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ENDOMETRIYUM RESEPTIVITESI TUBA EPITELININ OOSIT ve EMBRIYO ile
OTOKRIN ve PARAKRIN ILISKiSINE Mi BAGLIDIR ?
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0oz

Bu calismada tuba uterina epiteli ile oosit ve embriyo arasindaki olasi iliskinin endometriyum re-
septivitesindeki rolii incelendi. Calismada kullanilan siganlar tubal ligasyonlu deney ve ligasyonsuz
kontrol olarak gruplandirildilar. Endometriyal evreyi saptamada 151k mikroskop, pinopod incelenmesi
ise elektron mikroskop diizeyinde yapildi. Elde edilen bulgularimizda her iki grupta silli epitel hiicresi
gozlenmeyen ancak mikrovilluslu sekretuvar epitel hiicrelerinin yeraldigi endometriyal bezlerin sekre-
tuvar fazda oldugu luteal fazda reseptif bir endometriyum dokusu gozlendi. Tipik sekilleriyle endo-
metriyum pinopodlart yalniz ligasyonsuz gebe kontrol grubunda goriildiiler. Tubal ligasyonlu denek-
lerde ise pinopod olusumu yoktu ya da yetersizdi. Iki grup arasinda pinopod tipleri, salg1 granilleri ve
apopitoz yapilar agisindan farklar oldugu goruldii.

Bu 6n calismamizda tubal ligasyonlu sicanlardan elde edilen bulgularimiz endometriyum
reseptivitesinde pinopodlarin isaretleyici rol oynadigini ve ayrica embriyo ile tuba uterina arasinda
otokrin ve parakrin diyalogunun olabilecegini ve bu faktorlerin implantasyonda rol oynayabilecegi
kanisina varilmistir.

Anahtar Kelimeler : Tubal ligasyon, Pinopod, Endometrium, SEM,TEM.

DOES ENDOMETRIUM RESEPTIVITY DEPENDS ON PARACRINE AND
AUTOCRINE RELATION OF TUBAL EPITHELIUM WITH OOCYTE AND
EMBRYO ?

ABSTRACT

In present study relation between uterine tube epithelium with oocyte and embryo and its role on
endometrium receptivity was investigated. The rats were divided as unligated control and as ligated
experimental group. Light microscopy was used for determination of endometrial phase and TEM and
SEM was used for pinopodial verification. We have not observed ciliated epithelial cells in both group
endometriums. However numerous secretory epithelium with microvilli was detected in luteal phase
endometriums. On the basis of microscopic appearances glands were in secretory phase and therefore
it is considered as luteal receptive endometrium.

Typical pinopods were observed only in pregnant unligated control group endometriums but lack
and/or insufficient pinopods were detected in ligated group endometriums. Our findings showed that
there were significant differences in type of pinopods, secretory granules and apopitotic process in two
groups.
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In this preliminary study our results suggested, pinopodes were accurate markers in endometrial
receptivity and also there might be a autocrin/paracrin relation between tuba uterina and embryo that

plays role in implantation.

Keywords: Tubal ligation, Pinopodes, Endometrium, SEM, TEM.

1. GIRIS

Giunumiuzde infertilite tanist konmus ve
konvansiyonel ilag ve cerrahi tedaviden sonug
almamayan hastalara YUT (yardimla ireme tek-
nikleri) ile bebek sahibi olmalarina yardimci
olunmaktadir. Bu uygulamalarda embriyonun
tuba uterinada gegirdigi evreler laboratuvarda
kadin genital traktusunun pH, 1s1, osmolaritesini
aynen saglamaya calisan inkiibatorler iginde
gergeklestirilmektedir. Cunkiit  in  vivo
fertilizasyon ve erken embryo gelisimi tuba
uterinada olusurken, oosit ve embryonun
YUT teki gelisimi in vitro kiltirlerde olusmak-
tadir. Ancak in vitro ortamin in vivo sartlardaki
ozelliklere sahip olmamasi YUT nin basarisinda
onemli bir faktor olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Implantasyon yetmezligi ise IVF’teki (in vitro
fertilizasyon) problemlerin baginda gelmektedir
(Tulsiani and Abou- Haila, 2000;Nikas, 2003).

Implantasyon embryonun invazyonu ve
endometriyumun  reseptivitesine baglidir.
Endometriyum reseptivitesi tizerine yapilan ca-
lismalarda pinopod yapisinin reseptivite agisin-
dan 6nemli oldugu ortaya konmustur. Normal
sikluslu kadinlardan postovulatuar evre 6.giinde
alman endometriyal biyopsilerde %78 oraninda
pinopod yapilarinin gelistigi SEM incelemele-
rinde gosterilmistir (Ferenczy vd.,1972; Martel
vd.,1987,1991; Tabibzadeh,1991;
Tabibzadeh,1995; Giudice,1999; Nikas,2003).

Trofoblastlarin invazyonu ise direkt ya da
indirekt olarak hormonlar ve biiyiime faktorleri
tarafindan otokrin ve / veya parakrin yolla dii-
zenlenmektedir.  Omegin  bir  sitokin  olan

(Leukemia Inhibitory Factor) LIF’tin
implantasyon i¢in sart oldugu ve insan
endometriyumunda  ozellikle  implantasyona

uyan donemde yiikseldigi gosterilmistir. Bu fak-
tortin tuba uterina epiteli tarafindan salgilanmasi
ise oldukga ilgingtir ve reseptivite igin gerekli
yapilanmada tuba uterina- endometriyum iligki-
sini igsaret eder (Tabibzadeh, 1991; Denker,
1993; Giudice, 1999; Reinhart vd.,1999). Ayri-
ca, prostaglandin-E2 ve platelet-activating factor
(PAF), embryonun uterusa oviduktal transport
zamanlamasinda, embryo kaynakli regulatuar
sinyallerdendir ( Velasquez vd., 2001).

Tuba uterina ortami basarili bir gebeligin
baslamasi i¢in gerekli bir takim prosesleri sag-

lamaktadir (Pacey vd., 1995, Tulsiani and Abou-
Haila,2000).Tuba uterina da endometriyum gibi
siklik degisiklikler gostermektedir. Genelde
hormonlara bagli olan bu degisikliklerdeki
anormallikler anormal tuba fonksiyonlarina, or-
negin ektopik tubal gebelige varan komplikas-
yonlara neden olabilir(Li vd.,1992).Diger tarat-
tan, fertilizasyon ve erken embriyo gelisimi i¢in
optimal ortami saglayan tuba uterine salgi
epitelinden gesitli sitokin yada buytime faktorle-
ri salgilanmaktadir (Reinhart vd.,1999; Tulsiani
ve Abou-Haila, 2000; Velasquez vd.,2001). Uy-
gulamalarda ise GIFT’in (gamet intrafallopian
transfer) IVF’den daha bagarili oldugu goriil-
mektedir ( Tanbo vd.,1990).

Sonuglar in vivo gibi in vitro olarak da oosit
ve/veya embriyolarin gelisebilmeleri icin sadece
inktibator ve gelismis medyumlara degil ayni
zamanda tuba uterina epiteli ile de iliskiye ge-
reksinimleri oldugunu gostermektedir.

Bu on calismada endometriyum
reseptivitesinin olusumu ve implantasyonda rolii
olan faktorlerin saliniminda embriyo ile tuba
uterina arasindaki olast otokrin ve parakrin
diyalogu ve potansiyel isaretleyici olan
pinopodlar kontrol ve ligasyonlu gruplarda
mikroskopik diizeyde incelendi.

2. GEREC ve YONTEM

Calismamizda yetigskin 14 adet disi Spra-
que-Dawley albino siganlar kullanildi. Deney
grubumuzu olusturan sicanlarin her iki tuba
uterinalan intraperitoneal rompun ketalar anes-
tezisi altinda ligatiire edildi ve post operatif 5
gilin i.m. antibiyotik uygulamasina baglandi. 1 ay
sonra erkek ratlarla bir araya birakilip yapilan
tip ligasyonunun basarili olup olmadigi kontrol
edildi. Siganlar 21 giin boyunca takip edildi.
Higbirinin gebe kalmadigi belirlenen siganlar
calismaya alindi. Daha sonra vaginal yayma ile
siklus takipleri yapildi. Ostrus fazinda olan
siganlar kopulasyon i¢in erkek sicanlara bir
araya kondu. Ertesi giin vaginal sperm goriilen
siganlar 5. giinde aneztezi altinda uteruslar
alindi. Tup ligasyonlu sicanlar tuba uterinasinda
oosit ve embriyo bulunmayan deney gurubu ola-
rak ele alindilar.

Kontrol grubunda kullanmak amaci ile disi
siganlara ligasyon uygulanmadi. Bu gruba
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vaginal yayma yapilarak siklus giinleri tayin
edildi ve ostrus fazinda olanlar erkek sicanlarla
bir araya konuldular. Ayni  yontemle
vaginalarinda sperm goriilen sicanlar gebe ve
dolayisiyla tuba uterinalarinda embriyo bulunan
kontroller olarak degerlendirmeye alindilar. Bu
sicanlarin da uteruslan 5.gtinde alindi.

Isik mikroskobik diizeyde gruplara ait
endometriyal evreyi saptamak icin dokularin bir
kismina %10 notral Formalin fiksasyonu ve pa-
rafin inkliizyonunu takiben H&E boyama yon-
temi uygulandi.

TEM’de yapilacak incelemede i¢in dokular
5 saat fosfat tamponlu % 2,5 Glutaraldehit
solusyonunda 6n tespitleri ve 2 saat % 1 Osmi-
yum tetroksitte ikinci tespitleri yapildi. Alkolle
dehidrasyonlarindan sonra dokular propilen
oksite almndilar ve Araldit CY212 ile
bloklandilar. Uranil asetat ve kursun sitrat ile
kontraslanan kesitler Jeol 1220 elektron mikros-
kopta incelendiler.

Taramali elektron mikroskoptaki inceleme
i¢in dokular fosfat tamponlu %2,5 Glutaraldehit
solusyonunda 5 saat ve %1 Osmiyum tetroksit
solusyonunda da 2 saat siireyle tespit edildiler.
Dokularin alkolle dehidrasyonlan yapildiktan
sonra 30 dakika siireyle amilasetata alindilar ve
bekletilmeden kritik nokta kurutmalar yapildi.
Kurutulan dokular altin-palladium ile kaplana-
rak JEOL SEM 5600°da incelendiler.

3. BULGULAR

Calismamizda elde edilen bulgular Tablo
I’de ozetlendigi gibidir. Endometriyumdaki
pinopodlarin 151k mikroskopta degerlendirmele-
rinin oldukga giic olmasi nedeniyle tim deger-
lendirmeler TEM ve SEM ile yapildi. Calisma-
mizda her iki grupta silli epitel hiicresi gozlen-
meyen mikrovilluslu sekretuvar epitel hiicreleri-
nin hakim oldugu, stromal desidual reaksiyona
uygun ve endometriyal bezlerin sekretuvar fazda
oldugu Luteal fazda reseptif bir endometriyum
goriildi.

SEM’de mikrovilluslarin tek bir ¢icek gibi
sekretuvar epitel hiicresinin membrana yapig-
mast seklinde (Pinopodun bir 6nceki olusma
evresi olarak degerlendirildi) ya da tam bir ba-
loncuk seklinde olduklart gozlendi (Sekil 1,2,3).
TEM incelemesinde de pinopodlar gebeliginin
5. gunindeki kontrol grubu endometriyum-
larinda gorulduler (Sekil 5B,5C). Tubal ligas-
yonlu gebe olmayan dencklerde ise pinopod
olusumu yoktu ya da yetersizdi (Sekil 4,5A).

Sekil 1. Gebe sigan endometriyumunda pinopod
olusumunun ilk evresi (hair-like cell) . SEM

Sekil 2. Sekresyon fazina girmis Gebe sican
endometriyumunda tipik pinopod olusumu SEM
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Sekil 3. Gebe sigan endometriyumunda ¢ogalan

pinopodlar. SEM
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pinopodlar. SEM

Sekil 5. A:Ligasyonlu ve gebe olmayan si¢can ednometriyumunda pinopodsuz epitel

B, C: Gebe sigan endometriyum epitelinde artmis vezikiil ve epitel apikal yiizeyindeki bleb olusumu

(—).TEM

Sekil 4. Ligasyonlu ve gebe olmayan sigan
endometriyumunda az gelismis mikrovillus ve

Tablo 1: Gruplara gore pinopod ya da pinopod olusum evresinin mikroskopik degerlendirilmesi

Pinopod Goriilme Oranlar Hematoksilen eozin | Toluidin Mavisi TEM SEM
Negatif Kontrol grubunda Proliferasyon n 3/0 3/0 3/0 3/0
Faz1 0% 0% 0% 0%
Pozitif Kontrol grubunda (Gebe) Sekresyon n7/1 7/5 77 77
Faz1 14% 71.5% 100% 100%
Deney Grubu (Tubal ligasyonlu grup) n 4/0 4/0 4/0 4/1 *
Sekresyon Fazi 0% 0% 0% 25%

(n: denek sayist , % goriilme siklig1, * sadece bir siganda yetersiz pinopod geligimi)

Bunun diginda gebe grubuna 6zgii olarak
sekretuar
hticreleri ve ¢ok sayida pinositoz olusturan ve-

endometriyumunda  mikrovilluslu

sikiiler salg1 graniilleri gozlendi (Sekil 5 B, C).
Bu vesikiiler ve pinositotik vesikiiller apopitotik
cisimlerin miktariyla uyumluydu (Tablo 1).
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Tubal ligasyonlu grupta ise apopitozun artmasi
yanisira elektron yogun ve az sayidaki sekre-
syon graniilleri saptandi. Bulgularimiz iki grup
arasinda mikroskopik diizeyde apopitozis, salgi
graniilleri ve pinopodial yapilanma acisindan da
o6nemli farklarin oldugunu gostermektedir.

4. TARTISMA

Invazivligin ve reseptivitenin hiicre biyolo-
jisine bagh temeli, hiicre adezyonu ve hiicre po-
laritesi tizerinde yogunlagmaktadir (Denker
1993). Ayrica trofoblastin tuba uterina epiteline
tutunabilmesi yalniz implantasyon penceresi ya
da endometriyum reseptif fazinda gergeklese-
bilir. (Denker, 1995; Nikas, 2003) Trofoblast-
larin invazyonu direkt ya da indirekt olarak
hormonlar, bulytime faktorleri ve sitokinler taraf-
indan otokrin ve/veya parakrin yolla diizenlenir
(Tabibzadeh, 1991).

Endometriyal epitelin hiicre yiizeyinde ve
sekretuar kompenentlerinde siklusa bagli degi-
siklikleri saptamak i¢in gerceklestirilen ¢aligsma-
lar, daha ¢ok immunohistokimyasal ¢aligmalar-
dir (Aplin vd.,1988; Enders ve Schlafke, 1977;
Denker, 1993). Sckretuar fazda onceki fazlarda
bol bulunan silli hiicrelerin azaldign SEM’de
gosterilmigtir.  Tyi  gelismis ve silli  hiicre
populasyonu ise erken follikiiler fazda gozlen-
mektedir. Ciinku siliogenezis endojen 6strojen-
den etkilenmektedir (Ferenczy vd.,1972). Ca-
lismamizda her iki gruptada silli epitel hiicresi
gozlemememiz, tubal ligasyon nedeniyle tuba-
sinda embriyo bulunmasa bile endometriyumun
sekretuvar fazda yani tubasinda embriyo bulu-
nan kontrol gebe endometriyumlarlar ile ayni
fazda oldugunu gosteriyordu. Ancak reseptivite
isaretleyicii olarak immiinhistokimya yanisira,
ozellikle SEM olmak uzere
elektronmikroskopiden de  yararlanildiginda
sckresyon fazinda olmanin 6tesinde isarctleyici-
lere gerek goriilmektedir. Implantasyonun bas-
layabildigi implantasyon penceresinde yiizey
endometriyal epitelin ultrastritktiirii  elektron
mikroskopta kolayca goriilebilen kesin degigik-
liklere  gider.  Pinopodlar  endometriyal
reseptivitenin  kesin igaretleyicilari olarak bu-
lunmustur (Nikas 2003). TEM’de de pinopodlar
gebe kontrol grubunda rahatlikla secilirken tubal
ligasyonlu deneklerde pinopod olusumu olmadi-
g1 ya da yetersizligi daha objektif olarak ayirt
edilebilmis ve SEM gozlemlerini teyit etmistir.
Yapilan caligmalar, gercek reseptivite taniminin
151k mikroskobi ve ultrasonograti (USG) ile an-
cak yaklagik tahmin edilebilecegini gosterirken
calismamizdaki bulgularimiz pinopodlarin SEM
ile tespitinin reseptivitede ¢ok 6nemli bir isaret-
leyici oldugu ile ilgili gortsleri desteklemektedir

(Ferenczy vd.,1972; Martel vd.,1987,1991;

Giudice, 1999; Nikas, 2003. )

Insan endometriyum epitel hiicrelerindeki
bazofilik graniiller apopitotik stirecin geligimin-
de etkilidir. Calismamizda tubal ligasyonda
TEM ile clektron yogun ve az sayidaki
sekresyon graniillerine karsilik, gebe
endometriyum mikrovilluslu sekretuar hiicrele-
rinde gozlenen, pinositoz olusturan, ¢ok sayida
vesikiiler salgi grantli iki grup arasinda 1s1k
mikroskobu ile segilemeyen bir diger fark olarak
gozlendi. Apopitotik cisimlerin normal sekretuar
faz progresyonunu gosteren miktartyla uyumlu
bu vesikiller ve pinositotik vesikiiller normal
gerekli apopitoza ve pinopod olusumuna katkili
goruniiyordu. Menstriial fazda pik yapan
apopitotik hiicreler kadar olmasa da, tubal
ligasyonlu grupta apopitozun daha fazla gortl-
mesi yanisira bu grupta gézlenen farkli graniil
yapist iki grup arasinda 1sik mikroskobunda
benzerlige ragmen reseptivitenin apopitozis agi-
sindan da farkli oldugunu ve bu farkin salgi gra-
niilleriyle baglantisini gosteriyordu (Tabibzadeh,
1995).

Tuba uterinanin embriyonun fertilizasyonu
ve erken gebelik olusumundaki rolit bilinen bir
gergektir. Bu nedenle IVF uygulamalarinda la-
boratuar ortami tuba uterinanin ortamina ben-
zetilerek yapilmaktadir. Ancak tam in vivo in
vitro ortiismesi gerceklestirilememistir. Bu ne-
denle simdilik, in vivo hiicreli co kiiltiriniin
tekrarlayan implantasyon yetmezIligi olan hasta-
larda daha iyi medyum eclde edilinceye kadar
gebelik oraninin artirllmasinda giivenli ve etkili
bir yol olabilecegi oOnerilmektedir  (Jayot
vd.,1995). Diger taraftan, embriyonun in-
vazyonu ve endometriyumun reseptivitesine et-
kili, tuba uterinanin oosit ve / veya embriyo
otokrin, parakrin iligkisi sonucu ortaya c¢ikan
bilinen ve/veya heniiz bilinmeyen mediyator-
lerin 6zel fokal kan akimina sahip damarlanmasi
olan tuba uterina-uterus arterlerine gecerek en-
dometriyumda implantasyon i¢in gerekli olan
reseptivitede etkisi oldugu ileri stirilmektedir
(Landstrom vd.,1999).

5. SONUC

Calismamizda tuba uterina ile oosit/embriyo
arasindaki diyalog sonucunda endometriyum da
tip ligasyonlu grup ile kontrol grubu arasinda
apopitoz, salgi graniilleri, pinositoz ve 6zellikle
de pinopod olusumu arasinda 6nemli farklar ol-
dugunu gozlemledik. Bulgularimiz, tuba uterina
epiteli ile oosit/embriyonun parakrin ve/veya
otokrin diyalogunun endometriyum
reseptivitesine etkili mediyatorlerin salinimi ve
muhtemelen fizyolojik uyaran etkiyle tuba-
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ovaryal kapillerlere gegebilecegini ve sonugcta
lokal uterus-tuba uterina baglantis1 6zelligi ile
endometriyumda reseptivitede 6nemi olan isa-
retleyicileri etkileyebilecegini  dugiindiirmekte-
dir.

Ayrica in vivo oosit/embriyo ile tuba
uterina diyalogunun in vitro uygulamalardaki
cksikliginde ve YUT’teki (Yardimla Ureme
Tekniklerinde) implantasyon basarisizliginda rol
alan faktorleri gostermek i¢in yapilacak ileri du-
zey caligmalara da katkist olacagi kanisindayiz.
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