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OZET

Amag: Implantasyon basarisizligi, in vitro fertilizasyon (IVF) uygulamalarinda basariy: etkileyen en énemli faktérlerden biridir. Bu caligmada, fertil
kadmlarin ve daha 6nceki IVF uygulamalarinda implantasyon basarisizligi olan infertil kadmlarin, endometrial ko-kiiltiirlerinin karsilastirilmasi
amaglanmustir.

Gereg ve Yontem: Caligmaya fertil on kadin ve Tekrarlayan implantasyon Basarisizligi (TIB) olan onyedi kadin dahil edildi, endometriyumlarindan
biyopsi 6rnekleri alindi. Endometrial 6rneklere monolayer ko-kiiltiir teknigi uygulandi. Fertil ve TIB grubu bireylerin endometrial ko-kiiltiiriinde
gland ve stromal hiicreler invert mikroskopla degerlendirildi ve istatiksel analizi yapildi.

Bulgular: Fertil ve TiB grubu kadmlarm endometrial ko-kiiltiirleri mikroskobik olarak karsilastirildi. Gland ve stromal hiicrelerin gelisimi acisindan
morfolojik farklar gozlendi. Fertil grupta endometrial ko-kiiltiir hiicrelerinin gelisimi TIB grubundan daha iyiydi. TIB grubu hiicreler, daha az gelis-
misti ve daha az sayiya sahipti. Kantitatif agidan TIB grubu hiicrelerinin gelisimi daha azd1. Fertil ve TIB grubunda gland ve stromal hiicrelerin karsi-
lastirilmasi sonucunda istatistiksel agidan anlamli farklilik tesbit edildi.

Sonug: Fertil ve TIB olan kadinlarin endometrial ko-kiiltiirleri karsilastirildiginda sadece morfolojik olarak degil ayrica istatistiksel agidan da anlamli
fark tesbit edilmistir. Ancak, endometrial ko-kiiltiir uygulamalarinin, TiB hastalarinda implantasyon oranlarimi arttirdign belirtilmektedir. O halde,
implantasyonu ve embriyo gelisim kalitesini artiran molekiiler mekanizmalarin agiklanmasini saglayacak yeni ¢alismalara ihtiyag vardir.

Anahtar Kelimeler: Tekrarlayan implantasyon basarisiziig, Ko-kiiltiir, Endometrium

ABSTRACT
Comparison of Endometrial Tissue Co-cultures in Fertile and Infertile Women with Implantation Failure

Objective: Failure of implantation is one of the most important factors affecting the success of in vitro fertilization (IVF) applications. In this study,
women in fertile and infertile women with previous implantation failure in IVF applications are aimed to be compared within their endometrial co-
cultures.

Materials and Methods: Ten fertile women and the seventeen women with recurrent implantation failure (RIF) were included to the study, endomet-
rium biopsy samples were taken. Monolayer of co-culture technique was applied to the endometrial samples. In the endometrial co-culture of fertile
and RIF group individuals, glands and stromal cells were evaluated by invert microscope and statistical analysis was performed.

Results: Co-cultures of the endometrium of fertile and RIF group women were compared with the microscope. Morphological differences were
observed for the development of gland and stromal cells. In the fertile group, development of endometrial co-culture cells was better than RIF group.
RIF group co-culture cells, less developed and had less number. Development of RIF group cells was less than quantitative terms. As a result of
comparison of gland and stromal cells statistically, in fertile and RIF group, significant difference was observed.

Conclusion: When the endometrial co-cultures of fertile and RIF women were compared, the difference was found significant not only morphologi-
cally but also statistically. However, it was stated that the endometrial co-culture applications increase the implantation rates in RIF patients. So new
studies are needed to explain the disclosure of molecular mechanisms of implantation and to improve the quality of the embryo development.
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In vitro fertilizasyon (IVF); laboratuvar kosullarinda
fertilize edilen oositten meydana gelen embriyonun,
uterus igerisine yerlestirildigi bir tekniktir. IVF’da
kullanilan in vitro kiiltiir sistemleri, in vivo sartlara
miimkiin oldugunca benzer ortam kosullari saglamay1
amaglayan sistemlerdir (1-3). Endometrial ko-kiiltiir

sistemini uygulayan Barmat ve ark. (4) tarafindan, bu
sistemin embriyo gelisim parametrelerini iyilestirdigi
ve oosit donasyonu vakalarinda gebelik oraninda artig
sagladigr kaydedilmistir. Simon ve ark. (1), insan
embriyolarinin blastosist asamasma kadar kiiltiire
edilebilmesini saglayan ve kiiltiir ortamima embriyonik
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parakrin ~ molekiillerin  salinimini indiikleyen
endometrial epitel hiicrelerinden olusan bir ko-kiiltiir
sistemi tanimlamiglardir. Monolayer ko-kiiltiirlerin
ozelliklerinden  biri medyumda ortaya ¢ikan
embriyotrofik  faktorlerdir. Ayni1 zamanda kiiltiir
ortamindaki zararli elementlerin elimine edilmesi de bu
hiicre tiplerinin genel 6zellikleri arasindadir. Ko-kiiltiir
hiicrelerinin asil islevi, embriyolarim in vitro kosullarda
blastosist asamasmna kadar kiiltire edilebilmesini
saglamak ve yiiksek implantasyon basarisin1 elde
edebilmektir. Bu islevini, insan embriyosunun in vitro

kosullardaki metabolizmasini diizenleyerek
gerceklestirebilmektedir ~ (5).  Inaktif  kiimiiliis
hiicreleriyle yapilan monolayer ko-kiiltiir

uygulamasinda blastosist gelisiminin 6nemli Olgiide
arttigl gozlenmistir (6). Serum destekli medyumlar ile
ko-kiiltiirin ~ kiyaslandigi  prospektif = randomize
calismalarda da somatik hiicrelerle ko-kiiltiire edilen
embriyolarin  blastosiste ulagma oranlarinda artig
goriilmistiir (7). Buna karsin, ko-kiiltlir sistemleri ve
geleneksel medyumlar arasinda fark olmadigim
belirten g¢aligmalar da vardir (8). Birgok avantajina
ragmen, IVF wvakalarinda endometrial reseptivite
gelisiminin daha iyi anlasilmasi agisindan endometrial
ko-kiiltiirle 1ilgili bilinenler yetersizdir. Diger hiicre
tiplerinin varhiginda da, ko-kiiltirle embriyolarin
implantasyon  yeteneginin  artirilmasi,  ko-kiiltiir
sistemlerinin ileri gelisimiyle baglantilidir. Ozellikle
implantasyonun fonksiyonel ¢alismalar1 i¢in ko-
kiiltiirde uygun hiicre dizilerinin kullanimi 6nemlidir
(9). Bu amagla, insan iireme dokularmmdan Ornegin;
ovidiikt, endometrium, kiimiiliis-graniilosa, nonhuman
hiicreler hatta ovaryan karsinoma hiicreleri gibi ¢ok
sayida hiicre tipi kullanilabilmektedir. Ko-kiiltiiriin
faydali etkileri igin; besleyiciler, substratlar, biiylime
faktorleri ve sitokinler gibi embriyotrofik faktorlerin
salimimi sézkonusudur (1). Erken embriyonik gelisme
doneminde, sitokinler ve biiyiime faktorleriyle ilgili
olarak, embriyo ve anne arasinda giiclii bir gecis
oldugu kanitlanmistir (10).

GEREC VE YONTEM

Calismamiz icin iki grup olusturuldu. TiB grubu igin,
Istanbul Memorial Hastanesi Yardime1 Ureme Teknik-
leri ve Genetik Tan1 Merkezi’ne infertilite nedeniyle
basvuran ve TIB endikasyonu konan toplam 17 birey
ve ¢esitli nedenlerle poliklinige bagvuran fertil 10 bire-
yin endometriyumlarindan alman biyopsi Ornekleri
toplandi. Ornekleme yapilmadan 6nce bireyler bilgi-
lendirildi ve onamlar1 alind1. Istanbul Memorial Hasta-
nesi Etik Kurul onay1 alinarak ¢aligmaya baglandi. IVF
laboratuvarinda endometrial gland epiteli ve stromal
hiicre isolasyonu ve ko-kiiltiir i¢in Barmat ve ark.’nin
(4, 11) kullandigr yontemin laboratuvar kosullarina
adapte edilmis protokolii uygulandi.

Steril kosullarda, pipelle (Endocell, France) alinan
endometrial biyopsi Ornekleri, Early’s Balanced Salt
Solution (EBSS) veya %0.9 izotonik sodyum kloriir
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icinde IVF laboratuvarina getirilerek isleme baslandi.
Tim islemler laminal flow altinda steril kosullarda
gergeklestirildi. Endometrial dokular birkag kez EBSS
ile kan ve mukusun uzaklastirilmasi i¢in yikandi. Yi-
kama sonrasi doku pargalari mekanik olarak makas ile
yaklagik 1-2mm’ liik kiigiik parcalara bolindii ve
15ml’lik santrifuj tiiplerine (Falcon 2095) transfer
edildi. Enzimatik ayristirma i¢in, doku parcalarinin
iizerine 0,25mg/ml kollajenaz Tip II ilave edildi, oto-
matik pastor pipeti ile birka¢ kez homojenize edilip 5
dk. oda 1sisinda bekletildi (gravite sedimantasyon) ve
bu siire sonunda ¢oken doku parcalarmin tizerindeki
siipernatant ¢ekilerek bagka bir tiipe transfer edildi.
Diger tiipe transfer edilen supernatant 400g’de santrifiyj
edilerek, santrifuj sonrasinda siipernatant atildi ve dip-
teki hiicre pelletinin iizerine L-Glutaminli RPMI 1640,
1% PSA (penisilin, streptomisin, amfoterisin) ve 10,1%
denature maternal serum ilave edildi. ilk tiipte dibe
¢oken ve enzimatik yolla tamamiyle parcalanmamis
olan doku parcalarinin iizerine tekrar kollojenaz Tip II
0,25mg/ml konuldu ve 37°C’deki ¢alkalamali su ban-
yosunda 5 dk bekletildi. Ayni islem birka¢ kez daha
tekrarlandi. Her seferinde supernatant tiipten alinarak
1500g’de 5 dk santrifiijlendi ve stromal hiicrelerin
isolasyonu saglandi. Enzimatik yolla tamamen ayristi-
rilamayan ve dzellikle gland epitel hiicresi igeren doku-
lar ise kollajenaz Tip II ile muamele edildi. Bu iglemler
sonunda stromal hiicreler ve tiiplin dibinde kalan ve kar
tanelerine benzeyen gland hiicre gruplar igin tiiplerin
iizeri etiketlendi. Gland hiicre grubu olarak kalan hiicre
peleti, 25cm”’lik hiicre kiiltiir flaskma ekildi. Stromal
hiicreler i¢in etiketlenen tiiplerin icerikleri tek bir tiipte
toplanarak 1500g’de 5dk santrifiijlendi ve doku kiiltiir
flasklarina aktarildi. Ko-Kiiltiir medyumlarmin 3 giinde
bir, gilinliik olarak hazirlanmig olan yeni ko-kdiltiir
medyumu ile degistirilmesi saglandi.

istatiksel Analiz

Istatistiksel analiz i¢in SPSS 11.5 paket programi kul-
lanild1. Fertil ve TIB grubundaki gland epitel ve stro-
mal hiicreler arasinda karsilagtirma yapilabilmesi igin
Independent-Samples T testi uygulandi.

BULGULAR

Fertil ve TIB grubu bireylerin endometrial gland epite-
li ve stromal hiicre igeren ko-kiiltlirlerinin invert mik-
roskopla goriintiileri incelendi. Sekil la ve 1b; fertil,
Sekil 2a ve 2b’deki fotograflar ise TIB grubunun 7-10
giin kiltiire edilen endometrial dokularindan elde
edildi. Fotograflar invert mikroskopla X40’lik biiyiit-
melerde ¢ekildi. Her iki grupta da endometrial gland
epitel hiicreleri ve stromal hiicreler belirgin olarak
izlendi. Fertil gruba ait Sekil 1a ve 1b’de, kiiltiir kabim
%90 oraninda kaplayan ko-kiiltiir hiicreleri gozlendi.
Kabmn biiyiik kisminda gland ve stromal hiicrelerin iyi
konflue olduklar: tesbit edildi. Gland epitel hiicreleri
yuvarlak ve uzantisiz daha belirgin sinirl oluslariyla,
stromal hiicrelerse ¢ok uzantili, igsi bi¢imleri ile ka-
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rakteristik goriiniimde izlendi. Sekil 2a ve 2b’de ise
TIB grubu ko-kiiltiir hiicrelerinin fertil gruptakine
benzer sekilde yer yer iyi konflue olduklari, yer yer
daha az gelisim gosterdikleri tesbit edildi. Ayrica fertil
ve TIB grubunun gland ve stromal hiicrelerinin karsi-
lastirilmas1 yapildiginda, hem sayisal hem de kiiltiir
ortamindaki gelisimleri agisindandan farkliliklar oldu-
gu gozlendi.

Sekil 1a, 1b. Fertil grup endometriyal doku ko-kiiltiirlerinde
gland ve stromal hiicreler. Beyaz ok; gland hiicresi. Siyah ok;
stromal hiicre.

Sekil 2a, 2b. TIB grubu endometriyal doku ko-kiiltiirlerinde
gland ve stromal hiicreler. Beyaz ok; gland hiicresi. Siyah ok;
stromal hiicre.

Fertii ve TIB grubu gland epitel hiicreleri
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degerlendirildiginde istatistiksel acgidan farkli oldugu
bulunmustur (p=0.001). Fertil ve TiB grubu stromal
hiicreleri  karsilastirlldiginda ise, yine istatistiksel
acidan anlamli bir fark oldugu gozlenmistir (p=0.001),
(Tablo 1).

Tablo 1. Fertil ve TIB grubundaki kadinlarin endometrium
doku ko-kiiltiirlerinin gland ve stroma hiicreleri agisindan
karsilagtiriimasi

n Ortalama+SD

Gland hucreleri Fertil 10 33,12+4,85
TiB 17 22,37 £4,43

Stroma hicreleri Fertil 10 40,25 £ 5,20
TiB 17 22,37 £4,43

*SD: Standart Sapma

TARTISMA

Ko-kiiltiir yontemi her ne kadar uygulamasi nisbeten
zor, titizlik ve tecrilbe gerektiren zorlayici unsurlar
bulundursa da, bircok arastrmada TIB olan vakalar
i¢in basarty1 artirdig bilinmektedir. Embriyonun; eski-
den beri kullanilmakta olan geleneksel medyumlardan
olusan besiyerleri yerine, anne endometriyumundan
elde edilen otolog endometrial dokuda kiiltiire edilme-
sinin, gebelik oranini olumlu olarak etkiledigi bildiril-
mis (3, 12, 13) ve otolog endometrial ko-kiiltiir birgok
arastirmaci tarafindan tercih edilmistir. Ko-kiiltiir uy-
gulanan merkezlerde, her hastanin kendi &6zelligi goz
oniline alinarak 6zel bir degerlendirme ile ko-kiiltiir
uygulamasi yapilarak, konuyla ilgili belli standartlarin
olusturulmast saglanmigtir. Ko-kiiltiir uygulama endi-
kasyonlarini siralayacak olursak; 35 yas ve iistii hasta-
lar, 6nceki Yardimer Ureme Teknikleri (YUT) deneme-
leri sonucu gebelik elde edilemeyen durumlar, yiiksek
FSH diizeyine sahip kadimlar, ovulasyon indiiksiyon
programlarina kotii yanit veren hastalar, onceki dene-
melerinde diisiik kalitede embriyo gelisimi (yiliksek
oranda fragmantasyon, yavas embriyo gelisimi, diizen-
siz klivaj) gozlenen hastalar ve 3 veya daha fazla imp-
lantasyon basarisizlig1 yasayan hastalar seklinde sayi-
labilir (7). Bizim ¢aliymamizda da bu endikas-
yonlardan bir veya birkagi nedeniyle dnceki YUT de-
nemelerinde gebelik elde edilemeyen, {i¢ veya daha ¢ok
sayida implantasyon basarisizligi olan hastalar ko-
kiltiir uygulamasina dahil edilmistir.

Joo ve ark’ nin (14) ¢alismasinda endometrial ko-
kiiltiir sisteminin embriyo gelisimini desteklemesinde,
embriyo ve helper (destek) hiicreleri arasindaki hiicre-
den hiicreye direkt temasin varligmin etkili oldugu
ifade edilmistir. Ayrica medyumlardan geriye kalan
toksik zararli maddelerin ve reaktif oksijen tiirlerinin
ko-kiiltiir hiicreleri tarafindan elimine edildigi ve ayni
hiicrelerin besleyici maddeleri kiiltiir ortamina salarak
embriyo gelisimini olumlu etkiledigi gosterilmistir.
Birgok arastirmacinin ko-kiiltiir uygulamalartyla ilgili
olarak olumlu sonuglar elde ettikleri ortaya konulmus-
tur. Bununla birlikte, ko-kiiltiiriin etkinligiyle ilgili
karsit goriislerde vardir. Fabbri ve arkadaslart ko-
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kiiltire alinan embriyolarin uterusa transferinden sonra
gebelik oranlarinin gergek artisiyla, sonuglarin celisebi-
lecegini belirtmislerdir (15). Plachot ve ark. (16) ko-
kiiltir sonucunda, graniilosa hiicrelerinin embriyo
gelisimini olumlu etkilemesine ragmen, TIB olan bi-
reylerde gebelik oranlarinda bir gelisme saglamadigini
vurgulamiglardir. 2008’de yapilan bir meta-analizin
detaylarinda, ko-kiiltiir ¢aligsmalar1 arasinda tutarsizlik-
lar ortaya c¢iktig1 tesbit edilmistir. Ancak insan veya
insandan farkli ¢esitli hiicre dizilerinin kullanilmig
olmasi, hiicre tipi spesifikligi gibi durumlardan dolay1
randomize kontrollii ¢aligmalara ihtiya¢ oldugu belir-
tilmistir (17, 18).

Bu calismada, fertil ve TIB olan kadimlarin endo-
metrial ko-kiiltiirleri incelendiginde, fertil grup ko-
kiiltiirlerinde, gland epitel hiicreleri ve stromal hiicrele-
rin hem morfolojik hemde sayisal agidan oldukga iyi
gelisim gosterdikleri sonucuna varilmustir.  (Sekil
la,1b). Bu durum fertil bireylerde endometriyumun
implantasyon icin gerekli morfoloji ve molekiiler alt
yapiya sahip oldugunu diisiindiirmektedir. TIB grubun-
da ise gland epitel hiicreleri ve stromal hiicrelerin geli-
sim ve sayisal olarak farklilik gosterdikleri ortaya ¢ik-
mistir (Sekil 2a, 2b). Ancak endometrial ko-kiiltiir
uygulamalarinin bu grup i¢in nde olduk¢a faydali so-
nuglar dogurdugu bilinmektedir. Rubio ve arkadaslari
(19) implantasyon basarisizlig1 olan kadmlarda endo-
metrial ko-kiiltiir uygulamalart ile daha yiiksek implan-
tasyon ve gebelik oranlari elde ettiklerini belirtmisler-
dir. Kumtepe ve ark. endometrial ko-kiiltiir uygulan-
diktan sonra transfer edilen embriyolarin gelismis i¢
hiicre kitlesi yapisina sahip olduklarini, gebelik sonug-
lar1 ve devam eden gebelik oranlarinda anlamli bir artig
gozlendigini bildirmislerdir (20). Bizim g¢aligmamiza
alinan TiB grubu drneklerde de ko-kiiltiir uygulamala-
rinda basarili sonuglar elde edildigi sonucu dogrulan-
maktadir.

Bazi arastirmacilar ko-kiiltiir uygulamalarinin ba-
sarisin1 ortaya koymak lizere ko-kiiltiir hiicreleri ara-
sinda ortaya ¢ikan etkilesimin morfolojik yansimalarim
degerlendirmiglerdir (3, 19, 21). Endometriyumun
gland epitel hiicreleri ve stromal hiicreleri ile salinan
sitokinler yoluyla Otolog endometrial ko-kiiltiir
(AECC), embriyo kalitesini gelistirir ve implantasyon-
da 6nemli bir rol oynar (13, 22). Embriyo gelisiminde
rol oynayan cesitli sitokinler ve biiyliime faktorlerinin
yani sira Ozellikle LIF salinimimin basarili endometrial
implantasyonda anahtar rol oynadigi farelerde tesbit
edilmistir (23). Endometrial hiicrelerin gelisiminde
yavaslama, embriyo gelisiminde eksiklik olarak fark
edilecektir. Tekrarlayan IVF basarisizligi olan hastalar-
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analizle de dogrulanmugtir (Tablo 1). Bu durum TiB
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implantasyonda olugan basarisizliklart ¢dzen bazi
faydali  yolaklar  igerdigini  diisindiirmektedir.
Endometrial ko-kiiltiir sistemlerinin blastosist gelisimi
ve implantasyon iizerine olumlu etkisinin, endometrial
epitelyal hiicrelerin sekrete ettigi faktorlere bagh
oldugu belirtilmektedir. AECC, TiB grubu hastalarda
faydali sonuglar vermektedir. Bu sistemdeki hiicrelerin
morfolojik ve molekiiler o6zelliklerinin iyi bilinmesi
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morfolojik, fizyolojik, ve molekiiler agidan yeni
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