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OZET
INVITRO FERTILiZASYON-EMBRIiYO TRANSFERI SIK LUSLARINDA
GLYCODELIN-A, GRANULOCYTE COLONY-STIMULATING FACTOR VE L-
SELECTIN DUZEYLERININ GEBELIK SONUCLARI UZERINE ETKISI

Amag: IVF-ET (Invitro fertilizasyon-embriyo transferi) sikluslarinda endometrial
reseptiviteyi gosteren glycodelin-A, G-CSF(Granulocyte Colony-Stimulating Factor) ve L-
selectin dizeylerinin gebeligi 6ngdrmedeki faydasint arastirmak.

Yontem: Yaptigimiz prospektif kohort calismada, implantasyon penceresi doneminin
belirteclerinden olan glycodelin-A, G-CSF ve L-selectin'in IVF-ET skluslarindaki
diizeylerini arastirdik. Calismaya Dokuz Eylil Uniiversitesi Tip Fakiiltesi Kachin Hastaliklar:
ve Dogum Anabilim Dal1 TUp Bebek Merkezine Mart 2007 ile Mayis 2007 tarihleri arasinda
IVF tedavisi icin basvuran 56 infertilite hastasi katildi. Oosit toplama zaman ve embriyo
transferi sirasinda alinan servikal mukus ve embriyo transferi sirasinda alinan serum
orneklerinde glycodelin-A, G-CSF ve L-selectin diizeylerini Olgtuk. Buldugumuz sonuglarla
da gebelik oranlarint karsilastirdik.

Bulgular: Embriyo transfer zamam servikal mukusta olgulen ortalama G-CSF duzeyleri
klinik gebelik pozitif olanlarda, klinik gebelik negatif olanlara gére anlaml1 sekilde yiksek
bulundu (p=0,024). Klinik gebeligi 6ngdrmede kesme noktasi olarak 1365 pg/ml degeri
alindiginda; sensitivite %76, spesifite %61,3 olarak hesaplandi. Diger taraftan embryo transfer
zamam servikal mukusta 6lctlen glycodelin-A ve L-selektin duzeyleri ile gebelik sonuclar:
arasinda anlamli ilski saptanmadi. Embryo transfer zamant servikal mukusta 6lculen G-CSF
(p= 0,04) ve L-Selektin (p=0,002) duzeyleri oosit toplama zamanindaki degerlere kiyasla
anlamli olarak yiksek saptand.

Sonug: IVF sikluslarinda, endometrial reseptiviteyi gosteren belirtecleri embriyo transfer
zamam servikal mukusta arastirmak non-invaziv. ve etkin bir yontemdir. G-CSF
implantasyonu 6ngérmede 6nemli bir belirteg olabilir.

Anahtar kelimeler: IVF-ET, Endometrial reseptivite, G-CSF, L-Selektin, glycodelin-A



SUMMARY
THE EFFECT OF GLYCODELIN-A, GRANULOCYTE COLONY-STIMULATING
FACTOR AND L-SELECTIN ON PREGNANCY OUTCOMESIN IN-VITRO
FERTILIZATION/EMBRYO TRANSFER CYCLES

Objective: To investigate the benefits of glycodelin-A, G-CSF (Granulocyte Colony-
Stimulating Factor) and L-selectin levels, which indicate endometrial receptivity in IVF-ET
(in~vitro fertilization/embryo transfer) cycles, in prediction of pregnancy.

Design: Prospective cohort study

Setting: University academic | VF center

Patient(s): March 2007 to May 2007, fiftysix IVF-ET cycles

Methods: In our study, we examined the levels of glycodelin-A, G-CSF and L-selectin,
which are markers of the implantation window phase, in IVF-ET cycles. The glycodelin-A,
G-CSF and L-selectin levels in cervical mucus and blood samples were measured. Cervical
mucus samples were obtained during oocyte pick-up and embryo transfer. Blood samples
were collected during embryo transfer only. The results were then compared with pregnancy
rates.

Results: The mean G-CSF levels, which had been measured during embryo transfer, were
significantly higher in clinical pregnancy positive women than in women with negative results
(p=0.024). When a value of 1365 pg/ml was set as the cut-off point, sensitivity was calculated
as 76% and specificity as 61.3 %. On the other hand, a significant relationship was not
determined between the glycodelin-A and L-selectin levels in the cervical mucus, which had
been calculated during embryo transfer, and pregnancy outcomes. It was determined that the
G-CSF (p=0.04) and L-Selectin (p=0.002) levels in the cervical mucus, which had been
measured during the embryo transfer, were significantly higher than those measured during
oocyte pick-up.

Conclusions: Investigating markers of endometrial receptivity in the cervical mucus during
embryo transfer is a non-invasive and efficient method in IVF cycles. G-CSF may be an
important marker in predicting implantation.

Key Words: IVF-ET, endometrial receptivity, G-CSF, L-selectin, glycodelin-A



GIiRIS VE AMAC

Son yillarda yardimcr Ureme teknolojilerinde dnemli gelismeler olmasina ragmen,
yardimci Ureme teknolojilerindeki implantasyon basarisizligi ¢oztlmeyi bekleyen bir problem
olarak durmaktadir. IVF ve ICSI (intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu) sikluslarinda hCG
(human koryonik gonadotropin) veya progesteron ile luteal faz desteginin saglanmasinin
implantasyon oranlarint arttirdig: ispatlanmistir (1). Diger yandan implantasyon oranlarim
arttrmak icin yardimli tutunma (assisted hatching) ve implantasyon dncesi glukokortikoid
tedavisinin etkileri hentiz tartismalidir. Embriyo transfer teknigi, endometrial reseptivitenin
yetersizligi, hastada myoma uteri ve hidrosalpinks olmasi ve embriyo kalitesinin dustuklugu
implantasyon basarisizliginin nedenleri olarak gosterilmektedir. Embriyonun tek basina
implantasyon basarisizliklarimn Ugte birinden sorumlu oldugu, diger Ugcte ikisinden
cogunlukla endometrial reseptivitenin sorumlu olduguna inanmiimaktadir (2,3).

Avrupada 2003 yili ART verilerine gore transfer basina klinik gebelik oranlari IVF
sikluslarinda %29,6, IVF-ICSI skluslarinda %28,7, frozen embriyo transfer sikluslarinda
%18,6, oosit donasyon sikluslarinda %37,9 olarak gerceklesti. 1VF sikluslarindaki
gebeliklerin %10'u takip sirasinda kaybedilirken, gogul gebelik orant %23,1 oldu. Transfer
basina klinik gebelik oranlarinda 1999-2003 yillar1 arasinda fark gézlenmedi (4). Amerika
Birlesik Devletlerinde 2001 yil1 ART verilerine gore transfer basina klinik gebelik oram IVF
skluslarinda %40,6, frozen embriyo transfer sikluslarinda %?29,3, oosit donasyon
skluslarinda %55,9 olarak gerceklesti. IVF sikluslarindaki gebeliklerin %17,2'si takip
sirasinda kaybedilirken, cogul gebelik oram %35,9 oldu (5). Amerika Birlesik Devletlerinde
yillar icinde ART sikluslarinda canli dogum oranlarinin yasa gore dagilimlart sekil 1 de
gogterilmektedir. ABD verilerinde transfer basina klinik gebelik oranlari ve gogul gebeliklerin
orant Avrupa verilerine kiyasla daha yiksek oldugu gorulmektedir. ART sikluslarinda
hedefimiz implantasyon oranlarini arttirirken ayni zamanda gogul gebelikleri de dnlemek
olmalidir.
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Sekil 1. Yillar icinde ART sikluslarinda canli dogum oranlarinin yasa gore dagilimlar (5).

Blastokist implantasyonu igin endometrial reseptivitenin maksimum oldugu menstrual
siklus araligina implantasyon penceresi denir. Bu donemde endometrial bezlerden cesitli
blytme faktorleri, sitokinler ve proteinler salgilanir (6). Son yillarda implantasyon penceresi
doneminin biyokimyasal belirtecleri Uzerine olan calismalar artan ilgiyle devam etmektedir.
Glycodelin-A, endometriumda glandller hicreler tarafindan salgilanan immuinsupresif
0zelligi olan bir proteindir. Menstrual siklusun luteal fazi boyunca artan seviyelerde salgilanir
(7). G-CSF hemotopoetik blyime faktorleri ailesine ait bir sitokindir. Ovulasyon indiiksiyonu
uygulanan sikluslarda, seviyesinin kanda siklus boyunca yukseldigi gosterilmistir. Foliktler
sivida ovulasyon esnasinda en yuksek degerlere ulasmaktadir (8,9). L-selectin bir hicre
adezyon molekilt olup, endometriumda ligandina baglanmasiyla bir sinyal kaskati aktif
konuma geger. Diger hiicre adezyon molekilerleri de kendi ligandlarina baglanir. Sonucta
embriyonun implantasyonu guclenmis olur (10).

Bir IVF-ET siklusunun basarisim belirleyen en 6nemli ¢ faktor vardir. Bunlar embriyo
kalitesi, endometrial reseptivite ve atravmatik embriyo transferidir. Bu ¢alismada IVF-ET
siklusu uygulanan hastalarda oosit toplama zamani ve embriyo transfer zamam servikal
mukusta ve embriyo transfer zamam serum drneklerinde glycodelin-A, G-CSF ve L-selectin
duzeylerinin implantasyon oranlarim etkileyip etkilemedigi arastirildi. Eger bu tg belirtegin
bir IVF-ET siklusunda, endometrial reseptivitenin bozulmasina bagli olusabilecek basarisiz
sonuglart Onceden Ongorebilecegini  bulabilirsek, embriyo transferini  erteleyip, tim
embriyolar: dondurabilir ve implantasyona uygun siklusta transfer edebiliriz. Ote yandan
arastirdigimiz belirteclerin diizeyleri endometrial reseptivite icin yeterli diizeyde ise transfer
edilecek embriyo sayisimi azaltarak IVF sikluslarinin dnemli bir komplikasyonu olan gogul
gebelikleri 6nleyebiliriz.



GENEL BIiL GiLER

Sperm ve oositin bir araya gelisi Uremenin en 6nemli olaylarindan biridir. Bu olayin
gerceklestigi bolge ve fertilizasyona katilan kaynaklar calisiimast zor bir alandir. Bu
kisitlamalar in-vitro fertilizasyon ile degismistir. Sperm ve oosit matlrasyonu ve
fertilizasyonundaki artan bilgiler yardimecir Ureme tekniklerinin klinik kullanimimn 6nemli
yararlarindan biridir.

Sperm transportu ve kapasitasyon

Spermatogenezin baslamasindan yaklagik 72 gun sonra sperm kaudal epididmis'e
ulasmaktadir. Kaudal epididimis ejakilasyon icin gerekli spermleri depolamaktadir.
Epididimisin sadece depolama gorevi oldugu dustincesi dogumsal vas deferens yoklugu olan
erkeklerde in vitro uygulamalarda bu spermlerin dolleme yetenegi sonrasinda gebeliklerin ve
canli dogumlarin gosterilmesi ile ispatlanmistir (11). Ayrica testikiler biopsi ile elde edilen
tek bir spermin oosit icerisine enjeksiyonu (intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu) fertilizasyon
ve gebelik elde edilmesinde son derece basarilidir (12).

Spermin oositi dolleyebilmesi igin kapasitasyon kazanmasi gerekir. Kapasitasyon
Ozelligi; akrozom reaksiyonunu gecirebilme, zona pellusidaya baglanabilme ve
hipermotilitenin elde edilmesini icerir. Her ne kadar kapasitasyon spermin disi genital
kanalinda gegirecegi degisiklikler olarak tamimlansa da, 6zellikli mediumlarda kisa bir stre
inkiibasyon ile sperm, disi Ureme kanalinda olmadan kapasitasyon kazanabilir. in-vitro
kapasitasyon icin laktat, piruvat ve glukoz gibi enerji kaynaklar: ile albumin gibi protein
iceren bir kultir mediumuna ya da serum veya folikuler sivi gibi biolojik bir sivi iceren bir
kultur mediumuna ihtiyag vardir. Sperm yikama islemi kapasitasyonda baslangic basamagi
olarak muhtemelen sperm yuzeyindeki kilfi aywrmaktadir. Sperm yizeyinden kolesterollin
ayrigtirilmast  spermi akrozom reaksiyonuna hazirlamaktadir. Kolesterolin kaybi zona
pellusida icin sperm yuzey reseptorleri ile ilgili olan sperm hicre membraninda ytzey
lestinlerinin ekspresyonunu ayarlamaktadir (13). in-vitro kapasitasyon icin gerekli ortalama
zaman iki saattir (14).



Folikul gelisimi ve ovulasyon

Overin fizyolojik gorevleri gametlerin periyodik olarak atilmasi ve steroid hormonlar
olan estradiol ve progesteronun dretimidir. Over dista korteks, igte santral medulla ve rete
ovari (hilus) olmal tzere ti¢ major kistmdan olusmaktadir. Oositler folikul olarak adlandirilan
kompleksler icinde olup, korteksin i¢ kisminda yer alan stromal doku i¢inde gomulmsglerdir.

Gestasyonun alt1 ile sekizinci haftalarinda ovarian farklilasmanin ilk isaretleri, germ
hicrelerinin hizli mitotik cogalmasidir. 16-20. haftalarda alt1 ile yedi milyon oogoniaya
ulasilir. Bu gonadin ulasabilecegi maksimum kapasitedir ve bu donemden sonra germ hiicre
sayisi giderek azalacaktir. Mitoz ile germ hicreleri oogoniaya donusurler. Oogonialar ilk
mayotik boluinmeye girip profaz evresinde oositlere donusurler. Mayozun diploten evresine
ilerlemesi dogumda tamamlanmaktadir. Oosit iki kez mayotik bolinme gegirir. Birincisi tam
ovulasyon 6ncesinde, ikincisi ise sperm penetrasyon zamanindadir. Fazla genetik materyal

ise, her mayotik bolinmede olusan polar cisimcik ile atilmaktadir (15,16).

Primordiyal folikil mayozun profaz evresinde duraklamis olan bir oosit ve onun
etrafinda bir bazal membran tarafindan cgevrelenen tek katli dncul graniloza htcreleridir.
Folikiller degisik derecelerde olgunlasmaya baslarlar. Onciil graniiloza hiicrelerinden olusan
tabakanin kiboidal graniloza hicre tabakasina dontsmesi ile primer folikilin olusumu
belirlenir. Daha tamamlanmamis graniloza hiicre gogalmasiyla preantral folikul olusur.
Folikdlin iginde sivi dolu bosluk olusmasiyla da antral folikil meydana gelir. Bir primer
foliktlin ovulasyona ilerlemesinin 85 gin aldigi dustnilmektedir. Bu zamanin biydk kismi
gonadotropinlerden bagimsiz olarak, FSH (Folikdl Stimile Edici Hormon) uyarisina hazir
konuma gelmek icin geger (17,18). Menstrual siklusun erken dénemlerinde FSH bagimli
foliktl olgunlasma evresi goralur. Olgun olan folikullerin sayisi gonada ulasabilen FSH
miktarina ve folikullerin gonadotropinlere duyarliligina baglidir. FSH reseptorleri graniloza
hiicre yuzeyinde en fazla oranda bulunmaktadir (19). Gelisme sirasindaki herhangi bir
zamanda her bir folikul atrezi olarak adlandirilan bir siireg icinde duraksama olur ve geriler.
Ovule olan her bir folikdl icin yaklasik 1000 tanesi degisik uzunluktaki abortif bluylume
doénemleri icinde kaybolacaktir. Gonadotropin uyarim yeterli ise birkag folikdl biriminden bir
tanesi cesitli derecelerde olgunlasma evrelerinden gegerek ovulasyona ulasacaktir. Morfolojik
olarak bu olaylar antral sivi artisi ile antrumun genislemesini ve avaskiler graniloza ile



vaskilarize teka internayr ayiran simirlayict membrana karsi graniloza hicrelerinin
sikigtirilmasim icerir. Antral sivi artist yavasga oositi gevreleyen granuloza yigini olan
kumulus ooforusu ayirir. Genisleyip ovarian kapsulden disart ¢ikinti yapan folikltn
ylzeyindeki tekamin incelmesi, ovarian kapsilt zayiflatan avaskiler bir alanin olusmasi ve
son olarak da antrumun aniden genisleyip kumulus igindeki oositin disar1 atilmasi gerceklesir
(20).

Oosit transportu

Oosit, ovulasyon srrasinda oositi folikil duvarina baglayan grantloza hicreleri
tarafindan sarilmistir. Oosit tarafinda nonselltler gegirgen glikoprotein tabaka olan zona
pellusida bulunmaktadir. Midsiklustaki LH (luteinize hormon) tetigine cevap olarak,
matUrasyonunda ilk mayotik boltinmesini tamamlamis oosit, ikinci mayotik boélinmeye
girmekte ve ikinci metafazda duraklamaktadir. Oosit transportu ovulasyondan uterus igerisine
girdigi morula asamasini kapsamaktadir. Oosit fallop tlpindeki seyahatinin ¢ok erken
doneminde déllenmektedir. Insanda oosit fallop tipiinde yaklasik 80 saat gegirmekte, bu
zamanmn %901 ampulla ve isthmik bolge gecisinde gergeklesir. Bu sirada embryo klivaj
evrelerini gegirmektedir. Basarili bir gebelik igcin embryo ve endometrium arasinda
senkronizasyon olmasi gerektigini gosteren calismalar mevcuttur. Eger endometrium
matirasyonu c¢ok geri ya da ileri evrede ise implantasyon bu durumdan olumsuz
etkilenmektedir (21,22).

Implantasyon Fizyolojisi

Fertilizasyondan U¢ gun sonra sekiz hucreli kliva) evresindeki embriyo olusur. Bir giin
sonra da morula asamasindaki embriyo uterin kaviteye girmektedir. Otuz ile 200 htcre
arasinda degisen blastokist, fertilizasyonunun alt1 ile yedinci guinlerinde zona pellusidanin
ayrilmasindan sonra endometriuma implante olur. Proliferatif endometriumdan sekretuar
endometriuma gecis implantasyon icgin gerekli olan reseptivitenin elde edilmesi icin son
derece onemlidir. Proliferatif faz ovarian folikul gelisimi ve ostrojen salimminin artim ile
birliktedir. Steroidal etki sonucu endometrium gelismesi ve rekonstriksiyon olur. Bu
proliferasyon, 6zellikle blastokist implantasyon sahasi olan uterusun Ust Ggte ikilik kisminda
artan mitoz, nilklear DNA ve sitoplazmik RNA sentezi ile belirgin hale gelir. Ostrojen ve
progesteron reseptdr konsantrasyonlar: ovulasyondan once siklus ortasinda tepe noktasina



ulagir. Proliferasyon sirasinda endometrium ortalama 0,5 mm’'den 3,55 mm'lik tek kat
kalinliga ulasir. Ovulasyondan sonra endometrium hem 0Ostrojene hemde progesterona karsi
reaksiyon gosterir. Devamli ostrojen varligina ragmen endometrial kalinlik preovulatuar
donemde 56 mm olur. Stromal elemanlarin her biri blyimeye devam ederken endometrial
kalinligin sabit kalmasi bezlerde ve spiral damarlarda kivrilmaya neden olur. Ovulasyon
oldugunda ilk histolojik bulgu, siklusun 17-18. gununde subntklear intrastoplazmik glikojen
vakuollerinin bez epitelde gorulmesidir. Dev mitokondriler ve nikleolar kanal sistemi bez
hiicrelerde gordlir. Nukleolar kanal sistemi progesterona bagli olarak gorulen 6zgun bir
olusumdur. Bu yapisal degisiklikleri takiben glikoprotein ve peptidlerin endometrial kaviteye
aktif sekresyonu bagslar. Plazmanin transtidasyonu da endometrial sekresyona katkida bulunur.
Onemli immunglobulinler dolasimdan alinir ve epitel etrafinda yapilmis olan baglayic
proteinler ile kaviteye verilir. Sekresyonda tepe noktasina siklus ortasi gonadotropin
zirvesinden yedi gun sonra ulasilir. Bu da blastokist implantasyonuyla aym zamana denk
dismektedir. Endometrium implantasyon zamaninda midluteal fazda 10-14 mm’lik cift kat
kalinligindadir. Endometrial reseptivite penceresi 28 gunlik normal bir siklusun 20-24
gunleri arasinda sinirlandiril mistir (23).

Implantasyon embriyonun endometriuma tutunmas: ve epiteli gecip maternal dolasim
sistemine plasentay: olusturmak icin ulasmasini kapsayan bir islem olarak tammlanmaktadir.
Implantasyon fertilize oositin uterusa girisinden iki ile ii¢c gin sonra olmaktachr (23).
Implantasyon; apozisyon, adhezyon ve invazyon olmak (izere ii¢ evreden olusmaktadhr.

Apozisyon ve Adhezyon

Insan blastokisti bir ile ¢ gin arast endometrial kavitede sekresyon icerisinde
kalmaktadir. Bu sure igerisinde zona pellusidasindan ayrilarak (hatching), endometrium
epiteline tutunmaya hazirlanmaktadir. Blastokistin embriyonik kutbunun tersi bolgesinde
hatching baslangic noktast olusur. ‘Zona kirici hicreler’ olarak adlandirilan 6zellesmis
trofoblastik hticreler bu noktada toplanarak zona pelusidanmin erimesini saglarlar. Zona kirict
hicreler zona pelusiday: eritebilen keseciklere sahiptirler. Mekanik olarak, mikrovilus ve
monofilamanlarin kontraksiyonlariyla da hatching islemi gerceklesir. Bu siire icinde blastokist

bir i¢ hiicre kitlesine (embriyo) ve bir trofoektoderme (plasenta) farklilasir (sekil 2) (24).



Blastocyst Hatching

Sekil 2. Blastokistin zona pellusidasindan ayrilmasi (25).

Blastokist endometrium ile daha yakin bir temasa geldikge yizeyindeki mikroviluslar
kisalir ve epitelyal hicrelerin luminal yuzeyindekiler ile baglant: kurarlar. Sonugta hiicre
membranlarinin son derece yakin bir temasta oldugu ve baglanti komplekslerinin kuruldugu
adhezyon evresine ulasilir. Adhezyon asamasinda integrin ve selektinleri de iceren tim
adhezyon molekulleri gorev alir. Desidualize endometrium ve erken embriyo hiicre
adhezyonunu saglayan laminin ve fibronektin gibi ekstraseliler matriks kompomentlerini
eksprese ederler (26). Bu donemde buyume faktorleri ve sitokinlerle birlikte birgcok molekdl
embriyo ile endometrium arasinda sinyal iletimine yardimci olarak adhezyonu saglarlar.
Glycodelin-A daimminsupresif 6zelligi ile embriyonun maternal reddini engeller (25).

Invazyon

Implantasyon isleminin basinda trofoektoderm; dista multiniikleuslu sinsityotrofoblast
ve icte sitotrofoblast tabakalarim olusturmak Uzere farklilagir. Sinsityotrofoblast tabakasi,
aralarindaki hticre zarlarim kaybederek birbirleriyle birlesmis olan trofoblast hiicre agindan
meydana gelir. Sinsityotrofoblast implantasyonun onct birimini olusturur. Endometriumda
ekstraseltuler matriks proteinlerini yikmak icin kollajenaz ve plazminojen aktivatori gibi
enzimleri salgilar. Plazminojen aktivatori, plazminojenin plazmine donisimuni saglayarak,
metaloproteinazlarin salinmasina yol agar. Sonugta matriks proteinleri yikilarak, invazyon
gerceklesir. Uterin spiral arterioller sitotrofoblastlar ile invaze edilir ve maternal endotel



myometriumun ilk Ucte birlik kismina kadar sitotrofoblastlar tarafindan kaplanir (26).
Trofoblastik aktivitenin kisitlanmasi blylime faktorlerinin, sitokinlerin, enzimlerin, baslatic
ve engel olucu faktdrlerin arasindaki denge ile gergeklesir. PAI-1 (Plazminojen aktivator
inhibitor), desidual hiicrelerin major Urdnudir. Menstruasyon sirasinda asiri kanamay: ve
erken gebelikte trofoblastik invazyonu sinirlar (27).

ART skluslar1 veimplantasyon

Y ardimci Ureme teknolojilerinin kullanim 1978 yilinda dogan ilk 1V F bebeginden sonra
gelismeye devam etmektedir. Artik yiksek kalitedeki embriyolar secilebilmekte ve
endometrium degerlendirilebilmektedir. Daha yuksek gebelik oranlari, daha az cogul
gebelikler ve genetik olarak saglikli bebekler yardimci Ureme tekniklerinin giinimiizdeki
hedefleridir (28). Butln gelismelere ragmen, son 10 yilda gebelik oranlarinda anlamli bir
artis olmamustir (29). Henuiz agikliga kavusturulamamus faktorler muhtemelen bu duruma
neden olmaktadr.

Maymunlarda yapilan hayvan calismalar1 insanda implantasyonun farkli evreler
icerdigini disundirmektedir. Blastokist endometriuma implantasyonu gerceklestirmeden dnce
zona pellusidadan siyrilarak apozisyon olur. ikinci adim olarak blastokist endometrial epitel
ylzeyi ile temas ederek adhezyon gergeklesir. Sonucta blastokist epitelyal yiizeye penetre olur
ve stromal invazyon meydana gelir (28).

Basarili bir implantasyonun gerceklesebilmesi igin blastokistin belli bir zaman
araliginda reseptif endometriumla karsilasmasi gerekir. Endometrium menstrual siklus
boyunca yeniden yapilanirken ancak kisitli bir zaman araliginda embriyoya reseptif durumda
olur. Bu zaman araligina implantasyon penceresi donemi denir. Dogal bir siklusta embriyo
ovulasyondan ortalama dort giin sonra uterin kaviteye girer (30). Ovulasyondan alt1 ile sekiz
gun sonra endometrium blastokist implantasyonuna reseptif hale gelir. Ortalama dort gin
boyunca reseptif halde kalir (31). Y Uksek kalitedeki embriyolarin alici annelere transferinin,
verici annelere transferinden daha iyi implantasyon oranlariyla sonuglandigi galisma; verici
annelerde hiperstimilasyona bagli estradiol yuksekliginin endometrial reseptiviteyi olumsuz
etkiledigini gostermektedir (32). Dusik embriyo kalitesi implantasyon basarisizligimin en
Onemli nedenlerinden biridir (33).
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Ovarian stimulasyon uygulanan sikluslarda implantasyon oramnt arttirmak igin
implantasyon penceresi donemini belirleyebilmek ve secilen en kaliteli embriyoyu bu
donemde transfer etmek gereklidir. Endometrial reseptiviteyi ve embriyo kalitesini, yardimci
Ureme teknolojilerinin uygulandig: siklusa zarar vermeden degerlendirilebildigi yontemlerin
bulunmas: gerekir. Implantasyon oosit matiirasyonunun erken donemlerinde baslayan,
embriyo ve endometrium arasindaki kompleks iliskiler sonucunda olur (34). Embriyo
gelisimiyle endometrial mattirasyonun senkronizasyon igerisinde olmasiyla basaril1 blastokist
implantasyonu  gergeklesir.  Yardimct Ureme tekniklerinin - uygulandigi  sikluslarda
implantasyon oranlarim arttirabilmek icin endometrial reseptiviteyi gosteren ve invaziv

olmayan yontemler bulmak gerekir.

Sperm donasyonu kullanilarak yapilan intrauterin inseminasyon sikluslarinda, siklus
basina gebelik oranlarinin yasla birlikte azaldigi gozlenmistir (35). Fertil kadinlarda human
koryonik gonadotropin élciimleriyle saptanan erken gebeliklerin Ggte birinin klinik gebelik
Oncesi kaybedildigi anlasilmistir (36). Bu durum yumurta donasyon programlarinda veya IV F
sikluslarinda %37 ve %48 gibi daha yilksek oranlarda gergeklesir (37). insan embriyosunda
yuksek oranlarda kromozomal anomaliler gozlenir. Embriyonik genetik anomali oran: yasla
birlikte artmaktadir. Genel populasyona gore infertil giftlerde embriyonik genetik anomali
orant daha yuksektir. Bu sorun ART sikluslarindaki implantasyon basarisizliginin en dnemli
nedenlerindendir (38,39).

Endometrial reseptiviteyi saptayabilmek igin farkli yontemler tzerinde galisilmaktadir.
Elektron mikroskopuyla endometrial ultra morfolojik yapilar incelenebilmektedir. Bu
yontemle endometrial reseptiviteyi gosteren pinopodlar ve niklear kanallar gosterilebilir.
Blastokistin endometriumda sadece pinopod bulunan alanlara implante oldugu ve
pinopodlarin implantasyon pencere doneminde ortaya ¢gikmast ve sonra kaybolmas: nedeniyle
endometrial reseptivitenin belirtegi olabilecegi bildirilmistir (40). Ancak klinik olarak
uygulanabilir bir yontem degildir.
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Implantasyonda rol alan molekiiller

Ovulasyondan 7-10 giin sonra her siklusta embriyo ile endometrium arasindaki iliskiyi
saglamak amaciyla implantasyon penceresi doneminde bircok molektlin ekspresyonu
meydana gelir. Embriyonun endometriuma implantasyonunda integrin molekulleri, L-selectin
ligandlari, mucin—1, HB-EGF( heparin-baglayic1 epidermal blyume faktorl) ve pinopodlar
gorev alir. Endometriumdan salgilanan sinyallere (I6semi inhibitor faktor reseptord, colony
stimulating faktor reseptord, insulin-benzeri bluyime faktori ve HB-EGF reseptoril) karsilik
embriyodan sitokin ve biyume faktorleri salgilamir. Glycodelin, inhibin ve interlokinler gibi
immunmodulator faktorler implantasyonda embriyonun maternal reddine engel olurlar. VEGF
(vaskiler endotelyal buiytime faktori) ve prostoglandinler implantasyonda angiogenezisde rol
alirlar (25). (sekil 3)

' VECF | Glycodelin
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Sekil 3. Embriyo ile endometrium arasindaki iliskiyi saglayan faktorler (25).
Pinopodlar

Endometrium epitelinin apeksinde bulunan kabarcik seklindeki cikintilardir. Elektron
mikroskop yontemi pinopodlar: tespit etmek igin en yararli yontemdir. Luteal faz ortalarinda
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fertilitesi ispatlanmis 68 kadindan endometrial biyopsi Orneklemesi ve kan oOrneklemesi
yapilmis. Progesteron seviyelerinde yikselmeyle beraber pinopodlarin ortaya ¢ikisi elektron
mikroskopuyla gozlenmistir (41). Blastokist implantasyonu igin endometrial reseptivitenin
duzenlenmesinde HOXA-10 geni rol alir. Farelerde yapilan galismada HOXA-10 geninin
bloke edilmesi endometrial histolojiyi etkilemezken, pinopod sayilarinda azalmaya yol
acmistir (42). Bes fertilitesi ispat edilmis kadindan endometrial biyopsi 6rneklemesi LH
pikinden bes giin sonra alinmis ve blastokistin, endometrium 6rneklerinde implantasyon igin
pinopod bulunan bolgeleri tercih ettigi gosterilmistir (40). Diger taraftan luteal fazdan 11.
gebelik haftasina kadar endometriumda pinopod olusumunu gosteren calisma; pinopodlarin
implantasyon penceresi donemine 0zgu olmadiklarim, belli bir sire progesteron etkisinde
kalan endometriumda pinopod olusumunun gordlecegini bildirmistir (43). Endometrial
reseptiviteyi gostermede pinopodlarin tespit edilmesi implantasyon oranlarim arttrmak icin
etkin bir yontem degildir (sekil 4).

ey Spat -'u_:|,..:"_' + -..aq ] - y
-b_l.‘f M) !..ptllih TatH I -J!F' -‘.H it pragineg Cegtre ..n.-‘:l.ﬂ'lh T

!:l-ra.'

Sekil 4.endometrium epitelinde sekretuar fazda pi nopod ekspresyonu (42).
Losemi inhibitor faktor

LIF (Lésemi inhibitdr faktor), birbirleriyle ilgili olan IL-6 (interlokin-6), IL-11
(interlokin-11), CT—1 (cardiotropin), OSM (oncostatin-M), CNTF (silier norotrofik faktor),
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CLC (cardiotropin-like cytokine), NP (neuropoietin) gibi sitokin grubuna ait, dort alfa-heliks
yapisinda bir sitokindir (42). Bu molekiller sinyal iletimini gpl130 proteini yoluyla yaparlar.
Farelerin endometrium epitelinden, blastokist implantasyonundan 0Once LIF mRNA
ekspresyonunun artan seviyelerde gosterilmesi ve LIF geni olmayan farelerde implantasyon
basarisizligi olmasi, LIFin implantasyonda Onemli gorevi oldugunu gosterir (44).
Endometrial kavite yikama sivilarinda LIF diizeyine LH pikinden 10 giin sonra bakmuslar.
Aciklanamayan infertilite tamisi olan hastalarda LIF diizeyi normal fertil gruba gére anlamli
olarak dustk bulunmustur (45). LIF in implantasyondaki gorevini arastiran calismalar devam
etmektedir.

Integrinler

Integrinler, 18 alfa ve sekiz beta zincire sahip glikoprotein yapida hiicre adezyon
molekiilleridir (46). Integrin subiiniteleri; ekstraseliler, intraseliler ve transmembrantz
alanlar icerir. Embriyolojik gelisme, hemostaz, tromboz, yara iyilesmesi, immin ve non-
immin savunma mekanizmalar: ve onkojenik transformasyon gibi bircok fizyolojik olayda
hicreler arasi adezyonu saglayarak gorev airlar (47). Duzenli adet goren, endometrial
patolojisi olmayan 45 kadinda menstrual siklus boyunca osteopontin ve onun reseptori olan
beta—3 integrin diizeyine immunohistokimyasal yontemlerle bakmislar ve ge¢ sekretuar fazda
salinimlarinin daha yiksek oldugunu bulmuglardir (48). Progesteron indirekt ve direkt
yollarla endometrium epitelinden beta—3 integrin ve osteopontin ekspresyonunu arttirir.
Indirekt olarak stromal hiicrelerde bilyiime faktorlerinin diizeyini artirir ve bilylime faktorleri
de parakrin yolla beta-3 integrin ekspresyonunu saglar. Diger taraftan progesteron direkt
olarak da endometrium epitelinden beta—3 integrin ve osteopontin ekspresyonunu saglayabilir
(49).

Vaskuler endotelyal buiytime fakt6ri

VEGF, atinct kromozom Uzerine yerlesmis, insan vicudunun degisik bolgelerinde
angiogenezisde gorev alan bir blytime faktortdir (50). Embriyonun implantasyonu ve
plasentasyonu igin angiogenezis gereklidir. VEGF, angiogeneziste énemli bir faktor olarak,
embriyonun implantasyonunda gérev almasi muhtemeldir (51). Bir calismada, VEGF
diizeyinin kan 6rneklerinde gonadotropin uygulamasiyla distigl ve embriyo transfer zaman
serum VEGF dizeyi yiksek olan IVF hastalarinda gebelik oranlarinin daha yiksek oldugu
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gogerilmistir (52). VEGF olcimlerinin implantasyonda belirtec olarak diagnostik degerinin
olabilmesi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.

Glycodelin-A

Glycodelin matir formu 162 aminoasit rezidusi igerir ve agirhiginin %17,5 ni
karbonhidratlardan olusturur. Glycodelinin glikolizasyonundaki farkliliklara bagli olarak g
farkli izoformu mevcuttur (6). Glycodelin-A uterin [imene progesteron etkisiyle salgilanan
major proteindir. Cogunlukla amnion sivisinda bulunur. Glycodelin-A ve glycodelin-F
folikiler sivida da bulunurken glycodelin-S seminal plazmada bulunur. Over, serviks ve
fallop tupt tarafindan glycodelin salgilandigi invitro ¢calismalarla gosterilmistir (7).

Glycodelin-A aym zamanda plasental protein 14 (PP14) veya progesterone associated
endometrial protein ( PEP ) olarak da bilinen, ge¢ sekretuar endometrium tarafindan sentez
edilen major glikoproteindir. Glycodelin-A ovulasyondan dort ile bes glin sonra salgilanmaya
baslar ve menstruasyona kadar devam eder. Gebelik esnasinda desiduadan glycodelin-A
salgisi artarak devam eder (sekil 5). Glycodelin-A immunosupresif 6zelliginden dolay:
fetusun yabanci cisim olarak implantasyon alanindan reddini engeller (25). Glycodelin-A
sahip oldugu karbonhidrat sekansiyla spermin zona pellusidaya yapismasini engeller.
Glycodelin-A’ min ovulasyon sirasinda yoklugu fertilizasyona olanak saglarken ovulasyondan
sonra artis1 implantasyonun ve gebeligin devamin saglar. In vivo calismalar gostermistir ki
glycodelin-A salimmi korpus luteumdan salgilanan progesteron ve relaxin hormonlar:
sayesinde gerceklesir (7). Durand ve arkadaslari (53) yaptiklart bir calismada; acil
kontrasepsiyon yontemi olarak LH pikinden t¢ dort giin 6nce hastalara 12 saat arayla iki doz
levonorgestrel verilmis ve daha sonra luteal faz boyunca glycodelin-A seviyelerine bakilmis.
Glycodelin-A seviyesinin erken yikselmesinin ardindan luteal faz boyunca kontrol grubuna
gore daha dusUk seviyelerde salgilandigi gbzlenmis. Glycodelin-A erken yikselerek spermin
zona pellusidaya yapismasini engelledigi ve luteal faz sliresince seviyesinin dusik olmasi
nedeniyle de endometrial reseptivitenin azalmasina yol agtig1 sonucuna varilmistir.
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Glycodelin expression
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Sekil 5. Siklus boyunca glycodelin-A’ nin salimimu (25).

G-CSF

Sitokinlerin ovarian fonksiyon icin dnemli lokal faktorler oldugu gorilmektedir. G-CSF
hemotopoetik biytme faktorleri ailesine aittir (54). Primer olarak hemotopoetik hiicrelerden
Uretilmesine ragmen osteoblastlar, diz kas hucreleri, endotel, epitel, insan over ve
endometriumu tarafindan da Uretilir (55). Ovarian stimilasyon uygulanan siklislarda beyaz
kire hucrelerinin arttigi, sonug olarak da G-CSF duzeyinin kanda siklus boyunca yukseldigi
goserilmistir (8,9). Bazi1 arastirmacilar da G-CSF diizeyinin ovulatuar fazda en fazla arttigin,
bu ylizden G-CSF nin ovulasyonda dnemli role sahip oldugunu ileri sirmuslerdir (56). Bir
baska calismada servikovajinal sivida ve periferik kanda implantasyon belirteci olabilmesi
icin sitokinler calisilmis, M-CSF ve EGF en yararli biyokimyasal belirtecler olarak
bulunmustur (57).

L-selectin

Selektinler hticre adezyon molekilleri grubunun tyeleri olarak P-selectin, L- selectin
ve E-selectinden olusurlar. Butlin selektinler en az %30 karbonhidrat igeren glikoproteindirler
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(58). Embriyonun endometriuma baglanmasi icin trofoblastlardan salgilanan L-selectin ile
endometriumdan salgilanan oligosakkarid yapili L-selectin ligandi kopru olustururlar. L-
selectinin ligandina baglanmasiyla bir sinyal kaskadi aktif konuma gecerek diger hicre
adezyon molekdllerinin (integrinler ,tropofinin , HB-EGF) kendi ligandlarina baglanmast
gerceklesir. Boylece embriyonun endometriuma adezyonu pekismis olur ( sekil 6) (10). Bu
nedenle L-selectinler endometrial reseptiviteyi gostermede dnemli biyokimyasal belirtegler
olabilirler. L-selectinler endometriumun degisik fazlarinda farkli seviyelerde salinirlar. Luteal
fazda upregule olurlarken proliferatif fazda downregile olurlar. L-selectin, sekretuar fazin
baglangicindan post-ovulatuar bes ile yedinci gunlerde pik seviyesine ulasirken, post-
ovulatuar 9-11. gunlerde seviyesinde dusmeler baslar. L-selectinler luminal epitelden
glandiler epitele gore daha fazla salinirlar (58).

Uterine cavity

M LIC-1

P

Tty L
PP ki)
e S SR S

Sekil 6. Embriyonun endometriuma adhezyonunda L-selektinin rolti (25).

ART sikluslarinda implantasyon oramm arttirma stratejileri

ART “de gcogul gebelikleri azaltmak icin tek embriyo transferine dogru bir egilim vardr.
Bu nedenle embriyo secimi giderek 6nem kazanmaktadir. Morfolojik degerlendirme embriyo
secimi icin standart bir yontem haline gelmistir. Embriyolojik gelisme dahaiyi anlasildikgain
vitro kultdr teknikleri de gelismistir. Buna ragmen embriyo gelisim evrelerinden hangisinde
transferin yapilmas: konusunda ortak bir fikir olusturulamadi. Bazilar1 blastokist evresinde,
bazilar1 da klivaj veya iki pronikleus (2PN) evresinde embriyo transferi yapmaktadir (28).
Embriyo kalitesini degerlendirmede morfolojik yontemin subjektif olmasi nedeniyle yeni
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yontemler arastirilmaktadir. Embriyo kiltir mediumunda besin tiketimini ve metabolik
sekresyonlarin olgtimtine yonelik yontemler arastirilmaktadir (59).

Endometrial kalinlhigin, IVF-ET sikluslarinda hCG verilme glni transvaginal ultrason
Olctimleriyle ince bulunmasinin implantasyon oranlarint olumsuz etkiledigi genis 6lcude
kabul edilmistir. HCG verilme gunu dokuz mm endometrial kalinlik kesme noktasi olarak
alindiginda dokuz mm’'nin atindaki oOlcimlerde gebelik oranlari anlamli olarak dustk
bulunmustur (60). HCG verilme gunii 14 mm'nin Uzerinde endometrial kalinligin
implantasyon oranlarim olumsuz etkilemedigi, endometrial kalinligin folikuler stimilasyon
siresi ile dogru orantiliyken hasta yasi ile ters orantili oldugu gosterilmistir (61). Retrospektif
olarak 1294 IVF siklusunun incelendigi arastirmada; hasta yasi ve embryo kalitesinden
bagimsiz olarak endometrial kalinlik arttikga gebelik oranlarinin arttig: bulunmustur (62).

Farelerde yapilan calismada; ovarian stimilasyonun embriyo kalitesine ve endometrial
reseptiviteye zarar vererek, implantasyon oranlarint azalttigi gosterilmistir (63). Prospektif
olarak, IVF-ET siklusuna dahil olan 55 hastada yapilan ¢aligmada; recombinant FSH, GnRH
antagonist ve hCG’'nin oosit toplama zamam endometrial matirasyon Uzerine etkisi
arastirilmig. Stimilasyon baslama ginti LH dizeyinin yuksekligi ve antagonist ekleninceye
kadar ki recombinant FSH tedavisinin slresinin uzunlugunun, oosit toplama zamani
endometrial mattrasyonun normal histolojiye gore daha ileri evrede olmasina neden oldugu
bulunmustur. Normal histolojiye gore t¢ gunin Uzerinde gelismis endometriumlarda gebelik
gozlenmemistir (64). IVF-ET skluslarinda, dogal sikluslardaki hormonal degisimlere
benzeyen stimilasyon protokolleri gelistirebilirsek implantasyon oranlarim arttirabilmek

miumkin olabilir.

Preimplantasyon genetik tam (PGD) ilk olarak genetik bozukluk tasiyan ve genetik
olarak etkilenmis bebek sahibi olma riski olan ciftler icin gelistirildi (65). Son zamanlarda
preimplantasyon genetik tarama (PGS) herediter hastalik tasimayan infertil ciftlerde IVF
sonuglarimt  optimize etmek igin kullanilmaya baslandi (66). Gametlerin  kromozal
analizleriyle, erken preimplantasyon embriyolarinda yiksek oranda kromozal hata oldugu
saptandi. Dustk 1VF basarisi olan giftlerde implantasyon oramini arttirabilmek icin PGS
yonteminden yararlanilmaya baglandi. Fertilizasyon oOncesi ilk polar cisimcik veya
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fertilizasyon sonrasi ikinci polar cisimcik cikarilarak genetik inceleme yapilabilir. Klivaj
evresi embriyodan blastomerler gikarilarak veya blastokist evresi embriyoda trofoektoderm
dokusu gikarilarak da PGS yapilabilir (67).

PGS ve PGD ayni teknolojilerin kullanilmas: nedeniyle benzer tedavi yontemleri olarak
sunulurlar. Aslinda farkli endikasyonlar nedeniyle kullanilirlar. PGS, IVF-ICSI tedavisi
uygulanan subfertil ciftlerde implantasyon oranlarint arttirmak icin kullanilirken, PGD, fertil
ciftlerde genetik bozukluklardan etkilenmis cocuk sahibi olmay:r onlemek icin kullamlir.
PGS nin, ileri maternal yas, tekrarlayan 1V F basarisizligi, tekrarlayan diisiikler ve TESE-ICSI
durumlarinda kromozomal anomali riski arttigi igin kullanim endikasyonu vardir. Bugiine
kadar ki yapilan randomize kontrollii calismalardan elde edilen veriler 1siginda, hentiz
PGS nin implantasyon oranlarini arttirdigi sonucu ortaya ¢ikmamistir (68). Mersereau ve
arkadaglar1 (69) PGS uygulamasi icin endikasyon kisitliligr koymadan yaptiklar: prospektif

randomize kontrollu ¢alismada, PGS nin implantasyon oranlarin: arttirmadigim bulmuslardir.

ART sikluslarindaki dnemli bir soru da embriyo transferinin zamanlamasidir. Blastokist
evresine kadar beklemenin faydasi daha iyi kalitede embriyo secimine olanak tammasi ve
embriyo ile endometrium arasindaki senkronizasyonun daha fizyolojik olmasidir. iyi kalite
blastokist transferinde andploidi riski de azalmaktadir. Diger taraftan kultir mediumlarinin,
henltiz embriyo gelisimi icin endometrial kavite kadar yeterli olmamasi nedeniyle iyi klivaj
evresi embriyolarin kaybedilmesi riski vardir. Segilmemis hasta grubunda blastokist
transferinin canli dogum oranlarim arttirma ve gogul gebelik oranlarim azaltma basarisi hentiz
gosterilememistir (70). Iyi prognoza sahip genc hasta grubunda blastokist transferinin canli
gebelik oranlarim arttircig1 gosterilmistir (71).

Ozellikle ileri yastaki kadinlarda, ART sikluslarinda, blastokist transferi uygulanchginda
blastokistin zona pellucidan ayrilmasindaki basarisizlik nedeniyle implantasyon oranlari
dusmektedir. Bu sorunu asmak igin zona pellusidanin bir kisminin ¢ikarilmas: veya assisted
hatching yontemi uygulanir. Assisted hatching yontemi gebelik oranlarint arttirirken canli
dogum ve spontan abortus oranlarina bir etkisi yoktur. Diger taraftan cogul gebelik oranlarin:
arttirmaktadir (72).
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ART sikluslarinda uygulanan kontrolli ovarian stimulasyon dogal fizyolojik sureci
degistirerek embriyo gelisimini ve endometrial reseptiviteyi etkilemektedir. Ovarian
stimulasyon, ostrojen ve progesteron duizeylerini ve bu iki hormonun birbirlerine oranlarin
degistirir. Sonug olarak, bu hormonlarin endometrial reseptdr ekspresyonu da degisir. ART
sikluslarinda amag birden gok matir folikul olusturmaktir. Bu yontem de doga sikluslara
gore daha yuksek Ostrojen ve progesteron seviyelerine yol acarak endometrial reseptivitenin
etkilenmesine neden olur (73). Stimulasyon uygulanan sikluslarin dogal sikluslardan farkl
sekilde embriyo ve endometrial reseptiviteyi etkiledigi bilinmektedir. Implantasyon
basarisizligimn tamam: embriyo secim yanlisligina veya kromozal anomalilere baglanamaz.
ART siklusuna zarar vermeden en az invaziv yontemlerle endometrial reseptiviteyi gosteren
biyokimyasal belirtecleri bulmak gerekir. Biz de bu amagla, IVF-ET sikluslarinda endometrial
reseptiviteyi gosteren glycodelin-A, G-CSF ve L-selectin dizeylerinin gebeligi 6ngdrmedeki
faydasin servikal mukus ve serum érneklerinde arastirdik.
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GEREC VE YONTEMLER

Dokuz Eylul Unlversitess Tip Fakilltess Hastanesi Kadin Hastaliklari ve Dogum
Anabilim Dali Tup Bebek Merkezine Mart 2007 ile Mayis 2007 tarihleri arasinda 1VF
tedavisi icin basvuran infertilite hastalari calismaya dahil edildi. in vitro matirasyon
uygulanacak olan hastalar ¢alisma disinda birakilirken, 1IVF/ICSI yontemi uygulanacak olan
veya intauterin inseminasyon siklusundan hipersitimulasyon nedeniyle IVF siklusuna donen
hastalar da calismaya dahil edildi. Yas, infertilite tipi, 3.gn folikul stimile edici hormon
(FSH) ve ostradiol (E2) degerleri ve IVF siklus sayisi gibi degiskenler calismaya uygunluk
kriterleri icine dahil edilmedi. Bu slre iginde kabul ve dislama kriterlerine uygun 59 hasta
yazili ve s6zIi onam vererek calismaya katildi. Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakdiltesi
klinik arastirmalar etik kurulundan izin alinarak calismaya baslandh.

Hastalara GnRH analogu (Lucrin; Abbott, Fransa/ Suprefact; Sanofi Aventis, Almanya)
ile bir 6nceki siklusun luteal fazimin ortasindan baslayarak uzun protokol ile hipofizer down
regulasyon yapildiktan sonra bireysellestirilmis dozlarda rekombinant FSH (FSH; Gonal-F,
Serona, italya / Puregon; Organon, Hollanda) veya Human Menopozal Gonadotropin
(Menogon; Ferring, Almanya / Menopur; Ferring, Almanya) ile indiksiyon baslandi. Yedi
hastaya ise gonadotropin tedavisi basladiktan bes ile alti gin sonra GnRH antagonist
(Orgalutron; Organon, Hollanda / Cetrotide; Serona, Almanya) tedavisi eklenerek eksojen
gonadotropin uyarisina devam edildi. Folliktler buylime diizenli olarak ultrason élctimleri ile
takip edildi. En az iki folliktl ¢ap1 18 mm olunca 10.000 U Human Koryonik Gonadotropin
(HCG; Pregnyl, Hollanda) uygulandi. Oosit toplama islemi HCG yapildiktan sonra, ortalama
36 saat sonra intravendz sedasyon altinda, transvaginal USG ( 7MHz, Siemens, Japonya)
esliginde yapildi. Sedasyon igin midazolam (dormicum ampul 5mg/5ml,Roche) 0,02mg/kg,
fentanyl (fentanyl citrate ampul, Abbott) 1mcg/kg ve propofol (propofol flakon500mg/ml,
Abbott) 1mg/kg dozlarinda kullanildh.

Oositlerin toplanmasi icin vajen streril salin soliisyonuyla yikanmadan 6nce, servikal
osa bir dakika sureyle oftalmik siinger (BD visispear eye sponge; BD visitec, A.B.D)
uygulandi. Bu yontemle alinan servikal sekresyon Ornekleri, kapakli plastik tiplere
yerlestirilerek -80 °C’ de saklanmak (izere hemen transport edildi. Oosit toplama Oncesi
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mesane kalict olmayan foley sonda ile bosaltildi. Steril bir kilif icindeki transvajinal prob
(7MHz) ve beraberinde tutturulmus aspirasyon ignesi (Gynetics, Hamont-Archel, Belgium)
overleri gormek ve foliklleri en biyik capindan aspire etmek icin kullanldi. Ozel olarak
planlanmis 16 G'lik igneler ile 10mm’den buyuk folikullere keskin olarak girilerek 125
mmHg vakum basincinda(Storz, Almaya) folikuler sivi ve oositler aspire edildi. Aspire edilen
sivi, aspirasyon ignesi gikarilmadan hemen incelendi. Eger oosit bulunamadiysa folikul igine
tekrar sivi (Hams F-10) verilerek aspirasyon yapildi.

Oosit toplama isleminden sonra hastalarin eslerinden masturbasyon ile semen Ornegi
alindi. Spermler swim up ve yogunluk gradienti santrifugasyon yontemi ile hazirland:.
Ayrilan spermler kapasitasyon amaciyla 0,54 saat protein iceren mediumda ( Quin’s Sperm
Washing Medium, Sage Media, A.B.D) inktibasyona birakildi. Genelde her oosit 50-100 bin
sperm ile beraber 37 °C'de, %5'lik karbon dioksidli ve %98'lik nemli ortamda (Heraus
inkubatdr, Almanya) bekletildi. Fertilizasyon, inseminasyon veya ICSl isleminden 16-20 saat
sonra mikroskop altinda iki ayr1 pronukleusun gorilmesi ile tespit edildi. Klivaj 24 saat sonra
degerlendirildi. Embriyo transferi, inseminasyon veya ICSl isleminden yaklasik 48-72 saat
sonra yapildi. Embriyo kalitesi; hicre sayisi, simetri, blastomerlerin sekli, perivitellin
araliktaki sitoplazmik fragmentasyonlarin blytklugi ve klivaj orant dahil edilerek morfolojik
Ozelliklere dayanarak hesaplandi (74). Grade 1 embriyo: % O fragmentasyon, grade 2
embriyo: %0-25 arasi fragmentasyon, grade 3 embriyo: %2550 arasi fragmentasyon ve
grade 4 embriyo: > %50 fragmentasyon oran olarak hesaplandi.

Embriyo transferi dncesinde vajen steril salin soliisyonuyla yikanmadan 6nce, servikal
osa bir dakika sureyle oftalmik siinger (BD visispear eye sponge; BD visitec, A.B.D)
uygulandi. Bu yontemle alinan servikal sekresyon Ornekleri kapakli plastik tiplere
yerlestirilerek, -80 °C' de saklanmak Uizere hemen transport edildi. Transabdominal
ultrasonografi (5SMHz, Siemens, Japonya) rehberliginde transfer kataterinin (Wallace, Smiths,
Ingiltere Labotect, Almanya) ucu fundusa dokunmadan yaklasik 0,5-1 cm altinda iken
midkaviteye embryo transferi yapildi. Transfer kataterinde embriyo kalip kalmadig: kontrol
edildikten sonra isleme son verildi. Embryo transfer zamaninda hastalardan diiz tipe konmak
Uzere serum kan drnekleri de alindi. Alinan kan 6rnekleri 2000 devirde 10 dk siireyle santrifdj
edildi ve serum kismi ayrildi. Elde edilen serumlar -80 °C’ de dondurularak saklanch.
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Hasta litotomi pozisyonunda 30dk istirahat ettikten sonra taburcu edildi. Luteal faz
destegi doga progesteron (Progestan kapsil,100mg, Kocgak, Turkiye) 600 mg/gun,
intravaginal uygulama ile saglandi. Biyokimyasal gebelik embriyo transferi sonrasi 12. giinde
serum B-hCG 6lcimi >25 mlU/ml ise ve klinik gebelik transvaginal USG’de bir veya daha
fazla gebelik kesesi gorilmesi ile tamndi. Servikal sekresyon ve serum Ornekleri

biyokimyasal analizin yapilacag: zamana kadar -80 °C’ de sakland..

Biyokimyasal analiz:

Oftalmik stingerler Castle ve arkadaglar1 (75) tarafindan tanimlanmis yontemle ekstrakte
edildi. Her slinger absorbe ettigi sekresyon miktarim belirlemek Gzere tartildi. Stngerler
300nL ekstraksiyon tamponunda 30 dakika 4°C’ de bekletildi. Ekstraksiyon tamponu fosfat
tamponu, NaCl (0,25 M), Aprotinin (100 ng/mL) ve Sodyum azid (% 0,001) bilesenlerinden
olustu. Daha sonra Spin-X santrifuj filtre tdpleri (Corning, Sigma) kullanilarak 16000 g’ de 15
dakika santrifiy yapildi. Ayni miktarda ekstraksiyon tamponu ile yeniden yikama yapilarak
hemen santriftj yapildh. iki ekstraksiyon volimii birlestirilerek analiz yapilincaya kadar -80
°C'de saklandi. Kuru slingerlerin (y) ve sekresyon absorbe edilmis stingerlerin (x) agirhig:
kullamlarak dilusyon faktéri hesaplandi: [(x-y)+0,6g tampon]/(x-y), tamponun dansitesi
1,005g/mL olup 0,6mL tamponun agirligi 0,603g olarak alindi. L-Selectin (Bender
MedSystems Inc., A.B.D), G-CSF (Biosource, A.B.D) ve Glycodelin-A (DRG, Almanya)
kitleri ile ELISA yontemi ile calisildi. Geri kazamm calismasi icin her test icin calisilan en
yuksek standart konsantrasyonu secildi. Standartlar siingerlere 100l miktarinda eklenerek
10 dk beklendi. Orneklere uygulanan ekstraksiyon islemi uygulanarak orneklerle birlikte
analiz yapildi. Geri kazammlar: L-Selektin:  %81,26, G-CSF. %62,54, Glycodelin-A :
%74,75. Olcuimlerdeki degisme miktarlar;; L-selektin: %4,66, glycodelin-A: %8,64 ve G-
CSF igin %5,4 olarak olarak gerceklesti.

istatistiksdl analiz:

Elde edilen veriler SPSS (Statistical Package for Social Sciences, version 11,0) programi
kullanilarak analiz edildi. Servikal mukustaki G-CSF, Glycodelin-A ve L-selektin’in oosit
toplama ve embryo transfer zamanmindaki dizeylerininin karsilastiriimas: igin Parametrik
Bagimsiz T testi uygulandi. Biyokimyasal gebelik muspet olan ve olmayan, klinik gebelik
mispet olan ve olmayan seklinde iki grup olusturuldu. Gruplar arasinda GM-CSF,
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Glycodelin-A ve L-selektin diizeyleri agisindan farklilik olup olmadigini tespit etmek icin
non-parametrik Mann-Whitney U Testi kullanildi. G-CSF, L-selektin ve glycodelin-A’nin
embriyo transfer zamani ve oosit toplama zamam servikal mukusta ve embriyo transfer
zamani serum Ornekleri arasinda Pearson korelasyon analizi yapildi. P< 0.05 istatiksel olarak
anlaml1 kabul edildi.
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BULGULAR

Calisma kriterlerine uygun 59 hastadan, 2 tanesinde fertilizasyon gergeklesmedigi icin
ve 1 tanesinde de TESE sirasinda sperm bulunamadig: ic¢in ¢alisma dis1 birakildi. Toplam 56
hastanin verileri analiz edildi.

Ellialt1 hastadan 48 tanesi GnRH agonist uzun protokol, alti taness GhRH antagonist
protokol ile tedavi edilirken, iki taness de OHSS nedeniyle intrauterin inseminasyon
siklusunun iptaliyle ART siklusuna dahil oldular. Yirmisekiz hastada biyokimyasal gebelik,
24 hastada intrauterin gebelik ve bir hastada da dis gebelik gelisti. Calismaya dahil olan
hastalarin infertilite tiplerine gore dagilimlar1 sekil 7 de yuzdelik oranlar halinde
gosterilmektedir. Erkek faktor 26 hasta, agiklanamayan infertilite 16 hasta, tubal faktor 6
hasta, anovulasyon 3 hasta, endometriozis 3 hasta, multiple faktor 2 hasta seklinde infertilite
tiplerinin dagilimlar: gergeklesti.

D erkek faktor

N aciklanamayan

B tubal faktsr
46,4%
anovulasyon

= endometriozis

B multiple faktor

Sekil 7. Hastalarin infertilite tiplerine gore dagilimlar
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Tablo-1: IVF-ET siklus dzellikleri

n=56 Ortalama Deger+SD Ust- Alt sinir
Yas 31,6+4,66 21-40

3. gun bazal E; (pg/ml) 52,06+28,73 20-168
3. guin bazal FSH (mIU/ml) 6,82+2,55 1,54-16,20
IVF siklus say1st 1,35+0,58 1-3
Toplam gonadotropin dozu (1U) 3117,67+1833,04 7009000
Toplam gonadotropin sliresi (gin) 11,58+2,47 8-22
Toplam oosit sayisi 12,73+7,48 1-36
Toplam embryo sayisi 8,14+5,08 1-22
Transfer edilen embryo sayist 3,48+0,91 1-5
Transfer edilen embryo kalitesi (grade) 1,64+0,57 14

SD: Standart deviasyon

Calismaya alinan hastalarin ortalama yasi, tglincti giin ortalama FSH degerleri, Gglncl

gun ortalama E2 degerleri, IVF siklus sayisi, hastalarda kullanilan gonadotropin dozu

ortalamasi, kullamilan gonadotropin sliresi ortalamasi, toplanan oosit sayisi ortalamasi, elde

edilen embriyo sayisi ortalamasi, transfer edilen embriyo sayisi ortalamasi, transfer edilen

embriyo kalitesi ortalamasi tablo—1 de gosterilmektedir.

Tablo-2: Biyokimyasal gebelik, klinik gebelik ve implantasyon oranlari

oran yuzde
Biyokimyasal gebelik 28/56 950,00
Klinik gebelik 25/56 %44,64
Implantasyon oran 49/195 %20,51

Implantasyon oran:: gestasyonel kese sayisi/transfer edilen embryo sayisi

Calismaya alinan hastalarda biyokimyasal gebelik, klinik gebelik ve implantasyon

oranlar1 tablo 2 de gosterilmektedir.
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Tablo-3: Biyokimyasal gebelik pozitif olan ve olmayanlarda klinik ve embriyolojik veriler

n=56 Biyokimyasal Biyokimyasal
gebelik(+) gebelik(-) p degeri*
(n=28) (n=28)

yas 31,4+4,5 31,8+4,8 0,72
3. gun bazal E, (pg/ml) 45,21+20,27 58,91+34,25 0,11
3. gin bazal FSH (mlU/ml) 6,79+2,47 6,85+2,67 0,68
Toplam gonadotropin dozu(1U) 3421+2074 2813+1533 0,40
Toplam gonadotropin siiresi(gun) 11,46+2,11 11,71+2,82 0,93
hCG gunu Endometrial kalinlik(mm) 9,77+2,06 10,05+2,27 0,59
Toplam oosit sayist 12,78+8,22 12,67+6,82 0,73
Toplam embriyo sayisi 8,03+5,30 8,25+4,94 0,75
Transfer edilen embriyo sayisi 3,60+0,83 3,35+0,98 0,15
Transfer edilen embriyo kalitesi (grade) 1,70+0,58 1,58+0,57 0,43

* Mann-Whitney U Testi

Veriler ortalama + standart deviasyon olarak sunulmustur

Tablo-4: Klinik gebelik pozitif olan ve olmayanlardaklinik ve embriyolojik veriler

n=56 Klinik Klinik
gebelik(+) gebelik(-) p degeri*

(n=25) (n=31)
yas 31,2 31,9 0,67
3. gunE; (pg/ml) 45,31 57,51 0,13
3,gun FSH( mlU/ml) 6,50 7,08 0,51
Toplam gonadotropin dozu (1U) 3288 2980 0,70
Toplam gonadotropin siresi (giin) 11,52 11,64 0,82
hCG guni Endometrial kalinlik (mm) 9,96+2,10 9,88+2,22 0,86
Toplam oosit sayist 13,28+8,53 12,29+6,63 0,96
Toplam embriyo sayisi 8,60+5,34 7,77+4,92 0,47
Transfer edilen embriyo sayist 3,60+0,86 3,38+0,95 0,19
Transfer edilen embriyo kalitesi (grade) 1,61+0,45 1,66x0,66 0,96

* Mann-Whitney U Testi

Veriler ortalama + standart deviasyon olarak sunulmustur

Klinik gebelik ve biyokimyasal gebelik pozitif olan ve olmayanlarda yas, 3.glin bazal E;,

3. gin bazal FSH, toplam gonadotropin dozu, toplam gonadotropin siresi, hCG gunu

endometrial kalinlik, toplam oosit sayisi, toplam embriyo sayisi, transfer edilen embriyo

sayisi ve transfer edilen embriyo kalitesi degerleri karsilastirildi. Aralarinda istatiksel olarak

anlaml1 fark saptanmad: (tablo—3) (tablo-4).
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Tablo-5: Klinik gebelik pozitif olan ve olmayanlarda embriyo transferi sirasinda alinan
servikal mukus 6rneklerindeki glycodelin-A, G-CSF, L-selectin diizeylerinin karsilastiriimasi

Kinik gebelik(+) Klinik gebelik(-) p degeri*
(n=25) (n=31)
Glycodelin-A ng/ml 276,91+19,79 265,65+113,73 0,77
G-CSF pg/ml 2461,43+2021,28 1732,64+1523,23 0,024
L-selectin ng/ml 104,87+57,37 87,46+58,62 0,24

* Mann-Whitney U Testi
Veriler ortalama + standart deviasyon olarak sunulmustur

Klinik gebelik pozitif olan ve olmayan hastalarda embryo transferi sirasinda alinan
servikal mukus orneklerindeki glycodelin-A, G-CSF ve L-selectin diizeyleri karsilastirildi.
Glycodelin-A ve L-selectin ortalama dizeyleri klinik gebelik pozitif olan hastalarda daha
yuksek bulunmasina ragmen istatiksel olarak anlamli fark saptanmadi. G-CSF dizeyi ise
klinik gebelik pozitif olan hastalarda istatiksel olarak anlamli olarak yiksek bulundu (p:0,024)

(tablo-5).

RCC Curve

Sensitaby

Sekil-8:Embriyo transfer zamam servikal mukustaki G-CSF duzeylerinin klinik gebelik
muspet olan ve olmayanlarda ROC egrisindeki dagilimlar:
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Tablo-6:ROC egrisinde servikal mukustaki G-CSF dizeylerinin hesaplanmasi

Kesme sensitivite | spesifite Pozitif Negatif kappa Like hood
noktas prediktif prediktif ratio
deger deger
871pg/ml %92 %35,5 %53,5 %84,6 0,257 1,42
1106pg/ml %84 %54,8 %60 %81 0,374 1,85
1365pg/ml %76 %61,3 %61,3 %76 0,364 1,96
1595pg/ml %68 %64,5 %60,7 %71,4 0,321 1,91

Klinik gebelik pozitif olan ve olmayanlarda, embriyo transfer zamam servikal mukustaki
G-CSF duzeylerinin ROC egrisindeki dagilimlar: sekil 8 de gosterilmektedir. ROC egrisinde
bire en yakin dort noktadan kesme noktasi alinarak, G-CSF igin sensitivite, spesifite, pozitif
prediktif deger, negatif prediktif deger ve olabilirlik oranlar1 hesapland: (tablo-6).

Tablo—7: Oosit toplama zamani ve embryo transfer zamam servikal mukus orneklerindeki
glycodelin-A, G-CSF ve L-selektin dizeylerinin karsilastirilmasi

n=56 OPU zaman ET zamam p degeri*
Glycodelin-A ng/ml 261,11+124,85 270,68+111,11 0,67
G-CSF pg/ml 1544,98+1251,12 2057,99+1783,82 0,046
L-selectin ng/ml 66,39+58,92 95,23+58,20 0,002

* Bagimsiz T-test

Veriler ortalama + standart deviasyon olarak sunulmustur
Opu: oosit toplama, et:embriyo transfer

Oosit toplama zaman ve embriyo transfer zamam servikal mukus orneklerindeki

glycodelin-A, G-CSF ve L-selectin duzeyleri karsilastirildi. G-CSF diizeyinin oosit toplama
zamanina gore embriyo transfer zamaninda istatiksel olarak anlamli sekilde daha yuiksek
oldugu saptand: (p:0,046). L-selectin diizeyi de oosit toplama zamanina gore embriyo transfer
zamaninda istatiksel olarak anlamli sekilde ylUksek saptandi (p:0,002). Glycodelin-A
diizeylerinde ise istatiksel olarak anlaml1 fark saptanmad: (p:0,679)(tablo—7).

Tablo-8: Klinik gebelik pozitif olan ve olmayanlarda embriyo transferi sirasinda alinan
serum orneklerindeki glycodelin-A, G-CSF, L-selectin dizeylerinin karsilastirilmasi

Kinik gebelik(+) Klinik gebelik(-) P degeri*
(n=25) (n=31)
Glycodelin-A ng/ml 9,52+4,28 9,66+4,64 0,86
G-CSF pg/ml 57,84+11,01 60,17+14,07 0,55
L-selectin ng/ml 2068,64+626,39 2358,46+625,30 0,11

* Mann-Whitney U Testi
Veriler ortalama + standart deviasyon olarak sunulmustur
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Klinik gebelik pozitif olan ve olmayan hastalarda embriyo transferi sirasinda alinan

serum orneklerindeki glycodelin-A, G-CSF ve L-selectin diizeyleri karsilastirich. Istatiksel
olarak anlaml: fark saptanmad (tablo—8).

Tablo-9: Klinik gebelik pozitif olan ve olmayanlarda oosit toplama zamamnda alinan
servikal mukus 6rneklerindeki glycodelin-A, G-CSF, L-selectin diizeylerinin karsilastiriimasi

Kinik gebelik(+) Klinik gebelik(-) p degeri*
(n=25) (n=31)
Glycodelin-A ng/ml 258,48+108,79 263,24+138,20 0,92
G-CSF pg/ml 1534,26+1090,31 1553,62+1385,11 0,70
L-selectin ng/ml 58,73+56,40 72,57+61,09 0,32

* Mann-Whitney U Testi
Veriler ortalama + standart deviasyon olarak sunulmustur

Klinik gebelik pozitif olan ve olmayan hastalarda oosit toplama zamaninda alinan

servikal mukus Orneklerindeki glycodelin-A, G-CSF ve L-selectin dizeyleri karsilastirild.
Istatiksel olarak anlaml: fark saptanmach (tablo-9).

Tablo-10: Biyokimyasal gebelik pozitif olan ve olmayanlarda embriyo transferi sirasinda

ainan servikal mukus Orneklerindeki

karsilastirilmasi

glycodelin-A, G-CSF, L-selectin duzeylerinin

Biyokimyasal Biyokimyasal p degeri*
gebelik(+) (n=28) gebelik(-)(n=28)
Glycodelin-A ng/ml 289,75+113,88 251,77+106,96 0,26
G-CSF pg/ml 2293,75+1969,46 1822,24+1577,29 0,13
L-selectin ng/ml 105,57+54,61 84,93+60,79 0,15

* Mann-Whitney U Tedti
Veriler ortalama + standart deviasyon olarak sunulmustur

Biyokimyasal gebelik pozitif olan hastalarda embriyo transferi sirasinda alinan servikal
mukus 6rneklerindeki glycodelin-A, G-CSF ve L-selectin’in ortalama degerleri, biyokimyasal
gebelik negatif olan hastalarin ortalama degerlerinden yiksek ¢ikmasina ragmen istatiksel
olarak anlaml: fark saptanmad: (Tablo-10).
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Tablo-11: Biyokimyasal gebelik pozitif olan ve olmayanlarda embriyo transferi sirasinda
alinan serum orneklerindeki glycodelin-A, G-CSF, L-selectin diizeylerinin karsilastirilmasi

Biyokimyasal Biyokimyasal p degeri*
gebelik(+) (n=28) gebelik(-)(n=28)
Glycodelin-A ng/ml 9,31+4,26 9,88+4,68 0,56
G-CSF pg/ml 57,43£10,75 60,83+14,45 0,37
L-selectin ng/ml 2074+591,26 2383,44+653,65 0,09

* Mann-Whitney U Tedti
Veriler ortalama + standart deviasyon olarak sunulmustur

Biyokimyasal gebelik pozitif olan ve olmayan hastalarda embriyo transferi sirasinda
alinan serum Orneklerinde glycodelin-A, G-CSF ve L-selectin dizeyleri karsilastirild.
Istatiksel olarak anlaml: fark saptanmach (tablo-11.)

Tablo-12: Biyokimyasal gebelik pozitif olan ve olmayanlarda oosit toplama zamamnda
alinan servikal mukus oOrneklerindeki glycodelin-A, G-CSF, L-selectin duzeylerinin
karsilastirilmasi

Biyokimyasal Biyokimyasal p degeri*
gebelik(+) (n=28) gebelik(-)(n=28)
Glycodelin-A ng/ml 267,33+109,51 254,89+140,29 0,61
G-CSF pg/ml 1519,25+1029,72 1570,70+£1458,39 0,41
L-selectin ng/ml 66,51+58,04 66,27+60,86 0,92

* Mann-Whitney U Tedti
Veriler ortalama + standart deviasyon olarak sunulmustur

Biyokimyasal gebelik pozitif olan ve olmayanlarda oosit toplama zaman alinan servikal
mukus orneklerinde glycodelin-A, G-CSF ve L-selectin diizeyleri karsilastirildi. Istatiksel
olarak anlaml: fark saptanmadh (tablo—12).

Tablo-13:Embriyo transfer zaman serum oOrneklerinde glycodelin-A, G-CSF ve L-selectin
duizeylerinin korelasyonu

n=56 r p degeri*
Glycodelin-A / G-CSF -0,222 0,10
G-CSF/ L-selectin -0,052 0,70
L-selectin/ Glycodelin-A 0,206 0,12

* Pearson Korelasyon Analizi
Embriyo transfer zamanmi serum oOrneklerinde glycodelin-A, G-CSF ve L-selectin

diizeylerinin korelasyon analizi yapildi. Aralarinda istatiksel olarak anlamli korelasyon
saptanmadh (tablo—13).
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Tablo-14:Oosit toplama zamam servikal mukusta glycodelin-A, G-CSF ve L-selectin
duizeylerinin korelasyonu

n=56 r p degeri*
Glycodelin-A / G-CSF 0,410 0,02
G-CSF/ L-selectin 0,411 0,002
L-selectin/ Glycodelin-A 0,430 0,001

* Pearson Korelasyon Analizi

Oosit toplama zaman servikal mukusta glycodelin-A, G-CSF ve L-selektin diizeylerinin
korelasyon analizi yapildi. G-CSF ile L-selektin, L-selektin ile Glycodelin-A ve Glycodelin-A
ile G-CSF arasinda pozitif yonde disiik diizeyde korelasyon saptand: (tablo—14).

Tablo-15:Embriyo transfer zamam servikal mukusta glycodelin-A, G-CSF ve L-selectin
duizeylerinin korelasyonu

n=56 r p degeri*
Glycodelin-A / G-CSF 0,084 0,54
G-CSF/ L-selectin 0,319 0,016
L-selectin/ Glycodelin-A 0,149 0,27

* Pearson Korelasyon Analizi

Embriyo transfer zamam servikal mukusta glycodelin-A, G-CSF ve L-selectin
diizeylerinin korelasyon analizi yapildi. G-CSF ile L-selectin arasinda pozitif yonde dusuk
diizeyde korelasyon saptand (tablo—15).

Embriyo transfer zamam serum ve servikal mukustaki G-CSF, glycodelin-A ve L-
selectin duzeyleri arasinda pearson korelasyon analizi yapildi. Aralarinda anlamli korelasyon
saptanmadi. G-CSF, glycodelin-A ve L-selectin diizeyleri ile hCG guni endometrial kalinlik
duzeyleri arasinda pearson korelasyon analizi yapildi. Aralarinda anlamli korelasyon
saptanmad.
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TARTISMA

Implantasyon penceresi doneminin belirteclerinden olan L-selectin, G-CSF ve
glycodelin-A duzeylerini IVF-ET sikluslarinda servikal mukusta 6lgmenin non-invaziv ve
etkin bir yontem oldugunu yaptigimiz ¢alismada bulduk. Literatiirde daha once benzer bir
calisma yapilmamistir. Bu nedenle ¢alismamiz, IVF-ET sikluslarinda endometrial reseptivite
belirteclerininin arastiriimas: alaninda, yeni ¢alismalara yol gosterici olacaktir.

Kompleks birgok molekilun birlikte salinmasi, implantasyonun basarisi igin gereklidir.
Ovaryan hormonlarin etkisiyle endometriumdan salgilanan ¢ok sayida adhezyon molekuld,
sitokinler, buyume faktorleri ve lipidler saptanmustir. Bu faktorler gebeligin erken safhasinda
feto-maternal iliskide 6nemli olabilirler. Bugiine kadar ki caligmalardan elde edilen bilgiler
is1ginda, hentz gebeligi dngdrmede yardimci olabilecek bir biyokimyasal belirteg
bulunamamustir. Implantasyon basarisizligi, treme tibbinda ¢oziime kavusmamis en énemli
sorunlardan biridir. IVF sikluslarinda implantasyon oram yaklasik %25 dizeylerindedir (76).
Implantasyon basarisizigimin Ggte ikisinden endometrial reseptivite sorumluyken, Ucte
birinden embriyonun kendisi sorumludur (77). Implantasyonun biyokimyasal belirteclerinin
bulunmasiyla infertilite tedavisinde, cogul gebeliklerin ve erken gebelik kayiplarinin
Onlenmesinde 6nemli bir asama saglanabilir.

Embriyo implantasyonunu  6ngorebilecek  bir  biyokimyasal  belirteg, kolay
saptanabilmeli ve IVF siklusuna zarar vermemes igin non-invaziv olmalidir. Kanda
saptanabilen bir belirte¢ ideal olur. Ancak implantasyon penceresi doneminde salgilanan
birgok sitokin ve blyume faktorunin vicutta baskaca gorevleri olmasi nedeniyle, kanda
implantasyona 0zgu belirtegleri bulmak zordur. Endometrial reseptivite belirtegleri lokal
olarak salgilandiklar1 igin serum dizeyleriyle de korelasyon gostermeyebilir. Endometrial
biyopsi drneklemesi, implantasyon belirtegleri icin en 6zgin yontem olmasina ragmen IVF
sikluslarinda embriyo transferi 6ncesi uygulanmas: etik sorunlari beraberinde getirir. Bu
nedenle caligmamizda implantasyon belirteclerini servikal mukus ve kan orneklerinde
arastirdik.

Endometriumda GM-CSF duzeyinin sekretuar fazda en fazla salgilandig1 gosterilmistir

(78). Bizim galigmamizda da servikal mukusta G-CSF duizeyinin oosit toplama zamanindan
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embryo transfer zamamina dogru anlamli olarak yikseldigini bulmamiz, G-CSF nin
implantasyon pencere déneminde endometriumda artan dizeylerde salgilandigini dogrular.
Dogal sikluslarda epidermal buytme faktort ve M-CSF gibi sitokinlerin servikovajinal sivida
non-invaziv olarak Olgulebildigi ve M-CSF duzeyi ile E; ve E, /P orant arasinda anlamli
korelasyon oldugu saptanmistir (57). IVF-ET skluslarinda endometrial reseptivite
belirteclerinden G-CSFyi servikal mukusta arastirmamin non-invaziv ve etkin bir yontem
oldugunu bizim ¢alismamiz da gostermektedir. Farelerde yapilan hayvan ¢alismalarinda GM-
CSF genin yoklugunun fertilizasyonu olumsuz etkiledigi ve implantasyon 6ncesi donemde
GM-CSF verilmesinin implantasyon basarisizligim ve fetal rezorpsiyonu Onleyebilecegi
gogerilmistir (79) (80). G-CSF duzeylerinin gebelik kayiplarim Onleyici  etkisi de
bildirilmektedir (81). Salmassi ve ark. (82) oosit toplama zamam folikiler sivida G-CSF
diizeyinin yukseldigini ve serumda G-CSF dizeylerini embriyo transferinden sonra gebe
kalan kadinlarda gebe kalamayanlara gore anlamli derecede yiksek bulmuslardir. Bizim
calismamizda ise G-CSF dizeyinin endometriumda salgilanan dizeylerinin  serum
duzeylerine yansimamasi nedeniyle serum diizeylerini gebeligi 6ngérmede faydal: bulamadik.
Farelerde estrus (disi hayvanlarda cinsel kizigma zamami) doneminde serum ve uterus
sivisinda 23 sitokin diizeyinin Olculdigt calismada; G-CSF diizeyi uterus sivisinda seruma
gore 173 kat daha yuksek olarak bulunmustur. Ayni calismada G-CSF nin uterus sivisinda en
yuksek dizeyde salgilanan esas sitokin oldugu gosterilmistir (83). Bizim ¢alismamizda klinik
gebeligi pozitif olanlarda embriyo transfer zaman servikal mukusta 6lcilen G-CSF dizeyi
anlamli olarak yUksek bulunmasina ragmen biyokimyasal gebeligi pozitif olanlarda ise
anlamli fark bulunamadi. Bu sonug; IVF sikluslarinda embriyo transfer zamani servikal
mukusta Olclilen G-CSF dizeyinin implantasyonu gostermede Onemli bir belirteg
olabilecegini gosterir. Yapilan calismalarda akut myokard enfaktiisinde G-CSF nin doku
rejenerasyonu etkisinden yararlanarak, G-CSF tedavisiyle doku iyilesmesi saglandigi
gosterilmistir (84). Ureme endokrinolojisi alamnda da endometrial reseptiviteyi arttirmak icin
G-CSF, tedavi yontemlerinin arasinda ilerleyen yillarda yer alabilir.

Endometrial ylzeyde L-selectin ligandimin imminohistokimyasal —yontemlerle
implantasyon penceresi doneminde salgilandigi gosterilmistir (85). Benzer sekilde Lai ve ark.
(58) yaptiklar: calismada L-selectin ligand diizeylerinin en fazla menstrual siklusun sekretuar
fazinda arttigimt bulmuslardir. Bizim calismamizda da servikal mukusta L-selectin



diizeylerinin oosit toplama zamanindan embryo transfer zamamna dogru anlamli sekilde
yukseldigi bulmamiz, implantasyon penceresi déneminde L-selectin’nin gorev aldigini ve L-
selectin duzeyini servikal mukusta olgmenin etkin bir yontem oldugunu gosterir. IVF
sikluslarinda tekrarlayan implantasyon basarisizligi olan hasta grubunda, fertil kadinlarin
olusturdugu kontrol grubuna gore L-selectin ligand dizeylerinin daha dusik oldugu
gogerilmistir (86). Dontr oosit alici hastalarda yalanci transfer sirasinda endometrial
ornekleme yapilan galismada; L-selectin ligand dizeyi imminohistokimyasal yontem ile
Olctlmis ve gebe kalan hastalarda L-selectin ligand diizeyi daha yiksek olarak bulunmustur
(87). Bizim calismamizda embriyo transfer zamam servikal mukusta L-selectin dizeyleri
klinik gebelik pozitif olanlarda olmayanlara gore daha yiksek 6lgtlmesine ragmen istatiksel
olarak anlaml: fark bulunamadi. Bunun nedeni yapilan ¢alismalarda L-selectin ligand duizeyi
Olculturken bizim calismamizda farkli olarak L-selectin molekilinin kendisini 6lgmemiz ve
L-selectin diizeyine ovaryan stimulasyon uygulanan siklusta bakmamiz olabilir. KontrollU
ovaryan stimilasyon uygulanan oosit vericisi kadinlarda ovaryan stimilasyonun L-selectin
diizeylerini olumsuz etkiledigi bulunmustur (88). Ote yandan ovaryan stimiilasyon uygulanan
sikluslarda luteal faz destegi olarak micronize progesteron ve 17B-Ostradiol kullananlarda,
luteal faz destegi almayanlara gore L-selectin ligand diizeyi daha yuksek olarak bulunmustur
(89). IVF sikluslarinda seks steroidleri ile kandaki L-selectin dizeylerinin iligkisini inceleyen
calismada, hCG alimina sekonder olarak oosit toplama zamam L-selectin dizeyinin arttigin
ve L-selectin diizeyinin progesteron hormonuyla korelasyon gosterdigini bulmuslardir (90).
L-selectin progesteron etkisiyle implantasyon penceresi doneminde endometriumda artan
duzeylerde salgilanmaktadir. Ote yandan IVF-ET sikluslarinda gebeligi 6ngormede faydali bir
belirteg olarak kullamilabilmesi icin prospektif daha fazla c¢alismamn yapilmas
gerekmektedir.

Implantasyon penceresi doneminde endometriozisli kadinlar ve kontrol grubunda
endometrial biyops orneklemesi yapilarak gen ekspresyonu olgllen calismada; glycodelin
gen ekspresyonu endometriozis grubunda anlamli olarak distk bulunmustur (91). Brown ve
ark.(92) kontrolli ovaryan hiperstimilasyon uygulanan oosit vericisi kadinlarla, dogal
sikluslu kadinlar1 glycodelin-A seviyeleri agisindan endometrial biyopsi drneklemesi yaparak
karsilastirdiklart calismada; kontrolli ovaryan hiperstimilasyon uygulanan kadinlarda
belirgin yiksek glycodelin-A ekspresyonu oldugunu ve her iki grupta da luteal faz boyunca
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glycodelin-A seviyelerinin arttigim saptamuslardir. Bizim galismamizda ise oosit toplama
zamani, embriyo transfer zamam servikal mukusta ve embriyo transfer zamam kanda
glycodelin-A dizeyleri, gebe kalan ve kalmayan hasta gruplar1 arasinda farklilik géstermedi.
Ayrica oosit toplama zamam ve embriyo transfer zamani servikal mukustaki glycodelin-A
seviyeleri arasinda anlamli fark bulunamadi. Dogal sikluslarda LH pikinden iki ve yedi gin
sonra endometrial biyopsi 6rneklemesiyle gen analizi yapilan ¢alismada; ikiytzonbir genin
regulasyonunun ¢ kattan daha fazla degistigi bulunmustur. LH pikinden yedi guin sonra 153
gen up-regule, 58 gen down-regile olmus ve glycodelin-A geni 107 kat daha fazla ekspresyon
gogtermistir (93). IVF sikluslarinda ovulasyon indiiksiyonunun endometrial gen ekspresyonu
Uzerine olan etkisini arastrmak icin Horcgjadas ve arkadaslar1 (94) oosit vericisi fertil
kadinlarda siklusun hCG+7. gunuyle induksiyon verilmeden 6nceki siklusun LH+7. glntnu
endometrial gen salimmi  agisindan  karsilastirmuglardir. Dogal  sikluslarla ovulasyon
indiiksiyonu uygulanan sikluslar arasinda ¢ kattan fazla oranda olmak Uzere ikiyliz genin
farkli eksprese edildigini saptamiglardir. Aymi galismada ovulasyon indiksiyonu verilmeden
Oonceki siklusun LH+2. gunuyle LH+7. gunundeki gen ekspresyonlari da incelenmis ve
glycodelin-A gen ekspresyonunun dogal siklusta 81 kat arttigi gOzlenirken, stimulasyon
uygulanan siklusta dokuz kat azaldig1 gozlenmistir. Dogal sikluslarda implantasyon belirtegi
olarak gosterilen glycodelin-A’ nin, ovulasyon indiksiyonu uygulanan sikluslarda endometrial
reseptivitenin  olumsuz etkilenmesi nedeniyle dizeyi dismektedir. Bu nedenle bizim
calismamizda; glycodelin-A dizeyi implantasyon penceresi doneminde artis gostermedi ve
IVF-ET skluslarinda glycodelin-A gebeligi 6ngérmede faydal1 bulunamag.

IVF sikluslarinda kullamlan yiiksek doz gonadotropinlerin suprafizyolojik ostrojen ve
progesteron duizeylerine neden oldugu ve bu durumun da endometriumun dogal sikluslara
gore daha ileri evrede gelismesine ve glandiler stromal senkronizasyonun bozulmasina yol
actig1 birgok calismada gosterilmistir (73). Kolibianakis E ve ark (63) antagonist ekleninceye
kadar ki recombinant FSH tedavi siresinin endometrial matirasyonun daha ileri evrede
olmasina neden oldugunu bulmustur. GnRH uzun protokol uygulanan IVF sikluslarini dogal
skluslarla karsilastiran calismada; endometrium mattrasyonu daha ileri evrede olmasina
ragmen, Ostrojen ve progesteron reseptorlerinin dogal sikluslara gore daha disuk dizeyde
eksprese oldugu gosterilmistir (95). Bizim ¢alismamizda da G-CSF, L-selectin ve glycodelin-
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A duzeylerinin uyguladigimiz stimilasyon protokollerinden, gonadotropin doz ve siiresinden
etkilendigi dustnulebilir.

Oosit toplama zamam servikal mukusta olgulen G-CSF, L-selectin ve glycodelin-A
diizeyleri arasinda anlamli korelasyon saptarken, embryo transfer zamam servikal mukusta
sadece G-CSF ve L-selectin arasinda anlamli korelasyon saptadik. Glycodelin-A’nin
ovulasyon induksiyonundan olumsuz olarak etkilenmesi, embryo transfer zaman diger
belirteglerle korelasyon gostermemesinin nedeni olabilir. G-CSF ve L-selectin ise oosit
toplama zamam ve embryo transfer zaman servikal mukus dizeyleri arasinda korelasyon
gosermeleri ve oosit toplama zamamndan embryo transfer zamamna dogru dizeylerinin
anlamli sekilde artmalar1 nedeniyle IVF sikluslarinda implantasyon penceresi donemi
belirtegleri olmaya adaydirlar.

Calismamizda embriyo transferi sirasinda alinan serum orneklerindeki G-CSF, L-
selectin ve glycodelin-A dizeyleri gebeligi dngérmede faydali bulunmadi. Bu ¢ belirtegin
serum seviyeleri arasinda korelasyon saptanmach. G-CSF, L-selectin ve glycodelin-A'nin
serum ve servikal mukus dizeyleri arasinda korelasyon bulmamamiz da bu ¢ belirtegin lokal
olarak salgilanan dizeylerinin sistemik dolasima yeterince yansimadigim gosterir. Serum
orneklerinde endometrial reseptivite belirteclerini arastirmak kolay bir yontem olmasina
ragmen G-CSF, L-selectin ve glycodelin-A’nin serum duzeylerini IVF-ET sikluslarinda
arastirmak caligmamizda faydali bulunmadi. Oosit toplama zamam servikal mukustaki G-
CSF, L-selectin ve glycodelin-A dizeyleri klinik ve biyokimyasal gebeligi éngdrmede faydal1
bulunmadi. Embriyo transfer zamam servikal mukusta G-CSF, L-selectin ve glycodelin-A
diizeylerini klinik ve biyokimyasal gebelik pozitif olanlarda daha yiksek olarak saptamamiza
ragmen sadece G-CSF dizeyi klinik gebelik pozitif olanlarda anlaml1 olarak yiksek bulundu.
Calismamizda hasta sayisinin az olmasi kisitlhiliga yol agmustir. Literattrin de kisitl oldugu

bu alanda daha fazla hasta sayisiyla yapilacak olan prospektif calismalaraihtiyag vardir.
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SONU

IVF-ET sikluslarinda endometrial reseptiviteyi gosteren belirteclerin diizeyine non-
invaziv olarak servikal mukusta bakabiliriz. IVF-ET skluslarinda G-CSF klinik gebeligi
0ngormede dnemli bir belirteg olabilir. Daha genis hasta sayisiyla yapilacak olan prospektif
klinik calisgmalarla G-CSF nin IVF sikluslarinda klinik gebeligi 6ngérmede 6nemli bir belirteg
oldugu bizim calismamizi destekler sekilde gosterilebilirse, IVF sikluslarinda implantasyon
oranlarint arttirmada ve ¢ogul gebeliklerin 6nlenmesinde 6nemli bir gelisme saglanabilir.
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