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GIRIS ve AMAC

Infertilite, ciftlerin en az bir y1l siireyle hicbir kontrasepsiyon ydntemi kullanmaksizin,
diizenli cinsel iliskide bulunmalarina ragmen cocuk sahibi olamamasi durumudur. Ureme
cagindaki c¢iftlerin % 10-15 ‘i infertildir. Primer infertilite daha ©nce hi¢c gebelik
olusmamasini tanimlarken, sekonder infertilite daha Once gebelik saglanmasi ancak
korunmasiz iliskiye ragmen yeni bir gebeligin olmamasi durumudur. Ancak 30’lu yaslarinin
sonundaki kadinlarda infertilite goriilme oran1 % 25 ‘e ulasirken, 40 yasindan sonra fertilitede

azalma daha hizli olur (1).

Infertilite tedavisindeki bilimsel ve teknolojik gelismeler basar1 oranlarmin giderek
artmasini saglamistir.Yardime1r Ureme Teknikleri (assisted reproductive technology, ART)
insan Ureme hiicrelerinin (oosit ve sperm) viicut disinda fertilizasyonu ile embriyo elde
edilmesini saglayan yontemlerin tiimiinii kapsar. Ciftlerin ¢ocuk sahibi olabilme riiyalarini

gerceklestirmede gelisen bu teknolojiler onemli rol oynamaktadir.

Yardimcr iireme teknikleri; IUI ( Intrauterin Insemination), IVF ( In Vitro
Fertilization), GIFT ( Gamete Intrafallopian Transfer ), ZIFT ( Zygote Intrafallopian
Transfer), PZD (Partial Zona Dissection), SUZI ( Subzonal Insemination), TET ( Tubal
Embriyo Transfer) ve POST ( Peritoneal Oocyte and Sperm Transfer ) gibi gelistirilmis
degisik yontemleri igerir. ilk ve hala en sik kullanilan yéntem IVF (In Vitro Fertilization) dir.
Diger yontemler daha invaziv olup artik giiniimiizde kullanim alanlar1 azalmaktadir. Ek
olarak spermin elde edilme teknigi ve sperm enjeksiyonu simdi YUT nin bir baska
komponentidir. Tek spermin oosit sitoplazmasi i¢ine enjeksiyonu ICSI (Intracytoplasmic
Sperm Injection ), testislerden sperm c¢ikartilmasi; TESE, mikrocerrahi ile epididimal sperm
aspirasyonu; MESA, yardimli embriyo tutunma teknigi (assisted hatching) ve implantasyon

oncesi genetik tan1 (PGT) gelistirilen diger teknolojilerdir.

IVF, eksojen gonadotropinler kullanilarak yapilan kontrollii ovaryan hiperstimulasyon
(KOB) ile baglar. Sonrasinda gelisen folikiiller transvajinal ultrasonografi esliginde toplanir.
Folikiillerden elde edilen oositler laboratuar ortaminda esten alinan uygun spermler ile
fertilize edilir. Islem sonucunda elde edilen embriyolar transservikal yoldan anne aday1
uterusuna transfer edilir. Biigiin itibariyla tiim diinyada yaklasik 3 milyon ¢ocuk yardimci

tireme teknikleri kullanilarak diinyaya gelmistir (2).



Yardimcr tireme tekniklerinin tarihsel gelisimini inceleyecek olursak; ilk embriyo
transferi calismalar1 1890 larda yapilan tavsan deneyleriyle baslamistir. 1949 dan itibaren
ciftik hayvanlarinda embriyo transferi c¢alismalar1 yapilmig, hayvanlarin genetik
potansiyellerinin arttirilmasi diistinlilmiistiir. Bugiin, bu amagla in vitro fertilizasyon diinyada
yaygin olarak kullanilmaktadir. Spermatozoanin, fertilizasyon yetenegi i¢in dnce disi genital
organlarinda kapasitasyon sathasin1 gegirmesi gerektigi anlasildiktan sonra tavsanlarda ilk
vitro fertilizasyon yapilmistir. 1969’ larin sonlarinda Edwars ve arkadaslari, insan oositleriyle
ilk basarili in vitro fertilizasyonu gergeklestirdiklerini aciklamislardir. Ik IVF gebeligi 1976
yilinda fizyolog Dr.Edwars ve jinekolog Dr.Steptoe tarafindan gergeklestirilen gebeliktir.
Ancak olusan gebeligin ektopik gebelik olmasi talihsizliktir. Nihayet yaklasik 21 yil once,
Cambridge’de 1978 yilinda yine Dr.Edwars ve Dr.Steptoe tarafindan in vitro fertilizasyon
yontemiyle uterin bir gebelik saglanmis, Louise Brown adinda saglikli bir bebek olarak
diinyaya gelmistir. Zamanla IVF tedavisinin GIFT, ZIFT, TET, ICSI gibi c¢esitli
modifikasyonlari ortaya ¢ikmis, uygun hastalarda kullanima girmistir. 1983’de Trounson ve
arkadaglar1 tarafindan ilk kez dondr oosit ve dondurulmus embriyo kullannmiyla gebelik ve
sonucunda dogum elde edilmis, 1984 de ilk GIFT bebegi (Asch ve ark.) ve 1986 da ilk ZIFT
bebegi (Devroey ve ark.) diinyaya gelmistir. SUZI tedavisiyle ilk dogum 1988 Ng ve ark.
tarafindan, ilk ICSI gebeligi 1992 de Palermo ve arkadaslari tarafindan gergeklestirilmistir.

Prof. Dr. Refik Capanoglu ve ark. izmir Ege Univeristesi’nde 1988 yilinda
Tiirkiye’nin ilk tiip bebek merkezini agmalar1 ve ¢aligmalarinin 18 Nisan 1989 tarihinde ayni
merkezde Tiirkiye'nin ilk tiip bebeginin diinyaya gelmesini saglamasi ile {ilkemizde bu

teknoloji hizla ilerlemistir.

Tek hiicreden organizmaya giden yolda karsimiza pek ¢ok engel g¢ikmaktadir.
Giiniimiizde yapilan ¢alismalar yardimei iireme teknikleri (YUT) ile olusturulan gebeliklerin
oranini yiikseltmeye yoneliktir. Tiim basamaklarda teknige uygun islem yapilmasina ragmen
gebelik elde edilemeyen ve nedeni aciklanamayan vakalar vardir. Ancak gelisen teknoloji
bize az da olsa bazi sanslarin kapisini agmistir. Yapilan her yeni ¢aligma hala karanlik birgok
ylizii bulunan infertilite sistemini anlamamiz i¢in bizlere 151k tutmaktadir. Tiim calismalar
bilinmeyeni ortaya ¢ikarmaya, aciklamaya yoneliktir. Bu alandaki her yeni calisma gebelik

ve implantasyon oranlarini arttirmay1 amaglar.

Biz bu ¢aligmada; ICSI-ET sikluslar i¢in folikiil aspirasyonu yontemiyle elde edilen
otolog kumulus hiicre — oosit komplekslerinin (COC), embriyolar i¢in kokiiltlir ortam1 olarak

kullanilmasimin embriyo gelisim hizlart ve kalitesi tizerindeki olumlu etkisini, yine otolog
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kumulus hiicre — oosit komplekslerinin ~ gelisen embriyolar ile birlikte uterin kaviteye
transferi ile implantasyon ve gebelik oranlarmi arttirmada etkisinin olup olmadigini
gostermeyi amagclandik. Folikiil aspirasyonu esnasinda elde edilen otolog COC ‘lar,
mikroenjeksiyon islemi yapilarak dollenmis oositlerin (1 kumulus hiicre-oosit kompleksi /
3 dollenmis oosit ) yaninda ko-kiiltiir olarak kiiltiir dishinde kullanilmistir. Embriyolarin bu
hiicre kompleksi birlikteligindeki gelisimleri gézlemlenmistir. Ardindan olusan embriyolar
ve otolog kumulus hiicre —oosit komplekslerinin  uterus kavitesine birlikte transferi
yapilmustir. Calismaniz 2008-2009 yillar1 arasinda Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi
Kadin Hastaliklar1 ve Dogum A.D. Yardimci Ureme Teknikleri Unitesi'nde prospektif

randomize kontrollu olarak yapilmstir.
GENEL BILGILER

Primordial germ hiicreleri vitellus kesesininin, allantoisin ve barsak arka kismi
endoderminden kaynaklanmaktadir. 6-8. gestasyonel haftalarda germ hiicreleri hizla mitozla
cogalarak ovaryan farklilasmay1 baslatirlar. 16-20. gebelik haftalarinda yaklasik 6-7 milyon
oogoniaya ulasilir. Bu noktadan sonra germ hiicreleri menapoza dek siirekli azalir. 11-12.
haftada oogonialar 1. mayotik bdliinme ile oositlere doniisiirler, profazda beklerler. Tek bir
ovum 2 mayotik bdliinme ile olusur. Bir tanesi tam ovulasyondan once, ikincisi sperm
penetrasyonu esnasinda olur. Fazla genetik materyal her mayotik boliinmede olusan polar

body ile atilir (1,3).

[lk mayotik boliinme sonras1 oosit olustuktan sonra germ hiicre sayis1 dogumda 1-2
milyona ve puberte baslangicinda 300.000-500.000 ‘e diismektedir. Yasamin geri kalan 35-40
yilinda sadece 400-500 oosit gelisecek geri kalani atreziye ugrayacaktir. 37-38 yasina dek
folikiiler kayip orami ayni kalacak menapoz oOncesi 10-15 yil kayip oranmi artacaktir (3).

Menapozda ise 1000’ den az sayida folikiil kalacaktir.

Infertilite ¢iftin bir yili asan siirede diizenli ve korunmasiz cinsel iliskisine ragmen
gebe kalamamasi olarak tanimlanir. Gelismis tilkelerde ¢iftlerin % 15 oraninda infertil
olduklar1 bilinmektedir. Popiilasyon demografisindeki degisiklikler biyolojik olarak daha az
aktif olan ve yasi ilerlemis kadinlarin da gebe kalmaya caligmasina yol ag¢maktadir.
Fertilitenin yasla beraber azaldig1 gerceginin artik cok iyi bilinmesi nedeniyle infertil ¢iftler

tiim tedavi secencklerini denemektedirler.
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Kadinlarda egitim ve kariyere yonelik ¢aligma isteginin artmasi

Bununla iligkili olarak ¢ocuk dogurma yasinin ilerlemesi

Geg yapilan evlilikler ve boganma sikliginin artmasi

Kontrasepsiyon teknikleri ve aile planlamasi hizmetlerinin gelismesi

Infertiliteye neden olabilen cinsel yolla bulasan hastaliklarin artist

Ureme fonksiyonlarinda bozukluga ve anormal ovulasyona neden olan obezitenin

yayginlagsmasi

fertilitenin populasyonlar genelinde azalmasina yol agmustir.

Kadin fertilitesi ve yaslanma arasindaki iliski infertilite nedenleri arasinda en iyi

tanimlanmis olanidir. Kontrasepsiyonun yasaklandigi dogal yasami segen topluluklarda

yapilmis ¢aligmalar yas artisi ile fertilitenin azaldigini gosteren en iyi kanitlardir (4). Normal

bir ¢iftin ovulatuar siklusta gebe kalma sans1 % 30 ‘dur.

S X X

3 ayda bu oran % 57,

6 ayda % 72,

1 yilda % 85,

2 yilda % 93 © e ¢ikmaktadir (5).

Gozlemsel ¢aligmalardan ve kontrasepsiyon kullanmayan dogal populasyonlardan elde

edilen verilere gore ;
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20-24 yaslarinda fertilite en yiiksek seviyesinde ,

25-29 yas aras1 % 4-8 oraninda fertilitede azalma baglar ,
30-34 yas arast % 15-19 oraninda ,

35-39 yas aras1 % 26-46 oraninda ,

40 yas sonrast % 95 oraninda dogurganlik kapasitesi azalmaktadir (4, 5).

Son 20 yilda infertilite tanisinda ve tedavisinde pek ¢ok yenilik olmustur. IVF (InVitro

Fertilizasyon ) ve diger asiste reprodiiktif teknolojilerin (yardimer tireme teknikleri) ortaya

cikist ve uygulamaya konmasi tip diinyasinda yeni bir ¢ag olarak nitelendirilmistir. Cesitli

iletisim organlar1 sayesinde bu yeni tedaviler ¢are arayan infertil ¢iftlere duyurulmustur.

Yardimci iireme teknikleri baslangicta agir tubal faktorii olan hastalara uygulansada

giiniimiizde her tiirlii fertilite problemlerinde kullanilmaktadir.



Infertilite toplumun % 10-15 ‘ini etkilemektedir. Infertilite nedenleri toplumlar ve yas
gruplar1 arasmnda az da olsa farkliliklar gosterir. Infertil ciftlerin nedene y&nelik

gruplandirilmasi su sekilde olmaktadir (6).

% 15-20 ovulasyon bozukluklari
% 30-40 tubal problemler
%45- 50 erkek faktorii mevcuttur.

DN N NN

% 10 agiklanamayan infertilite

Sadece kadin faktorii incelendiginde, % 40 ovulatuar disfonksiyon, % 40 tubal ve
pelvik patolojiler, % 15 nedeni a¢iklanamayan infertilite tanilar1 fertilite problemleridir (6, 7,

8).
INFERTIL CIFTIN DEGERLENDIRILMESI
Anamnez

Yasin kadinda ilerlemesiyle over rezervi ve antral folikiil sayisinda azalma olusur, overin
gonadotropinlere verdigi kotii cevap nedeniyle tedavi basaris1 olumsuz etkilenir. ART ile elde
edilen basar1 oranlar1 yas arttikca azalmaktadir. Yash kadinlarda geng yastakilere gore elde
edilen oosit ve gelisen embriyo sayisi az, implantasyon sansi diistiktiir (8, 9). Taze embriyo ve
oositlerin kullanildigr ART sikluslarinda gebelik ve canli dogum oranlar1 32 yasindan 6nce
cok az degisiklik gostermekle birlikte bu yastan sonra diizenli olarak azalir. Embriyo transferi

basina canli dogum oranlart ;

v 35 yas altinda % 41 ,1

v 35-37 yaslarinda % 35,1

v’ 38-40 yaslarinda % 25.4

v’ 41-42 yaslarinda % 14.5 olarak bildirilmistir (9, 10).

Bu nedenle hastanin yasi bilinmeli ve gebelik beklentisinin yasa bagli olasilig
diisiiniilmelidir. Yaslanmanin uterus iizerine olumsuz etkisi yoktur. Yasla birlikte benign
uterus patolojilerinde (leiyomyom, endometrial polipler, adenomyozis) artis1 olmakla birlikte

kadinlarda fertiliteye olumsuz etkisini gosteren ¢ok az kanit vardir (11, 12, 13, 14).

Infertilitenin siiresi uzadikca ciftin organik veya fonksiyonel problemleri oldugu

diistintilerek degerlendirilir. Aciklanamayan infertilite gruplarinda siklikla uzun infertilite



zamant vardir. Daha 6nce elde edilmis bir gebelik varligi kadinda ve erkekte bu donem iginde

anatomik ve hormonal sistemin yeterliligini gosteren bir bulgudur.

Menstruasyonun diizenli olmasi ovulasyonun normal olduguna isaret eder. Diizensiz
veya seyrek mensturasyon donemleri ovulatuar bozukluk olarak degerlendirilir. Menstruasyon
esnasinda dismenore varligi, disparoni, fokal hassasiyet ve kul-de-sac nodularitesi peritoneal

patolojileri, endometriozisi diigiindiirtir.

Gegirilmis operasyon ve/veya pelvik inflamatuar hastalik hikayesi,pelvik enfeksiyon,
septik abortus, riiptiire apandisit, gegirilmis ektopik gebelik, abdominal myomektomi veya

adneksiyal cerrahi dykiisii tubal veya peritoneal patolojilerin olabilecegini diisiindiirtir.

Ovulatuar problemlere yol acabilecek tiroid hastaliklari, galaktore, hirsutismus, diabet
gibi sistemik hastaliklar sorgulanmalidir. Daha 06nce gebelik olusup olusmadigi
degerlendirilir. Sekonder infertilite de tedavi daha kolay ve prognoz daha iyidir. Daha 6nceki
infertilite tedavileri, uygulanan ilaglar, over yaniti, uygulanan tedaviler ve sonuclar
degerlendirilir. Sigara ve alkol kullanimi {ireme organ fizyolojisini olumsuz etkilemektedir.

Bunlarin sorgulanmasi ovulatuar problemlere yaklasim agisindan énemlidir.
Fizik Muayene

Tiroid muayenesinde saptanacak patolojiler (tiroid bezinde genisleme, nodiil,
hassasiyet) veya memede sekresyon (galaktore) tespit edilmesi endokrin problemler agisindan

uyarici olur (13). Hirsutismus varlig1 ve derecesi hiperandrojenizm takibi agisindan dnem tagir

(12).
Jinekolojik Muayene

Jinekolojik muayenede saptanacak organik veya anatomik bozukluklar infertilitenin
aciklanmasinda rol oynayabilir. Rutin jinekolojik muayeneye ek olarak servikal osdan uterin
kaviteye gecis, internal osdan fundusa kadar olan mesafenin belirlenmesi uterus hakkinda
bilgi edinilmesini saglar. Vajinal enfeksiyon varligi ve servikal erezyonlar jinekolojik
muayene esnasinda degerlendirilir. Pap smear testi ile serviks premalign lezyonlar1 agisindan
arastirilmalidir. Hastanin infertilite tedavisi planlanirken tespit edilen vajinal enfeksiyonlari
tedavi edilmelidir. Klamidyal enfeksiyonlarin yardimci iireme tekniklerinde basar1 sansini

diisiirdiigii ve erken gebelik kaybu riskini arttirdigr calismalarla gosterilmistir (15, 16).



Ultrasonografi

Infertilite degerlendirilmesinde transvajinal ultrasonografi uterus ve overlerin en yakin
mesafeden goriintiilenmesi i¢in kullanilir. Uterus boyutlari, pozisyonu, kontur diizeni ve
myometriumun homojenitesi, eger varsa myomatdz yapilarin endometrium kavitesi ile iliskisi
incelenir. Endometrium kalinligi, yapisi, siklusun fazi ile uyumu, intrakaviter patoloji
(endometrial polip, submukéz myom) varligr degerlendirilir (17,18). Her iki adneksiyal alan
patoloji agisindan goriintiilenir. Overlerin yerlesimi, antral folikiillerin sayisi, kistik veya solid
olusumlar degerlendirilir. Erken proliferatif fazda yapilan transvajinal ultrasonografi ile
overlerde gozlenen antral folikiil sayis1 overlerin gonadotropinler ile uyarildiginda verecegi
cevabt belirlemektedir. Her iki overde toplam 15 ve daha iizeri antral folikiil izlenirse
overlerin cevabinin iyi olacagi ongiiriiliir. Her iki overde toplam 5 veya daha az antral folikiil
izlendigi durumda gonadotropin uyarisina over yaniti oldukg¢a kisitli kalmaktadir (19).
Pelvisin ultrasonografik incelenmesinde patoloji tespiti halinde histereskopi ve laparoskopi

gibi cerrahi islemler gerekebilir.
Laboratuar incelemeleri

Hipotalamus-hipofiz — over aksinin fonksiyonlarinin degelendirilmesi, over rezervinin
taranmasi amaciyla menstruel kanamanin 2.-3. giiniinde FSH, LH, 6stradiol (E,), inhibin B
seviyeleri belirlenir. Bazal serum FSH seviyelerinin >15-20 IU/ 1 seviyesinde bulunmasi
fertilitenin azalmasiyla iliskilidir (20). FSH seviyelerinin bir kez bile yiiksek tespit edilmesi
basariy1 azaltmaktadir. 2. giin serum 6stradiol (E;) degerlerinin >50 pg/ml olmasi ovulasyon
indiiksiyonunda kotii prognozla iligkilidir. Yiiksek Ostradiol (E,) seviyeleri artmis FSH
sonucudur. Artmis Ostradiol (E;) diizeyinin ise FSH y1 yalanci sekilde baskilayabilecegi
akilda tutulmalidir. Bu nedenle 6stradiol (E;) ve FSH birlikte degerlendirilmelidir. inhibin B
overdeki granuloza hiicrelerince menstruasyonun folikiiler fazinda tretilir ve FSH {iiretimini
baskilar. FSH’nin dolasimda artmasi azalmis Inhibin B seviyesi ile iliskilidir. Siklusun 3.

giiniinde Inhibin B > 45 pg/ml olmasi iyi prognoz belirtisidir (20, 21).

Ayrica prolaktin, TSH, serbest T4 gibi aksin ¢aligmasina etkisi olabilecek hormon
diizeyleri degerlendirilir. AMH (antimiillerian hormon) diizeyi menstruel siklus zamanindan
bagimsiz olarak antral folikiil sayis1 hakkinda bilgi verebilir. Hirsutismus saptanan olgularda

DHEA-S, serbest testesteron, 17-OH-progesteron, androstenedion diizeyleri incelenir (20).



Hematolojik testlerden kan grubu belirlenmeli ve tam kan sayimi yapilmalidir. Mevcut
enfeksiyon ve bagisikligin 6nceden tanimlanmasi i¢in; Hbs Ag, Anti-Hbs, Anti-HCV, Anti-
HIV, Rubella IgG (ve/veya IgM), Toksoplazma IgG (ve/veya IgM) gibi serolojik testler
yapilmalidir (20).

Histerosalpingografi (HSG)

Uterin kavite igerisine serviksten bir kateter ile kontrast madde verilerek X-1smnlari
yardimiyla gorlintiilenmesine dayanan infertilite arastirmasinda temel tani ydntemidir.
Infertiliteye neden olabilecek uterin kavitenin konjenital anomalilerini tespit etmede ve
organik patolojilerin tanimlanmasinda kullanilabilir. Tiiplerin agik, tikali olusu, blokajin yeri,
uterin kavitede sinesi, polip veya myom varlig1 degerlendirilmektedir. Miillerian anomaliler,
intrakaviter kitle varligi, intrauterin sinesi ve adezyonlarmn varligi infertilitenin nedenini
ortaya koyabilir. islem menstruasyon bitiminden sonraki 2-5. giinlerde yapilmalidir. Gebelik

stiphesi, aktif vajinal kanama, pelvik enfeksiyon varliginda yapilmasi kontrendikedir.

Infertil vakalarm % 30-50 sinde fallop tiipleri tek yada iki tarafli tikali tespit
edilmektedir (20). HSG degerlendirmesinde, floroskopi altinda her iki fallop tlipiinden
kontrast madde gecisinin gozlenmesi ve kontrast maddenin fimbrial ¢ikis sonrasi dagilimi
tubal faktoriin degerlendirilmesinde 6nem tagimaktadir. Pelviste belli bolgelerde kontrast
maddenin gollenmesi adezyonlar1 diisiindiirebilir. Infertil hastalardaki tubal tikamklik varlig
tedavi seklinin belirlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Laparoskopi ile korelasyonu % 60-

70 oranindadir (22).
Histerosonografi (Salin Infiizyon Sonografisi)

Uterin kaviteye ait patolojilerin non-invaziv olarak goriintiilenmesi yontemidir. Uterin
kavite igerisine ince kateter yardimiyla steril serum fizyolojik verilerek kavite duvarlarinin
birbirinden ayrilmasi saglanir. Ultrasonografi esliginde kavitedeki ekojeniteler (endometrial
polip, submukdz myom, sinesiler, uterin anomaliler) degerlendirilir. Islem menstruasyon
bitiminde folikiiler fazda yapilmalidir. Tekrarlayan implantasyon basarisizligi olan olgularda

kavitenin degerlendirilmesi onerilmektedir (23).



Histeroskopi

Submiik6z myom, endometrial polip, adezyon, septum gibi intrauterin anomaliler
infertil ¢iftlerde % 10-62 oraninda saptanmaktadir. Bu patolojiler dzellikle YUT kullamilacak
hastalarda endometrial reseptiviteyi ve implantasyonu olumsuz etkilemektedir. Kavitedeki
patolojilerden siiphelenildiginde kaviteyi net degerlendirme amaciyla, tespit edilen
patolojilerin tedavisinde altin standarttir. Endoskopik cerrahi direkt olarak intrauterin
patolojinin boyutunu, seklini ve yerlesim yerini gostermektedir. Tekrarlayan implantasyon
basarisizlig1 veya erken gebelik kayiplar1 olan olgularda patolojinin degerlendirilmesini ve

¢Oziimiinii saptayan bir yontemdir (24).
Laparoskopi

Servikal yoldan verilen metilen mavisinin tubalardan gecisinin degerlendirilmesinin
yan1 sira, myomlar, adezyon, tubal hasar, endometriozis gibi pelvik patolojilerin tanisinda,
uterus, overler, tiiplerle iligkili diger anomalilerin taninmasi ve ayni zamanda tedavisine
olanak saglayan bir yontemdir. Tubal faktorlerin degerlendirilmesinde laparoskopi kesin
tanimlayict girisimdir. Uterus, 6n-arka cul-de sac, ovaryan ylizeyler, fossa ve tiipler izlenir.
Servikal yoldan verilen metilen mavisi ile tubalarin agik veya tikali olup olmadig1 gozlenir.
Boylece infertiliteyi etkileyen ve HSG ile tespit edilemeyen hafif derecede distal tubal
hastaliklar (fimbrial tikaniklik, fimozis), pelvik veya adneksiyal adezyonlar ve endometrioziz
gozlenir. Tan1 sonras1 tikanikliklarin agilmasi, adezyonlarin giderilmesi gibi cerrahi tedavi
olanagida saglar. Ancak invaziv bir yontem olmasi nedeniyle infertil c¢iftlerin

degerlendirilmesinde ilk tercih tan1 yontemi olmamalidir (25).
Over rezervinin degerlendirilmesi
FSH

Over rezervi, fertilize olma kapasitesinde oosit iiretebilme giiciidiir. Erken folikiiler
fazdaki (siklusun 3. giinii) serum FSH konsantrasyonu en basit ve en sik uygulanan ovaryan
rezerv Olglim yontemidir (26,27). FSH degeri ve FSH/LH oranmi yiikseldik¢e IVF igin
maksimum E, (Ostradiol) diizeyi, toplanan oosit sayisi, gebelik ve canli dogum olasilig1
azalmaktadir (26, 27, 28). Bir¢ok laboratuar 3. giin serum FSH degerini 10-15 IU/L
lizerininde anormal kabul etmektedir. FSH degerleri sikluslar arasinda dalgalanma gosterebilir
(28,29). FSH’ nin en az bir kere yiiksek saptanmasi zayif over rezervi yoniinden anlaml

kabul edilir (30).



E, (ostradiol)

Erken folikiiler fazda ostradiol diizeyide over rezervi hakkinda bilgi verir. E,
seviyesinin < 45 pg/ml olmas1 beklenir. FSH gibi 3. giinde E, (6stradiol) diizeyinin yiiksek
olmas1 (80 pg/ml iizeri) diislik cevab1 ongoriir (31). Erken Ostradiol artisi ayni zamanda FSH
degerini baskilayarak artmis degerleri maskeleyip over rezervi sonuclarinin yanlis
degerlendirilmesine yol acar. Bu nedenle 3. giin her iki degerin yiiksek olmasi over yanitinin
kotii olacaginin gostergesidir. Onceki siklustan kalan persiste kistik bir yapt E; ‘nin yiiksek

seviyede Ol¢iilmesine neden olabilir (32, 33).
Inhibin-B

Graniiloza hiicrelerinden salgilanan Inhibin-B’nin  FSH salmimimi inhibe ettigi
bilinmektedir. ilerleyen yas ve azalan over rezervi ile paralel olarak inhibin-B seviyesi azalir.
45 pg/ ml altinda saptanan olgularda gebelik oranlarinin disiik, tedavi iptal riskinin ytliksek

oldugu gosterilmistir (31, 34).
Anti-Miillerian Hormon (AMH)

Antimiillerian Hormon (Miillerian Inhibing Faktor), dimerik bir glikoproteindir.
Erkekte fetal seks farklilagmasi doneminde sertoli hiicrelerinde {iretilir ve miillerian kanallarin
regresyonuna neden olur (35). 72 kDa agirhiginda, distlfit baglariyla baglanmis iki
monomerden olusur. AMH; inhibin, aktivin glikoproteinlerinin dahil oldugu Transforming
Growth Faktor-B ailesindendir. AMH’nun biiyiime sirasinda, preantral ve erken antral

folikiillerden salindig1 gosterilmistir (36, 37).

Kadinlarda 6 mm den kiiciik antral folikiiller AMH salgilar. Over aktivitesi lizerine
diizenleyici etkisi vardir. AMH seviyeleri ¢aligmalarin sonucu olarak elde edilen oosit sayilari
ile serum AMH diizeyi orantili bulunmustur. Over rezervi belirlemede yeni kullanima giren

ancak rutin uygulamaya heniiz girememis bir parametredir (38,39).
Klomifen sitrat tarama testi

CCCT (Clomiphene Citrate Challenge Test/ Klomifen Sitrat Tarama Testi) ilk olarak
1987°de Navot ve ark. tarafindan 35 yas ve iizeri kadinlarda over rezervini degerlendirme
yontemi olarak tanimlanmistir

Menstruasyonun 3. giinii FSH ve E, o6l¢iimii yapilir. Takiben 5-9. giinleri arasinda

100 mg / giin klomifen sitrat p.o. verilir. FSH ve E, 6l¢timii 10. giinde tekrarlanir. Klomifen
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sitrat ile folikiil gelisiminin uyarilmasina cevap folikiilden E, salgilanmasi beklenir. Artan
E, ‘nin, FSH’ y1 baskilayarak artisin1 engellemesi gerekmektedir. 10. giinde FSH’ nin bazal
degerlere gore artmast veya E, degerinde anlamli yiikselis olmamasi over rezervinin diisiik
oldugu olumsuz sonu¢ olarak degerlendirilir. 3. giin FSH degeri normalden yiiksek ve

anormal klomifen sitrat testi sonucu over rezervinin azaldigini diistindiirtir (40).
GnRH analogu stimulasyon testi (GAST)

Over rezervi iyi olgularda, GnRH analogu uygulamasini takiben 4-6 giin i¢inde ‘flare
etki’ olarak bilinen FSH ve LH artisina yanit serum E, diizeyinde artma beklenir. GAST
testinin over rezervi belirlemede diger testlere stiinliigli bulunamamistir. Uygulamadaki

zorluk ve pahali olmasi nedeniyle pratik kullanimda siklikla yer almamaktadir (41).
EFORT (Exogenous FSH Ovarian Reserve Test/ Eksojen FSH Ovaryan Reserv Testi)

IVF sikluslarinda iyi ve diisiik cevapli hastalarin belirlenmesi icin bir tarama testi
olarak gelistirilmistir. Siklusun 3. giinii serum FSH ve E, konstrasyonlar1 6l¢iildiikten sonra,
300 IU FSH enjeksiyonu yapilir. Enjeksiyondan 24 saat sonra E, diizeylerindeki degisiklik
incelenerek degerlendirilir. E, degerinde % 20 ve iizeri artis cevabin iyi oldugunu gosterir

(42).

Ultrasonografik over ol¢iimleri

Over fonksiyonlarinin gerilemeye baslamasi ile birlikte, erken folikiiler fazda
ultrasonografik olarak tamimlanabilen 2-10 mm arasindaki antral folikiillerin sayisindaki
azalma, FSH konsantrasyonlarindaki artisgtan daha once ortaya ¢ikabilir. Tomas ve ark.
ovaryan stimiilasyon oncesi folikiil sayisiyla over voliimiiniin korele oldugunu bildirmislerdir
(43). Ultrasonografi ile antral folikiillerin sayimi, IVF programlarinda toplanacak oositlerin
sayisinin tahmininde yardimci olabilir. Her iki overde toplam 15 ve iizeri antral folikiil varsa
bu overler uyariya iyi cevap vermekte, her iki overde toplam 5 veya daha az folikiil varsa

over cevabi kotii olmaktadir (44).

Sperm yeterliliginin degerlendirilmesi

Kotii semen kalitesi infertil ¢iftlerin % 20 sinde infertilitenin tek nedenidir. % 50-60
kadarinda da nedenlerden birisidir. En az 4 hafta ara ile, 2-3 giinliik cinsel perhiz sonrasi

mastiirbasyon yontemi ile elde edilen ayr1 2 spermiogram incelenmelidir. infertil erkeklerin
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% 25-40 kadarinda herhangi bir neden gosterilememektedir. % 6.2 infertil erkekte
kromozomal anomaliler goriilmektedir. Sperm sayis1 < 10 milyon/ ml olan subgruplarda bu
oran % 11’e cikmaktadir. Varikosel, infertil erkeklerde en sik tespit edilen bulgudur.
Spermatik venlerde valviiler yetmezlik veya yoklugu halinde olusur % 90 sol testikiiler
vendedir. Infertil erkeklerin % 40-50 ‘sinde goriilmektedir. Semen kalitesini bozar (45, 46).
Normal degerleri belirlemekte Diinya Saglik Orgiitii (WHO) kriterleri kullamlir (Tablo 1),
(46, 47).

Tablo 1 : Semen Analizi Referans Degerleri (WHO)

Hacim 1,5-5,0 ml

pH >7.2

Viskosite <3 (0-4 arasinda)
Sperm konsantrasyonu >20 milyon /mL
Total sperm say1s1 >40 milyon /ejakiilat
Motilite yiizdesi >% 50

[leri hareket >2 (0-4 aras1 )
Normal morfoloji > % 50 normal

% 30 normal
>% 14 normal (Kruger)
Yuvarlak hiicre <5 milyon/mL

Sperm agliitinasyonu <2 (0-3 arasinda)

Sinirda semen anormalliginde IUI (intrauterin inseminasyon) i¢in sperm hazirlanmasi
anormalligi diizeltebilir ancak mimimum 10 milyon motil sperm olmas: gerekir. ilk IVF
caligmalarinda oositin, 2-6 milyon sperm ile inseminasyonu yapiliyordu. Ciddi oligospermide
(Tablo 2) bu sayr sinirlayict idi. Gelisen tekniklerle ¢ok ciddi erkek infertilitesinin ICSI

yontemiyle tedavi edilebilecegi gosterilmistir (48).

Faz mikroskopu altinda Makler sayim kamarasina 5 pl semen konarak [ 20
biyiitme altinda 10 karede motil ve non-motil spermler sayilarak 10 ° ile carpilarak
mikrolitredeki sperm sayisi belirlenir ( [J 10 ®/ml). Normal sperm konsantrasyonu > 20 [1 10
¢ /ml ve totalde 40 [0 10 ° /ml dir. Semen analizi normal smirlarda olan erkeklerde

endokrinolojik bozukluklar ¢ok nadirdir. Ejekulasyon olmamasi (aspermi) veya ejekulat
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hacminin azlig1 retrograd ejekulasyonu, ejekulatuar kanal tikanikligini, hipogonadizmi veya

konjenital bilateral vas deferens agenezisini akla getirir (49).

Tablo 2 : Sperm terminolojisi

Normospermi Referans degerlerle tanimlanan normal ejakiilat

Oligospermi Sperm konsantrasyonunun < 20 [ 10° /ml
olmasi

Astenozospermi Ileri progresif sperm sayismnin (A ve B

kategorisi ) < % 50 olmast veya A
kategorisinde hareketin < % 25 olmasi

Teratozospermi Normal bas morfolojili sperm oranin < % 30
olmasi

Oligoastenoteratospermi  Her {li¢ degiskenin bozuklugu

Azospermi Ejekiilatta spermatozoa olmamasi

Aspermi Hig ejekiilat elde edilememesi

Sperm morfolojisi sperm fonksiyonunu gosteren en iyi parametredir. WHO kriterlerine
gore normal deger > % 30 iken, Kruger strict kriterlerine gore normal deger > % 14

olmalidir (Tablo 1). Teratozospermi (Tablo 2) ICSI i¢in bir endikasyondur.

Tablo 3 : Spermlerin motilitesi

+4 veya A Hizh dogrusal hareket
+3 veya B Yavas dogrusal hareket
+2 veya C Yerinde hareket

+1 veya D Hareketsiz

Motil spermlerin, toplam sperm sayisina orani yiizde olarak motiliteyi verir. Total
progresif motil spermler (TPMS), ileri hareket eden spermleri kapsar. Normal sperm
konsantrasyonunun > % 50 ‘si motil ve bu degerin % 25 ° i progresif (+4, +3) olmalidir

(Tablo 3). Konsepsiyon ihtimali motilitenin % 60 ‘a yaklasmasiyla artar (49).
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Ejakiilattan ¢ok az veya hi¢c sperm elde edilemedigi zaman diger sperm elde etme

teknikleri IVF veya ICSI i¢in kullanilir.
Epididimal Sperm Aspirasyonu (MESA)

Konjenital bilateral vas deferans yoklugu veya diizeltilemeyen tikaniklilar1 olan

olgularda mikro cerrahi yolla sperm elde etme yontemidir.

MESA yonteminde; lokal veya genel anestezi uygulandiktan sonra skrotum iizerine
kiiclik insizyon yapilir, tunika vajinalisler acilarak epididimisler ortaya konur. Operasyon
mikroskopu ile 8-15 biiylitme altinda mikrocerrahi yapmaya uygun makas yardimiyla
epididimal tunika agilir, tikali epididimisin proksimal kismindaki en fazla motil sperm tasiyan
dilate tiiblillere ulasilir. Tiibiil igerigi aspire edilir. Elde edilen spermler degerlendirilir,
immotil veya motiliteleri diisiik ise proksimalden tekrar aspirasyon islemi yapilir. Uygun

spermler elde edilince hemostaz saglanarak anatomiye uygun sekilde dokular kapatilir (50).
Testikiiler Sperm Ekstraksiyonu (TESE) ve Aspirasyonu (TESA)

Obstriiktif olmayan azospermi de veya epididimal sperm aspirasyonu basarisiz olan
olgular da agik mikrocerrahi ile dondurma islemi i¢in perkiitan biyopsi veya testis

aspirasyonu ile sperm elde edilen yontemlerdir.

TESE yonteminde; lokal anestezi uygulandiktan sonra dnce skrotum sonra tunika
vajinalis agilir. Tunika albuginea lizerine yapilan 2-3 mm’lik kesiden sikilarak disari
cikartilan testis dokusu ince doku makasi ile kesilerek piring tanesi biiyiikliigiinde parga elde
edilir ve degerlendirilmesi i¢in 1 ml HEPES ‘li yikama mediumun i¢ine konur. Eger sperm
bulunamaz ise isleme testisin diger boliimlerinden parga alinarak devam edilir. Sperm

bulununca hemostaz yapilarak dokular anatomik yapilara uygun sekilde kapatilir (51).

TESA yonteminde; lokal anestezi uygulandiktan sonra testis dokusu bir elin iki
parmagi arasinda sikistirildiktan sonra igine HEPES ‘li medium c¢ekilmis insulin enjektori
takilan 19-21 G ° luk kelebek ignesi ile testis i¢ine girilir. Aspirasyon islemi yapilir. Elde

edilen materyal sperm varlig1 yoniinden incelenir (51, 52).
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INFERTILITE NEDENLERI

Fertilite, tireme kapasitesine sahip olmaktir. Fekundabilite (aylik donemde gebe kalma
potansiyeli) 0.22/ay ve fekundite (bir menstruel siklusta gebe kalma potansiyeli) 0.15-0.18 ay
olarak tamimlanmustir. Yillik % 85 gebelik orani vardir. Infertilite, 1 yillik korunmasiz iliskiye
ragmen gebe kalimmamamasidir. Ciftlerin yaklagik % 10-15°1 infertilite tanist almaktadir.
Gebelik, saglikli oosit ve sperm iiretimi, lireme kanallarinda gametlerin bir araya gelmesi,
olusan embriyonun uterin kaviteye ulasarak endometriuma yerlesmesi sonucu gerceklesir.
Uzun siireli infertilitesi olan ¢iftlerde genelde ¢ok sayida ve agir patolojiler vardir. Asagidaki

basamaklardan biri veya birkagindaki problem infertiliteye neden olacaktir (52, 53).

e Sperm, ovulasyon donemlerinde servikste depolanmali, fallop tiiplerine ilerlemeli,
oosit dolleme kapasitesine sahip olmalidir (erkek faktorii)

e Diizenli matiir oosit ovulasyonu olmalidir (ovaryan faktor)

e Serviks spermi tutmali, olgunlastirmali ve fallop tliplerine gecisi saglamalidir (servikal
faktor)

e Fallop tiipleri oositi yakalamali sperm ve olusan embriyonun transportunu
saglamalidir (tubal faktor)

e Uterus ve endometrium olusan embriyo i¢in implantasyona hazir olmalidir (uterin

faktor)

ANATOMIK BOZUKLUKLARA BAGIMLI INFERTILITE
UTERIN SEBEPLER

Konjenital ya da edinsel olup tiim infertilite nedenlerinin % 2-5’ini olusturmaktadir.
Konjenital defektler; uterus, fallop tiipleri, serviks ve iist vajenin olusumunu saglayan
miillerian kanallarin komplet yoklugu (Rokitansky-Kiister-Hauser Sendromu), arkuat uterus,
vajinal septum gibi anomaliler olabilir. Ozellikle sekonder infertilitede dilatasyon ve kiiretaj,
zor dogum, intrauterin arag, gecirilmis cerrahi sonrasi endometrit, adezyon veya sinesi
(Asherman Sendromu) ile endometrial kavitenin parsiyel yada total tikanikligi olusabilir.
Intramural, submiikéz myomlar kavite basisi olusturarak obstetrik komplikasyonlara ve

implantasyon bozukluguna neden olmaktadir (53, 54).
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SERVIKAL SEBEPLER

Servikal faktorler ile iligkili infertilite % 5-10 oranindadir. Serviks, sperm transportu
ve kapasitasyonunda onemli gorev alir. Servikal mukus ovulasyondan 24-48 saat Once
degiserek, daha ince, sulu, aselliiler, elastik, alkali hal alarak sperm transportunu kolaylastirir.
Sperm mukus etkilesimindeki anormallikler infertilitede servikal faktor olarak degerlendirilir

(52, 53, 54).
ENDOMETRIAL SEBEPLER

Endometrium, menstruel siklus boyunca hormonal sekresyonlara yanit olarak degisir,
embriyonun implantasyonu i¢in hazirlanir. Endometriumun, progesteron yetmezligine bagl
olarak luteal fazinin desteklenmemesi sonucu implantasyon problemleri olusur. Endometrial
reseptivite acisindan endometrial proteinlerin salinimi, anormal integrin/adezyon molekiilleri,
T hiicre ve natural killer aktiviteleri, embriyotoksik faktorlerin sekresyonu, uterin perfiizyon

anormallikleri endometrial sebepler arasinda sayilabilir (55, 56).
TUBAL SEBEPLER

Infertil ¢iftlerin % 30’unda tubal veya peritoneal faktorler tespit edilir. Proksimal ve distal
tubal tikanikliklar, hidrosalpinks, pelvik adezyonlar, hafif-ileri endometriozis, dnceki tubal
cerrahi, pelvik inflamatuar hastalik gibi nedenler tubal ve peritoneal faktorler arasindadir.

Tubal durum HSG veya laparoskopi ile degerlendirilir.

Distal tubal tikanikliklarda cerrahi basar1 % 10-30 arasinda degismektedir. Bu oran IVF
basarisindan daha azdir. Ektopik gebelik oram1 daha yiiksektir. Tubal sterilizasyon yapilmis
olgularda mikrocerrahi ile tekrar tubal agizlastirma miimkiin olsada kotii cerrahi prognozda,

cerrahi istemeyenlerde IVF cerrahi tedaviye alternatiftir (57).

Tespit edilen hidrosalpinkste tedavi segenekleri drenaj, distal tubal fenestrasyon ile
birlikte veya tek basina proksimal tubal ligasyon ve salpenjektomidir (58). Hidrosalpinksli
hastalarda IVF-ET 0Oncesi salpenjektominin gebelik ve dogum oranlarinmi arttirdigi randomize

kontrollu ¢alismalarla gosterilmistir (59).

Periadneksiyal adezyonlar genelde infertilite ile iligkilidir, adezyolizis sonrasi gebelik

oranlarinin arttigr bildirilmistir (60). Cerrahi sonrasi spontan gebeliklerin ¢ogu 6-12. ayda
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olmaktadir, daha uzun beklemenin faydasi yoktur. Ozellikle kadin yas1 ileri ve baska

infertilite faktorleri varsa IVF tedavisine ge¢ kalinmamalidir.

Endometriozis etkin oosit tutulumunu, uygun oosit gelisimini veya erken embriyogenezi
onleyerek, bozulmus adneksiyal anatomi ve azalmis endometrial reseptivite ile kendini
gosteren infertilite nedenidir. Ileri evre endometriozisde konservatif cerrahiyi takiben IVF

uygun tedavidir. Hastalarda yas ve eslik eden infertilite nedenleri diistiniilerek tedavi planlanir

(61).
ERKEK FAKTORUNE BAGIMLI INFERTILITE

Erkek infertilitesi genelde sperm {iretiminde azlik, sperm motilitesinin yeterli
olmamasi, sperm morfolojisinde anormallikler veya bu faktdrlerin kombinasyonu seklindedir.
Infertil ¢iftlerin % 30’unda tek nedendir. K&tii semen nedeni tibb1 veya cerrahi diizeltilebilir
bozukluk ise tedavi edilebilir, hafif ama Onemli semen bozukluklarinda intrauterin
inseminasyon (IUI) yapilabilir. Tedavisi miimkiin degil ise ejekiilattan, epididimden veya
testislerden elde edilen spermler (MESA, TESA, TESE ) ile IVF veya ICSI uygulamasi

secenek olabilir.

IUI i¢in en 1yi sonuglar total motil sperm sayist > 10 milyon, normal morfoloji > %14
ise olusur. 1 milyondan az total motil spermde veya % 4 den az morfolojide nadiren gebelik

saglanir (62, 63).
ACIKLANAMAYAN INFERTILITE

Tiim degerlendirmelere ragmen kadin ve erkek i¢in yapilan infertilite taramalarinda
herhangi bir neden saptanamamis gruptur. % 10-30 oraninda goriilir. Bu grupta tedavi
secenekleri bekleme tedavisi, klomifen sitrat, kontrollu ovaryan hiperstimulasyon, klomifen
veya kontrollu ovaryan hiperstimiilasyon ile birlikte intrauterin inseminasyon ve IVF olabilir.
[k basamak tedavide 3-6 siklus klomifen sitrat + IUI, ikinci basamakta gonadotropinler ile

KOH + IUI, son segenek IVF 6nerilmektedir (64, 65).

Ug yildan sonra spontan gebelik sans1 diisiiktiir. Hastanin yas1 ileri ve over rezervi
diisiik ise klomifen sitrat + IUI 3-4 siklus denenmis sonug¢ alinamamis ise IVF ile tedaviye

devam edilmesi zaman kazanilmasi agisindan degerlidir (66).
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OVULATUAR BOZUKLUKLARA BAGIMLI INFERTILITE

21-35 giinde diizenli menstruasyonu olan kadinlarin ¢ogunda ovulasyon gerceklesir.
Anovulasyon veya ovulasyon disfonksiyonu menstruel siklus sikligint ve siiresini
etkilemektedir. Oligomenorenin en sik sebebi polikistik over hastaligi (PKOS) olup iireme
cagindaki kadmnlarin % 14’linde bulunarak infertiliteye sik neden olabilmektedir.
Anovulasyon ise amenore ile sonuglanmaktadir. Primer amenore genelde gonad gelisim
defektleri, Turner Sendromu (45X) ile iligkili olabilir. Sekonder amenore en az 6 ay siire ile
ovulasyonun olmamasidir. Ciddi endokrin disfonksiyonu yapan tirod, adrenal, pituiter
(hiperprolaktinemi) hastaliklar1 neden olabilir. Ancak en sik prematiir over yetmezligi ile

karsilasilmaktadir (67).

Ovulasyon varlig1 i¢in mid-luteal serum progesteron diizeyine bakilabilir. Folikiiler
fazda < 1 ng/ml ‘dir. Beklenen menstruasyondan 7 giin dnce 3 ng/ml diizeylerinde olmasi
ovulasyon gostergesidir. 10 ng/ml diizeyi luteal faz eksikliginin olmadigini, korpus luteumun

progesteron tirettigini gosterir (68,69).

Folikiiler fazda yapilan, dominant folikiiliin bliyiime takibi riiptiir oncesi 18-25 mm
boyutlarina dek izlenebilir. Folikiiliin takiplerde kaybolmasi ve Douglas’da sivi varligi
ovulasyonu gosterir (70, 71, 72). 48-50 saat siiren kisa zamanli LH artis1 tespiti ile ovulasyon
ongoriilebilir. Ancak pratikte rutin kullaniminda degildir. Progesteronun termojenik
etkisinden yararlanarak  viiclit 1si1s1 artig1 takibiyle ovulasyon zamani tespit edilebilir.
0.4-0.8 °C artis izlenir. Is1 artist 10 giin siirer (73). Siklusun 21-24. giinlerinde yapilan

endometrial biyopside sekretuar endometriumun bulunmasi ovulasyonu destekler (74).

Anovulasyon nedeniyle korpus luteum olugsmadigi ve progesteron iiretimi
gerceklesmedigi icin anovulatuar kadinlarda endometrium devamli folikiiler fazdadir, artmis
Ostrojen uyarisiyla siirekli proliferasyon gostermektedir. Luteal faz yetmezligi olarak bilinen
progesteron iiretim defekti endometriumu sekretuar faza getiremedigi i¢in implantasyona

uygun ortam saglayamaz, ovulatuar disfonksiyon bagimli infertilitedir (75).

Ovulasyon indiiksiyonu, cerrahi yaklasim ve IVF anovulasyon nedenli infertiliteye

yaklagim tedavileridir. Klasik ovulasyon indiiksiyonu ile bu grupta 2 yilda % 71 oraninda
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kiimiilatif gebelik elde edilebilir. Klomifen sitrat ilk segenek, gonadotropinler ise ikinci

secenek ilaclardir. Yasi ileri hastalarda IVF ilk se¢enek diistiniilmelidir.

Diinya Saghik Orgiiti (WHO), anovulatuar olgulari endojen &strojen, endojen

prolaktin ve endojen gonadotropin diizeylerine gore siniflandirmaktadir (Tablo 3), (76) .

Tablo 3 : Anovulatuar Hastaliklarin Siniflandirilmas1 (WHO siniflamasi )

GRUP I ---Hipogonadotropik hipogonadizm Hipotalamo-hipofizer disfonksiyon

GRUP II---Normogonadotropik hipogonadizm | Ostrojenik ovulatuar disfonksiyon(PKOS)

GRUP III---Hipergonadotropik hipogonadizm | Over yetmezligi

Hiperprolaktinemik anovulasyon

WHO GRUP I ---Hipogonadotropik hipogonadizm: Hipotalamo-hipofizer disfonksiyon s6z
konusu oldugu i¢in pulsatil GnRH uygulamasi veya menopozal gonadotropinler (HMG) ile
ovulasyon saglanir. Gebelik oranlart HMG ile siklus basina % 25-30 civarindadir. Yine bu tip
hastalara recFSH ve recLH kombine stimulasyon protokolleri uygulandiginda folikiil gelisimi
saglandig1 bildirilmistir. Ovulasyon indiiksiyonundan 6nce bir-iki siklus dstrojen-progesteron
uygulamasi ile endometrium ve servikal bezlerde atrofi giderilerek gonadotropinlere iyi yanit
vermesi saglanabilir. Kronik diisiik doz step-up protokolii uygulanir. Luteal faz destegi yapilir

(77).
Eksojen GnRH protokolu

WHO Grup I, Hipogonadotropik hipogonadizmli anovulatuar kadinlarda kullanilir.
GnRH siirekli pulsatil tarzda pompa yardimiyla verilir. Fizyolojik dozlarda gonadotropin

salgisini uyararak folikiil gelisimini saglar.

WHO GRUP II---Normogonadotropik hipogonadizm: Polikistik over hastalar1 bu grubun
cogunlugunu olusturmaktadir. PKOS olgularin ¢ogunda viiciit kitle indeksi artmistir. Bu artis
anovulasyonu beraberinde getirir. Hastalarda irregiiler menstruel sikluslar (35-90 giin),

disfonksiyonel uterin kanama, menoraji, metroraji, hiperandrojenizm bulgulari, hirsutismus ve
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obezite mevcuttur. Azalmig fertilite, artmis gebelik kayiplar1 vardir. Ultrasonografik
incelemede over korteksi altinda periferik dizilimli kiigiik folikiiller (<10 mm) izlenir.
FSH/LH oranmin tersine dondiigli, adrenal, tiroid, prolaktin hormonlarinda yiikselme
saptanabilir. Bu olgularda ovulasyon saglanmasi i¢in kilo kaybetmeleri, diizenli egzersiz

yapmalar1 dnerilmesi gereken ilk yontem olmalidir (78, 79).
Klomifen sitrat

Normal tiroid fonksiyonlu, normal prolaktin seviyeli, galaktoresi olmayan anovulatuar
infertil olgularda ovulasyon saglanmasi igin ilk tercih edilen ilagtir. Bu olgular serum

Ostrojen diizeyleri 40 pg/ml den yiiksek normal menstrual cevap veren WHO II tipi olgulardir.

Klomifen sitrat zayif etkili sentetik dstrojendir. i1k olarak 1956 yilinda sentezlenmistir.
Oral yolla kullanilir. Oviilasyon induksiyonunda kullanilan dozlarda hipotalamus ve
hipofizdeki Ostrojen reseptorlerine baglanarak antiostrojenik etki gosterir. Klomifen sitrat
Ostrojen reseptorlerine saatler yerine haftalarca baglandigindan, dstrojen reseptorlerinde down
regililasyon olusturur. Hipotalamus ve hipofiz dolasimdaki Ostrojeni algilayamayacagindan,
GnRH amplitiidii artar, sonugta hipofizden daha fazla FSH salgilanir (80, 81).

Menstruasyonun baglangicindan sonra 3-5. gilinde baglanarak 50-100 mg/giin
dozlarinda 5 giin kullanilir. Tedavi bitimini izleyen 5-10. giinler arasinda dominant folikiil
gelisimi takip edilir. Dominant folikiil gelisiyor ovulasyon olmuyor ise hCG ile ovulasyon
tetiklenebilir. Baglangi¢ dozu folikiil gelisimi i¢in yetersiz ise diger siklusta doz 50 mg
arttiritlir. Maksimum doz 250 mg / giin’ diir. Ancak 150 mg / giin dozundan yiiksek dozlarda

gebelik oranlarinda artis gosterilememistir (82, 83).

Genellikle ila¢ kullanim iyi tolere edilir. Sicak basmasi, meme hassasiyeti, bulanti-
kusma, gorme semptomlari, bagagrisi olusabilir ancak geri dontigiimliidiir. Malignite siiphesi,

karaciger fonksiyon bozuklugu, over kisti varliginda kullanim1 kontrendikedir.

Vakalarin  %75-80'inde  ovulasyon saglanirken, bunlarin %35'inde  gebelik
saglanabilmektedir. Klomifen sitratla 6 siklus doz artisina ragmen ovulasyon ve/veya gebelik
saglanamamasi durumunda Klomifen sitrat direncinden bahsedilir. Klomifen direnci
anovulatuar kadinlarda % 20-25 oraninda gdzlenir (84). 3-6 siklus gebelik elde edilemez ise

diger tedavi yontemlerini degerlendirmek gerekir.

20



Aromataz inhibitorleri (Letrazol)

WHO Grup II olgularinda tercih edilebilecek diger ila¢g grubudur. Aromataz, Sitokrom
p450 bagimli enzimdir. Androstenedion ve testesteronun oOstrojenlere doniisiimiinde hiz
belirleyici adimi katalize eder. Selektif aromataz inhibitorleri letrazol ve anastrazol
menapozda meme kanseri tedavisinde Ostrojen yapimini baskilamak amaciyla kullanilirlar.
[lag,aromataz enzimini inhibe ederek dokulardaki &strojen biyosentezini azaltir. Klomifen
sitrat, Ostrojenin santral etkisini azaltip FSH salgisin1 arttirirken aromataz inhibitorleri
(letrazol) bu etkiyi periferik Ostrojen sentezini azaltarak yaparlar. Antiostrojenik etkisi
klomifen sitrata gére daha azdir. Klomifen sitrata direncli olgularda klinik deneyim kisitli
olsada kullanilabilir. Siklusun 3.-7. giinlerinde 2.5 mg / giin doz uygulamasiyla yapilan
calismada letrazol ile Ostrojen ve progesteron diizeylerinin, klomifen sitrat uygulamasina gore

daha diistik, folikiil sayisinin daha az oldugu goriilmiistiir (85).

KOH’da FSH dozunu azaltmak, diisiik over yanith hastalarda sonuglar iyilestirmek,

OHSS riskini azaltmak, endojen erken LH artisin1 dnlemek amagh kullanilabilir.

Insan teratojenitesine ait bilgi olmamakla beraber sicanlarda yapilan calismalarda
intrauterin 6liim ve fetal anomaliler bildirilmistir (86). Bu nedenle kullanim gévenligi i¢in

daha ¢ok klinik caligsmalara ihtiya¢ vardir.
Insiiline duyarliig arttiric1 ajanlar

Insiilin direnci ve hiperinsiilinemi polikistik over sendromunun 6nemli 6zelligidir.
WHO grup II anovulasyonda kullanilan oral antidiabetik ajanlardan metformin, troglitazon,

rosiglitazon, pioglitazon periferik instilin duyarliligini arttirirlar.

PKOS ‘nin biiyiik kisminda metformin kullanimi ovulasyonu saglayabilir ve ilk kusak
tedavi tercihidir. 1500-1700 mg /giin dozu oOnerilmektedir. Klomifene direngli hastalarla
yapilan caligmada klomifen+ metformin ile klomifen + plasebo tedavileri karsilagtirilmais,

ovulasyonun klomifen+ metformin grubunda 9.34 kat arttig1 bildirilmistir (87).

Metformin tedavisi bulanti, kusma, abdominal kramp ve diare gibi yan etkiler

olusturabilir. Doza bagimli ve zamanla azalan yan etkiler oldugu icin tolerans: arttirmak
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amaciyla ilaca diisiikk dozda baglanip haftalik dozun istenilen diizeye yiikseltilmesi en uygun

yaklasimdir.

Gonadotropinler ile ovulasyon induksiyonu

Eksojen gonadotropinler, 1960'l1 yillarda, ilk kez insan hipofiz bezinden FSH ve LH
ekstrakte edilerek hazirlandi. Daha sonra postmenapozal kadinlarin idrarindan elde edilmeye

baslandi (88, 89, 90).

Glintimiizde 4 farkli gonadotropin preparati tiretilmektedir;
1 - Insan menapozal gonadotropini ( Menotropinler, HMG )
2- Uriner saf FSH ( Urofollitropin, u-p-FSH )
3- Yiiksek saflikta tiriner FSH ( u-HP-FSH )
4- Rekombinant FSH (rec-FSH )

Menotropinler: 30 yili askin bir siiredir infertilite tedavisinde kullanilan eksojen
gonadotropindir. Postmenopozal kadin idrarinin, sefaroz igeren ortamdan siiziilmesiyle elde
edilir. Menotropinler icerisinde c¢esitli tiriner proteinler (UP) vardir, ve oransal olarak bir
ampul hMG igerisinde > % 95 UP mevcuttur. Bir HMG ampiilinde 75 U FSH, 75 U LH
vardir ve intramuskiiler (IM) olarak uygulanur.

Urofollitropinler: Postmenapozal kadin idrar1 anti-hCG antikoru igeren ortamdan
gecirilerek, LH oraninin azaltilmasiyla elde edilir. UP'ler agisindan, HMG'ye gore daha saf
olup, % 90 oraninda UP igerir. Bir ampul saf-FSH, 751U FSH aktivitesi, < %1 LH aktivitesi
icerir. Saf FSH ‘da IM uygulanir.

Yiiksek saflikta iiriner FSH: Postmenapozal kadin idrarinin monoklonal antikorlar
kullanilarak LH ve hCG'den ayristirilmasiyla elde edilir. u-HP-FSH < 0.001 LH aktivitesi ve
< % 1 UP igermektedir. Yiiksek oranda saflastirilmis ve protein igerigi ¢ok azaltilmis
olmasindan dolayi cilt altina da uygulanabilir.

Rekombinant FSH: 1996 yilindan itibaren klinik kullanima giren rekombinant FSH,
insan FSH alfa ve beta subiinit geninin, ¢in hamster over hiicrelerine transferi sayesinde ve
rekombinant teknoloji ile tiretilmektedir. Rekombinant FSH, HMG ve saf- FSH'ya gore ¢ok
yiiksek spesifik aktiviteye sahip olup, LH aktivitesi ve UP icermez (91).

22



WHO grup I (Hipogonadotropik hipogonadizm), klomifen sitrat ve metformin ile
ovulasyonun saglanamadigr kronik anovulasyon olgularinda, agiklanamayan infertilite

olgularinda bir sonraki tedavi basamagi gonadotropinler ile ovulasyon indiiksiyonudur.

FSH Esik Doz — Pencere Kavrami

Eksojen gonadotropinlerle ovulasyon indiiksiyonu uygulamasinda esik doz-pencere
kavrami, mono ve multifolikiiler biiyiimeye neden olan faktérler bilinmelidir. ilk kez 1966 da
Tounsend ve ark. (92), folikiil gelisimini saglayan FSH dozu ile OHSS ve cogul gebelige
neden olan FSH dozu arasindaki farkin ¢ok az oldugunu bildirmistir. Daha sonra Brown ve
ark. (93), eksojen gonadotropin tedavisinde folikiillerin belli bir FSH esik diizeyi oldugunu,
bu dozun altinda ¢ok uzun siire indiiksiyon yapilsa bile folikiil gelisiminin saglanamadigini
bildirdiler. Dozun % 10-30 arasinda artirtlmasiyla esik dozun asildigi, folikiil gelisiminin
saglanabildigi ve bu dozun c¢ok iizerine c¢ikilmasi halinde ise fazla sayida folikiiliin
uyarildigini bildirdiler. Brown'un ¢alismalarinda FSH esik dozunun degisik faktorlere bagh
oldugu ve bireysel farkliliklar gosterdigi tespit edilmistir. Bu faktorler; endojen FSH salinimu,
ilac1 uygulama yolu, emilim orani, dagilim hacmi, eksojen gonadotropinlerin farkliliklart ve
sismanliktir. Ayni1 olguda bile farkli sikluslarda, farkli esik dozun olabilecegi tespit edilmistir.
Esik doz fazla gegilmese bile, esik doza ulasildiktan sonra, bu dozda uzun siire devam edilirse
yine birden fazla folikiil gelisim siirecine girecek ve sonucta multifolikiiler gelisim ve bunun
olumsuz sonuglar1 ortaya ¢ikacaktir.

Folikiillere esik seviye iistiinde FSH'nin uzun stireli etkisini 6nlemek i¢in bu araligin
dar tutulmasi gerekir. Folikiiler gelisimin saglandigi bu araliga pencere peryodu

(Window concept) denir (94, 95, 96).

Geleneksel protokol (Konvansiyonel protokol)

Eksojen gonadotropinlerle ovulasyon indiiksiyonunda ciddi komplikasyonlar
geligebilmektedir. Bu nedenle bu ajanlarin kullanima girdigi 1960'li yillardan itibaren degisik
tedavi rejimleri gelistirilmistir. Ovulasyon indiiksiyonu, kullanilan ilag dozu,serum E, diizeyi
ve ultrasonografi ile kontrol edilmeye c¢alisilmistir. Rabau (97) 1967'de basamakli artim

protokoliinii 6nermis, istenilen cevap alinamadigi zaman ilag dozunu 1 ampul / giin seklinde
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artirmigti. Daha sonra 5-7 giinde bir | ampul artirilan geleneksel protokol ¢cogu klinikte rutin
kullanima girmis, ve halen bir¢ok klinikte bu yontem yliksek komplikasyon oranina ragmen
uygulanmaktadir.

Tedaviye spontan veya progesteron (oral medroksiprogesteron asetat-MPA,
10 mg/giin 10 giin) ile indiiklenmis menstruasyon kanamasinin 3-5. giinleri baglanir. USG'de
over kisti ekarte edildikten sonra, folikiil uyarimina 150 IU/gilin dozunda baglanir. Uygulama
giinlin ayn1 saatlerinde yapilir. Hasta serum E, ve ultrasonografi ile periyodik olarak takip
edilerek, indiiksiyonun 5-7. gilinli ilag dozunun artirilmasina veya tedavinin ayni dozda
devamina karar verilir. Kontroller 7. giinden itibaren 1-3 giinliik araliklarla yapilir. 16-18 mm
lik preovulatuar folikiil tespit edildiginde 10.000 IU hCG ile ovulasyon tetiklenir. hCG
uygulamasini takiben 1-3. giinlerde koitus onerilir.

Ovulasyonu degerlendirmek i¢in hCG giiniinden 7-9 giin sonra kanda progesteron

gebeligi degerlendirmek i¢in ise hCG giinlinden 14-16 giin sonra, kanda BhCG diizeyi 6lgiiliir.

Geleneksel protokolde, yiiksek doz ekzojen gonadotropin kullanilmasi nedeniyle
komplikasyonlar daha yiiksek oranda goriiliir. Ovulasyon oranlar1 % 50-80, kiimiilatif gebelik
oranlar1 % 20-30 arasinda degisirken, cogul gebelik % 23-28, OHSS % 10-20 oranlarina
varabilmektedir (98,99).

Kronik Diisiik Doz Basamakli Artim ( Kronik Low Dose Step-Up) protokolii

Polson (100) ilk kez FSH esik doz-esik diizey kavramini esas alarak, recFSH'y1 cilt
altindan, 75 1U/giin dozunda folikiiler yanit alinana kadar, maksimum 15 giin uyguladi. 12
mm ve lizerinde folikiil saglanamamasi halinde dozu yarim ampul artirdi. Yine yanit
alinamazsa, haftada bir yarim ampul (37.5 IU) artislar yapti. Folikiiler gelisimin saglandigi
dozda, folikiil 16 mm c¢apa ulasincaya kadar devam etti. Folikiil 16 mm c¢apa ulastiginda
ovulasyonu tetiklemek i¢cin hCG uyguladi.

Kronik diisiik doz step-up protokoliinde, ovulasyon indiiksiyonuna spontan menstruel
siklus veya 10 mg /gilin dozunda oral MPA’nin 10 giinliik kullanim1 sonras1 gergeklestirilen
cekilme kanamasini takiben 3-5. giinlerde 75 IU/giin dozunda uygulamaya baslanir. Tedavinin
7. glniinde ultrasonografik inceleme yapilir. 10 mm veya daha istiinde folikiil yoksa
edilmezse ayni dozda 14. giine kadar devam edilir. Hala yeterli folikiil gelisimi izlenemezse
doz 37.5 IU/giin artirilir. Folikiil gelisimi izleninceye kadar bir hafta araliklarla bu doz artimi

tekrarlanir. (en fazla 35 giine kadar). Folikiil gelisiminin (10 mm veya daha iistii) izlendigi
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dozda, dominant folikiill 17 mm veya daha iistii boyuta ulasincaya kadar devam edilir.
Ovulasyonu tetiklemek i¢in 10.000 IU hCG intramiiskiiler uygulanir. Siklusun daha sonraki
takibi geleneksel protokolde oldugu gibi yapilir. Baslangic dozuna asir1 cevap gelistigi
durumlarda, baglangi¢ dozu 37.5 IU /giin azaltilir. Baslangi¢ dozuna 14 giin i¢inde

cevap alinamayan siklusun sonrasindaki siklusda, baslangi¢c dozu 37.5 IU / giin artirilir (101,

102,103)

Polson'un (100) ¢alismasi ve daha sonraki ¢alismalarda, 6zellikle PKOS olgularinda,
bu protokolle ovulasyon indiiksiyonu yapildiginda, gonadotropin formu ve uygulama
yolundan bagimsiz olarak, monofolikiiler gelisim oraninda artig, ¢ogul gebelik ve OHSS
oraninda azalma saptanmistir. hCG uygulama giinlinde bakilan serum LH, Progesteron ve
E ; diizeylerinin daha diisiik oldugu ve aylik gebelik oranlarimin arttigi saptanmistir (102,
104,105).

Step-Down (basamakh azaltim) Protokolii

Gerek geleneksel gerekse kronik diisiik doz step-up protokolde, ovaryen yanitin ortaya
cikmasindan itibaren, hCG'nin uygulanacag giine kadar, uygulanan FSH dozunda degisiklik
yapilmamaktadir. Geg folikiiler donemde dominant folikiiliin biiyiimesi FSH'ya daha az
bagimlidir. Basamakli artim protokolleri, bu donemde serum FSH konsantrasyonunu artirarak
daha ¢ok folikiil gelismesine neden olabilir (101, 106, 107).

Normal menstriiel sikluslarda, perimenstriiel donemde baslayip erken folikiiler
donemde devam eden, FSH artis1 gozlenir. Geg folikiiler donemde ise FSH konsantrasyonu
diiser. Step-down protokoliin prensibi, bu FSH degisikliklerinin eksojen yoldan taklit
edilmesidir. Stimiilasyon baslangicinda, serum FSH konsantrasyonunun sinirli bir siire esik
diizey iizerinde tutulmasiyla, gelisim siirecine giren folikiil sayisinda azalma saglanmaktadir
(107).

Geleneksel protokol ve kronik diisiikk doz step-up protokolde, degisik arastirmacilar
tarafindan yapilan calismalarda, protokolde fazla modifikasyon yapilmamasina ragmen,
basamakli azaltim protokoliinde degisik arastirmacilar bazi modifikasyonlar yapmislardir.
Mizunuma ve ark. (106), indiiksiyona giinde 225 IU ile baglayip 2 giin verdikten sonra giinliik
dozu 75 IU' ya diistirmiislerdir. 75 IU ile folikiil gelisimi saglanamadiginda, giinliik dozu
150 TU’ ya ¢ikmisglardir. Andah ve ark. (101) 2 giin, giinde 225 IU dozu uyguladiktan sonra, 3.
giinde giinliik dozu 150 IU' ya diisiiriip 9 mm lik folikiil gozleninceye kadar bu dozda devam
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etmisler, daha sonra giinliik dozu 75 IU' ya indirmislerdir. Durnerin ve ark. (108), folikiil 12
mm oluncaya kadar, giinde 300 IU dozunu uygulayip, daha sonra giinliik dozu 150 IU' ya
indirmislerdir. Santbrink ve ark. (109) baslangi¢ dozu uygulamasini, hastalarin viicut kitle
indeksine (VKI) gore ayarlamuslar; VKI 19-23 kg/m2 olanlara 112.5 IU, 23-28 kg /m *
olanlara 150IU, >28 kg/m’ olanlara 187.5 IU dozunda uygulama yapmislardir. 9 mm' den
biiyiik folikiil tespit edildiginde doz 3 giinliik aralarla 37.5 IU / giin dozunda azaltilmistir.

Bu modifikasyonlar basamakli azaltim prolokoliiniin temel mantigin1 etkilememektedir.

Klomifen sitrat ve gonadotropin ile ardisik protokol

Klomifen sitrat kullanimina direngli ve agiklanamayan infertilite tanis1 olan hastalarda
kullanilabilir. Menstruasyonun baslangicindan sonra 3- 5. giinde baglanarak 50-100 mg/giin
dozlarinda 5 giin kullanilan standart klomifen sitrat tedavisini takiben (50-100 mg/giin) en
son giin diisiik doz gonadotropin (75 IU FSH veya HMG ) baslanir. Folikiil gelisimi hCG

uygulamasi kriterlerine ulasana dek takip edilir.

WHO GRUP III---Hipergonadotropik hipogonadizm: endojen gonadotropin diizeyi over
rezervi azalmig (primordial folikiil sayis1 azalmis) olgularda olusur. Vakit kaybedilmeden

yardimla tireme teknolojilerine bagvurulmasi gerekir. Gebelik sans1 oldukca diisiiktiir.

HIPERPROLAKTINEMIK ANOVULASYON: % 15-20 oraninda oligomenoreik kadinda
hiperprolaktinemi mevcuttur. Infertiliteye neden olmas1 GnRH salgisinda azalmaya yol acarak
hipogonadizm olusturmas1 seklindedir. Vakalarin ¢ogunda prolaktin salgisinin supresyonu ile
hipogonadizm tablosu geri doner. % 40-50’sinde neden prolaktinomalardir. % 30’unda
neden tespit edilemez. % 3-5’inde primer hipotiroidi mevcuttur. Ayirici tan1 i¢in serum TSH
diizeyi Olclilmelidir. Serum prolaktini iist sinir1 30-40 ng /ml dir. Genelde amenore serum
prolaktin diizeyleri 100 ng/ml lizerinde ise gozlenir. Prolaktinoma bu diizeyin iizerinde
siklikla tespit edilir. Galaktore % 30-40 vakada mevcuttur (110). Hiperprolaktinemik olgunun

amenoresi veya infertilitesi varsa prolaktin diizeyinin normale donmesi saglanmalidir.
Dopamin agonisti protokolu

Hiperprolaktinemi nedeniyle anovulasyon tedavisinde kullanilir. Bromokriptin ve
kabergolin kullanilan dopamin agonistleridir. Prolaktin seviyeleri normale gelince pulsatil
GnRH salgis1 baslar ve ovulasyon normale doner. Bromokriptin kullanimina 1.25-2.5 mg

dozundan baglanir. Doz kademeli arttirilir. Tedavi bagslandiktan kisa siire ig¢inde prolaktin
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diizeyleri diiser ve sabit kalir. Sikluslar tedavi bagladiktan 6-8 hafta i¢inde % 70-90 normale
doner (111). Kabergolinin diisiik dozlarda serum prolaktinini normale getirdigini gosteren

calismalar vardir.
YARDIMCI UREME TEKNIKLERI (YUT)

Yardimci lireme teknikleri, overden ovulasyonun saglanmasini veya oositlerin elde
edilmesini, ejekiilattan ya da cerrahi yollarla alinan spermlerin oositler ile bir araya
getirilmesini, eger laboratuar ortaminda embriyolar elde edilmis ise uterin kaviteye

transferini saglayan bir tedavi siirecidir.

Infertil ¢iftlerin infertilite nedenlerine uygun secilecek YUT tedavileri sonucu elde

edilen gebelik oranlar1 belirtilmistir (Tablo 4), (112).

Tablo 4: infertil Ciftlerin Ortalama Siklus Basina Gebelik Oranlari

Tedavi uygulanmamis % 1.3-1.4
Intrauterin inseminasyon (IUI)  %3.8
Klomifen sitrat %5.6
Klomifen sitrat + TUI %38.3
Gonadotropinler %7.7
Gonadotropinler + IUI %17.1
IVF % 20.7

Intrauterin inseminasyon aun

Intrauterin inseminasyon infertilite tedavisinde yillardir yaygin bicimde kullanilan bir
metoddur. Intrauterin inseminasyon (IUI), spermatozoa'min direkt olarak uterus kavitesine
aktarilmasi demektir (113). Diisiik sperm sayisi, zayif motilite, zayif penetrasyon yetenegi ve
servikal immiinite bozukluklarinda daha fazla motil spermin fertilizasyon sahasina ulagmasini
saglar. Intrauterin inseminasyon degisik endikasyonlarla uygulanmakta ve farkli gebelik
oranlar1 elde edilmektedir. Normal koitus sonras1 kadin genital yollarinda sperm sayismm 10 °
,10 © oraninda azaldig: belirtilmektedir (114). Infertil ¢iftlerde TUI uygulandiginda, sadece
ovulasyon zamanlamasi yapilarak gergeklestirilen koitlere gore daha basarili sonuclar elde
edilmektedir (115). Bu basarida ovulasyonun daha iyi zamanlanmig olmasinin yanisira daha

fazla spermin oosit yakmina aktarilmasinmn da rolii oldugu sdylenebilir (116). Intrauterin
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inseminasyon basarisinin over hiperstimulasyonu ile birlikte uygulandiginda arttigi birgok

arastirici tarafindan gosterilmistir (117, 118, 119)

In vitro Fertilizasyon (IVF) Oncesi Degerlendirme

Kontrollu ovaryan hiperstimiilasyonda (KOH) overlerden miimkiin oldugunca g¢ok
sayida ve iyi kalitede oosit elde edilmesi amaglanmaktadir. Invitro fertilizasyon (IVF) i¢in en
ideal stimulasyon rejimi, minimal yan etkiye sahip, siklus iptal oranlar1 en diisiik, ila¢ maliyeti
en az, monitorizasyonu kolay ve sonucunda tekil gebeligi saglayabilecek sekilde olmalidir.

Over kapasitesi IVF planlanan her kadinda degerlendirilmelidir. 3. giin FSH diizeyi
baslanacak uygun gonadotropin dozunu belirlemek i¢in dnemlidir. Transvajinal ultrasonografi
ile overler incelenerek antral folikiil sayis1 belirlenir. Enfeksiyoz hastaliklarin taranmasi ve
tedavisi gereklidir. Yalancit (mock) embriyo transferi uterin kavitenin derinligini ve en
basarili atravmatik embriyo transferini yapmak igin denenebilir. implantasyonu etkileyecek
submukoz myom, endometrial polip, sinesi tanisi i¢in uterin kavite ultrasonografi, HSG,

sonohisterografi veya ofis histeroskopi ile degerlendirilebilir.
Kontrollu Ovaryan Hiperstimulasyon (KOH) Secenekleri
A. Dogal siklus

Ik IVF gebeligi uyarilmamis dogal siklustan toplanan oositler ile elde edilmistir. Ancak
dogal siklusta bir oosit ve bir embriyo olustugu icin siklus basina gebelik elde edilme sansi

diistiktiir.
B. Klomifen Sitrat

3. giin baglanan 100 mg klomifen sitrat 5-8 giin kullanilir, normal ovulatuar kadinda 2
veya fazla folikil gelistirir. Diisiik maliyet, az monitorizasyon gerekliligi yiiziinden dost IVF

tedavi rejimi gibi goriinmektedir.

C. Klomifen sitrat ve Eksojen Gonadotropin ile Ardisik Tedavi
5 gin 100 mg /giin klomifen sitrat tedavisine gonadotropin eklenmesi tek basina

klomifen tedavisine gére daha basarilidir.
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D. Uzun Etkili GnRH Agonistleri ile Yapilan Down Regiilasyon Sonrasinda Eksojen
Gonadotropin Tedavisi ( Long Protokoller)

Deneysel ve klinik c¢alismalarda tekrarlayan invivo  kullaniminin
gonadotropinler iizerinde bifazik salinim yaptig1 bulunmustur. ilk olarak FSH ve LH da ani
salmim (flare up etki) olur, daha sonra GnRH reseptorii down regiilasyonu ile hipofizer
desensitizasyon asamas1 gelisir. Gonadotropin sentezindeki azalma GnRH-a kullanimi
olduk¢a devam eder. Desensitizasyonun siddet ve siiresi en azindan LH i¢in doza bagimlidir.
Yine doz ve formiilasyona bagh olarak ila¢ birakildiktan sonra da endojen GnRH a refrakter
bir period olusur. GnRH-a nin bu 6zellikleri iki tedavi protokoliinde kullanilmaktadir (120,
121).

Bir 6nceki siklusun mid-luteal doneminde baglanan GnRH analogu ile hipofizer down
regiilasyon olusturulur. Overlerin baskilanmasini takiben gonadotropin uyarisi ile folikiil
gelisimi saglanir. Boylece senkron folikiil gelisimi uyarilirken, LH ‘nin erken ve kontrolsiiz

yiikselisi engellenir (122).

Genellikle adetin 21. giinii baglanir, en az 14 giin siireyle GnRH analogu uygulanir.
Takip eden menstruasyonun 1-3. giinlerinde yapilan ultrasonografi kontroliinde 10 mm den
biiytik folikiil yoksa, E, diizeyi 50 pg/ml altinda ise hipofizer desensitizasyonun tamamlandigi
digtintiliir, GnRH analoguna ara vermeden kanamanin 3. giinii tedaviye gonadotropin
eklenir. 14 giin analog kullanimina ragmen hormonal baskilanma saglanamaz ise kullanim

stiresi  E, diizeyi 50 pg/ml altina diisiinceye dek uzatilir.

Tedavi siirecinde serum E, diizeyi, gonadotropin eklendikten 3-5 giin sonra
yiikselmeye baslar ve gonadotropin dozunun over cevabi igin yeterli olup olmadiginin
gostergesidir. Tedavinin 5-6. giliniinde Slgiilen 100 pg /ml seviyesi dozun yetersiz oldugunu
diisiindiiriir, doz artis1 yapilmahdir. 3 giin araliklarla E; diizeyi (her bir 14 mm boyutundaki
folikiil i¢in 150-200 pg/ml) ve ultrasonografi ile folikiil bliylimesi takip edilir. Genelde hedef
en az 2 tane 17-18 mm ¢apinda ve 14-16 mm capinda birkag tane folikiil elde etmektir. Son
folikiiler maturasyon igin 5000-10.000 IU hCG I.M uygulamas1 yapilir. Benzer etki igin
rekombinant hCG yaklasik 250 pg dozunda gelistirilmistir ve su anda kullanimdadir (123).

En 1yi gebelik sonuglarinin endometrial kalinlik 8-9 mm ve trilaminar (ii¢ kath

goriiniim) olustugunda elde edildigi bilinmektedir. hCG giinii transvajinal ultrasonografi ile
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Olgiilen kalinlik 6-7 mm altinda ise sonuglarin olumsuz oldugu c¢alismalarda bildirilmistir

(124). Asir1 endometrial kalinlik (14 mm iizeri) varligida kotii prognozla iligkilidir.

Kullanimdaki GnRH agonistleri ;

a) Leuprolid asetat : en sik kullanilan formdur. Ciltalti enjeksiyon seklinde 1.0 mg/giin
dozunda, 10-14 giin siiresince menstruasyon baslayana dek uygulanir, kullanima ara
verilmeden gonadotropin tedavisi baslangici ile dozu giinliik 0.5 mg ‘a diisiiriiliir.

b) Nafarelin asetat : intranasal uygulanir.

c) Buserelin asetat : ciltalt1 veya intranasal kullanilir.

d) Triptorelin asetat : ciltalti uygulanir.

Uzun donem GnRH-a protokolii
Onceki siklusun luteal fazinda ve erken folikiiler fazda GnRH a verilmesi ile hem

hipofizer hem de over desensitizasyonu elde edilir. GnRH a enjeksiyonuna hCG verilene dek
devam edilir. Randomize caligmalarin metaanalizinde GnRH a nun IVF iptal oranimi
diisiirdiigii, oosit sayisini ve klinik gebelik oranlarini arttirdigi bulunmustur. Kisa ve uzun
donem protokolleri karsilastirildiginda degisken sonuclar elde edilmekle beraber metaanaliz
calismalarinda anlaml fark olmadigir bildirilmektedir (125). Hipofizer desensitizasyon
parametreleri (hiz, siddet, devam siiresi) kullanilan analoga, siklusta ilk kullanim giiniine,
kullanim siiresi ve kullanilan formiilasyona gore degisir (120). Standart, minidoz ve

ultraminidoz i¢in Onerilen dozlar asagida gosterilmistir (tablo 5).

Tablo 5: GnRH analogu cesitleri ve standart, minidoz ve ultraminidoz i¢in onerilen dozlar

GnRH analogu Standart doz Mikrodoz Ultramikrodoz
Leuprolide asetat 2-1 mg 1-0,5 mg 0,5-0,25 mg
Nafarelin asetat 1200-600 pg 800-400 pg 400-200 pg
Buserelin asetat 900-450 pg 600-300
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Kisa donem GnRH-a protokolii

Bu protokolde GnRH-a erken folikiiler fazda verilmeye baslanir. GnRH-a’nin flare up
etkisinden folikiiler gelisim i¢in yararlanilir, daha sonra da giinliik kullanimla hipofizer
desensitizasyon etkisinden yararlanilir. Bu protokolde kisa donem GnRH-a’nin endojen LH
yiikselmesini engelledigi varsayilarak 3 giinliik (ultra-kisa protokol) ve 7 giinliik kullanim ile
oosit toplama zamanini belirlemek gibi ayarlamalar da yapilmistir (126, 127).

Standart kisa protokol, over rezervinin kisitli oldugu (poor responder ) olgularda
yapilir. GnRH analogu (1.0 mg / giin) adetin 2-4. giinii verilir daha sonra dozu 0.5 mg /gilin
azaltilir. Gonadotropine adetin 3. giinii 150-450 IU dozunda baslanir. Folikiil gelisimi takip

edilerek hCG uygulama kriterlerine ulasilincaya kadar tedaviye devam edilir.

Mikrodoz flare —up protokolunde ise oral kontraseptif kullanimini takiben kanamanin
3. giiniinde mikrodoz leuprolid (giinde 2 kez 40 ng) tedavisine baslanir ve gonadotropine
adetin 3. glinii 150-450 IU dozunda baslanir. Folikiil gelisimi takip edilerek hCG uygulama
kriterlerine ulasilincaya kadar tedaviye devam edilir. Serum FSH degeri artmis, zayif over
cevapl hastalar i¢in iyi bir protokoldiir. Yapilan ¢aligmalarda kisa ve uzun GnRH agonist

tedavilerinin benzer iptal ve gebelik oranlar1 bildirilmistir (128).

uFSH ve HMG’yi karsilastiran 2 metaanalizde, uFSH tek bagina kullanildiginda over
cevabi agisindan daha iyi sonu¢ vermis ancak GnRH agonisti kullanilan sikluslarda benzer
sonuglar elde edilmistir (129). recFSH ve HMG kullanimlar1 i¢in, GnRH agonisti ile down
regulasyon yapilan sikluslarin  karsilastirmasinda, gebelik oranlar1 arasinda fark

bulunamamastir (130).

GnRH agonistlerinin kronik uygulama gerekliligi olmas, flare-up etkileri sonucu over
kistleri gelismesi veya uzun siireli kullanima bagli desensitizasyon sonucu over tiikenmislik
sendromu olusturmalar1 yan etkileridir.

GnRH analogu kullanimiyla flare-up etkisine bagli bazi hastalarda gelisen folikiil
kistlerinin varligin1 bazi arastirmacilar kotii ovaryan cevap, azalmis oosit ve embriyo sayist ile
daha diisik IVF basaris1 iligskili oldugunu savunmakta olsada (131) aksini diisiinen

calismacilarda vardir.
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E. GnRH Antagonisti Kullanim

Once uyaran sonra inhibe eden GnRH analoglarmin aksine GnRH antagonistleri doz

bagiml sekilde GnRH reseptorlerini bloke eder, hizlica gonadotropin salgisini inhibe eder.
Agonistlere gore avantajlart ;

e Agonistlere gore tedavi siiresi daha kisadir.

e Kullanimdaki ama¢ LH pikini engellemek oldugundan folikiiler gelisimin geg
déneminde (gonadotropin tedavisinin 5-7 giinlerinde ) kullanilir. Béylece E, seviyesi
artist engellenmez (132, 133).

e Agonist tedavisindeki gibi over cevabi uzun siireli baskilanmadigindan kullanilan
gonadotropin dozu ve siiresi azalir.

e Folikiil kisti flare etki olmadigi i¢in gelismez.

e OHSS riski daha azdir (133).

GnRH’1n sentetik analoglar1 olan bu ilaglar pituiter GnRH reseptorlerine yiiksek afinite
ile baglanirlar ancak GnRH reseptdr ¢apraz baglanmasini ve dolayist ile kalsiyum aracili
gonadotropin saliimin1 yapamazlar. Bdylece LH salgilanmasi {izerinde ilk flare up etkisi
olmadan gii¢lii, kisa siirede ve reversible supresyon yaparlar; desensitizasyon periodu
gerektirmezler (134, 135). Agonistlerle karsilastirildiginda antogonistlerin etkisi olduk¢a doza
bagli olup etki mekanizmasi endojen GnRH ile antagonist arasindaki dengeye baghdir (136).
Simdiye dek 3 jenerasyon antagonist kullamlmistir. ilk ikisi histamin salinimi yaptiklarindan
gegcici sistemik 6dem ve enjeksiyon bolgesinde inflamasyon (1. jenerasyon) ya da sadece lokal
reaksiyona (2.jenerasyon) neden olmaktadirlar. Ugiincii jenerasyonun histamin salinim etkisi
az olup, antiovulatuar etkisi 2. jenerasyona esdegerdir. Ugiincii jenerasyon antagonistlerden
tizerinde en c¢ok calisilanlart cetrorelix [Cetrotide (Serono)] ve ganirelix [Antagon veya

Orgalutron (Organon)] tir.
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Multiple doz GnRH antagonisti kullanimi

Gonadotropin tedavisine baslandiktan yaklasik 5-6 giin sonra en biiylik folikiil 13-14
mm ¢apa ulasinca, E, seviyesi 500 pg/ml iizerinde ise 0.25 mg /giin dozunda ciltalt1
enjeksiyonu seklinde yapilir. 96 saat LH pikini geciktirecek cetroreliksin 3.0 mg ik tek
enjeksiyon formu, giinliikk kullanim kadar rahat doz ayarlamasina izin vermez. Folikiiler
maturasyon, hCG giinline kadar gonadotropin dozuna ek giinlik  antagonist dozu
uygulanarak takip edilir. Antagonist dozu bazi hastalarda LH diizeyinde asir1 baskilanma

yaratacag i¢in tedaviye HMG ile devam edilmesini 6neren ¢aligmalar vardir (137).

Orta folikiiler fazdan ( siklusun 5 ya da 6. giinii) baslayarak hCG giiniine kadar diisiik
dozda giinlik GnRH antagonisti enjeksiyonlar1 yapilir (138). Antagonist verilmesinden sonra
ganirelix icin 4, cetrorelix i¢in 6 saat i¢cinde pituiter supresyon tamamen etkin olup, LH
seviyesi %74 oraninda diiserek <1-2 IU/l seviyesine iner (136). Ganirelix ve cetrorelixle
yapilan caligmalarda bu etki icin 0,25 mg’in yeterli oldugu bulunmustur (139). GnRH
antagonistini dnde giden folikiil boyutuna gore baslamanin, sabit giinde baslamak kadar etkili

oldugu ve bu yontemle daha az antagonist kullanildigin1 belirten ¢aligmalar mevcuttur (140).

Tek doz GnRH antagonisti kulanimi

Normoovulatuar kadinlarda tek ve biiylik doz antagonistin ge¢ folikiiler donemde
kullaniminin spontan LH artisin1 erteledigi bulundu (138). Cetrorelixle 3-5 mg sc doz ile
LH artis1 6-17 giin, LH yiikselmesinin basinda uygulanirsa 3 giin LH artis1 engellenebilir
(141). Buna gore antagonist 8. giinde ya da over cevabi hizli ise daha 6nce kullanilir.
Baskilama etkisini li¢ giinden daha fazla uzatmak gerektiginde ikinci biiyiik doz ya da giinliik
0,25 mg lik dozlar verilebilir (142). Geg folikiiler fazda uygulanan GnRH antagonistinin
oviilasyona kadar olan oosit gelisimini engellemedigi goriilmiistiir (141).

GnRH antagonistleri ile GnRH-a uzun protokolle karsilastirmali caligmalarda sonuglar
tartismalidir. En azindan cokmerkezli ¢alismalarda over folikiil sayisi, toplanan oosit sayis1 ve
gebelik oranlart agonist protokoliine gére daha az bulunmustur (143). Folikiiler gelisim
acisindan bakildiginda agonist sikluslara gore antagonist sikluslarda folikiillerin baslangigta
hizli biiyiidiigii ve Ostrodiol seviyesinin daha ¢abuk arttig1 goriilmistiir (136). Antagonist

protokoliiniin kisa olmasi nedeni ile hasta uyumunun ve 3. jenerasyon antagonistlerin klinik
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toleransinin yiiksek olmasi antagonist protokoliiniin avantajlaridir. Ayrica kullanilan eksojen

gonadotropin miktarinin, OHSS sikliginin ve toplam maliyetin az olmasi da ek avantajlaridir.

Over hiperstimulasyon Sendromu (OHSS)

Over hiperstimulasyon sendromu (OHSS) eksojen gonadotropin tedavisinin en ciddi
komplikasyonudur. IVF-ET sikluslarinin % 1-10’da goriiliir. hCG uygulamasindan sonraki
3-7. glinler arasinda goriilen erken OHSS, ovulasyon Oncesi stimulasyona asir1 cevaptir,
hCG’nin akut etkisine bagli gelisir. hCG enjeksiyonundan 12-17 giin sonra gelisen ge¢ OHSS
ise gebelikle olusan endojen hCG nedeniyledir ve daha siddetli seyir gosterebilir. Ovulasyon
indiiksiyonu sonucu ¢ok sayidaki folikiil ve korpus luteum tarafindan VEGF sainimiyla damar
gecirgenliginde artis olmakta, proteinden zengin sivinin damar disina c¢ikmasiyla periton,
plevrada siv1 artisi, 6dem, hiperkonsantrasyon, hipovolemi, aniiri, hipotansiyon ve ARDS

geligebilmektedir (144).

Tedavi siirecinde olusabilecek asir1 over cevabi (yaygin ovaryan genigleme, E, diizeyi
3000 pg/ml den fazla, folikiil boyutlarinda artis) halinde siddetli ovaryan hiperstimulasyon
sendromunu (OHSS) engelleyebilmek i¢in yapilabilecekler ;

e Siklus iptali

e (oasting (1-3 giin gonadotropine ara verilir, GnRH analoguna devam edilir, E;
seviyesi normale gelince hCG ile folikiiler maturasyon saglanir)

e FErken tek tarafli folikiil aspirasyonu (oositler toplanir, fertilize edilir embriyolar
dondurulur)

e Diisiik hCG dozu kullanilmasi, E; diizeyi > 3000 pg/ml ve > 5000 pg/ml ise sirayla
5000 ve 3300 IU uygulanmalidir(145).

e hCG yerine 5000 IU veya 15.0000 IU rekombinant LH kullanilmas1

e hCG enjeksiyonu sonrasinda yiiksek molekiiler agirlikli solusyonlarin kullanimi
(human serum albumini, HAES)

e Luteal fazda yiiksek doz I.M. progesteron kullanilmasi
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Tedavide Monitorizasyon

Folikiiler gelisimi takip, hCG zamanin1 tespit etmek, hiperstimulasyondan korunmak
amaclanir. Serum E, diizeyi Olgtilerek, ultrasonografi ile folikiillerin goriintiilenerek

uygulanan dozun yeterli olup olmadig1 degerlendirilir.

Serum E; diizeyi her zaman folikiil biiytimesi ile korele degildir. Ancak 3 giinden fazla
plato yapmas1 zayif sonugla iligkilidir. En 1yi sonug¢lar 500-1500 pg/ml arasinda elde edilir,
serum E; diizeyi 200 pg/ml altinda ise genellikle gebelik olusmaz (146).

Ultrasonografi ile indiiksiyon boyunca folikiiler biiylime takip edilir. Folikiillerin 1-3
mm/giin hizinda biiylimeleri beklenir. Folikiiler 6l¢lim, i¢ten ice birbirine dik eksendeki iki
Ol¢iimiin toplanarak ortalamasinin alinmasiyla elde edilir. Matiir folikiil dl¢imii i¢in deger
18-19 mm olmalidir. En biiyiik folikiil 18-19 mm ve ardindan takip eden en az 3 adet
16-18 mm’lik folikiil varliginda 10.000 IU hCG uygulamasina karar verilir. Siklus siiresince
endometrium artan E, seviyesiyle kalinlagir. Ultrasonografi ile takip edilen bu kalinligin
gebelik sonuglari ile anlaml birlikteligi vardir. 7 mm ‘nin altindaki kalinliklarda gebelik

oranm diigtiktiir.

Folikiiler gelisim takip edilirken gonadotropin tedavisine kotli yanit veren olgularda
(3 veya daha az oosit elde edilen, E, seviyesi 500 pg/ml altinda olanlar)

yapilabilecekler ;

e Uzun protokolde yiiksek dozla baslanmasi (450 IU {izerindeki dozlar ek yarar
getirmez)

e GnRH agonist dozunun diisiiriilmesi, gonadotropin baslanip agonistin kesilmesi

e Klomifen sitrat ve gonadotropinler ile ardisik stimulasyon uygulamasi

e Uzun siireli GnRH analogu yerine GnRH antagonisti kullanilmasi

e Kisa donem GnRH analogu kullanimi (mikrodoz flare -up)
Folikiil Aspirasyonu

hCG enjeksiyonunu takiben 34-36 saat sonra folikiil aspirasyonu (oocyte pick-up,

OPU) gerceklestirilir. Transvajinal ultrasonografi esliginde intraven6z sedasyon veya her iki
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lateral fornikslere yapilacak lokal anestezi ile toplanmasi standart igslemdir (147). Proflaktik
antibiyotik tedavisi verilebilir ancak enfeksiyon riski diisiiktiir. Vajen steril serum fizyolojik
ile yikanarak temizlenir. Yaralanmayi oOnlemek icin mesanenin bos oldugundan emin
olunmalidir. Aspirasyon ignesi takili transvajinal prob steril kilif icine sarilmalidir.
16-17 G ‘luk igne yardimiyla, en uygun vakum basincinda (100-200 mmHg) ultrasonografi
esliginde folikiillere girilerek sivi ve oositler toplanir. 10 mm’den biiyiik folikiillerin

toplanmasi icin birkag kez overe girilmesi yeterli olur.

Bos folikiil sendromu yeterli folikiil boyut gelisimine ragmen aspire edilen
folikiillerden oosit elde edilememesi durumudur. hCG enjeksiyonunun yapilmadigini veya
etkisiz oldugunu diisiindiir. Tek overden oosit ¢itkmamasi halinde siklusu kurtarmak i¢in hCG

dozu tekrar edilerek 36 saat sonra diger overdeki folikiiller aspire edilmelidir (148).

Oosit toplama isleminin komplikasyon orani oldukea diisiiktiir. En sik ignenin gegtigi
lateral fornikslerden kanama olusur. Tamponlama ile durur. Nadiren komsu organ (barsak,
mesane, damar) yaralanmalar1 olusabilir. Ozellikle endometriomalarin igine girip aspire

edilirse vajinal flora kistin i¢ine tasinabilecegi icin abse olusumu goriilebilir (149).

Oosit toplama islemi sona erdikten sonra korona-kumulus kompleksine goére oositlerin
maturasyonu degerlendirilir (tablo 6), (150). Bu degerlendirmede elde edilen oositi ¢evreleyen

korona-kumulus kompleksinin genigligi ve parlaklig1 esas alinir.

Tablo 6 : Oosit Maturasyonunun Degerlendirmesi

Grade I (immatiir profaz) Polar body yok, germinal vezikiil koyu, kompakt kumulus
mevcuttur

Grade I (metafaz I) Polar body var, germinal vezikiil yoktur. Kumulus genis, oosit agik
renktir.

Grade III (metafaz II) Polar body var, ooplasma diiz-giindiir. Kumulus genis
goriintimliidiir.

Grade IV (postmatiir) Kumulus yi1gin halinde veya yok, polar body var, ooplasma koyu
goriintimlidiir.

Grade V (atretik) Kumulus yok, polar body nukleus dejenere goriiniimlii vakuol
mevcuttur
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Mikroenjeksiyon islemi dncesinde oositlerin etrafindaki korona-kumulus hiicrelerinin
temizlenmesi (denudation) gerekir. Bu amagcla hyaliironidaz solusyonu ve cam Pasteur
pipetler kullanilir. Kullanilan hyaluronidaz (HYASE-10X) kumulus ve korona hiicrelerini
oositin etrafindan enzimatik yolla uzaklastirir. 30 sn den uzun olmayacak sekilde isleme tabii
tutulurlar ve sonrasinda yikama mediumu iceren temiz dropletlere alinirlar. Polar cisimcigin
varligt (MII) veya yoklugu (MI) ya da germinal vezikiil (GV) varlig1 agisindan
degerlendirilirler. Matiir (MII) oositler mikroenjeksiyon islemi i¢in Onceden hazirlanmis
kiiltiir mediumu igeren dropletlere aliirken, immatiir oositler (MI ve GV) maturasyonlarin

tamamlamalari i¢in yine kiiltiir mediumunda inkiibatorde bekletilebilirler.

Fertilizasyon- Mikroenjeksiyon Islemi

Folikiil aspirasyonu sonrasinda tiiplere alinan folikiil sivist igerigi laboratuar sartlarinda
inverted mikroskop ile incelenir. Bulunan oositler 37°C sicaklikta, %5-6 karbondioksit
oraninda inkiibatore kiiltlir sivist i¢inde kaldirilirlar. Olgun oosit (metafaz II) ilk polar
cisimcigi atmis, mayoz II de istirahat halindedir. Metafaz I deki oositin (immatiir oosit) polar
cisimcigi yoktur, germinal vezikiilii ve nukleolusu soluktur. Olgun oositler en yiiksek
fertilizasyon oranlarina sahiptir(150). Folikiil aspirasyonunun yapildigi giin genelde erkekten
de masturbasyon yontemiyle sperm alinir. Canli sperm yoksa uygun cerrahi iglemler

(TESA,TESE,MESA v.b.) ile sperm elde edilmeye c¢aligilir.

Standart IVF i¢in ileri hareketli sperm sayis1 (oosit basina 20 milyon sperm) onemlidir.
Sperm hazirlanarak fertilizasyon islemi yapilir. Tek sperm hiicresinin mikropipet yardimiyla
oosit sitoplazmasina yerlestirilmesi iglemine intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) denir.
ICSI ile ilk denemeler 1962 yilinda deniz dikeni gametleriyle yapildi. Bunu izleyen yillarda
1976 da Uehara ve Yanagimachi’'nin caligmalariyla hamster oositlerinde fertilizasyon ve
tavsanlarda embriyo gelisimi ve dogum gerceklestirildi. 1992 yilinda Belgika’da Brussel Free
University ‘de Palermo ve arkadaslari tarafindan siddetli erkek infertilitesi olgularinda
ejekulat spermlerin kullanildigi ICSI uygulamalar1 gebelikler ve dogumlar ile sonuglandi.
Boylece sperm parametrelerinin ileri derecede kotii oldugu erkeklerde ICSI kullanimi ile yeni

bir atilim gergeklestirilmistir.
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Mikroenjeksiyon islemi Oncesinde oositlerin etrafindaki korono-kumulus hiicreleri
temizlenir (denudation). Bu amagla hyaliironidaz soliisyonu ve cam Pasteur pipetler kullanilir.
Enzimden temizlenen oosit igerisine hareketli ve morfolojisi normal sperm secilerek

mikroenjeksiyon yapilir.

IVF ve ICSI isleminden birgiin sonra fertilizasyon agisindan oositler incelenir. Kesin
olarak ayr1 2 proniikleus varlig1 fertilizasyonu gosterir. Embriyolar fertilize olanlar ve
olmayanlar olarak ayristirilarak farkli medium ortamlarinda gelisimleri takip edilir.

Sonrasinda embriyolar boliinerek blastomer sayilari artar.

Embriyolar blastomer sayisi, blastomer biiyiikliigii, blastomer nukleuslari, blastomer
morfolojisi, fragmantasyon varligt ve ylizdesi kriterlerine gore inverted mikroskopta
degerlendirilir. Embriyo degerlendirilmesinde en énemli kriter embriyo blastomer sayisi ve
fragmantasyon oranlaridir (tablo 7), (150). Embriyolarin transferine karar verilirken gradeleri

belirlenir % 50 den az fragmante ve klivajda olan embriyolar tercih edilir.

Tablo 7 : Genel Embriyo Degerlendirmesi

Grade I Esit biiytikliikte diizenli blastomer, fragmantasyon yok

Grade I1 Esit biiytikliikte blastomer, az fragmantasyon (< % 25)

Grade III  Blastomerleri esit degil, fragmantasyon fazla (% 25-50)

Grade IV Blastomerleri esit degil, fragmantasyon fazla (> % 50)

Embriyo Transferi

Embriyolar pronukleer fazdan  blastokist asamasina kadar herhangi bir donemde
transfer edilebilsede siklikla 2. veya 3. giin (6-8 hiicreli) grade 1-2 embriyolarin transferi
tercih edilir. ileri ddnemdeki embriyo (blastokist) transferinin amac1 implantasyon oranlarim
arttirmak ve daha iyi gelisen, viable olan embriyolarin secilebilmesi icindir. Eger 2. Giin
embriyo transferi yapilmayacak ise sonraki evre i¢in hazirlanmis 6zel mediumlara aktarilarak

inkiibatorde embriyolarin gelisimleri takip edilir. Diger embriyolar dondurulabilir veya dondr
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inseminasyonunda kullanilabilir veya blastokist asamasma kadar kiiltir ortaminda
birakilabilir. Blastokist asamasinda da (5-6. giin) transfer yapilabilmektedir.

Litotomi pozisyonunda dolu mesane ile, transabdominal ultrasonografi esliginde
kateterin serviksten ge¢isi izlenerek, embriyolarin atravmatik, hizli bi¢cimde uterusa
yerlestirilmesi amaglanir. Mukus, kan ve uterin kontraksiyonlarin tetiklenmesinden kaginilir.
Deneme transferinin dnceden yapilmasi, yumusak kataterlerin secilmesi sonuglari olumlu
yonde etkilemektedir. Uterin kontraksiyonlar1 6nlemek i¢in embriyolar fundusun yaklasik 1-2

cm altia birakilir (151).

Standart IVF sikliislerinde dogum orani ortalama % 22,3 , ektopik gebelik oran1 % 3 ,
heterotopik gebelik orani ise % 1 dir. Klinik gebeliklerin % 20 si abortusla sonug¢lanir. Cogul
gebelik orant % 35 dir ve oranlar merkezler arasinda farklilik gosterebilir.

Transfer sonras1 12. giinde kanda B-hCG Olglimii yapilir. Pozitif ise 2 gilin sonra
saglikli katlanarak artis1 takip edilir, 15 giin igerisinde gebelik kesesi goriintiilenmesi i¢in

ultrasonografi yapilir.
Luteal Faz Destegi

Uterin reseptivite implantasyon anindaki endometriumun hormonal ortamina
bagimlidir. Endometrial hiicreleri prolifere eden, progesteron reseporlerini arttiran dstrojenin
ve stromal tabakanin desidualizasyonunu, endometrial glandlarin sekresyonunu saglayan
progesteronun embriyo implantasyonu dncesi optimal endometrial maturasyon i¢in ortamda
bulunmas1 gerekmektedir.

Dogal sikluslarda ovulasyondan yaklasik 4 giin sonra tepe noktasina ulagan steroid
hormonlar 1 hafta bu seviyede kalir ve menstrual perioddan 5 giin dnce diismeye baslar.
Uyarilmis sikluslarda luteal faz hormon iiretimi multiple korpus luteum varligindan dolay1
suprafizyolojiktir, ancak daha kisa siirelidir. Stimule edilmis IVF sikluslarinda oosit
toplanmasindan sonraki ilk haftada steroid iiretimi yeterli goriilmektedir. Ancak, KOH
sikluslarinda GnRH’in kullanilmasi ile korpus luteum fonksiyonunun anormal oldugu
goriilmiis ve luteal faz desteginin 6nemi agiga ¢ikmistir. Progesteron oldugu kadar 6strojen de
direkt olarak luteinizasyonu saglamasa da progesteron reseptorii yenilenmesinde gerekli
oldugu i¢in Onemlidir. Bu nedenle korpus luteumdan hem Ostrojen hemde progesteron
salimimi iizerindeki uyarici etkisinden dolayr hCG kullanimu ileri siiriilmiistiir. Teorik olarak
korpus luteum devamliligini sagladigi icin GnRH-a sikluslarinda hCG’nin progesterondan

daha etkili olmas1 beklenir. Ancak yapilan klinik ¢aligmalara gére GnRH-a kisa ya da uzun
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protokollerinde, tek basina veya Ostrojenle kombine i.m. progesteron ya da vajinal yolla
verilen progesterona gére hCG nin iistiinliigii olmadig1 sonucuna varilmistir (152).

Kontrollu ovaryan hiperstimulasyonu sirasinda kullanilan GnRH analoglar1 ve
antagonist tedavileri endojen LH {izerinde devam eden baski olusturur. Folikiil aspirasyonu
sonrasinda olugsan korpus luteumlar bu nedenle LH uyaris1 olmadigl i¢in progesteron
iiretemezler. Luteal faz deste§inde progesteronlar, ostrojenler ve hCG kullanilan ilaglardir.
Progesteron ve Ostrojen direkt hormonal etki gosteritken hCG korpus luteumdan bu

hormonlarin salgilanmast i¢in verilir.

Endometriumu implantasyona hazirlamak ve olusacak erken donemdeki gebeligi

desteklemek i¢in progesteron takviyesine ihtiyag vardir.
Progesteron formlart :

a) Oral tablet (glinliik 300-800 mg )

b) Vajinal jel % 8 (giinliik 90 mg )

¢) Vajinal tablet (giinliik100-600 mg )

d) Intramuskiiler enjeksiyon (25-50 mg giinliik )

Folikiil aspirasyonunun ertesi giinii luteal faz destegi icin progesteron formlar1 veya
hCG (3 giinde bir 1500-2000 IU dozunda) kullanilabilir. Oral progesteron kullaniminin,
vajinal (200 mg giinde 3 kez) veya I.M. (25 mg giinde 1 veya 2 kez ) kullanima gore yeterli
oranda progesteron diizeyi saglayamadigi bilinmektedir (153). hCG, korpus luteumu
indiikler, progesteron, dstrojen diizeylerini arttirir. Etkinligi progesterona iistiin degildir ve

OHSS riskini de arttirmaktadir (154).

Intramuskiiler progesteron vajinal yolla karsilastirildiginda klinik gebelik orani ve
dogum oran1 agisindan daha etkili oldugu ve tiim tedavi formlarina gore oral progesteronun en
etkisiz oldugu goriilmiistiir. I.m. ya da vajinal progesterona 2-6 mg oral dstrojen eklenmesiyle
implantasyon oraninin arttig1 tespit edilmistir (153). Kas i¢i yapilan progesteron lokal
reaksiyonlara, abselere neden olabilmektedir ancak en yiliksek kan diizeyini saglar (155).
Metaanaliz sonuclarina gore, gebelikler karsilastirildiginda intramuskiiler uygulama, vajinal

forma gore daha iistiindiir (156).

Luteal faz destegine gebeligin 10-12.haftasina kadar devam edilmesi Onerilir. Bu

donemden sonra progesteron salgisi plasenta tarafindan yapilir.
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YARDIMCI UREME TEKNIKLERI LABORATUARINDA KULLANILAN KULTUR
ORTAMLARI ve KIMYASAL MADDELER

Semen hazirhigl, oosit toplanmasi, inseminasyon, mikromanupulasyon islemleri,
embriyo transferi gibi islemler i¢in cesitli soliisyonlar ve kiiltliir ortamlar1 mevcuttur. Bu
iriinler laboratuar ortaminda hazirlanabilmekte veya firmalarca hazir {retilmis formlari

kullanilmaktadir.

Dogal ortamda fertilizasyon ve embriyo gelisim asamalarmin bir kismi fallop
tiiplerinin gesitli bolimlerinde olmaktadir. Oosit ampulla kisminda fertilize olarak mitoz ile
boliiniip morula asamasi boyunca fallop tiiplerinde ilerler, uterusa ulastiginda blastokist
seklindedir. Tubal ortami olusturan tiiplerin endotel hiicreleri menstruel siklus boyunca
hormonal degisikliklere yanit vermektedir. Eger bu sistem in vitro ortamda taklit edilecek ise
perflizyon sistemi iligkili komplike bir kiiltiir sistemi gereklidir. Boyle bir sistem ko-kiiltiir
yontemiyle saglanabilir ancak heniiz hiicresel ihtiyaglara optimal cevap verebilen ko-kiiltiir

sistemi mevcut degildir.
KULTUR ORTAMLARININ YAPISI

YUT de kullanilan kiiltiir ortamlari, sperm ve oosit gibi iireme hiicrelerinin ve daha
sonra embriyonun bulundugu dogal ortamlara benzer soliisyonlardan olusmaktadir. Cesitli
maddelerin belirli oranda sudaki ¢ozeltileridir. 1960 ‘I1 yillarda Krebs ve Ringer tarafindan
gelistirilen basit kiiltiir ortamlar1 (simple culture media) temel yapisi bikarbonat tampon
sistemi igerisinde Na" K™ ,Ca™ ,Mg™ ,PO4™ .Cl" gibi iyonlardan olusmaktadir. Eklenen
protein (serum veya albumin ) hem embriyolarin gelisimi i¢in hem de cam pipetlere ve kiiltiir
ortamimna embriyolarin yapigsmasini onlemek icin gereklidir. Glukoz, piirivat, laktat enerji
kaynagi olarak ilave edilmektedir. Bu ilk ve nispeten basit mediumlara 6rnek Earle’s balanced

salt solution, HTF, P1, M16, T6 baz1 6rneklerdir.

Kompleks yapidaki kiiltiir ortamlar1 (complex culture media ) basit kiiltiir
ortamlarindaki maddelere ek olarak aminoasitler, vitaminler, iz elementler, niikleik asit
sentezi icin gerekli maddeler ve baz1 yag asitlerini icermektedir. Ham’s F10, F12, M199, alfa
MEM, B2, IVF-50, M3 v.b. kompleks yapidaki kiiltiir ortamlarindan bazilaridir. Ancak
gelistirilen her iki medium tipide embriyonun blastokist agamasina erigsmesinde yeterli destegi

saglayamamakta, erken klivaj asamasinda embriyonun gelisimini bozabilmektedir. Bu
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nedenle embriyolarin gereksinimlerine gore ardisik kiiltiir ortamlar1 gliniimiizde tercih tercih

edilmektedir.

Optimal kiiltiir ortaminin bulundurmas: gereken cesitli elementlerden biri olan su
medium igeriginin % 99 unu olusturur. Karbon filtresinden gectikten sonra reverse osmosis ve
ultrafiltrasyona ugramis deiyonize, distile, steril suyun kullanilmasi tercih edilmelidir. Asidite
onemli olan diger bir parametredir. Ortamin pH s1 yaklasik 7.4 olmalidir. Bu deger kan pH s1
ile ayni1 olmakla birlikte bu asidite fertilizasyon ve embriyo gelisimi i¢in uygun kabul
edilmektedir. Dogal fertilizasyonda oositin ilerledigi yolda folikiiler sividan baslayarak fallop
tiipleri, uterin kavite gibi bolgelerde cesitli pH degerleri mevcuttur. Folikiiler sivi da pH 7,3,
fertilizasyonun gergeklestigi fallop tiiplerinde pH 7,6, implantasyonun olusacagi uterin
kavitede pH 6,8 diizeyindedir. Tiim bu sathalarda oositin pH’s1 degismeden kalir. Hiicreyi
pH degisikliklerinden korumak agisindan kiiltiir ortamlarinin tampon i¢ermesi gerekmektedir.
Bu amagla sik kullanilan sistem bikarbonat / CO, tampon sistemidir. Mediumlar igerdikleri
HCO; nedeniyle hava ile temas ettiklerinde kisa siirede pH yiikselmesine neden olurlar. Bu
nedenle CO; oranin1 % 5’ te tutmak amaciyla islem Oncesinde kiiltiir ortamlarinin yaklasik 16
saat siireyle % 5 CO, ortaminda inkiibatdrde bekletilmesi gerekir. Inkiibator disinda yapilacak
islemlerde gaz degisiminin yaratacagi olumsuzluklar1 6nlemek i¢in yag altinda ¢alisilmali ve
HEPES (hidroksietilpiperazinethansiilfonikasit) soliisyonlar1 kullaniimalidir. Mediumun
osmolaritesinin kan plazmasindaki gibi 285 mOsm olmasi uygundur. Herhangibir kiiltiir
ortamin1 tuz soliisyonlar1 olusturmaktadir. Kan plazmasinin mineral igeri§ine benzer
hazirlanmaktadir. Na', K, Ca+2, Mg+2, PO4", CI' gibi iyonlar belli konsantrasyonlarda

bulunmalidir.

Kiiltiir ortaminda protein bulunmasi gereklidir. Sabit nitrojen kaynagi yaratmanin
yaninda su, cam, plastik maddelerle gecebilen, embriyonun gelisimini olumsuz etkileyecek
toksik metal iyonlar1 i¢in de baglayic1 gorev yapar. Proteinler embriyolarin cam pipetlere ve
kiiltiir kaplarina yapismalarini engeller. Serum veya albumin eklenmesi yararlidir. Saf olmasi

nedeniyle human serum albumini eklenmesi tercih edilir.

Birgok caligma oosit ve embiyonun enerji kaynaklarmin laktat, piruvat, glukoz
oldugunu ortaya koymustur. Klivaj asamasinda glukoz embriyoya zararli iken blastokist
asamasinda glukoza ileri derecede ihtiyag¢ olusur. 8 hiicreli evreye dek piruvat tercih edilirken

sonrasinda glukoz enerji kaynagi olmalidir. Kiiltiir ortamlarina fallop tiiplerinde ve uterin
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kavitedeki siviya benzer sekilde aminoasitler, vitaminler, iz elementler, biiyiime faktorleri

eklenebilmektedir.

Cesitli firmalarca tretilen kalite testleri yapilmis, kullanima hazir kiiltiir ortamlari
vardir. Giiniimiizde gelistirilmis ardisik kiiltiir soliisyonlar1 birgok YUT laboratuarinda
kullanilmaktadir. Bu soliisyonlar embriyo gelisiminin 3. giiniine kadar 1. step medium, 3-5.
giiniine kadar 2. step medium seklinde hazirlanmiglardir. Bunlarin bazilar1 Earle’s soliisyonu,
HAM’s F10 ve 12 (Medi-Cult iiriinleri gibi), bazilarida HTF igeren mediumlar (Scandinavian
IVF Science firiinleri gibi ). Bu {irtinlerin belirli raf émrii olmasi, ulasimda soguk zincir

gerektirmeleri, pahali olmalar1 dezavantajlaridir.
KO-KULTUR SISTEMLERI

Yardimcr iireme teknikleri ile elde edilen embriyolarin in vitro gelisimlerinin
desteklenmesi gerekmektedir. Laboratuar sartlarinda hiicreler i¢in gerekli besin maddelerini,
sitokinleri ve biiylime faktorlerini iceren, ortamdaki zararlt maddeleri uzaklastiran kokiiltiir
sistemleri gelistirilmistir. Embriyolarin ¢esitli basamaklardaki blokajlarini asabilmek
amaclanmistir. Olusan embriyolarin in vitro ihtiyaglarini karsilamak, gelisimlerini ve
implantasyon kabiliyetlerini desteklemek amacli insan tireme dokularindan birg¢ok hiicre tipi
ko-kiiltiir amaciyla kullamlmstir. insan ve inek ovidukt, uterus, bobrek ve over kanseri
hiicrelerinin bu amagla kullanimlar1 blastokist gelisimi saglanmistir ancak implantasyon
oranlar1 ¢ok ylikselmemis, ayrica viral kontaminasyon, hiicreler arasi gereksiz mediator

salinimi, metabolik atik birikimi gibi sikintilar olusmustur (157).

Siradan kiiltiir mediumlar1 insan tubal sivisinin benzeri olup maternal serum veya
protein eklerini icermektedir. Ilk planlanan bu amagla tubal epitelyum hiicrelerinin
kullanilmas1 olmustur. Ancak karsilasilan zorluklar bunu uygulanabilir olmaktan ¢ikarmustir.
Inek uterus hiicre kullaniminda ¢esitli enfeksiy6z ajanlarin gegis riski olmasi nedeniyle FDA
otolog kaynaklar disinda hiicre kullanimini yasaklamistir (158, 159). Calismalar otolog
endometrial hiicrelerin kullanilmas1 seklinde olmustur. Ozellikle daha 6nce bir veya daha
fazla IVF basarisizligi olan kadinlarda kullanilmalarinin faydali olabilecegi gosterilmistir

(160, 161, 162).

Homolog membran granuloza hiicreleri veya homolog endometrial hiicreler
kullanilarak ko-kiiltiirler gelistirilmistir. Boylece viral kontaminasyon riskinden uzak, oosit ve

embriyolar i¢in kendi dogal ortamlarinin saglandig kiiltiir ortamlar olusturulabilmistir.
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Ovulasyon; fertilize edilebilme kapasitesi tasiyan oosit ve onu ¢evreleyen somatik
kumulus hiicrelerinin overden atilmasidir (sekil 1). Ovulasyon 6ncesi gonadotropinlerin kan
seviyesinin yiikselmesine yanit olarak oosit mayoz boliinmeyi siirdiiriirken kumulus hiicreleri
hyaluronik asit (hyaluronan) iiretimine bagslar. Kumulus hiicreleri ovulasyon dncesinde oosit
maturasyonunu destekler, ovulasyon esnasinda tubalar ile iletigimi saglar ve ovulasyondan
kisa siire sonra spermatozoanin oosit ile birlesmesindeki kompleks mekanizmalara eslik eder.
Bu nedenle kumulus hiicrelerinin ko-kiiltlir ortami olarak kullanilmasimin temelinde oosite

sagladigi destegin devam etmesi amaci vardir.

Memelilerin ovulasyonunda, fizyolojik ve biyokimyasal siire¢ler etkisiyle preovulatuar
folikiilden, COC genislemesi goriiliir (sekil 1). Ovulasyonun en 6énemli basamagi kumulus
hiicreleri tarafindan iiretilen yiiksek viskoelastik ekstraselliiler matriks tlretimidir. Birgok
calisma bu ekstraselliiler matriksin kadin infertilitesi i¢in en kritik nokta oldugunu
gostermistir. Hyaluronan, negatif yikli glikozaminoglikan, COC matriksinin major
komponentidir. Midsiklusdaki LH yiikselmesinden sonra COC genislemesinden sorumludur

(163).

A)

Sekil 1 : A ve B; kumulus hiicre-oosit kompleksleri ve ¢evresinde genislemis viskoelastik matriks,

(Dell'Aquila et al. Reproductive Biology and Endocrinology 2004 2:44 doi:10.1186/1477-7827-2-44)

Overlerin graff hiicreleri endokrin ve gelisim fonksiyonlar1 olan somatik hiicrelerdir.
Endokrin fonksiyonlari, steroidogenez gibi, oncelikle sirali granuloza hiicreleri (kumulus
hiicreleri ) tarafindan yapilir. Kumulus hiicreleri, oosit ile yakin iliskili olan hiicreler, oositin

bliylimesi ve geligsmesi i¢in oosit ile karsilikli etkilesime girerler.

Kokiiltlir sistemi i¢in gerekli kumulus —granuloza hiicreleri, folikiil aspirasyonunda
oosit ile birlikte folikiil sivisinin igindedir, kolay elde edilir. Ek islem yapilmadan birlesen
hiicreleri kokiiltiir yapisi olustururlar, otolog olduklar i¢in de viral tarama gerektirmezler. Bu

hiicreler steroid ve protein sentezleyerek parakrin yolla erken donem embriyolarin gelisimini
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desteklerler (163). Uzun mikrovilluslar1 sayesinde hiicrenin oolemmasina ulasip gap
junctionlar ve desmosomlar olustururlar. Bu sayede metabolitlerin veya gerekli maddelerin

hiicreler arasi taginmasini saglarlar.

Kumulus hiicreleri kiiltiir mediumu igeriginin pH ‘sini stabilize ederler, istenmeyen
maddeleri (oksidatif ajanlar, hypoksantin gibi ) ortadan kaldirirlar. Ayn1 zamanda embriyo
gelisimini  destekleyen bazi maddeler salgilarlar. Embriyolarin  kumulus hiicrelerini

steroidogenez yapmasi i¢in uyardigi disiiniilmektedir.

Fabbri ve ark. yaptigi bir calismaya gore, kumulus hiicre kokiiltiirii  yapilan
embriyolar icin, iyi kalitedekilerin kiiltiir ortaminda yaklasik 90 kDa luk protein iiretimi
tespit edilmistir. Kumulus hiicreleri ve embriyolar arasindaki iletisim ile protein {iretiminin
baglantili oldugu diistiniilmektedir. Embriyotrofik faktdrler olarak nitelendirilen kumulus
hiicrelerinin irettigi steroid ve proteinler embriyolarin erken gelisim doénemini olumlu

etkilemektedir.

Ayni ¢alismada, insan otolog kumulus hiicreleri ile olusturulan kokiiltiir sisteminin
blastokist asamasina kadar embriyo gelisimini destekledigi gosterilmistir. Blastokist gelisim
oranlar1 karsilastirildiginda, blastokist gelisiminin klasik medium kullanimi ile % 7, kumulus
hiicre kokiiltliir kullanim1 ile % 50 oraninda oldugu tespit edilmistir. Bu gelisime ragmen
calisma gebelik oranlarinda gelisme bildirmemistir. Calismada, 2. glin embriyo transferi ile
% 16.6 gebelik oranma karsilik, blastokist transferi ile % 14.2 oraninda gebelik elde

edilmistir.

Buna karsilik Wiemer ve ark. yaptig1 ¢calismada (164) sigir ovidukt epitel hiicrelerinin
kullanimiyla hem embriyo morfolojisinin iyilestigi hem de gebelik oranlarmin arttigim
bildirilmigtir. 2. gliin embriyo transferi i¢in gebelik oranlarini bahsedilen hiicre kokiiltiirii i¢in
% 43, klasik medium kullanimi i¢in % 29 olarak vermistir. Transfer edilmeyen embriyolarin
ise blastokiste gidis oranini (%58.4), klasik medium kullanimina goére (%29.7) oldukca

yiiksek oranda bildirmistir.

Benzer olarak Freeman ve ark. yaptig1 caligmada (165), embriyolar kumulus hiicreleri
ile 2 gilin kokiiltiire edilip, en iyi kalitede 3 veya 4 adet secilerek transfer edilmistir. Gebelik
orant % 54.2 olarak bildirmistir. Transfer edilmeyen embriyolarin kokiiltiir ortaminda

blastokiste ilerleme oranlari ise % 67.7 olarak yaymlanmistir.

45



Yukarida bahsedilen ¢aligmalarla ilgili olarak, kumulus hiicrelerinin kokiiltlir ortami
icin elde edilme metodlarindaki farkliliklarda embriyo gelisimi ve gebelik oranlarma etkili
olabilir. Freeman ve ark, Percoll veya santrifuj yontemi kullanmadan kiiltiir mediumunda
sedimentasyon yontemiyle (basit yer¢ekimi) kumulus hiicrelerini elde etmislerdir. Her bir
dishe 100.000 hiicre konulmustur. Fabbri ve ark. ise santrifiij yontemiyle hiicreleri toplamislar
ve her dishe 250.000 hiicre paylastirmiglardir. Bu iki c¢alismadaki gebelik sonuglari
karsilastirildiginda, belkide daha nazik hiicre elde etme yonteminin ve daha az sayida hiicre

kullantminin embriyolarin gelisimi i¢in daha uygun kokdiltiir ortami yarattig1 diistiniilebilir.

Otolog kumulus hiicre kokiiltiir sistemlerinin digerlerine gore bir¢ok avantaji vardir.
Otolog sistemlerde enfeksiyon taramasi gereksizdir. Oosit aspirasyonu esnasinda elde
edilmeleri kolaydir. 24 saat i¢inde kokiiltiir i¢in hazir olurlar. Diger hiicre kiltiirlerinin
Omiirleri kisadir ancak kumulus hiicreleri 7-10 giine kadar kiiltiirde yasarlar. pH diizeyleri

sabit kalir ve medium degisiminde ¢ok az arttk madde bulunur.

Literatiirdeki degisik calismalarda yayinlanan oranlar karsilastirildiginda, in vivo
ortamda embriyolarin gelisimi hakkinda bilgimizin olmamast ve embriyo kalitesini
degerlendirmek icin standartlarin olmamasi nedeniyle  kokiiltiir sistemleri  insan
embriyolarinda kaliteyi arttirma giiclinii kanitlayamamaktadir. Baz1 arastirmacilar blastokist
olusumunun embriyonun kalitesini gdsteremeyecegini, bu nedenle gebelik oranlarinin
iyilestirilmesi i¢in kokdiltiir sisteminin giiciinii 6l¢mede blastokist gelisiminin gilivenilir kanit

olamayacagini savunmaktadirlar (166, 167).

Fabbri ve ark . yaptiklar1 calismada (168) kumulus hiicre kokiiltiiriiniin  erken
donemde uygun olmayan bazi embriyolarin gelisimini destekleyerek blastokist agamasina
ulagtirdigini, bdylece dondurulmalarina olanak sagladigini bildirmiglerdir. 6. giine kadar
kumulus hiicre kokiiltiiriinde tutulan kotii kalitedeki embriyolarin % 32 oraninda sagliklhi
blastokistlere gelistigi izlenmistir. Dirnfeld ve ark. yaptig1 ¢alismada benzer sonuglar elde
etmistir (169). Kumulus hiicre kokiiltiriinde ve HTF (human tubal fluid) mediumunda
gelisen 4-8 hiicreli embriyolar karsilagtirildiginda sirayla; kotii kalitedeki embriyolarin orani

% 14 ve % 51, 1yi kalitedeki embriyolarin oran1 % 56.6 ve % 4 olarak gézlemlenmistir.

Goud ve ark. in vitro maturasyon icin, kumulus hiicresi ile etkilesim halinde kiiltiirde
bekletilen oositlerin niikleer maturasyonunun, kumulus hiicresinden temizlenenlere gore daha
yiiksek oranda gelistigini bildirmistir. Ayni c¢aligmada klivaj oranlarinin kumulus iligkili

oositlerde arttig1, sitoplazmik maturasyonunun daha iyi oldugu gozlenmistir (170).
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Ovulasyon 6ncesi donemde oosit etrafinda kumulus matriksinin hizla olusumu yegane
ve dinamik biyolojik bir olaydir. Somatik over hiicreleri ve oosit tarafindan iiretilen
proteinler ve dolasan hormonlar sayesinde kumulus hiicrelerinin kompleks genlerinin
regulasyonu ile kumulus matriksi olusur. Bu kompleksin diizgiin olusumu ve birlesimi, folikiil
catlamasi, oositin transportu ve fertilizasyonu gibi kadin infertilitesinin ¢esitli basamaklari
icin ¢ok Onemlidir. Giiniimiizde kumulus matriksinin infertiltedeki rolii hakkinda ¢ok az
calisma olmasina ragmen, oositlerin biiylime kapasiteleri hakkinda énemli bilgiler igerdigi ve
matriksin anahtar roller oynadig diisiiniilmektedir.

Tiim memelilerde LH artisinin, oosit maturasyonu ve ovulasyonunu olusturacak bir
dizi olay1 baslattigt  bilinmektedir. Bu etki sonucu oosit, kumulus hiicrelerini oosit
maturasyonu i¢in  uyarir. Kumulus hiicreleri fertilizasyonda, embriyo gelisiminde ve
gebelik olusumunda Onemli rollere sahiptir. Hiicreler arasi etkilesim sonucu kumulus
matriksi, yapisinda tekrarlayan dissakkaritlerden olusan glukronik asit ve N-asetilglukozamini
iceren glukozaminoglikan formdaki Hyaluronan (HA) igerir. HA sentezi ve ekstraselliiler
matriks proteinlerinin lretimi ile kumulus genislemesi olusur. LH artisi HA sentezini
tetiklerken, FSH uyaris1 da 3-6 saat icinde COC artisim1 30 kez arttirir (171). Boylece
kumulus hiicre —oosit kompleksini ¢evreleyen, ovulasyonu saglayan viskoelastik matriks
meydana gelir (172).

Hyaluronan (HA) bir¢ok dokuda onemli bir ekstraseliiler matriks komponentidir.
Toole ve ark. yaptiklar1 ¢aligmalarda inflamasyonda, doku yenilenmesinde, ateroskleroz ve
kanser gibi hastaliklarda varligi gosterilmistir (173). HA, hiicre ylizey reseptorlerine
baglanarak, direkt olarak hiicre davranisini etkileyebilir. Giincel ¢alismalar HA ‘nin timor
hiicrelerinin yiizeylerindeki CD44 reseptorleri ile etkilestigini, ErbB2 reseptoriinii aktive
ettigini, bunun sonucunda hiicre biiyiimesi ve yasamasi i¢in etkili sinyal olan PI3K yolunun
aktive oldugunu gostermektedir (174, 175). Bu yol COC iginde de aktiftir. CD44 sentezi HA
sentezi ile paralel olup, in vitro ortamdaki kumulus hiicre kiiltiirlerinde HA nin apopitotik
indeksi azalttigr goézlemlenmistir (176, 177). HA ‘nin esas gorevi ekstraselliiler matriksin
hiicreler aras1 bosluklarinit doldurmaktir. Olusan kumulus matriksi viskoelastik 6zellik gosterir
bu da COC nin kolay deforme olmasina olanak tanir boylece ovulasyon esnasinda riiptiire
olan folikiiliin kolay ge¢isi saglanmis olur.

Preovulatuar folikiilde proteinler, COC matriksinin fonksiyonlarin1 saglamak ve
matriksin uygun yapisini olusturmak i¢cin hem serumdan elde edilir hem de lokal olarak
sentezlenir. Komponentleri arasinda inter —o- tripsin ailesinin agir zinciri, tiimér nekrozis

faktor ile uyarilmig protein -6 (Tnfip-6), pentraxin 3 (PTX3), proteoglikan seklinde olan
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versikanlar bulunur. Uygun sekilde genislemis kumulus matriksinin fertilizasyon i¢in ¢ok
onemli oldugu bilinmektedir. Farelerde yapilan bazi caligmalar bize; kumulus matriksini
olusturan bikunin, Tnfip-6 veya PTX3 genlerinin farenin genetik problemleri sonucu
ekspresyonunun olugmamasi halinde oosit fertilizasyon yetmezligine bagl sterilite veya
subfertiliteye neden oldugunu gostermistir (178, 179, 180).

In vivo olarak bircok faktdor kumulus hiicre genislemesini etkilemektedir. LH,
granulosa hiicresinde G-proteini bagl reseptoriine baglaninca adenilat siklaz1 aktive eder.
Hiicre i¢inde siklik adenozin monofosfat (CAMP) diizeyini arttirir. cAMP diizeyini arttiran
diger faktorler; FSH, prostaglandin E2 (PGE2), cAMP analoglari da in vitro ortamda
hiicreyi uyararak kumulus genislemesine yol agarlar. PG  {iretimini kontrol eden
siklooksijenaz-2 (COX 2) enziminin varliginda, COC genislemesi olusur. Kadinlarin bu
enzim inhibitdrleri (indometazin, NS-398 ) ile tedavi edilmeleri halinde ovulasyonlarinda
gecikme olustugunu  gosteren calismalar vardir (181, 182). COX-2 geninin, farelerde
mutasyonunun infertilite ile sonuglanan kumulus genisleme problemlerini, ovulasyon
gecikmesini ve oosit ferilizasyon yetmezligini ortaya ¢ikardigi gosterilmistir (183, 184).

In vitro epidermal growth faktdr (EGF) ailesi COC matriks iiretimini diizenler. EGF,
HA sentezi i¢in bir dnemli uyaricidir (185). Kumulus hiicrelerinin hormonlara ve folikiiler
faktorlere yaniti lizerinde oositin lirettigi biiytime faktorlerinin rolii vardir.

Fertilizasyonda, COC matriksi olusumu oositin atilmasi i¢in 6nemli bir Onciidiir.
Sperm oosit ile kontakt kurmadan 6nce kumulus matriksi ile temasa gecer. Komponentleri
veya biyolojik aktif molekiilleri sayesinde kumulus matriksi sperm ic¢in kemoatraktan
maddedir (186). Kumulus matriksi sperm kapasitasyonunda da onemli rol alir, yiiksek
fertilizasyon potansiyeli olan spermler i¢in segici bariyer gorevi goriir. COC’ un proteoglikan
icerigi insan sperm akrozom reaksiyonunu hizlandirir (187).

Ovulasyondan sonra oositin oviduktal epitele tutunabilmesi i¢cin COC matriksi ile
fallop tiipiiniin siliali infindibular epiteli arasinda selektif adezyon gereklidir. Matriks ile
kaplanmig COC basarili sekilde oviduktal liimene taginirken kumulusdan yoksun, matriks ile
cevrelenmemis oositler tasinamaz. Ovulasyondan sonraki bozulmus oosit tasinmasi COC
matriksinin par¢alanamamasi ile iliskilidir. Bunun sonucu olarak hastalarda ya infertilite ya da
bozulmus oosit tasinmasina bagli ektopik gebelikler olusmaktadir (188).

COC matriksinin intraselliiler sinyallesmede 6nemli rolleri oldugu diisiiniilmektedir.
Suziki va ark. yaptiklari ¢alismada, COC matriks bilesenlerinden olan proteoglikan
kompleksi seklindeki antiproteaz etkilili inter-o- tripsin inhibitdrii (Ial) ailesinin COC

matriksi olusumundaki ve fonksiyonundaki etkiye dikkatleri ¢ekmiglerdir. Mikroarray ve
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polimeraz chain reaksiyonu analizi ile hCG enjeksiyonu sonrasinda fare COC ‘da inter-o-
tripsin inhibitéri (Iol) yoklugunda 29 genin regulasyonunun aktiflestigi, 5 genin
regulasyonunun ise inhibe olarak ovulasyon yetmezligine neden olduklarini bulmuslardir
(189).

Wu ve ark. yaptiklart diger bir ¢alismada kumulus hiicre varliginin oosit tizerindeki
oksidatif stresi azalttigin1  ortaya gostermislerdir. Periselliler HA ve versikanlarin
hiicrelerdeki oksidatif hasarin 6nemli inhibitorleri oldugu bilinmektedir. Bu nedenle COC
matriksinde bulunan bir c¢esit proteoglikan olan versikanin, doku kanlanmasinin ve
inflamasyonun olustugu ovulasyon sirasinda oksidatif serbest radikallerin artigina kars1 oositi
korudugu diistiniilmektedir (190).

COC matriksinin sentezi ve kumulus genlerinin aktiflesmesi oosit kalitesi ve geligme
kapasitesine baglidir. Kumulus genislemesi diizeyi, IVF i¢in kaliteli oositlerin seg¢ilmesi
konusunda yillarca kriter olarak kullanilmistir (191). Oosit kalitelerinin, folikiil sivisindaki
HA konsantrasyonu gibi kumulus hiicrelerindeki CD44 gen ekspresyonu ile iligkili oldugu
distintilmektedir. Yeni ¢alismalarda COX-2, HAS-2, Gremlin ve PTX3 ekspresyonlar1 da
oosit kalitesiyle iligkili bulunmustur (192, 193). Kumulus hiicreleri, sitoplazmik uzantilariyla
zona pellusiday1 gecerek oosit plazmalemmasina ulasirlar ve boylelikle oosit maturasyonunda
gerekli substratlarin bir kismini hiicreye saglarlar. Bu hiicreler hem endokrin hem de parakrin
ozellik tagimaktadirlar (194).

Russell ve ark. yaptig1 calismaya goére kumulus hiicre matriksinin ovulasyon ve
fertilizasyon basaris1 i¢cin vazgecilmez oldugu bilinmektedir (194). Kumulus matriks
gelisiminin, oositin biiylime potansiyeli ile baglantili oldugu, genler araciligiyla oosit ve
kumulus hiicrelerinin etkilestigi gosterilmistir. COC matriks olusumu kumulus hiicresinden
hyaluronan (HA) sentezini gerektirir. LH etkisiyle oosit tarafindan salgilanan biiylime
faktorleri, kumulus hiicresindeki matriks tireten genleri harekete gegirir. HA {ireten
hyaluronan sentetaz 2 (Has2) bu yol ile aktive olur (195, 196, 197, 198). Aktivasyonu oositin
biiyiime kapasitesiyle iliskilidir.

Oosit ile kumulus hiicreleri arasinda biiyiime faktorleri ve gen aktivasyonu

etkilesiminin oosit fertilize olduktan sonra da devam ettigi diisiiniilmektedir.
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Bu bilgiler 1s181nda planlanan c¢alismamizda;

o folikiil aspirasyonu ile elde edilen otolog COC kullanimiyla, ICSI islemi
sonrasinda embriyolar i¢in dogal hiicre kiiltiirii ortaminin saglanmasi ,

e hiicreler arasi iletisimin devami sayesinde (biiylime faktorleri, sitokin salgilari
ile ) olusan embriyolarin kiiltiir ortaminda desteklenmesi,

e uterin kaviteye embriyolar ve COC’un birlikte transferi ,

e birlikte transfer sayesinde, COC’un selektif adezyon kabiliyetinden
faydalanarak embriyonun endometriumun ylizeyel tabakasindaki
pinopodlara temasinin kolaylastirilmasi ve bunun  implantasyona etkisini

arastirilmasi amac¢lanmustir.

GEREC ve YONTEM

01.01.2008-31.01.2009 tarihleri arasinda Selguk Universitesi Meram Tip Fakiiltesi
Kadin Hastaliklart ve Dogum A.D. Yardimci Ureme Teknikleri Unitesine infertilite
nedeniyle bagvuran ve degerlendirilmeleri sonucunda tubal faktor, ovulatuar faktor, erkek
infertilitesi tespit edilen veya aciklanamayan infertilite tanisi alan hastalar, ICSI-ET
(intrasitoplazmik sperm injeksiyonu —embriyo transferi) yapilmasi amaciyla ¢alismamiza

dahil edilmistir. Calismamiz fakiiltemiz etik kurulu onayin almistir.
Calismaya alinma kriterleri :

e Yas >24 ,<38

e Viicut kitle indeksi 18-29 arasinda

e Primer ya da sekonder infertilite nedeniyle bagvuran tubal faktor , ovulatuar
faktor veya erkek faktorii tespit edilerek ICSI icin tedavi endikasyonu
bulunan

e Aciklanamayan infertilite grubunda olanlar

e Diizenli menstriiel siklusa sahip hastalar (25-31 giin )

e Over rezervi normal veya yiiksek tahmin edilenler, menstruasyonun 3. giinii
yapilan transvajinal ultrasonografide antral folikiil sayis1 10 ve iizeri hastalar

e Menstruasyonun 3. giinii bazal FSH degeri < 11, E, degeri < 80 pg/ml olanlar

e Prolaktin seviyesi ve tiroid fonksiyon testleri normal olanlar

e Folikiil aspirasyonu sonrasi elde edilen matiir oosit (MII) sayis1 > 10 iizerinde
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Calismaya alinmama kriterleri

e lleri yas (yas>38)

e Klinik olarak anlamli sistemik veya endokrinolojik hastaligi olanlar (diabetes
mellitus, Cushing hastaligi, tiroid fonksiyon bozuklugu, hiperprolaktinemi... )

e Histerosalpingografi, sonohisterografi veya ofis histeroskopi ile daha 6nce
uterin kavitede submiikoz myom, polip, septum, sinesi gibi yer kaplayan
lezyon tespit edilenler

e Daha Onceki sikluslarinda over cevabi kétii olanlar ( poor responder )

e Yeterince matiir oosit elde edilemeyenler

e Kontrollii ovulasyon indiiksiyonu esnasinda erken donemde asir1 yiikselen E,
( E2 >3000 pg/ml ) varliginda ovaryan hiperstimulasyon sendromunu (OHSS)

onlemek amaciyla siklus iptali yapilan hastalar

(Calismaya alinan hastalarin hepsine uzun protokol (GnRH analogu ile down
regiilasyon ) agonist tedavisi sonrasi recFSH ve /veya HMG kullanilarak kontrollu ovaryan
hiperstimulasyonu uygulanmistir. Folikiiler matiirasyon monitorize edilerek yeterli boyuta
ulastifi zamanda hCG uygulamasi ile ovulasyon tetiklenmistir. Takip eden folikiil
aspirasyonu ile oositler ve otolog kumulus hiicreleri elde edilmistir. Rutin ICSI yontemi ile
matiir oositlerin fertilizasyonu saglanmistir. Semen Ornekleri mastiirbasyon yontemiyle,
genelde 2-4 giinliik cinsel perhiz sonrasinda, folikiil aspirasyonunun yapilacagi giin
merkezimizde toplanmistir. Her iki grup ta da esit olarak 3’er, toplam 6 hastanin spermleri

mikrocerrahi yontemlerden TESA/TESE islemi sonucu elde edilmistir.

Grup 1 (kontrol grubu) 50, Grup 2 (calisma grubu) 50 hasta yukarida belirtilen
calisma kriterlerine uygun bulunarak randomize edilerek ¢alismaya dahil edilmistir. Calisma
grubunda (grup 2) folikiil aspirasyonu ile elde edilen otolog COC ‘lar, ICSI islemi yapilan
embriyolarin kiiltiir ortami1 olarak kullanilmis, kontrol grubunda (grup 1) ise rutin islemdeki
gibi ICSI sonrast embriyolar ardisik medium sivilari ile kiiltiire edilerek gelisimleri takip

edilmisgtir.

Folikiil aspirasyonunu takip eden 2.-3. giinlerde c¢alisma grubunda en iyi kalitedeki

embriyolar COC’ lar esliginde uterin kaviteye transfer edilmistir. Kontrol grubunda ise rutin
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uygulamadaki gibi kumulus hiicreleri olmadan en iyi kalitedeki embriyolar segilerek transfer

yapilmistir. Her iki grup i¢in implantasyon ve gebelik sonuglar1 kaydedilmistir.

Hastalarin Degerlendirilmesi

Secilen hastalar ile ilk goriismede yas tespiti yapildi, obstetrik ve jinekolojik
gecmisleri sorgulandi. Fizik muayeneleri ve rutin jinekolojik muayeneleri yapildi. Kan
basinci, boy, agirlik, viicut kitle indeksi hesaplamalar1 kaydedildi. Tedavi oncesi aglik kan
sekeri, lire, kreatinin, SGOT, SGPT, elektrolitler, tiroid fonksiyon testleri gibi biyokimyasal
taramalar yapildi. Bazal FSH, LH, E,, prolaktin degerleri 6l¢iildii (Beckman ,Coulter kiti ile).

Erken folikiiler fazda ultrasonografi yardimiyla pelvik alan patolojileri degerledirildi.
Uterus boyutlari, endometrium kalinligi, over boyutlari, folikiil sayis1 ve ¢aplari dlgiildii. Bu
islemde General Electric Alfa Logic 200 ve Logic 400 markali ultrasonografi cihazlar1 ve 5

MHz vajinal prob kullanildi.

Degerlendirme sonrasinda ¢aligma kriterlerine gore seg¢ilen hastalar randomize olarak
gruplandirildi. Hepsine uzun protokol (GnRH analogu ile down regiilasyon ) agonist tedavisi

sonrast r-FSH ve /veya HMG kullanilarak kontrollu ovaryan hiperstimulasyonu uygulandi.
Tedavi Protokolii

Tedaviye secilen hastalara menstriiel siklusun 21. giiniinde subkutan 1 mg/giin
dozunda Leuprolide asetat (Lucrin,Abbott,Fransa ) uygulamasi ile baglandi. Takip eden
menstruasyonun 2-3. giinlinde serum 06strojen (E;) diizeyinin 50 pg/ ml altinda tespiti veya
menstruasyonu olmayan hastalar i¢in en az 14 siireyle GnRH analogunun uygulanmis olmasi,
down regiilasyon olarak kabul edilerek menstruasyonun 2-3. giiniinde hastaya uyarlanmig
uygun dozda gonadotropin tedavisi [ recFSH; Puregon (Organon), Gonal F (Serono),
u-FSH/HMG; Merional (IBSA), Menagon (Ferring)] baslandi. Baslangi¢c dozu belirlenirken
her olgu icin tahmini over cevabi goz Oniine alindi. Ortalama 225 IU / giin dozunda
subkutan/[.M. gonadotropin uygulamasi baslatilirken GnRH analoguna (Leuprolide asetat;
Lucrin, Abbott) ara verilmeden 0.5 mg/ giin dozuna azaltilarak hCG giiniline dek tedaviye

devam edildi.
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Stimulasyonun 5-6. gilinlinden itibaren transvajinal ultrasonografi ile folikiillerin say1
ve boyutlari, endometriumun kalinlig1 ve serum 6strojen (E;) diizeyleri kaydedildi. Over
cevabina gore doz arttirilarak veya azaltilarak ayarlandi. 2-3 giin araliklarla folikiil gelisimi
transvajinal ultrasonografi ve serum Ostrojen (E,) seviyeleri ile takip edildi. Onde giden
folikiil 18-20 mm oldugunda veya folikiillerden ikisi 17 mm oldugunda tiriner hCG 10.000
IU (Pregnyl amp, Organon, Tiirkiye) 1.M. uygulanarak ovulasyon tetiklendi.

Folikiil aspirasyonu ile oosit toplanma islemi, hCG uygulamasimi takip eden
35-37. saat araliginda yapildi. Vajen steril serum fizyolojik sivisi ile yikandiktan sonra her
iki lateral fornikse lokal anestezik madde enjeksiyonu uygulandi. Aspirasyon ignesi takili
transvajinal prob steril kilif i¢ine sarildi. 16-17 G’ luk igne yardimiyla, en uygun vakum
basincinda  (100-200 mmHg) transvajinal ultrasonografi esliginde 17-22 mm boyutundaki

tiim folikiillere girilerek sivi, kumulus hiicreleri ve oositler toplandi.

Semen Ornekleri masturbasyon yontemiyle ,genelde 2-4 giinliik cinsel perhiz
sonrasinda, folikiil aspirasyonunun yapilacag: giin islemden birkag saat 6nce toplandi. Her iki

grup ta da esit olarak 3’er, toplam 6 hastanin spermleri TESA/TESE yontemiyle elde edildi.

Calisma grubu igin (grup 2), matur oosit sayist (M II) 10 ve iizerinde olan hastalar
randomize olarak secildi. Folikiil aspirasyonu ile hem oositler hem de ¢alisma grubunda
kullanilacak olan kumulus hiicre-oosit kompleksleri elde edildi. Yeterli sayida oosite
mikroinjeksiyon islemi uygulandiktan sonra geride kalan, kullanilmayacak olan kumulus
hiicre-oosit kompleksleri, kiiltlir ortam1 yaratmak amaciyla kiiltlir dishine birakildi. ICSI
islemi yapilan oositler, otolog kumulus hiicre-oosit kompleksleri ile ayn1 ortama yerlestirildi
(1 kumulus hiicre-oosit kompleksi / 3 dollenmis oosit ). Uygun laboratuar kosullar1 altinda
(% 5 CO2, % 95 nem, 37° C sicaklikta ) gelismeleri takip edildi. 18.saatte fertilizasyon ve

klivaj oranlari, 24- 48 -72. saatte embriyo gelisimleri degerlendirilerek veriler kaydedildi.

ICSI islemi sonrasindaki 2 veya 3. giinde, ¢alisma grubu (Grup2) icin, gelisen
embriyolar arasindan en yiiksek skorlara sahip kalitede maksimum 3 adet ( Saglik
Bakanliginin smirlandirdigi sayida ) secilerek, kiiltiir ortamindaki kumulus hiicre-oosit
kompleksi birlikteliginde embriyo transfer kateterine yiiklenip uterin  kaviteye
ultrasonografik goriintiileme yardimiyla birakildi. Transfer katateri olarak Wallace 23 mm

soft kateter (Smiths, Ingiltere) kullamildi.
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Kontrol grubunu (grup 1) olusturmak igin, bahsedilen ¢alisma kriterlerine sahip
hastalara GnRH analogu ile down regiilasyonu saglanarak ovulasyon indiiksiyonu i¢in uygun
dozda gonadotropin tedavisine baglandi. Folikiiler maturasyon takip edildi, uygun zamanda
hCG injeksiyonu ile ovulasyon tetiklendi. Sonrasinda 35-37. saatte folikiil aspirasyonu
uygulandi, 10 ve {izeri oosit elde edilen hastalar randomize sekilde secildi. Grup 2 ‘den farkli
olarak Grup 1°’de toplanan oositlerin kumulus hiicreleri hyaluronidaz enzimi (Hyase)
kullanilarak temizlendi, ardindan rutin mikroenjeksiyon islemi uygulandi, uygun laboratuar
sartlarinda olusan embriyolarin gelisimleri ardisik kiiltiir mediumlar1 kullanilarak takip edildi.
Grup 2 i¢in bahsedilen saatlerdeki gibi Grup 1 i¢in de embriyo fertilizasyon ve klivaj oranlari
kaydedildi. Gelisen embriyolardan 2. veya 3. giinde en yiiksek skorlara sahip kalitede
maksimum 3 adet (Saglik Bakanliginin siirlandirdig1 sayida ) secilerek intrauterin kaviteye
transfer edildi. Transfer esnasinda kumulus hiicreleri eklenmedi. Transfer katateri olarak
Wallace 23 mm soft kateter (Smiths, Ingiltere) kullanildi. Calismamizda folikiil aspirasyonu

ve embriyo transfer islemleri ayni hekim tarafindan gergeklestirildi.

Tim hastalara luteal faz destegi amaciyla folikiillerin aspire edildigi giin aksami
baslanan intravajinal mikronize progesteron 3*200 mg (Progestan yumusak kapsiil, Kogak
ilag, Tiirkiye), intramiiskiiler progesteron 25 mg / giin (Progestan in oil ), 5 giin siireyle
prednol tablet 16 mg/ giin p.o. (Mustafa Nevzat, Tiirkiye) ve gebelik sonucu belli olana dek
Estraderm TTS 100 s.c. 1*1 giin asir1 degistirilerek kullanim1 6nerildi.

12-14 giin sonra serumda BhCG bakildi ve >10 microlU/ml ise pozitif kabul edildi.
BhCG pozitifligi saptanan hastalar haftalik USG takibine alindi. Endometrial kavitede gebelik
kesesi ve kardiak aktivite saptanan vakalar klinik gebelik olarak, 12.gebelik haftasini
dolduranlar ise devam eden gebelik olarak kabul edildi.Gebelik olustugu taktirde vajinal
progesterona 10. gebelik haftasina dek devam edildi.

Embriyo Yiikleme Prosediirii

Her bir hasta i¢in, 16-17 G luk igne yardimiyla, en uygun vakum basincinda (100-200
mmHg) transvajinal ultrasonografi esliginde 17-22 mm boyutundaki tiim folikiillere girilerek
elde edilen aspirasyon sivilart steriomikroskop altinda incelendi. COC’lar pipet ucu ile
toplandi. Vakadan alinan COC’lar Tubal Fluid esdegeri sivida (HTF, SAGE) toplandi,
toplanan COC’larin sayis1 10 ve yukari oldugunda ¢alismaya dahil edildi. COC’lar, mineral
oil altinda 400-500 ml fertilizasyon mediumuna (SAGE, USA) toplandi. Calismada gruplama

54



islemi (Grup 1 ve 2 i¢in) daha onceden randomize bir sekilde diizenlendi ve embriyolog en
son haberdar edildi ki bu da hyase enzimi ile muameleden 6nce yapildi.Vaka, calisma
grubuna (Grup 2) alinacak ise COC’lardan 12 adet en genis expanse olanlar enjeksiyon
islemine girecek sekilde hyase enzimli solusyon ile 15-20 saniyelik isleme tabii tutuldu ve
yariklanma mediumuna alind1 (SAGE); geriye kalan 4 adet COC kokiiltiir amagli olarak, ICSI
sonrasi i¢in hazirlanan dishteki 85-90 mikrolitrelik yariklanma mediumuna yerlestirildi.
Ancak kokiiltiir i¢in segilen COC’lar 3-4 degisik HTF dropletinde mekanik pipetting yontemi

ile iyice yikand1 (1-1.5 ml), 6zellikle eritrosit kontaminasyonu tamamen ortadan kaldirildi.

Eger Grup 2’ye se¢ilmemis ise en az ekspanse olan 4 COC ayrild1 ve hem Grup 1 hem
de Grup 2 i¢in esit devam edecek olan hyase enzimi ve denuding asamalar1 gerceklestirildi.
Ciplak zonasi ortaya ¢ikan 12 adet oosit ICSI dishine yerlestirildi ve 10 adet oosite sperm
enjekte edildi. ICSI isleminden sonra oositler Grup 1 i¢in 3-4 oosit 1 adet 70-80 mikrolitrelik
klivaj mediumunda, Grup 2 iginse 3-4 oosit bir adet COC ile beraber olacak sekilde 85-90
mikrolitrelik droplete yerlestirildi. Embriyo kiiltiir islemlerinde Grup 2 i¢in COC’lar gelisen
embriyolarla beraber ayni droplette kaldi, changede de bu beraberligin devamina dikkat
edildi. Hiicre kiiltiir inkiibasyon islemleri %5 CO, ve 37°C ortaminda (Nuair, USA)
gerceklestirildi.

Her iki grupta 18-21. saatleri i¢in pronukleus kontrolleri yapildi. Embriyo transferi 2.
veya 3. giin gerceklestirildi. Transfer isleminde Grup 1 i¢in en iyi kalitede embriyolar se¢ildi
ve 40-50 mikrolitre %30 HSA katkili medium (SAGE) igerisinde katatere (Wallace soft
katater) yiiklendi. Grup 2 i¢in ayni islemler uygulandi ancak transfer edilecek embriyolarin
beraberinde kiiltiirde devam eden COC’da ilave edilerek embriyo transfer kataterine hem
embriyolar hem de COC’lar birlikte yiiklendi. Kateter igerigi 8-10 saniye icerisinde uterus

kavitesine birakildi.
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Gruplar arasinda karsilastirilan parametreler

Her iki grup arasindaki parametreleri karsilastirmada elde edilen kriterlere uygun
olarak Ki-kare, T Test ve Mann Witney —U testleri kullanildi. P< 0.05 degeri anlamli kabul
edildi.

Grup 1 ve Grup 2 arasinda, yas, indiiksiyon giin siiresi, giinliikk kullanilan recFSH
dozu , toplam recFSH dozlari, giinlik kullanilan LHdozu, toplam LH dozlari, toplam
kullanilan gonadotropin dozlari, hCG giinii dl¢iilen serum E, degerleri, folikiil aspirasyonu
giinii transvajinal ultrason ile dl¢lilen endometrium kalinliklari, toplanan MII oosit sayilari,
siklus basina ortalama MII sayilar, fertilizasyon ve klivaj oranlari, fertilize olan
embriyolardan transfere uygun kalitede gelisen embriyolarin sayilari, embriyolarin transfer
edildigi giin, transfer edilen embriyo sayilari, transfer edilen ortalama embriyo sayilari,

implantasyon ve gebelik oranlar1 istatistiksel olarak karsilastirilda.

BULGULAR

Her iki grup i¢in uygulanan ovulasyon induksiyonuna yanit ile ilgili parametreler
Tablo 8 de belirtilmistir. Yas, indiiksiyon giin siiresi, glinliik kullanilan recFSH dozu, toplam
recFSH dozlarn, giinliik kullanilan LHdozu, toplam LH dozlari, toplam kullanilan
gonadotropin dozlari, hCG giinii 6l¢lilen serum E, degerleri (pg/ml), folikiil aspirasyonu
glinli transvajinal ultrason ile Olgiilen endometrium kalinliklari (imm), toplanan MII oosit
sayilari, siklus basina ortalama MII sayilari, agisindan iki grup arasinda istatistiksel olarak

anlaml fark gozlenmedi.

Hastalarin yag aralig1 24-38 idi. Grup 1 de ortalama yas degeri 27,6 =+ 3,3, Grup 2 de
28,8 £ 4,4 olup gruplar arasinda yas agisindan anlamli farklilik tespit edilmedi (P > 0,05).

Indiiksiyon siireleri her iki grup i¢in benzerdi. En uzun 13 giin en kisa 9 giin ovulasyon
indiiksiyon zamani kaydedildi. Grup 1 ve Grup 2 i¢in ortalama indiiksiyon siireleri sirasiyla
10,52 £ 1,1 giin ve 10,48 £ 1,0 giin olarak bulundu. Her iki grup arasinda anlamli fark
yoktu(P > 0,05).
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Tablo &:

Kontrol ve Calisma Gruplarimin Kontrollu Ovaryan Hiperstimiilasyonu

Parametreleri
KONTROL CALISMA GRUBU | ISTATISTIKSEL
OZELLIKLER GRUBU (Grup 1) | (Grup 2) DEGERI
ort=SD n=50 | ort+SD n=50 (P)
Yas ortalamasi 27,6 £33 28,8 £4.4 P>0.05
Indiiksiyon siiresi (giin) 10,52 £ 1,1 10,48 +£1,0 P>0.05
Glinliik kullanilan recFSH dozu (IU) 185 + 46,2 177,5+37,2 P>0.05
Toplam recFSH miktar1 (IU) 1884,5+502,3 | 1859,5 +£434,5 P>0.05
Giinliik kullanilan HMG dozu (IU) 78 + 14,8 84 £24,6 P>0.05
Toplam HMG miktar1 (IU) 813 +127,9 877,5+ 2559 P>0.05
Toplam gonadotropin miktar1 (IU) | 2697,5 + 539,3 | 2737 £435,6 P>0.05
(recFSH+HMG)
hCG giinii serum E, (pg/ml) 2166 +425,5 2210 +369,3 P>0.05
h CG ginii endometrial kalnlik | 10,5 + 1,7 10,7 £ 1,7 P>0.05
(mm)
Toplanan MII oosit sayilari 617 643 P>0.05
Siklus basina ortalama MII sayilari 12,3+1,6 12,8 £2,2 P>0.05

(Ortalamalar igin esitlik testi, bagimsiz drnekler icin T testi ,p degeri > .05 istatistiksel anlamsiz, p degeri

< 0.05 istatistiksel anlamli )

Kontrollu ovaryan hiperstimiilasyonu uygulamasinda Grup 1 i¢in giinliik 75-300 IU,

Grup 2

icin 100-225 TU araliginda recFSH dozlar1 secildi. Giinlik uygulanan ortalama

recFSH dozu Grup 1 da 185 + 46,2 IU, Grup 2 de 177,5 = 37,2 IU olup aralarinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamigstir. Tiim indiiksiyon siiresince Grup 1 i¢in

toplam kullanilan recFSH dozu en az 900 IU, en fazla 3300 IU olup kullanilan ortalama
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toplam recFSH dozu 1884,5 + 502,3 IU idi. Grup 2 i¢in bu doz en az 900 IU en fazla 2925 TU
idi. Ortalama toplam recFSH dozu ise 1859,5 + 434,5 IU olup her iki grup arasinda anlamli
fark yoktu.

Her iki grup i¢in kullanilan recFSH dozlarina ek olarak hastalara 75-150 IU araliginda
HMG dozlar segildi. Giinliikk uygulanan ortalama HMG dozu Grup 1°de 78 + 14,8 IU, Grup
2> de 84 + 24,6 IU olup aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. Tim
indiiksiyon siiresince toplam kullanilan HMG doz araligi Grup 1 i¢in 675-1500 IU, Grup 2
icin 675 -1650 IU idi. Ortalama toplam HMG dozlan sirasiyla Grup 1’de 813 + 127,9 IU,
Grup 2 ‘de 877,5 = 255,9 IU olarak hesaplandi ve aralarinda anlaml fark yoktu.

(Calismada hastalar i¢in secilen toplam recFSH ve /veya HMG doz araligi Grup 1 i¢in
1800-4125 TU, Grup 2 i¢in 2025-3900 IU olarak hesaplandi. Toplam ortalama kullanilan
dozlar ise sirastyla Grup 1 ve 2 i¢in 2697,5 £ 539,3 TU ve 2737 + 435,6 IU idi. Her iki grupta

kullanilan toplam gonadotropin dozlar1 agisindan anlamli fark bulunamadi.

Grup 1’de hCG giinii 6lgiilen serum E, degerleri en diisik 1300 pg/ ml, en yiiksek
3200 pg/ ml idi. Grup 2 i¢in en diisiik serum E, degeri 1500 pg/ml, en yiiksek serum E,
degeri 3000 pg/ ml olarak tespit edildi. Her iki grubun ortalama serum E, degerleri sirasiyla
Grup 1 ve Grup 2 i¢in 2166 + 425,5 pg/ ml, 2210 + 369,3 pg/ ml olarak bulundu. hCG giinii

Ol¢iilen serum E, degerleri arasinda anlamli fark saptanmadi.

Folikiil aspirasyonu giinii transvajinal ultrasonografi yardimiyla islem baslamadan
once endometrium kalinliklart Grup 1 i¢in 7,3-14 mm araliginda, Grup 2 i¢in 6,7-14,6 mm
araliginda olgiildii. Ortalama degerler Grup 1 ve Grup 2 igin sirasiyla 10,5 + 1,7 mm, 10,7 +

1,7 mm olup her iki grup arasinda anlamli fark tespit edilememistir.

Grup 1’de toplanan oositler i¢inde metafaz II (M II) safthasindaki oosit sayisi toplam
617, siklus basina ortalama 12,3 + 1,6, Grup 2’de M 1II oosit sayis1 toplam 643, siklus basina
12,8 + 2,2 olarak hesaplandi. Her iki grup arasinda elde edilen M II oosit sayilar1 agisindan
anlaml fark yoktu (P>0.05).
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Tablo 9: Kontrol ve Calisma Gruplarinin ICSI islemi sonras1 Parametreleri

KONTROL GRUBU | CALISMA GRUBU ISTATISTIKSEL
" . (Grup 1) (Grup 2) SR
OZELLIKLER (%) veya ort.+SD (%) veya ort£SD DEGERL (p)
n=50 n=50
Fertilizasyon orani (%) % 44.37 % 56.63 P=0.030
Klivaj oran1 (%) % 41.4 % 59.6 P=0.001
Transfere uygun kalitedeki | 206 217 P>0.05
toplam embriyo sayilari (n)
2. gin transfer edilen | 32 (% 64) 31 (% 62) P>0.05
embriyo sayilart (n)
3. gin transfer edilen | 18 (% 36) 19 (% 38) P>0.05
embriyo sayilar1 (n)
Ortalama transfer edilen | 2,9 +0,3 2,8+£0,5 P>0.05
embriyo sayilari (n)
Implantasyon orani (%) % 33 % 34 P>0.05
Klinik gebelik orani (%) 17 (% 34) 22 (%44) P>0.05

(Ortalamalar igin esitlik testi, bagimsiz drnekler igin T testi ,p degeri > 0.05 istatistiksel anlamsiz, p degeri

< 0.05 istatistiksel anlamli )

Fertilizasyon oranlar1 ( 18-21. saatlerde tespit edilen ) karsilastirildiginda, her iki grup
arasinda anlamh bir fark tespit edildi (p =0.030). Ortalama deger Grup 1’de % % 44.37,
Grup 2’de % 56.63 olarak hesaplandi. Fertilizasyon orani Grup 2’de, Grup 1’e¢ gore daha
yiiksek i1di (grafik1).

Klivaj oranlar1 karsilagtirildiginda gruplar arasinda istatistiksel anlamli farklilik
saptand1 (p =0.001). Grup 1 i¢in klivaj oran1 % 41.4, Grup 2 i¢in klivaj oran1 % 59.6 olarak
hesaplandi. Klivaj oran1 Grup 2’de, Grup 1’e gore daha yiiksek idi (grafik 1).
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ICSI islemi yapilan ve fertilize olan embriyolar transfer giinii degerlendirildiginde
transfere uygun kalitede gelisen embriyo sayilart Grup 1’de toplam 206 adet, Grup 2’de 217

adet idi. Her iki grup arasinda anlamli fark tespit edilmedi.

Grafik 1: Fertilizasyon ve Klivaj oranlarinin karsilagtirilmasi
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Embriyolar ICSI isleminden sonraki 2.veya 3. giin de transfer edildi. Grup 1’de 32
(% 64), Grup 2°de 31 (% 62) hastanin 2. giin embriyo transfer islemi yapildi. Grup 1’de 18
(% 36), Grup 2°de 19 (% 38) hastanin 3.glin embriyo transfer islemi yapildi. Her iki grup
arasinda, embriyo transfer giinleri agisindan karsilagtirildiginda anlaml fark tespit edilemedi

(p>0.05).

Gelisen embriyolar arasindan en iyi kalitedekiler segilerek yapilan embriyo
transferlerinde, toplam transfer edilen embriyo sayilari agisindan her iki grup arasinda anlamli
fark yok idi ( p > 0.05). Grup 1 i¢in; 47 hastaya 3 adet, 2 hastaya 2 adet, 1 hastaya 1 adet
embriyo transfer edildi. Grup 2 icin; 43 hastaya 3 adet, 4 hastaya 2 adet, 3 hastaya 1 adet

embriyo transfer edildi.
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Ortalama transfer edilen embriyo sayilart ise Grup 1 i¢in 2,9 £ 0,3, Grup 2 igin
2,8 £ 0,5 olarak hesaplanmustir, iki grup arasinda ortalama transfer edilen embriyolar

acisindan anlaml fark bulunamamistir ( p> 0.05)

Grafik 2 : Implantasyon ve Klinik gebelik oranlari
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Grup 1 © de gebelik sonuglart pozitif olan hastalara  transfer edilmis toplam 63
embriyonun 21’ 1 implante oldu. Implantasyon oran1 % 33 idi. Grup 2 de ise transfer edilen
75 embriyonun 26 ‘s1 implante oldu, implantasyon orant % 34 idi. Her iki grup arasinda
istatistiksel olarak fark olmamamasina (p > 0.05) ragmen literatiirdeki c¢alismalar ile

kiyaslandiginda bu oran klinik olarak anlamli farkli degerlendirilmistir (grafik 2).

Grup 1’de 17 hastada gebelik olusup % 34 orani tespit edilirken Grup 2°de 22
hastada gebelik olusup oran % 44 olarak bulundu. Her iki grup arasinda gebelik oranlar
acisindan istatistiksel olarak fark saptanmadi (p > 0.05). Ancak Grup 2’deki % 44 gebelik

orani klinik olarak anlamli olarak degerlendirildi (grafik 2).
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TARTISMA

IVF de kokiiltiir kullanimmin geg¢miste zaman zaman uygulandigi bilinmektedir
(199). Embriyo gelisimini desteklemek amaciyla fallop tiipii, endometrium veya kumulus
hiicreleri kiiltiir mediumunun {izerinde tek tabaka halinde (monolayer) kullanilmistir (200,
201). Besleyici ya da yardime1 bu hiicrelerin kiiltiir mediumundaki toksinleri uzaklastirarak ve
bliytime faktorlerini salgilayarak (IGF I-1I ,VEGF, TGF o ve B, PAF, EGF) embriyo
gelisimini uyardig1 bilinmektedir (202). Besleyici bu hiicrelerin medium igerisindeki glukozu
metabolize ederek embriyonun ortamda daha tolere edilebilir glukoz diizeyine maruz
kalmasini sagladig: diisiiniilmektedir (203).

Bizim  ¢alismamizda, folikiil aspirasyonu ile elde edilen kumulus hiicreleri
alisilageldigi gibi tek tabaka halinde kiiltiir ortami olarak kullanilmamistir. Hiicrelerin
kullannminda modifikasyon yapilarak bu hiicreler dogal iliskileri bozulmadan, folikiil
aspirasyonu ile elde edildigi kompleks halinde ko-kiiltiir ortamini olusturmak {izere kiiltiir
dishine yerlestirilmistir. Sonugta bu hiicrelerin gelismesi ve genislemesiyle li¢ boyutlu olarak
nitelendirebilecegimiz embriyoyu saran bir ko-kiiltiir ortami elde edilmistir.

Literatiirde az sayidaki benzer calismalar, kumulus hiicrelerinin ko-kiiltiir ortami
olarak kullanilmasi sonucunda daha hizh fertilizasyon ve klivaj oranlari, az fragmantasyon
ve daha iyi implantasyon oranlar1 bildirmislerdir (204, 205, 206, 207). Bizim ¢alismamizin
sonucunda fertilizasyon oranlar1 karsilagtirildiginda, her iki grup arasinda anlaml fark tespit
edilmistir (p =0.030). Ortalama deger Grup 1’de % 44.37 , Grup 2’de % 56.63 olarak
hesaplanmistir.  Klivaj oranlar1 karsilagtirlldiginda da her iki grup arasinda anlamli bir
farklilik saptanmistir (p =0.001). Ortalama deger Grup 1’de % 41.4 iken Grup 2’de % 59.6

olarak tespit edilmistir.

Parik ve ark . yaptig1 kokiiltiir kombinasyonu ve otolog kumulus hiicreleri yardimli
embriyo transferi calismasinda implantasyon oranlarinda (p <.001) ve gebelik oranlarinda
(P <.01) 6nemli artis olustugu bildirilmistir (208). Calisma grubundaki 267 vakaya kumulus
kokiiltiiri ve kumulus yardimli embriyo transferi uygulanmis, % 47.6 gebelik oran1 ve
% 25.6 implantasyon orani yayinlanmistir. 250 vakalik kumulus kokiiltliri yapilan ancak
kumulus yardimli embriyo transferi yapilmayan kontrol grubunda ise gebelik ve implantasyon

oranlar1 sirasiyla % 34 ve % 14.5 olarak bildirilmistir. Kumulus hiicrelerinin embriyonik
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gelisimi desteklemesinin yaninda embriyonun uterusa adezyonundaki dogal mekanizmay1 da

tyilestirerek implantasyon ve gebelik oranlarinda fark yarattig1 diisiiniilmektedir.

Embriyo gelisimi i¢in kumulus kokiiltlirtiniin kullanildigi, ¢alisma grubunda kumulus
yardimli embriyo transferi yapilan Parikh ve ark. caligmasinin bizim caligmamiza benzer
yanlar1 vardir ancak gruplardaki hasta sayilar1 agisindan (Grup 1 n=267, Grup 2 n= 250)
farkli bir ¢alismadir. Literatlirde dizayn1 benzer bir ¢aligma bulunamadigi i¢in ¢alismamizin

sonuglar1 bu ¢alisma ile karsilastirilacaktir.

Bahsedilen calismada, her iki grupda embriyo gelisimini desteklemek i¢in kumulus
ko-kiiltiirii kullanilmis fertilizasyon ve klivaj oranlart Grup 1°de % 73.1 ve % 100 ve
Grup 2’°de sirastyla % 71.8 ve % 100 olarak benzer tespit edildigi yaymlanmistir. Her iki
grup arasinda fark bulunmamistir. Bu oranlar oldukg¢a yiiksek olup yapilan kumulus ko-
kiiltiirtiniin fertilizasyon ve klivaj hizlarin1 arttirdigini agik¢a gostermektedir. Her iki grupta
n=50 hasta takip ettigimiz calismamizla (fertilizasyon ve klivaj orani sirasiyla; % 56.63,
% 59.6) karsilastirildiginda yaymlanmis sonuglar yiiksek degerlerdir. Calismamizdaki hasta

sayisinin arttirilmasi halinde benzer sonuglara ulasilacagi goriisiindeyiz.

Yaptigimiz arastirmada da COC ile ko-kiltiir yapilan ¢aligma grubunun (Grup 2)
fertilizasyon ve klivaj hizlar1 sirasiyla % 56.63, % 59.6) ko-kiiltiir yapilmayan kontrol
grubunda ise sirastyla % 44.37, % 41.4 olarak bulunmus, Parik ve ark. yaptig1 ¢calismadaki
gibi ko-kiiltiir yapilan grup yoniinde oranlar daha yiiksek ¢ikmistir. Fertilizasyon ve klivaj
oranlarinin yiikselmesi, embriyolarin kumulus hiicreleri varliginda boliinme hizlarinin
artmasinin nedeni olarak kumulus hiicrelerinin in vivo ortamda oldugu gibi yardimci-

besleyici hiicre gorevine devam ettigi sonucunu desteklemektedir (208).

Yapilan calismalar da, folikiil aspirasyonu yontemiyle elde edilen kumulus
hiicrelerinin IL-6, IGF I-II, VEGF {iretimleri in vivo ortamda immunassay yontemi ile test
edilmis, sitokinlerin ve biiylime faktorlerinin kiiltiirdeki kumulus hiicrelerinin apoptozisinin
basladig1 10. giline dek tespit edilebildigi bildirilmistir. Kiiltiirde ¢ogalmaya devam eden
kumulus hiicreleri iizerinde yapilan elektron mikroskop g¢alismalari ile artmig mitokondrial
aktivite, hiicrenin sitoplazmik vakuolleri ve gap junctionlarinin varhigi gosterilmistir. Tiim bu
gbézlemler artmis hiicresel aktivite sonucudur. Bu ¢alismalar bize kumulus hiicreleri arasi
baglantilar1 daha iyi anlama olanagi tanimistir. Hiicre-hiicre adezyonunu saglayan, esansiyel
besleyici maddelerin embriyoya transferini kolaylastiran ve uterin implantasyon i¢in ¢ekici bir

ylizey olusturan baglantilar gozlenmistir (208). Yapilan ¢alismalarda kumulus kokiiltiiriiniin
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fertilizasyon ve klivaj oranlarina olumlu etkisinin mekanizmasi, hiicreler arasi iletigimin

devam etmesi olarak yorumlanmaktadir (sekil 2).

Sekil 2 : Petri kabinda gelisiminin 3. giinlindeki embriyonun genislemis ve yayilmis kumulus hiicreleri

ile simsik1 sarilmasi ve embriyo ile dentritik iletisimi (Parikh et.al ; Cumulus-aided embryo transfer. Fertil Steril 2006 )

Parikh ve ark. yaptig1 calismanin devaminda Grup 2’ de kumulus ko-kiiltiirii yapilan
embriyolar gelistirilmis ancak uterin kaviteye kumulus yardimli embriyo transferi
yapilmamis, Grup 1’ de hem kumulus ko-kiiltiirii yapilarak embriyolar gelistirilmis hem de
kumulus yardimli embriyo transferi uygulanmis. Ayni c¢alismanin Grup 1 ve Grup 2 igin
sirastyla implantasyon oranlart (% 25.6 ya % 14.5, p <.001) ve gebelik oranlar1 (% 47.6 ya
%34, p <.01 ) olarak yayinlanmistir. Bizim ¢alismamizda kumulus hiicreleriyle birlikte
transfer ettigimiz embriyolar1 iceren Grup 2 i¢in implantasyon ve gebelik oranlarimiz sirasiyla

% 34 ve % 44 olarak tespit edilmistir.

Her iki calismanin klinik gebelik oranlar1 benzer sonuglanmustir (% 47.6 ya % 44). Iki
calisma degerlendirildiginde bizim c¢alismamizda implantasyon oranimin daha yliksek
olmasmnin (% 25.6 ya % 34) nedeni kullanilan  kumulus ko-kiiltlirii tekniginden
kaynaklanabilecegi diisiincesindeyiz. Parik ve ark., ¢aligmalarinda elde ettikleri kumulus

hiicrelerini hyaluronidaz enzimi ile oositlerden ayirmislar, sonrasinda cesitli medium
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destekleriyle gelistirirerek pronukleer sathadaki embriyolar ile birlestirmislerdir. Bizim
calismamizda ise COC’lar ayrnstirllmadan dogal haliyle, ek kimyasal etkiye maruz
birakilmadan kiiltiir ortaminda ICSI isleminden hemen sonra embriyolarin gelisimleri i¢in
kullanilmig, {i¢ boyutlu biiyiidiikleri izlenmis ve bu sekilde embriyolar ile birlikte uterin

kaviteye transfer edilmislerdir.

Kumulus hiicrelerinden salgilanan IGF 1 ve II (209, 210), IL-1, IL-6, VEGF‘nin
embriyo morfolojisini iyilestirdigi ve implantasyon asamasinda olumlu rol oynadigi
gorlisiinde olan ¢aligmalar vardir (211, 212, 213, 214). Calismamizda embriyolar ile
birlestirilen kumulus hiicrelerinin fertilizasyon ve klivaj oranlarinda artis olmustur.
Fertilizasyon yetenegi ve klivaj dongiisii icin gerekli enerjiyi, kumulus hiicrelerinden
salgilanan bu maddeler ve hiicreler arasi iletisimle uygun ortami yaratarak basardiklar
diisiincesindeyiz.

Ayni zamanda 2-3. giin 4-6-8’li blastomerlere sahip embriyolarin kumulus hiicreleri
esliginde sanki palto giymis gibi uterin kaviteye birakilmalarinin, uterin kavite igerisinde 6-8.
giinde implante olma yetenegi olan blastokist olusana dek boliinerek cogaldigr giinlerde, bu
hiicreler sayesinde desteklendigi, korundugu, biyolojik aktif hiicre kompleksinin
endometriumun epitel hiicreleri ile sinyalizasyonu sagladigi goriisiindeyiz. Calismamizda her
iki grup arasinda implantasyon oranlari agisindan anlamli fark olusmasa da (Grup 1 i¢in % 33,
Grup 2 i¢in % 34), literatiirde genis hasta katilimiyla yapilan Parik ve ark. yaptig1 ¢alismada
kumulus hiicreleri esliginde embriyo transferi yapilan grubun (Grup 1) kumulus hiicreleri
esligi olmadan embriyo transferi yapilan gruba (Grup 2) gore anlamli oranda yiiksek
implantasyon oranlarina sahip oldugu yaymlanmistir ( Grup 1 % 25.6 ; Grup 2 % 14.5) (110).

Implantasyon oranlarinin arttirilma gabasi, embriyo ve uterus arasindaki hassas
temasin daha iyl saglanmasi i¢in ‘yapistirict —glue’ arastirmalarini da  gliniimiizde
cogaltmistir (215). Biz  ¢alismamizda, embriyolarin kumulus hiicreleri ile kokdiltiir
yapilmasinin, uterin kaviteye birlikte transfer edilmesinin, biiylime faktorlerini sunan bir
kaynagin kullanilmasi, embriyonun endometrial pinopodlara yapismasini kolaylastirmasi
acisindan faydali oldugu ve ‘embriyo glue’ etkisi gosterdigi kanisindayiz.

Kumulus hiicreleri ile ko-kiiltiir yapilan calismalar da, petri dishinde kumulus
hiicrelerinin, embriyoya yakin kolonizasyon olusturarak ¢ogaldiklari, embriyoya uzak yerlerin
ise kumulus hiicrelerinden yoksun kaldiklar1 goériilmiistiir. Bu durum embriyodan salgilanan
sitokinlere yanit olarak kumulus hiicrelerinin embriyoyu ¢evrelemesi ve embriyo-kumulus

hiicreleri arasindaki iletisim olarak degerlendirilmistir. Zaman zaman kumulus hiicrelerinin
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embriyoyu tim kenarlardan g¢epecevre sardigi  ve kokiltiiriin 3-5. giinlerinde kumulus
hiicrelerinin embriyonun altinda ve iizerinde biiyiimeye devam ettigi goriilmistiir (sekil 3),
(208). Benzer sekilde kumulus hiicrelerinin embriyolar1 sardig: ve kiiltlir dishinde her yone

cogalarak embriyoyu cevreledigi bizim ¢calismamizda da gézlemlenmistir.
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Sekil 3 : A; petri kabinda kumulus hiicrelerinin embriyoya yakin yerlesimi , B;ayni petri kabinda

embriyoya uzak bolgedeki hiicrelerin azalmasi (Parikh et.al ; Cumulus-aided embryo transfer. Fertil Steril 2006 )

Kumulus hiicreleri, kokiiltiir sistemi i¢cinde besleyici tabaka olarak kullanilmiglardir.
Calismalarla c¢esitli embriyonik hiicre gelisim modiilatorleri tespit edilmistir. Kumulus
kokiiltiirli ve kumulus yardimli embriyo transfer tekniginin kullanimi mantikli bir sekilde
daha iyi kalitede embriyo elde etmek ve implantasyonu iyilestirmek, kumulus hiicresinin
salgiladig1 biiytime faktorleri ve sitokinlerden faydalanmak amaci tasimaktadir. Kumulus
hiicrelerini embriyolar ile birlikte uterusa transfer etmek bir¢ok hayvan tiiriinde oldugu gibi
fizyolojiye yakin gériilmektedir. Ozellikle kedilerde, embriyo boliinmesinin gevresini saran

kumulus hiicreleri birlikteliginde oldugu bilinmektedir.

Memeli kumulus hiicreleri oosit biiyiimesi ve maturasyonu siirecinde énemli rol alir.
Ovarian folikiil i¢cinde ve ovulasyon zamaninda kumulus hiicrelerinin  oositi besledigi
bilinmektedir (216). Kumulus hiicresi ile oosit arasindaki yakin iligkinin varligi kumulus
hiicresinin projeksiyonlart ve  i¢ baglantilarin dinamik temasi seklinde oldugu
diistiniilmektedir. Oosit maturasyonundan sonra oosit ile baglantilar kesilmesine ragmen

kumulus hiicreleri arast iligkiler sabit kalir (217).
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Yapilan cesitli calismalarda preimplantasyon ve periimplantasyon donemi
embriyolarda, fallop tiiplerinde, endometriumda sitokin ve biiylime faktorii reseptorleri tespit
edilmistir (218, 219, 220, 221). Embriyo gelisiminde, endometriumun implantasyon

donemine hazirlanmasindaki rolleri boylece daha iyi gosterilmistir (222, 223).

Embriyo implantasyonunda ve embriyo gelisiminde biiylime faktorlerinden olan
VEGF (vaskiiler endoteliel growth faktor)’ nin rolii arastirllmistir. VEGF ve reseptorleri,
insan endometriumu (224), plasenta (225), fallop tiipleri, overler (226) gibi birgok ilireme
dokusunda bulunmustur. Son zamanlarda VEGF mesenger RNA (mRNA) proteini, luteal faz
doneminde maksimum olmak {iizere, menstriiel siklus boyunca insan endometriumunda tespit
edilmistir. VEGF proteinini iireten genler glandular epitel hiicrelerinde lokalize olarak

bulunmaktadir.

Endometriumun aylik degisiminde ve implantasyon siirecinde bir diger biiyiime
faktorii olan IGF (insulin-like growth faktor) sistemi kilit rol almaktadir (227). Hem
insanlarda hem de bazi hayvan tiirlerinde IGF lerin maternal-fetal yiizeyde bulundugu
gosterilmistir. Bunun diginda fetal biiyiimenin insanlarda IGF ye bagimli olusu ile ilgili
kanitlar mevcuttur (228). Parikh ve ark. yaptiklar1 calismada, kumulus hiicre kiiltiiriinde
ozellikle embriyonun klivaj hizinmn arttig1 2-3. giinler arasinda ELISA ydntemiyle 6lciilen
IGF-I diizeyinin yiikseldigi gosterilmistir. Yine aymi g¢aligmada embriyolarin blastokist
asamasina ileledigi, implantasyona hazirlandig1 5-6. giinlerde VEGF ve IL-6 diizeylerinin
diger giinlere gore oldukca farkli degerlere ulagtig1 gosterilmistir. VEGF igin 7-8. giinlerde de
salgilarda daha da artis bulunmustur. Bu da kumulus hiicrelerinin implantasyon ile baglantili
olan bu sitokinleri degisik zamanlarda salgiladigini, uterus embriyo adezyonu i¢in gerekli
sitokin ve bilylime faktorlerini salgilayarak implantasyon siirecine yardimct oldugunu

diistindiirmektedir.

Huang ve ark, calismalarinda implantasyon siirecinde embriyo ile maternal dokularin
iletisiminde (229), embriyonun uterus yiizeyine yaklagmasinda, apozisyon olarak bilinen
stirecte, IL sisteminin (IL-Io, IL-IP, IL-I reseptor antagonisti ) dnemli rollerini belirtmislerdir
(229, 230). IL-I B ‘nin endometrium ve embriyo arasindaki sinyal sistemi oldugu
diistiniilmektedir. Bunlara ek olarak arastirmalar, IL-6 ‘ninda implantasyondaki roliine 151k
tutmustur (231). Kumulus hiicrelerinin IL-6 salgiladig: bilinmektedir. Intrauterin kaviteye

kumulus hiicreleri ile embriyolarin birlikte transfer edilmesi halinde, kumulus hiicre
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salgilarinin endometrium —embriyo arasindaki haberlesme sistemine katkida bulundugu,

sinyalizasyonu arttirdig1 bu sayede implantasyonu kolaylastirdig: diisiiniilmektedir.

Normal olarak insanlarda ampulladan uterin kaviteye dogru ilerleyen zigot 2, 4, 8, ve
16 hiicreye (blastomer) boliiniir. Klivaj fertilizasyonu takip eden ilk 12 saatte baslar ve her 12
saatte bir tekrarlanir. Morula adin1 alan 16 hiicreli kitle fertilizasyonu takip eden 4. giinde
uterin kaviteye ulasir. Bu kitle icinde bir kavite olusmaya baglar, blastokist halini alir.Bu
kaviter yapidaki hiicre gruplarinin i¢ bolgesinden embriyoner dokular (iner cell mass), dis
bolgesinden uterin duvara invazyon gosterecek trofoblastlar gelisir. Blastokist uterin kavitede
3-4 giin boslukta kalabilir. Embriyonun implantasyonu blastokist asamasinda gergeklesir
(232). Yaklasik 6. giinde embriyoblastin (inner cell mass) bulundugu kutupta {izerini orten
trofoblastlar salgiladiklar1 proteolitik enzimler sayesinde sekretuar fazdaki endometriumun
ylizeyel tabakasi olan kompakt tabakanin epitelyum hiicrelerini penetre etmeye baglar.
Yaklasik 8. giinde blastokist endometrial stroma icerisinde kismen gomiiliidiir. Bu agsamada
embriyoblast iizerindeki alanda trofoblastlar icteki tek niikleuslu sitotrofoblastlar ve distaki
cok niikleuslu sinsityotrofoblastlar olmak iizere iki tabakaya farklilasirlar ve endometrium

icerisinde daha derine yerlesirler (233).

Embriyonun invivo 7.-8. giinlerde endometriumu penetre ettigi diisiiniiliirse, 2. veya 3.
giin uterin kaviteye transfer edilen embriyolarin 7.-8. giinlere ulasip, blastokist agamasina
gelerek invazyonu saglamasi i¢in destege ne denli ihtiyact oldugu agiktir. Kokiiltiir ortami
olarak otolog COC kullaniminin embriyolarin gelisimini ¢esitli sinyalizasyon sistemleriyle
ilerlettigi, kumulus hiicrelerinin kiiltiir ortamlarinda yapilan ¢alismalardaki bilgilere gore 9-
10 giin canli kalabildigi bilinmektedir. Bu nedenle kumulus hiicrelerinin uterin kaviteye
embriyolar ile birlikte transfer edilmelerinin, blastokist agsamasina dek hem embriyolara
dogal ortam saglamasi hem de enerji desteginin devam etmesi, toksik maddelerin
uzaklastirilmasi, ortamdaki oksidatif stresin temizlenmesi yoniinde faydali oldugunu

diistinmekteyiz.

IVF i¢in basarisiz sikluslardan ka¢inmak ve ¢ogul gebelikleri 6nlemek i¢in transfer
edilecek embriyo sayisim1 siirlandirilmasi, kalitesi yiiksek embriyolarin in vitro sartlarda
uzun donem takibi ile blastokist asamasina getirilerek uterin kaviteye verilmesi glinlimiizde
onem kazanmaktadir. Blastokist asamasindaki embriyolarin transferinin  implantasyon
oranlarmi arttirdigr ve transfer edilecek embriyo sayisini azalttigi bilinmektedir. Ancak

blastokist agsamasina dek embriyonun biyolojik ihtiyaglarinin desteklenmesinin zorlugu bu
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faydali yaklasimin kullanilmasini sinirlandirmaktadir. Gelistirilen kokiiltiir sistemleri ve
perfiizyon sistemleri blastokist elde edilmesi yoOniinde basarili olamamistir, embriyonun
gelistigi farklt donemlerin ihtiyaclarina yonelik maddelerin saglanmasi i¢in  ardisik
mediumlarin kullanilmasi embriyo gelisimlerini biraz daha arttirmistir ancak maliyetleride

beraberinde yiikseltmigtir.

Calismamizda kumulus ko-kiiltiirii ile gelistirilen embriyolar 2-3. gilinde uterin
kaviteye transfer edilmislerdir. Literatiirde kumulus kokiiltliriiniin embriyolar1 blastokist
asamasina ulastirabilecegine ait ¢alismalar vardir. Fabbri ve ark. yaptig1 bir ¢alismada (168),
insan otolog kumulus hiicreleri ile olusturulan kokiiltiir sisteminin blastokist asamasina kadar
embriyo gelisimini destekledigi gosterilmistir. Blastokist gelisim oranlar1 karsilastirildiginda,
blastokist gelisiminin klasik medium kullanimi ile % 7, kumulus hiicre kokiiltiir kullanim1 ile
% 50 oraninda oldugu tespit edilmistir. Calismamiz sonucunda elde ettigimiz % 44 oranindaki
gebelik basarisinin, kumulus kokiiltiirii ile olusturulan balstokistlerin transferi sayesinde daha

da yiikselebilecegini diistinmekteyiz.

In vitro oosit maturasyonu yontemi, PCOS hastalarda gonadotropin induksiyonu
sonrasinda hiperstimulasyon riskini ortadan kaldirmak amacryla gelistirilmistir. 2-10 mm’lik
antral folikiillerden germinal vezikiil evresinde oositler (immatiir oosit) elde edilerek
matiirasyon mediumlarinda gelistirilirler. Matiir oosit evresinde ICSI islemi yapilarak
embriyo transferi yapilmaktadir. Goud ve ark. in vitro maturasyon i¢in, kumulus hiicresi ile
etkilesim halinde kiiltiirde bekletilen oositlerin niikleer maturasyonunun, kumulus
hiicresinden temizlenenlere gore daha yiiksek oranda gelistigini bildirmistir. Ayn1 ¢caligsmada
klivaj oranlarinin kumulus iliskili oositlerde arttigi, sitoplazmik maturasyonunun daha iyi
oldugu gozlenmistir (170). Bu ¢alisma kumulus kokiiltiiriiniin oositlerin in vitro maturasyon

islemi i¢in kullanilabilecegini diisiindlirmektedir.
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SONUC

Sonug olarak; ICSI-ET sikluslarinda gelistirilen embriyolarin kalitesini, implantasyon
ve gebelik oranlarini arttirmaya yonelik planlanan bu ¢aligmada otolog kumulus hiicre- oosit
kompleksinin ko-kiiltiir ortam1 olarak kullanilmasinin ICSI sonrasi fertilizasyon hizlarini ve
embriyo boliinme hizlarini in vitro ortamdaki degerler agisindan arttirdigi bulunmustur. Bu
sonug literatiirdeki ko-kiiltiir ¢alismalari ile desteklenmektedir. Otolog kumulus hiicre-oosit
kompleksi kullanimi hem elde edilmesi kolay hem de otolog olmalar1 nedeniyle olusan
embriyolar i¢cin dogal hiicrelerdir. COC’un, ko-kiiltiir ortami olarak gelecekte daha sik

kullanilacagini diistinmekteyiz.

Ozellikle kumulus hiicrelerinin kiiltiir ortamlarinda uzun siire canl kalabilmeleri
(yaklasik 10 giin ) nedeniyle, blastokist gelisiminde yeterli destegi ¢ogu zaman saglayamayan
mediumlarin aksine dogal kiiltiir ortami1 saglayarak blastokist gelisim asamalarina destek
olabileceklerini diigiinmekteyiz. Cogul gebeliklerin 6nlenmesi amaciyla yasal olarak bazi
iilkelerde transfer edilecek embriyo sayilarinin kisitlandigi durumlarda implantasyon
kabiliyeti kazanmis blastokist asamasindaki az sayida embriyonun transferi tercih edilecektir.
Bu nedenle blastokist gelisimini laboratuar ortamlarinda dogal hiicreler ile gergeklestirmek
icin kumulus hiicre ko-kiiltiirii kullanimmin avantajli alternatif bir secenek olacagi

diisiincesindeyiz.

Calismamiz, ko-kiiltiir ortami hazirlama yontemine yeni bir bakis getirmistir.
Literatiirdeki c¢alismalardan ko-kiiltiirlerin, tek tabaka halinde (monolayer) hiicrelerin
yayilarak kullanildigini bilmekteyiz. Biz bu ¢aligmada teknikte modifikasyon olusturarak ko-
kiiltiir ortam1 yaratmak i¢in ek maliyet ve ek is giicii gerektirmeden kumulus hiicrelerini
dogal haliyle kiiltiir ortaminda kullandik. Kumulus hiicreleri ve oosit enzimatik herhangi bir
yolla aynstirllmadi. Bu yeni teknik sayesinde kiiltiir ortaminda COC’un ii¢ boyutlu
genislemesine devam ettigini gdzlemledik. Daha once bdyle bir teknigin kullanilmamis
olmasi agisindan literatiir bilgisi i¢in ¢alismamiz bir ilk olmustur. IVF laboratuarlari i¢in bu
teknigin gelistirilmesiyle kumulus hiicrelerinin yararli etkisinden faydalanmak daha da

kolaylasmistir.

Implantasyon ve gebelik oranlar1 degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli
olmayan sonuglarla karsilasilmais, literatiirde yayinlanmis benzer ¢calismadaki kadar yiiksek ve

farkli degerler elde edilememistir. Bu farklilik muhtemelen ¢aligmamizda vaka sayilarinin
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kisith olmast nedeniyledir. Calismamizdaki vaka sayilari saglikli degerlendirme yapabilmek
icin yeterli degildir. Ayn1 ¢calismanin genis vaka katilimiyla yapilmas: halinde implantasyon
ve gebelik oranlarinin anlamli farkli olup daha gergekei oranlara ulasacagini diisiinmekteyiz.
Ancak Ozellikleri birbirine son derece yakin olan iki grup arasinda implantasyon oranlarinin
kontrol grubu % 33, calisma grubu % 34 olarak benzer ¢ikmasina ragmen kontrol grubundaki
% 34, calisma grubundaki % 44 gebelik oranlarin1 klinik olarak anlamli bulmaktayiz. Bu
farkliligin implantasyon oranina yansimamasinin nedeni olarak implantasyon siirecini
etkileyen farkl faktorlerin olasiligini diistinmekteyiz. Bu nedenle yapilacak genis randomize
kontrollu ¢aligmalara ihtiya¢ vardir, yapilacak bu ¢alismalar 1s1ginda ovulasyon indiiksiyonu
ve otolog kumulus hiicre-oosit kompleksi kullanimiyla ilgili gelecekte olumlu gelismeler

olabilecegini diisiinmekteyiz.
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OZET

Amag : Intrasitoplazmik sperm injeksiyonu-embriyo transferi (ICSI-ET) sikluslarinda folikiil
aspirasyonu ile elde edilen otolog kumulus hiicre-oosit komplekslerinin  kiiltiir ortam1 olarak
kullanilmasimnin embriyo gelisimine ve embriyolar esliginde uterin kaviteye transferinin

implantasyon ve gebelik oranlarina etkisinin arastirilmast amaglandi.

Gere¢-Yontem : Infertilite nedeniyle bagvuran ve ICSI-ET yapilmasi kararlastirilan, uzun
protokol (GnRH analogu; tTFSH+HMG) yontemiyle KOH uygulanan, folikiil aspirasyonu ile
toplanan oosit sayilart 10 ve iizerindeki ~ 100 hasta randomize olarak segildi. Folikiil
aspirasyonu ile otolog COC ‘lar elde edildi. Calisma grubundaki 50 hastaya kiiltiir ortami
olarak kullanild1 ve embriyolarla birlikte uterin kaviteye transferi yapildi. Kontrol grubundaki
50 hastaya ise rutin kullanilan mediumlar ile embriyo kiiltiiri ve embriyo transferi uygulanda.

implantasyon ve gebelik sonuglar1 karsilastirildu..

Bulgu : Yas ortalamasi, indiiksiyon giin siiresi, kullanilan toplam gonadotropin dozlari, hCG
giinii E , degerleri, endometrium kalinliklari, siklus bagina ortalama MII sayilari, transfere
uygun kalitedeki embriyo sayilari, transfer giinleri ve sayilar1 agisindan istatistiksel olarak
iki grup arasinda anlamli fark yoktu. Fakat ICSI islemi sonrasinda kontrol grubunda
% 44.37, calisma grubunda % 56.63 fertilizasyon oranlari, kontrol grubunda % 41. 4,
calisma grubu % 59.6 klivaj oranlar tespit edilerek gruplar arasinda istatistiksel anlamli bir
fark saptandi. Kontrol grubunda % 33, calisma grubunda % 34 implantasyon oranlari ,
kontrol grubunda % 34, calisma grubunda % 44 gebelik oranlar tespit edildi. Her iki grup

arasinda istatistiksel anlamli fark saptanmadi.

Sonug : Kiiltiir ortami olarak otolog COC kullanimi ve uterin kaviteye transferi implantasyon
ve gebelik oranlarinda anlamli farklilik yaratmamistir ancak klinik pratikte bu grubun
sonuglarmin arttigr diisiinlilmektedir. Fertilizasyon ve klivaj oranlarinda sagladigi anlamhi
artis nedeniyle YUT laboratuarlarinda dogal hiicre kiiltiirii amaciyla kullaniminin embriyo

gelisimi i¢in avantaj saglayacagini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler : ICSI, kumulus hiicreleri, ko-kiiltiir, implantasyon, gebelik
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ABSTRACT

Objective : The purpose of this study was to evaluate the use of autologous COC co-culture
for embryonic development and quality as a medium and to find out implantation and

pregnancy rates after the embryo transfer with COCs in the ICSI-ET cycles.

Study Design : 100 infertile couples whose oocytes were retrieved 10 or more after follicule
aspiration, were selected and randomly divided as control and study groups. Long GnRH
analogue protocol was followed by controlled ovarian hyperstimulation with gonadotropins
( rTFSH+ HMG). In the control group (n=50) the embryos underwent autologous COC
coculture which was collected by follicule aspiration, and COC with embryos was transfered
in to the uterine cavity. In the study group (n=50) conventional medium was used without

COC co-culture. Implantation and pregnancy rates were correlated.

Result(s) : Age of the patients, days of stimulation, total dose of gonadothropins, E ;
concentrations and endometrial thickness on hCG day, total MII stage oocytes, the toatl
number of high quality embryos for transfer, the day of transfer and the number of embryos
transfered were similar for both groups. Fertilization rates were % 44.37 in the control group
and % 56.63 in the study group. Cleavage rates were % 41.4 in control group and % 59.6 in
the study group. These rates were comparable also significant increase was demonstrated in
study group. The implantation rates were % 33 in the control group, % 34 in the study
group and pregnancy rates were % 34 in the control group, % 44 in the study group. These

rates were insignificant statistically(p > 0.05).

Conclusion (s): Our study demonstrated that with the use of autologous COC co-culture and
uterine transfer the embryos with COCs, there were no differences statistically in
implantation and pregnancy rates, but we suggested that our implantation and pregnancy rates
increased at the study group in clinical practice. The increased efficacy of the COC co-culture
in fertilization and cleavage rates demonstrated that this kind of natural cell co-culture may

play an important role in embryonic development in assisted reproductive tecniques.

Key Words: ICSI, cumulus cells, co-culture, implantation, pregnancy
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