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Embriyo transferi (ET) sonrasi implantasyon vyetersizligi, in vitro
fertilizasyon (IVF) uygulanan kadinlar i¢in hala buydk bir problemdir.
implantasyon basarisini etkileyen faktérler arasinda, embryo kalitesi,
endometrial reseptivite ve transfer teknigi sayilabilir. Geng¢ yastaki bayanlara
yapilan ET sonrasi ylksek gebelik oranlari, bu faktérlerden embriyoya disen
payin daha az oldugunu disindirmektedir. Yapay uterus olarak da bilinen
endometrial ko-kultur ortamlari, embryolarin transfer dénemi dncesi dogala
yakin bir ortamda gelisimlerine izin veren sistemlerdir. Ko- kiltir sistemlerinin
embriyo gelisimine pozitif etkisi in vivo sartlari basari ile taklit etmesidir. Bu
derlemede, yardimci Greme tekniklerinde (YUT) ko-kiltir kullaniminin temel
prensipleri ele alindi ve literatlirden 6rnekler verildi.

Ko-Kltir Sistemlerinin Yapisi ve Kullanim Alanlari

Endometrium ile embriyo arasindaki etkilesimin en yiiksek diizeyde oldugu
dénemin embriyolarin 4, 5 ya da 6.gunu olmasi nedeniyle, bu dénemde ET
yapilmasi daha avantajli gibi gériinmektedir. Bu uzun slreyi saglamak igin, in
vivo sartlart mimkin oldugunca taklit edebilen kultir sistemlerine ihtiyac
vardir. Bu amaglara yonelik IVF kultir mediumlarina ek olarak ko-kdltlr
sistemleri de tercih edilebilmektedir?.

YUT uygulamalarinda en ¢ok caligilan hiicre grubu insan fallopian tiip
hiicreleri, maymun bdbrek epitel hicreleri,bovine oviductal epitel hicreleri,
rahim ici hicre grubu (endometrial hicreler) ve oositlerin granulosa
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hicreleridir. Bu hilicre gruplarinin monolayer tremesi ile elde edilen ko-kulttr
sistemini olusturan besleyici ve yardimci hiicreler mediumun igindeki toksik ve
inhibitor etkisi gosteren maddeleri basal mediumdan uzaklastirarak embriyo
gelisimini stimule ederken, bir gok embriyotrofik faktorleri ortama saglarlar ve
tim bunlar embriyo kalitesini artirir. Fakat bu hicrelerin embriyo gelisimi
Uzerinde ayni zamanda birden fazla etkiye sahip olmasindan dolayi, bu
faktorlerin tanimlanmasi glglesmistir. Eger dogru bir tanimlama yapilip
formilize edilebilmis olsalardi, piyasada kullanilan IVF mediumlarinin bu
faktorleri uygun miktarda icerip icermedigi bilinir ve hicrelerin varligina ihtiyag
duyulmazdi. Bu konudaki c¢alismalar heniz olumlu bir sonug vermemistir.
Yapilan birgok ko-kiltlir calismalarinda transfer edilen embriyolarin gelismis
bir inner cell mass (i¢ hlcre kitlesi) yapisina sahip olduklari, yani sira, gebelik
sonuglari ve gebeligin devam ettirime oranlarinda anlamli bir artis
gézlenmistir. Implantasyon basarisizhidi olan oosit donasyon hastalarinda, ko-
kiltir uygulamalari ile daha yuksek implantasyon ve gebelik oranlari elde
edilmigtir3. Ko-kultir uygulamalarinin  gerekliligi  Gzerine 6ne sdrulen
mekanizmalar sunlardir:

1. Metabolik kilitlenme: Rutin kultdrlerin yogun oldugu hicre tabakasi
formu, molekiler agirigi disik bazi metabolitler saglar. Bunlar
genetik aktivasyonu saglayarak embriyo metabolizmasina sureklilik
getirir. Bu da embriyonun normal olmayan metabolik gelisimini,yavas
gelisimini ya da gelisim duraksamasini engeller.

2. Gelisim faktori: Besleyici hiicrelerin embriyonik hiicre geligimini
saglayici bazi 6nemli maddelerin kaynagi oldugu saptanmigtir
(pirtvat, glukoz, laktat ve amino asitler).

3. Toksik bazi metabolitlerin uzaklastirilmasi: Besleyici hlcreler glisin
uretimi ile hicre gelisimine engel olabilecek bazi agir metal iyonlarini
amonyum ve Ureyi kullanmak suretiyle ortamdan uzaklastirirlar.

4. Serbest radikal olusumunun engellenmesi: besleyici hiicreler bazi
azaltici faktorlerle hiicre genetik materyalinin mutasyona ugramasini
saglayan serbest radikalleri uzaklastirir veya olusumunu engeller4‘6.
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Buna ragmen birgok IVF laboratuarinda ko-kultlir uygulamalarinin tercih
edilmeme nedenleri;

a. Ko-klltir hazirlanmasi ve takibi laboratuar galismalarina ek olarak
yogun bir is yuk( getirir.

b. Birgok IVF laboratuar c¢alisaninin oosit, sperm ve embriyo digindaki
hiicre kultiird konusunda bilgi ve tecriibesi yoktur. Ko-kdltir ¢alisma
teknikleri 6grenilmesi gereken ek bir ¢alisma teknigidir.

c. Ko-klltir galismalari ve optimal gebelik oranlari konusunda uluslar
arasi belirlenmis bir fikir birligi yoktur. Elde edilen tim sonuclar belirli
merkezlerin kendi sonug ve kararlarini yansitmaktadir.

d. Hucrelerin elde edildigi dokularin enfeksiyon tasima riski ve bunun
embriyoyu etkileme ihtimali bir gok YUT laboratuarini bu teknigi
uygulamaktan alikoymaktadir. Bu konuda 0zellikle transmisyonun
tipi hala aydinlanamamistir®’.

Ko-kiltur uygulama endikasyonlari sunlardir;

35 yas ve Ustu hastalar

Onceki YUT denemeleri sonucu gebelik elde edilemeyen durumlar

Yiksek FSH diizeyine sahip kadinlar

Ovulasyon indiksiyon programlarina kotl yanit veren hastalar

Onceki denemelerinde diisiik kalitede embriyo gelisimi (yiksek oranda
fragmantasyon, yavas embriyo gelisimi, diizensiz klivaj) gézlenen hastalar®.

Ko-kltir sistemlerinin hicresel dzellikleri

Monolayer hiicre 6zellikleri; hiicre kiltiriinin 7.ginine dek silia hicreleri
ile diger sekresyon hucreleri bir arada goézlenir. Bir kag pasaj sonrasi silia
hicreleri fonksiyonlarini vyitirirler ve hiicre populasyonu yodunlukla sekresyon
hicrelerini kapsar. Bunlar ¢gok sayida mikrovilli iceren hiicrelerdir. Bu hiicreleri
ureme sonrasi islem sirasinda kullanilmak Uzere  dondurmak
muimkundir.Basarili bir monolayer hiicre gelisimi su faktorlere baglidir;
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Hucrelerin dish ylzeyine tutunabilmeleri ve optimal yayilim performansi
gosterebilmeleri icin serum iceren mediuma ihtiyaci vardir. Ko-kultir
calismalarinda serum olarak hastanin kendi kanindan elde edilen inaktive
edilmis ve filtrasyondan gecirilmis maternal serum tercih edilir. Buna alternatif
olarak giniimiizde en cok Synthetic Serum Substitute (SSS, Irvine Scientific,
Santa Ana) tercih edilmektedir. Son yillarda gbzlenen hayvansal protein
kaynakli kontaminasyonlar ylGzinden artikk bir ¢ok c¢alismada tercih
edilmemekle birlikte sagladigi organik zenginlik nedeniyle Fetal Calf Serum
(Biological Industries, Israel) kullaniimaktadir.

Medium olarak elde edilen tim hucre tdrlerini besleyip gelistirebilecek
zengin bir medium secilmelidir.

Ko-kdltir hiicrelerinin en homojen ve aktif mitotik gelisimi gdsterebilmeleri
icin uygun miktar (300.000 canli hicre/well) dagiliminda hicre ekimi
onemlidir.

Hucre tirleri esit oranda gelismezler, 06zellikle fibroblastik hicrelerin
gelisimi biraz daha yavas olabilir. Ureme siirecinde hiicreler tanimlanmali,
gelisimleri ayri ayri takip edilip degerlendirilmelidir® °.

Ko-kiltir hazirlanmasi i¢cin  genellikle uygun hiicre vyizeyleri veya
dokularindan olusturulan kultarler kullanilir. Tubal epitel hicreleri arasinda
bilinen saf bir kilttir yoktur. Saglikh fallopian tipler menopozal dénem o6ncesi
histeroskopi ile elde edilir. Steril, saf epitel hiicre dokulari hazirlanir. ilk pasaj
her zaman en basarili kaltir dizlemini olusturur. Kiltire alinan hicreler sivi
nitrojende asamali olarak dondurulur ve planlanan siklus oncesi ¢oézullr.
Coziilme sonrasi ikinci hiicre kiiltiirii olusturulur'®*™.

Ko-kultdr sistemlerinde mediumlarin énemi

Ko-kultir sistemi G¢ bagimsiz 6geden olugsmaktadir; embriyo, besleyici
hdcreler ve medium. Her bir 6ge diger ikisinin Uzerinde kendi belirgin etkisini
gosterir. Bu iletisimlerden en hayati olani basal mediumun besleyici hicrelerin
blylimesini devam ettirmesi ve embriyonun ihtiyaglarina cevap verebilmesidir.
Bircok ko-kiltirde basal medium olarak tercih edilen basit iyonik mediumlarin
embriyo icin yeterliligi ispatlanmis ve diger hlcrelerin gelisimi go&zardi
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edilmigtir. Diger taraftan bazi c¢alismalarda hucreler icin kompleks kulttr
ortami dizayn edilmis ama bu mediumlar embriyo gelisime uyum
gostermemistir. Ko-kiltlrin getirdigi pozitif farkhiliklar, ancak embriyolarin rutin
olarak kullanilan kiltir mediumlari ile inklbe edildiginde kétl embriyo geligimi
ve tekrarlayan implantasyon basarisizligi durumlarinda kendini gosterebilir. Bu
sonuglar ko-kultir ortamindaki hicrelerin embriyo toksik maddeleri kultur
ortamindan uzaklastirdigina dair teorileri desteklemektedir. Embriyo gelisimini
dizeltmeye yonelik kiltir mediumlari bile embriyolarin implantasyonu
tzerinde pek cok farkli etki gosterirler.Ornegin  mediumun igeriginin
degistiriimesi ile embriyolarin glikolitik aktivitesi de (amino asit, vitamin, insdlin,
epidermal growth factor ve transferrinin farkli kombinasyonlari) degisebilir.
Ornegin amino asit ylkimi sonucu meydana g¢ikan amonyumun embriyo
gelisimi Uzerine toksik oldugu gdézlenmistir.Bu etkiyi azaltmak igin mediumun
48 saatte bir degisimi uygun gorulmustir.Daha sonra yapilan calismalar
epidermal growth factor ve leukemia inhibitory factor varliginda blastosist
olusum oraninin arttigini, ayrica bu ortamlarda gelisen embriyolarin inner cell
mass bakimindan daha ¢ok hlcreye sahip olduklarini goéstermistir.Ayrca
amino asit ve glutaminlerin embriyo gelisimini stimule ederken aslinda inner
cell mass hiicrelerinde artisa ve gelisime sebep olduklar gortimiistir.****
Benzer olarak kultir ortamina c¢esitli makromolekdllerin eklenmesinin,
embriyoda toplam blastomer ve inner cell mass sayisinda belirgin bir artisa yol
actigi gézlenmistir'.

Vero hucreler hazir kitler halinde satilan canhligini yitirme riski dusuk,
saflastirilmis hicre kultirleridir. Defalarca pasaj yapmaya uygun,birgok hiicre
kultiriine gore daha proliferik bir gelisim gosteren yapiya sahiptirler.Bu ylizden
ekim yapilan hiicre sayisi miktari da diger ko-kiltlr sistemlerine gére daha
disUktir.Vero hicre kiltird icin DMEM-%10 maternal serum (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium + %10 Fetal Bovine Serum) kullanilir. Monolayer
hiicreler T6VA (T6 supplemented with Vitamins and Amino acids) ile
yikanir'®*,

Blastosist transferi ve ko-kultir kullanimi
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Blastosist transferinin fizyolojik olarak daha yiiksek implantasyon ile
sonuglanmasi, blastosiste ulasan embriyolarin genomlarinin daha aktif ve
saglikli olmalari ve devam eden gebeliklerin daha fazla olmasi nedeni ile
genellikle blastosist c¢alismalarinda ko-kiltlr tercih edilen bir uygulama
olmustur. Bongso ve ark. insan tubal hucreleri ile yaptiklari ¢calismalarinda
5.glin sabahinda % 69 oraninda kavite vermis embriyolar, 6.giiniin sabahinda
ise expended ve hatching blastosistler geli§tirmi§lerdir5. Wiemer ve ark.
oviductal epitel ile gelisen embriyolarin buyime hizlarinin daha yiksek
oldugunu ve embriyolarin daha duslik fragmantasyona sahip olduklarini
géstermi§tir17. Bu calismalar ko-kultlr sistemlerinin 35 yas Ustlu kadinlarda ve
daha oOnceden tekrarlayan implantasyon basarisizligi gozlenen hastalarda
daha basarili oldugunu goéstermistir. .Menezo ve ark. vero hucreleri ile yaptigi
calismalarda % 23 oraninda bir gebelik artisi gostermistir'®. Cesitli infertilite
nedenlerine sahip hastalarda yapilan bir galismada Olivennes ve ark. ko-kulttr
ile yetigtirlen morula ve blastosistlerde transfer sonrasi yine yiksek
implantasyon oranlari gostermistir'®. Jayot ve ekibi hastadan elde edilen
endometrial hiicreleri daha siklusta ko-kiltlir hazirlayarak embriyo gelisiminde
kullanmistir. Doérdincli  ginde %21 morula gorilirken tanimlanmis
mediumlarla inkiibe edilen embriyolarin sadece % 8’ i morula dizeyi gelisim
gOsterebilmislerdir. Cohen ve ark. ko-kiltir ile gelistirilen embriyolarda zona
pellucidanin incelmis oldugunu goézlemlemistir. Buna bagli olarak assisted
hatching ile kombine edilen ko-kiltir c¢aligmalarinda daha onceki IVF
denemelerinde basarisizlikla sonuglanan hastalarda artan gebelik oranlari
elde edilmistir’®. Li ve ark. ko-kiltur ile kontrol grubu blastosistlerinin
kromozom kompozisyonlarini  karsilastirmiglar ve herhangi bir fark
gérmemislerdir™. Oviductal epitel hiicreler ve granulosa hiicreleri ile ko-kiilttre
edilen embriyolarin, kontrol grubuna oranla blastosist evresine ge¢gme oraninin
daha ylksek oldugu bulunmU§tur22. Bir diger calismada, endometrial epitel
hicreleri ile insan embriyolarinin ko-kulturd blastosist oranini % 50.8" den %
58.2’ ye ¢ikarmig, implantasyon ve gebelik oranlari artm|§t|r23.
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SONUC

Degisik merkezlerden alinan birgok ko-kultir calismalari bu sistemlerin
sequential mediumlara Ustinliguni géstermistir. YUT uygulamalarinda ko-
kaltdr kullanimi, endikasyonu olan durumlarda implantasyon oranlarini ve
dolayisi ile gebelik oranlarini arttirabilir. Ko-kUltir kullanimina iligkin genis
vaka serili galismalarin basarili sonuglarinin bildiriimesi, bu sistemlerin daha
fazla tercih edilmesine yol acacaktir. Ayrica, IVF laboratuar personelinin ko-
kultir teknikleri konusunda egitiimesi, ileride bu tir uygulamalarin rutine
girmesini kolaylastiracaktir.
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