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Giris ve Amac: Eksozomlar; protein, mRNA ve miRNA’lar1 tasiyan ve hedefledikleri hiicrelerde/dokularda
fonksiyonel degisikliklere neden olan kargo sistemleridir. CD63, eksozomlarin tanimlanmas1 ve izolasyonu igin
anahtar proteindir. Kontrollii ovaryan hiperstimiilasyonu (KOH) protokollerinde kullanilan farmakolojik ajanlarin
oosit sayisini ve kalitesini arttirarak ovulasyonu indiikledigi bilinmekte fakat endometriyum hiicreleri iizerindeki
etkileri tam olarak bilinmemektedir. Bu c¢alismada; CRL-1671 insan endometriyum hiicrelerinde, KOH
protokollerinde kullanilan ilaglarnin eksozom belirteci olan CD63 iizerine etkilerinin degerlendirilmesi
amaglanmistir.
Gere¢ ve Yontemler: CRL-1671 hiicreleri; kontrol grubu, biiyiime hormonu (GH) uygulanan grup, Gonadotropin
(GnTR) uygulanan grup, GH+GnTR uygulanan grup, Letrozol (L)+GnTR uygulanan grup ve Ugli kombine
(L+GnTR+GH) grubu olacak sekilde 8 giin boyunca kiiltiire edildi. Inkiibasyon sonunda hiicrelerde CD63 dagilimi
indirekt-immunositokimya teknigi ile incelendi.
Bulgular: CD63 immunoreaktivitesinin kontrol grubunda orta (++), GnTR ve L+GnTR gruplarinda kuvvetli (+++)
ve diger ilag uygulanan gruplarda orta (++) siddette oldugu goézlendi. H-score degerleri sirast ile 298 + 6,71; 300 + 5;
397 +£12,55; 303 +2,74; 302 £ 5,70 ve 391 + 4,18 olarak hesaplandi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda GnTR ve
L+GnTR uygulanan gruplarda istatistiksel anlamli farklilik belirlendi (p<0.001).
Sonu¢: GnTR ve L+GnTR uygulanan gruplarda CD63 immunoreaktivitesinin arttigi goriildi ve bu artisin
endometriyum epitel hiicrelerinde eksozom biyogenezinin artmasi sonucunda ortaya ¢iktigi disiiniilmiistir. GH
uygulanan gruplarda kontrol grubuna gore anlamli bir farklilik saptanmamasi GH uygulamalarmin eksozom
biyogenezini etkilemedigi sonucuna varilmigtir. Ayni sekilde letrozol kullaniminin eksozom biyogenezini
etkilemedigi de belirlenmistir. Sonug olarak KOH protokollerinde kullanilan ilaglarin endometriyum hiicrelerindeki
eksozomlarin regiilasyonunu nasil etkilediklerinin aydinlatilmasiyla; bu regiilasyonlarin endometriyal degisikliklerin
tanisinda ve IVF caligmalarinin bagarili infertilite oranlarmin degerlendirilmesinde kullanilabilecegi 6ng6riilmiistiir.
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Anahtar kelimeler: CD63, CRL-1671, Endometriyum, Eksozom, KOH.

Abstract
Objective: Exosomes are cargo systems that carry proteins, MRNAs and miRNAs and cause functional changes in
the cells/tissues they target. CD63 is the key protein for the identification and isolation of exosomes. It is known that
pharmacological agents used in controlled ovarian hyperstimulation (COH) protocols induce ovulation by increasing
the number and quality of oocytes, but their effects on endometrial cells are not fully understood. In this study, it was
aimed to evaluate the effects of drugs used in COH protocols on CRL-1671 human endometrium cells on exosome
marker CD63.
Materials and Methods: CRL-1671 cells were cultured for 8 days as control group, growth hormone (GH) treated
group, Gonadotropin (GnTR) treated group, GH+GnTR treated group, Letrozole (L)+GnTR treated group and triple
combined (L+GnTR+GH) group. At the end of the incubation, the distribution of CD63 in the cells was examined
using the indirect-immunocytochemistry technique.
Results: It was observed that CD63 immunoreactivity was moderate (++) in the control group, strong (+++) in the
GnTR and L+GnTR groups, and moderate (++) in the other treated groups. The H-score values were calculated as
298 + 6.71; 300 £ 5; 397 + 12.55; 303 £2.74; 302 £ 5.70 and 391 + 4.18, respectively. A significant difference was
found between the GnTR and L+GnTR groups compared to the control group (p <0.001).
Conclusion: CD63 immunoreactivity increased in GnTR and L+GnTR groups and this increase was thought to be
due to the increase in exosome biogenesis in endometrial epithelial cells. There wasn’t significant difference between
the GH treated groups and control group thus it was concluded that GH treatments did not affect the exosome
biogenesis. Similarly, it was thought letrozole didn’t affect exosome biogenesis. As a result, by clarifying how the
drugs used in COH protocols affect the regulation of exosomes in endometrial cells, it is predicted that these
regulations can be used in the diagnosis of endometrial changes and in the evaluation of successful infertility rates of
IVF studies.

Keywords: CD63, COH, CRL-1671, Endometrium, Exosome.

1. Giris sirasinda GH uygulamasinin, IVF sonuglar1 {izerinde
Giiniimiizde infertilite, teshisi ve tedavisi ile global bir faydali etkiler gosterdigi belirtilmektedir. Genel olarak
sorundur. Infertil giftler degerlendirildiginde infertilite bu iyilesmenin, GH uygulamasinin oosit kalitesi
nedenlerinin %37’sinin disi, %35’inin disi ve erkek iizerindeki uyarici etkisinden kaynaklandigini belirten
birlikte, %8’inin erkek kokenli oldugu goriilmektedir. aragtirmalar  bulunurken aym zamanda GH’nin
Disi infertilitesinin %25’ini ovulasyon bozukluklari, endometriyum reseptivitesi tizerinde ki olast olumlu
%15’ini endometriyozis, %12’sini pelvik etkisinden kaynaklandigimi soyleyen ¢aligmalar da
anormalilikler, %11’ini tubal tikanikliklar ve %11’ini bulunmaktadir. Bu nedenle &zellikle tekrarlayan
uterin problemler olusturmaktadir [1]. Kontrolli implantasyon basarisizliklarinda ve disiik
ovaryan hiperstimiilasyonu (KOH) tedavi protokolleri, endometriyum kalinliina sahip vakalarda GH
in vitro fertilizasyon (IVF) i¢in oosit toplamadan 6nce kullaniminin uterus diizeyinde ek bir potansiyel fayda
¢ok sayida dominant folikiill ve oositlerin saglayabilecegi belirtilmektedir [4].

olusturulmasini saglamak i¢in yaygin olarak kullanilan Gonadotropinler, temel olarak folikiil uyarici hormon
tedavilerdir [2]. (FSH), luteinize edici hormon (LH) ve insan koryonik
KOH; IVF ve embriyo transferinin kilit basamagi gonadotropininden (hCG) olusan bir grup hormondur.
olarak kabul edilir. Biiyiime hormonu (GH), Normal folikiiler gelisim ic¢in overlerde steroid
gonadotropinler (GnTR) ve letrozol (L) dahil olmak hormonu tiretimi i¢in bu hormonlarin varlig1 gereklidir
iizere farkli ilaclar1 ve kombinasyonlarini iceren farkli [5]. Giiniimiizde gonadotropinlerin farkli gesitleri ve
KOH protokolleri bulunmakta ve vakalarm durumuna bunlarin modifiye edilmis formlar1 olgun oosit elde
gore farkli protokoller segilebilmektedir. KOH etmek i¢in kullanilmaktadir [6]. Gonadotropin tedavisi,
protokollerinin, folikiil/oosit sayisin1 ve kalitesini genellikle anovulatuar bozukluklar i¢in kullanilan bir
arttirdig1 bilinmektedir. Bununla birlikte, bu ilaglarmn tibbi yontemdir. Gonadotropinler, coklu klomifen sitrat
endometriyum tizerindeki etkileri de implantasyon ve kullanimlarindan sonra gebe kalamayan kadinlar i¢in
hamilelik sirasinda kadin sagliginin ve embriyo ikinci basamak tedavi segenegi olarak faydal
gelisiminin devamliligi i¢in 6nemlidir [2]. gorlilmektedir. Devam eden  klomifen  sitrat
Biiyiime hormonu (GH) hipofiz bezinden salgilanir ve kullanimina kiyasla gonadotropinler ile canli dogum
hem erken hem de ge¢ folikiiler fazlarda Ostradiol oraniin arttiginit gosteren bir ¢alisma bulunmaktadir
iiretmek igin granuloza hiicrelerinin proliferasyonunu [7]. Buna ragmen 2010'da tamamlanan bir meta-analiz,
ve farklilagmasini uyarir. Over rezervi, oosit geligimi bir tedavi seceneginin digerine gore {stiin olup
ve normal embriyo morfolojisi ile yakindan ilgilidir. Bu olmadigina dair net bir kanit olmadigimn belirtmektedir
nedenle GH, IVF tedavisi goren kadinlar icin KOH [8].

protokollerinde yaygin olarak kullanilir [3]. KOH
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Sebebi bilinmeyen infertilite tedavisi i¢in kullanilan ve
birinci basamak ilag olan klomifen sitrat (CC), 6strojen
antagonistidir ve ©6n hipofizden gonadotropin
salinimmi artiran agonist etkileri olan segici bir
Ostrojen reseptdor modiilatoriidiir [9]. Ovulasyon
indiiksiyonu i¢in yaygin olarak kullanilan bir baska oral
ilag ise letrozoldiir. Letrozol, androstenedion ve
testosteronun estron ve estradiole donilismesini
engelleyerek Ostrojen iiretimini engelleyen bir
aromataz  inhibitoriidiir [10]. Letrozol, meme
kanserinin uzun siireli adjuvan tedavisi i¢in endikedir
ve ovulasyon indiiksiyonu i¢in kullanimi, etiket dist
kabul  edilir.  Bununla  birlikte,  ovulasyon
indiiksiyonunda kullanimmin hem etkinligini hem de
giivenligini destekleyen ¢ok sayida bilimsel ¢aligma ve
¢ok sayida komite goriisii vardir. ACOG (American
College of Obstetricians and Gynecologists)'ye gore
letrozol, polikistik over sendromu (PCOS) olan
kadinlarda klomifen sitrata gore birinci basamak tedavi
olarak diigiiniilmelidir. Giiniimiizde letrozoliin IVF
tedavilerinde tek basma kullanimindan ¢ok diger
ajanlarla kombine tedavi seklinde kullanimi yaygindir
[11].

Eksozomlar; hiicrelerden ekzositoz ile salinan, 40-100
nm boyutlarinda, fosfolipid ¢ift katmanli vezikiillerdir.
Eksozomlar kiiltiir slipernatantlarindan veya idrar ya da
kan gibi ¢esitli viicut sivilarindan izole edilebilirler
[12]. Eksozomlar bir hiicreden diger bir hiicreye bilgi
ve destek saglayan kargolar gibi hareket etmekte ve
hedef hiicrede fonksiyonel degisikliklere neden
olabilmektedirler [13]. Eksozomlar normal fizyolojiyi
diizenledikleri gibi tasidiklart protein, mRNA ve
miRNA’lar ile patolojik siiregleri ortaya ¢ikarmada ya
da ilerletmede de biyolojik rollere sahiptirler [12-13].
Yapilan caligmalar ile eksozomlara 0&zgii yiizey
belirtegleri; tetrasipaninler (CD63, CD9 ve CD81),
Alix, Timor Duyarliligi Geni 101 proteini (TSG 101),
major histokompatibilite kompleksi | ve Il (MHC | ve
II) ve Ist Sok Proteini 70 (HSP 70) olarak
tammlanmigtir  [14-15].  Eksozom  sekresyonu,
embriyonik kok hiicreler ve embriyolar dahil olmak
iizere bir¢cok hiicre tipinde de in vitro olarak
gosterilmistir  [16]. Baz1 c¢alismalar endometriyal
epitelden tiirevlenen eksozomlarin ve eksozomlardan
daha biiyiik mikrovezikiillerin (100-300 nm) uterus
bosluguna salindigini géstermistir. Bu eksozomlar veya
mikrovezikiiller tasidiklar1 6zel protein ve RNA
iceriklerini  implantasyonu  desteklemek  icin
trofektoderm hiicrelerine veya endometriyumun diger
hiicrelerine transfer edilebilmektedirler [17].

Bu caligmada, farkli kontrolli ovaryan
hiperstimiilasyon protokollerinin insan endometriyum

epitel hiicrelerinde ifade edilen CD63 {izerinde
meydana getirdigi olasi degisiklerin
karsilagtirilmasinin - immunositokimya teknigi ile

degerlendirilmesi amaglanmustir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Hiicre Kiiltiirii, llaglarin Hazirlanmast ve Deney
Gruplar
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CRL-1671 (ATCC®RL95-2) insan endometriyal epitel
hiicreleri, %10 Fotal Sigir Serum (FBS) (Capricorn
Scientific, Ebsdorfergrund, Germany), 2 mM L-
Glutamin (Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund,
Germany) ve %1 Penisilin/Streptomisin (Capricorn
Scientific, Ebsdorfergrund, Germany) iceren DMEM
F-12 (Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund, Germany)
hiicre kiiltiir besiyeri ile 37°C ve %5 CO; kosullarina
sahip nemli ortamda kiiltiire edildi.

Calismada, KOH protokollerinde kullanilan ilaclar olan
aromataz inhibitorlerinden letrozol (Femara; Novartis,
Switzerland), biiylime hormonu olarak somatotropin
(Saizen; Merck Serono, Italy) ve gonadotropin olarak
follitropin alfa (Gonal-F; Serono, Switzerland)
kullanildi. Uygulamalar i¢in kullanilacak doz ve giinler
belirlenirken rutin tedavilerde kullanilan standartlara
bagl kalindi. Ortalama 60 kg agirliginda ve 160 cm
boyunda oldugu varsayilan bir kiginin viicut yiizey
alan1 hesaplanarak kiiltiir kabinin yiizey alanina gore
ila¢ uygulamalart GH i¢in 0.32922 pg/ml, GnTR i¢in
0.00198 pg/ml ve Letrozol igin 0.125 pg/ml olacak
sekilde uygulandi.

Calisma; kontrol grubu, biiyiime hormonu (GH)
uygulanan grup, Gonadotropin (GnTR) uygulanan
grup, GH + GnTR uygulanan grup, Letrozol (L) +
GnTR uygulanan grup ve ii¢lii kombine (L + GnTR +
GH) grup olmak iizere 6 grup olacak sekilde planlandi.
GH uygulamas1t 1., 4., ve 8. giinlerde, GnTR
uygulamasi 8 giin boyunca ve Letrozol uygulamasi ise
ilk 5 gin boyunca olacak sekilde klinik
uygulamalardaki protokollere gdre belirlenerek
uygulandi. Letrozol ile GnTR birlikte uygulandigi
gruplarda ise GnTR uygulamasina 3.glin basland1 ve
8.giine kadar devam edildi. /n vitro olarak kullanilan
ilaglarin dozlar1 ve uygulama zamanlar1 Tablo 1’de
verilmigtir

2.2. Immunositokimya Analizi

Indirekt immunositokimya yéntemi, 24 gozlii kiiltiir
kaplarmin her bir géziine 12 mm ¢apinda steril cam
yuvarlak lameller konularak gergeklestirildi. Her gozde
5x10* hiicre/ml olacak sekilde ekim gerceklestirildi.
Hiicreler %50 konfluensiye ulastiklarinda gruplara
uygun olarak ila¢ uygulamalari yapildi. Calisma
tamamlandiktan sonra, her goz steril PBS (Invitrogen,
Carlsbad, California, United States) ile yikandi ve tim
hiicreler %4’liik paraformaldehit (387507, Carla Erba,
France) ile 30 dakika boyunca oda sicakliginda fikse
edildi. Fiksasyondan sonra 5’er dakikalik 3 kere PBS
yikamasi ile fiksatif uzaklastirildi. Takiben 9%3’liik
Hidrojen Peroksit (H202) (K31355100303, Merck,
Darmstadt, Germany) uygulamasi1 oda sicakliginda
gerceklestirildi. PBS islemi ile yikama yapildiktan
sonra permeabilizasyon igin %0,1’lik Triton®-X-100
(A4025, Biomatic, Kanada) ile hiicreler 15 dakika buz
iizerinde muamele edildi ve tekrar PBS ile yikama
islemi gergeklestirildi. Hiicreler 1 saat bloklama
soliisyonu (85-9043, Histostain®-Plus Bulk Kit,
Invitrogen, Carlsbad, California, ABD)
uygulamasindan sonra yikama islemi
gerceklestirilmeden anti-CD63 (sc-5275, Santa Cruz,



ABD) primer antikoru ile 1 gece +4°C’de inkiibe edildi.
Ertesi sabah PBS ile yikandiktan sonra biotinlenmis
sekonder antikor (30 dakika) ve ardindan streptavidin
hidrojen peroksidaz (30 dakika) uygulandi (85-9043,

Histostain®-Plus Bulk Kit, Invitrogen,
California, ABD).

Carlsbad,

Tablo 1. Caligmada kullanilan ilaglarin gruplara gore dozlari ve uygulama zamanlari

Grup Doz (ng/ml) Zaman
Kontrol - -
GH 0.32922 1., 4. ve 8. glinlerde
GnTR 0.00198 8 giin boyunca
GH: 1., 4. ve 8. glinlerde
GH + GnTR 0.32922 +0.00198
GnTR: 8 giin boyunca
L: Ilk 5 giin
L + GnTR 0.125 + 0.00198
GnTR: 3. giinden 8. giine kadar
L: Ilk 5 giin
L+ GnTR + GH 0.125 + 0.00198+ 0.32922 GnTR: 3. giinden 8. giine kadar
GH: 1., 4. ve 8. giinler
uygulamasindan sonra yikama islemi  siddeti)].Sonuglar One-way ANOVA istatistiksel testi ile

gergeklestirilmeden anti-CD63 (sc-5275, Santa Cruz,
ABD) primer antikoru ile 1 gece +4°C’de inkiibe edildi.
Ertesi sabah PBS ile yikandiktan sonra biotinlenmis
sekonder antikor (30 dakika) ve ardindan streptavidin
hidrojen peroksidaz (30 dakika) uygulandi (85-9043,
Histostain®-Plus Bulk Kit, Invitrogen, Carlsbad,
California, ABD). Iki uygulama arasinda ve son
uygulamadan sonra PBS ile yikamalar yapildi. DAB
kromojeni (AEMO080, ScyTek Laboratories, SensiTek
HRP Anti-Polyvalent, Logan, Utah, ABD) oda
sicakliginda 1 dakika uygulanarak antijen antikor
komplekslerinin goriiniirliigii saglandi. Daha sonra
Mayer’in Hematoksilen (05-06002/L, Bio-Optica,
Milano, italya) boyasi ile art alan boyamasi
gerceklestirildi ve drnekler distile su ile yikandi. Her bir
gozdeki  lameller lam  lizerine  alindi  ve
immunositokimyasal — kapatma  vasatt (AMTO060,
Aqueous-Mount, ScyTek Laboratories, Logan, Utah,
ABD) ile kapatilarak 151k mikroskobu (BX43, Olympus,
Japonya) altinda incelendi. Indirekt immunositokimya
yontemi sirasinda immunoreaktivitelerin spesifik olup
olmadigmi test etmek amaci ile negatif kontrol
boyamalar1 yapildi. Her grup igin deneyler ii¢ kez
tekrarlandi ve degerlendirmeler iki bagimsiz arastirmaci
tarafindan gerceklestirildi.

2.3. Sonuglarin  Degerlendirilmesi
Analizler

Immunositokimya boyama sonucu, érnekler 200x
biiyiitmede degerlendirildi ve fotograflari ¢ekildi.
Antikorlarin immunoreaktivite boyanma siddetleri (i);
hafif (+), orta (++) ve siddetli (+++) olacak

sekilde skorlandi. Her bir preparat igin rastgele secilmis
5 alanda her 100 hiicre iginde pozitif boyanan hiicreler
say1larak H-score degerleri belirlendi [H-score: Y Pi (i+1)
(Pi: % pozitif boyanmis hiicre sayisi; i: boyanma

ve Istatistiksel
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degerlendirildi ve degerler ortalama + standart sapma
olarak verildi. Istatistiksel olarak p degeri 0.05’ten kiiciik
elde edilen karsilastirmalar istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). Her grup
i¢in deneyler ii¢ kez tekrarland1 ve degerlendirmeler iki
bagimsiz arastirmaci tarafindan gergeklestirildi.

3. Bulgular ve Tartisma

CRL-1671 insan endometriyal epitel hiicrelerinin,

katmanlh tabakalar seklinde biiytudiikleri ve adherent
hiicre 6zelliklerine sahip olduklar1 belirlendi (Sekil 1A).
flag uygulamalar1 gergeklestirildikten sonra hiicrelerde
herhangi bir morfolojik degisiklik meydana gelmedigi ve
endometriyal epitel hiicreleri arasindaki hiicre-hiicre
etkilesimlerinin bozulmadig1 gézlendi (Sekil 1B-F).

Sekil 1. CRL-1671 endometriyal epitel hiicrelerinin
ilac uygulamalar1 sonrasi1 sekizinci giindeki
morfolojik goriintiileri. A: Kontrol Grubu; B: GH; C:
GnTR; D: GH + GnTR; E: L + GnTR; F: GH + GnTR +
L. Olgek: 100 um



CD63 immunoreaktivitesinin kontrol grubunda orta (++)
siddette (Sekil 2A) ve GnTR ve L + GnTR gruplarinda
kuvvetli (+++) siddette iken (Sekil 2C, Sekil 2E,
sirastyla), diger ila¢ uygulanan gruplarda orta (++)
siddette (Sekil 2B, Sekil 2D, Sekil 2F) oldugu gozlendi.
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Sekil 2. CRL-1671 endometriyal epitel hiicrelerine ait
CD63 immunositokimyasal goriintiilleri. CD63

immunoreaktivitesinin kontrol (A) grubunda orta (++)
siddette, GnTR (C) ve L + GnTR (E) gruplarinda kuvvetli
(+++) ve diger gruplarda (B, D ve F) orta (++) siddette
oldugu gorilmektedir. A: Kontrol Grubu; B: GH; C:
GnTR; D: GH + GnTR; E: L + GNnTR; F: GH + GnTR +
L. Olgek: 20 um.

H-score degerleri sirasi ile 298 + 6,71; 300 + 5; 397 +
12,55; 303 + 2,74; 302 + 5,70 ve 391 + 4,18 seklinde
bulundu (Sekil 3).

5004
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2 3004 .
< 2004
1004
0- .
KONTROL GH GnTR GH L L
G;TR GrTTR Gr:TR

Sekil 3. Gruplara ait CD63 H-score degerleri
(***p<0.001).

CD63 ifadesinin, GnTR uygulanan ve L + GnTR
uygulanan iki tedavi grubunda arttigi belirlendi
(p<0.001). Diger tedavi gruplarinda CD63 seviyesi
kontrol grubu ile benzer kalirken, ilag uygulamalarinin
endometriyal epitel CRL-1671 hiicrelerinde CD63
azalmasina neden olmadig1 belirlendi. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda GnTR ve L + GnTR uygulanan
gruplarda istatistiksel anlamli farklilik belirlenirken
(p<0.001) (Sekil 3), diger uygulama yapilan gruplar ile
kontrol grubu arasinda istatistiksel anlamli farklilik tespit
edilmedi (p>0.05).

Eksozomlar da dahil eksozomal vezikiiller, miRNA'lar
ve proteinler gibi diizenleyici molekiilleri tasiyan ve
aktaran, biitiin viicut sivilarinda bulunan ve hiicreler ile
dokular arasindaki hiicre i¢i iletisime aracilik eden zar ile
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cevrili vezikiillerdir. Hem normal hem de patolojik
kosullarda gametogenezden, fertilizasyona ve ardindan
implantasyona kadar olan siireclerde eksozomlarin
katkilarmin ayrintili bir sekilde anlasilmasi, iireme
saglhigimmi ilerletmek igin degerli tan1 ve tedavi
seceneklerinin gelistirilmesine olanak saglayabilecektir
[18].

Infertilite tedavisi i¢in uygulanan KOH protokollerinde
kullanilan farmakolojik ajanlarin oosit sayisimi Ve
kalitesini arttirarak ovulasyonu indiikledigi bilinmekte
fakat endometriyum hiicreleri iizerindeki etkileri tam
olarak bilinmemektedir [2]. Bu nedenle KOH ajanlarinin
endometriyal hiicrelerin biyogenezindeki etkilerini
ortaya koyacak caligmalara ihtiya¢ vardir.

GH genellikle PCOS’lu hastalarin IVF tedavisinde ve
over stimiilasyonuna yetersiz yanit veren, 35 yas lstii ve
oosit  kalitesi  diisik  kadinlarin  tedavisinde
kullanilmaktadir. GH’nin oosit toplanmasi igin gereken
over stimiilasyonunun siiresini kisalttig1 ve plasebo alan
kadinlara gore daha fazla sayida oosit toplanmasina yol
actig1 bilinmektedir. Fakat liiteratiirde GH tedavisi géren
bir kadinin canli dogum sansmin arttigini gosteren
calismalar kisithidir.  GH'nin roliiniin  zayif oosit
kalitesinin tedavisinde mi, yoksa over rezervi azalmis ve
over sitimiilasyonuna diigiikk yaniti tedavi etmede mi,
yoksa ince endometriyum veya tekrarlayan implantasyon
basarisizlig1 tedavisinde mi daha etkili oldugunun ortaya
¢ikarilmasi i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir
[19]. Bu nedenler ile ¢aligmamizda tek basina GH
uygulamasi yapilmasi planlanarak GH’nin adjuvan

etkisinin endometriyal epitel hiicrelerinde
degerlendirilmesi saglanmistir.
Calisgmada tek basma GH  uygulanan  grup

degerlendirildiginde, endometriyal epitel hiicrelerinde
ifade edilen CD63 ifadesinin degismedigi gozlendi. Bu
durum tekli GH uygulamalarinin, endometriyal
hiicrelerine ait eksozom biyogenezinin iizerine etkili
olmadigim diigiindiirdii. GnTR ve GH birlikte uygulanan
gruba bakildiginda ise, GH uygulamasiin GnTR
uygulamasinin ortaya ¢ikardigi CD63 ifade artigini tersi
yone ¢evirdigi gozlendi. Ayni durumun tglii kombine
grupta da ortaya ¢ikmig olmast GH’mm GnTR’ye karsi
CD63 ifadesinde azaltici etkiye sahip oldugu fakat tek
basina uygulandiginda endometriyal epitel hiicrelerinin
hiicre i¢i eksozomal firetimi degistirecek bir etki
yaratmadigi belirlenmis oldu. Bu sonuglar birlikte
degerlendirildiginde GH uygulamasmin dahil oldugu
kombine tedavilerin endometriyal epitel hiicrelerinde
hiicre ici degisikliklere yol acabilecegi dngoriildii.

Bu ¢alismada GnTR uygulamasi iceren deney gruplarma
bakildiginda endometriyal epitel hiicrelerinde, sadece
GNnTR uygulanan ve letrozol ile birlikte GnTR uygulanan
gruplarda ifade edilen CD63’iin artti§1 gozlendi. Fakat
i¢lii kombine tedavi grubunda kontrol grubuna gore
herhangi bir artis ya da azalis olmadig1 belirlendi. GnTR
uygulamasinin tek basma ya da letrozol ile birlikte
uygulandiginda, endometriyal epitel hiicrelerinde
eksozom seviyelerini arttirdig1 belirlenmis oldu. Bunun
yant sira; GnTR’nin, GH ve letrozol ile birlikte
uygulandig1 iiclii kombine tedavi grubunda kontrol



grubuna gore CD63 seviyesinde bir degisiklik olmadigi
gozlendi. Eksozom diizeylerinin endometriyal epitel
hiicrelerinde  artmasinin, endometriyal reseptivite,
apozisyon, adezyon ve invazyon gibi implantasyonun
ilerlemesindeki 6nemli basamaklarin diizenlenmesini
etkileyecegi sonucuna varildi. Ilag uygulamalari
sonrasinda endometriyal epitelde eksozomlarin hiicre igi
biyogenezinin artmast ile yeniden diizenlendigi ve
implantasyon mekanizmalar1 {iizerine olumlu veya
olumsuz sonugclar ortaya ¢ikabilecegi 6ngoriildii. Ayrica
eksozomlarin regiilator proteinler ve miRNA’lar icin
kargo sistemleri oldugu da goz Oniline alindiginda, bu
artisin sonucunda parakrin olarak uterus dokusundaki
diger hiicreleri ve blastokisti etkileyebilecegi diigiiniildii.
Bu c¢aligmada letrozol uygulamasit igeren deney
gruplarina bakildiginda, endometriyal epitel hiicrelerinde
ifade edilen CD63 ifadesinin L ve GnTR’nin birlikte
uygulandig1 grupta arttigt ve GnTR ve GH ile birlikte
uygulanan grupta ise degismedigi gozlendi. Bu veriler ile
sadece GnTR uygulanan grup ile L + GnTR uygulanan
grup arasinda bir fark ortaya cikmamasi birlikte
degerlendirildiginde, letrozol kullaniminin bu hiicrelerde
eksozomal diizeyde bir etki yaratmadig1 ortaya ¢ikarildi.
Endometriyal epitel, implante olan embriyo ile
etkilesime giren ilk maternal yiizeydir. Bir¢ok ¢alismada
hiicre dis1 vezikiillerin implantasyon siirecine dahil
olmasiin yeni bir fenomen oldugu belirtilmektedir [20].
Bu caligmalarda, cesitli RNA tiplerini ve proteinleri
igeren hiicre dis1 vezikiillerin uterus bogluguna salindigi
ve trofoblast hiicrelerine veya endometriyal epitel
hiicrelerine ulasarak implantasyonu tegvik ettikleri
soylenmektedir [17, 21-23]. Braundmeier ve arkadaslari,
insan uterin epitel hiicrelerinin, insan uterin fibroblast
hiicreleri tarafindan metaloproteinaz iiretimini uyaran ve
hiicre dig1t matriks yeniden sekillenmesini koordine eden

glikosile edilmis transmembran proteini
ekstraseliilermatrix metalloproteinaz indiikleyici
(EMMPRIN) igeren ekstravezikiiller —salgiladigimi

gostermislerdir [24]. Ng ve arkadaslari, fertil hastalara ait
endometriyal ylizey epitel hiicrelerinde CD63 pozitif
eksozomlarm varligimi gostermigler ve yiliksek CD63
seviyesinin implantasyon ile iligkili olabilecegini
belirtmislerdir [21]. GnTR ve L + GnTR uygulamalarinin
endometriyum epitel hiicrelerinde CD63 seviyesini
arttirdiklarinin - bulunmasi, bu tedavi segeneklerinin
implantasyon siireglerine eksozom {iretimi artirimi
iizerinden olumlu katk1 saglayabilecegini diistindiirdii.
Infertil ve saglikli kadinlardan elde edilen uterus
orneklerinde, endometriyum yiizey epitel hiicrelerinde ve
glandiiler epitel hiicrelerin CD63 ifadesinin farkli oldugu
gosterilmistir [25]. Bir¢ok ¢aligmada embriyo ve uterin
mikrogevre arasindaki etkilesimlerin basarili
implantasyon ve saglikli gebelik i¢in kritik 6neme sahip
oldugu belirtilmektedir [26]. Rosenbluth ve arkadaslar
bazi eksozomlarin IVF sikluslarinda insan embriyolar
tarafindan kiiltlir ortamina salgilanabildigini ve bu
eksozomlardan tiiretilen miRNA'larin, IVF basarisini ve
sonucunu  tahmin etmede  biyobelirteg  olarak
kullanilabilecegini sdylemektedir [27].
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miRNA c¢alismalarindaki son geligmeler, miRNA'larin
endometriyumun reseptivitesinde ve
desidualizasyonunda rol oynadigin1 gostermektedir ve
eksozomal miRNA'larmn embriyo-endometriyum
kargiligh iletisimde aract olarak islev gorebilecegine
dikkat ¢eken g¢alisma sayisi giin gegtikge artmaktadir
[27].

Hem normal hem de patolojik vakalarda eksozomlarin
oynadiklar1 roliin ayrmtili bir sekilde anlasilmasinin
gametogeneze, fertilizasyona ve implantasyona ait
mekanizmalarin anlasilmast i¢in dnemli veriler ortaya
cikaracag diisiiniilmektedir. Hem saglikli hem de infertil
kosullarda endometriyum hiicrelerine ait eksozomlarin
embriyonik siireclere katkilarinin ayrintili bir sekilde
anlasilmasi, IVF uygulamalarinda yeni tedavi
seceneklerinin gelistirilmesine katki saglayacaktir. Ayni
sekilde KOH protokollerinde kullanilan farkl: ilaglarin
endometriyum hiicrelerindeki eksozomlarin
biyogenezini degistirip degistirmediginin bilinmesi de
onemlidir.  Ozellikle bu  ¢alisma  sonucunda
gonadotropinlerin  kullanildigt KOH protokollerinde
eksozomal regiilasyonlarin meydana geldigi géz oniine
alindigindan, bu endometriyal  degisikliklerin
endometriyal reseptivite, apozisyon, adezyon, invazyon
ve Dblastokist aktivasyonu mekanizmalart iizerinden
tedavi etkinligini degistirebilecegi diislinilmektedir.

4. Sonug

Bu c¢alisma ile insan endometriyal epitel CRI-1671
hiicrelerinde KOH protokollerinde kullanilan ilaglarin
etkisinde eksozom yiizey belirteci olan CD63 proteininde
meydana gelen degisimler immunositokimyasal olarak
degerlendirilmigtir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda,
gonadotropin  uygulamasinin  endometriyal  epitel
hiicrelerinin eksozom sekresyonunu artacak sekilde
diizenledigini ve bu art1s ile hiicresel trafikte artisa neden
olarak, endometriyal epitel hiicrelerinde otokrin ve
parakrin  etkilere neden olabilecek molekiillerin
salmimini destekledigi diisiiniildii. Tek basina biiyiime
hormonu uygulamas: ve diger ilaglar ile kombine sekilde
letrozol uygulamasinin  eksozom  sekresyonununu
etkilemedigi goriilmesi iizerine endometriyal hiicre
homeostazinda eksozomal salmim agisindan etkili
olamayacag1 Onerilebilir. Fakat biiylime hormonunun
gonadotropinler ile birlikte uygulanmasinin,
gonodotropinlerin yarattigi artan eksozomal sekresyonu
azaltic1 etki ortaya ¢gikardigininda goriilmesi ile kombine
uygulamalarda endometriyal hiicresel degisikliklerin
ileri analizlerinin gerekli olabilecegi belirlenmistir.
Sonug olarak, KOH protokollerinde kullanilan ilaglarin
ovaryum dokusundaki etkilerinin yani sira, gebeligin
devamliliginda onemli olan endometriyum
hiicrelerindeki eksozomlarin regiilasyonu ile birlikte
olasi diger hiicresel degisikliklerin incelenmesi gerektigi
vurgusu ile IVF sonrasi basarili implantasyon oranlariin
degerlendirilmesinde dikkate alinmasi dngoriilmektedir.
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