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Yardimci iireme tekniklerinde endometriyal kokiiltiir hiicreleri

Endometrial cocultured cells in assisted reproduction techniques

Leyla Bahar?!, Semra Kahraman?

OzZET

Amag: Endometriyum, Greme biyolojisinde gok dnemli bir
rol oynar ve ona bagli olarak gelisen patolojilerden biri
implantasyonda yasanan olumsuzluklardir. implantasyon
basarisizliklari, kadin infertilitesi icin énemli slreglerden-
dir ve ¢6zimune dair gelistirilen yontemlerden biri ise
endometriyal kokultur uygulamalaridir. Bu ¢alismada, in
vitro monolayer endometriyal kokulturdeki hicre tiplerinin
ayirt edilmesi, doku dinamiginin aydinlatilabilmesi ve kli-
nik uygulamalarda kullanimi acisindan yararlihginin gos-
terilmesi amaglandi.

Yéntemler: Calismamiza 8 fertil ve Tekrarlayan implan-
tasyon Basarisizigi (TiB) yasayan 16 infertil kadindan
olusan 2 grup dahil edildi. Negatif basingh pipelle aspi-
rasyon yapilarak endometriyal doku ornekleri elde edildi.
Embriyoyu blastosist asamasina gétiirecegi dusinilen
“Endometriyal Epitel-Gland hicresi (EE)’ ve “Stromal
(ES) hucreler” ayrigtirihp kiltirleri yapildi. Daha sonra
bu dokular 1sik mikroskobik doku takibine alindi. Kokdilttr
hicreleri, toluidin mavisi ile boyandiktan sonra gruplan-
dinildi. Hucre tiplerine ait sayisal degerler ile galismanin
istatiksel analizi ki-kare metodu kullanilarak yapildi.

Bulgular: Kokiiltiirlerde hem fertil hem de TIB grubun-
dan elde edilen hicre tipleri 151k mikroskobik incelemeyle
morfolojik dzelliklerine gore ayirt edildi. Her iki grupta da,
vakuollt, mikrovilluslu ve sitoplazmik uzantili olarak isim-
lendirilen hicreler tanimlandi.

Sonug: Her iki grubun, endometriyum dokularindan elde
edilen kokulturleri 1s1k mikroskobik dizeyde incelendi.
Boylece gruplar arasi farkliliklarin belirlenmesi kokultlr-
deki hiicre yapilarinin siniflandiriimasi saglandi ve endo-
metriyal kokultir uygulamalarinin embriyonun geligimin-
de faydali olabilecegi kanisina varildi.

Anahtar kelimeler: infertilite, endometriyum, kokdiltir uy-
gulamalari, implantasyon basarisizlig

ABSTRACT

Objective: Endometrium, which plays a very important
role in reproductive biology and one of the pathologies
connected with it as are the problems in the implantation.
One of the most important processes for the female fer-
tility are experienced in implantation failure and one of
the developed methods for the solution are endometrial
coculture application. In this study, to provide knowledge
of the types of cells in in vitro monolayer endometrial co-
culture.

Methods: In our study, consisting of 8 fertile and 16 in-
fertile women suffering from recurrent implantation failure
were included in two groups. Performing aspiration with
negative pressure pipeline endometrial tissue samples
were obtained. Intended to carry embryo to the blastocyst
stage, Endometrial Epithelial-gland cells (EG) and Epithe-
lial stromal (ES) cells are obtained, after concluding of the
culture was provided to do light microscopic tissue follow
of these tissues. Cocultured cells were grouped stained
with toluidine blue. Working with the numerical values of
the cell types was performed using the Chi-square statis-
tical analysis method.

Results: In cocultured, both fertile and cell types derived
from the TIB group, with light microscopic examination,
were distinguished by morphological characteristics.
Each of the two groups, called cells called vacuoles, mi-
crovilli and cytoplasmic extension was defined.

Conclusion: Both groups, coculture derived from endo-
metrial tissue were examined by light microscope. Thus,
the identification of differences between groups was pro-
vided classification of cell structures in the coculture and
endometrial cocultured practices, was concluded to be
beneficial in the embryo’s development. J Clin Exp Invest
2015; 6 (4): 357-363
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GIRIS

Endometriyum, birgok biyokimyasal faktoriin Gre-
tildigi ve vaskuler yapi olarak degisen dereceler-
de kanlanan karmasik bir dokudur [1]. Basarili bir
implantasyon, blastosist ve reseptif endometriyum
arasindaki karsilikli etkilesimlerin bir sonucudur.
Endometriyumda reseptivite olusana kadar cesitli
molekiler ve morfolojik degisimler olusur. in vitro
fertilizasyon (IVF), embriyo transferi ve implantas-
yon basarisinda, endometriyal reseptivite onemli
bir basamaktir. Blastosist, sadece endometriyumun
bu benzersiz molekiler ve morfolojik degisimleriy-
le karakterize olan reseptif fazinda implante olabi-
lir [2]. Endometriyumda cgesitli yapisal, hicresel ve
molekduler olaylar dizisi implantasyon penceresi ile
kontrol edilir ve bu durumun sonucunda endomet-
riyal reseptiviteyi saglayan gerekli elemanlar ortaya
¢ikabilir [3]. IVF’de, tekrarlayan implantasyon basa-
risizhgi kompleks bir konudur ve tamamen anlasila-
mamigtir [4].

TiB, 40 yas altinda, en az dort iyi kaliteli, taze
veya dondurulmus embriyo transferinin en az 3
siklusta yapilmasina ragmen klinik gebelik olusma-
masI durumu seklinde tanimlanabilir [5]. Bu durum,
IVF uygulamalarindaki bagariyi etkileyen en dnemli
parametrelerden biridir [6,7]. Tekrarlayan implan-
tasyon basarisizliklarina ¢ézim olarak kullanilan
yéntemlerden biri olan kokultir uygulamalari bu ko-
nudaki birgok calismayi da beraberinde getirmistir.
Son yapilan g¢alismalarda kokultlirde ortaya ¢ikan
molekuller ve miktarlari Uzerinde durulmaktadir.
Racicot ve ark’lari [8] blastosist gibi kiiremsi yapida
sferoid-epitelyal hiicre kokultirinde, trofoblast-epi-
telyal kokultdr sistemi kullanilarak, trofoblastin epitel
hicrelerine yaklagsmasi sirasinda hCG’nin arttigini
dogrulamiglardir. Kaynak ve konsantrasyon aci-
sindan ¢ok énemli olan hCG, ilk etapta implantas-
yonla baglantili olan MUC16 ve osteopontin mad-
deleri Uzerinde ¢ok etkilidir. 2. asamada ise imp-
lantasyondaki etkiyi saglamada sitokinlere ihtiyag
duyar. Kokultir sistemleri kullaniimasinin faydalari
arasinda, hicreler hakkinda kapsamli bilgi saglan-
masi ve hCG’nin etkiledigi hedef genlerin tespitinin
yapilmasi sayilabilir. Bunun yanisira embriyonun
endometriyuma yaklagsmasi, implantasyonundaki
diger 6nemli faktorlerin saptanmasi ve subfertil has-
talar icin terapotik hedeflerin sayisinin artiriimasi
da kokulturin faydalari arasindadir [9]. Geleneksel
medyumlar yerine uygulanan kokultlr sistemlerinin
embriyo gelisimine olumlu faydalar sagladigi; emb-
riyoda fragmantasyonu azaltip, klivaji hizlandirarak
embriyo kalitesini artirdigi tespit edilmigtir. Bu gelis-
me, yardimci hlcreler olarak da bilinen farkli tipler-

de besleyici monolayer hcreler ile saglanmaktadir
[10]. Kokultur sistemlerinin embriyo gelisimine po-
zitif etkisi invivo sartlari basari ile taklit etmesinden
kaynaklanmaktadir [11]. Farkli canli tlrlerine ait
hacreler ile (6rnegdin maymun vero hicreleri 12) ko-
kaltdr icin guvenli, tibbi ve etik olarak birgok hicre
denenmistir. Farkli canli tlrlerine ait hlcrelerin ge-
sitli olumsuz sonuglara neden olabilecedi kanisina
varildiktan sonra da insan Ureme sistemi hicrele-
rinden, kumulus graniloza hacreleri [13], tuba ute-
rina-endometriyum [14] ve endometriyum [8] huicre-
lerinin kullanildigi kokultlr sistemlerine gegilmistir.
Ancak kokdltir hiicrelerinin faydal olup olmadigina
dair bircok molekiler ve biyokimyasal arastirmalar
yapiimis olmasina ragmen, htcrelerin yapisal ka-
rakterleri hakkinda c¢ok fazla bilinmeyen vardir. Li-
terattrde 6zellikle bu hucrelerin morfolojik yapisina
dair calismaya rastlanmamistir. Bizim ¢alismamizin
amaci endometriyal kokultirde embriyo gelisimine
katki saglayan bu hucrelerin morfolojisinin ortaya
konmasi ve hicre tiplerinin siniflandiriimasi olacak-
tir. Bu durumda, hucrelerin yapisal 6zelliklerinin géz
Onune serilmesiyle, fonksiyonel durumlari hakkinda
direk bilgilerin eldesi saglanabilecektir.

YONTEMLER

Gruplarin belirlenmesi ve biyopsi elde
edilmesi

Calismamiza iki grup dahil edildi. Vaka grubu ola-
rak, istanbul Memorial Hastanesi Kadin Hastaliklari
ve Dogum poliklinigine infertilite nedeniyle basvuran
ve tibbi degerlendirmeler sonucunda tekrarlayan
implantasyon basgarisiziigi (TiB) tanisi alan toplam
16 kadinin endometriyumlarindan biyopsi érnekleri
alindi. Kontrol grubu olarak yine, hastaneye inferti-
lite hari¢ farkli jinekolojik nedenlerle bagvuran fertil
bireyler secildi (n:8). Biyopsi 6rneklemesinden énce
hastalar bilgilendirilerek onamlari alindi. Bu ¢aligma
Helsinki Deklerasyonu Prensipleri'ne uygun olarak
planlanmis ve istanbul Memorial Hastanesi Etik Ku-
rulu tarafindan onaylanmistir.

TiB vakalarinin ve fertil (kontrol) grubun orta-
lama yaslari sirasiyla 31+£5.3 (minimum: 22- maksi-
mum: 42) yil ve 32+7.2 (minimum: 22- maksimum:
42) yil idi. Calismamizda TiB grubu, 3 veya daha
fazla yardimci Ureme teknidi uygulanmasina rag-
men, implantasyonda basarisizlik nedeniyle gebe
kalamayan gruptu. Endometriyal biyopsi igin birey-
lerin menstrual siklusun orta luteal fazinda olmasina
dikkat edildi. Onemli olan parametreler, menstrual
siklusun 19-21. glndnde olmalari ve ultrasonagrafi
(USG) kontroliinde korpus luteumun gézlenmesi idi.
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Endometriyal biyopsi islemi ameliyathane sartlarin-
da, steril kosullarda sedasyon saglandiktan sonra
gerceklestirildi. islemde negatif basingh pipelle as-
pirasyon yapilarak doku &rnekleri elde edildi. Me-
morial Hastanesi Tup Bebek Merkezi’'nde endomet-
riyal epitel-gland ve stromal hicre elde edilisi ve
kiltdru igin Barmat ve ark’larinin [15,16] kullandigi
yontemin laboratuvar kosullarina adapte edilmis
protokoll kullanildi.

Oncelikle, endometriyal biyopsilerden elde edi-
len doku érneklerine, histolojik degerlendirmelerinin
yapilabilmesi amaciyla, rutin doku takibi islemleri
uygulandi. Nétral tamponlu %10’luk formalin solls-
yonuyla 24 saat boyunca tespit islemi yapildi. Tespit
sonrasinda aksamdan sabaha kadar musluk su-
yunda yikama yapildi. Dokular daha sonra derecesi
giderek artan alkol serilerinden gecirilerek dehidras-
yon saglandi. Ksilol ile seffaflandirma, parafin+ksilol
karisiminda bekletme ve sonrasinda da parafinde
bekletilerek dokularin infiltrasyonu yapildi ve parafi-
ne gomili doku bloklari hazirlandi. Parafin bloklar-
dan alinan 5 pn7’lik kesitler toluidin mavisi ile boyan-
di. Hazirlanan kesitler Olympus BX52 mikroskopla
incelendi ve Olympus DP26 kamera ile fotograflari
cekildi.

Diger yandan, kokdltir yontemiyle elde edilen
endometriyal kokdltlr hicreleri, pellet haline getiril-
di ve daha sonra, yukaridaki rutin isik mikroskobik
doku takibi uygulandi. 5 ym’lik kesitler alindiktan
sonra, kesitler toluidin mavisi ile boyandi ve Olym-
pus BX52 mikroskopla incelenerek, Olympus DP26
kamera ile fotograflar ¢ekildi.

istatistiksel degerlendirme

Isik mikroskobunda X20’lik ve X40’lik blyutmeler ile
incelenen preparatlarda, hem fertil hem de TiB gru-
bunda 3 tip hlcre tanimlandi. Bireylerin her birine
ait beger fotograf ve her fotograftan 80-100 hucre
sayildi. Her fotograftaki hicre tiplerinin rakamsal
degerleri not edildi, tim fotograflar dederlendirilerek
her hicre tipinin aritmetik ortalamasi alindi. Huc-
re tiplerine ait sayisal degerler ile istatiksel analiz
yapildi. Fertil ve TiB gruplar arasinda, hiicre tipleri
frekanslari agisindan gozlenen farkliliklarin anlaml
olup olmadiginin tespiti icin istatistiksel yontem ola-
rak “ki-kare analizi” uygulandi.

BULGULAR

Fertil ve TIB grubunun endometriyum doku
kesitlerinin 1s1k mikroskobik olarak degerlen-
dirilmesi.

Fertil grupta

Limene bakan ylizeyde saglam ve sureklilik goste-
ren epitel hiicrelerinden olusan ylzey epiteli uzan-
maktaydi. Bazal lamina altinda oldukga yogun ve
¢ok sayida hiicre iceren stroma yer aliyordu. Aktif
stromal hiicreler ¢ok sayida ve belirgindi. Cogu
alanda stromal hicrelerin desidual hicrelere do-
nistigu belirlendi. Kivrimli tlbuler bezler, stroma
da yaygin ve dikkat ¢ekici yogunluktaydi (Sekil 1a).
TIB grubunda; epitel hiicrelerinin apikal yiizeyde
devamlilik saglayamadigi, yer yer dokilmelerin ol-
dugu ve hicrelerin birbiriyle baglantilarinin azaldigi
gOzlendi. Bazal lamina altinda stromanin, bazi bol-
gelerde normal hiicresel yogunlukta bazi bolgeler-
de ise hlicreden fakir ve diizensiz oldugu, bazen de
hlcre olmayan alanlar olustugu gézlendi (Sekil 2a).

Sekil 1a,b: Fertil grup endometriyal 6rti ve bez epiteli
(1a), Fertil grup kokultur hicre tipleri (1b). Sag ok: Endo-
metriyum bez epiteli, yildiz: endometriyum stromal alani,
Sol ok: vakuolll hiicreler, Yukari biikilii ok: mikrovillis-
10 hiicreler, yukan ok: sitoplazmik uzantili hiicreler (Tolu-
idin blue X20, X40).
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Sekil 2a,b: Tekrarlayan implantasyon Basarisizhgi (TiB)
grubu bez epiteli ve stroma (2a). TiB grubu kokiiltiir hiicre
tipleri (2b).

Sag ok: Endometriyum bez epiteli, yildiz: endometriyum
stromal alani, Sol ok: vakuolli hiicreler, Yukari bukulii
ok: mikrovilluslu hicreler, yukari ok: sitoplazmik uzantil
hucreler (Toluidin blue. X40).

Endometriyal kokiiltiir hiicrelerinin isik
mikroskobik olarak degerlendirilmesi.

Fertil grubun endometriyum kokaiiltiir hiicreleri

Fertil gruptaki kokulttr hicreleri incelendi, 6zellikleri
bakimindan farkh ¢ grup hiicre oldugu belirlendi.
Birinci grup hiicreler “vakuolli hicreler” olarak isim-
lendirildi. Bu hlcre grubu, diger hicreler arasinda
en blyuk boyutlu olanlardi, seyrek olarak siralan-
mig, dizensiz mikrovilluslari mevcuttu. Bu hicre-
lerin sitoplazmalarinda ¢ok sayida vakuol gozleni-
yordu ve ¢ekirdekleri 6kromatik gortiiniimdeydi. Ce-

kirdeklerde belirgin ¢ekirdekgiklerinin varligi tespit
edildi (Sekil 1b).

ikinci grup

Orta buyukltkte olan, sitoplazmalarinda az sayida
vakuoller igeren hiicrelerdi. Mikrovilluslarinin belir-
gin olmasi nedeniyle “mikrovilluslu hiicreler” olarak
adlandirildi. Cekirdekleri heterokromatik ve ekzant-
rik yerlesimli, yarimay gérinimindelerdi. Uglinc
ve son grup hlcreler ise “sitoplazmik uzantili hiicre-
ler” olarak tanimlandi. Degisik boyutlarda hlicreler-
di, sitoplazmik uzantilara sahiplerdi. Hucrelerin bir
kismi 6kromatik bir kismi heterokromatik ¢ekirdek-
lere sahip gériinimdeydi (Sekil 1b).

TiB grubunun endometriyum kokiiltiir
hiicreleri

TiB grubunda, 6zellikleri agisindan farkh dg tip
hdcrenin varhdi dikkat ¢ekti. Birinci grup “vakuollt
hicreler” seklinde isimlendirilen ve dkromatik ce-
kirdeklere sahip olan iri ve bol vakuolli hiicrelerdi.
Cekirdeklerinde belirgin olarak, ¢ekirdekgiklere sa-
hip olduklari gézlendi. TiB olan bireylerde de ikinci
grup “mikrovilluslu hicreler’di ve bu htcreler nadi-
ren rastlanan hicre grubuydu. Kontrol grubunda en
az sayida gorulen mikrovilluslu kokdltir hicrelerine
TiB grubunda da nadiren rastlanmaktaydi. Son grup
ise “sitoplazmik uzantili hiicreler” seklinde isimlen-
dirildi. Gok sayida sitoplazmik uzantilara sahip bu
hacrelerin genellikle heterokromatik olan c¢ekirdek-
leri dikkat ¢ekiyordu ( Sekil 2b).

istatiksel degerlendirme tablosu

Tablo 1'de fertil ve TiB grubunda tanimladigimiz
hicre tiplerinin sayisal de@erleri belirtildi. Fertil grup-
ta en sik gorulen hicre tipi sitoplazmik uzantili hiic-
relerdi (%40). TiB grubunda ise en sik vakuollii hiic-
relere rastlanmaktaydi (%80). Her 2 grupta da en
az rastlanan hicre mikrovillisli hicrelerdi. Ki-kare
testi ile yapilan istatistiksel analiz sonucunda; fertil
ve TiB grubu arasinda hiicre tipleri frekanslar agi-
sindan farkin anlaml oldugu saptandi (p<0.001).

Tablo 1. Ki-kare testine gore istatiksel degerlendirme tab-
losu

Hiicre Tipi Fertii TIB p
Vakuolli 18 40
Mikrovilllsla 12 2 <0.001
Sitoplazmik uzantili 20 8

TIB: Tekrarlayan implantasyon Basarisizhi§i
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TARTISMA

Ureme sagligi ve infertilite calismalarinda; intrau-
terin patolojilerin erken dénemde taninabilmesi ve
hastalarda gebelik oraninin artirilabilmesi icin farkl
yontemler denenmektedir [17]. implantasyon basa-
risizhgi treme tibbinin hendz ¢ézilmemis 6nemli
bir problemi olup, bu durumdan yetersiz endometri-
yal reseptivitenin sorumlu olabilecegi disunulmek-
tedir [16]. Bundan sonraki stirecin hedefi, birgok etik
ve pratik anlamdaki zorluklara ragmen, insan imp-
lantasyon mekanizmasinin anlasiimasina dair bazi
sinyal yolaklarinin taninmasi ve ortaya konmasi ol-
malidir [2]. TiB ile ilgili olarak bugiine kadar yapilan
henlz standardize edilemeyen birgok tanimlar ve
terapdtik amach calismalar vardir [18]. IVF déngu-
stinde, tekrarlayan duslik ve implantasyon basa-
risizligr olan hastalarda grandlosit koloni uyaran
faktor (G-CSF) ile tedavi, immdn terapi igin yeni bir
dneridir [19]. TiB ile ilgili yapilan son galigsmalarda
varilan kani; daha énce TiB ve endometriyal yara-
lanma olan kadinlarin gebelik streclerinde, yaralan-
ma dykusunun endometriyal komplikasyonlarin insi-
dansini artirmadigi yoniindedir [20]. Bunun yanisira
bazi arasgtirmacilar, lokal endometriyal yaralanma-
nin sitokin ekspresyonu gibi inflamatuar yanitla, en-
dometriyal reseptiviteyi ve dolayisiyla implantasyon
oranini gelistirdigini bildirmislerdir [21-23]. Calisma-
mizda oldugu gibi, in vitro kokultur sistemleri icin ge-
rekli olan endometriyal biyopsi 6rneginin alinmasi
da inflamatuar yanit gibi bazi mekanizmalar tetikle-
yerek olumlu sonuclar elde edilmesini saglayabilir.
Ancak, Melnick ve ark’lar [24], endometrial biopsi
zamanlamasinin, IVF’'de otolog endometrial kokdil-
tir uygulanan hastalarda, implantasyon oranlari
ve gebelik sonuglarini etkileyip etkilemedigini be-
lirlemeye calismiglardir. Sonug olarak, bu gruptaki
hastalarda embriyo kalitesi ve gebelik sonuglarinda
daha 6nce ortaya ¢ikan olumlu gelismelerin, muhte-
melen biyopsi kaynakli endometriyal yaralanma ile
olugsmadigini bildirmislerdir.

IVF’de kullanilan in vitro kokultlr sistemleri,
in vivo sartlara olabildigince benzer kosullar sag-
layan sistemlerdir [25-28]. Bu sistemlerden sirall,
tek, kondisyonel ve kokiltir sistemleri aktif olarak
glinidmuizde kullaniimaktadir. Otolog endometriyal
kokultdr sistemini uygulayan Barmat ve ark’lari,
bu sistemin embriyo gelisimini iyilestirdigi ve oosit
donasyonu vakalarinda gebelik oranlarini artirdi-
gini kaydetmiglerdir.15 Caligmamizda fertil ve TiB
grubuna ait bireylerin endometriyal kokultlr hicre-
leri 151k mikroskobik olarak gruplandiriimaya calisil-
mistir. Endometriyumun fertilite belirleyici bir faktor
oldugunu bildiren Strowitzki ve ark’lari [29] ¢calisma-

larinda, endometriyal tabakalar ve blastosist arasin-
daki dinamik surecin burada rol oynayan hticrelerle
baglantisini belirtmislerdir. Ancak endometriyumda
molekuler dizeyde bir¢ok bilinen olmasina ragmen,
rutin olarak kullanilan klinik bilgilerin sinirli oldugu
bilinmektedir. Bu durumda in vitro monolayer endo-
metriyal dokudaki hicre tiplerinin bilinmesi ve doku
dinamiginin aydinlatilabilmesi, klinik uygulamalarda
kullanimi agisindan yarar saglayabilecegini disun-
dirmektedir.

Calismamizda endometriyum kokultir hicre-
leri 151k mikroskobunda incelendiginde; literatirde
ilk kez hem fertil hem de TiB grubunda morfolojik
Ozellikleri bakimindan farkli tG¢ hlcre tipi oldugu ta-
nimlanmistir. Uygulanan kikare testi ile fertil ve TiB
gruplarinda hicre tipleri frekanslari agisindan goz-
lenen farkhlik, istatistiksel olarak da anlaml bulun-
mustur (p<0.001).

Birinci grup “vakuollii hicreler’ olarak adlan-
dinlmistir. Bu hdcrelerin dikkat ¢eken o6zellikleri
arasinda sitoplazmalarinda ¢ok sayida vakuol icer-
meleri ve seyrek olarak siralanmis, dizensiz mik-
rovilluslarinin varhigi belirtilebilir. Cok miktarda salgi
materyali iceren vakuollerin varligi, hiicrenin zengin
bir granulli endoplazmik retikulum (GER) sistemine
sahip olmasini aciklamaktadir. Bu gruptaki vakuolli
hdcrelerin, kontrol grubunun normal endometriyum
dokusundaki salgi materyalini Ureten bez epitel
hicreleriyle benzer hiicreler oldugu distnuGimustr.
Cunku birbirine fonksiyon olarak benzeyen bu hiic-
relerin en belirgin 6zellikleri, luteal evredeki endo-
metriyumda salgi vakuolleri olusturmalaridir. in vitro
kultir kosullarindaki salgi vakuollerinin embriyo geli-
simine katkida bulunan 6zel proteinler salgiladiklari
distiniilmustiir. TIB grubundaki hiicrelerin incelen-
mesinde de ¢ok sayida, irili ufakh vakuollere sahip
hacreler gorilmekle birlikte fertil gruptaki kadar dev
vakuoller gdzlenmemistir. Bu hiicreler, TiB grubu
hlcreleri arasinda en sik gézlenen hicre tipidir. Bu
oranin ylksekligi implantasyonun kolaylasmasi ve
embriyonun beslenmesi agisindan ¢ok énemli olan
salgl materyalini saglayabilmek igin, ¢cok sayida va-
kuol olusturabilme cabasi seklinde distnuilmekte-
dir. Bu caba morfolojiye hiicre sayisinin artisi ve her
hlcrede ¢ok sayida vakuol olusumu seklinde yansi-
maktadir. Ayni zamanda calismamizdaki bu hiicre
grubunun fertil gruptaki vakuolli hiicrelerden fazla
olmasi istatistiksel agidan anlamlidir.

ikinci grup hiicreler; az sayida vakuoller igeren
“mikrovilluslu hticreler”dir. Bunlar fertil grup kokultir
hicre tiplerinden sayica en az gorulen hucrelerdir.
Mikrovilluslu hicrelerin sitoplazmalarinda az da
olsa vakuoller bulunmaktadir. Bu hiicrelerin ilk gdze
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¢arpan belirleyici 6zellikleri mikrovilluslari olmasina
karsin, yapi olarak ilk grupta tanittigimiz vakuolll
hicrelere benzemeleridir. Hicrenin mikrovillus ya-
pilari, sitoplazmadaki vakuollerin artmasi ile gittikge
degisime ugradidi izlenimi vermektedir. Kontrol gru-
bunda en az sayida goérilen mikrovilluslu kokultdr
hiicrelerine TiB grubunda da nadiren rastlanmak-
tadir. Bu durum TiB grubu dokusundaki yetersizlik
gostergelerinden biri olarak yorumlanabilir. Diger
yandan, TiB grubunda vakuol igeriginin olusma ye-
tersizliginden dolay1 mikrovilluslu hicrelerin vaku-
olli hlcreye donisiml ¢ok hizli gergeklesmekte
oldugu icin TiB grubunda en sik vakuollii hiicreler
tespit edilmis olabilir. Her iki tip hlicre grubunda da
vakuollerin varligi ve salgi materyalinin saglanma-
sina yonelik bir hiicre dinamigi dikkati gekmektedir.

Uglincli grup hiicreler ise “sitoplazmik uzantil
hlcreler” olarak adlandiriimistir. Tablo 1’de gérul-
digu gibi, bu hacre tipi fertil grubun en sik gérulen
hacre tipidir. Sitoplazmik uzantili hlicrelerin ytzeyi
embriyo transferi sonrasinda implantasyonu kolay-
lastiran 6zel reseptorleri barindiran, belki de emb-
riyonun yaklagsmasi ve tutunmasi asamalarinda ilk
iletisim kuran, kontrol grubunun pinopod olusturan
yuzey epitel hicreleriyle es degder hlcreler olabilir-
ler. Bir bagka deyigle, bu hicreler, embriyonun imp-
lantasyon sturecinde etkilesimde bulundugu ylzey
epitel hlcrelerinin kokultirdeki goruntlleri oldugu
fikrini vermektedirler. TIB grubu sitoplazmik uzan-
tih kokdltdr hacrelerinin, fertil grupta oldugu gibi,
endometriyum yuUzey epitel hicrelerine benzerlik
gOsteren hucreler olabilecedi tahmin edilmektedir.
Dokudaki epitel hlcrelerinden kdken aldiklarindan
dolayi ayni tip hiicre davranisini gdstermektedirler.
Bazen de bir tarafa dogru tomurcuklanma veya ku-
tuplasma egilimi géstermesi ise yuzey epitel hiicre-
lerinden kdken aldiginin bir kaniti olarak degerlen-
dirilebilir. Fertil gruptaki gibi bu hicrelerin de ylzey
reseptorlerine sahip olduklari, bu reseptdrlerin emb-
riyonun tutunmasinda ve implantasyonun kolaylas-
tinimasinda rol oynadiklari dusunulebilir. Sitoplaz-
mik uzantili bu hicrelerin ylzeyinde, son yillarda
konfokal mikroskopi ile endometriyal dokuda ortaya
¢ikarilan HB-EGF, integrinler, HOXA10 gibi preimp-
lantasyon sureci molekullerinin ekspresyonlari bu-
lunabilecedi dusunulmektedir. Ayrica sitokinlerin,
implantasyonu dizenleyen etkisi Gzerinde de du-
rulmaktadir [30]. Bilindigi gibi, insan embriyonik kdk
hiicreleri (IEKH) pre-implantasyon déneminde emb-
riyoda gelisen i¢ hlcre kitlesinden elde edilirler. Son
dénemde gelistirilen kiltirlerde, IEKH'nin besleyici
hlcre ile birebir temasina gerek olmadigdi, ancak
hidcre tutunmasini saglayan substratin varliginin

uzun sireli, etkin in vitro IEKH’nin kiltird igin ge-
rekli oldugu ileri striilmistir [31]. implantasyon ba-
sarisini artiran sonuglar igin, endometriyal kokultir
hiicreleri ve IEKH arasindaki hiicresel ve molekiiler
mekanizmalarin aydinlatiimasina ihtiyag vardir.

Sonug olarak, arastirmadaki hedefimiz olan en-
dometriyum kdkenli infertilitenin ana sebeplerinden
biri olan implantasyon basarisizliyina katki ve yarar
saglamak Uzere uygulanan endometriyal kokultir
yonteminin ve hucrelerinin incelenmesi saglanmis-
tir. IVF sonuglarinin basarili olmasindaki sebepler
ayrintilariyla, hucre tipi ve yapisiyla agiklanmaya
calisiimistir. Hicre tiplerinin ayrintili 6zelliklerinin
incelenmesini ve klinikte infertilite tedavi yontemle-
rine yansitilmasini esas alan daha ileri calismalara
ihtiyac vardir.
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