IMPLANTASYON ZAMANINDA BAKILAN PINOPODE SKORU HORMON REPLASMAN TEDAVISI iLE
YAPILAN DONDURULMUS EMBRiYO TRANSFERINDE BASARILI iIPLANTASYONU ONGORUR

Calisma sorusu: pinopode 6lcimi prognostik deger tasiyor mu?

Cevap: pinopode 6l¢iimi dondurulmus embriyo transferinden sonra gebelik olusmasi ile dnemli
Olgide anlamli bulunmusgtur.

GIRi$

Pinopodlar endometrium yiizey epitelindeki sitoplazmik g¢ikintilardir. Pinopodlar
Uzerlerinde reseptorleri bulunan progesteron bagimh yapilardir. Bu sebeple reseptdr markir
olarak dustinilmektedir. Pinopodlarin asil fonksiyonu hala net bilinmemektedir, buna ragmen
implantasyonun ilk asamasi olan embriyonun tutunmasini desteklemede rol oynadigi
distnilmektedir ¢linki pinopodlar hem silyalarin bilastokisti stiipirmesini hem de uterin sivinin
geri cekilmesi ve uterin kavitenin kapanmasini dnlemektedir. Bazi arastirmacilar pinopodlarin
basarili implantasyonu 6ngérmede kullanilabilecegini diistinmektedirler.

ilk vyapilan arastirmalarda pinopod c¢alismalarinin sinirh ve tartismali oldugu
vurgulanmistir. birbirinden farkli birka¢ dnemli nokta bulunmaktadir. ilk olarak, pinopodlarin nasil
Olclilecegi le ilgili konsensus bulunmamaktadir. Birka¢ 6nemli metod Onerilmektedir. Bazi
arastirmacilar pinopodlarla kapl endometrium yiizey epitelini dlgmektedir, az sayida arastirmacilar
morfolojiye odaklansa da total pinopod sayisini Olgme girisiminde bulunmadilar, diger
arastirmacilar ise imminohistokimyadaki H-skoruna benzeyen hem pinopod sayisi hem de
morfolojisini degerlendiren bir skorlama sistemi gelistirdiler. Ayrica, cogu arastirmaci pinopodlarin
ortaya cikma ve yok olma zamani (zerine odaklandilar. ikinci olarak, pinopod c¢alismalari
hakkindaki ilk raporlar hep subjektif olcimleri baz aliyolardi. Gézlemcinin 6lctligli pinopod
sayilarinin degiskenligi ile ilgili ve pinopod sayisi, subtipi ve gebelik sonuclari arasindaki iliski ile ilgili
herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Uciincii olarak, pinopod olusumunun progesteron bagimli
oldugu bilinmektedir ancak az sayida ¢alismada sadece endometriumun maruz kaldigi total
progesteron miktarina degil ayni zamanda siresine de bagl oldugu gosterilmistir. Bu baglamda LH
piki veya ovulasyona gére endometrial 6rnek igin uygun zamani belirlemek ve endometrial 6rnegin
elde edildigi glin progesteron diizeylerine bakmak olduk¢a dnemlidir.

Sonug olarak, mevcut gorlis insanlarda pinopod oOlgiiminin sinirl oldugunu ortaya
koyuyor. ¢cok az merkez pinopod 6lciimiini endometrial reseptiviteyi degerlendirmek icin 6neriyor.
Bu nedenle son bes yilda bu konu hakkinda yalnizca bes yayin olmasi siirpriz degildir.

Klinik olarak pinopod degerlendirilmesi gerekli olsun ya da olmasin pinopod 6lgimu
icin gelistirilmis metodlarin gerekli oldugunu disiiniyoruz. Bu ¢alismada, morfometrik( kantitatif
hitolojik) teknikler kullandik ve sunlari rapor ettik: pinopodlarin total miktarinin ve subtiplerinin
Olctlmesi icin kullanilan gelistirilmis teknikler, (I)implantasyonu destekledigi kanitlanmis olan
hormon replasman tedavisi siklusu ile olusturulan implantasyon penceresi ve (ll) pinopod salinimi
ile gebelik sonuclari arasindaki iliskiye gore degisim géstermektedir.

MATERYAL VE METODLAR

Katilimcilar



Bu calismada iki ayri grup bulunmaktadir. 46 katilimcidan olusan ilk grupta, hormon
replasman tedavisinde 3-7 gilin sireyle progesteron uygulanmasindan sonra pinopodlarin farkh
subgruplarindaki glnlik degisimler degerlendirildi. 126 katilimcidan olusan ikinci grupta ise
pinopod sayiminin prognostik 6nemine bakildi. 172 katiimcinin hepsi bu ¢alismaya dahil edildi. Bu
katiimcilarin hepsi mart 2014-ocak 2016 tarihleri arasinda Sir Run Run Shaw Hastanesi Ureme
Merkezinde IVF tedavisi alanlardi. Katilimcilarda bakilan kriteler ise : (I) IVF tedavisini takiben
dondurulmus embriyo transferi yaptimak; (Il) 25-36 yas arasinda olmak; (Ill) diizenli menstiral
siklusuna sahip olmak(25-35 gilin). Pcos , endometriozis, hidrosalpenks ve uterin patolojisi olmasi
ve 3 ay icinde steroid tedavisi almis olmasi ise dislanma kriterleri olarak alindi.

Hormon replasman protokolii ve endometrial biyopsi

ilk grupta 46 katilimci bulunmaktadir. bu katilimcilara énceden belirlenmis bir protokole gore
siklik olarak HRT tedavisi verildi. Estradiol valerate seklindeki oral dstrojen tabletleri 6 mg/gin
dozunda mensturasyon siklusunun 2. veya 3. gliniinden itibaren yedi giin boyunca GnRH analogu
olmaksizin verildi, sonrasinda doz 7-10 diin arasi igin 8 mg/gtine ¢ikarildi. Endometrium kalinhg 8
mm gectiginde, 80 mg/glin progesteron enjeksiyonu 3-7 glin arasinda uygulandi. Pinopod 6lgiim
icin alinan endometrial biyopsiler son progesteron enjeksiyonunun yapildigi giiniin sabahinda
pipelle kateteriyle yapildi.

ikinci grupta 126 hasta bulunmaktadir.hepsine ayni hormon replasman tedavisi ve 6 giin 80

mg/glin progesteron verildi. Endometrial biyopsiler pipelle katater kullanilarak yapildi. Sonra, HRT
sikluslarini takiben 126 hastaya 3 gin progesteron desteginden sonra 3. giinde dondurulup
¢6ziilmiis(6-8 hiicre asamasinda) embriyo transferi yapildi. Ostrojen-progesteron tedavisi gebelik
olusmazsa 2 hafta, olusursa 7 hafta boyunca verildi.

Elektron mikroskobik tarama
Tim toplanan ornekler 0.1 M foffat tamponu (Ph: 7.4) icinde 1 saat bekletildi. Sonrasinda
ornekler alkol kullanilarak dehidrate edildi.

Pinopodlarin gériintiilenmesi

Tum ornekler Olympus mikroskop ile degerlendirildi. Her biyopsi i¢in 60 dan fazla sahada
x2000 buyuatme ile Nikon dijital kamera ile goriintl alindi. Randomize segilen ylzey epiteli igeren
sahalarda J software kullanilarak pinopod 6lgimi yapildi. yapilan hicre sayiminda 3 farkh tip
pinopod bulundu, gelismis pinopodlar (DP), tam gelismis pinopodlar (FDP) ve regrese olan
pinopodlar (RP). Tim olgimler tek gézlemci tarafindan yapildi ve gozlemci gruplar ve gebelik
sonuglari hakkinda bilgilendirilmedi.

Sayilacak pinopod alanlarinin minimum sayisinin belirlenmesi

Gozlemciye bagh degiskenligi tam olarak 6l¢mek igin ilk dnce uygun alanlarin belirlenmesi
gerekmektedir. Calismanin ilk kisminda pinopodlar ardisik 60 sahada sayildi. ilk sahadaki tam
gelismis pinopodlarin tim pinopodlara orani tek 6lgiim olarak kaydedildi. Sonra, 1 ve ikinci
sahalardaki ortalama pinopod sayilari kaydedildi. Benzer sekilde her ardisik sahadaki FDP/TP orani
bir ortalama elde etmek igin kaydedildi. Glivenilir sonug elde etmek igin gereken nihai alan sayisi
toplam alanlarin %5 olarak kabul edildi.

Gozlemci icindeki degiskenlik
Calismanin ilk kisminda, gozlemciler arasindaki degiskenlik, gézlemci tarafindan bilinmeyen

randomize secilmis 10 6rnegin tekrar tekrar ayni gozlemciye olctiirilmesi ile belirlendi.

Gelistirilmis tekinikleri kullanarak pinopode 6l¢iimii yapmanin prognostik degeri



Calismanin ikinci kisminda, dondurulmus embriyo transferi(FET) yapilan 126 hasta toplandi.
TUm hastalara HRT replasmani verildi ve 6 glin progesteron enjeksiyonundan sonra pinopod
Olgimi icin endometrial alindi. Sonradan HRT replasmanindan sonra FET yapildi. FET sonuglari
kaydedildi.

SONUCLAR
Pinopod odl¢iimiindeki ii¢ subtipteki degisken parametreler

Demografik faktorler

Galismanin ilk kisminda 46 hasta mevcuttu. Demografik 6zellikler ve Greme 0Oykisi ;yas,
BMI, dnceki gebelikler, parite, infertilite siiresi, infertilite nedeni ve bazal hormon diizeyleri Tablo |
de gosterilmistir. Pinopodlarin 3 subtipinin 6rnekleri de sekil 2 de gosterilmistir.

Pinopod sayimi icin alanlarin belirlenmesi

10 endometrial doku 6rneginde her mikroskopi sahasindaki FDP sayisinin TP sayisina orani
belirlendi. 3 adet 6rnekteki sonuglar sekil 3 de gosterildi. Bu 10 vaka arasinda, nihai ortalamanin
belirlenmesi icin incelenmesi gereken minimum alan sayisi 60 oldugu belirlendi. Yetersiz pinopod
sayimlari nedeniyle 6rnekleme hatasini azaltmak icin tim 6rneklerde bu yontem uygulandi.

Goézlemciye bagl degiskenler
Gozlemciye bagli degiskenlikleri belirlemek icin randomize se¢ilmis 10 6rnekte yapilan il ve
tekrarlayan pinopod olg¢limleri tablo 2 de gosterildi.

P+3 ve P+7 giinleri arasindaki pinopodlarda olusan sayi ve sekil degisikleri

Pinopod sayisini ve subtiplerini belirlemek icin 46 hastada morfolojik teknikler
uygulandi(sekil 4). Total pinopod sayisi P+6 ya kadar yikselip pik yapiyor sonrasinda P+7 de hafifce
dismeye baslyor. Fakat direk bir ginlik degisiklik bulunmuyor. DP/TP orani P+5 de diismeye
basliyor ve P+6 ya kadar diismeye devam ediyor. FDP/TP orani P+5 de hizla yiikselmeye basliyor ,
P+6 da pik yapiyor ve P+7 de hizla duslse gegiyor. RP/TP orani P+6 dan itibaren hizla yiikselise
geciyor ve P+7 de pik yapiyor.

Pinopod sayisinin prognostik 6nemi

Galismanin ikinci asamasinda yine morfolojik teknikler J programi kullanilarak pinopod
sayisi ve subtiplerini degerlendirmek igin kullanildi. 126 hastadan alinan spesmenlerin herbirinde
en az 60 alan degerlendirildi.

Demografik ézellikler

Tablo 3 de gebe ve gebe olmayan grup arasindaki demografik 6zellikler, klinik detaylar ve
pinopod sayilari karsilastirildi. Yas, infertilite sliresi, bazal hormon diizeyleri, embriyo transfer (ET)
ginindeki hormon diizeyleri, et giiniindeki endometrial kalinlik, transfer edilen embriyo sayisi ve
embrio kalitesi agisindan anlaml bir fark bulunmamistir.

Gruplar arasindaki pinopod yiizdelerinin karsilastiriimasi

Gebe ve gebe olmayan hastalar arasindaki lic pinopod subtipi ylizdeleri Tablo 3 de
karsilastirilmistir. RP/TP orani agisindan iki grup arasinda anlamli bir fark bulunmamistir, ama gebe
kalan hastalarda gebe olmayanlarla karsilastirildiginda ciddi anlamda FDP/TP orani yiiksek, DP/TP
orani disik bulunmustur



Pinopod indeksinin prognostik degeri

Gebe kalmak ylksek FDP/TP orani ve dusiik DP/TP orani ile iligkili bulunmustur, Her FDP
ylizdesine +1, her DP yiizdesine -1 puan vererek bir pinopod indeksi olusturduk. iki gruptaki
hesaplanan skorlar Tablo 3 de karsilagtiriimistir. Sekil 5 de ROC egrisini kullanarak, en yiksek
spesifite ve sensivitedeki pinopod sayisi kesisim degeri -26.48 bulunmustur. Normal ve ya yiksek
pinopod skoru olan kadinlardaki gebelik orani ve embrio transfer orani disiik pinopod skoru
olanlara gore da yliksek bulunmustur.

TARTISMA

Bu ¢alismada, implantasyon pencereside HRT siklusundaki pinopodlarin degisim patternini
morfolojik teknikler kullanarak gosterdik. dnceki raporlardaki, ayni spesmen iginde farkl sahalarda
bile pinopod sayisinda anlamli biyolojik varyantlar oldugunu galismalaramizda da gosterdik. Bu
yuksek orandaki varyantlarin sonucu olarak, glvenilir sonuglar elde etmek igin en az 60
mikroskopik sahaya bakilmasinin gerekli oldugu gorildid. HRT sikluslarinde progesteron
tedavisinin altinci gininde elde edilen spesmenlere dayanilarak, gebe kalanlarda gebe
kalamayanlara gore daha yiksek FDP/TP ve daha duslik DP/TP oranlari oldugunu gordik. Buna
ragmen RP/TP orani gebe kalan ve kalmayan grupta anlamli diizeyde farkli bulunmadi.

Bu calismadan c¢ikarilan sonug, her hastanin ayni HRT tedavisini almasina ragmen distk
implantasyon ve gebelik oranlarinin olmasinin artmis DP ve azalmis FDP oranlariyla iliskili oldugu,
altta yatan patolojinin endometrial dokunun progesteron yanitinin azalmasi oldugu, bu sorunun
progesteron dozunun ve siresinin artirilarak veya embriyo transferinin zamaninin endometriumun
yavas gelismesi nedeniyle bir ve ya iki giin geciktirilmesi ile ¢cozlilebilecegidir.

Biz bu calismada ilk kez endometriumdaki pinopodlari morfoloji analiz teknikleri ortaya
koyduk. Ayrica implantasyon penceresinde, pinopodlarin subtiplerinin giinlik degisiminin nasil
oldugunu daha net bir sekilde kantitatif olarak gosterdik. Bu calismanin kisitlamalarindan biri tek
bir deneyimli gbzlemci olmasiydi.

Onceki calismalardaki gibi biz de insanlardaki pinopodlarin farelerdekine benzer olarak 5
veya daha fazla giin bulundugunu, farelerdeki 24-48 saatten daha fazla varlklarini stirdirdukleri
gozlemledik. Pinopodlar implantasyon penceresinin disinda ve gebelik boyuncada gézlendi, ancak
klinik olarak endometrium reseptivitesinin markiri olarak kullanilacak kadar anlamli bulunmadi,
ayrica implantasyon penceresi ve gebelikteki pinopodlarin sayi ve subtiplerinin digerlerinden farkli
oldugu goéruldu.

Pinopod o6l¢iiminin klinik faydalari onceki yayinlarda da gosterilmisti, hatta iki yayin
dondurulmus embriyo transferinde gebelik sonuglarini artirmak igin HRT FET siklusunda
progesteron tedavisinin suresini belirlemekte pinopod dlgimiiniin yapilmasini dneriyor. Ancak bu
iki yayinda da pinopod degerlendirilmesi subjektif yapilmistir bu yiizden sonuglar kolaylikla yanhs
degerlendirilebilir. Bizim g¢alismamizda, gebe kalan ve kalmayan grup arasindaki pinopod
subtiplerinin degerlendirilmesinde farkli bir yaklasim uyguladik. Bu yontemle implantasyon ve
gebelik oranin ylksek FDP/TP ve disik DP/TP oraniile iliskili oldugunu gosterdik.

Literaturde bulunan Ug¢ adet pinopod skorlama sistemi bulunmaktadir. bu lg skorlama sistemi
hakkinda Gi¢ 6nemli durum bulunmaktadir. ilk olarak bu skorlamalar semi-kantitatiftir. ikinci olarak
bu skorlar ya total pinopod sayisi ya da pinopod subtiplerini degerlendirmektedir, ancak her ikisini
birlikte degerlendiren skor bulunmaktaydi. Uciincii olarak bu skorlamalar klinik sonuglar ile
degerlendirilmemektedir.

Bu calismada, biz yapay sikluslardaki implantasyon penceresinde pinopodlarin subtipleri ve
sayilarindaki degisimi degerlendirmeyi sectik. Pinopod gelisimi progesteron bagimh oldugu igin,



naturel veya sitiimile edilmemis sikluslardaki pinopod degisimlerinin gdzlemlenmesinin ¢cok daha
faydali olacagini diislinliyoruz.

Ayni HRT tedavisini alan kadinlarda, HRT ye endometrial cevabin kisiden kisiye degismesi
sebebiyle pinopod sayisi ve paterninin ayni olmadig goériildii. Bunun mihtemel sebepleri;
progesteron reseptor Uretimindeki farkhliklar, immunolojik faktorler, plasma veya natural killer
hiicrelerinin miktari, epigenetik degisiklikler, enometrial kan akimi. Bu 6nemli faktorler gelecek
¢alismalar igin ilgi cekici olabilir.

Bu ¢alismada gozlemciye bagh degisikleri gosterdik ancak tek bir deneyimli gézlemcimiz
olmasi sebebiyle gbzlemciler arasi farkliliklari gézlemleyemedik. Sayet birden fazla gdzlemcinin
oldugu degerlendirmeler yapiliyorsa veya ¢ok merkezli ¢alisma yapiliyorsa bunu degerlendirmek
gerekmektedir. Pinopodlarin degerlendirilmesi 6zellikle DP-FDP kategorizasyonu gibi galismanin
sonuglarini  etkileyebilecek degerlendirmelerin yapilmasi subjektif ve goézlemciye bagl
degerlendirmelerdir.

Bu galismadaki bulgular gosteriyor ki; mevcut gorusiin aksine, pinopod sayisi ve morfolojisi
klinik agidan belirte¢ olarak kullanilamaz. ¢linki, pinopod degerlendirmesi zaman alir ve
subjektiftir, klinik pratikte kullanilmadan 6nce bunun icin diizenlemeler yapilmalidir.

Sonug olarak, bu calismada pinopodlarin morfometrik analiz sonuglarini, implantasyon
penceresindeki subtipleri ve glinlik degisimlerini gosterdik. Pinopod olciminin klinik dnemini
daha 6nceki calismalarda da gosterilmisti, biz de karma skorlama sistemini kullanarak pinopod
Olciminin HRT siklusunda FET ile gebe kalma basarisiyla iliskili oldugunu gosterdik.



