koryon villuslar izlendi.

Villuslarin bag dokusunda; igsi yapidaki mezenkimal hiicreler ve villoz makrofaj
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olarak bilinen Hofbauer hiicreleri goriildii. Bag dokusuna komsu, en igte tek sira
hiicre tabakasini olusturan sitotrofoblastlarin ¢ekirdekleri soluk ve yuvarlak olarak
izlendi. Sitotrofoblastlarin iistiinde, ¢ok cekirdekli, ¢ekirdekleri koyu boyanmis ve
maternal kanla temas eden sinsityotrofoblastlar vardi. Doku orneklerimiz ilk 10
haftalik gebeliklerden elde edildigi i¢in plasental bariyerin 5 tabakadan olustugunu
gordiik. Tabakalar: 1-Sinsityotrofoblast, 2-Sitotrofoblast, 3-Sitotrofoblast altinda ki
bazal lamina, 4-Fotal kapillerlerin bazal laminasi, 5-Fotal kapillerlerin endotel

hiicreleri (Sekil 4.2.1.a.4).

Sekil 4.2.1.a.4: Kontrol grubu; A-Tersiyer yapidaki koryon villuslar, B-Villus biiyiik
bliylitme: fetal kapiller (yildiz), sinsityotrofoblastlar (kalin siyah oklar),
sitotrofoblastlar (kirmizi oklar), mezenkimal fibroblastlar (ince siyah oklar), kan-

plasenta bariyeri (iki tarafli ok), (Hematoksilen-Eozin AX100, BX400).
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4.2.1.b. Otoimmiin Hastalik Grubu:

Otoimmiin hastalik grubunda 8 adet Ornek incelendi. Alman doku
orneklerinin hepsinde endometriyum dokusu, 6 tanesinde ise endometriyum
dokusunun yaninda koryon villuslar1 vardi.

Otoimmiin hastalik grubuna ait endometriyum 6rnekleri de kontrol grubunda
oldugu gibi sekretuvar fazdaydi, bezler uzun ve kivrimliydi. Salgi yapan bez epitel
hiicrelerinin apikal kismi kubbemsi bir goriiniim sergilemekteydi ve bezlerin

liimenlerinde birikmis salg1 goriildi (Sekil 4.2.1.b.1, Sekil 4.2.1.b.2).

Sekil 4.2.1.b.1: DM grubu; sekretuvar fazda endometriyum ve endometriyal bezler,
(Hematoksilen-Eozin X50).
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(%1

Sekil 4.2.1.b.2: DM grubu; Endometriyal bezlerde salgi yapan kubbemsi goriiniim
sergileyen bez epitel hiicreleri (oklar) ve salgisi (yildiz), (Hematoksilen-Eozin

X400).

Incelenen otoimmiin grubu 6rneklerinin tiimiinde kontrol grubunda oldugu
gibi endometriyumda desidualizasyona 6zgii degisikler goriildii, otoimmiin grubunun
stromasi kontrol grubuna gore biraz daha fazla 6demliydi. Stromada; endometriyal
stromal hiicreler, desidual hiicreler, lenfositler ve ekstravilloz trofoblastlar goriildii.
Ozellikle damar gevresinde lenfosit sayisinin kontrol grubuna gére daha fazla oldugu

dikkati cekti (Sekil 4.2.1.b.3, Sekil 4.2.1.b.4).
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Sekil 4.2.1.b.3: DM grubu endometriyum; A- Odemli alanlar (yildizlar) ve bezler
(oklar), B- Ozellikle spiral arteriyoller (yildiz) etrafindaki artmis lenfosit sayisi
dikkati ¢ekiyor, (Hematoksilen-Eozin AX100, BX 200).
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Sekil 4.2.1.b.4: DM grubu 6demli endometriyumda (yi1ldiz) bulunan, biiyiik ve soluk
sitoplazmal1 desidual hiicreler (siyah kalin oklar), yass1 ve koyu sitoplazmali stromal
hiicreler (siyah ince oklar), lenfositler (kirmizi oklar), ve ekstravilloz trofoblastlar

(kisa kalin oklar), (Hematoksilen-Eozin X200).

Otoimmiin grupta incelenen orneklerin 6 tanesinde endometriyum yaninda
ortada fetal kan damarlarinin, mezenkimal hiicrelerin ve Hofbauer hiicrelerinin
oldugu mezenkimal bag dokusu, etrafinda icte sitotrofoblastlarin, dista
sinsityotrofoblastlarin  dizili oldugu tersiyer koryon villuslar izlendi. Doku
orneklerimiz ilk 10 haftalik gebeliklerden elde edildigi icin plasental bariyerin
kontrol grubundaki gibi 5 tabakadan olustugu goriildii (Sekil 4.2.1.b.5).
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Sekil 4.2.1.b.5: DM grubu, A- Koryon villuslari, B- Koryon villuslar1 biiyiik
biliyiitmesi, fetal damarlar (yildizlar), mezenkimal hiicreler (ince siyah oklar),
sitotrofoblastlar (siyah kalin oklar), sinsityotrofoblastlar (kisa siyah oklar) ve

plasental bariyer (kirmiz1 oklar), (Hematoksilen-Eozin AX100, BX400).
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4.2.1.c. MTHFR Grubu

MTHFR grubuna ait 8 adet Ornek incelendi. Orneklerinin hepsinde
endometriyum dokusu, 2 tanesinde ise endometriyum dokusunun yaninda koryon
villuslari izlendi.

MTHFR grubuna ait endometriyum 6rnekleri de kontrol ve otoimmiin grupta
oldugu gibi sekretuvar fazdaydi, bezlerin boylar1 uzamis ve kivrimliydi. Salgt yapan
bez epitel hiicrelerinin apikal kismi kubbemsi bir goriiniim sergilemekteydi ve

bezlerin liimenlerinde salgt birikmisti (Sekil 4.2.1.c.1).

Sekil 4.2.1.c.1: MTHFR grubu, sekretuvar evrede endometriyum, (Hematoksilen-
Eozin X 100).

MTHFR grubunda kontrol ve otoimmiin gruplarindan farkli olarak
endometriyumun bir kismi desidualizeydi. Otoimmun grubuna benzer sekilde
endometriyum stromasi Odemliydi ancak 6dem otoimmiin gruptakine gore daha
hafifti. Stromada; endometriyal stromal hiicreler, desidual hiicreler, lenfositler ve

ekstravilloz trofoblastlar izlendi. Endometriyum stromasinda, desidual hiicrelerin
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sayisinin kontrol grubuna gore daha az oldugu ve stromal hiicre ve ekstravilloz
trofoblast sayisinin ise daha ¢ok oldugu dikkati c¢ekti. Ayrica stromada ozellikle
damar cevresinde olmak {izere lenfosit sayisinda da artis oldugu goriildi (Sekil

4.2.1.c.2 ve Sekil 4.2.1.c.3).

Sekil 4.2.1.c.2: MTHFR grubu, hafif 6demli endometriyum stromasinda damar
cevrelerinde lenfosit (kirmizi oklar) sayisinda belirgin artis dikkati ¢ekiyor, spiral
arteriyoller (yildiz), ekstravilloz trofoblastlar (siyah uzun, kalin oklar), desidual
hiicre (siyah kisa ok), stromal hiicreler (siyah uzun, ince oklar), (Hematoksilen-Eozin

X100).
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Sekil 4.2.1.c.3: MTHFR grubu, endometriyum biiylik biiyilitmesinde spiral
arteriyoller (yildizlar), damar g¢evresinde lenfositler (kirmizi oklar), ekstravilloz
trofoblastlar (siyah uzun, kalin oklar), desidual hiicreler (siyah kisa ok) ve stromal

hiicreler (siyah uzun, ince oklar) goriilmekte. (Hematoksilen-Eozin X400).

MTHFR grubunda incelenen 6rneklerin 2 tanesinde endometriyum yaninda
tersiyer koryon villuslar vardi. Ortada mezenkimal hiicrelerin yer aldig1 mezenkimal
bag dokusunu disaritya dogru icte sitotrofoblastlar en dista ise sinsityotrofoblastlar
sarmaktayd1 (Sekil 4.2.1.c.4, Sekil 4.2.1.c.5).



61

Sekil 4.2.1.c.4: MTHFR grubu; A- Koryon villuslari, B- Koryon villus biiyiik
biiylitmesinde sinsityotrofoblastlar (kirmizi oklar), sitotrofoblastlar (siyah kalin
oklar) ve mezenkimal hiicreler (ince siyah oklar), (Hematoksilen —Eozin AX100,

BX200).
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4.2.1.d. Isik Mikroskobu istatistiksel Bulgulari

Her ii¢ grupta sayilan lenfositler Kruskal-Wallis Testi ile istatistiksel olarak
degerlendirildiginde kontrol ve DM gruplar1 arasinda fark olmadigi, MTHFR
grubunda ise lenfosit sayisinda istatistiksel olarak anlamli azalma oldugu bulundu

(p<0.05).

Grafik 4.2.1.d.1: Gruplardaki lenfosit sayisina ait grafik [Lenfosit sayist MTHFR
grubunda kontrol ve DM grubuna gore daha az (p<0.05)]
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4.2.2. LIF immiinohistokimyasal Bulgular

Kontrol, otoimmiin (DM) ve MTHFR gruplarinda endometriyumda yiizey
epitel hiicreleri, bez epitel hiicreleri, stromal hiicreler, damar endotel hiicreleri,
desidual hiicreler ve koryon villuslarinda sitotrofoblastlar, sinsityotrofoblastlar ile

mezenkimal bag dokusu hiicreleri LIF immiinoreaktivitesi agisindan incelenmistir.

4.2.2.a. LIF Kontrol Grubu

Kontrol grubundan alinan 6rneklerde endometriyum ve koryon villuslarinda
LIF ile immiinoreaktivite gosteren hiicreler goriildii. Endometriyum yiizey epitel
hiicrelerinde ve bez epitel hiicrelerinde giiglii sitoplazmik LIF immiinoreaktivitesi
izlendi. LIF immiinoreaktivitesi agisindan sitoplazmanin apikali ve bazali arasinda
fark izlenmedi. Yiizey ve bez epitel hiicreleri ayni siddette immunoreaktivite

gosteriyordu (Sekil 4.2.2.a.1, Sekil 4.2.2.a.2).
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Sekil 4.2.2.a.1: LIF kontrol grubu; endometriyumda immiinoreaktif yiizey epitel
hiicreleri (oklar) ve endometriyal bez epitel hiicreleri (yildizlar), (ABC Yo6ntemi-
Hematoksilen X100)
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Sekil 4.2.2.a.2: LIF kontrol grubu; immiinoreaktivite gosteren bez epitel hiicreleri

(oklar), (ABC Y ontemi-Hematoksilen X400).

Endometriyumda damar endotel hiicrelerinde, desidual hiicrelerde, stromal
hiicrelerde ve ekstravilloz trofoblastlarda sitoplazmik LIF immiinoreaktivitesi
goriildii. Lenfositlerde ve damar c¢evresindeki kas dokusu hiicrelerinde
immiinoreaktivite izlenmedi. LIF immunoreaktivitesinin endometriyum yiizey ve bez
epitel hiicrelerinde damar endotel, stromal ve desidual hiicrelerine gore daha giiclii

oldugu saptand1 (Sekil 4.2.2.a.3, Sekil 4.2.2.a.4).
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Sekil 4.2.2.a.3: LIF kontrol grubu; bez epitel hiicrelerinde (siyah ok) damar endotel
hiicrelerine (kirmizi ok) gore daha giicli immunoreaktivite oldugu dikkati ¢ekiyor

(ABC Yontemi-Hematoksilen X400).
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Sekil 4.2.2.a.4: LIF kontrol grubu; desidualize endometriyum dokusu i¢inde
immiinoreaktivite gosteren kapiller endotel hiicreleri (kirmizi ok baslari), kopiiksii
goriiniimlii sitoplazmali desidual hiicreler (siyah uzun oklar) ve immiinoreaktif

olmayan lenfositler (kirmiz1 oklar), (ABC Y 6ntemi-Hematoksilen X400).

Kontrol grubu koryon villuslarinda sitotrofoblastlarda, sinsityotrofoblastlarda,
mezenkimal bag dokusu hiicrelerinde ve fetal kan damari endotel hiicrelerinde
sitoplazmik LIF immunoreaktivitesi goriildii. Sitotrofoblast ve sinsityotrofoblastlarin,
endometriyum bez epitel hiicreleri ve ylizey epitel hiicrelerine benzer sekilde giiclii

derecede immiinoreaktif olduklar1 saptandi (Sekil 4.2.2.a.5, Sekil 4.2.2.a.6 ).
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Sekil 4.2.2.a.5: LIF kontrol grubu; giiglii immiinoreaktif endometriyum bezi (siyah
yildiz) yiizey epitel hiicreleri (oklar, sitotrofoblast ve sinsityotrofoblastlar (kirmizi

yildiz: villus), (ABC Y 6ntemi-Hematoksilen X100).

Sekil 4.2.2.a.6: LIF kontrol grubu; immiinoreaktif koryon villusu biiyiik biiyiitmesi,:
sinsityotrofoblastlar (kirmizi kalin oklar), sitotrofoblastlar (siyah oklar) ve

mezenkimal bag dokusu hiicreleri (ince kirmizi oklar), (ABC Y6ntemi-Hematoksilen

X400).
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4.2.2.b. LIF Otoimmiin Hastalik Grubu (DM grubu)

Otoimmiin  hastalik grubundan (DM grubundan) aliman Ornekler
incelendiginde endometriyum ylizey ve bez epitel hiicrelerinin sitoplazmik olarak
immiinoreaktif oldugu ancak bu reaktivitenin kontrol grubu yiizey ve bez epitel
hiicrelerine gore daha zayif oldugu dikkati ¢ekti. Ayrica yine kontrol grubundan
farkli olarak immiinoreaktivite acisindan bez epitel hiicrelerinin apikali ile bazali
arasinda fark oldugu goriildii. Bez epitel hiicrelerinin apikalinin bazaline gore daha

siddetli immiinoreaktivite gosterdigi saptandi (Sekil 4.2.2.b.1).

Sekil 4.2.2.b.1: LIF DM grubu; apikali bazaline gére daha gii¢lii immiinoreaktivite
veren bez epitel hiicreleri (oklar), (ABC Yontemi-Hematoksilen X630).

Otoimmiin hastalik grubuna ait desidual hiicreler kontrol grubundaki desidual
hiicreler gibi sitoplazmik olarak immiinoreaktifti ancak kontrol grubuna gore
reaktivite siddeti daha zayifti. Kontrol grubundan farkli olarak bazi desidual

hiicrelerde hem sitoplazmik hem de niikleer olarak immiinoreaktivite oldugu dikkati
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cekti. Kontrol grubuna benzer sekilde lenfositlerde immunoreaktivite yoktu (Sekil

4221.2).

Sekil 4.2.2.b.2: LIF DM grubu; desidualize endometriyumda ¢ekirdegi ve
sitoplazmas1 immiinoreaktif olan desidual hiicreler (siyah kalin oklar) ve sadece
sitoplazmas1 immiinoreaktif olan desidual hiicreler (kirmizi oklar) ile reaktivite

gostermeyen (siyah ince oklar) lenfositler, (ABC Y 6ntemi-Hematoksilen X400).

Otoimmiin hastalik grubunda kontrol grubundan farkli olarak; endometriyum
yiizey ve bez epitel hiicreleri ile sitoplazmik immunoreaktivite gosteren desidual
hiicrelerin  immiinoreaktiviteleri birbirine yakin siddetteydi. Damar endotel

hiicrelerinde de immiinoreaktivite izlendi (Sekil 4.2.2.b.3).
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Sekil 4.2.2.b.3: LIF DM grubu; desidualize endometriyum dokusu i¢inde apikali ve
bazalinde immiinoreaktivite farki gostermeyen bez epitel hiicreleri (kirmizi oklar),
immiinoreaktif damar endotel hiicreleri (siyah ince oklar) ve desidual hiicreler (siyah
kalin oklar). Ven (kirmiz1 y1ldiz), endometriyum bezi (siyah yildiz), (ABC Yo6ntemi-
Hematoksilen X400).

Otoimmiin hastalik grubu koryon villuslarinda, kontrol grubu koryon
villuslarina benzer sekilde sitotrofoblastlarda, sinsityotrofoblastlarda ve mezenkimal
bag dokusu hiicrelerinde giiglii sitoplazmik immunoreaktivite gozlendi. Kontrol
grubu Orneklerinden farkli olarak otoimmun hastalik grubu villuslarindaki
immunoreaktivitenin ayni grup endometriyum yiizey ve bez epitel hiicrelerinden
daha giicli oldugu dikkati c¢ekti. Villus fetal kan damar endotelinde de
immiinoreaktivite izlendi (Sekil 4.2.2.b.4).
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Sekil 4.2.2.b.4: LIF DM grubu; sitoplazmik olarak immiinoreaktif sitotrofoblastlar
(siyah oklar), sinsityotrofoblastlar (kirmizi kalin oklar) ile mezenkimal bag dokusu

hiicreleri (kirmizi ince oklar), (ABC Y 6ntemi-Hematoksilen X400).
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4.2.2.c. LIF MTHFR Grubu

MTHFR grubundan alinan 6rnekler incelendiginde endometriyumda ylizey ve
bez  epitel hiicreleri  sitoplazplazmik  olarak  immiinoreaktifti = ancak
immiinoreaktivitenin kontrol grubu yiizey ve bez epitel hiicrelerininkine gore daha
zayifti. Immunoreaktivite agisindan epitel hiicreleri sitoplazmalarinin apikali ile

bazali arasinda fark olmadig gorildii (Sekil 4.2.2.¢c.1, Sekil 4.2.2.¢.2).

Sekil 4.2.2.c.1: LIF MTHFR grubu; yilizey epitel hiicrelerindeki sitoplazmik

immunoreaktivite, (ABC Yontemi-Hematoksilen X50).
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Sekil 4.2.2.¢c.2: LIF MTHFR grubu; Kontrol grubuna gore daha zayif
immiinoreaktivite gdsteren endometriyum bez epitel hiicreleri (endometriyum bezi:

yildizlar) (ABC Yontemi-Hematoksilen X200).

MTHFR grubu endometriyum Orneklerinde desidual hiicreler, ekstravilloz
trofoblastlar ve stromal hiicrelerde de sitoplazmik immiinoreaktivite izlendi. MTHFR
grubunda kontrol grubundan farkli olarak endometriyumda; desidual ve stromal
hiicrelerdeki immunoreaktivite ekstravilloz trofoblastlardakinden daha zayifti.
Ekstravilloz trofoblastlarda gliclii immunoreaktivite gozlendi. Ayrica MTHFR
grubuna ait ekstravilloz trofoblastlarin kontrol ve otoimmiin (DM) grubu ekstravilléz
trofoblastlarindan da daha siddetli immiinoreaktivite gdosterdigi saptandi.
Endometriyumda damar endotel hiicrelerinde de sitoplazmik immiinoreaktivite
goriildii. Kontrol grubu ve otoimmiin grubundan farkli olarak lenfositlerde de

sitoplazmik immiinoreaktivite saptandi (Sekil 4.2.2.c.3, Sekil 4.2.2.c.4).
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Sekil 4.2.2.¢.3: LIF MTHFR grubu; endometriyumda immiinoreaktif damar endotel
hiicreleri  (kirmiz1 oklar), stromal hiicreler (siyah uzun oklar), ekstravilloz
trofoblastlar (siyah kisa oklar) ve bez epitel hiicreleri (ok baglar1). Damarlar (siyah
yildiz), endometriyum bezleri (kirmizi yildiz), (ABC Y 6ntemi-Hematoksilen X200).
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Sekil 4.2.2.c.4: LIF MTHFR grubu; ekstravilloz trofoblastlarda (kirmizi oklar) giiclii
immunoreaktivite, immunoreaktif desidual hiicreler (siyah kalin oklar), stromal
hiicreler (siyah ince oklar), ve lenfositler (ok baslari), (ABC Yontemi-Hematoksilen

X400).

MTHFR grubu koryon villuslarinda sitotrofoblast, sinsityotrofoblastlar,
mezenkimal bag dokusu hiicrelerinin ve fetal damar endotel hiicrelerinin de
sitoplazmik olarak immiinoreaktif oldugu izlendi. Villuslardaki trofoblastlarin
sitoplazmik  immiinoreaktivitesinin endometriyum yiizey ve bez epitel
hiicrelerininkine oranla daha gii¢lii oldugu goriildii. Kontrol grubundan farkli olarak
MTHFR grubu sinsityotrofoblastlarinin sitoplazmasinda immunoreaktivite agisindan
apikali ve bazali arasinda fark oldugu dikkati ¢ekti. Sinsityotrofoblastlarin apikalinin
bazaline oranla daha giiglii reaktivite verdigi saptandi (Sekil 4.2.2.c.5).

Sitotrofoblastlarin sitoplazmasinda immunoreaktivite farklilig1 yoktu.
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Sekil 4.2.2.¢.5: LIF MTHFR grubu; villusda immiinoreaktif olan mezenkimal bag
dokusu hiicreleri (kirmizi ok baslar), sitotrofoblastlar (kirmiz1 oklar) ve apikali daha

gliclii reaktivite gosteren sinsityotrofoblastlar (siyah kalin oklar), (ABC Yontemi-
Hematoksilen X400).
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Tablo 4.2.2.1: LIF immunoreaktif hiicrelerin gruplara gére immunoreaktivite

siddetleri
Molekii Hiicre Kontrol Grubu DM Grubu MTHFR
1 Grubu
LIF Yiizey Epitel Sitoplazmik: Sitoplazmik: ++ | Sitoplazmik: ++
Hiicresi +++ Niikleer: - Niikleer: -
Niikleer: -
LIF Bez Epitel Sitoplazmik: Sitoplazmik: ++ | Sitoplazmik: ++
Hiicresi +++ Niikleer: - Niikleer: -
Niikleer: -
LIF Stromal Hiicre Sitoplazmik: ++ | Sitoplazmik: ++ | Sitoplazmik: ++
Niikleer: - Niikleer: - Niikleer: -
LIF Desidual Hiicre Sitoplazmik: ++ | Sitoplazmik: + | Sitoplazmik: ++
Niikleer: - Niikleer: + Niikleer: -
LIF Ekstravilloz Sitoplazmik: ++ | Sitoplazmik: ++ | Sitoplazmik:
Trofoblast Niikleer: - Niikleer: - +++
Niikleer: -
LIF Endotel Hiicresi | Sitoplazmik: ++ | Sitoplazmik: ++ | Sitoplazmik: ++
Niikleer: - Niikleer: - Niikleer: -
LIF Lenfosit Sitoplazmik: - Sitoplazmik: - Sitoplazmik: ++
Niikleer: - Niikleer: - Niikleer: -
LIF Damar Duvari Sitoplazmik: - Sitoplazmik: - Sitoplazmik: -
Kas Hiicresi Niikleer: - Niikleer: - Niikleer: -
LIF Trofoblastlar Sitoplazmik: Sitoplazmik: Sitoplazmik:++
(Sitotrofoblast- +++ +++ +
Sinsityotrofoblast | Niikleer: - Niikleer: - Niikleer: -

)
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4.2.2.d. LIF ile ilgili Istatistiksel Bulgular

Istatistiksel olarak degerlendirildiginde LIF immiinoreaktivitesi acisindan
gruplar arasinda sadece MTHFR grubuna ait ekstravilloz trofoblastlarda anlamli fark
bulundu (p<0.05). MTHFR grubuna ait ekstravillz trofoblastlarda kontrol ve DM
grubuna ait extravilloz trofoblastlardan anlamli olarak daha giiglii LIF

immiinoreaktivitesi oldugu saptandi (Grafik 4.2.2.d.1).

Grafik 4.2.2.d.1: Gruplara ait ekstravilloz trofoblastlarda LIF immiinoreaktivitesi
[Ekstravilloz trofoblastlarda LIF immiinoreaktivitesi MTHFR grubunda kontrol ve
DM grubuna gore anlamli olarak daha gii¢lii (p<0.05)]
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Istatistiksel olarak LIF immiinoreaktivitesi agisindan gruplar arasinda
desidual hiicre, yiizey epitel hiicreleri, bez epitel hiicreleri, sitotrofoblast,
sinsityotrofoblastlar ve villus mezenkimal bag dokusu hiicrelerinde istatistiksel

olarak anlamli fark bulunamadi (p>0.05) (Grafik 4.2.2.d.2- 4.2.2.d.6) .
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Grafik 4.2.2.d.2: Gruplara ait desidual hiicrelerin LIF immiinoreaktivitesi [Desidual

hiicrelerin LIF immiinoreaktivitesi agisindan gruplar arasinda anlamli fark yok

(p=0.05)]
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4.2.2.d.3: Gruplara ait yiizey epitel hiicrelerinin LIF immiinoreaktivitesi

Grafik

[Yiizey epitel hiicrelerinde LIF immiinoreaktivitesi ag¢isindan gruplar arasinda

anlaml fark yok (p>0.05)]

Yiizey epitel hiicrelerinde LIF

immunoreaktivitesi (%)

80

70

60

50

40

30

20

10

Kontrol DM
GRUP

MH




80

Grafik 4.2.2.d.4: Gruplara ait bez epitel hiicrelerinin LIF immiinoreaktivitesi [Bez

epitel hiicrelerinde LIF immiinoreaktivitesi agisindan gruplar arasinda anlamli fark
yok (p=0.05)]

Bez epitel hiicrelerinde LIF
immunoreaktivitesi (%)

S0

80

70

60

50

40

30

20

10

Kontrol DM MH
GRUP

Grafik 4.2.2.d.5: Gruplara ait sitotrofoblastlarin LIF immiinoreaktivitesi

[Sitotrofoblastlarda LIF immiinoreaktivitesi agisindan gruplar arasinda anlamli fark

yok (p=0.05)]
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Grafik 4.2.2.d.6: Gruplara ait sinsityotrofoblastlarin LIF immiinoreaktivitesi

[Sinsityotrofoblastlarda LIF immiinoreaktivitesi acisindan gruplar arasinda anlamli

fark yok (p=0.05)]
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Grafik 4.2.2.d.7: Gruplara ait villus mezenkimal bag dokusu hiicrelerinin LIF

immiinoreaktivitesi [Mezenkimal bag dokusu hiicrelerinde LIF immiinoreaktivitesi

acisindan gruplar arasinda anlamli fark yok (p>0.05)]
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4.2.3. IGF-1 ile Yapilan Immiinohistokimyasal Bulgular

Tim gruplarda endometriyumda yiizey epitel hiicreleri, endometriyum
stromal hiicreleri, endometriyum bez epitel hiicreleri, damar endotel hiicreleri ve
desidual hiicreler ile koryon villuslarinda sitotrofoblastlar, sinsityotrofoblastlar ve
mezenkimal bag dokusu  hiicreleri IGF-1 immiinoreaktivitesi agisindan

degerlendirilmistir.

4.2.3.a. IGF-1 Kontrol Grubu

Kontrol grubundan alinan 6érneklerde endometriyum ylizey epitel hiicreleri ve
bez epitel hiicrelerinin hepsinde esit derecede giiclii sitoplazmik immiinoreaktivite

izlendi (Sekil 4.2.3.a.1).
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Sekil 4.2.3.a.1: IGF-1 kontrol grubu; desidualize endometriyumda immunoreaktif
ylizey (siyah oklar) ve bez epitel hiicreleri (kirmizi oklar), endometriyum bezleri
(siyah yildizlar), Inset: immiinoreaktif bez epitel hiicreleri (kirmiz1 oklar), (ABC

Yontemi-Hematoksilen X100, insetX400).
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Kontrol grubu endometriyumunda stromal hiicrelerde, desidual hiicrelerde,
ekstravilloz trofoblastlarda ve damarlarin endotel hiicrelerinde sitoplazmik
immiinoreaktivite goriildii. Stromal hiicreler ve ekstravilloz trofoblastlarda ki
immiinoreaktivitenin yiizey ve bez epitel hiicrelerine benzer sekilde desidual ve

endotel hiicrelerinden daha gii¢lii oldugu goriildii (Sekil 4.2.3.a.2).

Sekil 4.2.3.a.2: IGF-1 kontrol grubu; desidualize endometriyumda immiinoreaktif
endotel hiicreleri (kirmizi ok baslar), ekstravilloz trofoblastlar (kirmizi oklar),
desidual hiicreler (siyah kalin oklar), stromal hiicreler (siyah ince oklar) ve
immunoreaktif olmayan lenfositler (siyah kisa oklar), damar (yildiz), (ABC

Y ontemi-Hematoksilen X400).
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Damar endotel hiicrelerindeki immiinoreaktifli§in yami1 sira arteriyollerin
cevresindeki kas hiicrelerinde de immiinoreaktif oldugu goriildii. Damar kas
hiicrelerindeki immiinoreaktivitenin siddeti endotel ve desidual hiicrelerinkine
benzerdi, yiizey ve bez epitelinden daha zayift1 (Sekil 4.2.3.a.3).

iy
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Sekil 4.2.3.a.3: IGF kontrol grubu; Immiinoreaktif endometriyum bez epitel
hiicreleri (kirmizi oklar) ve damar ¢evresindeki kas hiicreleri (siyah oklar), bezler
(kirmiz1 yildiz), damarlar (siyah yildiz), inset: immiinoreaktif damar kas hiicreleri

(ABC Yontemi-Hematoksilen X100, insetX400).

Kontrol grubu koryon villuslarinda ise sitoplazmik immunoreaktivite
sitotrofoblastlarda, sinsityotrofoblastlarda, mezenkimal bag dokusu hiicrelerinde ve
Hafbauer hiicrelerinde goriildii. Dikkat c¢ekici bulgu sinsityotrofoblastlarin

sitotrofoblastlara gore daha siddetli reaktivite vermesi idi (Sekil 4.2.3.a.4).
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Sekil 4.2.3.a.4: IGF-1 kontrol grubu; A- Immiinoreaktif koryon villuslari, B-
Villuslarin biiylik biiylitmesi, sitotrofoblastlara (siyah ince oklar) gore daha giiglii
immiinoreaktif sinsityotrofoblastlar (kirmizi ince oklar), immiinoreaktif mezenkimal
bag dokusu hiicreleri (siyah kalin oklar) ve Hafbauer hiicresi (kirmiz1 kalin ok),

(ABC Yontemi-Hematoksilen AX200, BX400).
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4.2.3.b. IGF- 1 Otoimmiin Hastalik Grubu (DM grubu)

Otoimmiin hastalik grubundan alinan 6rnekler incelendiginde endometriyum
yiizey ve bez epitel hiicrelerinde zayif sitoplazmik immiinoreaktivite goriildii.
Kontrol grubundan farkli olarak endometriyum bez epitel hiicrelerinin
sitoplazmalarinin apikalinin bazaline gore daha gii¢lii reaktivite verdigi izlendi.

Ancak immunoreaktivite siddeti kontrol grubuna gore ¢ok zayift1 (Sekil 4.2.3.b.1).

Sekil 4.2.3.b.1: IGF- 1 DM grubu; A- Desidualize endometriyumda zayif
immiinoreaktif yiizey epitel (siyah oklar) ve bez epitel hiicreleri (kirmiz1 oklar), B-
Apikali bazaline gore daha gii¢lii immiinoreaktif bez epitel hiicreleri (kirmiz1 oklar),

siyah y1ldiz: endometriyum bezi, (ABC Yontemi-Hematoksilen AX100, BX400).
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Otoimmiin hastalik grubu endometriyumunda stromal hiicreler, desidual
hiicreler, ekstravilloz trofoblastalar ve endotel hiicrelerinin sitoplazmik olarak
immiinoreaktif oldugu goriildii. Ekstravilloz trofoblastlar, stromal hiicreler ve damar
endotel hiicreleri endometriyal hiicreler i¢inde en giiglii immunorraktivite veren
hiicrelerdi. Ancak kontrol grubuna oranla ekstravilloz ve stromal hiicrelerdeki
reaktivite daha zayifti. Otoimmiin hastalik grubunda kontrol grubundan farkli olarak

endometriyum arteriyollerinin kas hiicrelerinde immiinoreaktivite izlenmedi (Sekil
4.2.3.b.2).

Sekil 4.2.3.b.2: IGF-1 DM grubu; Desidualize endometriyumda immiinoreaktivite
gosteren desidual hiicreler (siyah kalin oklar), ekstravilloz trofoblastlar (kirmizi kalin
oklar), stromal hiicreler (siyah kisa oklar), endotel hiicreleri (siyah ince oklar) ve bez
epitel hiicreleri (kirmizi ince ok), endometriyum bezi (siyah yildiz), inset:
immiinoreaktif olmayan damar etrafindaki kas dokusu hiicreleri(kirmiz1 ok), (ABC

Y ontemi-Hematoksilen X200, insetX200).
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Otoimmiin hastalik grubuna ait 6rneklerdeki tersiyer koryon villuslarinda da
kontrol grubunda oldugu gibi sitotrofoblastlarin, sinsityotrofoblastlarin, mezenkimal
bag dokusu hiicrelerinin ve Hafbauer hiicrelerinin sitoplazmik olarak immiinoreaktif
oldugu goriildi. Kontrol grubundan farkli olarak sinsityotrofoblastlar ve
sitotrofoblastlar arasinda immiinoreaktivite siddeti acisindan fark yoktu. Ancak
sitotrofoblastlar  kontrol = grubundakilerden daha giicli immunoreaktiftiler.
Villuslardaki fetal kapiller endotel hiicrelerinde de reaktivite saptandi (Sekil
4.2.3.b.3).

Sekil 4.2.3.b.3: IGF DM grubu; koryon villuslari, ortada mezenkimal bag dokusu
icinde yer alan, immiinoreaktif damar endotel hiicreleri (kirmizi ok baslari) ile
mezenkimal bag dokusu hiicreleri (siyah kalin oklar), c¢evresinde reaktif
sitotrofoblastlar (siyah ince oklar) ve sinsityotrofoblastlar (kirmizi ince oklar), fetal

damar (kirmiz1 y1ldiz), (ABC Y 6ntemi-Hematoksilen X200).
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4.2.3.c. IGF- 1 MTHFR Grubu

MTHFR grubuna ait doku 6rnekleri incelendiginde endometriyum yiizey ve
bez epitel hiicrelerinde kontrol grubuna gore daha az ancak otoimmiin gruptan daha

fazla sitoplazmik immiinoreaktivite izlendi (Sekil 4.2.3.c.1).

Sekil 4.2.3.c.1: IGF- 1 MTHFR grubu; Endometriyumda immiinoreaktif yiizey epitel
hiicreleri (siyah oklar) ve endometriyum bezlerini (siyah yildizlar) doseyen

immiinoreaktif bez epitel hiicreleri (kirmizi oklar), (ABC Yontemi-Hematoksilen

X100).

MTHFR grubu endometriyumda stromal hiicrelerde kontrol grubuna benzer
sekilde giiglii sitoplazmik immiinoreaktivite izlendi. Ekstravilloz trofoblastlarda
kontrol grubundan daha zayif otoimmiin gruba benzer immiinoreaktivite vardi.
Desidual hiicrelerin bir kisminda (%30-40) sitoplazmik ya da niikleer reaktivite
izlenmezken geri kalaninda zayif sitoplazmik immiinoreaktivite gozlendi.
Endometriyal hiicreler i¢inde en gii¢lii immiinoreaktivite stromal hiicrelerdeydi

(Sekil 4.2.3.¢.2).
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Damar endotel hiicrelerinde kontrol ve otoimmiin gruba benzer
immunorektivite varken, damar duvarindaki kas hiicrelerinde kontrol grubuna gore

daha zayif reaktivite gozlendi (Sekil 4.2.3.¢.3).

Sekil 4.2.3.¢.2: IGF- 1 MTHFR grubu; endometriyumda immiinoreaktif ekstravilloz
trofoblastlar (siyah oklar), stromal hiicreler (sar1 oklar), desidual hiicreler (kirmizi
oklar) ve immiinoreaktif olmayan lenfositler (siyah kii¢iik oklar), (ABC,

Hematoksilen X400).
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Sekil 4.2.3.¢.3: IGF- 1 MTHFR grubu; endometriyumda, immiinoreaktif ekstravilloz
trofoblastlar (siyah oklar), desidual hiicreler (kirmizi oklar), stromal hiicreler (sar1
oklar), arteriyol (kirmizi yildiz) duvarinda zayif immiinoreaktif kas hiicreleri (siyah
kalin oklar), ve reaktivite vermeyen lenfositler (siyah kiiciik ok), (ABC-
Hematoksilen X400).

Kontrol grubundan farkli olarak MTHFR grubuna ait koryon villuslarinda
sitotrofoblastlarin ve sinsityotrofoblastlarin otoimmiin gruba benzer sitoplazmik
immiinoreaktivite verdigi goriildii. Kontrol grubundan farkli olarak sitotrofoblast ve
sinsityotrofoblastlarin immiinoreaktivite giicli agisindan aralarinda fark yoktu (Sekil

42.3.c.4).
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Sekil 4.2.3.c.4: IGF MTHFR grubu; Koryon villuslarinda reaktif sitotrofoblastlar
(siyah ok), sinsityotrofoblastlar (kirmizi ok), ve mezenkimal bag dokusu hiicreleri

(sar1 ok), (ABC-Hematoksilen X400).
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Tablo 4.2.3.1: IGF-1 immiinoreaktif hiicrelerin gruplara gére immiinoreaktivite
siddetleri

Molekii Hiicre Kontrol Grubu DM Grubu MTHFR
1 Grubu

IGF-1 Yiizey Epitel +++ + T+
Hiicresi

IGF-1 Bez Epitel +++ + It
Hiicresi

IGF-1 Stromal Hiicre +++ ++ Tt

IGF-1 Desidual Hiicre ++ + +, -

IGF- 1 Ekstravilloz -+ ++ T+
Trofoblast

IGF- 1 Endotel Hiicresi ++ ++ T

IGF-1 Lenfosit - - -

IGF-1 Damar Duvari ++ - +
Kas Hiicresi

IGF-1 Sitotrofoblast + ++ 1+
Sinsityotrofoblast ++ 4 T+

4.2.3.d. IGF- 1 ile Tlgili istatistiksel Bulgular

Istatistiksel olarak degerlendirildiginde IGF immiinoreaktivitesi acisindan
gruplar arasinda yiizey epitel hiicreleri, bez epitel hiicreleri, ekstravilléz trofoblastlar
ve immiinoreaktif desidual hiicre sayisi agisindan anlamli fark bulundu (p<0.05).
IGF-1 immiinoreaktivitesi veren desidual hiicre sayst MTHFR grubunda istatistiksel
olarak anlamli derecede kontrol ve DM grubuna gore azdi (p<0.05) (Grafik
4.2.3.d.1.). Endometriyum stromal hiicrelerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmadi (p>0.05). MTHFR ve DM grubuna ait ekstravilloz
trofoblastlardaki IGF- 1 immiinoreaktivitesi kontrol grubuna ait extravilloz
trofoblastlardaki IGF-1 immiinoreaktivitsinden istatiksel olarak daha zayif oldugu

bulundu (p<0.05) (Grafik 4.2.2.d.2.).
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Grafik 4.2.3.d.1.: Gruplarda IGF-1 immiinoreaktivitesi veren desidual hiicre
sayisina ait grafik [IGF-1 immiinoreaktivitesi veren desidual hiicre sayst MTHFR

grubunda kontrol ve DM grubuna gore az (p<0.05)]
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Grafik  4.2.2.d.2.: Gruplara ait  ekstravilloz  trofoblastlarda  IGF-1
immiinoreaktivitesini  gosteren  grafik [Ekstravilloz trofoblastlarda  IGF-1

immiinoreaktivitesi kontrol grubunda MTHFR ve DM grubuna gore daha giicli
(p<0.05)]
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DM grubuna ait yiizey epitel hiicreleri ve bez epitel hiicrelerindeki
immiinoreaktivitenin kontrol ve MTHFR grubuna ait yiizey epitel hiicreleri ve bez

epitel hiicrelerindeki immiinoreaktiviteden istatistiksel olarak anlamli sekilde zayif

oldugu bulundu (p<0.05)(Grafik 4.2.3.d.3. ve grafik 4.2.3.d.4.)
Grafik 4.2.3.d.3.: Gruplara ait yiizey epitel hiicrelerinin  IGF-1

immiinoreaktivitesinin grafigi [Yiizey epitel hiicrelerinde IGF-1 imiinoreaktivitesi

DM grubunda kontrol ve MTHFR grubuna gore daha zayif (p<0.05)]
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Grafik 4.2.3.d.4.: Gruplara ait bez epitel hiicrelerinin IGF-1 immiinoreaktivitesinin
grafigi [Bez epitel hiicrelerinde IGF-1 imiinoreaktivitesi DM grubunda kontrol ve
MTHEFR grubuna gore daha zayif (p<0.05)]
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Istatistiksel olarak IGF-1 immiinoreaktivitesi agisindan gruplara ait
sitotrofoblast, sinsityotrofoblast ve villus mezenkimal bag dokusu hiicrelerinde
istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi (p>0.05) (Grafik 4.2.2.d.5, Grafik
4.2.2.d.6 ve Grafik 4.2.2.d.7.).

Grafik 4.2.3.d.5.: Gruplara ait sitotrofoblastlarin IGF-1 immiinoreaktivitesinin
grafigi [Sitotrofoblastlarda IGF-1 immiinoreaktivitesi agisindan gruplar arasinda

anlamli fark yok (p>0.05)]
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Grafik 4.2.3.d.6.: Gruplara ait sinsityotrofoblastlarin IGF-1 immiinoreaktivitesinin
grafigi [Sinsityotrofoblastlarda IGF-1 immiinoreaktivitesi agisindan gruplar arasinda

anlamli fark yok (p>0.05)]
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Grafik 4.2.3.d.7.: Gruplara ait mezenkimal bag dokusu hiicrelerinin IGF-1

immiinoreaktivitesinin grafigi [Mezenkimal bag dokusu hiicrelerinde IGF-1

immiinoreaktivitesi acisindan gruplar arasinda anlaml fark yok (p>0.05)]
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4.2.4. BECLIN-1 immiinohistokimyasal Bulgular

Kontrol, otoimmiin (DM) ve MTHFR gruplarinda endometriyumda yiizey
epitel hiicreleri, bez epitel hiicreleri, stromal hiicreler, damar endotel hiicreleri,
desidual hiicreler, ekstravilloz trofoblastlar ve koryon villuslarinda sitotrofoblastlar,
sinsityotrofoblastlar ~ ile  mezenkimal bag dokusu  hiicreleri  Beclin-1

immunoreaktivitesi agisindan incelendi.

4.2.4.a. Beclin-1 Kontrol Grubu

Kontrol grubundan alinan 6rnekler incelendiginde endometriyum ylizey ve
bez epitel hiicrelerinde gii¢lii sitoplazmik immiinoreaktivite oldugu goriildii. Yiizey
epitel ve bez epitel hiicrelerindeki immunoreaktivitenin esit siddette oldugu saptandi

(Sekil 4.2.4.a.1, Sekil 4.2.4.2.2).

Sekil 4.2.4.a.1: Beclin-1 kontrol grubu; immiinoreaktivite gozlenen yiizey epitel
hiicreleri (siyah oklar) ve endometriyal bezleri (siyah yildizlar) doseyen bez epitel

hiicreleri (kirmiz1 oklar), (ABC Ydntemi-Hematoksilen X100).
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Sekil 4.2.4.a.2: Beclin-1 kontrol grubu; ylizey epitel hiicrelerinde belirgin
sitoplazmik immiinoreaktivite (siyah oklar), (ABC Yontemi-HematoksilenX 200).

Kontrol grubunda endometriyum stromal hiicrelerinde, ekstravilloz
trofoblastlarda ve lenfositlerde de giiclii sitoplazmik Beclin-1 immiinoreaktivitesi
saptandi.  Desidual  hiicrelerdeki  sitoplazmik  immiinoreaktivitenin  diger
hiicrelerdekine gore daha zayif olmasina ragmen Ozellikle periniikleer alanda daha
belirgin oldugu dikkati ¢ekti (Sekil 4.2.4.a.3). Damar endotel hiicrelerinde

immunoreaktivite yoktu.
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Sekil 4.2.4.a.3: Beclin-1 kontrol grubu; desidualize endometriyum dokusunda
immiinoreaktif desidual hiicreler (6zellikle periniikleer alanda dikkati ¢eken
yogunlagsma) (kirmiz1 oklar), stromal hiicreler (sar1 oklar), ekstravilloz trofoblastlar
(siyah uzun oklar) ve lenfositler (siyah kisa oklar), (ABC Yontemi-Hematoksilen
X400).

Kontrol grubu koryon villus trofoblastlarinda bez epitel hiicrelerine ve yiizey
epitel hiicrelerine oranla daha zayif immiinoreaktivite izlendi. Sitotrofoblastlarin
bazalinde apikaline gore, sinsityotrofoblastlarin ise apikalinde bazaline gore daha
gliclii sitoplazmik immiinoreaktivite saptandi. Mezenkimal bag dokusu hiicrelerinde

de immiinoreaktivite gorildii (Sekil 4.2.4.a.4, Sekil 4.2.4.a.5).
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Sekil 4.2.4.a.4: Beclin-1 kontrol grubu; immunoreaktif koryon villuslar (siyah

yildizlar), (ABC Yontemi-Hematoksilen X100).

Sekil 4.2.4.a.5: Beclin-1 kontrol grubu; tersiyer koryon villusunda sitotrofoblastlarin
bazalinde gii¢lii immiinoreaktivite (kirmiz1 oklar), sinsityotrofoblastlarin apikalinde
gliclii immiinoreaktivite (siyah oklar), mezenkimal bag dokusu hiicrelerinde

immiinoreaktivite (sar1 oklar), (ABC Y 6ntemi-Hematoksilen X400).
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4.2.4.b. Beclin-1 Otoimmiin Hastalik Grubu (DM Grubu)

Otoimmiin hastalik grubuna ait doku 6rnekleri incelendiginde endometriyum
yiizey epitel hiicrelerinde ve bez epitel hiicrelerinde sitoplazmik immiinoreaktivite
saptandi. Her iki hiicrede de immiinoreaktivitenin birbirine esit siddette oldugu ancak

kontrol grubu drneklerine gore immunoreaktivite siddetinin daha az oldugu gozlendi
(Sekil 4.2.4.b.1, Sekil 4.2.4.b.2).

Sekil 4.2.4.b.1: Beclin-1 DM grubu; esit siddette immiinoreaktivite izlenen ylizey
epitel hiicreleri (siyah oklar) ve endometriyum bezini (yildiz) doseyen bez epitel

hiicreleri (kirmiz1 oklar), (ABC Y dntemi-Hematoksilen X200).
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Sekil 4.2.4.b.2: Beclin-1 DM grubu; endometriyumdaki bezleri (yildiz) doseyen
epitel hiicrelerin