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OZET

Soya Izoflavonoidlerinin (Genistein ve Daidzein) Endometriyal Reseptivite

Uzerine Etkisinin Immiinohistokimyasal ve Biyokimyasal Olarak Arastiriimasi

Amag: Caligmada, genistein ve daidzeinin diisiik 6strojen varliginda gerceklesen
endometriyal reseptivite {izerindeki etkisinin histopatolojik, immiinohistokimyasal ve
biyokimyasal tekniklerle arastirilmas1 amaglanmistir.

Materyal ve Metot: Calismada, 10-12 haftalik, 72 adet ve ortalama agirliklar
180-200 gram arasinda degisen Sprague-Dawley cinsi disi sican kullanildi. Siganlar
rastgele 8 gruba ayrildi. Belirlenen gruplara endometriyal reseptivite modeli uygulandi.
Calismada, deney hayvanlarina genisteinin ve daidzeinin diistik (10 mg/kg) ve yiiksek (40
mg/kg) dozlar1 5 giin boyunca peri-oral olarak verildi. Deney sonunda alinan uterus

dokulari, histopatolojik, immiinohistokimyasal ve biyokimyasal olarak degerlendirildi.

Bulgular: Histopatolojik bulgular incelendiginde, yiiksek doz genistein ve
daidzein uygulanan gruplarda pinopod olusumunda ciddi azalmalar izlendi.
Immiinohistokimyasal boyama bulgularinda, yiiksek doz genistein ve daidzeinin
gruplarinda integrin B3, integrin avp3, LIF, HOXA 10 ekspresyonunda belirgin azalma,;
MUC 1 ekspresyonunda ise artis gozlendi. Biyokimyasal degerlendirilmelerde ise doza
bagl olarak genistein ve daidzein 6strojen seviyelerini artirirken progesteron seviyesini

distirdii.

Sonug: Genistein ve daidzeinin endometriyal reseptivite iizerinde olumsuz etkisi
vardir. Infertilite ve endokrin sistem bozucu kimyasallardan olan soya izoflovonoidleri

arasindaki iligkinin anlagilabilmesi i¢in daha ayrintili calismalara gereksinim vardir.

Anahtar Kelimeler: Daidzein, Endometriyal reseptivite, Genistein.



ABSTRACT

Immunohistochemical and Biochemical Examination of Effects of The Soy

Isoflavonoids (Genistein and Daidzein) on Endometrial Receptivity

Aim: In this study, it is aimed to examine the effect of genistein and daidzein on
endometrial receptivity in the presence of low estrogen by immunohistochemical and

biochemical techniques.

Material and Method: In this study, 72 female Sprague-Dawley rats with a mean
weight of 180-200 grams and 10-12 week were used. Rats were randomly divided into 8
groups. Endometrial receptivity model was applied to identified groups. Experimantal
animals were given peri-orally low (10 mg / kg) and high (40 mg / kg) doses of genistein
and daidzein for 5 days. At the end of the experiment, uterine tissues were evaluated

histopathologically, immunohistochemically and biochemically.

Results: When histopathological findings were examined, significant decreases in
pinopod formation were observed in a high dose of genistein and daidzein groups.
Immunohistochemical staining findings showed a significant decrease in the expression
of integrin B3, integrin avP3, LIF, HOXA 10 and an increase in MUC 1 expression in the
high dose genistein and daidzein groups. In biochemical evaluations, it was determined
that genistein and daidzein increased estrogen levels and decreased progesterone levels

in a dose dependent manner.

Conclusion: Genistein and daidzein have a negative effect on endometrial
receptivity. More detailed studies are needed to understand the relationship between

infertility and soy isoflovonodies which are endocrine-disrupting chemicals.

KeyWords: Daidzein, Endometrial receptivity, Genistein.
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1. GIRIS

Baklagiller familyasindan olan soya, anavatani olan Cin, Kore ve Japonya gibi
uzak dogu tilkelerinde binlerce yildir tiiketilen besin maddelerinin baginda gelmektedir.
Her ne kadar Uzakdogu’da tiiketilen bir bitki ise de bu bitkinin diinyaya yayilmasi son
300 yi1lda olmustur. Baslangicta Avrupa’ya siis bitkisi olarak getirilen soya; besin degeri,
mineraller ve vitaminler agisindan olduk¢a zengin olmasi nedeniyle endiistriyel
devrimden nasibini almig ve giinlimiizde 400’den fazla endiistriyel iirlin yapiminda
kullanilmasi ile tarimsal iriinler arasinda 6nemli bir yer kazanmistir. Amerika Tarim
Bakanligi (USDA) raporuna gore soya iiretimi 1940’larda 10 milyon ton iken; 2000
yilinda 175 milyon tona, 2017 yili itibari ile 348 milyon tona ulasmustir.) 2 Soya,
maliyetinin ucuz olmasi, yiiksek protein (% 35-45), karbonhidrat (% 30), yag (% 18-24)
ve mineral (%5) icerigi gibi nedenlerden dolay1 islenmis gidalarda, katki maddelerinde,
hayvan yemlerinde ¢okga tercih edilen bir besin maddesidir.? Soya endiistrisi giiniimiizde
o kadar ¢ok biiylimiistiir ki, yagdan, siite, etten, peynire kadar bircok iiriinde dogrudan ve
dolayli olarak soya kullanilmaktadir. Oyle ki diinya genelinde en fazla iiretilen yaglar

siralamasinda soya yag ilk siray1 almistir.®

Soya, igerisinde fazla miktarda izoflovonoid barindirir. Viicutta birgok
metabolizmada biyolojik olarak etkin olan soya izoflovonoidlerinin en bilinenleri
genistein ve daidzein’dir. Genistein,* anjiyogenez inhibitorii® ve bitkisel bir dstrojendir.®
Antioksidan’ ve anti-helmintik® fonksiyonlarinin yani sira, hayvan ve insan dstrojen

reseptorleri ile etkilestigi gosterilmistir.®

Benzer sekilde daidzeinin de Ostrojen
metabolizmasini degistirdigi klinik calismalarda gosterilmistir.® Ozellikle daidzeinin

aktif iirtinii olan equol’iin Ostrojen reseptorlerine biiyiik afinite gosterdigi calismalarda

ispatlanmistir.



17 B-6strodiol (6strojen) yapisina benzerligi nedeniyle, gerek genistein gerekse de
daidzein onunla rekabet edebilir ve dstrojen reseptorlerine baglanabilir.® Bununla birlikte,
daidzein ve genistein Ostrojen reseptoriine karsi dstrojenden ¢ok daha yiiksek afiniteye
sahiptir. ® 112 By 6zelliginden dolay1 endokrin sistem bozucu kimyasallar olarak da
bilinirler.** 1 Bu endokrin bozucu kimyasallarin 6zellikle erkeklerde, disi ikincil seks
karakterlerinin ortaya ¢ikmasina ve siirdiiriilmesine yol actig1 goriilmiistiir.!t ©® Bunun
yaninda genisteinin testikiiler hiicrelerin apoptozuna ve semen parametrelerinde
azalmaya yol actigi da gosterilmistir.’® Disilerde ise genisteinin folikiilogenezi ve
steroidogenezi degistirdigi rapor edilmistir.}” ' Yine Rice ve arkadaslarmin yapmis
oldugu baska bir ¢alismada ise izoflovonoidlerin steroidogenez sentez enzimlerinin

fonksiyonunu bozdugu tespit edilmistir.*®

Saglik alaninda iiremeyle ilgili yapilan tedavilerin basarisi zamanla artmasina
ragmen, infertilite problemleri sosyo-psikolojik olarak bireyleri hala etkilemektedir.
Gilintimiizde mevcut ¢iftlerin her y1l %10-15"nin infertilite tanis1 aldig1 diistiniildiigiinde,
infertilite 6nemli ve sik goriilen klinik problemlerden birisidir. Ne yazik ki infertilte,
cesitli sebeplerle ¢cocuk sahibi olmay1 erteleyen ciftlerde stres gibi ¢evresel faktorlerin

etkisiyle de infertilite siklig1 daha da artmaktadir.

Ciftlerin karsilastig1 infertilite problemleri erkek veya kadin kaynakl olabilir. Her
iki cinste de bu durum birbirine yakin oranlarda gériiliir. Infertilite problemleri genellikle
hormonal dengesizlik ve anatomik kusurlara bagl olurken otoimmun nedenlerle de ortaya
cikabilmektedir. Genellikle erkeklerde sperm sayisi, kalitesi ve hareketliligi, genital
kanallardaki tikanikliklar ve sperm iiretim kusurlari; kadinlarda ise anovulasyon ile
karakterize olan PCOS (Polikistik over sendromu), endometriyum kusurlari, hormonal
akstaki dengesizlikler ve implantasyon basarisizligi gibi nedenlerle infertilite tanisi alan

¢ift tanis1 her gecen 10 yilda daha da artmaktadir.?% %



Giliniimiizde infertil ciftlerin etiyolojisine bakildiginda %40-55 oraninda kadin
faktoriiniin, %25-40 oraninda erkek faktoriiniin, %10 oraninda ise hem kadin hem de
erkek faktdriiniin etkili oldugu bilinmektedir.?? 2 Kadin kaynakli infertilite vakalarinin
%30-40’1m1 anovulasyon, %30-40’1n1 genital kanal ve organlar ile ilgili kusurlar, %10-
15’ini aciklanamayan infertilite ve %10-15’ini ise diger patolojik durumlar
olusturmaktadir.?* Bu kusurlarin nedenleri gesitli olmakla birlikte genetik, endokrin, yas,
anatomik, immiinolojik, trombofilik, radyasyon ve diger faktorler (nikotin, sigara, civa,

kursun, etilen oksit, formaldehit ve benzer kimyasallar) kaynakli olabilmektedir.?®

Aciklanamayan infertilite, standart testlerle herhangi bir tan1 alamayan bireylerin
infertilite durumudur. Ozellikle kadinlarda test edilebilirligi zor oldugu i¢in implantasyon
basarisizligt ile iliskisi olan endometriyal reseptivite problemi bu tiir infertilitenin bir
sebebi olabilir. Nitekim Antén ve Velasco’ nun yapmis olduklar bir ¢alismada bu iliski
iizerinde durulmustur.?® Bu tiir agiklanamayan infertilite durumlarinda hekimlerin genel

tutumu kisileri in vitro fertilizasyon (IVF) tedavisine yonlendirme seklindedir.

IVF tedavisinde in vitro sartlarda fertilize edilen embriyo, anne adayinin
uterusuna tutunma i¢in en ideal zaman olan implantasyon penceresi doneminde
yerlestirilir. Implantasyon penceresi dénemi, kadin menstriiasyon dongiisiiniin ikinci
yarist olan luteal fazin 19-24. giinler arasin1 kapsayan ve diisilk Ostrojen yiiksek
progesteron varliginda gergeklesen kritik bir donemdir. Bu donemde blastokist ile uterus
arasindaki karsilikli etkilesim olarak da bilinen endometriyal reseptivite, pinopod
olusumu ve adeziv molekiillerin sentezi ile karakterizedir. Ozellikle bu dsnemde eksprese
olan integrin beta 3 ve integrin alfa ve beta 3 seviyesi, endometriyal reseptivite igin birgok
calismada referans olarak kullanilmaktadir.?” 2 Losemi inhibe edici faktor (LIF) ve
Homeobox A 10 (HOXA 10) bu dénemle iliski kurulan bir diger molekiillerdendir.?® %

Bunun yaninda endometriyal reseptivite ile ters iliskisi olan miisin 1 (Muc 1) varlig1 da



calismalarda negatif iliskili olarak tartisilmaktadir.3! Bu yoniiyle IVF basaris1 icin kritik
onem arz etmektedir. Her ne kadar IVF tedavisi ile infertilitenin 6niine gegilmeye calisilsa
da IVF’in basarisin1 etkileyen birgok sebep vardir. Bunlarin basinda implantasyon
penceresi déneminde gerceklesen endometriyal reseptivite problemi gelir.3? Oyle ki bu
problemin &niine gegmek ve tutunma yiizdesini artirmak igin tiip bebek merkezlerinde

endometriyal reseptivite kitleri kullanilmaktadir.

Yapilan arastirmalar, bu donemde meydana gelen pinopod olusumu ve adeziv
molekiillerin sentez anomalilerinin gebelik basarisini  dogrudan etkileyebildigini
gdstermistir.2” 3 Bu anomalilerin sebepleri cesitli olmakla birlikte, 6zellikle beslenme ya
da kimyasal maruziyet kaynakli olabilmektedir.3* % Literatiirde dstrojen ve progesteron
hormonal mekanizmasindaki degisimlerin endometriyal reseptiviteyi degistirdigi tespit
edilmistir.®® Bu acidan bakildiginda bitkisel dstrojen olan genistein ve daidzeinin
endometriyal reseptiviteye etkisinin olmamasi diisiiniilemez. Ancak bu denli 6nemli bir
olayda bu kadar ¢ok tiiketilen iki molekiiliin etkisinin nasil oldugunun daha 6nce hi¢bir
calismada gosterilmemis olmasi hayret uyandirmaktadir. Kisaca; bu tezde, bitkisel
Ostrojen olan genistein ve daidzeinin, diisiik 6strojen varhiginda gergeklesen endometriyal
reseptiviteyi bir endokrin sistem bozucu kimyasal olarak nasil etkileyebilecegini ve
aciklanamayan infertilitede roliiniin  histopatolojik, immiinohistokimyasal ve

biyokimyasal tekniklerle aragtiritlmasi amaglandi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Uterus Anatomisi ve Histolojisi

Uterus, boyutlart degiskenlik gosteren armut seklinde, kasli, kalin 3 duvar
yapisindan olusan, pelviste mesane ve rektum arasinda yerlesmis i¢i bos bir organdir
(Sekil 2.1)*". Dogum yapmamis kadinlarda ortalama agirlig1 90 gram olan uterus 7,5 cm
boyunda, 5 cm genisliginde ve 2 cm kalinligindadir. Eriskinlerde uterus, uterin tiiplerin
acildig tist 2/3” liik genis govde ve uterusun vajinaya dogru agildigr alt 1/3” liik silindirik

serviks bolgesinden olusur.®
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Sekil 2.1. Kadin i¢ genital sistem organlarinin sematik gosterimi

Uterus govdesi, organt dis taraftan cevreleyen visseral periton olan ¢ok ince
perimetriyum tabakasi, organin kasilma fonksiyonundan sorumlu kalin diiz kastan olusan
miyometriyum tabakasi ve liimene bakan ylizde embriyo icin tutunma ve beslenme

yiizeyi olusturan ince endometriyum tabakasindan meydana gelir.3®



Uterusun kasilan bir organ olmasindan sorumlu olan miyometriyum kendi i¢inde
3 kas tabakasindan olusur. Ortada yer alan tabakada ¢ok sayida biiyiik kan damarlar
goriiliirken, dista ve icte birbirine paralel uzanan diiz kas tabakalarindan meydana gelir.
Bu tabaka iginde bulunan diiz kas hiicreleri normal kosullarda 50 pm boyunda iken,
boylar1 gebelik durumunda 500 um’ye ulasabilir.’

Uterusu diger kasli organlardan farkli kilan tabaka endometriyum tabakasidir.
Puberte sonrast donemsel olarak kalinlasan ve incelen endometriyum, protein sentezi ve
hiicre béliinmesi yoniinden cok aktif bir tabakadir. Ureme cagindaki kadimlarda
endometriyum, yapisal ve fonksiyonel olarak iKi tabakadan meydana gelir. Ilki
endometriyumun en kalin tabakasi ve menstruasyon sirasinda dokiilen fonksiyonel
tabakadir. Ikincisi ise menstruasyon sirasinda korunan ve fonksiyonel tabakanin yeniden
sekillenmesini saglayan bazal tabakadir.*

Menstruasyon siklusu boyunca, endometriyumun fonksiyonel tabakasi, siirekli
yikilan ve yapilan bir dokudur. Bu tabakanin liimene bakan yiizeyi tek katli prizmatik
epitel ile kaplidir.®” Ergenlik déneminden dnce bu tabaka yalanci ¢ok katli silli silindirik
epitel olarak goriilmektedir.*® Epitel yiizeyinin altinda lamina propriya iginde basit

tiibiiler bez yapisinda uterus bezleri goriiliir (Sekil 2.2).



Sekil 2.2. Uterusun ostrus donemine ait histolojik tabakalar (Biiytitme: A; X10, B, C,
D: X40, Boya: Hematoksilen ve Eozin)

Uterusun kanlanmasi ovaryan ve uterin arterlerden saglanmaktadir (Sekil 2.3) ¥'.
Uterin arter miyometriyum i¢inde dallanarak arkuat arteri olusturur; arkuat arterler ise
radyal arterleri meydana getirir. Miyometriyumu terk eden radyal arterler
endometriyumun bazal tabakasinda dallanarak bazal ve spiral arterleri olusturur. Spiral
arterler siklik olarak yikilan ve yapilan endometriyumun fonksiyonel tabakasina
dallanarak kilcal bir damar ag1 olusturur. Bu yolu takip eden venler sirasiyla spiral, radyal,

arkuat ve uterin ven olarak organi terk eder.3": 38
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Sekil 2.3. Uterusun kanlanmasi

Bazal tabakanin arterleri hormonal uyariya duyarli degilken, fonksiyonel
tabakanin arterleri hormonal uyariya duyarhidir. Boylece gebelikle sonuglanmayan
menstrual sikluslarda fonksiyonel tabakanin spiral arterleri hormonal uyarimla kasilmalar
yaparak fonksiyonel tabakanin iskemiye ugramasina ve dokiilmesine yol agar.*

2.2. Uterus Fizyolojisi

Kadinlarda menstrual kanamanin ilk goriildigi 12-15 yaslarindan 45-55
yaslarindaki menapoz donemine kadar her ay periyodik olarak devam eden olaylar
dizinine menstrual dongii adi verilir. Bu dongii hipotalamus, hipofiz ve ovaryum
ticgeninde hormonal olarak denetlenir (Sekil 2.4)* ve 28 giinde bir tekrar eder. Her ay
tekrar eden ve proliferasyon, sekresyon ve menstruasyon olarak adlandirilan {i¢ evreden
olusur. Bazi kaynaklarda ise proliferasyon evresi kendi i¢inde folikiiler ve ovulatuvar evre

seklinde iki ayr1 evre olarak degerlendirilmistir.*?
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Sekil 2.4. Ovaryan ve menstrual dongiide hormon diizeyleri

Proliferasyon evresi dongiiniin 5 ve 14’{incii giinlerinde goriilen, hiicre gogalmasi
ve endometriyum yiizey epitelinin kalinlasmasi ile karakterize dénemdir.** Ostrojen
hormonunun hakimiyetinde gerc¢eklesen bu donem ovaryumda folikiil gelisimi ile
paralellik gosterir. Erken donemde 2 mm kalinliginda olan endometriyumun limene
kadar uzanan basit tiibiiler bez epitel hiicrelerindeki endoplazmik retikulum sisternalarin
sayisinda ve golgi kompleksinin boyutunda artis izlenir. Ayrica bezlerde glikojen birikimi

gdzlenir ve evrenin sonlarma dogru dallanmalar ve genislemeler izlenir.®” Buna stromal



hiicrelerin de eklenmesi ile endometriyumun fonksiyonel tabakasi kalinlasir. Bu evrede
endometriyumun bazal tabakasindaki spiral arterler de uzanarak fonksiyonel tabakanin
beslenmesine ve oksijenlenmesine destek saglar. Ovulasyona kadar devam eden bu
evrede endodetriyumun kalinlig1 3 mm’ye kadar ulagir.*

Ovulasyonu takiben baslayan sekresyon (luteal) evresi, 14 ve 28’inci glinler
arasinda devam eder. Bu evrede baskin hormon progesteron hormonudur. Ovaryumda
ovulasyondan sonra olusan korpus luteumun gelisimine parelel olarak artan progesteron
hormonu, endometriyal bezlerde sekresyonda artisa sebep olur.*! Bu evrede endometriyal
bezlerde artan glikojen birikimi ve stromada gériilen yogun 6dem sonucu endometriyum
kalinhig 5-6 mm’ ye kadar ulasir.®” Bez liimenleri artan glikoprotein salgi iiriinlerinin
etkisi ile genisler. Sekretuar evre, erken ve ge¢ olmak iizere kendi iginde iki donemden
meydana gelir. Erken donem, 15. glinden 24. giine kadar gecen donemdir. Bu donemde
Ostrojen reseptorleri doku iginde ¢ok azdir. Buna karsin progesteron reseptorlerinin
miktar1 fazladir.*® Bu evrede izlenen diisiik Ostrojen yiiksek progesteron durumu
embriyonun implantasyonu i¢in gerekli bir fizyolojik durumdur. Bu evrede meydana
gelebilecek gebelik durumu, bebegin dogumu ve akabinde bebegin siitten kesilinceye
kadar annenin menstrual déngiiniiniin durmasima yol agar.** Gebelik gerceklesmemesi
durumunda ise ovaryum i¢inde korpus luteumun gerilemesine de paralellik gdsteren
progesteron hormonunun azalmasi ile karakterize olan dénem, ge¢ sekretuvar evre olarak
tanimlanir. Bu donem menstruasyondan onceki 2-3 giinliik doneme denk gelir. Spiral
arterlerin kasilip gevsemeye baslamasi ile birlikte menstruasyon evresine gegis baslar.®’

Menstruasyon evresi, dongiiniin bir ve dordiincii giinleri arasinda izlenir. Bu
donem, spiral arterlerin kasilmasi ve fonksiyonel tabakaya kan akiminin kesilmesi ile
gelisen iskemi ve doku nekrozu ile karakterize bir donemdir.*? Bu evrede diisiik seyreden

Ostrojen sonucu bir ugtan yenilenen bu tabaka bir ugtan da dokiiliir ve kanama seklinde
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atilir. Evrenin sonunda endometriyumun sadece bazal tabakasi geriye kalir. Bu evrede
yetiskin bir insandan yaklasik 50 ml kan kayb1 gergeklesir. Bu durum kadinlarda sikca
izlenen aneminin temel nedenlerinden birisidir.

Endometriyumun bazal tabakasinda kalan bez ve spiral arterlerin ug¢ kisimlari
tekrar fonksiyonel tabakaya dogru geliserek endometriyumda yenilenme ve yeniden
sekillenme gergeklesir ve proliferatif evre baslar. Boylece bir dongii tamamlanip yeni bir
dongii baslatilir.

Dis1 genital sistemi iginde sekillenen bu olaylar dizininde baslica bes hormonun
gorevi vardir. Bunlar hipotalamustan salgilanan gonadotropik serbestlestirici hormon
(GnRH), hipofizden salgilanan follikiil uyarici hormon (FSH) ve luteinize edici hormon
(LH) ile ovaryumdan salgilanan progesteron ve dstrojen hormonlaridir.**

Her aylik dongiiniin baglamasi hipotalamustan GnRH salgilamasi ile gerceklesir.
Ortalama 2 saatte bir salgilanan GnRH’1n pulsatif salinimi1 kandaki miktarinin artmasi ile
birlikte 6n hipofiz bezinde FSH ve LH hormonlarinin salinimini uyarir. Ozellikle FSH’1n
kandaki konsantrasyonunun artmasiyla ovaryumlarda dinlenme durumunda olan
primordiyal folikiiller uyarilarak primer folikiil evresine gecmeye baslarlar. Bu sirada
FSH ve LH etkisi ile yiiksek miktarda dstrojen ovaryumdan salgilanir. Yiiksek ostrojenin
de etkisi ile endometriyum hizli bir biiyiime gosterir. Dongiiniin 12-13. giinlerine
gelindiginde hizla yiikselen dstrojen hormonu, hipofiz bezine pozitif yonde geri bildirim
yaparak FSH ve LH hormonunun ¢ok hizli bir sekilde salgilanmasina yol agar.
Ovulasyondan ¢ok kisa siire 6nce meydana gelen bu olay, ovulasyonun tetiklenmesine
yol acar.*1 44

Ovulasyon ile graff folikiilii icindeki oosit etrafindaki bir grup hiicre ile birlikte
tuba uterinaya gecer. Ovaryum icinde oositin biiylimesine ve gelismesine onciiliilk eden

tasiyic1 folikiil yapisi ise korpus luteuma doniisiir. Bu yapt LH hormonun etkisi ile
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progesteron salgilayan bir beze farklilagir. Sekretuar déonemde etkin bir sekilde salgi
yapan bu bez, uterin bezlerin salg1 iiretmesine yol agar.**

Ostrojen ve progesteronun seviyelerinin artmasi ve korpus luteumdan salman
inhibin hormonun etkisi ile FSH ve LH hormonlari negatif geri besleme yaparak yeni
folikiillerin gelisimini durdurur. Gebeligin ger¢eklesmemesi durumunda iyice azalan
progesteron ve Ostrojen hormonu korpus luteumun dejenere olmasina yol agar. Gerek
progesteron ve Ostrojen hormonu seviyelerindeki azalis gerekse de korpus luteumdan
salinan inhibin hormonunun ortadan kalkmas1 FSH, LH ve GnRH iizerindeki baskilayici
etkiyi kaldirir. Sonugta GnRH’in tekrardan salinmaya baslamasi ile dongii yeniden
baslar.*

2.3. Infertilite

Herhangi bir korunma olmadan ve diizenli cinsel iliskiye ragmen, bir yilin i¢inde
gebelik olusmamasi durumuna infertilite denir. Yeni evli ¢iftlerin %10-151 infertilite

% Diinya Saglik Orgiiti'ne gore, infertilite tams1 alan ciftlerin

tanist almaktadir.
%20’sinde erkek, %38’inde kadin, %27’sinde hem erkek ve hem kadin faktori birlikte
goriilmektedir. Infertil ciflerin %15 inde ise infertilite nedeni agiklanamayan infertilite
seklindedir.?% 46

Infertilitenin en sik goriilen nedenleri; kadinlarda ovulatuar bozukluklar, tubal ve
peritoneal patoloji seklindeyken; erkeklerde ise testisler, erkek genital kanallar ve
aksesuar bezlerden kaynaklanmaktadir.

2.3.1. Erkek Infertilitesi

Erkeklerde puberte ile baglayan sperm firetimi 20-30’lu yaslarda say1 ve kalite

olarak en iyi déneme ulasir.*’ 40’11 yaslarla birlikte kademeli bir azalig gosterse de hayat

boyu sperm iiretimi devam eder.*® Son yillarda gerek sperm kalite ve konsantrasyonunda
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azalmalar gerekse de testikiiler kanserlerin goriilme sikliginin artmasi, erkek infertilitesi

ile ilgili ciddi endiselere yol agmistir.*°

Toplumda ¢ok sik goriilen erkek infertilitesi, endokrin nedenler olarak

genellenebilen pretestikiiler faktorler, dogrudan testislerle ve sperm iiretimi ile ilgili

testikiiler faktorler ve spermin testisleri terk ettikten sonraki gecis siirecini kapsayan

posttestikiiler faktdrler olmak iizere 3 smifta toplanmistir (Tablo 2.1)%.

Tablo 2.1. Baslica erkek infertilite nedenleri

Bashca Faktorler

Etkiliyen Sebepler

Pretestikiiler Faktorler

Hipogonadotrofik Hipogonadizm - Kallmann Sendromu,
Hiperprolaktinemi, Farmakolojik

Testikiiler Faktorler

Kriptorsidizm, Varikosel, Testis Kanseri, Radyasyon,
Klinefelter Sendromu, Kemoterapi veya Farmakolojik, Y
Kromozomu Mikrodelesyonlari, Genetik Azospermi veya
Oligospermi, Cevresel Faktorler, Kartagener Sendromu,
Enfeksiyon, Yaralanma veya Travma, Anti-Sperm
Antikorlari

Posttestikiiler Faktorler

Farmakolojik, Cinsel Birlesme Problemi, Retrograd
Bosalma Durumu, Bosalma Kanali Tikanmasi veya
Seminal Vezikiil Disfonksiyonu, Vas Deferensin
Konjenital Bilateral Yoklugu, Vaz Deferenslerde
Vazektomi veya Latrojenik Hasar, Young Sendromu, Sinir
Hasar1, Omurilik Yaralanmasi, Retroperitoneal Lenf Nodu
Diseksiyonu, Sistemik Hastalik

2.3.2. Kadin infertilitesi

Kadinlarda ilk adet dongiisiiniin basladig1 12-14’1ii yaslardan son adet dongiisiiniin

gerceklestigi 40’11 yaslarin sonlarina kadar her ay diizenli olarak ovaryumlardan bir oosit

salmir. 20’li yaslarda en iyi kalitede olan oosit rezervi, 35 yasindan sonra cesitli

nedenlerle diismektedir.>! Baslica bu nedenler; yas,> ovulatuvar,®® tubal ve pelvik,®

servikal,®® uterin,%® endometriyozis®’ ve diger faktorler®® olmak iizere yedi ana baglikta

toplanabilir (Tablo 2.2) °1,
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Tablo 2.2. Baslica kadin infertilite sebepleri

Etkileyen Faktorler

Aciklamalar

Yas Faktorii

Yasa bagli oosit kalitesinde azalma ve kromozom
anomalisi goriilme sikliginin artmasi

Ovulatuar Faktorler

FSH diisiikligii ve amenore, over yetmezligi, erken
menopoz, prolaktin artis1 ve ovulasyon kusurlar

Tubal ve Pelvik Faktorler

Pelvis enfeksiyonu ile olusan iltihabi hastaliklarin
sonucu gelisen tubal tikanikliklar nedeniyle
fertilizasyonun gergeklesmemesi

Servikal Faktorler

Mukusun pH’1, kalitesi, yogunluguna bagl olarak
spermin uterusa gecisinin engellemesine bagh
dollenmenin gergeklesmemesi

Uterin Faktorler

Uterus anomalileri, konjenital malformasyonlar ve
intrauterin adezyonlar, miyomlar, polipler vb. uterusu
etkileyen genel durumlar

Endometriyozis

Endometriyumdan kopan parcgalarin neden oldugu
ovaryum ve karin i¢indeki kist olusumlari

Diger Faktorler

Bulasici hastaliklar, sigara ve alkol kullanimi, ¢esitli
kimyasallar, radyasyon, obezite, seker hastaligi gibi
sebepler

2.3.3. Aciklanamayan Infertilite

Kadinlarda tubal aciklik testleri ile ovulasyonun takip ve degerlendirilmesi,

erkeklerde ise semen analizi gibi standart tan1 degerlendirme metodlarinin herhangi birisi

ile bir anomali saptanamamasi1 durumunda Kkisilere agiklanamayan infertilite tanisi

konulur.®® Agiklanamayan infertilite tanis1 konulan ¢iftlerin yaklasik % 15' i ilk bir yil

icinde, %351 ise iki y1l icinde gebe kalabilmektedir.>® Herhangi bir tedavi almadan gecen

3 yil igin bu oran %80'e kadar ¢ikmaktadir.*

Aciklanamayan infertilite tanis1 alan ¢iftlerden ilk olarak baba adayinda sperm

analiz testi yapilir. Spermlerde sayi, hareket ve canlilik agisindan bir problem yoksa ikinci

olarak anne adayinin fertilite degerlendirilmesine baglanir. Anne adayinin folikiil gelisimi

ultrason ile takip edilir. Adet doneminin belirli giinlerinde hormon seviyeleri 6lgiilerek

analizler yapilir. Buna ilaveten anne adaymnin enfeksiyon hastaliklari, adet diizeni gibi
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Oykdisii sorgulanir. Son olarak duruma gore tuba uterinanin hasarl ya da tikali olabilme
ihtimaline karsin histerosalpingografi (HSG) gekilir.®

Bahsedilen tiim durumlar g6z Oniinde bulunduruldugunda, acgiklanamayan
infertilite i¢in muhtemel birgok sebep goziikmektedir. Bu yoniiyle kadinlarda test
edilebilirligi zor olan endometriyal reseptivite problemi bu tiir bir infertilitenin
sebeplerinden birisi olabilir. Nitekim literatiirde yapilan bazi ¢alismalarda bu iligki
iizerinde durulmustur. Oyle Ki, tekrarlayan IVF basarisizliklarin1 énlemek icin bazi
embriyoloji kliniklerinde endometriyal reseptivite kitleri kullanarak embriyo aktarma
zamani belirlenmektedir.

2.4. Endometriyal Reseptivite

Saglikli bir bireyin diinyaya gelmesinde, embriyonun fertilizasyondan doguma
kadar gecirmis oldugu degisikliklerin basaris1 kadar anne uterusunun saglikli fizyolojik
durumunun da énemli bir pay1 vardir. Oyle ki embriyo ile uterus arasindaki uyum
problemi ve anormal durumlar doguma bile ulasmadan diisiikle sonuglanir. Bagka bir
deyisle iyi bir hasat i¢in tohum kalitesi kadar, topragin genel mineral, azot vs. durumu ve
tohumun hangi mevsimde ekildigi de onemlidir.

Gerek normal yollarla gerekse de IVF islemi ile fertilize olan embriyonun, anne
adayinin uterusuna tutunmasina ve yerlesmesine implantasyon adi verilir. Bu olay i¢in en
ideal zaman, insan menstriiasyon dongiisiiniin ikinci yarisi olan sekretuvar evrenin 19-24.
giinler arasim kapsar ve bu doneme implantasyon penceresi dénemi denir.®° Bu dénem
icinde basarili bir implantasyon i¢in saglikli blastokist gelisimi, kaliteli endometriyum
durumu ve endometriyum ile blastokist arasinda karsilikli senkronizasyona dayali
miikemmel bir uyum gerekmektedir.®* Bu dénem iginde 6zellikle diisiik dstrojen yiiksek

progesteron varliginda gerceklesen dar bir zaman araligi bulunur. Bu kisa zaman
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araliginda blastokist ile endometriyum arasindaki karsilikl etkilesime dayanan bu olaylar
dizinine endometriyal reseptivite denir.®?

Endometriyal reseptivite, cinsiyet hormonlari, ¢esitli sitokin ve kemokinleri ile
hiicre ici sinyal mekanizmalarini iceren karmasik olaylar zinciridir.?® Literatiirde bu
olaylar dizisinde meydana gelen istenmeyen durumlarin reseptiviteyi etkiledigini
gostermektedir.®® Ozelikle hormonal akstaki dengesizliklerin basarili reseptivitenin
kurulmasini engelledigi goriilmiistiir.®* Bu acidan diisiiniildiigiinde, diisiik dstrojen
yiiksek progesteron varligi reseptivite icin elzem olarak gériilmektedir.®> ® Bu gerekce
ile aciklanamayan infertilite vakalarma uygulanan IVF tedavisinde, hormonal takip
yapililarak gerekirse progesteron desteginin saglanmasi endometriyal reseptivitenin
diizenlenmesinin ilk basamaklarindan birisidir.3® %7

Basarili bir implantasyon i¢in endometriyal reseptivitenin belirlenmesi bilim
diinyasinin son yillarda ilgisini ¢ekmektedir. Mevcut reseptivite belirteglerinin
uygulamaya elverisli olmamasi dolayisiyla yeni biyolojik belirteg ve markerlar bulma
cabalar1 halen devam etmektedir.

2.4.1. Endometriyal Reseptivite Belirtecleri

Endometriyum birgok biyokimyasal ve molekiiler faktoriin tretilip yikildig:
karmasik bir dokudur (Sekil 2.5)%. Bir menstrual siklus i¢inde farkli histolojik
goriiniimler gdsteren endometriyum tabakasinin sekillenmesi, biyokimyasal ve molekiiler
faktorlerin donemsel olarak artip azalmasina baghdir. Endometriyal reseptivitenin
gerceklestigi donemde meydana gelen olaylar birlikte ele alindiginda, siiregte rol oynayan
tiim faktorler endometriyal reseptivite belirtegleri sayilabilir. Ancak bagimsiz olarak tek
bir belirterte¢in yorumlanmasi daha kolay olacagindan, spesifiklik gosteren belirtegler
tizerinde durulmaktadir.8%"* Genel olarak endometriyal reseptivitenin belirtecleri, {i¢

smifta incelenebilir. Bunlar doku yiizeyinde goriiliir degisiklige sebep olan morfolojik
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belirtegler, PCR, western blot ve immiinohistokimyasal yontemlerle doku yiizeyinde
cesitli proteinlerin varligini gosterilmesini saglayan molekiiler belirtegler organ dokusu

ve sivilarinda biyokimyasal tekniklerle Olciilebilen biyokimyasal belirtecler ile

belirteglerdir.’?
Uterin Reseptivite s Tutunma Ve implantasyon
Tr et
Y/ . Blastosist
\ o “lEC Farkhlasmas:
e By T N ]

| e
c[o o)o/olo/olo] prey 0\2|0/0/0j0] S \

v ) <0 3! A P
-8y | Hiicre Polaritesi .~ - 87| (ePLAe R “Msx1 )
< '(: v (o ";’; @ (Ps) ¢k_/
¥ 2 Lol (ER) ==
n 1| R @
. o
5 0 Stromal
_ hanrlanmasu of @k (gisE TR S
L .
W TUIVIL ?ER“ { Hoxall,
5w ep
o | @ = W
i 4
@ ) ) T 3 ol = ’__\STATS
i EL fkLrs) @ {ouP2
1 A/ A/ {
v L Ce—e—c ) |
(>STATS LFR | [fep
| e e - T S
Smo { adhesion Implanantasyon
P ) 3 % LIFR | [lgp130 Se—h Predezidulasyon
ﬁWiﬁﬁ—ﬂ—v il s A S @B T
o 0F e ey
( Hand2 ) @ / < N ¢
COUP-TFI 4-@ s l’ <
$ = — LIF LPA3 -~ PPAR-5
Uterin Reseptivite l i P f{/MSX'l} /'(PG AR
SC Cogalma e A P ¥ \T_/ Cox2 5 Adbezyon
EC Farkhlasma Kisma Gegisi e Vaskiiler
% TUTUOULTUOV Permabiliti
I
PLA2)  co PPARS |
i Z550)

Sekil 2.5. Endometriyal reseptivite ve implantasyonda gergeklesen bazi olaylar

2.4.1.1 Endometriyal Reseptivitenin Morfolojik Belirtecleri

Saglikli bir organda ve dokuda ¢iplak gézle ya da 151k ve elektron mikroskopu gibi
gorlintiileme teknikleri ile goriilebilen yiizeysel ve yapisal degisikliklere morfolojik
degisiklikler ad1 verilir. Ortaya ¢ikan bu degisiklikler ilgili doku ve organin genel durumu
veya patolojik ve fizyolojik evresi hakkinda 6zel bilgi veriyorsa morfolojik belirtegler

olarak isimlendirilir.

Ovulasyondan sonraki besinci ve sekizinci giinler arasina denk gelen

endometriyumun reseptivite kazanmasi sirasinda, Ozellikle endometriyumun epiteli
tizerinde, belirgin degisiklikler izlenir. Bu donemde endometriyal epitelin apikalinde
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izlenen mikrovillus yapilar1 kaybolmaya baslarken bu alanlarda diiz, genis, mantarsi
¢ikintilar olusmaya baslar. Bu olusumlara pinopod ya da uterodom ad1 verilir.” 1k kez
1958 yillinda farelerde gosterilen bu yapilar,’* 1972 yillinda insan uterusunda
tanimlanmustir.”® Istk mikroskobu ile goriilmesi zor olan yapilar elektron mikroskobu ile
ancak iyi bir sekilde izlenebilir. Elektron mikrograf goriintiilerinde ratlarda pek ¢ok
vakuol goslenirken, insan pinopodlarinda vakuol gézlenmez. Ozellikle insan elektron
mikrograflarinda pinopodlarin iginde diiz endoplazmik retikulum, golgi kompleksi,
mitokondri ve sekretuar vezikiiller dikkat ¢cekmektedir.”

Pinopodlarin fonksiyonlar1 ¢ok az bilinmektedir. Icerisinde goriilen sekretuar
vezikiillerin varligi, embriyonun beslenmesini ve endometriyum yiizeyine blastokistin
tutunmasini sagladigini diisiindiirmektedir.” Nitekim pek ¢ok ¢alismada, pinopodlarin
endometriyal reseptivite icin anahtar gorevi tstlendigi ileri siirlilmiistiir. Yine
pinopodlarla iliskili olarak integrinler, LIF, L-selektin, HOXA 10, glutaredoksin (Glrx),
glikodelin A (GlyA), heparin baglayici epidermal biiyiime faktorii (HB-EGF) ve MUC 1
gibi pek ¢ok biyomarker bulunmaktadir.”>” Bu yoniiyle diisiiniildiigiinde pinopodlarin
varlig1 ya da yoklugu endometriyal reseptivite i¢in onemli bir gostergedir.

2.4.1.2 Endometriyal Reseptivitenin Molekiiler Belirtecleri

Son yillarda ilerleyen teknoloji ile doku ve hiicre i¢i olaylarin anlagilmasi
biyokimyasal analiz yontemleri ile daha da miimkiin hale gelmistir. Bu yontemler ile
yapilan biyokimyasal testlere gerek maliyetlerinin ucuz olmasi gerekse de ¢ok hizli ve
kesin bilgi veriyor olmasi sebebiyle cok¢a bagvurulmaktadir.

Implantasyon penceresi déneminde ozellikle endometriyum {izerinde pek gok
biyokimyasal molekiil aktif olarak yapilip yikilmaktadir. Bu molekiillerin kimileri

endometriyal reseptivitenin kurulmasi, kimileri ise reseptivitenin engelenmesi ile dogru
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orantili bir ekspresyon gostermektedir. Burada 6zellikle progesteronun ve Ostrojenin
indiikleyici ve inhibe edici etkisi basrol oynamaktadir.®®

Endometriyal reseptivite ilizerine yapilan ¢alismalarda 6zellikle integrinleri, LIF,
L-selectin, E-kaderinler, HOXA 10, Glrx, GIlyA, HB-EGF ve MUC iizerine
yogunlasilmigtir.” 76

Hiicre adezyon molekiilleri (HAM) ailesi integrinler, selektinler, kaderinler ve
Immiinoglobiilinler olmak {izere dort iiyeden meydana gelir. Transmembran protein olan
integrinlerin farkli alfa ve beta alt iinitelerini igeren pek ¢ok tiirii bulunmaktadir. Ozellikle
integrin a4f1, alPB1, avpl, a3p1, avp3, avps, a4p3 ve a6Pf1 implantasyon penceresinde
aktif olarak izlenen integrin tiirlerinden bazilaridir.”® Calismalar 6zellikle integrin
avPB3’in endometriyum desidualizasyonu ve embriyonun tutunmasindaki roliinden
bahsetmektir.”® Yine literatiirde integrin ovp3’iin pinopod varligi ile korelasyon
gosterdigi  bildirilmistir.®® Pinopodun varhgimi gostermede kullamlan bir diger
biyobelirteg ise integrin B3’diir.2” 2 Kisaca implantasyon penceresi doneminde integrin
molekiilleri, pinopod {lizerinde embriyo i¢in tutunmada zemin olusturan baslica
molekiillerdir.

Interldkin 6 ailesinin bir iiyesi olan LIF, saglikli bir embriyo gelisimi igin zorunlu
molekiillerin basinda gelmektedir. Bu molekiil blastokistin endometriyum igine
adezyonunu uyarir ve trofoblastlarin invazyonuna yardimci olur. Insanlarda pinopodlarin
salgi vezikiillerinden uterus liimenine LIF salgilandign rapor edilmistir. Integrinlere
benzer sekilde, LIF molekiilleri ile pinopod varlig arasinda da parallellik bulunur

Hiicre adezyon molekiillerinden bir digeri olan selektin ailesi iiyesi L-selektin,
pinopodlarin  yiizeyinde eksprese olur. Blastokistin endometriyum {izerinde

yuvarlanmasinda rol oynar.82 83
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HOXA 10, endometriyumun desidualizasyonunda, farklilasmasinda ve
cogalmasinda rolii olan transkripsiyon faktoriidiir. Integrinler, selektinler, dstrojen
reseptorleri gibi pek ¢ok faktdriin ekspresyonu bu faktoriin varligina baglidir. Bunun
yaninda progesteron hormonun endometriyumu pinopod gelisimi yoniinde uyarmasi igin
HOXA 10 proteinine ihtiyag vardir. 28

Tutunmay1 destekleyen molekiillerin aksine MUC 1, MUC 16 ve MUC 15 gibi
miisinler, uterusun luminal yilizeyinde lokalize bulunan anti adeziv molekiillerdir.
Blastokistin tutunmasi i¢in endometriyal yilizeyde glikoproteinden olusan bir bariyer
gorevi goriir. Bu molekiiller implantasyon penceresi doneminde azalan bir ekspresyon
gosterir,3L 8

Endometriyumda reseptivite ile iliskili diger molekiillerden glutaredoksin
antioksidan aktiviteye sahip bir molekiildiir.®® Embriyoyu ve endometriyumu oksidatif
hasara kars1 korur. Ote yandan desidual hiicrelerden uterin liimene salinan glikodelin A,
embriyo implantasyonu i¢in immiin sistem baskilayic1 olarak gérev alir.8” Son olarak HB-
EGF, implantasyon penceresi doneminde pinopod ylizeyinde yapisma faktorii olarak is
goriir ve blastokistin tutunmasia yardimei olur.®

Immiinohistokimya, en sik kullaninlan molekiiler uygulamalarin basinda
gelmektedir.®® Bu yontem, bir doku kesitinde belli hiicrelere spesifik olan antijen
proteinlerinin, farkli bir canlidan elde edilen spesifik antikorlar ile reaksiyonunun
goriintiilenmesi esasina dayanir. Immiinohistokimyasal boyama rutin olarak patoloji
laboratuvarlarinda hiicre ¢ogalmasi (proliferasyon) ve hiicre oliimiinii (apoptoz)
gostermek icin gerekli 6zel molekiiler belirteglerin yardimiyla kanser gibi anormal
durumlart analiz etmede kullanilir. Bunun yaninda doku ve organlarda belirli
biyobelirteclerin dagilimini ve lokalizasyonunu gostermek i¢in bilimsel aragtirmalarda da

yaygin olarak kullanilir. ilerleyen teknoloji ile birlikte talep edilen birgok antikor kolay
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bir sekilde iiretilerek dokular immiinohistokimyasal 6zellikleri gosterilebilmektedir. Bu
yontem sayesinde, hiicre ve dokudaki spesifik molekiiller boyanarak goriiniir hale gelir.

Endometriyal reseptivitenin karakterizasyonunda bir¢cok antikor literatiirde
kullanilmaktadir. Bunlarin basinda integrin 3, integrin avp3, LIF, HOXA 10 ve MUC 1
gibi  biyobelirtegler gelmektedir. Bu biyobelirteglerin  endometriyum {izerinde
immiinohistokimyasal olarak boyanmasi endometriyal reseptivitenin analizinde gorsel bir
bulgu olarak degerlendirilmektedir.”™

Immiinohistokimyasal teknikler haricinde mRNA ekspesyonu varligini
gostermeye dayanan PCR (Polimeraz zincir reaksiyonu) yontemi ile de bu molekiillerin
varliginin gosterilmesi miimkiindiir. Bu molekiillerin protein iriinlerinin gdstermek
icinse Western blot teknigi kullanilmaktadir.

2.4.1.3 Endometriyal Reseptivitenin Biyokimyasal Belirtecleri

Hiicresel olaylar sirasinda olusan biyokimyasal iiriinler, elektroforez, ELISA gibi
biyokimyasal yontemlerle Ol¢iilmesi ile ortaya c¢ikan veriler, hiicre i¢inde gergeklesen
olaylar hakkinda bize bilgi verebilir. Akademik calismalarda ¢okga tercih edilen bu
yontem, bulgularin desteklenmesi ve giiclendirilmesi amaciyla tercih edilir.

Endometriyal reseptivite sirasinda hiicre i¢inde gerceklesen hormonal
degisimlerin basinda Ostrojen ve progesteron gibi hormonlar gelir. Bu iki hormonun
birlikte ele alinarak biyokimyasal olarak degerlendirilmesi bir belirte¢ olarak
kullanilabilir.

2.4.1.4 Endometriyal Reseptivitenin Hormonal Diizenlenisi

Harekete geciren, uyaran madde anlaminda kulanilan hormon, endokrin bezler
tarafindan salgilanarak kana verilen daha sonra kan damarlar1 vasitasiyla organ ve
dokulara tasinarak viicudun ihtiyaglarina gore fonksiyon goren kimyasal maddelerin

tiimiine verilen genel isimdir. Hormonlar yapilarina gore steroid, peptit ve aminoasit
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olmak tizere 3 tiptir. Genellikle genital sistem tizerinde etkili olan hormonlarin yapisi
steroid sekildedir. Disilerde steroid yapidaki hormonlarin basinda dstrojen ve progesteron
gelmektedir. Bu hormonlar gerek kiigiik yapida hormonlar olmasi gerekse de lipid yapida
olmasi sebebiyle hiicre zarindan ¢ok hizli bir sekilde geger ve ilgili reseptdrleri ile kolayca
etkilesebilir.

Basarili bir implantasyon, bir¢ok hormonun birlikte koordineli bir sekilde
calismasima baghdir. implantasyon doneminde tutunma icin ¢ok dar bir dénem olan
reseptivite zamani hassas bir hormonal kontrol gerektirir. Bu durumun saglanmasi i¢in
ozellikle dstrojenin diisiik, progesteronun yiiksek seviyelerde salgilanmasi gerekir.%> %

Hiicre yilizeyinde Ostrojen, kendisi igin spesifik reseptorler ile etkilesir. Bu
etkilesim sonunda Ostrojen deoksiribo niikleik asit (DNA) iizerinde transkripsiyon faktorii
benzeri bir islev goriir.

Menstrual siklusun ilk yarisinda baskin olan Ostrojen hormonu, endometriyal
reseptiviteyi de igine alan luteal donemde diisiikk seviyelerde eksprese olmaktadir.
Uterusta hiicre ¢ogalmasindan sorumlu olan oOstrojen hormonu, hiicre ve doku
olgunlagmasindan sorumlu progesteron hormonu ile ters iliskili sekilde caligmaktadir.
Yapilan c¢alismalarda Ostrojen hormonun seviyelerinin  diismemesinin  pinopod
olusumunu engelledigi ve endometriyal reseptivitenin bozulmasina yol agtigi
gosterilmistir.®® Ostrojen hormonunun yiikselen seyri hormonal ve fizyolojik dengede
degisimlere yol agarak yeni oositlerin faaliyete ge¢mesine yol agmaktadir. Nitekim
kadinlarda goriilen infertilite durumlarinin basinda gelen polikistik over sendromu ile
dstrojen hormonu arasinda stk bir iliski vardir.%

Her ne kadar Ostrojen ve progesteron hormonu birbirinin zitt1 gibi is gorse de
ozellikle diisiik konsantrasyonda salinan Ostrojen hormonunun progesteron hormonu

lizerinde indiikleyici etkisinin oldugu goriilmiistiir. % %2
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Hiicresel olaylarin biyolojik sistemler i¢inde hi¢ bitmeyecegini diisiliniirsek ¢ok
dar bir sinir i¢inde de olsa dstrojenin varligina ihtiya¢ bulunmaktadir. Anlasilacagi iizere
diisiik dstrojen varlig1 endometriyal reseptivite igin elzemdir.%% %2

Hamilelik hormonu olarak da bilinen progesteron, endometriyumun stromal ve
epitelyal hiicrelerinde ¢ogalma ve farklilasma yoluyla endometriyal reseptivitenin

% Insanlarda blastokist implantasyonu igin

kurulmasinda kritik rol oynar.%
endometriyumun hazirlanmasindan sorumlu plasental protein 14 (PP14)’iin
ekspresyonunda progesteronun diizenleyici rolii vardir.®* PP14, uterus bez epitel
hiicrelerinden sentezlenen bir glikoproteindir. Bu proteinin endometriyum ve blastokist
arasinda immunomodulator etki olusturarak implantasyon basarisinda rol oynadigi
bildirilmistir.%®

Implantasyonda énemli rolii olan LIF, HB-EGF, HOXA 10 gibi pek ¢ok faktoriin
progesteron dominant dénemde sentezlerinin arttig1 goriilmiistiir.®® Bunun yaninda
literatlirde integrin B3, integrin avl33, kaderin-11 gibi pek ¢ok adezyon molekiillerinin
sentezinin progesteron hormonu ile diizenlendigi ortaya konulmustur.?

Anlagilacagr gibi progesteron hormonunun implantasyon doneminde pek c¢ok
faktoriin sentezi ile yakindan iliskisi endometriyal reseptivite lizerindeki 6nemini ortaya
koymaktadir. Oyle ki, bu hormonun eksikliginin ya da yoklugunun dogrudan infertilite
ile iligskisi bulunmaktadir. Bu tiir agiklanamayan infertilite durumlarinda hekimler
endometriyumun desteklenmesi amaciyla replasman progesteron tedavisi yapmaktadir.

2.5. Soya izoflovonoidleri

Leguminosae (baklagiller) familyasina ait olan soya (Glycine max L.) yillik
tohumsu baklagillerdendir. Cin, Kore ve Japonya gibi Uzak Dogu iilkeleri tarafindan

binlerce yildir tiikketilen besin maddelerinin basinda gelmektedir. Soya, her ne kadar ilk

donemlerde Uzak Dogu’da tiiketilen bir bitki olsa da son 300 yilda diinyaya yayilmistir.
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Baslangicta Avrupa’ya siis bitkisi olarak getirilen soya; besin degeri, mineraller
ve vitaminler agisindan oldukc¢a zengin olmasi nedeniyle endiistriyel devrimden nasibini
almig ve giiniimiizde 400’den fazla endiistriyel {iriin yapiminda kullanilmasi ile tarimsal
iriinler arasinda 6nemli bir yer kazanmistir. USDA raporuna goére son ylizyilda soya
tiretimi 1940’larda 10 milyon ton iken; 2000 yilinda 175 milyon tona, 2017 yili itibari ile
348 milyon tona ulagmigtr.! 2

Bugiin soya, maliyetinin ucuz olmasi, yiiksek protein (% 35-45), karbonhidrat (%
30), yag (% 18-24) ve mineral (%5) icerigi gibi nedenlerden dolay1 islenmis gidalarda,
katki maddelerinde, hayvan yemlerinde ¢okga tercih edilen bir besin maddesidir. Soya
endstrisi glinlimiizde o kadar ¢ok bliylimiistiir ki, yagdan siite, etten peynire kadar bir¢ok

iiriinde dogrudan ve dolayl1 olarak kullanilmaktadir. Oyle ki, diinya genelinde en fazla

iiretilen yaglar siralamasinda soya yag ilk siray1 almistir.®

Soya igerisinde fazla miktarda izoflovonoid protein barindirir. Biyolojik olarak
etkin olan soya izoflovonoidlerinin en bilinenleri genistein ve daidzeindir. Bu iki
izoflovonoid soyada fazla miktarda bulunur. Genistein ve daidzeinin Gstrojen
reseptorlerine biiyiik afinite gosterdiginden dolayi, fitodstrojenler olarak da bilinirler.*
Izoflovonoidler bitkiler Aleminde bir¢ok bitkinin i¢inde bulunurlar ancak soya iceriginde

digerlerine nazaran daha fazla bulunmaktadir.®®

Biyolojik sistem iginde Ostrojen gibi davranan molekiillerin endokrin sistem
bozukluguna yol agabilecegi goriilmiistiir.®® Nitekim fitodstrojenler endokrin sistem
bozucu kimyasallar listesine girmistir.®’

2.5.1. Genistein ve Daidzein

Izoflovonoid sinifindan olan genistein ve daidzein, birgok bitki iceriginde

bulunurken, soyada nispeten daha yogun bulunurlar.®® Soya proteinlerini olusturan
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proteinlerin basinda gelmektedirler. Bunun yaninda Streptomyces ve Pseudomonas cinsi
bakterilerin fermentasyon iiriinlerinde de tespit edilmislerdir.% %

Agiz yoluyla alindiginda bagirsaklarda glikozitlerle birlikte konjuge edilerek
dihidrogenistein ve 6' hidroksi-O-dezmetilangolensin seklinde metabolize edilirler.*®
Genistein ve daidzeinin metabolitlerinin g¢esitli yontemler kullanarak insan bedeninin

birgok yerine ulastig1 goriilmiistiir.

Ik kez 1946°da Avustralyada yasayan koyunlardaki infertilite krizinin altinda
yeralti yoncasindaki genisteinin rol oynadiginin anlasilmasiyla bu molekiile ilgi
baslamistir.1% 17 B-6strodiol (dstrojen) yapisina benzerligi nedeniyle, gerek genistein
gerekse de daidzein dstrojenle rekabet edebilir ve dstrojen reseptorlerine baglanabilir.®
Bununla birlikte, daidzein ve genistein Ostrojen reseptoriine karsi dstrojenden ¢ok daha
yiiksek afiniteye sahiptir.> ' 12 Bu 6zelliginden dolayr endokrin sistem bozucu
kimyasallar olarak da bilinirler.** * Bu endokrin bozucu kimyasallarin &zellikle
erkeklerde, disi ikincil seks karakterlerinin ortaya ¢ikmasina ve siirdiiriilmesine yol agtig
goriilmiistiir.'> 8 Bunun yaninda genisteinin testikiiler hiicrelerin apoptozuna ve semen
parametrelerinde azalmaya yol acabildigi de gosterilmistir.’® Disilerde ise genisteinin
folikiilogenezi ve steroidogenezi degistirebildigi rapor edilmistir.” ¥ Yine Rice ve
arkadaslar1 yapmis oldugu baska bir calismada ise izoflovonoidlerin steroidogenez sentez
enzimlerinin fonksiyonunu bozdugunu tespit etmislerdir.'®

Daha sonraki genisteinin yillarda onkogenlerin sentezinde rol alan protein kinazin
giiclii inhibitorii oldugunun kesfedilmesiyle, kanser tedavisi igin bir 151k yakmustir.102
Bunun yaninda literatiirde genisteinin antioksidan etkileri ile oksidatif stres kaynakli
hiicre hasarinda koruyucu rolii oldugunu gdsteren bircok calisma da vardir,103-1
Bir biitiin halinde diisiiniiliirse bu izoflovonlarin hem olumlu hemde olumsuz

yonde etkilerinin, hangi kisilerce ve ne siklikla alindig ile yakindan iliskisi vardir. Burada
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asil problem soya tiiketiminin artmasiyla kontroliinlin miimkiin olmamasindan
kaynaklanmaktadir. Nitekim kiiresel iilkelerde yasayan insanlarin higbirisi kesin olarak
ne kadar soya tiikettigini bilemez. Bu durum soya izoflovonlarin olumlu yanlarindan ¢ok,
asir1 tilketimine bagli olarak ortaya ¢ikmasi muhtemel olumsuz yanlarini daha ¢ok akla

getirmektedir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Etik Kurul Onay1

“Soya Izoflavonoidlerinin (Genistein ve Daidzein) Endometriyal Reseptivite
Uzerine Etkisinin Immiinohistokimyasal ve Biyokimyasal Olarak Arastirilmasi” adli
calismanin, Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’nun (HADYEK)
22.05.2018 tarihli 6. toplantisinin 131 nolu karariyla, etik kurallara uygun olduguna karar
verilmigtir.

3.2. Deneklerin Temini ve Barinma Olanaklari

Calismamizda 10-12 haftalik, ortalama agirliklar1 180-200 gram arasinda degisen
72 adet Sprague-Dawley cinsi disi sigan Atatiirk Universitesi Deneysel Arastirma ve
Uygulama Merkezi (ATADEM) laboratuvarindan temin edildi. Temin edilen si¢anlara,
deney siiresince, yeteri kadar (ad libitum) su ve pellet yem verilmistir. Hayvanlar
deneyden bir giin 6nce birbirlerine alismalar1 i¢in gruplandirildi ve laboratuvarda normal
oda sicakliginda (24°C) ve nem seviyesinde (%45-50) barindirildi.

3.3. Calisma Hayvan Modeli ve Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Atatiirk Universitesi Deneysel Arastirma Ve Uygulama Merkezi’nden temin
edilen toplam 72 adet deney hayvani, her grupta 9 hayvan olacak sekilde rastgele 8 gruba
boliindii (Tablo 3.1). Deney gruplari asagidaki gibidir.

1. Kontrol Grubu (KONT)

2. Endometriyal Reseptivite Grubu (ER)

3. Endometriyal Reseptivite+ Susam Yag1 Grubu (ER+SU)

4. Endometriyal Reseptivite+ Ostrojen Grubu (ER+OST)

5. Endometriyal Reseptivitet+Genistein Diisiik Doz Grubu (ER+GE+DD)

6. Endometriyal Reseptivitet+Genistein Yiiksek Doz Grubu (ER+GE+YD)

7. Endometriyal Reseptivitet+Daidzein Diisiik Doz Grubu (ER+DZ+DD)
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8. Endometriyal Reseptivite+ Daidzein Yiiksek Doz Grubu (ER+DZ+YD)

Endometriyal reseptivite (ER) modeli i¢in vajinal smear alinarak 6strus safthasinda
olan siganlar segildi ve iki disiye bir erkek olacak sekilde bir gece ¢iftlesmeye birakildi
(Sekil 3.1). Ertesi sabah erkekler ayrildi ve bu giin hamileligin birinci giinii sayildi.
Vajinal plakin olusumu kontrol edilerek hamilelik durumu teyit edildi.}’” Daha once
yapilan ¢alismalarda besinci giin implantasyonda endometriyal reseptivite safhasi kabul
edildiginden, si¢anlar besinci giin sakrifiye edildi.>* Son olarak sakrifiye isleminden sonra

uterin tliplerde ard arda konseptus yapilarida goézlendi.
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Tablo 3.1. Deney gruplari ve yapilan iglemler

Gruplar Grup Adi Yapilan islem

1.Grup  Kontrol Bu grupta ciftlestirme yapilmadi ve
herhangi bir islem uygulanmadi.

2Grup ER Bu gruba ciftlesmeyi takiben herhangi
bir uygulama yapilmada.

3.Grup  ER + Susam Yagi Bu gruba ciftlesmeyi takiben bes giin
boyunca 0,5 ml gavaj yoluyla susam yagi
verildi.

4.Grup  ER grubu + Ostrojen Ciftlesmeyi takiben bes giin boyunca 5

mg/kg Ostrojen valerate 0,5 ml susam
yaginda ¢oziilerek gavaj yoluyla
uygulandi.

5.Grup  ER + Genistein Diisiik Doz Ciftlesmeyi takiben bes giin boyunca 10
mg/kg genistein 0,5 ml susam yaginda
coziilerek gavaj yoluyla uygulandi.

6.Grup  ER + Genistein Yiiksek Doz Ciftlesmeyi takiben bes giin boyunca 40
mg/kg genistein 0,5 ml susam yaginda
coziilerek gavaj yoluyla uygulandi.

7.Grup  ER + Daidzein Diislik Doz Ciftlesmeyi takiben bes giin boyunca 10
mg/kg daidzein 0,5 ml susam yaginda
¢oziilerek gavaj yoluyla uygulandi.

8.Grup  ER + Daidzein Yiiksek Doz Ciftlesmeyi takiben bes giin boyunca 40
mg/kg daidzein 0,5 ml susam yaginda
¢oziilerek gavaj yoluyla uygulandi.

Calismada ¢0ziicli olarak daha Once yapilan galismalarda nétr (olumlu yada
olumsuz etkisi olmayan) etkisi gosterilen ve ¢oziicli olarak kullanilan susam yagi (Balen
Susam Yagi, Ar1 Miihendislik Tarimsal ve Hayvansal Uriinler San. Tic. Ltd. Sirketi,
Ankara) kullanildi.

Calismada kullanilan genistein (Kat: J68241) ve daidzein (Kat:B22877) maddeleri
Alfa Aesar (Almanya), Beta estrodiol 17 Valerate Sigma Aldrich (Almanya) sirketinden

temin edildi.
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Siispansiyon ¢dzeltiler giinliik olarak hazirlandi ve uygulamadan 6nce pipetleme

islemi yapilarak ¢oziilen maddelerin homojen bir sekilde dagilmasi saglandi.

Sekil 3.1. Endometriyal reseptivite igin ¢iftlestirme asamasi

3.4. Cerrahi Islemler

Calismanin cerrahi islemleri Eczacilik Fakiiltesi ATADEM biriminde steril
ortamda, steril malzemeler ile gergeklestirildi. Deneyin sonlandirilmasi igin tiim
hayvanlar, 100 mg/kg ketamin (Ketalar, Pfizer) ve 15 mg/kg Ksilazin (Xylanzinbio,
Bioveta) karisim halinde periton igine enjekte edilerek anestezi altina alindi. Hayvanlarin
kas gerim refleksi kontrol edilerek bilingsiz durumlari onayland: ve diyaftam hattan
transvers, abdominal bolgenin medial hattindan sagital 3 cm’lik iki kesi olusturularak
batin ag¢ildi. Bagirsaklar disartya dogru alinarak uterusun ¢ift boynuzsu yapisi gozlendi
ve dikkatli bir seklide ¢ikartildi (Sekil 3.2.). Cikarilan uterin boynuz histolojik inceleme

i¢in %10’luk formalin ¢6zeltisine alindi.
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Sekil 3.2. Uterusun diseksiyonu ve ¢ikarilist

Son olarak biyokimyasal incelemede kullanilacak kan 6rnegi, diyafram agilarak
enjektor yardimiyla dogrudan kalpten sol ventrikiilden alindi. Kan Ornegi santrifiij
sonrasinda serum ve kan hiicreleri arasinda fiziksel bir engel olusturmasi i¢in, vakumlu
sart kapakli plastik jelli tiipe alindi. Santrafiij igleminin ardindan biyolojik 6rneklerin
korunmasi i¢in kademeli bir sekilde once -20 °C’de, daha sonra -80 °C’de biyokimyasal
inceleme amaciyla saklandi.

3.5. Histolopatolojik Analizler

Histopatolojik analizlerin tiimii Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarinda gergeklestirildi. Analizlerde
kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanis1 agagidaki gibi yapildi.

Formalin Cozeltisi (%10°1uk), % 37°lik formaldehit (Merck, Katolog no: 104003)
¢Ozeltisi, 1/9 oraninda distile su ile karistirilarak hazirlandi.

Seyreltik Etanol Cozeltileri, % 99’luk etanol (Merck, Katolog no: 1009832500)
ile uygun miktarlarda distile su karistirilarak %50, %60, %70, %80’lik etanol ¢ozeltileri

hazirlandi. % 96 ve % 99’lik alkoller dogrudan kullanildi.
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3.5.1. Doku Takip Islemleri ve Kesitlerin Hazirlanmasi

Cerrahi islem sonunda formalin ¢6zeltisine alinan uterus doku ornekleri, 48 saat
fiksasyonu takiben plastik doku takip kasetleri i¢ine alinarak etiketleme yapildi. 2 saat
boyunca akan su altinda yikandiktan sonra doku &rnekleri, yari otomatik doku takip
cihazina ( Leica TP 1050) yerlestirilerek doku takip islemi baslatildi. 1lgili cihazin
protokolii ile sirasiyla; %50’lik (2 saat), %70’lik (1 saat), % 80’lik (1 saat), % 96°1lik (1
saat), % 99’luk alkol (1 saat) serilerinden gecirilerek dehidratasyon islemi yapildi.
Akabinde tig seri ksilenden (3x15 dakika) gegirerek seffaflastirma islemi gergeklestirildi.
Son olarak dokular yumusak ve sert parafin serilerinden (46-48 °C- 1 saat ve 56- 58 °C-

1 saat) gegirilerek takip islemi tamamlandi (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Fiksasyon ve doku takibi islem basamaklari

ISLEM  YAPILAN

SIRASI iSLEM ISLEM iCERIGi SURE

1 Kimyasal Formalinde bekletme 48 saat
fiksasyon
2 Akan suda bekletme 2 Saat
3 Yikama Distile suda bekletme 1 Saat
4 % 50’lik Etanolde bekletme 2 Saat
5 % 60’11k Etanolde bekletme 1 Saat
6 Dehid % 70’lik Etanolde bekletme 1 Saat
7 ehidratasyon % 80’lik Etanolde bekletme 1 Saat
8 % 96’11k Etanolde bekletme 1 Saat
9 %99’luk Etanolde bekletme 1 Saat
10 Ksilende bekletme 15 dk
11 Seffaflastirma Ksilende bekletme 15 dk
12 Ksilende bekletme 15 dk
13 Parafinde Bekletme 1 Saat
Infiltrasyon

14 Parafinde Bekletme 1 Saat
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Takip sonunda plastik kasetler agilmis ve doku 6rnekleri metal bloklama kalib1
icine kesit diizlemine uygun olarak sabitlendi. Son olarak, kaliplar eriyik 56- 58 °C’lik
parafin ile doldurularak oda sicakliginda donmaya birakildi ve bloklama islemi
tamamland.

Elde edilen bloklar yar1 otomatik mikrotom cihazina yerlestirildi ve her bir bloktan
5’er mikrometre kalinliginda ardigik seri kesitler alindi. Mikrotomdan ¢ikan seri kesitler,
sicak su havuzu yardimiyla histopatolojik ve immiinohistokimyasal inceleme igin
polilizinli ve pozitif sarjli lamlara alindu.

3.5.2. Boyama On Islemi

Polilizin kapli lam iizerine alinan uterus doku 6rnekleri parafinin uzaklastirilmasi
ve dokunun lam tizerine sabitlenmesi amaciyla 20 dakika boyunca 60°C’deki etiivde
tutuldu. Akabinde ise li¢ kez, beser dakika ksilen serisinden gecirilerek parafin iyice
uzaklastirildi. Ksileni dokudan uzaklastirarak suya yaklastirmak i¢in lamlar azalan alkol
serilerinde (%99, %96, %80, %70, %50) ikiser dakika tutuldu. Alkoliin uzaklastirilmasi

amaciyla 5 dakika akan suda yikama islemi yapildi. (Tablo 3.3).
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Tablo 3.3. Boyama 6n islemi protokolii

ISLEM . . . o ISLEM

S?R AS| ISLEM AMACI ISLEM ICERIGI S%RESi
1 Kesit Alma
2 Lamsglfgégteigg:“y“ 60 °C Etiiv bekletme 20 dakika
3 Ksilende bekletme 5 dakika
4 Parafini uzaklastirma Ksilende bekletme 5 dakika
5 Ksilende bekletme 5 dakika
6 % 99’1uk Etanolde bekletme 2 dakika
7 % 96’lik Etanolde bekletme 2 dakika
8 Ksileni uzaklastirma ™o "¢ [k "Franolde bekletme 2 dakika
9 ve suya yakanlastirma % 70’lik Etanolde bekletme 2 dakika
10 % 60’lik Etanolde bekletme 2 dakika
11 % 50’lik Etanolde bekletme 2 dakika
12 Alkoligpuizaklaggsma Akan suda bekletme 5 dakika

i¢in yikama

3.5.3. Hematoksilen ve Eosin Boyama Islemi

Boyama on islemi takiben ti¢ dakika Harris hematoksilen boyasi ile niikleus

boyama islemi yapildi. Boyama iglemi sonunda fazla boyanin giderilmesi i¢in bes dakika

akan suda yikama yapildi. Ornekler, zit boyama amaciyla Eozin Y soliisyonunda 2 dakika

bekletildi. Fazla boyanin giderilmesi i¢in lamlar %96°lik alkole bes kez yavasga daldirip

cikarildiktan sonra %100’liik alkolde iki dakika ve ti¢ seri ksilolde iki dakika bekletildi.

Entellan yapistirma balzami kullanarak doku yiizeyleri lamel ile kapatildi (Tablo 3.4).
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Tablo 3.4. Rutin hematoksilen ve eozin boyama protokolii

ISLEM . . . . ISLEM
SIRASI ISLEM AMACI ISLEM ICERIGI SURESI
1 Boyama 6n islemi Boyaya kadar hazirlik iglemleri 52 dakika
2 Niikleus boyama Hematoksilende boyama 3 dakika
Fazla boyanin
3 uzaklagmasi Igin Akan Suda bekletme 5 dakika
Yikama
4 Sitoplazma boyama Eozinde boyama 5 defa
Fazla boyanin
5 uzaklagmasi igin % 96’lik Etanolde bekletme 3 dakika
yikama
6 % 99’luk Etanolde bekletme 2 dakika
Boyayi sabitleme
7 ve Ksilende bekletme 2 dakika
8 kapatmaya Hazirlik Ksilende bekletme 2 dakika
9 Ksilende bekletme 2 dakika
10 R yosgigplamel Entellan ile yapistirma

ile kapatma

3.5.4. Alsiyan Mavisi Boyama Islemi

Boyama on islemini takiben doku kesitleri 30 dakika alsian mavisi boyasinda

tutuldu. iki dakika akan suda yikandiktan sonra karsi boyama icin mayer hematoksilen

boyasinda bes dakika bekletildi. Fazla boyanin giderilmesi amaciyla akan suda 5 dakika

yikama yapildiktan sonra, %99’ luk alkol ve {i¢ degisim ksilen serisinden gegctikten sonra

entellan ile kapatma islemi yapildi (Tablo 3.5).
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Tablo 3.5. Alsiyan mavisi boyama protokolii

ISLEM . . . PO ISLEM
SIRASI ISLEM AMACI ISLEM ICERIGI S%RESi
1 Boyama 06n islemi Boyaya kadar hazirlik iglemleri 52 dakika
2 Musin boyama Alsiyan mavisinde boyama 30 dakika
Fazla boyanin
3 uzaklagmasi i¢in Akan suda yikama 5 dakika
yikama
4 Kars1 boyama Niikleus boyamasi yapma 5 dakika
Fazla boyanin
5 uzaklagmasi igin Akan suda yikama 3 dakika
yikama
6 % 99’luk Etanolde bekletme 2 dakika
Boyayi sabitleme
7 ve Ksilende bekletme 2 dakika
8 kapatmaya hazirlik Ksilende bekletme 2 dakika
9 Ksilende bekletme 2 dakika
10 R yosgigplamel Entellan ile yapistirma

ile kapatma

3.5.5. Immunohistokimyasal Boyama Islemi

Immiinohistokimyasal analizler igin parafine gémiilen dokulardan mikrotom ile 5
um’lik kesitler pozitif sarjli cam lamlar iizerine alindiktan sonra asagida siralanan
islemlere tabi tutularak immiinohistokimyasal boyama islemi gerceklestirildi (Tablo 3.6)
Pozitif sarjli lamlara alinan bes mikrometre kalinliginda kesitler Ventana BENCHMARK
GX otomatik immiinohistokimya boyama cihazina yerlestirildi. Cihazdan g¢ikarilan
lamlar, sabunlu suda birkag kez daldir ¢ikar yapilarak yaglh yiizeyden arindildi. Akabinde
%100’lik alkolde iki dakika ve ii¢ seri ksilolde ikiger dakika tutulduktan sonra entellan

yapistirma balzami kullanarak doku ytizeyleri lamel ile kapatildi.

36



Tablo 3.6. Ventana immiinohistokimyasal boyama protokolii

ISLEM ISLEM . . o ISLEM

S?RASI ASI\/IACI ISLEMICERIGI S%RESi
1 inkiibasyon Is1 (75 °C) uygulama 4 dakika
2 EZ PRep uygulama 4 dakika
3 Yikama Reaction buffer uygulama 1 Kez
4 Inkiibasyon EZPRep uygulama 4 dakika
5 Yikama Reaction buffer uygulama 1 Kez
6 Inkiibasyon EZPRep uygulama 4 dakika
7 Yikama Reaction buffer uygulama 1 Kez
8 Inkiibasyon Is1 (75 °C) uygulama 4 dakika
9 Yikama Reaction Buffer uygulama 3 Kez
10 CC 1 (95 °C) uygulama 8 dakika
11 jyilegtirme EZPrep / CC 1 (100 °C) uygulama da?((i)ka

60

12 EZPrep / CC 1 (100 °C) uygulama dakika
13 Yikama Reaction buffer uygulama 1 Kez
14 Inkiibasyon Is1 (37 °C) uygulama 2 dakika
15 Yikama Reaction buffer uygulama 1 Kez
16 Inkiibasyon UltraView inhibitor (3% H20,) 4 dakika
17 Yikama Reaction buffer uygulama 1 Kez
18 Inkiibasyon Antikor uygulamasi 8 dakika
19 Yikama Reaction Buffer uygulama 1 Kez
20 Inkiibasyon UV HRP UNIV MULTI uygulama 8 dakika
21 Yikama Reaction buffer uygulama 3 Kez
22 Inkiibasyon UV DAB ve UV DAB H;0; uygulama 8 dakika
23 Yikama Reaction buffer uygulama 1 Kez
24 Inkiibasyon UV Copper uygulama 4 dakika
25 Yikama Reaction Buffer uygulama 1 Kez
26 Boyama Hematoksilen uygulama 8 dakika
27 Yikama Reaction buffer uygulama 1 Kez
28 Inkiibasyon Bluing reagent uygulama 4 dakika
29 Reaction buffer uygulama 1 Kez
30 Yikama Deterjanli su uygulama 3 Kez
31 Distile su ile yikama 6 Kez
32 . Etanolden gegirme 3 Kez
33 Fiksasyon Ksilenden gegirme 3 Kez
34 Kapatma Entallan ile kapatma
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Boyamada kullamilan antikorlar, monoklonal integrin B3 (Santa Cruz, 200 pg/ml,
Kat No: sc-365679), Integrin avB3 (Santa Cruz, 200 pg/ml, Kat No: sc-7312), LIF (Santa
Cruz, 200 pg/ml, Kat No: sc-515931), HOXA 10 (Biorbyt 100 pug/ml, Kat No: orb-
13476),MUC 1 (Santa Cruz, 200 ug/ml, Kat No: sc-53381) primer antikorlar1 tavsiye
edilen sulandirma oran1 dikkate alinarak kulanildu.

3.6. Mikroskobik Inceleme ve Fotograflama

Hematoksilen-eozin, alsiyan mavisi ve immiinohistokimyasal boyama islemi
sonunda hazirlanan preparatlar, bilgisayar destekli ve kamera eklentili Nikon Eclipse
E600 marka mikroskop ile incelenerek fotograflandi.

Cekilen mikrograflar karsilastirmali incelemenin kolay olmasi amaciyla, Adobe
Photoshop CS6 programu ile bir araya getirildi.

3.7. Biyokimyasal Analizler

Tim biyokimyasal islemler Atatiirk tiniversitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji
laboratuvarinda gergeklestirildi. Deneyin sonunda siringa yardimiyla dogrudan kalpten
alinan tam kan ornekleri sar1 kapakli vakumlu plastik jelli tiipe aktarildi. 4000 rpm’de
santrafiijde (Hettich EBA 20) 10 dakika ¢okeltme islemi yapildi. Santrafiij islemi
sonunda tlip icinde jel listiinde kalan serum sivist 2 ml’lik saklama tiiplerine alinarak
kademeli sekilde -80 dereceli dondurucuda (Nuaire 9483E) alind1 ve 6l¢iim anina kadar
saklandu.

3.7.1. Ostrojen 6l¢iimii

Ostrojen 6l¢iimii, si¢an icin 6zel olarak hazirlanmis hazir ELISA kitinin (Biotec,
96 kuyu, Cat. No: e0176Ra) protokoliine gore yapildi. Kit klavuzunda belirtilen
diliisyonlara gore standart soliisyonlar1 hazirlandi. Standart kuyularina 50 ser pl standart
soliisyon eklendi. Numune kuyularia 40 pl 6rnek ve 10 pl anti-E antikor eklendi. Daha

sonra tiim kuyulara 50 ul streptavidin-HPR (kor kontol kuyusu harig) eklendi. Hafif
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hareketlerle iyice karigtiktan sonra yapigkan bir bant ile kuyu plaka, yilizeyi hava
girmeyecek sekilde kapatilip 37 derecede 60 dakika inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan yapiskan bant ¢ikarilip tim kuyulardaki sivilar
dokiildiikten sonra yikama cihazi (thermo Scientific Wellwash 1x8, Kat. No: 5165000)
yardimiyla 5 kez yikandi. Biitiin kuyulara 50 pl A soliisyon ve ardindan 50 pl B soliisyon
eklendi. Tekrar kuyu plaka yiizeyi yapiskan bant ile kapatild1 ve 37 derecede 10 dakika
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda her bir kuyucuga 50 ul durdurma (stop)
soliisyonu konulup reaksiyon durduruldu. Durdurma soliisyonun eklenmesinden sonra 15

dakika i¢cinde 450 nm dalga boyunda 6l¢iim yapildi (Tablo 3.8).

Tablo 3.7. Ostrojen ve Progesteron ELISA 6l¢iim basamaklari

iSLEM  iSLEM SOLUSYON KOR STANDART  TEST

SIRASI  AMACI TiPi KUYU KUYULAR KUYULARI
Doku Ornegi 40 pl
1 YUKLEME Antikor 10 ul
Standart 50 pl
Streptavidin HPR 50 pl 50 pl
2 INKUBASYON (37°C de 60 dakika )
3 YIKAMA Yikama soliisyonu ile 5 kez
- Soliisyon A 50 pl 50 ul 50 pl
4 YUKLEME o ivonB 50 ul 50 ul 50 ul
5 INKUBASYON (37°C de 10 dakika )
- Durdurma
6 YUKLEME Soliisyonu 50 pl 50 pl 50 pl
7 OKUTMA (450 nm’de )

3.7.2. Progesteron olciimii

Progesteron 6l¢iimii, sigan igin 6zel olarak gelistirilen hazir ELISA kitinin (Biotec,
96 kuyu, Cat. No: e0176Ra) protokoliine gore yapildi. Kit klavuzunda belirtilen
diliisyonlara gore standart soliisyonlar1 hazirlandi. Standart kuyularina 50 ser pl standart
soliisyon eklendi. Numune kuyularia 40 pl 6rnek ve 10 pl anti-P antikor eklendi. Daha

sonra tiim kuyulara 50 ul streptavidin-HPR (kor kontol kuyusu harig) eklendi. Hafif
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hareketlerle iyice karistiktan sonra yapiskan bir bant ile kuyu plaka, yiizeyi hava
girmeyecek sekilde kapatilip 37 derecede 60 dakika inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyonun ardindan yapiskan bant ¢ikarilip tim kuyulardaki sivilar
dokiildiikten sonra yikama cihazi (thermo Scientific Wellwash 1x8, Kat. No: 5165000)
yardimiyla 5 kez yikandi. Biitiin kuyulara 50 pl A soliisyon ve ardindan 50 pl B soliisyon
eklendi. Tekrar kuyu plaka yiizeyi yapiskan bant ile kapatild1 ve 37 derecede 10 dakika
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda her bir kuyucuga 50 ul durdurma (stop)
soliisyonu konulup reaksiyon durduruldu. Durdurma soliisyonun eklenmesinden sonra 15
dakika i¢inde 450 nm dalga boyunda 6l¢iim yapildi (Tablo 3.8).

3.8. Istatistiksel Analizler

Calismamizin verileri IBM 20.00 SPSS programi ile istatiksel olarak
degerlendirilmistir. Verilerimizin homojen dagilip dagilmadigina bakmak amaciyla
varyans homojenite testi yapildi. Akabinde verilerimizin saga veya sola yatik olup
olmadigini tespit etmek amaciyla skewness testi yapildi. Sonucunda verilerimizin normal
dagildigin1 tespit ettik ve gruplar arasindaki anlamlilik, One Way Anova coklu
karsilagtirma testinden Tukey post-hoch testlerine gore yapildi.

Tukey testinde degerlendirilmesi, KONT, ER ve ER+OST grubuplarina gore
karsilastirarak yapildi. Kontrol grubu igin * (yildiz), ER grubuna i¢in # (diyez) ve ER+
Ostrojen grubu igin A (delta) sembolii kullanildi. Buna gore érnegin; kontrol grubuna
gore degerlendirmede p < 0,05 i¢in *, p <0,001 i¢in ** ve p <0,0001 i¢in ise *** seklinde
ifade edildi.

Calismamizda immiinohistokimyasal degerlendirilmesinde yar1 kantitatif
skorlama yapildi. Bu ydntem Immiinohistokimyasal ¢alismalarin anlasiimasinda ¢okga

tercih edildiginden bizde ¢alismamizda bu metodu kullanildi. Buna gore; Her bir uterus
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slayti i¢in en az bes alan degerlendirip ve degerlendirmede, ortalama boyama yogunlugu
dikkate alimarak skorlama yapild:.1%
Skorlamaya gore immiin reaktivite ¢ok az ya da yok ise — (% 0), immiin pozitiflik

hafif ise + (% 0-30), orta ise ++ (% 30-60), ve siddetli ise +++ (% 60-100) ile

skorlandi.1®®
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4. BULGULAR

4.1. Histopatolojik Bulgular

4.1.1. Hematoksilen ve eozin boyama bulgulari

Kontrol grubuna ait goriintillerde yapilan histopatolojik incelemede
endometriyum, miyometriyum ve perimetriyumun saglikli goriinimde oldugu izlendi.
Endometriyumda tek katli silli pirizmatik epitel ve lamina propriada normal goriiniimde

uterus bezleri ve arter yapilar1 goriildii (Sekil 4.1 A-D).

Sekil 4.1. Kontrol grubu histopatolojik bulgulari (Biiyiitme: A; X10, B,C.D: X40 Boya:
Hematoksilen ve Eozin)

ER grubunda yapilan histopatolojik analizde endometriyum yiizeyinde pinopod
olusumlarina dikkat ¢cekmeteydi. Bunun yaninda genislemis uterin bez yapilar1 gozlendi

(Sekil 4.2 A-B).
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ER+ SU grubunda yapilan histopatolojik incelemede ER grubunda goriilen

pinopod olusumlar gozlendi. Bu gruptada gelismis uterin bez yapilari goriildii (Sekil 4.2

C-D).

Sekil 4.2. ER (A-B) ve ER+SU (C-D) gruplari histopatolojik bulgulari (P: Pinopod,
Biiyiitme: A, B, C; X40, D: X100, Boya: Hematoksilen ve Eozin)

ER+ OST grubunda yapilan histopatolojik incelemede ise endometriyum
epitelinde pinopod olusumlari ¢ok nadir olarak goriildii. ER gruplarina kiyasla bez

yapisinda daha az geniglemeler izlendi (Sekil 4.3 A-D).
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Sekil 4.3. ER+OST (A-D) grubu histopatolojik bulgular1 (Biiyiitme: A, B, C, D: X40,
Boya: Hematoksilen ve Eozin)

ER+GE+DD grubunda yapilan histopatolojik incelemede liimende belirgin
pinopod olusumlari izlendi. Ancak ER grubuna gore daha az pinopod olusumlari goriildii.
ER grubunda goriilen uterus bez yapilart bu grupta da gézlendi (Sekil 4.4 A-B).

ER+GE+YD grubunda yapilan histopatolojik incelemede ise liimende pinopod
olusumlart nadir olarak izlendi. Ayrica bez yapilarinin ER grubuna kiyasla az gelistigi

tespit edildi. (Sekil 4.4 C-D).
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Sekil 4.4. ER+GE+DD (A-B) ve ER+GE+YD (C-D) gruplar1 histopatolojik bulgulari
(Biiyiitme: A, B, C, D: X40, Boya: Hematoksilen ve Eozin)

ER+DZ+DD grubunda yapilan histopatolojik incelemede liimende belirgin
pinopod olusumlari izlendi. Ancak ER grubuna gore daha az pinopod olusumlari goriildii.
ER grubunda goriilen uterus bez yapilart bu grupta da gézlendi (Sekil 4.5 A-B).

ER+DZ+YD grubunda yapilan histopatolojik incelemede ise liimende nadir olarak
pinopod olusumlari izlendi. Ayrica bez yapilarinin ER grubuna kiyasla az gelistigi
goriildii. Kontrol grubuna gore ise bu durumun normal oldugu tespit edildi (Sekil 4.5 C-

D).
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Sekil 4.5. ER+DZ+DD (A-B) ve ER+DZ+YD (C-D) gruplar histopatolojik bulgulari
(Biiyiitme: A, B, C, D: X40, Boya: Hematoksilen ve Eozin)

4.1.2. Alsiyan mavisi boyama bulgulari

Alsiyan mavisi ile yapilan boyama ile uterusun endometriyal yiizeyinde izlenen
asidik musinlerin gosterilmesi amaglandi. Epitelyal yiizeyde goriilen miisin salgisi
miktarina gore gruplar arasinda degerlendirmenin daha anlasilir olmasi amaciyla
skorlama yapildi. Buna gore musin; hi¢ ya da ¢ok az miktarda ise -, az miktarda ise +,
orta miktarda ise ++ ve fazla miktarda ise +++ ile skorland:.*

Alsiyan mavisi miisin boyama sonuclarma goére; KONT, ER ve ER+SU
grubuplarinda hi¢ ya da ¢ok az (-), ER+GE+DD ve ER+DZ+DD gruplarinda az (+),
ER+GE+YD ve ER+DZ+YD gruplarinda orta (++), ER+OST grubunda ise fazla (+++)

miktarda musin salgilandig goriildii.
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Tablo 4.1. Alsiyan mavisi boyamasi miisin skorlama tablosu

Gruplar Miisin Miktar:
KONT -

ER -
ER+SU -
ER+OST +++
ER+GE+DD +
ER+GE+YD ++
ER+DZ+DD +
ER+DZ+YD ++
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Sekil 4.6. Alisyan mavisi boyamasina ait histopatolojik bulgular (Biiyiitme: A, B, C, D:

Boya: Alsiyan mavisi)

X40
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4.2. Iimmiinohistokimyasal Bulgular

Immiinohistokimyasal boyamada uterus dokusunda Integrin B3, Integrin avp3,
LIF, HOXA 10 ve MUC 1 antikorlar1 boyandi. Epitelyal yiizeyde goriilen immiinpozitif
boyamanin siddetine gore gruplar arasinda degerlendirmenin anlasilir olmasi amaciyla
semi-kantitatif skorlama yapildi. Buna gére immiin negatif ise -, immiin pozitiflik hafif

ise +, orta ise ++ ve siddetli ise +++ ile skorland1 (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. immiinohistokimyasal boyama sonuglar1 skorlama tablosu

Gruplar Integrin p3  Integrinovp3 LIF HOXA 10 MUC1
KONT + + +++ ++ ++
ER +++ +++ ++ ++ +
ER+SU +++ +++ ++ ++ +
ER+OST - + - - +++
ER+GE+DD ++ + + ++ +
ER+GE+YD + + + - ++
ER+DZ+DD + + + + +
ER+DZ+YD + + - + +++

Integrin B3 antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal boyama sonucunda; KONT,
ER+GE+YD, ER+DZ+DD ve ER+DZ+YD gruplarinda hafif (+), ER+GE+YD grubunda
orta (++), ER ve ER+SU gruplarinda siddetli (+++) immiin pozitiflik izlenirken ER+OST
grubunda immiin negatiflik (-) goriildii (Sekil 4.7).

Integrin avf3 antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal boyama sonucunda;
KONT, ER+OST, ER+GE+DD, ER+GE+YD, ER+DZ+DD ve ER+DZ+YD gruplarinda
hafif (+) derecede immiin pozitif goriiliirken, ER ve ER+SU gruplarinda siddetli (+++)

immiin pozitiflik izlendi (Sekil 4.8).
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LIF antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal boyama sonucunda; ER+GE+DD,
ER+GE+YD ve ER+DZ+DD gruplarinda hafif (+), ER ve ER+SU gruplarinda orta (++)
KONT grubunda siddetli (+++) immiin pozitiflik gériilirken ER+OST grubunda immiin
negatiflik (-) izlendi (Sekil 4.9).

HOXA 10 antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal boyama sonucunda,
ER+DZ+DD ve ER+DZ+YD gruplarinda hafif (+), KONT, ER, ER+SU ve ER+GE+DD
gruplarinda orta (++) immiin pozitiflik izlenirken ER+OST ve ER+GE+YD gruplarinda
immiin negatiflik (-) goriildi (Sekil 4.10).

MUC 1 antikoru ile yapilan immiinohistokimyasal boyama sonucunda; ER,
ER+SU, ER+GE+DD ve ER+DZ+DD gruplarinda hafif (+), KONT ve ER+GE+YD
gruplarinda orta (++), ER+OST ve ER+DZ+YD gruplarinda siddetli (+++) derecede

immiin pozitiflik gortldi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.7. Integrin B3 antikoru immiinohistokimyasal boyama bulgular1 (Biiyiitme: A,
B, C, D: X40, Boya: DAB (3,3'-diaminobenzidine) ve Hematoksilen)
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Sekil 4.8. Integrin avp3 antikoru immiinohistokimyasal boyama bulgular1 (Biiyiitme: A,

B, C, D: X40, Boya: DAB (3,3'-diaminobenzidine) ve Hematoksilen)
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Sekil 4.9. LIF antikoru immiinohistokimyasal boyama bulgular1 (Biiytitme: A, B, C, D:

X40, Boya: DAB (3,3'-diaminobenzidine) ve Hematoksilen)
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Sekil 4.10. HOXA 10 antikoru immiinohistokimyasal boyama bulgular1 (Biiyiitme: A,
B, C, D: X40, Boya: DAB (3,3'-diaminobenzidine) ve Hematoksilen)
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Sekil 4.11. MUC 1 antikoru immiinohistokimyasal boyama bulgular1 (Biiyiitme: A, B,
C, D: X40, Boya: DAB (3,3-diaminobenzidine) ve Hematoksilen)
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4.3. Biyokimyasal Bulgular

Ostrojen ve progesteron serum hormon seviyeleri tablo 4.3’de dzetlendi. Degerler
ortalama ve standart sapma olarak verildi. Olgiimlerde Tukey istatistiksel yorumlama,
kontrol grubuna gore degerlendirmede * (yildiz), ER grubuna gore degerlendirmede #
(diyez) ve ER+Ostrojen grubuna gore degerlendirmede ise A (delta) sembolii ile
gosterildi. Buna gore 6rnegin; kontrol grubuna gore degerlendirmede p < 0,05 igin *, p <

0,001 igin ** ve p < 0,0001 i¢in ise *** seklinde ifade edildi.

Tablo 4.3. Ostrojen ve progesteron hormon ortalama ve standart sapma degerleri

Gruplar Ostrojen Progesteron
KONT 51,03 + 1,61 52,25 + 2,70
ER 57,24 + 1,82 156,08 + 1,97
ER+SU 56,98 =+ 0,68 153,51 + 1,03
ER+OST 94,98 + 2,245 121,02 + 3,49
ER+GE+DD 65,96 + 0,54 144,33 + 1,30
ER+GE+YD 76,28 + 1,03 133,03 + 0,35
ER+DZ+DD 63,19 + 1,37 142,17 + 2,15
ER+DZ+YD 73,41 + 2,05 132,36 + 1,17

4.3.1. Ostrojen Hormonu Seviyeleri

Ostrojen hormonu serum seviyeleri gruplar aras1 degerlendirmesine géore;

Kontrol grubuna kiyasla; ER ve ER+ SU gruplarinda az derecede anlamlilik (*)
goriilirken ER+GE+DD, ER+GE+YD, ER+DZ+DD, ER+DZ+YD ve ER+OST
gruplarinda ileri derecede anlamliklik (***) goriildi (Sekil 4.12).

ER grubuna kiyasla, KONTROL ve ER+DZ+DD gruplarinda az derecede
anlamlilik (#), ER+GE+DD grubunda orta derece anlamlilik (##), ER+GE+YD,
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ER+DZ+YD ve ER+OST gruplarinda ileri derecede anlamliklik (###) goriildii. Ote
yandan ER ve ER+SU gruplari arasinda anlamli bir farklilik goriilmedi (Sekil 4.12).
ER+OST grubuna kiyasla; ER+GE+YD ve ER+DZ+YD gruplarinda ileri

derecede anlamliklik (A A A) goriildii (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Ostrojen serum seviyelerinin gruplar arasi karsilastiriimasi

4.3.2. Progesteron Hormon Seviyeleri

Progesteron hormonu serum seviyeleri gruplar arasi degerlendirmesine gore;

Kontrol grubuna kiyasla;, ER ve ER+ SU, ER+GE+DD, ER+GE+YD,
ER+DZ+DD, ER+DZ+YD ve ER+OST gruplarinda ileri derecede anlamliklik (***)
gorildi (Sekil 4.13).

ER grubuna kiyasla; ER+GE+DD grubunda orta derece anlamlilik (##), KONT,
ER+GE+YD, ER+DZ+DD, ER+DZ+YD ve ER+OST gruplarinda ileri derecede
anlamliklik (###) goriildii. Ote yandan ER ve ER+SU gruplari arasinda anlamli bir

farklilik goriilmedi (Sekil 4.13).
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ER+OST grubuna kiyasla; ER+GE+YD, ER+DZ+DD ve ER+DZ+YD

gruplarinda ileri derecede anlamliklik (A A A) goriildii (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Progesteron serum seviyelerinin gruplar arasi karsilastiriimasi
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5. TARTISMA

Infertilte, toplum bireylerini etkiyen c¢agimizin en biiyiik sosyopsikolojik
problemlerinden birisidir. Toplumda % 10-15 oranlarina ulasan infertilite problemi, gerek
yanlis ve yetersiz beslenme gerekse de toplumsal stresin yiikselmesine bagli olarak her
gecen yil daha da artmaktadir.!!! Diizenli iliskiye ragmen ilk bir y1l icinde ¢ocuk sahibi
olamayan ciftler infertilite hastasi sinifina alinirlar. Kadin ve erkek faktorli tiim durumlar
g0z Oniine alinarak ciftlerin infertilite sebebi arastirilir. Cikan sonuca gore bir tedavi sekli
uygulanir. Ancak bir kisim giftler i¢in ise durum biraz farklidir. Bu ciftlerde infertilite
icin herhangi bir neden bulunamaz. Bu durumda agiklanamayan infertilite vakalari ortaya
¢ikar. Kadinlarda tiim normal durumlara ragmen gebeligin gergeklesmemesinden, gerek
kadiin hormonal diizeyleri gerekse de endometriyumla ilgili kusurlar olsun birgok sebep
On goriilebilir. Burada 6zellikle implantasyonda en 6nemli rolil istlenen endometriyumla
ilgili durumlar ana infertilite nedeni olabilirler.1*2 113

Tagh yiiziik seklindeki blastokist denilen hiicre kitlesi daha ileri bir gelisme igin
endometriyuma thtiya¢ duyar. Fertilizasyonun akabinde 4-5. giinlerde uterin tiiplerden
uterusa ulasan blastokist serbestce uterus liimenininde yiizer. Bu sirada uterus ile
endometriyum arasinda yapisma molekiillerinin sentezini de i¢ine alan karmasik olaylar
dizisi meydana gelir. Bu olaylar ile uterus ve endometriyum arasinda reseptif bir iligki
kurulur ve basaril1 bir implantasyon gerceklesir. Bu noktada basarili bir implantasyon i¢in
embriyo kalitesi kadar iyi kurulmus endometriyal reseptivite de bir gerekliliktir. Normal
sartlarda bagarili bir sekilde kurulan bu endometriyal reseptivite, integrin, selektin,
HOXA 10 ve LIF molekiilleri ile dstrojen ve progesteron gibi faktorlerin fazla ya da az
salinmasma bagli sekteye ugrayabilir.”™ * Yetersiz endometrial reseptivitenin
implantasyon basarisizliklarinda tgte ikisinden sorumlu oldugu diisiiniildigiinde

endometriyal reseptiviteninin 6nemi daha da iyi anlasilir.!®® Son yillarda teknolojinin
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gelismesine ragmen IVF tedavisi alan hastalarda ortaya ¢ikan basarisizliklarda
endometriyal reseptivitenin rolii daha da 6n plana ¢ikmaktadir. Oyle ki, Bazi IVF
merkezlerinde basar ylizdesini artirmak amaciyla, bireysel farkliliklar g6z 6niine alinarak
embriyo transfer zamanini kesin olarak belirlemek amaciyla endometriyal reseptivite
kitleri kullanilmaktadir. Bu noktada biyobelirteclerin dnemi ortaya ¢ikmaktadir.?®
Endometriyal reseptivite sirasinda uterusta 6zellikle de endometriyumda 6nemli
morfolojik, molekiiler ve biyokimyasal degisiklikler meydana gelir. Bu degisikliklerin
varlig1 ya da yoklugu endometriyal reseptivite i¢in biyobelirtecler olarak kullanilabilirler.
Endometriyal reseptivite ile ilgili morfolojik belirteglerin baginda pinopodlar gelir.
Dogal menstrual siklusun 20-22. giinleri arasinda ortaya ¢ikan pinopod olusumlari,
implantasyonda 6nemli bir rol oynar. Bu roliinden dolay1r morfolojik belirteg olarak kabul
edilirler.!® Yapilan arastirmalarda endometriyal reseptivite ile iliskili birgok molekiiliin
pinopodlarla iligkili oldugu goriilmistiir. Yine pinopodlarin uterus liimeninde fazla
stvinin pinopodlar yardimiyla azaltilarak tutunmaya yardimei oldugu gosterilmistir.tt’
Biz de yaptigimiz ¢alismada hematoksilen ve eozin boyama sonuglarinda ER ve
ER+SU gruplarinda uterin reseptivitesi ile iligkili olarak pinopodlarin varligini gosterdik.
Ayn1 zamanda ER+OST grubunda &strojen hormonu artisnin pinopod olusumunu
azaltigin tespit ettik. Nitekim Zhao ve arkadaslari, farelerin benzopirene maruziyetinin
endometriyal reseptivite ile iligkili olarak implantasyon alanlarinin sayisinda azalmay1
gosterdikleri galismada bizim bulgularimiza parelel bulgular bulmusturlar.!'® Yine
testesteronun uterin reseptivitesi iizerine etkisinin arastirilldigi calismada bizim
bulgularimizi destekler bulgular goriilmiistiir.1*°
Molekiil yapist ile 6strojen hormonuna benzerligi ile bilinen genistein ve daidzein
soya izoflovonoidleri canli organizmada dstrojen hormonu gibi davrandig: hatta onunla

rekabet ettigi bilinen bir gercektir.l® Bu &zelliginden dolay1 bu iki molekiil endokrin
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sistem bozucu kimyasallar listesine girmistir. Bu agidan dikkatli tiiketilmesi gereken
molekiillerdendir. Endometriyal reseptivitenin gerceklesmesinde bir¢gok hormon ve
molekiiliin rolii vardir. Ozellikle diisiik dstrojen ve yiiksek progesteron seviyeleri ile
endometriyal reseptivite arasinda anahtar bir iligski vardir. Nitekim yapilan arastirmalar,
Ostrojen ve progesteron diizeylerindeki degisimin endometriyal reseptiviteyi etkiledigini
ortaya ¢ikarmistir.’?® 121 By yoniiyle dstrojen gibi davranan daidzeinin ve genisteinin
endometriyal reseptivite {izerinde bir etkisinin olabilecegini akla getirmektedir.
Calismamizda hematoksilen ve eozin boyama sonuglarinda genisteinin ve daidzeinin
yaptigimiz gézlemler sonucunda doza bagli olarak pinopodlarin olusumunu azalttig
goriilmiistiir. Bu sonug, Zhenlong ve arkadaslarinin daidzeinin blastokist implantasyon
tizerine etkilerini arastiran ¢alismada, daidzeinin hipotalamus, hipofiz ve gonadlarla ilgili
hormonal aksta meydana gelen bozulmaya bagli olarak implantasyon engelleyici
etkenlerden birisi olabilecegini ileri siirdiikleri hipotezi agiklamaktadir. 122

Implantasyon penceresi doneminde canli organizma i¢inde pek ¢ok biyokimyasal
molekiil aktif olarak sentezlenip ortadan kaldirilmaktadir. Bu molekiillerin bazilari
endometriyal reseptivitenin kurulmasi ile iliskiliyken bazilart ise endometriyal
reseptivitenin engelenmesi ile iliskilidir. Burada 6zellikle dogrudan organ fizerinde
reseptor ile etkileserek varligim1i gosteren progesteron ve Ostrojen hormonlarinin
indiikleyici ve inhibe edici etkisi basrol oynamaktadir.®®

Yaptigimiz ¢alismanin biyokimyasal bulgular1 sonucunda, Ostrojen hormonun
endometriyal reseptivite lizerinde olumsuz bir etki ortaya koydugunu gostermektedir.
Zigler ve arkadaslarinin endometriyal reseptivitenin hormonal kontroliinde progesteron
ve ostrojenin rolunu anlatan galisma bizim bulgularimiz1 destekler niteliktedir. ° Buna
ilaveten bulgularimizda genisteinin ve daidzeinin doza bagli olarak Ostrojen hormonu

seviyelerini yukariya g¢ektigi ve bu sekilde endometriyal reseptiviteyi bozdugunu tespit
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ettik. Calismamizi destekler nitelikte olan, Kawakita ve arkadaslarinin yapmis olduklari
calismada overektomize edilen siganlarda izoflovonoidllerin serum Gstrojen degerlerini
yiikselttigi gdsterilmigtir'?®

Ostrojen hormonunun aksine progesteron hormonu endometriyal reseptivite
doneminde yiiksek seyretmektedir. Yapmis oldugumuz arastirmada ER, ER+SU
gruplarinda progesteronun yiiksek oldugu gériiliitken KONT ve ER+OST gruplarinda
diisiik bir sekresyon gosterdigi anlagilmigtir. Bu bulgu yiiksek Ostrojen hormonun
progesteron hormonu iizerinde baskilayict bir rol istlendigini ortaya g¢ikarmaktadir.
Ruihua ve arkadaglarinin yapmis olduklart bir arastirmada bizim bulgularimizdaki gibi
Ostrojen valatere uygulanan gruplarda serum progesteron diizeylerinde diisiis tespit
etmislerdir. 1% Endometriyal reseptivite iizerine soya izoflovonoidlerinin etkisini
arastirdigimiz bu c¢alisma ise bu iki soya izoflovonoidinin &strojen hormonu gibi
davrandigint ve doza bagimli olarak progesteron hormonu iizerine baskilayici bir rol
oynadigini ve progesteron hormonu seviyelerini diislirdiglinii ortaya ¢ikarmistir. Soya
diyeti siirecinde azalan ovaryan hormonlarin meme kanserinin Onlenmesi {izerine
etkilerinin arastirildig1 bir calismada, bu sonucu destekler bulgular elde edilmistir.}?®

Endometriyal reseptivite ile iliskili en ¢ok bilinen molekiiler biyobelirteglerin
basinda integrin B3 ve integrin avfB3, LIF, HOXA 10 ve MUC 1 gibi molekiiller
gelmektedir.

Implantasyon penceresi ddneminde adezyon molekiilleri embriyonun tutunmasina
katkida bulunur.?® Bu molekiillerin en bilinenleri integrin molekiilleridir. Bu sinifin iki
iiyesi olan Integrin B3 ve integrin avp3 yapisma molekiilleri endometriyal reseptivite ile
ilgili ¢aligmalarda destekleyici bulgu olarak tercih edilmistir. Yapilan aragtirmalarda
impalantasyon basarisizliklarinda yapisma molekiillerinin énemli bir rolii oldugunu

ortaya koymustur,1?- 128
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Akpak ve arkadaglarinin yapmis olduklar1 bir ¢aligmada, nikotin maruziyetinin
endometriyal reseptivite iizerindeki etkinliginin gosterilmesinde molekiiller bir
biyobelirteg olarak Integrin B3’ii tercih etmislerdir.!?®® Bu calismaya benzer sekilde
yapilan bagka bir arastirmada, metoklopramid maruziyetinin endometriyal reseptivite
lizerindeki etkisini gdstermede integrin B3 biyobelirtecleri kullanilmistir.!3 Yapilan
aragtirmalarda endometriyal reseptivite durumunu géstermek ve vurgulamak igin tercih
edilen bir diger molekiil, integrin avp3’diir. Tei ve arkadaslari fertil ve infertil kadinlarda
integrin avp3’iin immiinohistokimyasal boyama sonuglarina gore karsilastirma
yapmiglardir. Sonucta Tei ve arkadaslar1 infertii kadinlarda, integrin ovfp3
ekspresyonunda ciddi bir azalma oldugunu tespit etmis ve bu durumun agiklanamayan
infertilite ile iliskisi olabilecegini ileri siirmiislerdir.'®!

Yapmis oldugumuz ¢alismada biz de 6nemli biyobelirte¢lerden olan integrin av33
ve Integrin B3’ii endometriyal reseptivite durumunu analiz etmek icin kullandik. Integrin
B3’1in immiinohistokimyasal bulgularinda ER ve ER+SU gruplarinda yiiksek derecede
ifade edildigi tespit edildi. Ancak ER+OST grubunda ise neredeyse hig tutulma olmamasi
dikkatten kagmadi. Bunun yaninda genistein ve daidzein soya izoflovonoidlerinin
endometriyal reseptivite iizerindeki etkisinin arastirildigi gruplarda doza bagl olarak
Integrin B3 immiin reaktivitesinin belirgin sekilde azaltigin1 gdsterdi. Integrin avp3 ile
yapilan immiinohistokimyasal boyama bulgularina gelindiginde ise integrin 3
bulgularimiza paralel olarak ER ve ER+SU gruplarinda siddetli immiin pozitiflik
goriilirken, ER+GE ve ER+DZ gruplarinda doza bagli olarak ciddi sekilde immiin
pozitiflik siddetinin azaldigi goriildii. Bu iki sonug bize genistein ve daidzein soya
proteinlerinin 6zellikle yliksek dozlarda kullanildiginda, integrin B3 ve integrin avf3
ekspresyonunu azaltma yoluyla endometriyal reseptivitenin bozulmasina yol agtigin

gostermektedir.
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Interlokin 6 ailesinin bir {iyesi olan LIF embriyo implantasyonu icin gerekli
molekiillerden bir tanesidir.’3* 3% Kemik iliginde kan hiicrelerinin farklilasmasinda bir
inhibitor olarak is goren LIF, blastokistte embriyonik kok hiicrelerin farklilasmasinda
ozellikle de i¢ hiicre kitlesinin diizenlenmesinde rol oynadigi gdsterilmistir.®® Yapilan
aragtirmalarda anormal LIF seviyelerinin infertilite ile iligkili olabilecegini ve LIF
seviyelerinin diislik konsantrasyonunun agiklanamayan infertilite ile iligkisi olabilecegini
one siiriilmiistiir. > 1%

Yapmis oldugumuz arastirmada, agiklanamayan infertilite durumlarindan birisi
olan kusurlu endometriyal reseptiviteye yol a¢tigimi disiindiigiimiiz  soya
iszoflovonoidlerinin, immiinohistokimyasal boyama sonuglarimiz LIF sentezini doza
bagimli olarak azaltigimi gosterdi. Bu sonuglar, Cullinan ve arkadaslarinin, insan
endometriumundaki LIF ve LIF reseptorii ekspresyonunun embriyo implantasyonunun
diizenlenmesinde potansiyel bir otokrin, parakrin iglevini anlatan ¢alismayi destekler
niteliktedir.t%

Embriyo implantasyonu igin gerekli molekiillerden birisi de HOXA 10
transkripsiyon faktoriidiir. Menstrual donemin orta sekresyon doneminde yiiksek olarak
ifade edilen bu gen endometriyumun gelismesinde, ¢esitli hormonlara cevap olugsmasinda
rolii oldugu ileri siiriilmiistiir.’® Daftary ve Taylor, farelerde yapmis olduklari
arastirmada HOXA 10’un fertilite igin gerekli oldugunu ortaya koymuslardir.'*®
Arastirmalarda HOXA 10’un progesteron baskin donemde uterus stromal hiicrelerin
cogalmasinda ve farklilagsmasinda rol alan genlerin indiiklenmesinde goérev aldigim
ortaya koymustur.®®® Bu durumla iliskili olarak HOXA 10 fertilizasyon sonrasi

embriyonun uterusa tutunma doneminde mutlak gerekli bir faktordiir.

64



Calismamizin immiinohistokimyasal bulgularida endometriyal resptivite tizerinde
ostrojen hormonunun varliginin HOXA 10’un ekspresyonunun ciddi sekilde azalttigini
ortaya ¢ikardi. Bunun yaninda genistein ve daidzein soya proteinlerinin doza bagli olarak
HOXA 10’un ekspresyonun azalmasina yol agtigini gosterdi.

Musinler, yiiksek molekiil agirligina sahip glikoproteinlerdir. Yiiksek su tutma
kapasitelerinden dolay1 sindirim, solunum ve iireme organlarinin liimenli yilizeylerinde
ozellikle ortam kayganlastirmak ve nemlendirmek icin salgilanirlar. Insanlarda 14’den
fazla musin bilinmesine ragmen, dzellikle MUC 1 endometriyumla iliskilendirilmistir.1°
Endometriyumda  kalin  glikokaliks yapisinda bulunan MUC-1’in  embriyo
implantasyonunda uterus i¢in dogru yer ve zamanin ayarlanmasinda rol {stlendigi
bildirilmistir.**" 142 MUC 1 bu &zelliklerinden dolay: anti adeziv molekiil olarak bilinir.
Caligmamizda immiinohistokimyasal bulgularimizda pinopod varliginin gosterildigi ER
ve ER+SU gruplarinda MUC 1 immiin pozitifliginin azaldigin1 gosterdik. Bunun yaninda
uterus ile iliskili musinlerin gosterilmesi i¢in yapilan alsiyan boyama bulgularinda ER ve
ER+SU gruplarinda musin birikimlere rastlanmamis olmasi immiinohistokimyasal
bulgularimiz1 desteklemektedir. Horne ve arkadaslari, taramali elektron mikroskopu ile
endometriyal epitelyum tizerindeki epitoplarin arastirilmasi isimli ¢alismada MUC 1’in
pinopodlarda bulunmadig1 gdstermesi bizim bulgularimizi desteklemektedir.'*®

Yapilan arastirmalar, dstrojenin hormonunun MUC 1 ekspersyonunu uyaridigini,
yiiksek progesteron diizeylerinin ise MUC 1 ekspersyonunu 6nemli oranda azalttigini
gdstermistir.1** 1*° Calismamizin alsiyan boyama sonuglarinda ER+OST grubunda fazla
miktarda goriilen musin birikimlere rastanirken Ostrojene benzer Ozellik gdsteren
genistein ve daidzein soya izoflovonoidlerinin endometriyal reseptivite gruplarinda doza

bagimli olarak musin birikimlerinde artma oldugu tespit edildi. Bu bulgulara ilaveten
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immiinohistokimyasal bulgularin ER grubuna gére; MUC 1’in genistein ve daidzein

uygulanan ER gruplarinda belirgin derecede ekspresyonunu artirdigini gézlemledik.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda soya izoflavonoidlerinin  (genistein ve daidzein) endometriyal
reseptivite tizerine etkisini histopatolojik, biyokimyasal ve molekiiler yontemler ile
arastirdik. Bu amagla genistein ve daidzein soya izoflavonoidlerinin diisiik (10 mg/kg) ve
yiiksek (40 mg/kg) dozunu endometriyal reseptivite modelinde sicanlarda uyguladik.
Bunun yaninda endometriyal reseptivite iizerinde yiiksek ostrojen seviyelerinin etkisini
genistein ve daidzein ile karsilastirmak amaciyla deneyimizin bir grubuna da &stojen
valarete (Smg/kg) uyguladik.

Deney sonunda elde ettigimiz doku orneklerinde morfolojik ve histopatolojik
degisiklikleri incelemek amaciyla hematoksilen- eozin ve alsiyan mavisi boyamalari,
endometriyal reseptivite ile iligkili molekiiler belirteclerdeki degisiklikleri gostermek
amaciyla integrin B3, integrin avp3, LIF, HOXA 10 ve MUC 1 antikorlar1 ile
immiinohistokimyasal boyamalar1 yaptik. Son olarak kan oOrneklerinde Ostrojen ve
progesteron serum seviyelerini biyokimyasal yontemler ile analiz ettik.

Caligmamizin  sonucunda genistein ve daidzein ozellikle yiiksek dozda
verildiginde endometriyal reseptivite doneminde pinopod olusumunu azalttigint ve uterus
epitel yiizeyinde musin birikimini artirdigini; integrin 3, integrin avp3, LIF, HOXA 10
immiinohistokimyasal boyamalarda immiin pozitifligini azalttigini, bunun aksine MUC
I’in immiin poziftifligini ciddi sekilde yiikseltigini tespit ettik. Bu bulgular1 dstrojen
verilen grupla kiyasladigimizda 6strojen grubuna benzer bulgular gérmiis olmamiz bu iki
soya izoflovonoidinin endometriyal reseptivite lizerinde benzer bir etki olusturdugunu
ortaya ¢ikarmuistir.

Sonug olarak, soya izoflovonoidleri olan genisteinin ve daidzeinin bilingsiz ve
fazla tliketimi, endometriyal reseptivitenin bozulmasina bagli olarak agiklanamayan
infertilite olgularinda bir neden olabilir. Bu durum, son yillarda artan soya iiretimi ve
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infertilite vakalar1 arasinda bir iliskinin olabilecegini ortaya g¢ikarmaktadir. Bunun
yaninda, endokrin sistem bozucu bu iki soya proteininin diger sistemler ve organlar
tizerindeki etkisinin daha ayrintili bir sekilde incelenmesi gerekmektedir.

Kisaca; infertilite tanis1 alan ya da infertilite i¢in risk olarak sayilan sartlara sahip
bireylerin, soya tiikketimine dikkat etmeleri gereklidir. Bu agidan bakildiginda gida
giivenilirligi konusunda bitkisel Ostrojen olarak tanimlanan maddeleri iceren gidalarin
tilketiminde bir farkindalik gerekmektedir. Gelecekte gida giivenilirligi i¢in, bitkisel
Ostrojen iceren gidalarin Gstrojenik 6zelliginin kaldirilmasina veya etkisizlestirilmesine

yonelik ¢aligmalara ihtiya¢ bulunmaktadir.
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