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OZET

Yardimci Ureme Teknikleri Uygulamasinda Tekrarlayan implantasyon
Basarisizligi Olan Kadinlarda Luteal Faz Endometriyumunun Otolog Kokultir

Endometriyumuyla Ince Yapi Diizeyinde Kasilastiriimasi

Kiltture edilen embriyolarin morfolojilerini ggtirmede ve implantasyon oranini
artirmada Otolog endometriyal kokultir hicrelerirtbasarili olduzu bulunmuytur.
Calismamizda fertil ve Tekrarlayaimplantasyon Bgarisizlgl (TiB) olan bireylerin
endometriyum dokularinin kalastiriimasi ile birlikte, bu dokulardan elde edilen
endometriyal kokdltir htcrelerinin embriyo gatnini desteklemek ve implantasyon
basarisindaki roltinii anlamak icin ince yapisinin anadilmesi amaclantir.

Bu calsmada, vaka grubunda 278 (> 3) olan ve kontrol grubunda ise 9 fertil
kadin bulunmaktaydi. Endometriyal dokular, sarananin igergiyle bilgilendirilen
kontrol ve In-vitro fertilizasyon (IVF) programina katilan halstrdan toplandi.
Endometriyal doku érneklerinin bir kismyik ve transmisyon elektron mikroskobunda
(TEM) incelenmek amaciyla bir kismi ise kultire ek icin ayrildi. Kiltire edilen
endometriyal dokununsik ve TEM ile incelenmesi sonucunda insan endorystri
kokultdr htcrelerinin 3 yeni tipi tanimlandi: Bu d¢ré tiplerinde ilk grup vakuolli,
ikincisi mikrovilliisli ve tglinct grup ise sitoplaiéruzantili hiicrelerdi. Fertil ve IB
gruplarinda endometriyal kokultir hicrelerinin yegd ve morfolojik 6zellikleri
karsilastirildi. Vakuollii hiicreler 1B grubunda en sik rastlanan hiicreler olup, ok
sayida vakuol iceriyorlardi ve endometriyum salgited hiicrelerine benzer htcreler
olarak dgerlendirildi. Mikrovillislii hiicreler Fertil ve IB gruplarinda en az rastlanan
hiicre grubuydu. Sitoplazmik uzantili hucreler idertil grupta en cok goérilen
hiicrelerdi, bu hiicrelerin pinopod yapan epitel blgrtyle benzer oldgu tahmin edildi.

Bu calgma ile endometriyal kokultir htcrelerinin, embriymplantasyon
evresini diuzenlemede o6nemli offlu disinuldd. Bu htcreler igin yapilacak ileri
calismalarin, endometriyal reseptivite veshall implantasyonun olmasinda yer alan

faktdrleri anlamamizi kolay$éirabilecesi kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Kadin infertilitesi, Endometriyal kokultiir,iB, TEM
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ABSTRACT

The Comparison of Luteal Phase Endometrium with Aublogous Co-Culture
Endometrium on the Fine Structure Level on Women Wl Have Repeated

Implantation Failure during the Assisted Reproduction Techniques Application

The coculture of human embryos with human endoaletells was described to
be successful at improving embryo morphology, dreddubsequent implantation rate.
The main aim of our study was to investigate thetipdar role of endometrial
coculture cells on the improvement of both embryarphology and implantation rates,

regarding to the fine structure level.

In this study, 27 women with repeated implantatiailure (RIF;>3 previous
IVF cycles failure) were involved in the study gpoand control group contained 9
fertile women. Endometrial tissues (ETs) were abéld from patients undergoing IVF
procedures after getting informed consent. FollgmMine endometrial coculture, ETs
were fixed and processed for light and tranmissiectron microscopy.

Three new types of human endometrial coculturesoglire defined. The first
group of cells contain vacuoles, second group maittus, and third group cytoplasmic
extension. These groups were examined by Transmigdectron Microscope (TEM).
Structural and morphological properties of thedks egere compared with their control
group and the differences were observed. Cellschwimcluded many vacuoles, had
similar morphology with endometrium secretory egiidl cells. These cells were the
most common observed cells of the TIB group. Howeeells with microvillus were
the least observed in both of the groups. In amlditcells with cytoplasmic extension
were the most frequently seen in the fertil grolahas been estimated that they were

similar to the epithelial cells which made pinopod.

It has been proven that endometrial coculture celisilate embryo implantation

stage in human endometrial tissue and these cealls advance our understanding of
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factors involved in the establishment of endomktreceptivity and successful

implantation.

Key Words: Female Infertility, Endometrial Coculture, RIF, ME

Xiv



GIRIS

Insan gekimi bir oositin fertilize olmasiyla bdar. Fertilizasyon birbirleriyle
iliskili karmasik molektler olaylar dizisidir (1). Fertilize olrguoosit, fertilizasyon
sonrasi gefimine ba&li olarak genellikle 6. ginden itibaren endometnnau
implantasyon surecine girer (2). Bu donemde, endioyaé stroma hicreleri,
blastosistin varfiina yanit verir ve farkligan metabolik aktiviteyle korpus luteum
tarafindan progesteron salgilanir. Stromanin searehicreleri desidual hucreler
olarak, olgan yanit ise desidual reaksiyon olarak isimlendirEndometriyal bezler
genkler, lokal uterin duvarin kanlanmasi artar ve ¢demydana gelir. Ostrojen ve
progesteronun stromal hicreler Uzerine bir dizisgtle sekillenen desidual hiicreler,
blastosistin implantasyonunda dnemlidirler. Gespluk ve glikojenden zengin olan bu
hicrelerin fonksiyonlarinin tamami aydinlatgmolmamasina ganen, embriyonun
beslenmesi igin elvedi, uygun bir cevre sdadigi bilinmektedir (3).

Infertilite tedavisinde Yardimci Ureme Teknikleri({Y) adi verilen yontemler
kullanilmaktadir. YUT, diiden alinan oositlerin, erkekten alinan spermles il
laboratuvar ortaminda fertilize edilmesi ve eldéesdembriyonun tekrar gli genital
sistemi icine yerlgiriimesi ilkesine dayanir. Gunimuizde vyardimci Ueem
tekniklerinden en sik olarakn Vitro Fertilizasyon (IVF) veintrasitoplazmik Sperm
Enjeksiyonu (ICSI) kullaniimaktadir (4)yi kalite embriyo transferine gaen, gebe
kalmadaki bgarisizlik, IVF uygulamalarinda énemli bir klinik gislemdir. in vitro
fertilizasyonun bsgarisini sinirlayan major faktor, implantasyon ysaigidir. Bir
blastosist, implantasyonun gb@ngici icin reseptivite kazangnibir endometriyumla
etkilesime ihtiyac duyar (5). IVF'un barisi bunlarin uyumlu gelmine baldir.
Tekrarlayan implantasyon gaxisiziginin altinda, embriyo ve endometriyumglamtili
problemler oldgu ileri strtilmektedir (6).

Ureme tibbindaki son ilerlemeleregraen, insan infertilitesine katkida bulunan
uterin reseptivitenin oynagi rol hala aciklanabilngidesildir. Implantasyon déneminde
uterus belugunu d@eyen epitelyal hicrelerin apikal membranlari, midslerini
kaybeder, yerine geni ve diz membran uzantilari ga&li (7). Pinositotik
fonksiyonlarindan dolay! bu uzantilara, 1973'te &isdve Nelson “pinopod” adini



vermiglerdir (8,9,10). Bircok ¢agmada; ovulasyon sonrasi 6. ve 8. gunler arasinda,
uterin reseptivite okmasinin blastosist implantasyonunda c¢ok Onemli g@ldu
vurgulanmaktadir. Bu kisa ve kesin periyot 48 smattlaha azdir ve bu dénem
“implantasyon penceresi” olarak tanimlanir (11). ndpod ekspresyonunun,
implantasyon penceresini lokalize etmede ve endiyakt reseptivitenin
degerlendirilmesinde faydali bir biyolojik belirtecaddilecegi ileri strtlmistar (12,13).

In vivo ortamda erken embriyonik ggiie déneminde, sitokinler ve buyime
faktorleri yoluyla embriyo ve anne endometriyumasanda guclu bir etkiggm oldugu
bilinmektedir (11). Son yillarda kadinin kendisindalinan endometriyal hicrelerin
kullanildigi endometriyal kokultir calmalar yapilmaktadir. Otolog endometriyal
kokultir (AECC) ozellikle, 3 veya daha fazla IVFndgnesine r@men tekrarlayan
implantasyon bgarisizlgl (TIB) olan kadinlar icin faydall bir tekniktir (14).2CC,’Uin,
embriyoyu blastosistsamasina gotirmesi gibi, embriyo gehine destek oldguna
dair bircok cakma rapor edilmtir (15,16,17,18). Endometriyal kokultir hicreleri
kaltar ortamina, tipik embriyotrofik faktorler olarblylime faktorleri, sitokinler ve
diger proteinleri salgilarlar (19). AECC sistemindademetriyal hiicreler ile embriyo
arasindaki direkt temasin da faydali olabifgckildiriimektedir (20,21). Ayrica bu
sistemde gejen embriyolarin implantasyon gaaisinin artgini gosteren ¢caimalar da
mevcuttur (17,18).

Spandorfer ve arkaglari, tekrarlayan IVF bgrisizlgi olan hastalarda,
endometriyumun roltint belirlemek ve gélimek icin ileri ¢calsmalar planlanmasinin
gerekliligini vurgulamglar ve AECC’den faydalanilaga zaman, endometriyumun
histolojik acgidan dgerlendiriimesinin faydali bir baki agisi getirebilegeni ileri
surmglerdir (14).

IVF basarisini sinirlayan en o6nemli faktorlerden biri ola® embriyo-
endometriyum ikkisine b&li olarak ortaya cikan implantasyonshasizlgina yeni
¢Ozumlerin bulunmasi, infertilite tedavisinde ¢akednli bir basamak olacaktir. Normal
implantasyon ortamindaki endometriyum ile implaptes bagarisizlgl olan
endometriyum arasindaki morfolojik farkhlik yetelsgin nedenlerinden biri olabilir.
Ayrica AECC sisteminde kultire edilen embriyolagiksek implantasyon oranina
sahip olmasi, endometriyal kokulttr hicreleriyle betyo arasindaki etkik@min bir



sonucu olarak aciklanabilir. Daha o6nce detaylistatamams olan endometriyal
kokultdr hicrelerinin morfolojik analizi ise bu sopigin yeni ipuglar verebilir.

Bu amacla cagmamizda, iyi kalitede embriyo transferinegmeen gebelik
olusmayan, TB olan bireylerin endometriyum dokulari ile bu dékualan elde edilen
kokultir htcrelerinin morfolojik yapilariningik ve elektron mikroskobik diizeyde
incelenmesi amaclangtir. Bunun yani sira fertil bireylerin endometriyudokulari ve
ayni dokulardan elde edilen kokultir hicreleri Kentrol gruplar olgturulmustur.
Boylece gruplar arasi farkliliklarin belirlenmese WECC’Un embriyo ge§imine ve
implantasyon bgarisina olan Kkatkilarinin  TEM vesik mikroskobik dizeyde
incelenerek ortaya cikariimasi hedeflegtmi Ayrica, endometriyum kokenli
infertilitenin ana sebeplerinden biri olan implasyan baarisizlginin muhtemel

nedenlerinin agiklanmasina katkgkailmasi da amaclansgtur.



2. GENEL BILGILER

2.1. KADIN GENITAL SIiSTEMIi

2.1.1. Kadin Genital Sisteminin Geimi

2.1.1.1. Gonadlarin Gekimi: Genital sistem erken donemde her iki cinste de
birbirine benzer, bu nedenle genital sisteminsgainin balangic periyodu “seksiel
gelisimin farklanmamy safhasi” olarak adlandinlirSgekil 2.1.). Gonadal gelimin ilk
safhalari 5. haftada ortaya c¢ikar, mezonefrozuniatinde, mezotelde bir kalirgma
meydana gelir. Bu epitelin ve altindaki megemn proliferasyonu ile mezonefrozun
medialinde bir kabariklik olan gonadal kabartisalu Parmakseklindeki primer seks
kordonlari, altindaki mezem icine d@ru kisa surede buydrler. Farklanmargonad,
dista yer alan bir korteks ve icte bir medulladansoiaktadir. Embriyo XX seks
kromozom kompleksine sahip olglu zaman, farklanmamigonadin korteksi overe

farkhlasir, medullasi geriler (23-25).

Sekil 2.1. insanembriyosunda gonadlarin ggihinin sematize goriintiisii. Farklanmangonad evresi
(22).



2.1.1.2. Genital Duktuslarin Gekimi: Disi ve erkek embriyolarin her ikisi de iki ¢ift
genital duktusa sahiptir. Mezonefrik duktus (Wdaffiduktusu) erkek Greme sisteminin
gelisiminde 6nemli bir yer tutarken, paramezonefrik diskiMullerian duktusu) el
Ureme sistemi galiminde rol oynamaktadir. 5.-6. haftalarda genitabtesn
farklanmamg safhada oldgundan, genital duktuslarin her iki cifti de bulunur
Paramezonefrik duktuslar, gonadlarin ve mezonefuktuslarin lateralinde geirler.
Bunlar dii Greme sistemi gefiminde esansiyel bir role sahiptirler. Paramezakefr
duktuslar, = mezonefrozlarin  lateral  ylUzeylerinde, zatelin longitidinal
invaginasyonlarindan ofurlar. invaginasyonlarin kenarlari birbirleriyle kagmave
paramezonefrik duktuslar meydana gelirler. Bu dsikiun hunisekilli kranial uclart,
periton bgluguna acilirlar. Paramezonefrik duktuslar embriyomeivik boélgesine
ulasincaya kadar, mezonefrik duktuslara paralel olakakjdal yone dgru uzanirlar.
Pelvik bolgeye ulgtiklarinda, mezonefrik duktuslari 6nde caprazlaverorta planda
birbirleriyle birleserek kaynairlar ve Y sekilli, *“uterovaginal primordium”u
olustururlar. Bu tubdler yapi, trogenital sinisin adkavari icine uzanir, burada bir

yukselti olan, “sinlds (mullerian) tiberkulin@lusturur (23-25).

2.1.1.3. Dsi Genital Duktus ve Bezlerinin Gelsimi: Disi embriyolarinda testosteron
olmadgi icin mezonefrik duktuslar gerilerken, Mullerianhibiting Substance (MIS)
yoklugundan dolayr da paramezonefrik duktuslar siidir. Disi genital yollarinin
cogunlugu, paramezonefrik duktus tarafindan stlwulur. Tuba uterina’lar
paramezonefrik duktuslarin biglmems kranial bolimlerinden geir. Duktuslarin
kaudal birlemis kisimlarindan ise uterovaginal primordium farktafdu yap! adindan
da anlailacag gibi, uterus ve vaginanin Ust kismini gglurur. Endometriyal stroma ve
miyometriyum, komu splanik mezegimden gelymektedir. Paramezonefrik duktuslarin
birlesmesiyle @ zamanl olarak, iki peritoneal katlantida bgite bdylece sg ve sol
kalin (broad) ligamentler ile rektouterin ve vesikerin cukurlar meydana gelir. Uterus
uzunlyggu boyunca yanlarda, kalin ligamentler arasinda, em@n prolifere ve
differensiye olarak geek ba dokusu ve diz kastan gan, hicresel bir doku olan

perimetriyumu olgturur (23-25).



2.1.2. Uterus

2.1.2.1. Uterus Anatomisi

Rektum ve mesane arasinda ygrig, kalin muskiler duvarl bir kesedig€kil
2.2.). Erskin bir kadinda uterus mesanenin arkasinda ve rideryer alir. Mesane bo
oldugunda uterus biyuk 6lgtide pubisin arkasindadir venlin duvarinda palpasyonu
glctur. Mesane doldukca normal anteversio pozisydaki bir uterus, daha vertikal bir
konum alir ve pubisin tzerine cikar. Perineal ugginaya aciliriki st ksede ise
tuba uterinalar, uterusa acllirlar. Uterus gebetikasinda yapi, buyuklik ve
pozisyonunu gegicapta dgistirebilir, 6nden arkaya basik bir armut gibidir57cm
boy, 5 cm genlik, 2.75 cm kalinlikta ve 30-40 grangidigindadir. Yapi ve fonksiyon
bakimindan korpus ve serviks diye iki kisma ayrikisi arasindaki daralmikisma

isthmus deniristhmusun i¢ kisminda ostium uteri internum bulu@27r;28).

2.1.2.1.1.Corpus Uteri: Karin baluguna serbest olarak uzanan tuba uterinanin
uterusa gig kisminin 0Ustinde kalan yuvarlak bélimine fundusirdeKorpus,
fundustan isthmusa gou daralir. On yiizii; mesaneye bakar, bu yiizi speaiton
asaglya daru servikse kadar inerek mesane arka ylzine aMeea ylzd: c¢ok
konvekstir, periton bu yluzdeas! inerek serviks ve vaginanin dst bolimind sardikta
sonra rektum on yuzine atlar. Bu ylUz ince barsakirklari ile kongudur. Fundus,
bitun yonlerde konvekstir. Ust uclarinda, tubaintdar uterusa acilirlar. Bunun biraz
alt kismina ligamentum teres uteri tuturgtom. Ust kismina ise ligamentum ovari

proprium tutunur. Bunlarin hepsi ligamentum latuteruigindedirler (27,28).

2.1.2.1.2.Cervix Uteri: Isthmusun altindaki kisimdir, 2 cm uzuniadadir.
Vaginanin i¢ine invaginasyon gosterir. Portio swpanalis cervicis; 6nde mesaneden
fibroz bir dokuyla ayrilmgtir. Portio vaginalis; vaginanin igine invagine okrkisimdir,
agzinda ostium uteri bulunur. Ostium uteri, labiuntesius ve labium posterius adli iki
dudakla ceuvrilidir. Arka dudakla vagina arasindgkimaza, forniks posterior denir.
Cavum uteri ise fundus kisminda bir Uc¢gsrklindedir, gagida bir kanal haline
donigur. Canalis Cervicis Uteri, ortada daha genmiclarda dardir. Ostium internum

aracilglyla kavum uteriye, ostium uteri aragilyla vaginaya acilir (27,28).



Sekil 2.2. Uterus anatomisinigematize gorunttsa (26).

2.1.2.2. Uterusun Histolojisi

Embriyonun blytdgl ve gelstigi organdir. Histolojik olarak 3 tabakadan glu
1) Dis tabaka: Perimetriyum adi verilir.
2) Orta tabaka: Miyometriyum denir ve kalin bir duzskabakasidir.
3) Ic tabaka: Endometriyum denilen ¢cok 6zel ve dneinlighakadir.

2.1.2.2.1. Perimetriyum Ince bir bg dokusu ile desteklen®itek sira mezotel
hiicrelerinden ibarettir (29). Uterus goévdesininaakkismi ve fundus bygekilde bir
seroza tabakasi ile gevrilgtir. Uterus on kisminin alt yarisi isegpdokusundan okan

adventisya ile cevre dokulara tutunur (30,31).

2.1.2.2.2. Miyometriyum: Uterusun miyometriyumdaki 3 muskuler tabakasiu2 d
kas tabakasini icerir. En icte longitudinal seyidrtada sirkuler ve oblik, sta ise
longitidinal seyirli diz kas tabakalarindan sohwstur (Sekil 2.3.). Damarlanma
acisindan zengin orta tabaka kas liflerinin sirkidésenmesine karn, en i¢ ve en
distaki tabaka uzunlamasina seyreder. Bu damardarirekrggm, “stratum vaskulare”
denilen arkuat arterlerin bulunglw bélgedir. Perimetriyumun hemen altinda yer alan v
uzunlamasina seyirli kas liflerinden géun ince dy tabaka ise “stratum supravaskulare”
adini alir. Uterus servikse g daralir ve kas dokusu yerini fibroz goa@okusuna



birakir. Servikste miyometriyum, sadece az sayida kas hicrelerinin oldiw ve
elastik liflerin olwturdusu siki dizensiz k| dokusu igerir. Miyometriyal kas
hiicrelerinin say! ve boyutu, 6strojen seviyelerighglantihdir. Ostrojen olmaginda,
miyometriyal kaslar atrofiye gider, bazi hicrelgoopitoza yenik dger. Gebelik
doneminde, ince gltabaka stratum supravaskulare’'de, diz kas hlordeesayica agi
ve blyume izlenir. Bununla birlikte hicre sayiskidartisin sadece diz kas
hiicrelerinin bolinmesinden mi, yoksa diz kas lif@rasinda diferensiye olmagni
hicrelerin farklilamasindan mi okiugu acik dgildir (30). Bu donemde, duz kas
hicreleri, protein salgilayan hicrelerin ve akoflajen sentezleyen hticrelerin ince yapi

Ozelliklerini gosterir (29).

Sekil 2.3. Uterusun luteal (sekretuar) faz histolojik géranmtd&0.H.E (32).

2.1.2.2.3. Endometriyum: Endometriyum, biyokimyasal faktorlerin gonun
uretildigi ve damarsal yapi olarak gigen derecelerde kanlanan kagnkabir dokudur.
Implantasyon boyunca endometriyumun Kkalitesinin sntasi icin, steroid bamli
mikroskobik goruntuler, noninvaziv endometriyal rodoji ve kalinhk gibi
makroskobik kriterler vardir. Ancak halen bu kriéersubjektif olup targuimaktadir
(33).



Endometriyum; basit silindirik epitel ve lamina pr@anin olyturdusu, uterusun
mukozal d@emesidir. Epitel; silyasiz sekretuar silindirik ngler ve silyali hiicrelerden
olusur (30). Menagtan 6nce, uterusun silindirik epiteli silyalidigkiat sonra hicrelerin
cogu silyaya sahip dgldir (34). Lamina propriada, miyometriyuma kadaranan
kivrimli basit tibdler bezler yedmistir (30). Bezler arasinda ggak ba dokusu olan
stroma yer alir. Epitel, yiksek derecede hiicreeetok sayida kan damari iceren bir
stromaya dayanir. Mezenkim dokusuna benzeyend&densiz ba dokusu ¢cok sayida
yildiz sekilli mezeimal hicreler, makrofajlar, lenfosit ve granilekd8itleri iceren,
retiktler liflerden zengin 6zel bir Badokusudur. Pubertenin amasindan menopoza
kadar endometriyum periyodik, morfolojik ve fonksnel deisiklikler gosterir.
Ovaryumlarin sekretuar aktivitesine gha olarak 28 gin ara ile tekrarlanan bu
degisiklikler “menstrual siklis” adini alir ve ¢ili hormonlarla kontrol edilir.
Endometriyum 2 tabaka igerir (32).

1) Fonksiyonel tabaka; menstruasyonla atilan, kaliagyel tabakadir.
2) Bazal tabaka; derinde dar bir tabaka olup, menissildkiis boyunca fonksiyonel

tabakanin yenilenmesini @ayan tabakadir (30,31).

2.2. MENSTRUAL SIKLUS HiSTOFiZYOLOJiSi

Insanda menstrual sikliis, mepaile balamakta, menopoza kadar devam
etmektedir. Bu sure icerisinde kadinlarda endomatnun yizeyel fonksiyonel tabakasi
menstrual siklis boyunca duzenli birgdgklige urar. Bu dgisim ayni zamanda
ovaryumda folliktllerin gelimeye baladiginin ve ovumu olgturdusunun gostergesidir.
Hipotalamus, gonadotropin tetikleyici hormon salgis hipofizden Folliktl Stimulan
Hormon (FSH) ve Luteinizan Hormon’larin (LH) sertlegnesine neden olur. Bu
hormonlar da ovaryum follikillerinden salinan 6grg progesteron hormonlar ile
folliktllerin buyime ve gelimini ve ayni zamanda uterinal siklisin devargin
sgilar (35,36). Klinik calgmalara gore ortalama 28 giin olan siklis uzgmlunormalde
25 ile 35 gun arasinda geklik gosterir. Tum dgurgan yaam siresince az
degiskenlik gosteren bu sure 36-40 syarasinda kisalmaya ¢sar. Bunun nedeni
folliktler faz uzunlgundaki degisikliklerdir. Luteal faz, siklislerin %90-95’inde 106



gun sdrer. Follikiler faz sdresince, follikiller rgle 1-2 mm buylrken, oOstrojen
seviyeleri artar ve endometriyum kaligita(36,37).

2.2.1. Normal Menstrual Siklis

Menstrual siklis; endometriyumun fonksiyonel talsakdaki gekimsel sirecin
devamhlgidir. Hipofiz 6n lobunun uyarimi altindaki ovaryumormonlarinin (6strojen
ve progesteron) etkisi endometriyumun menstrualisilesnasinda dongusel-yapisal
degisimlere girmesine sebep olur. Pratik olarak menssikéisiin balangici, menstrual
kanamanin gorildiil gtin olarak alinir. Menstrual siklis i¢in birbaidina devam eden

Uc faz tanimlanmstir ve bu fazlarda birinden girine ani dgisiklikler olmaz (3,31).

2.2.1.1. Proliferatif (Follikiler) Faz: Menstrual fazdan sonra, uterus mukozasi
bezlerin bazal kisimlarini iceren kicuk bigldokusu tabakasindan ve az sayida spiral
arterlerden ibarettir ve yakiik 1 mm kalinhktadir. Ostrojenlerin etkisiyle piferatif
faz bglar. Stratum bazaledeki stromal, endotelyal veedyat hiicreler hizla prolifere
olmaya balarlar ve c¢eitli degisiklikler gosterirler:

Bezlerin bazal kismindaki epitelyal hicreler, bezlgeniden olgturur ve
endometriyal ylzeyi ortmek icin goc¢ ederler. Tunolieratif faz boyunca hiicresel
cogalma devam eder. Boylece hem bezler hem de endguoratin ylzey epiteli
yenilenir. Ayrica bg dokusu hiicreleri de galirlar, kollajen ve temel madde sentezi
yaparlar, lamina propria icinde temel madde birilBu durum endometriyumun bir
batin olarak blyumesine sebep olur. Spiral artededometriyumu yenilemek Uzere
uzarlar. Bu arterler sadece hafif kivrimhdir vedemetriyumun (st (cte birine
uzanmazlar. Proliferatif faz, ovulasyon sonrasiggkadar surer, 28 gunlik siklistun 14
gunune kadar devam eder. Bu fazin sonunda endguometryaklgik 3 mm kalinlga
ulasir. Bezler, dar limenli ve nisbeten duzdur, haffighh gortntidedir. Epitelyal
hicrelerin bazal kisimlarinda glikojen birikimi dar. Rutin histolojik doku takip
asamalarinda, birikim olan bolgelerde glikojenin eesh sonucu, bazal sitoplazmada
bosluk gorunttst olgur (3). Bu fazin daha sonraksaanalarinda dstrojen seviyesinin

yukselmeye devam etmesi ile bezler kismen kivrialirken limenleri de gegier.
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Endometriyal bezlerde suren mitotik aktiviteyleirgdirik htcreler, hicre yinlar
olusturdusundan, yalanci ¢ok katli gorinim alabilirler. Owylan genellikle siklisin
14-16. gunleri arasinda gercefiteve hipofizden salinan LH hormonu bu dénemde

maksimum seviyededir (35).

2.2.1.2. Sekretuar (Luteal) FazfFonksiyonel tabakada progesteronun etkisi altinda
ovulasyondan sonra 1. veya 2. gundsldra Endometriyum ¢demli hale gecer ve
yaklasik 5-6 mm kalinlga ulaabilir. Bezler geniler ve tirbyon gibi helezoniksekiller
olusturur (3). Endometriyal bez hicrelerinin limene draliizeylerindeki supranuklear
salg! vakuollerinin gérinumu belirgindir. Salg! mafali apokrin salgilama ile bez
[imenine verilir. Bez hicrelerinin liminal ylzeyldiizensizlgir ve bozuk bir gorinim
alir. Bezler kivrintili hal alir ve limenleri saligg geniler. implantasyon gercekime
ihtimalinde gel§meyi desteklemek tzere, bez epitelinin Ugethesleyici dgeri yiksek
mukoid sivi ve Ozellikle de glikojene, ihtiyac dlyu Mitoz nadirdir, epitelyal
hicrelerin hipertrofisi, damarlanma artive endometriyumun 6demli hal aidi
gozlenir. Spiral arterler, uzar ve kivrimh hale lige endometriyum ylzeyinin
yakinlarina kadar uar. Ostrojen ve progesteronun stromal hiicreler iiizeetkisi,
onlarin desidual hicrelere glgmini salamaktadir. Desidual reaksiyon, stromal
hiicrelerin geni soluk renkli ve glikojenden zengin hicrelere dgimilyle sonuclanir.
Bu donigim icin en 6nemli uyari, blastosistin implantasydumu Stromal hicrelerin
kesin fonksiyonlari bilinmemesine gaen, embriyonun beslenmesi icin elgbrbir
cevre sgladiklari ve gebefiin sonunda olgturduklari 6zellemis tabaka sayesinde,
uterin duvardan plasentanin ayrilmasini kolgtyldiklari aciktir (3,35). Luteal fazda
korpus luteum tarafindan salgilanan progesterombormiktari énemlidir. Progesteron
miyometriyumun diz kas hicrelerinde kontraksiyomhibe eder, aksi halde
embriyonun implantasyonunu tehlikeye sokabilir.fBz 16. giinden 25 ve daha sonraki
gunlere kadar devam eder (35,38). Sekretuar famntasnda endometriyumda 3 farkli
bdlge izlenmektedir:
Kompakt tabaka: Hafif demli olan, ylzeye yakinermlimdir. Bezlerin diz boyun

Kisimlarini igerir.
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Spongiyoz tabaka: Ygun 6demli olan lamina propriyanin paokusu ile birbirinden
ayrilmis kivrimh bezleri icerir. Kompakt ve spongiyoz t&babirlikte fonksiyonel
tabaka olarak isimlendirilir. Bu iki b6lim menstayan sirasinda atilan boltimlerdir.
Bazal tabaka: Bezlerin alt bolumlerini iceren inedakadir. Siklik dgisime en az
ugrayan bu bolim, menstruasyonla atiimayaguilocu tabakadir.

Fertilizasyon gercekiéenez ise korpus luteum 10 gin hormon Uretmeye devam
eder. iskemik donem progesteron seviyesindesnigye bgl olarak olian,
menstruasyondan hemen onceki kisa sureli donerkdimksiyonel tabakada, spiral
arterlerde olgan ani biuzgmeye bgl olarak beslenme bozukdu gelsir. Bunun
sonunda endometriyumda solukluk ve hiimé izlenir. Y@unlasan stromada ise 16kosit

infiltrasyonu meydana gelir (31).

2.2.1.3. Menstrual FazFertilizasyon gercekignez ise uterustan kanama qluve
menstruasyon BR&r. Korpus luteumun fonksiyonunun, yayjla 14 gin sonra
kendiliginden durmasi sonucunda 6strojen ve progesteragesen azalir Sekil 2.4).
Bu hormonlarin etkisiyle galinis olan endometriyumda gerileme sta ve
endometriyum kismi olarak dokulur. Kanamadan oOnc2kigin endometriyumun
fonksiyonel tabakasinda, spiral arterlerin duvaréaalikli olarak kasilarak kan akimi
engellenir. Olgan iskemi endometriyumun fonksiyonel tabakasinikremuna neden
olur. Kivrimli arterlerde ¢ok kisa sire bir kezadiisyon olgur ancak yine de dnceki
olaylar nedeniyle damarlar zayif gii. Kasilan damarlarin yukarisinda bulunan kan
damarlari yirtilir ve kanama gar. Damar duvarlarindaki pargcalanma sonucundgaaci
cltkan kana, nekrotik endometriyum dokusu ve beazlegekresyonu eklenir.
Endometriyum kismen ayrilgbir hale gelir. Dokilen miktar kadinlar arasindekfilik
gosterir, hatta ayni kadinda farkli donemlerde biliesiskenlik gosterir.
Endometriyumun tim fonksiyonel tabakasi dokulsekdesire¢ 3-4 gin devam eder.
Normal bir menstrual periyotta, bazi kadinlardaalebk olmasina gmen, yaklaik 35
ml kan kaybedilir. Menstrual fazin sonunda endometndan geriye, endometriyum
bezlerinin bazal uclarini iceren bazal tabaka k&uradan bez hiicrelerinin galmasi

ve bunlarin yiizeye goc etmeleriyle proliferatif fazsiklus tekrar bgar (30,38).
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CVULASYON

Sekil 2.4. Menstrual siklis boyunca dlan dgisikliklerin sematize goérintisi (39).
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2.3. YARDIMCI UREME TEKN IKLERT (YUT)

2.3.1. Fertilizasyon

Fertilizasyon, tuba uterinaya atilan haploid saydamozom iceren metafaz I
ovumun, yine haploid sayida kromozom igceren spammie birlesmesi olayidir (40).
Over, silyall silindirik epitel ile dgeli tuba uterinanin dalgalanan fimbriyalarina
kapalidir. Ancak peritoneal sivi, ovaryan yuzeyydsn boya gecer ve tuba uterinanin
infindubular kismina ovule olan ovumun stamasini sglar. Oositler Graaf
follikilinden serbest kaldiktan sonra 12 saat igifettilize olabilir. Koitus, prostatik
Uretradan seminal sivinin salinimini uyarir ve nagin arka forniksine almasini
sgilar (41). Fertilizasyondan 6nce spermlerin epidalitmir olgunluk sireci gecirmeleri
gerekmektedir. Bu slrec¢ “epididimal maturasyonarak adlandiriilmaktadir. Akrozom
antijenlerinin sunulabilir hale gelmesi icin akrozomembraninin ortadan kalkmasi
gerekmektedir. Dgal yollarla servikal mukus icerisinde gercalde bu olay
“kapasitasyon” olarak adlandiriimaktadir. Her ikay da internal fertilizasyona uygun
evrimsel bir adaptasyon sireci olaralgeidendirilebilir. Kapasitasyon 1si pamh bir
olay olup 37-39°C vicut I1sisI gerektirir. Kapasitas sonucunda sperm yuzeyindeki
glikoproteinler ayrilarak reseptérler ortaya cikriamkr. Bu olayda arylsulfataz,
fucosidase, taurine gibi enzimler rol almaktadpe®n hareketlifini tuba uterinanin
mekanik o6zellikleri dyunda dger fizyolojik 6zellikler de belirleyebilir. Yapilan
calsmalarda tuba uterina epitelinin gerek sperm meslit gerekse embriyo
gelisiminden sorumlu glikoprotein yapisinda bazi fal@drbalgiladii gosterilmitir.
Leukemia inhibitory factor (LIF) bunlar icinde emé&mli 6rneklerden biridir. Yapilan
calsmalarda tuba uterina epitelinin LIF'UG, sUrekli velkgek konsantrasyonda
salgiladgini gosterilmgtir (40).

Korona radiatadaki follikiler hiicrelerin birbirindeyrilmasi i¢cin sadece spermin
akrozomundan salinan hyaluronidaz enzim aktiviyeterli degildir. Tubal mukozal
enzimler de hyaluronidaza yardim eder (42). Tuleaind ampullasina gelen spermlerin
oositle birlgemesinde rol oynayan U¢ temel dizenek vardir. Burdpermin vitellin
tabakaya tutunmasi, akrozom reaksiyonu ve membranlkaynamasi seklinde

siralanabilir. Normal fertilizasyon surecini takibék 24 saat icerisinde embriyoda iki
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adet pronukleus goérular. Pronukleuslarin  gérilmekiboratuvar ortaminda
fertilizasyonun morfolojik bir gostergesidir (40).

Pronukleuslarin zarlari parcalanir, kromozomlarikadir ve mitotik htcre
bolinmesi icin dizenlenir. Fertilize olgoosit veya zigot tek hicreli bir embriyodur.
Her bir pronukleustaki 23 kromozomun bgrieesiyle 46 kromozomlu bir zigot alur
(3). Immiin sistemi baskilayici bir protein olan erkenaj@ifaktorii (EGF), trofoblastik
hiicrelerden salgilanir ve fertilizasyondan 24-4& sanra anne serumunda ortaya ¢ikar.

EGF, gelsimin ilk 10 ginindeki gebelik testlerinin en énesidir (43).

2.3.2. YUT'nin Basarisi

1978 yilinda bildirilen ilk bgarili IVF gebelginden sonra IVF-ET uygulamalari
her gecen giin giderek artan bir kullanim alan! lakha ve infertilite tedavisi icin YUT
uygulamalari yayginkmaktadir. Ancak, ginimuzde yeni tekniklerin ve imkan
gelismesine ramen YUT baari oranlari halen istenilen seviyedesitidir ve literatiirde
%5-60 gibi cok dgisik oranlar bildiriimektedir (44).Bu konuda her gecgin yeni
parametreler dgerlendirmeye alinmakta ve bazilarinin gergekternsiedanitlanirken,
bazilarinin da etkileri tagiimaya acik kalmaktadir.

Ciddi tubal hasar, ciddi erkek faktoru gibigdr tedavilerin yetersiz kalgh
durumlarda YUT ilk tedavi olarak kullanilan bir y@mndir. Cgu infertilite
tedavilerinin baarisiz oldgu aciklanamayan infertilite olgularinda, son sekevlarak
YUT kullanilabilir. Fonksiyonel uterusu bulunmayhastalarda YUT, tayici annelere
embriyo transferi yapilarak §nin kendi genetik devamlgina olanak sgar. Kalitsal
genetik hasta@n olan ciftter YUT ve Preimplantasyon Genetik TaRGT) adayi
olabilirler (45).
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2.3.3.In Vitro Fertilizasyon

Ciftlerin ortalama %15'i infertilite problemiyle kalasmaktadir. Bu ciftlerde,
%50 oraninda kadin faktori, % 40 oraninda primkelefaktori ve %10-15 oraninda
aciklanamayan infertilite s6z konusudur (44). YUdndbiri olan IVF uygulamalari ilk
olarak tamir edilemeyen tubal hasari olan ciftigmedimci olmak adina getiriimis ise
de gunimizde pek ¢cok endikasyon icin kullaniimaktd®'F, laboratuvar kgullarinda
overlerden toplanip, fertilize edilen oositten g@o embriyonun uterus igerisine
yerlestirildi gi bir tekniktir. IVF endikasyonlari olarak, tubaktor, endometriozis, erkek
faktoru, aciklanamayan infertilite ve immdanolojikertilite siralanabilir (45,46).

Bunun yaninda; over rezervi normal ancak mille@genezi, ciddi intrauterin
yapsiklik, histerektomi gecirme gibi uterin problemiaal ciftlerde de tayici annelik
sistemi ile kendi oositlerinden yapilan YUT uygukdari ile gebelik elde
edilebilinmektedir. Bu gun icin IVF uygulamalarin@30 oraninda canh gam orani
elde edilebilmektedir (45,46).

IVF uygulamalarinda kariyi etkileyen dnemli faktorlerden biri ileri angesidir.
Ovaryan cevabin azalmasi, geh follikil ve elde edilen oosit sayilarinin yeteré
uygun kalitede olmamasi ve oositlerde kromozomalnaadi riskinin artgi yasa bali
olarak ortaya ¢ikan olumsuzluklardir. Ozellikle, B8 Ustii olgularda gebelik oranlari
bu sebeplerden dolay dramatik olarakrdéktedir. Orngin, 40 ya altinda 3'den fazla
folliktlir olan kadinlarda canli gmm oranlarinin %32’lerden, 40 yézerinde 3'den az

folliktli olanlarda %4’lere dimesine neden olmaktadir (47).

2.4. EMBRIYO IMPLANTASYONU

2.4.1 implantasyonun Molekiiler Mekanizmasi

Dogal sikluslerde, gejen embriyo ve olguntan endometriyum arasinda
kendiliginden olgan bir uyum vardir. IVF siklislerinde azalnimplantasyon
oranlarindan, ovo-endometriyal uyumsuzluk sorumituddstrojen ve progesteronun
fizyolojik rolunun bircok taslg cikarilmasina r@men, bu molekiler @ ve
faaliyetlerinin ¢c@u hentiz aydinlatilabilmidesildir. Bu konuda belirlenen molekdller;
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sitokinler, biylume faktoérleri, matriks metalloprot@zlar (MMP),adezyon molekdlleri,
ekstraselliler matriks komponentleri ve homeobdé&ment iceren genlerdir (48).
Endometriyumda ¢li yapisal, hiicresel ve molekiler olaylar dizisnplantasyon
penceresi ile kontrol edilir ve bu durumun sonuaunehdometriyal reseptiviteyi
salayan gerekli elemanlar ortaya cikabilir (49). Btesst ve endometriyal epitelin
adeziv etkilgimin ve blastosistin stroma igine penetrasyonu ggnekli olan molekuler
olaylarin ayni anda ortaya ¢cikmasi gerekmektedast®sistler, endometriyal epitel ile
sadece implantasyonun pencere doneminde gtkigegirebilirler (50). Bunu belirleyen
ise, korpus luteumdan salgilanan progesteronunneatiyumdaki etkileri ve bunlari
takip eden gebelin 4'tincu gunuandeki kugik bir 6strojen pikidir (89).

Cozunebilir HB-EGF, blastosists@masina ukama ve implantasyon yuzdesini
artirmaktadir. insan endometriyumu HB-EGF mRNA'sinda menstrual eabbem
bagimsiz dgisiklikler gozlenir. Bu madde, luteal evrede artmakitaplantasyondan
hemen Once en yuksek olmakta ve ardindgmeutedir. Protein ise stromaninggdma
safhasinda gorilmekte, fakat orta luteal fazda evadioyal epitelin apikal yiizeyinde
ortaya cikmaktadir.insan HB-EGF'sinin implantasyondaki roliiniin, famédine
benzemesi olasidir (50,52).

Prostaglandin ve prostasiklin (PGI-2) sentezinddit kbir enzim olan
siklooksijenaz 2 (COX-2) erken implantasyon mekaraiari icin gereken bir dizi
sinyallesme yolaklarinda énemlidir (53). COX-2 den yoksusildie, PGI-2 eklenmesi,
desidual reaksiyon ve implantasyonun meydana gataescok etkili olmgtur. Bu
durumda hicre-matriks ve htcre-hicre yagasini iceren 6nemli fizyolojik olaylarin
cogunda PGI-2'nin; bir COX-2 Urunu oldu ve implantasyon igin gerekli uterin stromal
degisikliklerin meydana gelmesinden sorumlu aiduleri striimektedir (52).

Integrinler; transmembran glikoproteini olup, emblgjik gelismeye katilir.
asB3 integrin ve onun ligandi osteopontin, trofoblastkaetkilesimde, endometriyum
limen epitel ylzeyinden immunohistokimya ile pdzitesbit edilmstir. Epitelyal
lokalizasyon ve ekspresyonuna bakamgRs;'tin, embriyonik tutunma icin potansiyel bir
reseptor olabilegg soylenebilir (54).Integrinler, en iyi cafilan adezyon grubudufs
ekspresyonu; bir IVF programinin gaausini tahmin etmek icin faydal olabilir (55).
Integrin asBs ekspresyonunun artmasi, endometriyal reseptivite lgr isarettir.

Literatiire bakilincagss integrin, klinik icin oldukga umut vericidir (56)integrin ve
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pinopodlarin ekspresyonu, kontrol grubu ile skastirildiginda, farkli hormonal
stimulasyon protokolleriyle dgsmez (57). Selektinler; I6kosit transendotelyal
trafiginde cok dnemlidir.L-selektin, damarlanmada |6Kesih yapsmasinda gereklidir.
Kadherinler; kalsiyum hkamh hicre-hiicre adezyon mekanizmasindan sorumlu
glikoproteinlerin bir grubudur. Menstrual siklistrellikle orta-sekretuar fazinda insan
endometriyal epitelinde progesteronla kalsitoninlinsai uyarilir. Kalsitonin
implantasyonda potansiyel bir dizenleyicidir. Agnhicre ici kalsiyum salinimini
izleyen, endometriyal kalsitonin amti E-kadherin ekspresyonunu diizenleyebilir ve
blastosist yerlgminde etkili olabilir. Immiinglobulinler; endometriyumun hem stroma
hemde epitelyal hicrelerinden salindiklari icin, tofiayolojide 6nemlidirler.
Interselliler Adezyon Molekili-1; iki farkl seviyedaktive olarak‘endometriozi$
patogenezinde rol oynar. Bu molekulin yiksek yapi potansiyeli de, endometriozisin
sik tekrarlama nedenini agiklar (58). Musinler (MJ@dezyon sgayan molekullerin
aksine anti-adeziv etkili bir gruptur. Endometriyalsinlerin salinimi ilgingtir. Musin
ailesinden olan MUC1, embriyo implantasyon icingdbyer ve d@ru zamani bulana
kadar embriyoyu kovan bir molekuldir. Bu durumdialcaktivasyon mekanizmalarina
ihtiyag vardir. Embriyonun, MUC1 engelinisraak icin, eksprese etii tetikleyici
faktorler olabilir (59) Sitokinler; c¢ok sayida fizyolojik role sahip kiguk
multifonksiyonel glikoproteinlerdir. Bu molekilleri davranglari,  vicuttaki
implantasyon ve immun fonksiyonla ilgili go surecle bgantihdir. Sitokinler ve
kimokinler, implantasyon boélgesinde trofoblast fddgsmasinda ve trainde rol

oynarlar, implantasyon ve plasentasyonda 6nempdiansiyele sahiptirler (60).

2.4.2 implantasyon Fizyolojisi

Implantasyon fizyolojisinin diizenlenmesinde stetwidmonlarin yeri buyuktir.
Dolayisiyla endometriyumun morfolojik giiklikleri de steroid hormonlarin etkisi
altindadir. Dgal bir menstrual sikliste follikiler fazda salgmaaya balayan
progesteronun etkisiyle sekretuar ggéklikler gozlenir. ilk sekretuar dgisiklikler
siklistin 15-16. gunlerinde @ar ve baaril bir implantasyonun olmmasi igin gerekli
olan uterin reseptivite donemine kadar surer (&Zun zamandir steroid hormonlarin

implantasyonun fizyolojisini ne dizeyde etkilgidsorusuna yanit bulmak icin bir¢ok
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calisma yapimgtir. Ancak c@unlukla immuanohistokimyasal yonde vyapilan bu
argtirmalari ince yapi duzeyinde destekleyen sgadlar oldukca yetersiz kalgtir.
Ostrojenin endometriyumdaki dstrojen ve progestesseptorlerini (ER, PR) arttiggl
ve progesteronun ise luteal fazda ER ve PR’leriraltagl bilinmektedir (62-64).
PR’lerin kaybolmamasi implantasyon penceresininikgeesine yol agmakta ve bu
durum ekzojen progesteron verilmesiyle dizeltilmlektedir (65). ER ve PR’lerinin
siklistin 20. gunidnden sonra kaybolmasiyla overkisiein azalmasi, stromanin ve
implante olacak embriyonun endometriyumda yaptldagisikliklerin implantasyonda
onemli rol oynadiklarini diiindirmektedir. Mekanizma ne olursa olsun ER ve
PR’lerinin implantasyonun BEmasinda kritik bir rolt oldgu bildirilmektedir. Ayni
zamanda steroid hormonlarin etkisinin endometngatfoloji Gizerine direk etkileri de
yine pinopodlar ve ger yapilar dgerlendirilerek gozlenngtir. Simon ve arkadgari
son zamanlarda implantasyon Uzerine dstrojenirsiatin folliktl stimule eden hormon
(FSH) ile step-down rejimin uygulanmasini 6nefierdir. Boylece follikillerde ylksek
dizeyde yanit okup, implantasyon 6ncesi donemde &strodiol seviyedealir ve

endometriyal reseptivite gedibilir (66).

2.4.3. Endometriyal Reseptivite

Endometriyum, puberteden menopoza kadar olan sinde belirli periyodlarla
en blayuk dgisiklige usrayan tabakadir ve Ureme fizyolojisinde ¢cok onebli yere
sahiptir. Ceitli deneysel ¢cabmalarda, endometriyumun implantasyon icin hazinignd
goOsterilmi ve bu doénem implantasyonun pencere ddénemi olaseklandirilmistir.
Endometriyumdaki ¢dtli yapisal, hicresel ve molekiler olaylar implasgon
penceresini olgturur ve boylece endometriyal kabul gdsaslayan gerekli elemanlar
ortaya cikar (67-69).

Implantasyon bgrisizlgl; IVF gebelik oranlarinda ariy etkileyen en biyik
engellerden biridir (70,71)Cok sayida protein ve molekulller endometriyal gpadyi
etkileyebilir, ancak onlarin implantasyon sureckakisi ve klinik kullanima gegi
yeterince anlglamamstir. Insan endometriyumu fertilite belirleyici bir fakt@larak
disundlebilir (72).Insan embriyosunun implantasyon siireci, endometriyei@mbriyo

arasinda uygun bir diyata ihtiyac duyar. Maternal agidan, reseptif endomyatn bir
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on kosul gibidir (73). implantasyon; blastosist ve endometriyal tabakatasiada
kendiliginden gelgen dinamik bir stre¢ olmasinagraen, implantasyon penceresi
boyunca endometriyumun hazirlanmasi tamamen méateagaaklhidir. Aksine saikl
kadinlarin infertilitesinin en biyik sebebi, Uretrtginin hentiz ¢éztimlenemeylan
implantasyon bgarisizlgidir.  Gergekte, IVF'de implantasyon orani %25-30
civarindadir (74). Yetersiz endometriyal resepéiviimplantasyon Barisizlginin
yaklasik Ucte ikisinden sorumludur (75). IVF'de tekrareyimplantasyon Barisizlgi
kompleks bir konudur ve tamamen ami@mamstir (76). Embriyonik andploidi, uterin
kavite anomalileri ve d@smis endometriyal reseptivite potansiyel sebepler &laspor
edilmistir (77). Embriyo, transfer ©6ncesi morfolojik ol&rabazi kriterlere uygun
olmahdir. Ancak buna gamen andploidi olabilir ve implantasyonu etkiley@h(b6).
Transformasyon ve stromal desidualizasyonsaiusekretuar faz endometriyumunda
belirleyici hormon progesteron iken, proliferatdzin dominant hormonu 0Ostrojendir
(78). Implantasyonda; ovaryan steroidlere yanit olaraksamiuuterin duyarllik:
prereseptif, reseptif ve nonreseptéklinde U¢ fazda programlanir. Bilirgili gibi
blastosist, endometriyumun benzersiz morfolojik veolekller dgisimleriyle

karakterize reseptif fazda implante olur (79,80).
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2.4.4.Pinopodlar

Pinopodlar; implantasyona hazirlanan endometriyuyiizey epitelinde gérulen
en belirgin morfolojik parametrelerden biridir. Eoxdetriyum ylzey epitelinde pinopod
olusumu ve miktar, implantasyon ve gebelik oranlarhogru orantili olarak
etkileyecek 6nemli bir kriterdir (13). Oncelikle dsttosistin endometriyuma implante
olabilmesi icin c¢eiti asamalardan gecmesi gerekmektedir. Pinopodlar,
endometriyumun blastosistle ilk kdesilastigl yapilar olabilir. Endometriyal dokunun
hem morfolojik hem de fonksiyonel olarak gigmleri sonucu olgan bu yapilarla
blastosist arasinda 0zel etkilaler oldusu disintlmektedir (80,81). Pinopodlarin sayi
olarak en cok, goruntl olarak en buylk, yer yerbarbsi ve dolgun yapilar olarak
gorundigu  donemi, “implantasyon penceresi” olarak gedendirilmistir (82).
Pinopodlarin, implantasyon bélgesindeki endomeltsya Uzerinde etkili olabilecekleri
boylece adezyon ve invazyon sirecini kolaytabilecekleri Uzerinde durulmaktadir
(83). Huicre uc kisimlarinin icleri blastosisti kaledip besleyecek mukoid 6zellikte bir
materyalle dolu olan ¢ok sayida vakuol icermesiusanhicre apikalinin digsime
ugrayarak pinopod denilen hicre uzantilarinistledusu Gzerinde durulmgiur. Bu
donemde mikrovillusler azalirken pinopodlarin  @rtti g6zlenmgtir. Ratlarda
reseptivitenin olgtugu donem boyunca uterin kaviteye uzanan epitelyadrédérin
mikrovilluslerini kaybettgi ve yeni membran uzantilari gglgi gozlenmstir (84,85).

Pinopodlar, gik mikroskobik mikrograflarda dahi kolaylikla gonkebilir (86).
Ancak ik mikroskobunda ger yapilar pinopodlar icin yaniltici olabilir (87).
Pinopodlar, embriyonun endometriyuma yahiasi ve tutunabilmesgsamasinda ggli
molekdllerin ekspresyonunu gerceftlemektedir ve bu durumu aciklayan bazi
argtirmalar yapllmaya devam etmektedir. Taramal etektmikroskobuyla (SEM)
tesbit edilen pinopodlarin ylzeyinde, immunohistoy@sal boyama ve konfokal
mikroskobi ile heparin kgayan epidermal biylume faktorin (HB-EGF) wvarli
bulunmutur. HB-EGF’in transmembran formu hiicre adezyorgéietyle bglantilidir
ve muhtemelen pinopod transmembrani icinde ortesar ¢88,89)lleriki yillarda HB-
EGF'nin immunohistokimyasal yontemlerle belirlenmeaplantasyon penceresi igin
bir markir olabilir (85). Pinopod ekspresyonunderléme veya gerilemenin gimasi

hormonal tedaviye ve bireyin kendine 6zel yanibegidir (13).
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Orta luteal fazdan gec¢ luteal faz boyunca pinopadleastlanabilir, ancak
pinopodlardan ziyade endometriyal apikal yuzeyde rfohgik degisikliklerin
olusmasinin buydk 6nem galigini belirten argtirmacilar vardir (90). Elektron
mikroskopla ince yapisi incelenen pinopodlarin papive gortntileri progesteron
dizeylerine bghdir (91). Menstrual siklis boyunca pinopodlariir lekspresyon
dizengi meydana getirmesi bu aglumlarin implantasyon markiri olabilegefikrini
desteklemektedir. Endometriyumda blastosist implsydnuna hazirlanmak Uzere
ovaryan hormonlarin etkisi altinda bazi ggélikler olusur (92). Blastosist
implantasyonu igin uterin reseptiviteyi eturan hiicresel ve molekuler olaylarin rat ve
farelerde progesteron ve dstrojen tedavisinin etkie bgl oldugu sOylenmektedir.
Insan ve Rhesus maymunlarinda endometriyumun sakretlgunlamasinin
ostrojensiz, yalnizca progesteron saliniminglibaldugu, tek baina progesteronun
implantasyonu destekledi vurgulanmaktadir (93,94). Birgcok gtamaci da uterin
reseptivite ve pinopod ekspresyonunun kesinliklegpsteron bamli oldugunu ve
ostrojenin yiksek dozunun pinopod formasyonunulastbsist implantasyonunu inhibe
ettigini rapor etmglerdir (84,95). Yine bircok ¢caima ile hormonal tedavinin uterin
reseptivitenin zamanlamasini ilerletebilen veyaildeebilen etkisi oldgu ve pinopod
ekspresyonunu ve blastosist implantasyonunu etkilegbsterilmitir. Develioglu ve
arkadalarinin 1999 raporlarina goére histolojik tarihlekréeri, dstrojen ve progesteron
reseptorii ve pinopod goruntilerinin zamanlamasikdatrollii ovaryan stimtlasyon
arasinda onemli bir gki vardir. Reseptivitenin endometriyal gortintistmaia erken
ortaya ciktgl ve bu durumdan human koryonik gonodotropin (HG@jilmesinden
sonra artan progesteron seviyesinin sorumlu g@ldbelirtiimistir (96). Buna kagin
Gonodotropin Releasing Hormon analo (GnRH-a), 0Ostrojen ve progesteron ile
Hormon Replasman Tedavisi (HRT) uygulananlarda pacloekspresyonunun daha gec¢
olarak 22. guin civarinda oldu rapor edilmgtir (97). Luteal faz ortasinda her 2-3 giinde
bir dogal ve HRT sikluslerinden alinan endometriyal 6reeklpinopod goriinme
zamanlamasi, kadinlar arasinda 5 gun kadattlile oldugunu goésterngtir (98).
Pinopodlarin ygam siresi Uzerine 48 saati gecmeyatebelirten Nikas (99) ve
arkadalari yani sira Acosta ve ark. (2000) siklis sonuwgru pinopod benzeri

uzantilarin en az yedi gun yer &ohi rapor etmglerdir (100).
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2.4.5. Tekrarlayanimplantasyon Baarisizligi

Tekrarlayan implantasyon gisizliklarinin etiyolojisi hentiz aydinlatilabilgni
degildir ve muhtemelen sorunun nedeni birden fazladiiB etiyolojisi uterus,
endometriyum ve tuba uterinalara ait sorunlar, eybkusurlari ve dier etkenler
olmak Uzere U¢ grupta incelenebilir. Tekrarlayarplamtasyon bgarisizlginin tanimi
ardsik ¢ IVF/ICSI-ET siklusunda veya toplam 10 adei kalitede embriyonun
transferini takiben gebelik ojmamasi olarak kabul edilmektedir (101). Bugiine kada
yapilan cakmalar sonucunda implantasyon ve gebelik oranlaetkileyen balica
faktorler arasinda oosit/embriyo kalitesi ve endimem yer almaktadir (102).
Implantasyon bgrisizlgl Greme tibbinin hentiz ¢ozilmeanginemli bir problemi olup,
bu durumdan yetersiz endometriyal reseptivitenimsiu olabilecgi dustinulmektedir
(103, 75).

Endometriyumun tarihlenmesini tanimlayan bir gala Noyes ve arkaglar
(104) tarafindan elli yildan daha fazla bir zamaee yapilmgtir. Morfolojik kriterleri
gosteren bu makalenin infertilite literatiriindegak atif yapilan makale olmasi dikkat
cekicidir (105).Su an bavuru kitaplari da infertil ciftlerin dgerlendiriimesinde rutin
olarak luteal faz endometriyal histolojinin inceteasini tavsiye etmektedirler (61,100).
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2.5. EMBRIYO KULTURUNDE ENDOMETR 1YAL KOKULTUR

2.5.1. Endometriyal Kokultir Uygulamalari

IVF'de kullanilan in vitro kaltir sistemleri, in vo sartlara mimkin oldgunca
benzer ortam kallan saglamayl amacglayan sistemlerdir (17, 77, 106, 107y. B
sistemlerden sirall, tek, kondisyonel ve kokultistesnleri aktif olarak gunumizde
kullaniimaktadir. Endometriyal kokdlttr sistemi iBarmat ve arkadéari tarafindan
uygulanmgtir ve bu sistemin embriyo gegin parametrelerini iyilgtirdigi ve oosit
donasyonu vakalarinda gebelik oraninda d& adiladigli kaydedilmstir (107,108).
Simon ve arkglari benzersekilde, insan embriyolarinin blastosistamasina kadar
kiltire edilebilmesini gdayan ve kiltir ortamina embriyonik parakrin molkadin
salinimini indiikleyen endometriyal epitel hicreldan olgan bir kokdltir sistemi
tanimlamglardir (17). Joo BS.ve arkadglarinin ¢calsmasinda ise endometriyal kokulttr
sisteminin embriyo gealimini desteklemesini embriyo ve helper (destek) ralesi
arasinda hucreden hicreye direkt temasingradib&li oldugu iddia edilmgtir. Ayrica
medyumlardan geriye kalan toksik zararli maddelern reaktif oksijen thrlerinin
kokulttr hucreleri tarafindan elimine ediidive ayni hicrelerin besleyici maddeleri
kaltar ortamina salarak embriyo g@ini olumlu etkiledgi gosterilmitir (109). Rubio
ve arkadglari implantasyon barisizlgi olan kadinlarda endometriyal kokultlr
uygulamalar ile daha yuksek implantasyon ve gkbadanlari elde etngierdir (110).
Kumtepe ve ark. bircok ko-kultiir ¢cgnalarinda transfer edilen embriyolarin gelis
ic hicre kitlesi yapisina sahip olduklarini, gelbedonuclari ve devam eden gebelik
oranlarinda anlaml bir astg6zlendgini bildirmislerdir (111).

Bununla birlikte, kokulturin etkingiyle ilgili karsit gérislerde vardir. Fabbri ve
arkadalarn kokdltire alinan embriyolarin uterusa transi@en sonra gebelik
oranlarinin gercek astyla sonuclarin ¢cedebileceini belirtmislerdir (112). Plachot M.
ve arkadslari; kokultir sonucunda, graniloza hucrelerininbego gelsimini olumlu
etkilemesine rgmen, TIB olan bireylerde gebelik oranlarinda bir gele s@lamadgini
vurgulamslardir (113). Menezo, Urman ve Balaban ise buna od&rak canli
blastosistleri daha kapsamli inceleyebilmek icikiktir veya sirali medyum kullanimi
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konusundaki tercihin bugin hala tamall bir konu oldguna dikkat ceknsierdir
(77,114).

Kokultir yontemi her ne kadar uygulamasi nisbeten, zitizlik ve tecribe
gerektiren zorlayici unsurlar icerse dejBTolan vakalar icin hbaariyr artirdg
bilinmektedir. Embriyonun; eskiden beri kullaniimakolan geleneksel medyumlardan
olusan besiyerleri yerine, anne endometriyumundan eldieen otolog endometriyal
dokuda kultlre edilmesinin, gebelik oranini olunolarak etkiledgini bildiren birgok
argtirmada (13, 106, 115), otolog endometriyal koktltércih edilmstir. Bazi
argtirmacilar cakmalarinda kokultir hicreleri arasinda ortaya ciletkilesimin
morfolojik yansimalarini deerlendirmglerdir (110,116-119). Daha ©Once kokultir
sistemleriyle caban aratirmacilarin bir kismi insan hucreleri haricindectdlerle
kokulttr calsmalari yapmglardir (120-123). Daha sonra insan Ureme sisterymddel
olarak tuba uterina (124,125), tuba uterina-endayueh sirah kokulturleri (125,126),
endometriyum (127,128), kuimdulus-grantloza hucre(@29-131) gibi farkh hicre
gruplari da kullanilngtir.

Gunumuze kadar yapilgnolan kokultir hiicrelerine ait ultrastriktirel gaialar,
genellikle oosit graniloza hicreleri ile yapigtm (132). Nottola ve arkadkrn da
kultire edilmg granuloza hicrelerinin bazi biyolojik 6zelliklare ince yapisi hakkinda
incelemelerde bulunmlardir (117,132).

2.5.2. Monolayer Endometriyal Kokultir

IVF'de kullanilan in vitro kultir keullari her ne kadar kabul edilebilir iyi
embriyo gelsim ve gebelik oranlari géasa da bugin hala istenen yeterliliktegittr.
Bu nedenle, embriyo kalitesini gdirmeye yonelik ileri cakmalarda modern kokultir
teknikleri kullaniimaktadir (133,134). Bu sistemihén en buyidk avantaji, kokdlttr
hdcrelerinin ortama embriyotrofik maddeleri salmasi ortamdaki toksik maddelerin
kaltir medyumundan uzalfarmasidir (20). Besleyici maddeler, biylume faldiiyl
sitokinler embriyotrofik faktorleri olgtururken, kultir medyumunda ortaya cikan
amonyum, serbest radikaller,gia metaller de atilmasi gereken toksik ajanlari
olusturmaktadir. Monolayer kokultirlerin 6zelliklerindlébiri medyumda ortaya c¢ikan

embriyotrofik faktdrlerin hicre tipine spesifik odmasidir. Ayni zamanda kaltur
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ortamindaki zararli elementlerin elimine edilmesilali hiicre tiplerinin genel 6zgili
saylilabilir. Ayrica monolayer kokdilttr hicreleringenel etkilerinin yani sira hicre
tipine spesifik belirli etkileri de olabilir (135)Monolayer kokultlr hicrelerinin asil
islevi, blastosist gamasina kadar embriyolarin in vitroskdlarda kultire edilebilmesini
ve sonucunda yuksek implantasyonsdvesini sglayabilmesidir. Bu glevini, insan
embriyosunun in vitro kaullardaki metabolizmasini duzenleyerek
gerceklgtirebilmektedir (136). Serum destekli medyumlarlekléltirin kiyaslandg
prospektif randomize ¢camalarda da somatik hiicreler ile kokultiire edilerbeyolarin
blastosiste ukana oranlarinda agtigorilmisttr (137). Buna karn, kokultir sistemleri
ve geleneksel medyumlar arasinda fark olaghadibelirten caymalar da vardir
(138,139).

Her nekadar gunumuizde IVF'de kullanilan ticari Ktltsistemleri in vivo
kosullari sa&lamaya calsa da, Ureme sistemi hucrelerinin sekretegiethiiyime
faktorleri ve potansiyel parakrin sinyaller yontundeksiklerdir (108). Dinamik bir
organizma olan embriyo, hem otokrin hemde cevresindelen parakrin sinyallere
yanit verebilir. Grup halinde kiltire edilen insa@mbriyolarinda morfolojik
karakterlerinin daha iyi geligi ve bu durumun, embriyolardan gaicikan faktorler ile
saglandgl belirtiimistir. Embriyodan ¢ikan parakrin sinyallerin, endomyatl stromal
hicreleri uyararak insulin benzeri dbayict protein (insilin-like binding protein)
sentezini uyargy gosterilmgtir (140).

Monolayer kokulttr sistemlerinde, helper hicreldgnilen farkl tipte hicreler
kullaniimaktadir. Kullanilan hiicrelerden biride amsendometriyal stromal hicreleridir.
Bu hucrelerin in vivo ortamdaki embriyonun implasyanunda, fizyolojik rollerinin
bilinmesine r@men, kokiltlr sistemlerindekislevsel mekanizmalari tam olarak
bilinmemektedir (140,141).

Kokaultir sistemleri birbirleriyle kiyaslanginda AECC sisteminin etik, medikal
ve pratik acidan kolayarici 6zelliklerinin daha fazla oldgw sdylenebilir (142).
Endometriyal kokultlr htcreleri, insan embriyolaninblastosist samasina kadar
kiltare edilebilmesini desteklemesinin yani sirejbeyonun parakrin salinimini da
uyarmaktadir. Bu htcreleffs integrin subunitleri gibi adezif molekullerin salmini
diizenleyerek endometriyal reseptivitenin galini de sglamaktadir (143,144). iB

olan kadinlarda ise, bu kultir sistemi, transfenrasi embriyo ve endometriyum
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arasinda daha iyi bir uyum glaasini sglayacak embriyonik genom ekspresyonunu
dizenlemektedir.

IVF de blastosist transferi, implantasyon ve gdbelgisindan, klivaj donemi
embriyo transferlerine gére dahasaalidir. Bu nedenle 6zellikle gal gebelik riskini
azaltmak ve gebelikansini arttirmak icin blastosist donemi embriyomsfar stratejisi
benimsenmektedir (145). AECC uygulamalari blasteslsadar embriyonun kultire
edilebilmesini sglamasi nedeniyle tercih sebebidir. Ayni zamand&ajite embriyonik
gelisim sglanarak, X veya Y h#antili hastaliklar ve tek gen hastaliklar icintergo
biyopsisi yapilabilmesine olanak vermektedir. Bundgbi bircok avantajina gamen,
endometriyal kokdlturle ilgili bilinenler IVF vakatinda endometriyal reseptivite

gelisiminin daha iyi anlailmasi acisindan yetersizdir (142).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. KOKULTUR PROTOKOLUNUN UYGULANMASI

3.1.1. Kokultur Sisteminde Kullanilanlar Listesi

Tablo 3.1: Kokiltirde Kullanilan Kimyasallar

Ko-Kultlir Malzemeleri Marka Seri-No
Penisilin/Streptomisin (100X) | GIBCO 15070-063
EBSS SIGMA REF E2888
Tripsin-EDTA GIBCO,Grand Island,03-053-1B

NY

Kollojenaz tip 2 SIGMA C 6885-100MG

%0,25 Tripsin-EDTA sol. GIBCO-BRL 25200-056

High Glucose Dulbecco’'s GIBCO-BRL 11960-044

Modified Eagle’s Medium

(DMEM-HG)

RPMI1640 With L-Glutamine Biological Industries  QD0-1B

L-Glutamin Solution 200mM Biological Industries  020-1C

Serum Substitute Suplement Irvine Scientific Santg 99193
Ana

RBC Lysis Solution 5 PRIME GmbH 2301300

Non-Esansiyel aminoasitGIBCO 11140-035

soltisyonu (NEAA;100X)

Fosfat Dengeli Tuz SolisyonuGIBCO 14190-091

Ca-Mg icermeyen
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Tablo 3.2: Kokiltiirde Kullanilan Sarf Malzemeler

Ko-Kultiir Malzemeleri Marka Seri-No
Cam Pastor Pipeti Isolab 10803002
15 ml Polystyrene Conical Tube BD Falcon- Blue Mhx | 35 2095
Falcon 2ml Pipet Serological Pipet 35 7507
Falcon 5ml Pipet Serological Pipet 35 7543
Falcon 10ml Pipet Serological Pipet 35 7551
Tissue Culture Dish Falcon Primarid” Tissue Culture 35 3803
Dish
Tissue Culture Flask Becton Dickinson 35 3023
Tissue Culture Dish Nunclof Surface 176742
Falcon Center-Well Organ Culture Dish Becton Dnskin 35 3037
Endo Cell Pipelle Wallach Surgical Devices, INC | 720218
Minisart filter 0.20pum Sartorius 16555
Tissue Culture Flask Becton Dickinson 3014
6-kuyucuklu hiicre kalttra kabi NuP@8152 795152
75 cntlik hiicre kaltir flaski Falcon 353024
25 cnflik hiicre kltir flaski Falcon 353014
50 ml vida kapakli konik ttp Falcon 35 2070

30




Tablo 3.3: Kokiltirde Kullanilan Demirba s Ekipmanlar

Ekipmanlar Marka Tanitici Bilgi
Stereo Mikroskop Zeiss Stemi2000
Istk Mikroskobu Olympus BX50

Mikro  Manipulator  Sistem Narisige/Olympus Ix70

Invert Mikroskop

Su aritma cihazi Millipore FAANG2458B
Laminal Flow Kabin K System

Su Banyosu Nuve Bath 5NP
Santrif(j Heraeus 40 064-065
Inkubator Heraeus BB6220
Inkuibator Heraeus Cytoperm2
Mikropipet6r 100ul Eppendorf A 015
Mikropipetor 20ul Eppendorf 0-32
Hassas Terazi Electronic Balance AX200
Kabin ici Inktibator Labotect

Vorteks Velp Scientific 14813
Buzdolabi Bosch 0157
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3.1.2. Calsma Gruplarinin Tanimlanmasi

Calismamizin ilk kisminda, iki grup ofturuldu. Vaka grubu olarakistanbul
Memorial Hastanesi Yardimci Ureme Teknikleri ve &@nTani Merkezi'ne infertilite
nedeniyle bgwuran ve 1B endikasyonu konan toplam 27  bireyin
endometriyumlarindan alinan biyopsi 6rnekleri topla Kontrol grubunu ise yine
Istanbul Memorial Hastanesi YUT ve Genetik Tani Meike caitli baska nedenlerle
basvuran 9 bireyden alinan biyopsi Ornekleri giludu. Biyopsi 0Orneklemesi
yapilmadan dnce bireyler detayekilde bilgilendirildi ve onamlari alindi. Bu ¢gina
Istanbul Memorial Hastanesi Etik Kurulu tarafindamy alinarak yapildi.

TiB vakalarinin ve fertil (kontrol) grubun ortalamgaslari  sirasiyla
32+7.3(min.:22-maks.:40) ve 33+5.2(min.:22-maks.:4@li. Calsmamizda 1B
endikasyonu, 3 veya daha fazla YUT denemesinddaimgsyon bgarisizlgl nedeniyle
gebe kalamama durumu olarak tanimlandi. Her ikipgdia, anemnez alinirken
Ozellikle menstrual periyod siresi ve periyodunetiiigi sorgulandi. Tim bireylerin
menstrual periyodlar 27-28 gindiu ve dizenliydid&mnetriyal biyopsi yapilabilmesi
icin bireylerin menstrual siklusun orta luteal fagda olmasi gerekliydi. Bunun tespitinde
dikkate alinan kriterler menstrual siklisin 19-gfinde olmasi, ultrasonagrafi (USG)

kontroliinde korpus luteumun g6zlenmesi ve endosnetrikalinlgiydi (7-9mm).

3.1.3. Endometriyal Biyopsilslemi

Endometriyal biyopsisiemi amelityathanede, steril falarda bireyler sedatize
edildikten sonra gercekfgrildi. Islemde negatif basingli pipelle uterin kaviteden wok
aspire edilmesi ggandi. Ortalama 20gr endometriyal doku @inglindi ve %2 heparin
ve 1001U/ml penisilin, 0.1mg/ml streptomisin ve B.@)/ml amfoterisin iceren Early’s
Balanced Salt Solution (EBSS) icine konuldu. Dokargalari ameliyathaneden
bekletiimeden IVF laboratuvarina getirildi vdeime alindi. Doku parcalarinin yakila
2/3 kadari endometriyal kokultigleminde kullaniimak Gzere ayrildi. Kalan kismi ise

elektron mikroskobik doku bloklarinin hazirlanmakarkullanildi.
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3.1.4. Endometriyal Epitel-Gland (EE) ve Stromal (ES) Huce Elde Edilisi ve

Kaltard
Memorial Hastanesi IVF laboratuvarinda endometrgaitel-gland ve stromal

hicre elde ed#i ve kultiri icin Barmat ve arkaglarinin kullandgl yontemin
laboratuvar keullarina adapte edilmiprotokolt kullanildi (18,106,107,108). Protokol
asagida detaylsekilde aciklanmtir:
1. Ameliyathaneden steril kallarda kadin hastaliklari ve gom uzmani tarafindan
alinan endometriyal biyopsi 6rgie steril 1001U/ml penisilin, 0.1mg/ml streptomisie
0.25ug/ml amfoterisin iceren Early’s Balanced S&tilution (EBSS) veya %0.9
izotonik sodyum klorir icinde IVF laboratuvarina tigli ve doku ornekleri
bekletiimeden gleme alindi. Tum siemler laminal flow altinda steril kallarda
gerceklatirildi (Sekil 3.1.).
2. Endometriyal dokular birka¢c kez 100l1U/ml penisili,1mg/ml streptomisin ve
0.25ug/ml amfoterisin iceren EBSS ile kanin uzgtkidmasi icin yikandi.
3. Yikama sonrasi doku parcalari mekanik olarak makagaklasik 1mnt luk kiigiik
parcalara bolindl ve parcalar otomatik pastor pysetimi ile 15ml'lik santrifuj
tuplerine (Falcon,#2095) transfer edildi.
4. Sonraki enzimatik aytirma icin, doku parcgalarinin tizerine 10ml kollgenTip Il
0,25% ilave edildi. Doku pargalari iceren tupu 37deki calkalamali su banyosunda 10
dk. bekletildi.
5. Sire sonunda parcalanan dokular otomatik pastd@tipip birka¢c kez homojenize
edilip 5 dk. oda isisinda bekletildi (gravite sedintasyon) ve siuire sonunda ¢Oken doku
parcalarinin tzerindeki stipernatant ¢ekilereyk@air ttipe transfer edildi.
6. Diger tupe transfer edilen supernatant 5 dk 400g'ddifgdlj edildi. Santrifuj
sonrasinda supernatant atilldi ve dipteki hicreefpeih Gzerine 1 ml L-Glutaminli
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 medyukandu ve tip stroma 1 olarak
etiketlendi.
7. 1k tupdeki dibe ¢oken enzimatik yolla tamamiyle gelanmamy doku parcalarinin
Uzerine ise tekrar 5 ml kollojenaz Tip 1l 0,25%vigaedildi ve 37°C’deki calkalamali su
banyosunda 5 dk. bekletildi.
8. Ayni islem 3 kez daha tekrarlandi. Her seferinde supemhaigpten alinarak

santrifijlendi ve stromal hicreler agtirildi, enzimatik yolla tamamen ayuirilamayan
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ve Ozellikle gland iceren dokular ise kollajenaz T 0,25% maruz birakildi. Bu
islemler sonunda 3 adet tlp stromal 2-3-4 olaraledghkdi.

9. Dordinciu glem sonunda tupin dibinde kalan ve kar tanelerieezbyen gland
hicre gruplarinin Gzerine 10 ml 100IU/ml penisilif,1mg/ml streptomisin ve
0.25ug/ml amfoterisin iceren EBSS eklendi ve pijgehomojenize edildi§ekil 3.2.).
10.Homojenize edildikten yakigk 15-20 saniye sonra 10ml lik soliisyonun 8’ sil
pipetle alinarak b&a bir tipe aktarildi. Tup 4009’ de 5 dk. santriédildikten sonra
supernatant atildi. Bglemin amaci daha saf bir gland hticre grubu eldeletm
11.Gland olarak kalan hiicre peleti, 25dik hiicre kiiltir flaskina (Falcon;3014) 3
mllik ko-kultir medyumu ile ekildi. Bu medyum L-@taminli RPMI sollisyonuna
%10’luk hasta serumu ve 100IU/ml penisilin, 0.1mgtreptomisin ve 0.25ug/ml
amfoterisin eklenerek ojturuldu. Ekimi yapilan flask 37°C de, %5&Qceren
inkibatdre uzun sdreli kdlttr icin konuldu.

12.Stromal 1,2,3 ve 4 olarak etiketlenen tuplerin ilderi tek bir tlipte toplandi ve
400g’ de 5 dk santriftj edildi.

13. Santrifuj sonrasi supernatant atildi ve yiksek daastromal hicre iceren pelletin
tzerine 1 ml RBC (Red Blood Cell Lysis)-Alyuvar palayici solisyon eklenip 5 dk.
oda isisinda beklenildi.

14.Endometriyal doku Orrignin yetersiz oldgu olgularda madde 11 ve 13’ de
belirtilenin aksine elde edilen toplam gland vestal hiicreler homojenize edilerek tek
bir adet 25crhlik hiicre kiiltur flaskina (Falcon;3014) ekildi.

15.Sdre sonunda, tipe alyuvar parcgalayici solisyoaktive etmek i¢in 1:1 oraninda
kokultir medyumu kondu ve tip 400g’de 5 dk. saiitedildi ve supernatant atildi.
16.Kalan pelletin tizerine ise 3ml'lik kokiiltir medyuneklendi ve 25 crlik kiltiir
flaskina ekim yapildi. Ekimi yapilan flask 37°C d&5CQ iceren inklbatére uzun
sureli kaltdr icin konuldu$ekil 3.3.).

17.Kudltdrlerin medyumu her 3 ginde bir, gunlik olaréazirlanmg ko-kultlr
medyumu ile dgistirildi.

18.1. hafta sonunda flasklarin yakla %90’ nini kaplayan gland ve stromal hicreler

zeminden tripsin-EDTA ile kaldirldi.
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Sekil 3.2. Kokdltur hiicrelerinin gland ve stroma hiicreleriyeigtiriimasi.

Sekil 3.3. Kokiiltire endometriyal dokunun stereo mikroskomalhki gérintist X10.
(Sekil 3.1,Sekil 3.2,Sekil 3.3. icin Memorial Hastanesi YUT ve Genetik tlezi AR-GE
laboratuvarinin izni alinngtir).
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.3.2. TRANSMiISYON ELEKTRON M iKROSKOBiK iNCELEME

Tablo 3.4. TEM Doku Takibinde Kullanilan Kimyasallar ve Malzemeler

Kimyasalin Adi

Ozelligi

Gluteraldehit

%25 EM Grade 450ml

EMS cat:16400

Osmium Tetroksit

0,1gr. 1kt./10Adet

EMS Cat:19110

Tampon D-PBS Dulbecco’s PhosphateEC B 4004L
Buffered Saline

Plastik Araldit 212 kit AGAR

Propilen Oksit Propilen Oxide 450ml. MERCK

Kursun Sitrat Lead Citrate 100gr EMS

Uranil Asetat Uranil Acetate 25¢gr EMS

Distile Su DS cihaziyla hazirlandi G/F/L

Grid EMS Cat:G300-Cu

Boya Toluidin Blue 50gr 22050

Tablo 3.5. TEM Endometriyal Doku Takibinde Kullanilan Ekipmanlar

Kullanilan Ekipman | Marka ve Ozellikleri

Isimleri

Istk mikroskobu Olympus BX50

Transmisyon Elektron Jeol 1011

Mikroskop

Ultramikrotom Leica Reicherts/M26

Etav Elektro-mag 5040BP

Distile su cihazi G/F/L 2001/4

Rotator Falc F205

Santrif(j Micro22R D-78532

Fotasraf -kamera Nikon Coolpix 5000  digit
kamera
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3.2.1. Endometriyal Doku ve Endometriyal Kokultir Hicre Toplulugunun
Gruplandiriimasi
Calismanin endometriyal doku kesitleri 4 gruba ayriladakerlendirildi:
1
2
3
4
Elektron mikroskobik doku takibi icin Asena K, Rekave arkadglarinin kullandgi

Fertil (kontrol) grubun endometriyum dokulari

Fertil grubun kokultire endometriyum hicre topfuu
TiB (vaka) grubu endometriyum dokulari

TIB grubu kokultiire endometriyum hiicre topku

yontemin laboratuvar kaollarimiza adapte edilmprotokéli kullanildr (110,146).

3.2.2. Dokularin Tesbhiti ve Transmisyon Elektron Mkroskop (TEM) Doku
Takibine Alinmasi

Elektron mikroskobik inceleme icin alinan dokuléancelikle, kan, mukus, akinti
sivisindan temizlenmek lzere, hassasiyetle 100lAnisilin, 0.1mg/ml streptomisin
ve 0.25pg/ml amfoterisin iceren Early’s Balancedt Salution (EBSS) ile birkac kez
yikandi. Tesbit edilmek tzere, 1 mm?®lik parcalagdiindi ve 1. tesbit solisyonumuz
olan % 2.5'luk hazirlanan gluteraldehit igine kadwl Yaklgik 4-6 saat tesbit edilen
dokular, tampon solisyonu igine alinarak yikandr fAkama 10 dk. olmak tzere 3 kez
tampon soliisyonunda yikandi. Sonrasinda yeni taenpbndi, gece boyunca tamponda
bekletilerek, fazla tesbit solisyonunun dokudanklzariimasi sglandi. Ertesi gin
tamponu uzakkirilan dokular, ikinci tesbit solisyonu icine kand%Z1’lik osmium
tetroksit(OsQy) solisyonu icinde 1,5 saat tesbit edildi. Dokulaiyaha yakin koyu renk
almasi, bu sire sonunda yeterli tesbitila@ams oldugunun gostergesi olarak kabul
edildi. Dokularin tesbit edilmeleminin amaci, dokunun huicre yapisini canli hadéine
yakinsekilde korumakti. Tesbitleminin ardindan PH’y1 nétralize ederek doku hasari
en aza indirgemek ic¢in, dokular tampona alindi we@3 10’ar dk. tamponda bekletildi.
Bu agamaya kadar olan tingleémler buzdolabinda (+4 °C) gercettialdi.

3.2.3.Dehidratasyon:

Bu islem doku icindeki serbest suyun bir solventle gikaasi icin yapildi ve bu
amagcla artan oranlarda etil alkol kullanildi.
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Sonraki gamalarda doku takibisagidaki sekilde uygulandi:
1- % 30 etil alkolde +4 °C’de 10 dakika.
2- % 50 etil alkolde +4 °C’de 10 dakika.
3- % 70 etil alkolde +4 °C’de 10 dakika.
4- % 90 etil alkolde oda isisinda 10 dakika suregatorda.
5- %100 etil alkolde oda 1sisinda 10 dakika sureylatorda.
6- %100 etil alkolde oda 1sisinda 10 dakika sureylatorda.
(Etil alkol ve gdmme materyali arasinda geg@ivisi olarak propilen oksit
kullanildr).
7- Propilen oksitte oda isisinda 15 dakika sursyti@torda.
8- Propilen oksitte oda Isisinda 15 dakika sureyti@torda.

3.2.4. Resirinfiltrasyonu:

Propilen oksit ve gdémme materyalinirgaaall olarak dokulara infiltrasyonunu
sailamak Uzere, propilen oksit ve rezin kamlari uygulandi:

a

b

c

d

Propilen oksit (3/4) + Gomme materyali (1/4) : atsaotatorda.

Propilen oksit (2/4) + Gomme materyali (2/4) : atsaotatorda.

Propilen oksit (1/4) + Gomme materyali (3/4) : atsaotatorda.

Saf rezine konularak gece boyunca rotatorda dohetédikarstiriidi.

3.2.5. Dokularin Gémiilmesi ve Bloklamdslemi:

GOomme Materyali: Araldite CY212 R1030 kullanildi:

Araldite CY212 0 &l
Sertlatirici DDSA 22 ml
Hizlandirici BDMA 1,1m
Plastikletirici Dibutil Fitalat 1ml

Ertesi gin dokular taze hazirlanmgdmme materyali kullanilarak polietilen
kapsillere gdbmuldi ve 60 °C etlivde 36 saat birakjgolimerizasyonu giandi. Bu
sure sonunda polimerize olan doku bloklari, icitéunduklari polietilen kapsullerin
bisturi ile kesilmesi sonucunda ¢ikarildi.
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3.2.6. Doku Bloklarindan Kesit Alinmasi:

Oncelikle her gruptaki tum doku bloklarindan 50®66 kalinlikta yari-ince
kesitler alindi ve toluidin mavisiyle boyandi. Kiesi; X10'luk, X20'lik ve X40’lik
blayutmelerle gik mikroskop (Olympus) ile incelendi, kesitlerin lamli bélgeleri
belirlenerek ince kesit almgamasina gecildi. Her gruptan 9’ar olgu secildi

Doku bloklarindan, ultramikrotom (Leica Ultracutg icam bigcak kullanilarak

ortalama 70 nm kalinhkta kesitler elde edildi \akiv gridlere alindi.

3.2.7. Kontraslama:

Uranil asetat ve kgun sitrat, doku kesiti sayisina uygun olagakilde, boyama
kabinin kuyucuklarina damlatildi. Gridlerin dokullman mat ytizeyleri, uranil asetat
iceren kuyucuklara birakildi. 5 dk. sonra ilk kaaulgridden bgdanarak sirayla distile
suda calkalanan gridler kurutmagka ile fazla suyu alinarak kgun sitrat iceren
damlalarin Gzerine birakildi. Burada da 5 dk. atujridler tekrar distile sudan gecirildi
ve grid kutusundan alingl numaralara yerkdirildi. Kesitler, kontrastlandiktan sonra
incelenmek Uzere Jeol 1011 transmisyon elektronraskobu ile dgerlendirildi ve

resimleri ¢ekilerek, bilgisayara kaydi gercekiiddi.

3.3.iISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME:

Endometriyum kokultir yari-ince kesitleri (500-60tm), toluidin mavisiyle
boyanarak stk mikroskobunda (Olympus BX50) incelendi. Fertiluga ait 6, 1B
grubuna ait 10 farkli bireyden elde edilen endoiyaitr kokultir hicrelerine ait
kesitlerin fotg@raflari cekildi. Preparatlar,sik mikroskobunda X20'lik ve X40’hk
buyutmeler ile incelenerek hem fertil hemd&BTgrubunda 3 tip hiicre ayirt edildi.
Bireylerin her birine ait bger fotggraf ve her fotgraftan 100 hicre sayildi. Her
fotograftaki hicre tiplerinin rakamsal olarak gdeleri not edildi, fotgraflarin tamami
deserlendirilerek her hicre tipinin aritmetik ortalasnalde edildi. Hicre tiplerine ait
sayisal dgerler ile calsmanin istatiksel analizi yapildi. Fertil vdBr gruplari arasinda,
hicre tipleri frekanslari agisindan gozlemlenerklfigklarin anlamh olup olmadghini
tesbit etmek icin istatiksel metod olarak “ki-kaealizi” uygulandi.
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4. BULGULAR

4.1. FERTIL ve TiB GRUBU BIREYLERIN ENDOMETRIiYAL GLAND VE
STROMASININ iNVERT M iKROSKOPLA GORUNTULER i

4.1.1 Fertil Grup Endometriyum Dokusu Gland ve Stroma Goruntuleri

Sekil 4.1. Fertil grupendometriyum dokusu kokdltir gland ve stroma gariéni X20. Siyah ok; gland

htcreleri, bukli ok; stromal hiicreler.

Sekil 4.2. Fertil grup endometriyum dokusu kokdltir glandsieoma goéruntileri X40. Siyah ok; gland
hicresi, bikuli ok; stromal hiicre.
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4.1.2. TiB Grubu Endometriyum Dokusu Gland ve Stroma Gériintileri

Sekil 4.3. TIB grubu endometriyum dokusu kokiiltiir gland ve stagiriintiileri X20. Siyah ok; gland
hicresi, bikali ok; stromal hiicre.

Sekil 4.4. TIB grubu endometriyum dokusu kokiiltiir gland ve stogiriintiileri X40. Siyah ok; gland
hicresi, bikali ok; stromal hiicre.
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Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4.’deki fotgraflar Memorial Hastanesi YUT ve
Genetik Merkezi Ar-Ge laboratuvarinda, fertil véBTgruplarinin yaklak 7-10 gin
kiltare edilen endometriyum dokularindan elde ediatograflar invert mikroskopla
X20'lik ve X40’'hk buayutmelerde cekildi.Sekil 4.1. ve 4.2.’de fertil gruba ait
fotograflar gorilmekte olup kulttr tapai %90 oraninda kaplayan kokultar htcreleri
izlendi. Sekil 4.3. ve 4.4. ‘te gorileniB grubuna ait fotgraflardaki hiicrelerin fertil
gruptakine benzegekilde hiicre sayisi olarak iyi ggin gosterdgi fark edildi. X20'lik

ve X40'lik buylatmelerde her iki grupta da endomttigland ve stromal hucreler

belirgin olarak izlendi.

4.2. FERTIL VE TiB GRUBU BIREYLERIN ENDOMETRiYUM DOKUSU
ISIK M IKROSKOBiK GORUNTULER i

4.2.1. Fertil Grup Endometriyum Dokusu Isik Mikroskobik Goruntuleri:

Apikalde yluzey epitelinin silindirik hiicrelerdenustugu ve hicrelerin birbiri ardi
sira, bitsik bir dizende siralangh gozlendi. Epitel kalinfi, tek katli basit silindirik
gorinime kiyasla, belirgin  derecede yiksek silikdigorinimdeydi. Epitel
hicrelerinin toluidin mavisiyle boyandiktan sonm@ggnun acik renkte ve aktif hicre
gorunuminde oldiu saptandi Sekil 4.5, Sekil 4.6). S&lam ve sureklilik gosteren
epitel hicrelerinin [imene bakan yuzlerinde, ugrkiarda daha belirgin ve ¢ok olan
vakuol yapisinda okwmlar belirlendi. Yuzey epitel hicrelerinin @mlugu salgi
vakuolleri ile dolu, limene uzanan pinopod yapmarsahipti. Hucrelerin ¢ekirdekleri
de okromatik yapida ve bir kismi ¢ift gcekirdekggeiiyordu. Epitel hticreleri ile stroma

arasinda duzenli bir bazal lamina gozleniyorgiek{l 4.6).
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Sekil 4.5. Fertil grup endometriyum dokusu ylizey epiteli trema goriintiisii X40. Stromada desidua
benzeri hicreler izlenmekte. Beyaz ok; desidua érzicreler, ¢ift yonli ok; endometriyum ylizey
epiteli, siyah ok; pinopodlar, bl; bazal lamina.
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Sekil 4.6. Fertil grup endometriyum dokuswik mikroskobik gorintust X20. Yilzey epiteli ve
stromadaki desidua benzeri hicreler. Cift yonluerdometriyum ylzey epiteli, $@; desidua hicreleri,
sol ok; ¢ift cekirdekgikli epitel hiicreleri, siyatk; pinopod, bl; bazal lamina.

Bazal lamina altinda oldukca §oan ve ¢ok sayida hiicre iceren stroma yer aliyordu.
Stromal hicrelerin ¢ok sayida ve daha aktif oldukiark edildi. Cgu alanda stromal
hicrelerin desidual hiicrelere dgtigu belirlendi Sekil 4.5, 4.6 ve 4.9). Ygun stroma
arasinda yer alan ve limene acilan kivrimli tibbkzlere de siklikla rastlandjekil

4.7 ve 4.8).
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Sekil 4.7. Fertil grup endometriyumunda bez epiteli ve stromagdrintist X20. Siyah ok; duz ve

kivrimlanan tubuiler yapidaki endometriyal bez, pjdez limeni.

Sekil 4.8. Sekil 4.7'deki secili alan icerisindeki endometriyumbez epiteli X40. Siyah ok; pinopod, ¢ift

yonll ok; ylzey epiteli, bukull ok; tibller bez léni, St; stroma.
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Sekil 4.9. Fertil grup endometriyumunun epiteli ve stromAd0. Siyah ok; yuzey epiteli, beyaz ok;
stromanin desidual hicreleri, St; stroma, bukulipikopod, bl; bazal lamina.

Stromanin dier dikkat ¢ekici yani ileri derecede kivrimlanan ageta yer yer
birbirine yapsarak bulundgu bélgeyi tamamen dolduran endometriyum bezleriydi.
Bezleri d@eyen salgl hcrelerinin sitoplazmalari salgi valarplle doluydu, aktif
hiicre gérinimundeydi. @o bezlerin |[Umeni aktif hicrelerin salgilar ilemtamen
dolu bir gérunime sahipti. Okromatik cekirdekleehip olan bu hticrelerin bir kismi
cift cekirdekgik iceriyordu ekil 4.10,Sekil 4.11).

46



LV R L g 5 MR

W

Sekil 4.10.Fertil grup endometriyum bez epitelinin gorintis20XSiyah ok; salgl yapan

hicrelerin olgturdugu ileri derecede kivrimlanan bezler, dortli okgsgh dolu bez limeni.

Sekil 4.11 Fertil grup endometriyum bez epitelinin gérintds80. Siyah ok; bez Iimenine salgisini
bosaltan hiicreler ve salgi vakuolleri, dortlii ok; sglg dolu [imen, beyaz ok; ¢ift cekirdekgikli huke
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4.2.2. TiB Grubu Endometriyum Dokusu Isik Mikroskobik Goruntiileri:

Endometriyum Iimenine bakan ylzey epiteli, alcdikndirik gorinimlu, ardyik
olmayan duzensiz bir izlenim vermekteydi. Epitel ctalerinin apikal ylzeyde
devamlihk sglayamadgl, yer yer dokulmelerin oldiu ve hicrelerin birbiriyle
baglantilarinin azaldy dikkat ¢ekti. Epitel kalinfii nisbeten daha inceydi. Cok sayida

epitel hicresinin toluidin mavisiyle gan boyandii go6raldd. Bu hicrelerin

cekirdeklerinin heterokromatik olgu gozlendi, cekirdekcikleri genellikle belirgin
degildi, nadiren tek ¢ekirdekgcikli olanlarina rastlarifekil 4.12,Sekil 4.13).

Sekil 4.12. TiB grubu endometriyum yiizey epiteli ve stromaniniigtiisii X20. Siyah ok; hiicresel
olarak fakir stromal alan, bukulu ok; butuglilbbozulmy yuzey epiteli.
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Sekil 4.13. Sekil 4.12.deki secili alanin gérintiisii X40IBT grubu endometriyum yiizey epiteli ve
stromanin goruntusu. Cift yonli ok; ylzey epitetitglerinin kalinlgl, siyah ok; yizey epitel hiicrelerinin
butunlgtnin bozuldgu bolge, beyaz ok; heterokromatik ¢ekirdekli ylegjtel hiicreleri.

Bazal lamina altinda stromanin, bazi bdlgelerdeadhticresel bazi bdlgelerde ise

hiicreden fakir ve dlizensiz ollug6zlendi, bazi alanlarda ise hi¢ hiicreye rastiahm
(Sekil 4.14).

Sekil 4.14. TIB grubu endometriyumunun epitel ve stromasi X20. & resimde yildizli bolgede
hiicreden fakir alan gézlenmekte g8aki resimde siyah okla dokilen yiizey epiteli inekte.
Yildiz; hiicreden fakir stroma, siyah ok; dokulerzgy epitel bdlgesi.
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Stromada var@iini gosteren salgl bezleri sayica azdi. Bezlenirkisimi diiz, bir kismi
hafif kivrimli idi. Bezleri dgeyen htcreler ise basit silindirik tipteydi ve okga koyu

boyanmglardi. Epitel hicrelerinin gekirdekleri gonlukla hiperkromatikti ekil 4.15,
Sekil 4.16).
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Sekil 4.15.TiB grubu endometriyumunun bez epitelinin goruntifd XSiyah ok; az kivrimh ve diiz bez

yapilari, bukdlu ok; hiperkromatik ¢ekirdekli huke ¢ift yonli ok; hicresel agidan un ve fakir

stromal alanlar.

Sekil 4.16. Sekil 4.15'teki segcili alanin goriintiisii X40i8 grubu endometriyum bez epiteli ve stroma.
Bez epitelinin salgi yapan hucreleri izlenmekteld¥s, bez Iumeni, St; stroma, bikilu ok; salgi

materyali, siyah ok; salgi hiicreleri.
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4.3. FERTIL VE TiB GRUBU BIREYLERIN ENDOMETRIYUM DOKUSU
ELEKTRON M IKROSKOBIK GORUNTULER i

4.3.1. Fertil Grup Endometriyum Dokusu Elektron Mikroskobik Géruntuleri:
Endometriyum ylzey epitel hicrelerinde; limene baksimlari ¢ok girintili

cikintih ve dizensiz gorinimdeydi. Hucrelerin bdilsminin  apikal yilzeyinde
mikrovillusler vardi §ekil 4.17). Bir kismindaysa salg! vakuolleri vegakerigiyle

dolu pinopod ad1 verilen sitoplazmik uzantilar gimi Sekil 4.18).

- o WG e ST o )

Sekil 4.17. Fertil grup ylzey epitelinde mikrovillislerin gotiiisti X20.000. Siyah ok; mikrovillis,

yildiz; vakuol.

51



Sekil 4. 19 Fertil grupta limende goriilen pinopod parcalat0X00. Beyaz ok; pinopod ve parcalari,
yildiz; vakuol.
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Lumen igcinde salgi materyali olarak, hlcrelerlglaatisini yitirmg sitoplazmik
uzanti (pinopod) parcalari bulunmaktayglekil 4.19). Salgi vakuolleri hiicrelerin bazal
ve supranuklear boélgelerinde de yer almaktaydi. r&@wklear bélge ve pinopod
icindeki vakuollerin daha iri olduklari ve birbirigle birleserek dev vakuoller
olusturduklari dikkati cekmekteydi Sekil 4.18, 4.19, 4.20). Epitel hdcrelerinin
cekirdekleri iri, oval ve bazal yeglienliydi. Okromatik olan bu cekirdekler belirgin

cekirdekgiklere sahipti Sekil 4.20). Hucreler arasi sinirlarda gkt kompleksleri
gOzlendi Sekil 4.21).

..g-:_‘_‘ . Yoy . - - e - et : Sy, Y . 39 N
Sekil 4.20.Fertil grup yuzey epitel hiicrelerinde bazal ygnei ¢cekirdekler X6000. Hiicre bazalinde ¢ok
sayida vakuoller gbzlenmekte. Dértli ok; cekirdetkill ok; cekirdekgik, siyah ok; bazal lamina, Va;
vakuol.
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Sekil 4.21 Fertil grupta ylzey epitel hiicreleri arasinda ralibalantilari X20.000. Bukuli ok;

mikrovillis, siyah ok; hiicre tgantilari, beyaz ok; sitoplazma icindegdanis glikojen tanecikleri, Va;
vakuol.

Bazal lamina altinda yer alan stroma, hicrgudugu agisindan zengindi. Stromada
Okromatik cekirdekli desidual reaksiyon gosterercrbler yaygindi. Bu hicrelerin

sitoplazmalarinda irili ufakli salgi vakuolleri ggdiizel d&ilmis olarak goéruldu §ekil

Sekil 4.22. Fertil grup endometriyum stromasi X3000. Desidaazeri stromal hiicreler izlenmekte. De:

Desidual hiicre ¢ekirdekleri, St; stroma, beyazlipid ve diger salgi vakuolleri.
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Bez epitel hicreleri, ileri derecede salgl yapmalli@nde ve oldukca fazla sayida
idi (Sekil 4.23, Sekil 4.24). Epitel hicrelerinin [Umene bakan ylurel dizensiz
mikrovillusler izlenmekteydi §ekil 4.25). Salgi hicrelerinin cekirgi@in cevresi ve
daha cok apikal sitoplazma c¢ok sayida salgi vaktolle doluydu. Ayni zamanda

limen, salgi materyallerinden oldukga zengin gonidéydi. Salgr hicrelerinin oval

yapidaki 6kromatik olan cekirdekleri hiicrenin bazalyakin yerlgimde izlenmekteydi
(Sekil 4.25).
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Sekil 4.23 Fertil grup salgi yapan bez epitel hiicreleri XOB. bl; bazal lamina, beyaz ok; salgi

vakuolleri, LU; bez limeni.
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Sekil 4.24. Fertil grupta salgi vakuolleriyle dolu bez epiteéicreleri X15.000. Beyaz ok; salgi vakuolleri,

LU; bez limeni.

Sekil 4.25 Fertil gupta salgi hiicrelerinden géun bez epitel hiicreleri X3000. Beyaz ok; salgi \cdllei,
LU; bez limeni, Ce; ¢gekirdek, M; mikrovills.
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4.3.2. TiB Grubu Endometriyum Dokusu Elektron Mikroskobik Go riintiileri:

Endometriyumun ylzey epitelinin alcak silindirik drélerden olgtugu
gozlendi. Uranil asetat ve kwm sitratla kontraslanan bu hicrelerin oldukca koyu
boyandiklar izlendi. Cgu hucrelerin apikalinde ¢ok sayida duzensiz miklosfer
vardi, bu hucrelerin arasinda daha seyrek olarBkirsa sahip hucrelere rastlandi.
Mikrovillisli hicrelerin bazilarinda limene ga sitoplazmik uzantilar oftugu
izlendi Sekil 4.26, 4.27 veSekil 4.29). Limene yakin alanlarda salgi vakuolldei

bulunmasina @nen sglikli pinopod yapisi olgturamadiklar goézlendi. Limene

atilmis az miktarda pinopod benzeri yapi bulunuyor§iekil 4.26, 4.27).

& . A JR - EERT gt s P
Sekil 4.26. TiB grubu endometriyum yiizey epiteli X7500. Liimenanan pinopod benzeri yapilar,
silyumlar ve mikrovillisler. Beyaz ok; salgi vaklesl, siyah ok; mikrovillisler, Pi; pinopod benzeri
yapilar. Si; silyum.
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Sekil 4.27. TIB grubunda yiizey epiteli ve pinopod benzeri yapd@b00. Pi; pinopod benzeri yapilar,

beyaz ok; salgi vakuoli, Ce; ylzey epitel hiicrardeki.

Salgi vakuolleri oldukca az boya akracik renkte goriniyordu. Ylzey epitel
hicrelerinin sitoplazmasinda ggjizel da&ilmis salgl vakuolleri arasinda az sayida
mitokondriyon g6zlendi. Hucreler arasinda bazalekiryagenglemeler izlendi.
Hucrelerin cekirdekleri kicuk, @onlukla heterokromatik, bazilarinda 6kromatikti.
Cekirdekler oval veya kubikekilliydi, bazi hiicrelerin bazalinde, bazi hucrelesrtaya
yakin kisimlarinda lokalizeydbékil 4.28,Sekil 4.29).
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Sekil 4.28 TIB grubunda heterokromatik cekirdekli yiizey epitéicteleri X6000. Algcak silindirik
gorunumde heterokromatik cekirdekli yuzey epitetreleri. Ce: cekirdek, siyah ok; hicreler arasinda
interdigitasyonlar, beyaz ok; pinopod benzeri yapibl; bazal lamina.
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Sekil 4.29. TIB grubunda yiizey epitelinin cekirdek lokalizasyomusilyumlar X 6000. Yiizey epitelinin
apikalinde silyumlar ve pinopod benzeri yapilarlgémekte. Yizey epitel hiicrelerininggé sekillerde
ve dizensiz yerkémli cekirdekleri, hiicreler arasinda interdigitaslar izlenmekte. Si; silyumlar, Pi;

pinopodlar, Ce; ¢cekirdek, beyaz ok; interdigitadgonsiyah ok; mikrovillusler.
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Bu gruptaki htcreler arasi #anti kompleksleri apikale yakin alanlarda
belirgindi. Ancak daha ¢ok bazale ve ortaya yakamlarda korgu hicreler arasinda
asirt genslemeler gozlendi Jekil 4.30 veSekil 4.31). Bazal lamina altinda uzanan

stromada az sayida stromal hicre bulunmaktaydsitiCboyutlarda olan stromal

hicrelerin cekirdekleri de dmik gorunti ve boyutta idi, ince sitoplazmalari
bulunmaktaydi §ekil 4.32).

Sekil 4.30 veSekil 4.31. TIB grubunda endometriyal epitelin bazal laminasindi stroma X5000 ve
hiicreler arasi interdigitasyonlar ve X12000. Sdleks sekilde az sayida stromal hiicre izlenmektes Sa
Ustte; epitel hiicreleri arasinda interdigitasyardr bazal lamina, beyaz ok; stromal hicre, yilgizzey
epitelinin gekirdekleri, siyah ok; interdigitasyan| bukult ok; glikojen tanecikleri.

Sekil 4.32. TiB grubu stromal hiicreler X5000. Sol usttgikilde bazal lamina altinda stromag sistte

ince sitoplazmaya sahip stromal hucreler izleniy®eyaz ok; stromal hicre, yildiz; yizey epitelinin
cekirdekleri, bl; bazal lamina.
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Salg! yapan hicrelerden einus bez epiteli incelendinde; epitelin genellikle
silindirik veya algak silindirik hticrelerden ghugu gozlendi. Hucrelerin limene bakan
uclari cok sayida mikrovillise sahipti. Yer yer l&ne d@ru ¢cok sayida vakuolleri olan
salg! hucrelerine rastlandi. Bu hicrelerin yer @ldezlerin limeninde de @gsen
miktarda salgi materyali bulunmaktayd$ekil 4.33, Sekil 4.34, Sekil 4.35). Bazi
olgularda ise bez epitelinin l[imeni yani sira bz de salgi vakuolleri gbzlendi.
Hucrelerin bir kisminin sitoplazmasinda yaygin va hiktarda glikojen kimeleri
izlendi Sekil 4.35, Sekil 4.36). Hucreler okromatik goérunumli, ggen boyut ve
yerlesimde cekirdeklere sahipti. Cekirdekler bazale yakim kisminda ise merkezi
yerlesimliydi (Sekil 4.33, Sekil 4.34). Bez epitelinin salgi hicreleri arasindazi
olgularda siki bglantilar iyi gelsmis olmakla birlikte, bazi olgularda hiicreler arasinda

yer yer interdigitasyonlara rastlan@ekil 4.33,Sekil 4.35).

- .*“. e 2 "-;‘;' Y
Sekil 4.33. TIB grubu bez epitel hiicreleri X3000. Limene salgitemali birakmg olan caitli
buyukliklerde salgi vakuoliine sahip bez epitel &lger izleniyor. Bukuli ok; mikrovillis, beyaz ok;

salgl vakuol, siyah ok; salgi materyali, Ce; dpitecre cekirdgi, simsek isareti; siki bglant.
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Sekil 4.35.TiB grubu bez epitel hiicreleri X7500. Liimene salgiemyali birakmg olan bez

salgl hucreleri izleniyor. Bukult ok; mikrovillisiyah ok; salgi materyali, Ce; ¢ekirdek,
yildiz; lmen, gli; glikojen tanecikleri, dortli pknterdigitasyonlar.
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Sekil 4.36. TiB grubu bez epitel hiicreleri ve stroma X6000. Sdigcrelerinin bazal laminasi
komsulugunda stromal hiicreler gézlenmekte. Ce; stromaleéhgekirdgi, bl; bazal lamina, St; Stroma,

Va; Salgi vakuolu, yildiz; bez epitel hiicre cekiidegli; glikojen kiimeleri.

4.4, ENDOMETRIYAL KOKULTUR HUCRELER 1 YARI-INCE
KESITLER iNIN DEGERLENDIRILMEST

...4.4.1. Fertil Grubun Endometriyum Kokulttr Hicrele ri Yari-ince Kesitleri

Bu gruptaki kokulttr hicreleri incelerginde, Ozellikleri bakimindan farkl g
grup hicre oldgu belirlendi: Birinci grup hucreler “vakuollii hiideg” olarak
adlandirildi. Bunlar gier hiicreler arasinda en buyik boyutlu hiicrelerdihBcrelerin
seyrek olarak siralang) diizensiz mikrovillisleri vardi, sitoplazmalari kcsayida
vakuol iceriyordu ve cekirdekleri Okromatikti. Cedteklerde belirgin cekirdekgik
izleniyordu Gekil 4.37).
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Sekil 4.37. Fertil grup kokultur hiicrelerinin genel gérintiX¥g0. Siyah ok; vakuolli hiicre, beyaz ok;

sitoplazmik uzantih hiicre, bukili ok; mikrovill@ishiicre.
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Sekil 4.38. Fertil grup kokltar hiicrelerinin genel gérintdsdi0. Vakuolll, mikrovillisli ve sitoplazmik

-

o *

uzantil hiicreler. Siyah ok; vakuolll hiicre, beglzsitoplazmik uzantili hiicre, bikilu ok; mikrdusla

hicre.
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Ikinci grup hiicreler; orta buyiiklikte ve sitoplazeraida az sayida vakuoller
iceren hucrelerdi. Belirgin mikrovillusleri nedefey“mikrovillusli hicreler” olarak
adlandinldi. Cekirdekleri heterokromatik ve birnkea itilmi, yarimay goriniaminde
idi. Uclincii grup hiicreler ise “sitoplazmik uzanthiicreler” olarak tanimlandi.
Hucreler dgisik buyukluklerde idi, sitoplazmik uzantilara sat@pi. Hicrelerin bir
kisminda ¢ekirdekler 6kromatik bir kisminda heteookatik gérinimdeydiSekil 4.38

)

4.4.2. TiB Grubunun Endometriyum Kokiiltiir Hiicreleri Yari-inc e Kesitleri:

Bu grupta ozellikleri agisindan farkh tg¢ tip htare varligi belirlendi. Birinci
grup “vakuolli hucreler”seklinde isimlendirilen iri ve bol vakuolli hicretér
Okromatik cekirdeklere sahiplerdi. @o cekirde&in cekirdekcgi de belirgindi. ikinci
grup huicreler “mikrovilliisli hiicreler” olup, nadireastlanan hiicrelerdi. Ugiincii grup
ise “sitoplazmik uzantili hicreler” tipindeydi. Caayida sitoplazmik uzantilara sahip
bu hicrelerin ¢ekirdekleri genellikle heterokrorkagbrinimdeydi §ekil 4.39 veSekil
4.40).
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Sekil 4.39.TiB grubu kokultir hicrelerinin genel goriintist X&yah ok; vakuolli hiicre, beyaz ok;

sitoplazmik uzantil hiicre.
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Sekil 4.40. TIB grubu kokultir hicrelerinin gorintiisii X40. Vakiiel sitoplazmik uzantili ve
mikrovilluslt hicreler ayirt edilebiliyor. Siyah pkakuollti hiicre, beyaz ok; sitoplazmik uzantilcid]

bukult ok; mikrovillusli hiicre.

4.5. ENDOMETRIYAL KOKULTUR HUCRELER i INCE KESITLERININ
DEGERLENDIRILMESI:

4.5.1. Fertil Grup Endometriyum Kokiiltir Hiicrelerin in Ince Kesitleri:

Ozellikleri acisindan farkl tig tip hiicre ollugozlendi:

Birinci grup, “vakuolli hicreler” idi. Dluzensiz nmawvilliislere sahip bu hicrelerin
sitoplazmalari ¢ok sayida glgik boyutlarda icleri salgi materyaliyle dolu vaklesl
icermekteydi.  Sitoplazma  Granulli  Endoplazmik  Reitikn (GER) ve
mitokondriyonlar acisindan da zengindi. Bu hicrelé&kromatik ¢ekirdek ve belirgin
cekirdekgcikleri vard(Sekil 4.41,Sekil 4.42 veSekil 4.43).
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Sekil 4.41. Fertil grup vakuollu hicreler ve glantilari X5000 ve X7.5000. Beyaz ok; salgi vakenoll

siyah ok; mikrovillusler.

Sekil 4.42. Fertil grup vakuolli hucreler X10.000. Beyaz okalgs dolu vakuoller, siyah ok;
mikrovillusler, bukult ok; mitokondriyonlar, yildizekirdekcik, GER; Grantlli endoplazmik retikulum
sisternalari, Ce; cekirdek.
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Sekil 4.43. Fertil grup vakuolli hiicre X15.000. Beyaz ok; salglu vakuoller, siyah ok; mikrovillusler,
bikilu ok; mitokondriyonlar.

Ikinci grup “mikrovillisli hiicreler” olarak derlendirildi. Bu grupta diizensiz,
kisa, ¢cok sayida mikrovillisler gozlendi. Seyrekadsa sitoplazmada yer yer vakuoller
vardi. Cekirdekleri okromatik olup, belirgin cekaktikleri bulunuyordu Sekil 4.44,
Sekil 4.45). Mikrovillisli  hdcrelerin  bazilarinin tsplazmalart ¢ok sayida

mitokondriyon iceriyordu §ekil 4.46).
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Sekil 4. 44 Fertil grup mikrovillisli hticre X5000. Siyah okjkrovilliisler, beyaz ok; vakuol, dortli ok;
cekirdekeik, Ce; cekirdek.
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Sekil 4.45.Fertil grup mikrovillisli hiicreX7500. Siyah ok; kmbvillusler, beyaz ok; vakuol, dortli ok;
cekirdekcik, bukull ok; mitokondriyon, Ce; cekirdek

o L e » ‘R
Sekil 4.46. Fertil grup mikrovillisli hucreler X12.000 ve XD®O0. Siyah ok; mikrovillusler, beyaz ok;
vakuol, bikuili ok; mitokondriyon.

Uctincti grup “sitoplazmik uzantili hiicreler” idi. Keayida sitoplazmik uzantilari
vardi, uzantilar icerisinde lipid vakuolleri ve wkiondriyonlar gézlendi. Cekirdekleri
genelikle 6kromatik ve ekzantrik yeglmliydi. Bazilarinda c¢ekirdekcikler belirgindi
(Sekil 4.47 veSekil 4.48).
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Sekil 4.47. Fertil grup sitoplazmik uzantih hicre X10.000.yBe ok; salgr vakuollleri, siyah ok;

sitoplazmik uzantilar, bikili ok; mitokondriyom;liyag vakuolleri, Ce; cekirdek.

Sekil 4.48. Fertil grup sitoplazmik uzantili hiicreler X10.008 X20.000. Beyaz ok; salgi vakuolleri,
siyah ok; sitoplazmik uzantilar, bkl ok; mitokisiyon, yildiz; cekirdekgik.
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4.5.2. TiB Grubunun Endometriyum Kokiiltiir Hiicrelerinin  Ince Kesitleri:

Morfolojik 6zellikleri agisindan farkh ¢ tip hieroldygu gozlendi:
Birinci grup “vakuollti hicreler” idi. Bu hucrelerok sayida, irili ufakli vakuollere
sahipti. Bir kisim hucrede mikrovillusler yok dee&ckadar azken, bir kisim hicrede
bol miktarda mikrovillUsler izlendi. Hicrelerin nrigvillisleri cgsunlukla kisa dizensiz
olup, bazi olgularda uzun dizensiz gérinimdeydopizmada GER c¢ok getnisti,

sisternalari ¢ok sayida ve ggamis olarak izleniyordu ve ¢ok sayida mitokondriyon
bulunmaktaydi §ekil 4.49, Sekil 4.50). Cekirdekler girintili ¢ikintili ve Okroatik
olarak gozlendi§ekil 4.51).

Sekil 4.49.TiB grubu vakuollii hiicre X15.000. Hiicre sitoplazmeiside cok sayida vakuol, gatgmis
GER sisternalari mitokonriyonlar ve sitoplazmay&ibtais glikojen kiimeleri gbzlenmekte. Beyaz ok;
salgl dolu vakuoller, bukulu ok; mitokondriyon, dit; glikojen kiimeleri, siyah ok; mikrovillis, GER,;
Granulli Endoplazmik Retikulum.
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Sekil 4.50.Yukardaki TiB grubu vakuollii hiicrenin segili alanlarinin gofisit X15.000. Beyaz ok; salgi
dolu vakuoller, bukili ok; mitokondriyon, yildiz;likpjen kimeleri, siyah ok; mikrovillis, GER,;

Granilli Endoplazmik Retikulum.

Sekil 4.51.TiB grubu vakuollii hiicre X10.000. Okromatik cekirderen hiicrede cok sayida vakuoller
g6zlenmekte. Beyaz ok; salgi dolu vakuoller, bukakiimitokondriyon, doért uclu ok; ¢ekirdek, siyak;o
mikrovillus, GER; GER sisternalari.
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Ikinci grup, mikrovillisli huicreler idi. Cok beliggci 6zellikleri olmayan ve ¢ok
az sayida gorilen hicre grubuydu. Bu hicrelerinntgir cikintili, 6kromatik
cekirdekleri mevcuttu $ekil 4.52).

Uclincli grup, sitoplazmik uzantilara sahip hiicreéleéBazi olgularda organelden
zengin sitoplazmik uzantilar yani sira tim sitoplaga déilmis cok sayida vakuol
goOzlenirken bazi olgular az sayida vakuol icerdoptazmaya sahiptiSekil 4.53).

Hucreler arasinda kutuglaa eilimi gosterenler de vardi. Bu kutuptaa hicrenin

sitoplazmik uzantilarinin bir yone toplanmasi veatocuklanma gostermegeklindeydi
(Sekil 4.54).

sa = p il i’ v’g \ v 2||m
Sekil 4.52. TIB grubu mikrovillislii hiicre X10.000. Siyah ok; mokiliis, dortlii ok; cekirdek, yildiz;
cekirdekcik, GER; GER sisternalari.
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Sekil 4.53. TIB grubu sitoplazmik uzantili hiicre X10.00@inde ¢ok sayida vakuol igeren hicrenin

belirgin sitoplazmik uzantilara sahip oflugdzlenmekte. Cift tarafli ok; sitoplazmik uzaatjlbeyaz ok;
vakuoller.
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Sekil 4. 54.TiB grubu sitoplazmik uzantili hiicre X25.000. Hiicresitoplazmik uzantilarla kutupiag

ve uzantilari yani sira sitoplazmanin her yerinalyas glikojen tanecikleri gozleniyor. Yildiz; glikojen
tanecikleri, ¢ift yonli ok; sitoplazmik uzantilar.

4.6.ISTATIKSEL ANAL iZ SONUCLARI
4.6.1.istatiksel Degerlendirme Tablosu

Tablo 4.1.'de:Fertil ve TiIB grubunda tanimlagimiz hiicre tiplerinin sayisal derleri
gosterildi. Fertil grubun en sik gorulen hicre A0 oraninda sitoplazmik uzantih
hiicrelerdi. TB grubunda ise en sik olarak (%80) vakuollii hiiceelastlanmaktaydi.
Her 2 grubun en az rastlanan hicresi ise mikraslilithtcrelerdi. Kikare analizi ile
fertil ve TIB grubu arasinda hiicre tipleri frekanslari agisintiakin anlamh oldgu
bulundu (p<0.001).
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Tablo.4.1 Kikare Testine Goréstatiksel Dgerlendirme Tablosu

Hucre Tipi

Vakuollt

Mikrovilluslu

Sitoplazmik uzantili

4.6.2 istatiksel Dezerlendirme Grafikleri:

4.6.2.1. Gruplara Gore Hucre Tipleri D&ilimi
Tablo 4.2.de: Fertil ve 1B gruplarina gore hiicre tiplerinin giamlari gosterildi.
Grafikte fertil grupta en sik goérilen hicre tipirsitoplazmik uzantili hiicreler oldu,

TIB grubunda ise en sik vakuolll hiicrelerin bulunuizlendi.

Tablo 4 2.Gruplara Gore Hucre Tipleri [@dimi

Gruplara gore Hucre Tipleri Da  gilimi

foYa

@ Vakuollt
B Mikrovillislu

O Sitoplazmik Uzantih

FERTIL TiB
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4.6.2.2. Hucre Tiplerine Gore Gruplarin Dgilimi

Tablo 4.3.’te:Gruplarin hiicre tiplerine gore giami gosterildi. Vakuollii hiicreler IB
grubunda en fazla iken sitoplazmik uzantili huarelefertil grupta daha siklikla
goruldigu tesbit edildi. Mikrovillisli hicreler ise kontrgrubunda sayica daha ¢ok
olarak izlendi.

Tablo 4.3.Hucre Tiplerine Gore Gruplarin Béimi

Htcre Tiplerine gore Gruplarin Da  gilimi

on

EFERTIL
mliB

Vakuolll Mikrovillislu Sitoplazmik
Uzantil
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5. TARTISMA

Normal endometriyumda olmasi gereken spesifik midlekn TiB olan
vakalarda anlamli degsiklikler gostermesi, sadece endometriyal fonksiyone
bozukluklarin olgumuna dgil ayni zamanda morfolojik desikliklere de neden
olmaktadir (72).implantasyon dénemi endometriyumu icin bircok molekitalsma
yapilms olmasina kain, morfolojik deerlendirilmesini ve 1B vakalarinda olgan
endometriyal yetersizlin morfoloji ile olasi ilgkisini iceren ¢caymalar yetersizdir. Bu
nedenle cajmamizda implantasyon dénemi endometriyumunun| festitrol grubu ile
infertil TIB grubu arasindaki mikroskobik diizeyde morfolojirskastiriimasi sik
mikrokobu ve TEM ile yapilngtir. Ayrica her iki gruptan alinan endometriyal
dokulardan elde edilen gland ve stromal hicreldkilttrleri de yapilmyg olup,
karsilastirmall olarak mikroskobik diizeyde incelertni

Calismamizda 1B olan bireylerin endometriyum dokularinin fertikugpun
endometriyum dokusuyla kalastirilmalari sonucunda morfolojik acidan belirgin
farklarin oldgu gozlenmitir. Ozellikle, fertil bireylerin luteal faz endortrgyumlarinin
Istk mikroskobik incelemelerinde apikal ylizeyde dinik hicrelerin arduk dizende
siralandgl, butunlik ve sureklilik gostergli tespit edilmtir. TIB olan kadinlarin
endometriyumlari sik mikroskobuyla incelendinde ise, endometriyumun limenine
bakan yuzey epiteli, algak silindirik goérinumli alsik olmayan dizensiz bir izlenim
vermektedir ve epitel kalir@di nispeten daha ince gozlemim. Epitel hicrelerinin
apikal yuzeyde devamhlik geyamamasi, yer yer dokilmeler olmasi ve hicrelerin
birbiriyle baglantilarinin azalmasi dikkat cekicidir. Normaldertilegrupta cok iyi
gelisen pinopodlara, 1B grubunda epitel gaiiminin yetersizlginden dolayl az
rastlanmgtir hatta bazi 6rneklerde hig rastlanmsgtm.

Fertii  grupta literatiri de  destekleyen  implantasyo donemi
endometriyumlarinda, yizey epitel hicrelerinin daypdliminde pinopod izlensgtir.
Calismacilarin bir kismi pinopodlaringik mikroskobik mikrograflarda kolaylikla
gozlenebilecgini ileri surerken (86), Develigu ve arkadglari stk mikroskobu ile
yaptiklari calgmada silyumlar ve mikrovillisler gibi ger yapilarin, pinopodlar ile

karstirilabilegzini  belirtmislerdir (87). Bizim cakkmamizda da, stk mikroskobik
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incelemelerde, sitoplazmik uzantilar goézlepmancak bunlar pinopod olarak
degerlendiriimis ve TEM analizi ile de dgrulanmstir. Bu sonuglar bize sik
mikroskobik incelemenin endometriyumda pinopodsotaunun gézlenmesi igin yeterli
olabilecgini disindirmektedir.

Onceki calymalarda da belirtilgii gibi, ferti gruba ait ince vyapi
mikrograflarimizda, pinopodlarin implantasyona Hagisirecindeki endometriyum
epitel hiicrelerinin apikalinde yer aldiklari izlerr (8,9,13,71). Pinopodlarin, [limene
dogru uzanan, icegi blastosistin beslenmesini hatta belki de 6éncelé&hdometriyuma
yaklasmasini ve tutunmasini @ayan salgi materyaliyle dolu olduklari TEM
analizlerimizde gosterilrgiir.

Pinopodlarin glevleri Gizerine dgisik gorisler vardir. Bentin Ley ve arkaglari
onceki calymalarinda blastosistin tutunmasinin endometriyabpodlarin en uc bélgesi
Uzerinde olgtugunu belirtmglerdir (81,147). Ayni ardirmacilar, 2000 vyilinda
blastosistin yagmasi icin gerekli olan reseptorlerin pinopod yure lokalize
olabilecegini ileri sirmUslerdir. Deneysel olarak yapilan in-vitro insan galalarinda da
blastosistin pinopod ofturan endometriyal epitel yiizeyine ygpiini belirtmilerdir.
TEM ile yaptiklar bir dger calsmada ise blastosistin pinopod gluran epitel
hicrelerinin - apikal plazma membranlariyla gile lateral membranlariyla ki
kurdusunu ileri surmglerdir (148). Blastosistin ilk temas dtibdlgenin tespiti icin
immunohistokimyasal yontemlerle de analizlerin yajasi uygun olacaktir.

Nikas, Martel ve arkadgé#ari, insan endometriyumunda bulunan pinopodlann e
lyi izlenme gunini, blastosistin yaklgg gin olarak varsayillan normal siklisun
yirminci gunu olarak belirtmglerdir (9,80). Bizim dgerlendirmelerimizde de, bu
donemde (19-21. guin) pinopodlargym ve belirginsekilde gorilmektedir.

Adams ve arkad@rinin yaptiklari catmada da, pinopod aumunun,
endometriyumun klinik olarak hormonal durumuraréet eden bir belirte¢ olabilegie
vurgulanmgtir (149).

Calsmamizda incelenen bir gér yap! pinopodlarin ygunluguyla balantili
olarak sayilari ve yapilari ggen mikrovillislerdir. Bunun sebebi, implantasyona
hazirlik zamaninda, uterin kaviteye uzanan epiterélerin, apikal membranlarinin
mikrovilluslerini kaybetmesi, gesive uzun membran uzantilar giurmasidir (84).

Bircok argtirmada da gdsterilgh gibi (13,85) fertil grubun endometriyum dokuswcén
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kesitlerini TEM ile incelediimizde, mikrovillislerin sayica azalgioldugu ve
boyutlarinin kaculdgl izlenmglerdir. Bu donemde, hicre apikal kisimlarinin icler
blastosisti kabul edip besleyecek mukoid 6zellisitemateryalle dolu olan ¢ok sayida
vakuol icermektedir ve bunun sonucu olarak mikidsier kisalip, yer yer silinmekte,
pinopodlar gelimektedir.

Oysa TB grubunun TEM incelemelerinde, pinopod simunun yetersiz
oldugu, hucrelerin mikrovilluslerinin varliklarini korudlari ve bazilarinda limene
dogru pinopod olgturma giliminde olan sitoplazmik uzantilar bulungiw izlenmitir.
Limene yakin alanlarda salgi vakuolleri bulunmaktathcakbu vakuoller genellikle
irili ufakli ve gelisigiizel lokalize olmsglardir. Ayrica limene atilgiaz miktarda
pinopod benzeri yapi izlengtir. Bu durum fertii grupla kiyaslanginda TiB
grubundaki bu htcrelerin salgi tretimlerinin yetersldugunu digundirmektedir ve
endometriyum |Umeninde yeterli salgi materyalinilmamasi da bu durumu
desteklemektedir. Az sayida pinopod soionuna kagilik, mikrovillislerin ¢ggunun
sayica vesekil olarak dgisime usramadan kald@ bir kismininsa uzunlu kisali ve
dizensiz bir gérinim kazandiklari tesbit editmi Normalde bu hicrelerin bazalden
apikale dgru gittikce artan dev vakuollere sahip olmalari mérovillusleri silmesi
beklenirken, salgi Uretiminin yetersiglinedeniyle hicrelerde bu gigim ¢ogunlukla
gerceklgtirilememistir.

Endometriyal reseptivite sonucunda ggenesi beklenen der bir yapi
silyumlardir. Silyumlarin insan endometriyumundalumma sirecine ait klasik
kitaplarda dgisik bilgiler vardir: Bazi kitaplarda endometriyumusilyasiz sekretuar
hiicreler ve silyali hiicrelerden ¢an basit silindirik epitelle d@&li oldugu belirtilmistir
(3,30). Bir baka kaynakta ise mengian 6nce uterusun silindirik epitelinin silyumlu
oldugu, fakat menatan sonra hicrelerin ganda silyum olmagi vurgulanmgtir (34).
Ayrica supurme hareketine sahip olan silyumlatjlfbireylerin luteal fazinda 1/20’den
1/50 gibi oranlara dierek azalmaktadir (24). Csinamizda da fertil grup
endometriyum  epitelinin  ultrastroktirel incelemelersonucunda  silyumlara
rastlanmamasi, implantasyon acisindan olumlu birugoolarak dgerlendirilmistir.
Cunkt endometriyumun reseptivite doneminde, silywrml varlgl ve supurme
hareketlerine devam etmeleri, blastosistin endayugtra tutunmasina izin vermeyerek

implantasyonu zorkdurabilir. TIB olan grubun TEM analizlerinde, fertil grubtakinin
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aksine silyumlarin yok olmagh ve varliklarini surdurdgi tespit edilmgtir. Bu sonug,
TIiB grubunda ki implantasyon garisizlginin olasi sebebi olarak ortaya konabilir.

TiB olan bireylerde yiizey epitel hiicrelerinin apikgdini sira sitoplazmasinda
da belirgin dgisiklikler gorulmistir. Sitoplazmada ganik sekilde bulunan salgi
vakuolleri olduk¢a az boya almolarak acik renkte izlengtir. Bu hicrelerin yeterli
salgr materyali olgturamamasi ve #kili olarak enerji ihtiyacinin az olmasi,
mitokondriyon sayisindaki agin nedenini aciklayabilir. Epitel hicrelerinin
cekirdeklerinin kictk ve gmunlukla heterokromatik okw, hicrelerde aktif protein
sentezinin az oldiunu digundurmektedir.

Fertil kadinlarin endometriyumlarinigik mikroskobik incelemelerinde, bazal
lamina altinda oldukca yoin, ¢cok sayida hicre ve kan damari iceren bir strom
g6zlenmitir. Calismamizda oldgu gibi Unlii ve Berker, stromada menstrual sikliisin
21. ya da 22. guniunde desidualizasyonuglaldgini belirtmglerdir. Desidualizasyon
surecinde endometriyal bezlere yakin damarlarirub@ar ve lamina propriyada ¢ok
miktarda sivi birikir (37,150).

Endometriyal stroma Uzerine yapilan gadalar ile stromanin mezgm benzeri
bir yapisi oldgu, erken sekretuar fazda gland hucreleri ilgkidiinin varligi ve bu
iliskinin preimplantasyon fazinda maksimal seviyeyestiyia belirtiimis ve embriyo
implantasyonunda ki 6nemi ortaya korgtur (3,151,152). Ayrica, desidual reaksiyon
gosteren dokudaki stromal hiicrelerin, embriyonuraayon ve 6zellikle beslenmesini
sagilayacak niteliklere kawmak Uzere d#siklikler olusturdusu distndlmektedir.
Calismamizdaki fertil grup stromal hucrelerinin sayicak coldusu ve aktif hicre
Ozelligi gosterdgi gozlenmgtir. Cogu alanda stromal hicrelerin desidual hicrelere
donistigl belirlenmitir. Boylece olasi bir gebelik durumuna hazirlaegilometriyum
goruntist meydana gelstir.

Calsmamizin TB grubunda ise bazal lamina altinda uzanan stroraadsayida
stromal hiicre ve seyrek olarak salgi bezlerinelamstasi, stromanin hicre ve ara
madde acisindan fakir olgu izlenimini vermstir. Cesitli boyutlara sahip olan stromal
hicrelerin ¢ekirdekleri farkl gorintidedirler vétoplazmalari incedir. Bu durum
embriyonun implantasyona hazirlik doneminde besliémesi acisindan gerekli olgu
distnulen desidual reaksiyonun stromadaldgmmadg! izlenimini vermitir. Stromal
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hicrelerde desidua benzeri hicrelere ddmiin yetersiz olmasi implantasyon
basarisizlginin nedenlerinden biri olabilir.

Fertil bireylerin ik mikroskobik mikrograflarinda, stromaningdr dikkat
cekici yani ise ileri derecede kivrimlanan ve agetayer birbirine yagarak bulundgu
bélgeyi tamamen dolduran endometriyum bezleriniri galir. ilgili kitaplarda, luteal
faz endometriyumunun tubtler bezlerindg shinirlarinin dizensizg kivrildigl, bez
epitel hicrelerinin bazal béliminde glikojen birgye baladigi ve bez [imeninin
glikojen ve glikoproteinden zengin bir salgiyla digiu belirtiimektedir (37). Luteal
fazin endometriyal bez htcrelerinde mitoza sikirdstlandgl, salgi aktivitesinin artgi
ve limenin salgr materyaliyle dolgu saptanngtir (24). Calgmamizda ki fertil grubun
elektron mikrograflarinda da, bezleri giuran salgi hicrelerinin sitoplazmalari ¢cok
sayida salgl vakuolleriyle dolu olarak gozlestmi Cogu bezlerin lUmeni salgi
materyali ile tamamen dolu bir gorinuimdedir. Lutdak ortasinda bez epitel
hiicrelerinin bazal bolimuinde glikojen birikimi meyd gelmgtir. Endometriyal salgi
implantasyon ve gebgin devami icin kritik bir dger tgimaktadir. Son zamanlarda
uterin sivi proteinlerinin taninmasi ve karakterigdilmesi Uzerine yeni camalar
yapilmaktadir. Parmar ve ark. uterin salgilarin aeneltriyal fonksiyon veya
disfonksiyon tzerinde ¢ok dnemli bir rol Ustleniyaabilecgini sdylemglerdir (153).
Implantasyon o©ncesi histiotrofik, implantasyon senrdemotrofik olan memeli
beslenmesiyle ilgili bulgularin yani sira, son gallar uterin salgilarin roli tzerinde
yogunlasmistir (154).

Fertil grupta stromanin blayuk kismini kapsayan, raddtarda ve ¢ok kivrimli
olan bezler TB grubunun TEM ile dgerlendiriimesinde, az sayida, diz veya hafif
kivrimlhi bez yapilari seklinde gozlenngtir. Bazi alanlardaysa bez yapisinin hig
olusmadgl veya salgl hdcrelerinin, salgi vakuolleri glurma c¢abasinin oldukca
yetersiz oldgu dikkat cekmgtir. ClnkU salgl yapan hucrelerin apikalinegdo salgi
ureten vakuollerinin olmasina g@en, vakuol yapilari irili ufakli ancak gonlukla
kicuk boyutlardadir, fertii grup vakuolleri gibi rldsip dev salgl vakuolleri
olusturamadiklari gozlenrgiir. Bu vakuollerin salgilarini limene atabiidizlenmesine
ragmen lUmende yeterli salgi materyalinin birikmgdizlenmistir. Bez yapilarini

olusturan salgi yapan bu hiicrelerin, az sayida salgiolkeri olusturmasi veya yetersiz
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seviyede salgl uretmesi implantasyon fizyolojisiini¢hir eksiklik oldiwgunu
distindirmektedir.

Fertil grubun elektron mikroskobik incelemelerindelicreler arasi [gant
kompleksleri apikale yakin alanlarda daha belirgjarak izlenmgtir. Ve daha ¢ok siki
baglantilara rastlanngtir. Normal menstrual siklistin g#i fazlarinda endometriyal
epitelyal hucreler arasindaki @antilarin sayilarinin ve boyutlarinin, siklis guaei
gore dgistigi bilinmektedir. Hucre bgantilarinin siklise k#i degisimlerinin,
endometriyal epitelin proliferasyon ve farkktaasinda kontrol edici bir rol
oynayabilecgi kanisina varilngtir (155). Bizim cakmamizda da 1B grubundaki
hiicreler arasinda interdigitasyonlarin grtgozlenmstir.

Endometriyal Kokulttr Hucrelerinin erlendirilmesi:

Kokultir sistemlerinin embriyo gslimine pozitif etkisi in vivosartlari baar ile
taklit etmesinden kaynaklanmaktadir (111). Yapayerug olarak da bilinen
endometriyal kokultiir ortamlari, embriyolarin tréersdénemi oncesi d@la yakin bir
ortamda gelimlerine izin veren sistemlerdir (106-108). Geleselk medyumlarla
kiyaslaninca kokultir sistemlerinin insanlari deeren ceitli memeli tirlerinde
embriyoda fragmantasyonu azaltip, klivaji hizlaachk embriyo kalitesini artirgh
gOsterilmitir. Bu durum helper hucreler olarak da bilinenkfartiplerde besleyici
monolayer hiicreler ile ojmaktadir (124,127). Kokultiire olan embriyonioagka bir
hiicre grubunun (monolayer helper hicreler) gartla gelsimi ve implantasyon
yetengi artmaktadir. Bu amacla bir¢cok hticre tipi kullamgtir. Farkli canli tarlerinin
hicreleriyle (maymun vero hicrelerigsituba epitel hicreleri) ¢alimasi (125-129)
yani sira daha sonra insan dreme sistemi hucrérinkumulus-graniloza hucreleri
(113,117,118,131), tuba uterina (124,125), tubarindeendometriyum (126) ve
endometriyum (127,128) hucrelerinin kullangdikokiltir sistemlerine gecilrytir.
Temel olarak bu sistemler, embriyoyu blastosiseswre tailyan ve implantasyonunu
salayan metabolik d&simlerin artmasi ile glevselliklerini gostermektedir (156). Son
yillarda kullanilan kokultir sistemlerinin guvertiibbi, etik ve pratik kolayfiiolmasi da
amaglanarak otolog endometriyal kokdltirler kullaraya balanmstir. Insan
endometriyal epitel hucreleri monolayer kulttrl@minembriyo-endometriyum arasi
etkilesimde besleyici molekdller, buyime faktorleri ve ogmnlerin ekspresyonunu

sgladigl ve bu spesifik parakrin molekillerin  implantasydossarisini - artirdil
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belirtiimektedir (17,115,116). Spandorfer ve arkdala da ¢cok sayida IVF karisizlgi
olan hastalara uygulanan AECC ile Kklinik gebelikadarinin >%40 oldgunu
bildirmislerdir (157). Kokiltur yani sira Kahraman ve arkgaia TiB olan bireylere
PGT yapilmasinin gebeligansini artiraga tzerinde durmglardir (158,159). 1B olan
bireylerin endometriyal doku kokulttiriniin ince yalpizeyinde analizinin yapilgh bir
calismaya literatiirde heniiz rastlanmagnr. Calsmamizda hem fertii hem deif
grubuna ait bireylerin endometriyal kokulttr hierghin i1k ve TEM ile morfolojik
yapilarn tanimlanmaya calimistir. Endometriyumun fertilite belirleyici bir fakto
oldugunu bildiren Strowitzki, endometriyumda endometriyabakalar ve blastosist
arasindaki dinamik sirecin burada rol oynayan hédeesbalantisini belirtmektedir.
Ancak endometriyumun molekiler mekanizmasina ddindmlerin gittikce artiyor
olmasina ragmen, gunlik klinik rutinde kullanilan bilgilerin rarli  oldugunu
bildirmektedir (72). Bu durumda in vitro monolayendometriyal dokudaki hicre
tiplerinin bilinmesi ve doku dinarginin aydinlatilabilmesi, klinik uygulamalarda
kullanimi acisindan yarar @ayabilecgini distindirmektedir.

Calsmamizda endometriyum  kokudltir  htcreleri siki - mikroskobunda
incelendginde; literatirde ilk kez hem fertii hem delB grubunda morfolojik
Ozellikleri bakimindan farkh Gg tip hicre olglu tanimlanmgtir. Uygulanan kikare testi
ile fertii ve TIB gruplarinda hiicre tipleri frekanslar acisindaielgnen farklilik,
istatistiksel olarak da anlamli bulungtur (P< 0.001). Birinci grup “vakuollii hiicreler”
olarak adlandiriingtir.  Bu  hidcrelerin  dikkat c¢ceken 0Ozellikleri arasand
sitoplazmalarinda ¢ok sayida vakuol icermeleri ggrek olarak siralanmsy dizensiz
mikrovilliislerinin varlg! belirtilebilir. ikinci grup hiicreler; az sayida vakuoller iceren
mikrovillisli hiicrelerdir. Uglincti grup hiicreler iésitoplazmik uzantih hicreler”
olarak adlandirilngtir.

Fertil bireylerin endometriyal kokulturiinde vakublhicreler, tanimlagimiz
hiicre tipleri arasinda ikinci siklikla gérilen hégrubudur. Dizensiz mikrovillislere
sahip bu hicrelerin sitoplazmalari ¢ok sayidagigile boyutlarda ve icleri graniler
materyalle dolu vakuoller icermektedir. Cok miktarshlgl materyali iceren vakuollerin
varhgi, hicrenin zengin bir GER sistemine sahip olmaagiklamaktadir. Bu gruptaki
vakuollu hicrelerin, normal kontrol grubu endomatm dokusundaki salgi materyalini

Ureten bez epitel hicrelerine benzer hicreler @lddstnidlmgtar. Canka birbirine
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fonksiyon olarak benzeyen bu hicrelerin en belirgirellikleri, luteal evredeki
endometriyumda salgi vakuolleri gturmalaridir. Liu Hc ve arkadkri da in vitro
kiltar kosullarindaki salgi vakuollerinin embriyo gghine katkida bulunan 6zel
proteinler salgiladiklarini ileri surmgiérdir (156,160). Spandorfer ve arkaldau
monolayer endometriyal kokdlttr huicrelerinin asanohvivo sartlardaki ¢ boyutlu
yapilarini kaybettiklerini ve invivo ortamdaki erdetriyal hicrelerden farkli
olduklarini belirtmglerdir. Ancak AECC sistemlerinde elde edilensdral sonuclarin
bu hucrelerin salgilagh ¢ssitli sitokinler ve buylme faktorlerine g olabilecesini
bildirmislerdir (157). Cakmamizda tanimlagimiz dev vakuolli bu htcreler, fertil
grubun bez epitel hiicrelerindeki [limene atglimol miktardaki salgi materyalini Ureten
hiicreler ile benzer olgw izlenimini vermektedir.

TiB grubundaki vakuollii hiicrelerin elektron mikrodaainin incelenmesinde de
cok sayida, irili ufakli vakuollere sahip olduklagbrilmekle birlikte fertil grubtaki
kadar dev vakuoller oyamamstir. Bu hiicreler, B grubu kokiiltiriindeki tum
hiicrelerin arasinda en sik rastlanan hticre tipRiiroranin yuksekdi implantasyonun
kolaylasmasi ve embriyonun beslenmesi agisindan ¢ok onelanhi salgi materyalini
saglayabilmek icin, cok sayida vakuol gturabilme cabasgeklinde digunidlmektedir.
Bu ¢caba morfolojiye hiicre sayisinin girtve her hiicrede ¢ok sayida vakuolsalu
seklinde yansimaktadir. Bunun neticesinde vakuollicrélerdeki salgl dretiminin
blastosist ge$imini artirdigl, gebelik oranlarina olumlu yansiyan sonuglar elde
edilmesini sgladigl bilinmektedir (17, 112). Ayni zamanda galamizdaki bu hiicre
grubunun fertil gruptaki vakuollii hicrelerden fazt@masi istatistiksel acidan
anlamlidir. TB grubunun cok sayidaki vakuollii hiicrelerinin tiggttendometriyal
sekretuar proteinler, Liu ve arkatinin da tesbit ettikleri gibi bircok buyime
faktorleri ve sitokinleri iceriyor olabilir (156,1§.

Ikinci grup “mikrovilliislii hicreler” olarak derlendirilmistir.  Fertil grup
kokulttr htcre tiplerinden sayica en az gorilenrélécdir. Bu grupta dizensiz, kisa,
bol miktarda mikrovillisler izlenmektedir. Nottolare arkadglarinin graniloza
hicrelerini kokultire ederek yaptiklar bir gatada, hiicrelerin TEM ile incelenmesi
sonucunda ¢&li boyutlarda bleb veya mikrovillis gibi sitoplaek cikintilarin,
hiicreler arasinda duzensekilli bir ag olusturdugunu belirtmektedirler (117).
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Mikrovillisli hicrelerin - sitoplazmalarinda seyreke dolsa yer vyer vakuoller
bulunmaktadir. Bu hucrelerin ilk goze carpan befiiti Ozellikleri mikrovillisleri
olmasina kafin, yap! olarak ilk grupta tanigmiz vakuolll hiicrelere benzemeleridir.
Hucrenin mikrovillis yapilari, sitoplazmadaki vakleon artmasi ile gittikce dgsime
ugrayabilecek bir izlenim okiurmaktadir. Bir bgka deysle bu durum mikrovillisli
hicrelerin ilk grupta tanimlanan vakuolli hicrele@nistigiint diguindtirmektedir.
Hatta bu hicreler, vakuolll hiicrelerin“onci hticriébdabilir fikrini akla getirmektedir.

TiB olan bireylerde de ikinci grup “mikrovillisli hieder”dir. Kontrol grubunda
en az sayida gorilen mikrovillislii kokultir hiicrele TIB grubunda da nadiren
rastlanmaktadir. Bu durumiB grubu dokusundaki yetersizlik gostergelerinderi bi
olarak degerlendirilebilir. Bgka bir acidan deerlendirildiginde, vakuol iceginin
olusma yetersizginden dolayr mikrovillisli hicrelerin vakuolli hiége dongimu
cok hizli gergeklgmektedir. Kontrol grubunda bu ddgiim mikrovillisli hicrelerin az
vakuole sahipken vakuol sayisi ve hacmini artiravakuolli htcrelere dégumu
seklinde yorumlanabilir. OysaiB grubunda, kontrobrubundaki mikrovillisli gesgi
hicrelerinin olgumuna firsat vermeden c¢ok vakuolli hiicrelere dtirgii fikrini akla
getirmektedir. Her iki tip hiicre grubunda da vakeh varligi ve salgr materyalinin
sglanmasina yonelik bir hicre dinagnidikkati ¢ekmektedir. Bu durum in vivo
sartlardaki bol miktarda salglr dretimi gorevini butdnelerin  Ustlengdini
distindurmektedir. B grubunda erken evre embriyo gethiyle gebelik oranlarini
artiran endometriyal kokultir hucrelerinin  salgisin kritik 6nem  taidigi
bildiriimektedir (156,161).

Uclincli grup “sitoplazmik uzantili hiicreler’dir. Eer bireylerin elektron
mikrograflarinda; cok sayida sitoplazmik uzantilare uzantilar icerisinde lipid
vakuolleri ile mitokondriyonlar g6zlenmektedir. Bgrup kontrol kokultir hicre
tiplerinde en ¢ok gorilen hiicre grubudur. Histidajeserlendirmelerin altin standardi
olan morfololoji ve fonksiyon arasindaki sikisKinin varligi goz 6nine alinirsa gaik
baks acilar getirilebilir: Sitoplazmik uzantih hicegin ylzeyi embriyo transferi
sonrasinda implantasyonu kolaglean 6zel reseptorleri barindiriyor olabilir. Bizi
yaklasimimizi destekleyen Amsterdam ve Rotmensch isinafit@macilar da graniloza
hiicre kokulturuyle yaptiklari ¢amalarinda, hicre yilizeyindeki reseptorlerin hicre

uzantilariyla bglantili oldyu Uzerinde durmaktadirlar (162). Sitoplazmik uZanti
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kokultur hicreleri, belkide embriyonun yakhaasi, tutunmasisamalarinda ilk iletim
kuran, kontrol grubunun pinopod eturan ylzey epitel hicrelerine benzer hicreler
olabilirler. Bir baka deyile, bu htcrelerin, embriyonun implantasyon siregind
etkilesimde bulundgu ylzey epitel hicrelerinin  kiltirdeki goérinttlealdugu
dUstndlebilir.

Gulyas, Suziki adli astirmacilar da yalanci ayakgiklar, mikrovillisler ve
sitoplazmik uzantilarin hem in vivo hem in vitgsartlarda geleneksel olarak hiicrenin
blylumesi ve gegliemesi anlaminda dundlebilecgini belirtmektedirler (163). Bizim
calismamizda da sitoplazmik uzantili hicrelerirgidéx boyutlarda 6zellik gostermesi,
biyime ve gexleme surecinin dgsik asamalarinda olabileceklerini akla
getirmektedir. Bir bgka acidan goribildiren Balboni ve Zecchi ise hicrelerdeki ylzey
uzantilarinin ileri derecede ggtiesini, kokultlire edilen hicrelerin kultgartlarinda
olusturdusu belirgin olmayan adaptasyonun sonucu olaratedendirmglerdir (164).
Ancak bu adaptif mekanizmaya ayni ortamda bulunnmraara&men dger htcreler
farkli morfolojik goérunttlerle yanit vermektedirle© halde sitoplazmik uzantilarin
olusmasindaki mekanizmanin tek bir nedene indirgenmemi&ssa dgru olacaktir.
Zhang ve arkad#ari insan immortalize grantloza hcreleri ile ykiatr1 calsmalarinda
hiicreler arasi [gantilarin immortal hiicreler arasinda ¢cok yaygiarak gorindgina
soylemilerdir (165). Reza ve arkaglari ise endometriyal dokulari plastik ylzeylerde
kiltire ederek elde ettikleri hicrelerin nonpolaridzellikte hicreler oldiunu
bildirmisler ve TEM ile incelenglerdir. Komsu hicrelerin birbirlerine dgru
sitoplazmik uzantilar oklturduklarini, bunlarin desmozom benzeri glaatilarla
birbirlerine tutunduklarini gozlesler ve siki bglantilarin olmadiini belirtmglerdir.
Ayrica bu hucrelerin c¢ekirdek 06zelliklerinin de iag sartlardaki hucrelerin
cekirdeklerine gére daha blytk ofgunu soylemglerdir (166). Ancak bu ¢caimacilarin
deneyinde endometriyal doku seciminde fertilite irbesftici bir parametre
kullanilmamstir. Bizim calsmamizda ise hem kontrol hem d&BTgrubundaki kokiltiir
hiicreleri arasinda htcreler arasi birglaati gozlenmemnstir. Bu argtirmacilarin
belirttigi gibi ¢ekirdek buyukliklerinde 6nemli bir fark huimamsgtir. Ancak yer yer
cekirdekleri cok girintili ¢ikintil olan, metabdli aktivitesi yiuksek izlenimi veren
hiicrelere siklikla rastlangtir.
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TIB olan kadinlarin endometriyum kokdiltir hiicrelegnd ticiincti  grup,
“sitoplazmik uzanti”lara sahip olan hucrelerdir, Kidttirde ikinci siklikla
gorulmektedirler. Ancak kontrol grubunun sitoplakmiuzantih hicreleriyle
kiyaslaninca istatiksel olarak da anlamli derecaddulunmaktadirlar. Bu hicrelerin
mevcut sayida bile implantasyonshasini artiran dzellikler gayan hticreler olduklari
disinulmektedir. Bazi olgularda organelden zenginp&tomik uzantilar yani sira tim
sitoplazmaya dalmis ¢cok sayida vakuol goézlenirken bazi olgular az daywakuol
iceren sitoplazmaya sahiptirler. Bu gruptaki hierelfertil gruptaki ayni isimle
adlandirdgimiz  kokdltir htcrelerinin  sitoplazmik iceriklerinegére heterojen
goriiniimdedirler. 1B grubu sitoplazmik uzantili kokltur hiicrelerinfiertil grupta da
oldugu gibi, endometriyum vyilizey epitel hicrelerine belizegbsteren hiicreler
olabilecggi tahmin edilmektedir. Dokudaki epitel hicrelerind&bken aldiklarindan
dolay! ayni tip hiicre davragmni gostermektedirler. Ancak doku epitelinde @dwgibi
bir apikal ve bazal yonu olmayan bu hicreler pkagtizeyde yayildiinda monolayer
kultardeki hiicre davragu olarak her yone divu uzantilar vernsi olabilirler. Bazen de
bir tarafa dgru tomurcuklanma veya kutuglaa eilimi gostermesi ise yilizey epitel
hicrelerinden kdken alginin bir kaniti olarak deerlendirilebilir. Fertil grupta oldgu
gibi bu htcrelerin de yuzey reseptotrlerine sahguklari, bu reseptérlerin embriyonun
tutunmasinda ve implantasyonun kolaylalmasinda rol oynadiklari dundlebilir.
Sitoplazmik uzantili bu hicrelerin ylzeyinde, saiblayda konfokal mikroskopi ile
endometriyal dokuda ortaya cikarilan HB-EGé&sPs integrinler, HOXA10 gibi
preimplantasyon sureci molekullerinin ekspresyantadunabilecgi distntlmektedir.
Dimitriadis ve arkadgdari sitokinlerin endometriyal gaimiyla ilgili yaptiklan
calsmada, bu molekullerin implantasyonu diizenleyen bikisi olabilecgini
belirtmislerdir (167). Dger yandan Haddad Filho ve arksldan da IVF siklUslerinde
basarili sonuclar elde edebilmek icin interlokinleendometriyal ekspresyonunun ¢ok
onemli oldgunu vurgulamglardir (168). Cakmamizda tanimlagimiz sitoplazmik
uzantil bu hicreler de implantasyonu dizenleysaptrlere sahip hicreler olabilirler.
Bu hicrelerin girintili cikintili, 6kromatik ¢ekiekleri, hiicrenin metabolik aktivitesinin
yuksek oldgu fikrini vermektedir.

Endometriyal veya farkh dokularla yapilan kokulgalsmalarinin bir kisminda
gruplandirma epitelyal hiicreler ve stromal hicreéddindedir Arnold ve arkadgari
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yaptiklari kokdltir cahmasinda geleneksel immunohistokimyasal yontemlbatkarak
epitel ve stroma hucrelerini ayirt etheirdir (169).

Endometriyal kokulttr hicrelerinin morfolojik gerlendirmesine dair elektron
mikroskobik calgmalar yoktur ve daha 6nce kokdlttr hicre tiplenmyegiilmadg icin
tartsmanin bu kisminda az literatlr destsaslanabilmitir. Dahasi yapilan 6nceki
calismalar cg@unlukla kokdulttrlerin blastosist geiminde ne kadar etkili oldiu
Uzerinedir (170,171). Son zamanlarda in vitro lieegsyonda kokdlturin yeri ve
onemini 6lcen meta-analizlere yer verilmektedirp¥an meta-analizlerde endometriyal
kokulturan, implantasyon ve klinik gebelik oranlarzerinde olumlu etkiler yaragn
dogrulanmaktadir (172). Yine yapilan son galalarda otolog endometriyal dokudan
farkl olarak insan endometriyal hicre dizileri eledilerek kullaniimasi 6énerilmektedir
(173). Bizim calgmamizdaysa elektron mikroskobik analizle, endomeitrkokuiltir
hiicre morfolojisinin iyi bilinmesine, anjdmasina ve hicre davramin ortaya

konulmasina ¢ajiimistir.
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6. SONUC ve ONEHLER

1) Calsmamizda, U¢ veya daha fazla sayida IVF uygularaghkB embriyo transferine
ragmen gebelik olsmayan TB olan bireylerin endometriyum dokulari ile fergitubun
endometriyum dokulari katastirmali olarak gik ve elektron mikroskobik dizeyde
incelendi ve detayl bulgular acgiklandi.

2) Bunun yanisira her iki grubun, endometriyum dokulan elde edilen kokulturleri
mikroskobik duzeyde incelendi. Boylece gruplar ar@skliliklarin belirlenmesi ve
AECC’'Un embriyonun gejimine bulunabilecg katkilar ortaya cikarildi.
Arastirmadaki hedefimiz olan endometriyum kokenli inidléenin ana sebeplerinden
biri olan implantasyon Barisizlgina katki ve yarar ggayacak sonuclar elde edildi.

3) Fertil bireylerin endometriyumundaki epitel vecstrayla kiyaslanginda, TiB olan
bireylerin endometriyumundaik mikroskobuyla bile gozlenen gigiklikler vardi.

4) TIB grubu ylzey epitel hiicrelerinin butinlik ve deU@iminin bozuldgu, yer yer
dokulmeler ile sglamligini yitirdigi gézlendi. Epitel hiicrelerinde normalde beklenen v
embriyoyu beslegi dustnulen salgi vakuolleri yeterince gelmemsti. Cok sayida
vakuollerin bir araya gelip lumene glor artan vakuol kimeleriyle mikrovillusleri
silememesi, silyumlarin vagini siirdirmesi ve daha da dnemlisi implantasyomteei
olan pinopod yapilarinin odamamasi, buradaki epitel hicrelerinin yetergiain
kanitlarini olgturdu.

5) TIB grubu stromasinda desidual reaksiyonuglayamadg goriildi. Cinki stromal
hiicrelerin sayisi nisbeten az, hicreler arasindeleryal yetersizdi ve predesidual
yeterli salgr materyali okturacak kadar vakuol yoktu, ¢cok sayida ve kivrimian
olusturacak bez topluluklarina rastlanmadi. Bu durudastosistin yizey epiteline
tutunma sansini yakalasa bile beslenmesi acisindan gerd&fi besin materyalini
sazlayan bez ve stromal yapinin yetersiz @aiou gosterdi. Implantasyon
basarisizlginin nedenlerinin morfolojik yansimalarinin bu sglawa bl olabilecesi
disundlda.

6) Bu durumda implantasyon gaisini artirmak icin neler yapilabilir sorusunaskek
olarak kokultir cakmalarinin faydasi (Uzerinde duruldu. Embriyo gelini

destekleyerek, gebelilgansini artirdii belirtiien monolayer otolog endometriyal
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kokultir hicrelerinin - morfolojik goéruntuleri incelddi, kokultir hicrelerinin
tanimlanmasi yapildi.

7) Hem fertil hem de 1B grubundan elde edilen kokiiltiirlerde hiicre tiptedrfolojik
Ozelliklerine gore ayirt edildi: Her iki grup icied vakuolli, mikrovillisli ve
sitoplazmik uzantili olarak isimlendiggmiz hicreler tanimlandi. Bu hticrelerin yapisal
Ozellikleri incelenerek, genel hicre davigem temelinde implantasyondaki rolleri
tzerinde duruldu.

8) Vakuolll hiicreler; her iki grupta da ¢ok sayid&wa olusturabilen 6zellikte olup,
TIB grubunda en sik rastlanan hicrelerdi. Bu hudrelerormal endometriyum
dokusundaki salgl yapan bez epitelinden koken dléaareler oldgu distnuldi.
Embriyonun tutunmasi yani sira getini devam ettirip, endometriyal invazyonunu
sazlayabilmesi icin gerekli besin materyalini bu hileren Urettgi fikrine varildi. TIB
grubu kokulttr hucrelerinde de salgi Uretimi yaggidancak yeterli salgi dizeyine
erisebilmek icin vakuollli hiicre sayisinin ggttgozlendi.

9) Mikrovillislt hicreler her iki grupta da en az ttasan hicrelerdi. Fertil grupta bu
hicreler az vakuolleriyle de dikkat ceken ve vakuolhicrelere benzeyen
goruntudelerdi. Vakuoller artirtikga, vakuolli hélere dongecekleri izlenimi
veriyorlardi. TIB grubunda ise bu hiicrelere nadiren rastlanmaktaBdi durum
vakuollu gruba ¢ok hizli geggdstermy olabilecekleriseklinde yorumlandi.

10) Sitoplazmik uzantih htcreler; fertil bireylerden esik rastlanan hticre grubuydu.
Endometriyumun ylzey epiteli Gzerine yapilacak imgtiistokimyasal ¢cajmalar ile
bu hucrelerin pinopod sunan yuzey epitel hicrelddbilecegi ihtimali Gzerinde
duruldu. Sitoplazmik uzantili hiicreledBr grubunda ikinci siklikla gériilen hucrelerdi,
fertii gruba gore de istatiksel olarak anlamll dede az olmalarina gmen,
implantasyorsansini artiran hiicreler olarak 6zel negndiklari digunulda.

11) Son cakmalarda saptangh ileri surulen interlokin-6 gibi proteinlerin ayul
tesbiti yapilarak, embriyo-endometriyum arasi etkihde rol oynayan kokdltur
hicrelerinin  eksprese ettikleri proteinler ve emdbri Uzerine etkileri ortaya
ctkariimalidir.

12) Endometriyal kokdulttr sistemlerinin blastosist geti ve implantasyon Uzerine
olumlu etkisinin, endometriyal epitelyal hiicrelesekrete etfi faktorlere bgh oldugu

belirtiimektedir. Bu sistemdeki hicrelerin morfalojve molekuler 6zelliklerinin iyi
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bilinmesi icin yapilacak yeni ¢amalarla, invivo ortamda implantasyon igin yetersiz
endometriyumun eksik kisminin tamamlanmasina ¢daiommalidir.

13) Bircok etik ve pratik anlamdaki zorluklara graen, insan implantasyon
mekanizmasinin anjdmasina dair bazi sinyal yolaklarinin taninmasiagem adim
morfodinamik 6zelliklerinin ortaya konulmasi bundseonraki sirecin hedefi olmalidir.
Bu calsmada tanimlanan hucrelerin  morfolojilerinin  dahaeriil ¢alsmalarla
desteklenmesi, hicrelerin sinyalizasyon mekanizrmata agiklanmasi ve taninmasina
yardimci olacak reseptérlerin tesbiti icin immurgtbkimyasal cajmalarin

yapilmasinin gerekli oldiu sonucuna varilrgtir.
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