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OZET

Uzun GnRH Agonist ve Antagonist Protokolii UygulananYardimci Ureme Teknigi
Sikluslarinda Serum ve Folikil Sivi Sitokin Konsantasyonlarinin Kar silastiriimasi

Amagc: Bircok fonksiyona sahip sitokinler, vicuttaki hizyolojik olayda mevcuttur. Sitokinlerin;
folikul gelisimi, ovilasyon, fertilizasyon ve embriyo gétni gibi Greme sistemindeki olaylarda ¢ok
onemli oldgu fark edilmitir. Biz de bu cakbma ile ilk kez uzun etkili GhRH agonist ve GhRH
antagonist protokoll uygulanan kontrollii over stiasyonu altindaki kadinlarda; alti sitokin (IFiN-
IL-4, IL2, IL6, IL5, TNF-a) seviyesini serum ve folikller sivisinda gtastirmayl amaclamaktayiz.

Dizayn: Prospektif Randomize caina
Kurum: Ucuincii basamak tip merkezi

Metot: Otuz iki tanesi uzun GnRh agonisti 34 tanesi GnRiagonisti ilekontrollli over stimilasyonu
uygulanan toplam 66 hastadan serum, folikil sivesioosit dgerlendirildi. Ayrica gonadotropin
tedavisine bgamadan 6nce (pre - ovarian stimilasyon 6ncesiposit toplama (OPU) guniu alinan
serum orneklerinde sitokin dizeyleri 6lctldd. UzGmRh agonist ve antagonist grublar arasinda
serum ve folikil sivisi sitokin dizeyleri kdastirildi.

Bulgular: Bazal serum (pre-ovarian stimulasyon oncesi) sitdkizeyleri uzun Agonist ve Antagonist
gruplar arasinda katastirildiginda iki grup arasinda anlamh farkliik saptanmgu0,05). Oosit
toplama (OPU) gunid serum ve folikdl sivisinda ifgem gamma IFN-dizeyleri antagonist grup’ta
agoniste gore anlamli olarak gk bulundu (p<0,05). Uzun agonist ve antagonispigmn ayri-ayri
serum ve folikdl sivi dizeyleri katastirildiginda, agonist grupta bazal serum ToRL-6 dlzeyleri
OPU ginid serum sitokin duzeylerine gore azgltiiN-y dizeyleri anlamli artrgisaptandi (p<0,05).
Ayni grupda bazal serum duzeyleri, folikil sivioginh dizeyleriyle kamnlastinldiginda IFNy
dizeyleri bazal serumda azagnsiaptandi. (p<0,05). Agonist grupda serum (OPU piini4, IL-6,
IFN-y dizeyleri folikdl sivi diizeylerine gore anlamlalmis saptandi. (p<0,05). Antagonist grupta ise
bazal serum IFN-duzeyleri OPU giini serumda anlamlgikibulundu. (p<0,05). Antagonist grupda
OPU gunt serum IL-4 ve IL-6, IFN-& dizeyleri folik8ivisi sitokin dizeylerine gére anlamli
azalmstir. (p<0,05). IFNy, IL2, IL6, IL5, TNF-, dizeyleri klinik gebelik, matirasyona, embriyo
gelisimi ve fertilizasyon acisindan kalastirildiginda iki stimilasyon protokolinde anlamli farkliék
saptanamadi. Antagonist grupta gebelik elde eddmlegebelik elde etmeyenlere gobre IL-4
duzeylerini anlamli olarak yiksek bulduk.

Sonug: Sonug olarak GnRH agonist ve GnRH antagonist dletrollll over stimilasyonu uygulanan
normal kadinlarda serum ve folikil sivi érneklegnsitokin profili genellikle bezerdir. Antagonist
grupda oosit toplama gunt (OPU gunt) serum ve foltkéiler interferon gamma’nin IFN-dUsUk
bulunmasi bu grubda klinik gebelik sonuclarini, eyt kalitesini, fertilizasyonu ve matirasyonu
etkilememgtir.

Anahtar Kelimeler: Yardimci Ureme Teknikleri, folikiill sivisi, IFN-IL-4, IL2, IL6, IL5, TNF-,
uzun GnRh agonist, GnRh antagonist.
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SUMMARY

GONADOTROPIN RELEASING HORMON AGON iSTS versus ANTAGONSTS for
CONTROLLED OVAR iEN HYPERSTIMULAT iPON IN ASSISTED
REPRODUCTIVE CYCLES AND COMPAR iNG SERUM AND FOLL iCULE FLUID
LEVELS OF CYTOK INES BETWEEN THE TWO GROUPS.

OBJECTIVE: Cytokines which have many functions, play a roleaihphysiologic events. It has
been recognized that cytokines have many importanttions in reproductive system such as
ovulation, fertilization, and embryo devleopmenieTaim of this study, for the first time in litewag

to compare the six cytokine levels (IRN{L-4, IL-2, IL-6, IL-5, TNF-a) in serum and follicule fluid

in women treated with gonadotropin-releasing horenagonists versus antagonists for controlled
ovarian hyperstimulation.

DESIGN: Prospective Randomized Study
SETTING: Tertiary care medical center

METHOD: A total of 66 patients were included in the stuBgtween these patients; 32 women
underwent long gonadotropin releasing hormone a&goprotocol and 34 women underwent
gonadotropin releasing hormone antagonist protfmotontrolled ovarian hyperstimulation. Serum,
follicul fluid and oocytes were evaluated for thepatients. In addition, before starting the
gonadotropin treatment (pre-ovarian hyperstimulgtiand on the day of the oocyte retrieval (OPU)
serum were taken for cytokines levels. Serum anlkicdb fluid cytokine levels were compared

between gonadotropin-releasing hormone agonissugseamntagonists.

RESULTS: Basal cytokine serum levels (pre-ovarian hypengition) showed no difference
between gonadotropin-releasing hormone agonistpgamal gonadotropin antagonist group. (p<0.05)
On the day of oocyte retriveal (OPU), level of IFNR serum and follicule fluid were significantly
lower in the antagonist group. On the day of oocgtaveal, when long agonist and antagonist groups
were compared separately, serum and follicule flaigtl of TNF and IL-6 level were found to be
lower than basal serum cytokine levels in the agtogrioup and on the other hand Ik¥Nevels were
significantly lower only in the agonist group. (p€B) In the same group, follicule fluid levels and
serum levels of the cytokines showed that IFvels were higher in basal serum when compared
with follicule fluid level. (p<0.05). In the agonigroup, on the day of oocyte retriveal, serum K;N-
IL-4 and IL-6 levels were lower than the folliculeid level.(p<0.05) On the day of oocyte retriveal
in the antagonist group, basal serum F-Mvel was significantly lower than serum and fallie fluid
level (p<0.05).0On the day of oocyte retriveal, lire tantagonist group, serum IL-4, IL-6 and IfN-
levels were lower compared to follicule fluid les€p<0.05). When two hyperstimulation techniques
were compared IFN; IL-4, IL2, IL-6, IL-5, and TNFe level did not show any significant difference
in pregnancy rates, oocyte maturation, embryo dg@wveént and fertilization rates. In the antagonist
group, serum IL-4 level was higher in women who gagnant compared to cycles which did not
result with pregnancy.

CONCLUSION: As a result for controlled ovarian hyperstimulatimen gonadotropin-releasing
hormone agonist and antagonist protocols are cadpsarum and follicular fluid levels of cytokines
are similar. The low level of IFN-in the antagonist group did not affect the preggamocyte
maturation fertilization, or embryo development.

KEY WORDS: Assisted reproductive techniques, follicular fluiBN-y, IL-4, IL2, IL-6, IL-5, TNF-
a, long GNRH agonist, GNRH antagonist.



1. GIRIiS VE AMAC

Infertil ciftlerin tedavisinde gier konvansiyonel tedavi yontemlerine yanit
alinamadginda yardimci tUreme teknikleri (ART) tercih edilnettir. GUnimuizde en ¢ok
tercih edilen yardimci Ureme teknide in vitro fertilizasyondur (IVF) (1).In vitro
fertilizasyon (IVF) yardimci treme teknikleri iceimde yer alan ve 1978 yilindan bu giine

kadar gebelik elde edilmesinde yaygin olarak kuikembir yontemdir.

IVF gonadotropinlerle kontrolli overyan hiperstimsyon sonrasinda oositlerin
toplanmasi, laboratuar ortaminda fertilizasyonuoltgan embriyolarin transservikal olarak
uterusa transferini kapsamaktadir. Tgkmibasarisi siklus bgina elde edilen gebelik oranlari
ile degerlendirilir. SART (Socity for Assisted Reproduaiviechnology) 2005 sonuglarina
gore siklus bgna gebelik orani %34, embriyo transfergioa canli dgum orani % 34.3'dur
(2). Ingiltere 2004 yili sonuglarina gore siklussina gebelik orani %27.4, embriyo transferi
basina canli dgum orani %26’dir (3). Dokuz Eylul Universitesi THakultesi Hastanesi IVF
Merkezinde ise siklus gma gebelik orani %31.5,embriyo transfergiba canli dgum orani
2008 yilinda %26.1'dir.

Kadin Ureme sisteminde sitokinlerin roli IVF denémeicin yapilan kontrollti over
stimilasyonu sirasinda gemlarak aratiriimistir. Kontrollii over stimtlasyonu altinda, kadin
ureme sistemindeki fonksiyonlarin normal sikluséardbelirgin farklihk gostergd nettir,
ayrica genel olarak kontrolli over stimulasyonu iniip farklihg Ureme sistemi

fonksiyonlarini etkilemektedir (4).

Farkh sitokinler, ART’de yer alan foliktl gglmi, fertilizasyon, embriyo gelimi ve
implantasyon gibi ¢gtli asamalardaki etkileri acisindan ahailmaktadir. Bu sitokinler ile

ART sonugclari arasinda gon birsekilde korelasyon aranmaktadir.

Daha Once yapilan catnalar, kontrolli overyan hiperstimilasyon siklusida
sitokin konsantrasyonlarinin stimile edilmemsikluslara goére daha farkli olgunu
gostermg ve bu cakmalarda gonadotropinlerin overyen sitokin sekresyan dizenliyor
olabilecgi sonucuna varilmstir (5,6). Overyen hiperstimilasyon sonrasi Folikiisinda
yuksek duzeylerde sitokinlerin bulunmasi, bu siwdgdiin folikiiler mikroortamda potansiyel
otokrin veya parakrin rollerinin olabilegmi disundiurmektedir. Gonadotropin releasing



hormon (GnRH) agonistleri ve antagonistleri, IVAniquygulanan overyen stimilasyon
esnasinda prematur LH pikinin 6nlenmesi icin yaylgimsekilde kullaniimaktadir. IVF icin
en yayginsekilde kullanilan stimilasyon protokolinin uzun GhRgonisti olmasina kan,
son yillarda GnRH antagonist protokolinin popigaritartmg bulunmaktadir ve bu
protokoliin, uzun agonist protokoliine benzer somactahip oldgu 6ne surulmgtir (7).
Ancak agonist uzunlarla kalastirlldiginda antagonist sikluslar icin glik implantasyon ve
gebelik oranlari ile ilgili targmalar halen devam etmektedir (8,9). ART uygulanadihlarda
GnRH agonistleri ile antagonistlerini kdastiran yeni bir meta-analiz, antagonist sikluslar

icin daha dgiik gebelik oranlarini gostergtir (10).

GnRH agonist ve antagonistlerinin IVF uygulananikiddan izole edilen granuilosa-
luteal hicrelerin fonksiyonlar Gzerinde farkli gkinin bulund@gu 6ne siridlmektedir (11-
12). Benzegekilde, GNnRH agonist ve antagonistleri arasindalcéolikil sivisi marker’lari
ile ilgili olarak yapilan kagilastirmali calsmalar foliktler mikro-ortamdaki farkliliklari ortay
cikartabilir ve bu tir cajmalar antagonistlerle muhtemel sdi gebelik oraninin

c6zimlenmesine yardimci olacaktir.

Folikdl sivisi vel/veya serum sitokin konsantrasgonie IVF sonuclari ile ilgili pek
¢cok calgmanin yapilmyg olmasina kan, foliktl sivi sitokinleri ile overyen stimulasgagin
kullanilan stimilasyon protokolti arasindaki korgtas cok fazla sayida cafhada
deserlendirilmemitir. Bildi gimiz kadariyla, antagonist sikluslarda ¢ok azspah yapilmstir.

Bu calsma sitokinlerden interlokin IL-2 IL-4, IL-5, IL-6timor nekroz faktori (TN ve
interferon gammailFy) folikill sivisi ve serum konsantrasyonlarinin ¢ kullanilan
farkl stimilasyon protokollerine, yani uzun GnRHboaist ve antagonist protokollerine gore

farkhlik gosterip gostermegiini belirlemek amaciyla yapilrtir.

Aciklanamayan tekrarlayan gaisiz implantasyon patogenezinde selliler immin
efektér mekanizmalarin roli gtama acisindan buyuk ilgi cekmektedir. Fonksiyobet
baks acisindan, T-helper lenfositleri, sitokin tretimofilerine gbére en az 2 alt-populasyona
kategorize edilebilirler; T-helper 1 (Th1l) ve T pet 2 (Th2) htcreleri (13,14). Th2 hicreleri
selektif olarak interlokin IL-4, IL-5, IL-6, IL-10ve IL-13 Uretirler ve hiicre gl patogenlere
karsi humoral immdinite geliminde yer alirlar. Th1 hicreleri ise hiicre-aragrimuniteyi ve
fagositlere bgimh enflamasyonu atirlar (13,15) ve interferon-gamma ( IR)-IL-2, IL-

12 ve timor nekroz faktora alfa (TNE-Uretirler.



.....

tekrarlayan gebelik kayiplari ve birden ¢cok impé&syon bgarisizlgl olan kadinlarda artri
Th1l immuin yanitinin belirgin oldw konusunda hala bir garibirligi bulunmamaktadir.
(16,17). T huicrelerinin Uregi sitokinlerin profilinde gorulen dasiklikler, paternal major
histokompatibilite kompleksi antigenlerinin vaimdan dolayl bir allograft olarak kabul
edilebilecek olan konseptusun immunolojik toleradsi veya rezeksiyonunda énemli bir rol
oynarlar. Dolayisiyla, allograft rejeksiyonunu kgkgtiran Th1l sitokinlerinin gebdli
tehlikeye atabilegs, diger yandan Th2-tipindeki sitokinlerin Th1l yanitlarinhibe etmek
yoluyla allograft toleransini arttirabilegieve boylelikle fetal sgkalimi iyilestirebilecekleri
One surulebilir (18,19).

Artmis Th1l sitokinleri sentezinin sadece trofoblast anlgri tarafindan d@ ayni
zamanda hormonal olarak manipilasyorg@ams olan endometriyumun stres drlnlerine,
asirl stimile edilmg over UrlUnlerine veya subra - fizyolojik yiksek duyterdeki kadin
cinsiyet hormonlarina yanit olarak antijene spkstfimayan sitokin tretimi tarafindan da
induklenebilir (16).



2. GENEL BILGILER

2.1.INFERTILITE VE YARDIMCI UREME TEKN IKLER1

Fertilize, Ureme kapasitesine sahip olmaktir. Uredigi ve erkek reproduktif
sistemlerinin gzamanh ilgkisini gerektirmektedir. Bu ifki kadinda oosit Gretimi, erkekte
sperm Uretimi ve bu gametlerin bgimasini sglayacak fallop tupleri ile embriyonun implante

olacal uterus kavitesinin gereklifini icermektedir.

Fekundabilite tek menstriel siklusta gebe kalabilolasilgidir (normal ciftlerin
%25’i). Fekundite ise tek menstriel siklusta cahdgum elde edilebilme yetege olarak

tanimlanmaktadir (20).

Infertilite korunmasiz cinsel gkiye rasmen bir yil boyunca gebe kalinamamasi olarak
tanimlanmaktadir. Bu, iremegygrubundaki ciftlerin % 10-15’ini etkilemektedir i infertil
ciftlerde, erkek partnere ait nedenler %25-40dika ait nedenler %40-50, hem erkek hem
de kadina ait nedenler %210 ve hicbir nedenin tarhadgl aciklanamayan infertilite ise %10-
15 sikhkla gorilmektedir(21).

In vitro fertilizasyon (IVF) bir ART yontemi olup,varian folikiillerden aspire edilen
oositler ile ejakulattan veya cerrahi olarak eld#ilem spermlerin laboratuar ortaminda
fertilizasyonu ve in vitro kiltusartlarinda geliimini takiben embriyolarin intrauterin kaviteye

transferiseklinde 6zetlenebilecek bir tedavi surecidir.

In vitro fertilizasyon (IVF) sonucu ilk bebek 1978igda diinyaya gelngiir. Erkek
infertilitesinde bir devrim olarak gorileimtra sitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) ilk kez
1992°'de uygulanmtir. Pek cok yenilik ve gelmelere rgmen ART sikluslarinda ovarian
hiperstimilasyon sendromu (OHSS) vegwgogebeliklerle buna ait komplikasyonlar temel
problemler olarak devam etmektedir. Hastaya aitli@erdeki farkhliklar, ART 'ye verdikleri
farkl yanitlar nedeni ile tedaviler gisellestiriimelidir (22).



2.1.1. Kadininfertilitesi
Kadin infertilitesi etiyolojisinde rol alan nederile prevalansi incelenginde;

* Ovaryen nedenler (azalgmover rezervi, ovulatuar disfonksiyon) %30-40
» Tubal veya peritoneal faktor %30-40

* Endometriozis %5-10

» Uterusa ait nedenler %3-5

» Diger nedenler %5-10 siklkla gorilmektedir.

2.1.1.1 Ovaryen Nedenler

Anovulasyon ve infertilite ile giden hastaliklarliganin nedenlerine goére 3 kategoride
incelenmektedir:

a) Hipogonadotropik anovilasyon (kilo ve viicut kmmisyonunda dgsiklikler, stres, airi
egzersiz, hipotalamusun infiltran hastaliklari,lpktinoma, be sella sendromu, Sheehan
sendromu, Cushing hastaliakromegali vb.)

b) Normogonadotropik anovilasyon (PCOS)
c) Hipergonadotropik anovilasyon (prematir ovayietmezlik) (22).

Ileri yas, kadin fertilitesini ve tedavi sonugclarini olumsazkileyen en 6nemli
faktordur (23). Azalnw fekundabilite, 30'lu ydarin bginda balar ve 35 yaindan sonra
giderek belirginlgir. Kronolojik yas, spontan ve yardimla Ureme sikluslarinda repratiiikt
basarinin temel belirleyicisidir; c¢unkd ileri ya azalmg over rezervinin en 6nemli
gostergesidir. Over rezervini gerlendirmede, siklusun Gclncli gund bakilan serurdl FS
duzeyi, klomifen sitrat challenge test, serum imhiB dizeyi ve transvajinal ultrason ile over
hacmi ve antral folikil sayisinin belirlenmesi dmerstir (24). Bu testler iginde klinik uygu-
lamada en sik kullanilanlar, siklusun Gg¢inctu guetum FSH dizeyi ve ultrasonografi
incelemesi ile karar verilen over hacmi ve antmlikiil sayisidir. FSH deerinin 10-15
IU/L'nin altinda olmasi beklenir. Bu @erin 15-24,9 IU/L’e olmasi yari yariya azaimi
fekundite ile ilgkilidir (25).



Ovdlatuar problemlerin siklikla gorulen tipi anoasiyon veya oligoovilasyondur.
Konsepsiyon olabilmesi icin ovulasyon mutlaka olmal Ovilasyon olup olmagni

anlamak icin kullanilan metotlar:

Hormon duzeyleri: LH dizeyleri ovilasyondan yakl 36-40 saat dnce yukselir (26). Bu

hormon salinimini idrar testi kitleri veya serum Hdhizeyleri de belirleyebiliriz.

Uriner LH o6lcumii: idrar LH kitleri %90 olasilikla 24-48 saat icerisscvilasyonu

gosterebilmektedir. LH agini dggru olarak saptamak icin beklenen gen 2-3 giin 6nce
baslamak Uzere tim siklus boyunca gunlik yapilmalk pozitif testten sonra devam
edilmemelidir. Genellikle ovilasyon, idrar LH artmdan 14-26 saat sonra olmaktadir.
Fertilitenin en yiksek oldiu donem, LH artiminin oldiw giin ve takip eden iki gundur (27).
Ancak kitlerin pahali olmasi ve gki gununi belirlemedeki psikolojik baskisi nedel@ i
Dunya Sglik Orgutt (WHO) tarafindan triner LH kitlerinin kanimi énerilmemektedir (28).

Bazal vicut isisi dlcumleri Sabahin erken saatlerinde vicut 1sisI egiiklinoktasinda iken

yapilan seri Olcimler, ovilasyon olup olmadve ginid hakkinda bilgi verir. Ovilasyonu
takiben salgilanan progesteron, termojenik hormoneuyumurtlamadan sonra viicut 1sisI
0.2-0.3 Fahrenheit yukselir. Bu test gunumizde ild&l yanls sonuclar verdii icin

kullanilmamaktadir (29).

Midluteal serum progesteron duzeyi Serum progesteron dizeylerindeki yukselme

ovulasyonun indirekt gostergesidir. Mensturasyonngiiberi 28 gin olan kilerde
mensturasyonun 21.gundnde 6lculir. Ortalama zamansturasyon Bangicindan yedi gin
Oncedir. Duzensiz adet goren kadinlarda serum ptegmn dizeyi sonraki siklus gfayana
kadar haftalik olarak dlctilmelidir. Luteal fazdaidlen progesteron diizeyinin 3-5 ng /ml'nin
Uzerinde olmasl, ovilasyon gostergesi olarak k&killr.10 ng /ml'nin Gzerinde olmasi da
yeterli bir luteal faz icin gostergedir. Progestarn pulsatil salinimindan dolayi siklusun 20-

24. gunleri arasinda U¢ serum ¢&timén incelenmesi ile luteal faz defekti tanisi kamy(30).

Trans-vaginal ultrasonografi (TV-USG): Preovulatuar folikillerin  blyime ve
gelismelerinin seri USG takipleri ile izlenmesidir. Oa8lyon zamanini tahminde en iyi

yontemdir (31).

Endometrial _biyopsi: Progesteronun histolojik etkisini gostermek amiel endometrial

biyopsi uygulanir. Luteal faz vyetersigli veya bozuklgu tanisinin konulmasinda



kullaniimistir. Ancak giinimizde geleneksel endometrial higlotin saptanmasinin gecerli
bir tanisal yontem olmagh gosterilmgtir. Kronik anovulatuar kadinlarda endometrial

hiperplazinin gdsterilmesi amaci ile kullaniimakta@2).

2.1.1.2 Servikal Faktor

Servikal mukus, vagina ve ejakulattan spermlerayafarak dier seminal proteinleri
ayirir, anormal morfolojili spermleri filtre eddsiyokimyasal olarak hazir hale getirir ve

sperm icin rezervuar gorevi yapar (31).

Postkoital Test Cinsel ilkiden 2-12 saat sonra alinan servikal mukus gme
Ozelliklerinin incelenmesine dayanir. Fakat gunudeizestin gebetin prediktif degerinin
disik olmasi, anormal sonuclarin ve tedavinin gebsbkuclarini etkilememesi nedeniyle
terk edilmitir (33).

2.1.1.3 Uterin faktor

Konjenital ya da edinsel anomaliler, tim inferélit nedenlerinin  %3-5'ni
olusturmaktadir. Konjenital defektler uterus, fallop pléri, serviks ve st vajenin
embriyolojik gelsimini saglayan Mulleriyen kanallarin komplet yolgu (Mullerian agenezi),
uterusun gegimsel anomalileri (septus, bikornis), vajinada lbadinal veya transfers septum
olmasi sayilabilir. Edinsel anomaliler dilatasyoe kiretaj, zor dgum, intrauterin arag,
gecirilmis cerrahi sonrasi endometrit, adezyon ya dass{@sherman sendromu) ile kavitede
yer kaplayan lezyonlardir (miyom, polip). En sikrig@én anomali septat uterustur (%1).
Komplet ya da parsiyel olabilir. Tanisinda histatpgigografi (HSG) kullanilabilir ancak
bikornuat uterustan ayirt edilemeyebilir. TV-USG 001sensitivite ve %80 spesifiteye
sahiptir. Manyetik rezonans gorintileme tim uteamomalilerde tercih edilebilecek bir
yontemdir. Ancak septat uterus tanisinda histenuske laporoskopi altin standarttir. Uterin
histeroskopik septoplasti tedavide temel seceneHRtekrarlayan gebelik kayiplari olan
hastalarda gebelik sonuclarini igtiedigi gosterilmitir. Bu operasyon, septat uterusa ek
aciklanmayan infertilite ya da tekrarlayan gebdigybi olan kgilere uygulanmalidir. Cer
uterin anomaliler ise gebelik kayiplari ve obstekomplikasyonlarla ikkilidir. Ki sinin gebe

kalma potansiyelini etkilemez (34).



Histeroskopi, fertiliteye olumsuz etkisi olan witerin adezyonlarin tedavisi,
submukozal myom ve endometrial polip ayriminda eeavisinde kesin sonug¢ veren bir
yontemdir. Eer HSG veya sonohisterografide bir patoloji gori§nde tanisal ve operatif
histeroskopi yapilabilir. Kadinda histeroskopi gékle ileri evre bir tetkik yontemi olarak
kabul edilmektedir. Bu nedenle tekrarlayan ART savesizliklarinda, zor intrauterin
inseminasyon ve zor embriyo transferi olan hastalggulanmasi onerilir (35).

2.1.1.4 Tubal ve Peritoneal Faktor

Tubal ve peritoneal faktorler kadin infertilitesir#30-40'n1 olsturur. Tubal faktorler
fallop tuplerinin hasarlanmasi veya obstriksiyona iliskilidir ve gecirilmis pelvik
enfeksiyon, pelvik veya tubal cerrahiyeghaortaya cikar. Peritoneal faktorler ise siklikla
pelvik enfeksiyon, cerrahi veya endometriozis ilérigen paratubal ve paraovaryan
adezyonlarla ikkilidir. Ayrica tubal patoloji acisindan yiksek kishastalarla dgtik riskli
hastalarin ayriminda Chlamydia trochomatis immulnglio G serolojisi taramasi tavsiye
edilmektedir. Chlamydia serolojisi pozitif ¢cikan gla HSG’de bilateral tubal tikaniklk tesbit

edilen hastalara laparoskopi dnerilmektedir (36).

Histerosalpingografi (HSG), tubal patensinin geldendirmesinde ilk yapilmasi
gereken testtir. HSG'nin, tubal oklizyonu tanimldm&665 duyarlik ve %83 secigg
sahiptir (31). Siklusun 6-11 gunleri arasinda yapsdl gereken bu goéruntilemede, endo-
servikal kanala yerlgirilen bir kanal aracifii ile suda ¢6ziinen (ginimizde daha fazla tercih
edilir) veya y&da ¢Ozunen kontrast madde uterin kaviteye enjedile ®e seri floroskopik
cekimlerle uterin kavitenin dolumu, kontrast maddemubalardan gegi ve peritoneal

kaviteye serbestce gdmi goruntulenir.

Laparoskopi, tuboperitoneal nedenlerin tanisindan adtandart yontemdir. Pelvik
organlarin direkt vizualize edilmesi, paratubalfmaryan adezyonlar ve endometriozisin
degerlendirilmesi ve tubal patensinin ve tubalarin Bimgal yapisin direk incelenmesi

mumkundar (37).



2.1.2Aciklanamayan infertilite

Aciklanamayan infertilite, infertilite dgerlendirmesinde yapilmasi gereken standart
testlerin hepsinin normal gelmesi (normal semenlizanpalokiimante edilngi ovilasyon
bulgusu, normal uterin kavite, bilateral tubal pai® durumudur.insidans tim infertil

populasyonda %5-20 civarindadir.

Aciklanamayan infertilite, reproduktif verimlilik geisinin alt sinir olarak kabul
edilebilir. Bu olgularda ortalama siklus fekunditéstincl yildan sonra %2-4 civarindadir; bu
oran normal fertil ciftlerde beklenen oranin (%2Z8)-Zok altindadir (38). Muhtemelen
standart dgerlendirme metotlari ile gosterilemeyen sperm veysit fonksiyonlarinda,
fertilizasyonda, implantasyonda veya embriyo gieinde anormallikler nedeniyle subfertilite

olmaktadir.

2.1.3Endometriozis

Endometriozis, Ureme gendaki kadinlarda gorulen bir hastaliktir. Endoneis;
endometrial tabakainin karin icindeska yerlere (fallop tupleri, overler, Douglas, penit
mesane ve lgarsaklarda) yerlgmesi olarak tanimlaniinfertilite sikayeti olan olgularin ise
%20-30'unda endometriozise rastlanmaktadir. Endoozedin infertilite ve &ri (devamh alt
karin a&risi, dismnore ve disparoni) olmak uzeresliza iki 6nemli belirtisi vardir.
Endometriozis, karin icinde adezyonlara sebep dBumun dginda fallop tdplerinin ve
overlerin fonksiyonunu bozarak infertilite yapabilKarin icindeki endometriozis; periton,
over ve derin endometriozis olmak Uzere uge ayrBmdometriozisli olgularda tani igin
jinekolojik muayene bulgulari, ultrasonografi (oleede cikolata kistleri i¢in), MRI (dokunun
icine yerlgen derin endometriozis odaklari i¢in), kanda bakii@amor belirtecleri (CA 125,
CA 19-9) ve laparoskopi kullanilir. Laparoskopi Hestalgin tanisi esastir. Laparoskopi ile
hem hastaiin evresi saptanir (Evre | hafif, evre 1'¥19 hem de endometriozis odaklarindan

patolojik tani icin biyopsi alinabilir (39).



2.1.4Erkege ait nedenler

Erkege bal kisirligi deserlendirmek icin yapilan en basit ve 6nemli testnee
analizidir (spermiogram). Ergen gecmginde gecirilen hastaliklar ve enfeksiyonlar
(kabakulak, cinsel temasla bgda hastaliklar), gecirilen cerrahi gimler (fitik vb.),
kullanilan ilaglar, alkol kullanimi, radyasyon maiyeti, Steroid kullanimi, kemoterapi,
toksik ajanlar, kriptoaiidi, testis travmasi ve varikosel vaihin argtiriimasi 6nemli yer

tutar.

2.1.4.1. Klasik semen analizi.

Erkek fertilizasyon potansiyelinin atarllmasindaki ilk adim en az dért hafta ara ile
uygun yapilmy iki semen analizi olmahdir. Bu konu WHO tarafindair kitap halinde
hazirlanmg ve dinyada en ¢ok kullanilan referans kitap haielentir (Tablo.1)

Tablo.1. Klasik semen analizi (40).

Gorundm: Homojen, gri-opak

Viskozite: <2cm

Likefaksiyon suresi: < 20-30 dakika

Volum: > 2ml

pH: 7,2-8,0

Sperm sayisi: > 20 milyon/ml

Total sperm sayisi: > 40milyon/ml

Total motilite: > %50

Hizli ileri hareket: > %25

Morfoloji: > %30 WHO kiriteri>%14 Kruger )
Vitalite: > %75

Beyaz kire <1 milyon/m|

Immunobead test: < % 50 immun taneciklere pa motil
spermatozoolar

MAR Testi: < % 50 motil spermatozoolarda partikiller
yapsik

Bioasseyler

Hemizonaindeks > %35

HOS Test > %60

Sperm penetrasyon assay > %10
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Bazi semen dgskenleri icin terminolojisu sekildedir:

* Normospermi: Referans dgerlerle tanimlanan normal ejakulat

* Oligospermi: Referans dgerden diik sperm konsantrasyonu

» Astenospermi: Hareketlilik icin referans digerden daha diik deser

* Teratospermi: Morfoloji igin referans dgerden daha diik dezer

* Oligoasthenoteratospermi:Her ¢ dgiskenin de bozuklguna ksaret eder
» Azospermi: Ejaktlatta hi¢ spermatozoa bulunmamasi

» Aspermi: Hic¢ ejakilat elde edilememesi (40)

Klasik semen analizi igin incelenecek ejakilat @8 saatlik cinsel perhiz sonrasinda
mastiirbasyon ile steril bir kaba alinmali ve cirpaihiz yedi giinii gegmemelidir. Ornek en
gec 30 dakika icerisinde tetkik yapilacak laboreduaetiriimi olmalidir. Ejakilatin
makroskopik muayenesinde gorunamd, miktari, likefan zamani, viskozitesi ve pH’i
degerlendirilir. Ilk degerlendirme icin iki 6rnek alinmalidiiki 6rnek arasinda gegen zaman
yedi gunden az, lU¢ haftadan ¢cok olmamalidir. Mikopsk incelemede sperm sayisi,
hareketlilgi, yuvarlak hicre sayisi ve siniflandiriimasi, &ghlsyonun varsa

derecelendirilmesi ve morfoloji incelenir.

Sayi: Guvenilir bir degerlendirme icin ideal olan 100 karedeki spermlaginsaktir.
Kullanilan alete bamli olarak, tek karedeki ortalama sperm sayiseteahnip sayim

milyon/ml olarak ifade edilir.
Hareketlilik: WHO hareketlilgi dort sinifta dgerlendirilmektedir;

a) Hizli dgrusal progresif hareket

b) Yava dogrusal ya da dgrusal olmayan hareket
c¢) Progresif olmayan hareketlilik

d) Hareketsiz (40)

Morfoloji: Kruger ve ark. (41) tarafinddistrict’ kriterleri ile morfoloji degerlendirilmesinin
tanimlanmasiyla bu parametre giderek artan bir 6kananmgtir. Bu yontem ilk kez 1986
yilinda yayinlanmy ve 1990 yilinda Menkveld ve ark. (42) tarafindaodifiye edilmitir.
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Kisa sure igerisinde rutin incelemede yerini alan yodntemin, WHO kriterlerine gotre
morfoloji deserlendiriimesi yontemine olan Ustuglii de gOsterilmitir. Kruger'e gore
morfoloji % 4'den az, %4-14 ve %14’'den fazla olaskiflandirilmaktadir. Normal morfoloji
%14’den az oldgunda IVF ile her oosit ana fertilizasyon orani %37 iken, %14’den blyuk

olanlarda oran %91’e yukselmektedir (43).

2.2.1n Vitro Fertilizasyon

2.2.1. Tanimi ve endikasyonlari

Yardimci ureme teknikleri (YUT): Klasik invitro feélizasyon ve embriyo transferi
(IVF/ET), intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSlintrauterine inseminasyonil),

mikroepidimal sperm aspirasyon(MESA) ve testikiglperm ekstraksiyonunu (TESE) icerir.

IVF islemi eksojen gonadotropinlerin  kullanimiyla  oveirer kontrolll
hiperstimilasyonu (KOH) sonrasinda transvajinal raglbnografi diginde oositlerin
toplanmasi, labaratuarda fertilizasyonu ve embaiyaltransservikal olarak uterusa transferini

kapsamaktadir. IVF ile dinyaya gelen ilk gebelik@9@e gerceklgmistir (44).

IVF endikasyonlargunlardir (45):

Tubal faktor

* Endometriyozis (dier tedavilere yanit olmamasi durumunda)

* Aciklanamayan infertilite (gger tedavilere yanit olmamasi durumunda)
* Ovulatuar disfonksiyon (der tedavilere yanit olmamasi durumunda)

* Over yetmezhi (oosit donasyonu ile)

* Over rezervinin azalmasi

» Ciddi erkek faktori

2.3. Ovarian Stimilasyon Secenekleri

Ilk elde edilen IVF gebeli uyariimams dogal bir siklusdan toplanan oositle elde
edilmistir (46). Dgzal IVF siklusu, tabi ki, halen mumkindir; ancaksskiptalisansi fazladir
(%25-75) ve siklus bana gebelik orani oldukga sliktir (47). Oosit toplanmasi fertilizasyon
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basarili olsa bile d@al sikluslarda sadece bir tane olgun oosit ve ielefmbriyo elde edilir
(48). Embriyolan se¢cmek veya dondurup saklamak lgibsecenek yoktur ve toplam gazau
orani nisbeten diik implantasyon oraninasaret etmektedir. Dgal IVF siklusu over
uyarimina zaten dgilk cevap veren hastalar icin (1-2 folikil) veya muganin medikal
sebeplerden dolayi sakincal olabilgicdurumlarda bir secenek olabilir (49). Eksojen hCG
enjeksiyonu oncul foliktl yeterli olgunga ergtiginde yapilir ve bu ylizden oosit toplama igin
en uygun zamani saptamak icin endojen LH moniteyi@au yapma gege yoktur. GnRH
antagonist ile adjuvan tedavi erken LH pikini emgrelve dgal IVF siklusu sonuclarinda

dizelmeye sebep olur (50).

Ovilasyon induksiyonu ilaglari ¢oklu folikiler ggii sagslar ve en ¢ok sayida oosit
olusmasini sglar. Boylece fertilizasyon olasgl, transfer edebilecek ve secilebilecek embriyo

sayisI artar ve larisansi artar (51).

Bircok tedavi rejimi mevcuttur. Hi¢ uyarim yapmantek (dg@al siklus) minimal
uyarim yapmaya kadar (klomifen sitrat) veya hafitumdan (klomifen sitrat ve diik doz
eksojen gonadotropin ile agtk tedavi), agresif uyarima (GnRH agonisti veya ragi ile
baraber veya tek bena yuksek doz gonadotropin tedavisi) kadar bir gegenek olabilir. Her
birinin kendine has avantajlari, dezavantajlarkuianilabilirligi mevcuttur. Tedavi rejiminin
secilmesinde bireyin ya daha dnceki herhangi bir tedaviye cevabi ve oeeervi nemli rol

oynar (52).

2.3.1. Uzun Protokoller

Siradan bir siklusta, GhnRH agonist tedavisi mig¢d#ligamada ovilasyondan yakik
bir hafta sonra b#ar. Bu donemde endojen gonadotropin dizeyleglikliiir ve agonistlerin
sahip olduklar alev (flare) etkileri yeni bir fililer gelsimi uyarmak anlaminda en gik
seviyededir. Tedavi ayni zamanda erken folikiilenedtide de bgayabilir ancak hipofizer
baskilanma icin ihtiya¢ duyulan stire daha uzunduaalog tedavisi mensturasyonun tg¢incu
gliniine kadar tam dozda verilir. Uglincli giin yapl8G’de 10 mm’den biiyik folikil
olmamasi ve serum E2'nin 50 pg/ml'den az olmasienjietsupresyon elde egimizin
gostergeleridir. Mensturasyonun ikinci veya UcUngiiininden itibaren tedaviye
gonadotropinler eklenir ve anolog dozu yariyssidilir veya ayni dozda devam edilir.
Gonadotropin dozu hastanin syaover kapasitesi ve daha o6nce induksiyon sdenio
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tedavideki yanitlarina gore gganir. Gonadotropin dozlari basamakli artieya azalma
seklinde folikul gelgsimine gore dgistirilir. Seri serum E2 tayini ve over folikullerini TV-
USG ile dgerlendirilmesi ile uyariya cevap gerlendirilir. Genelde hedef 17-18 mm capta en
az iki foliktl elde etmektir ve ideal olarak birkagne 14-16 mm arasinda folikl olabilir.
Serum E2 dizeyi ise 14 mm ve Ustu folikuller icotikil bagina 200 pg/ml'dir. Bu hedefe
ulasildiginda 5000-10000 IU hCG uygulanir ve 34-36 saatasoosit toplamaslemi yapilir.
Uzun protokoller ART sikluslarinda en ¢ok tercihiled protokollerdir. Luteal fazda ya da
folikiler fazda bglansin uzun protokoliin istenmeyen bir yan etkisnkByonel Kkist
olusumudur. Tedavi 6ncesi oral kontraseptif kullaninu yan etkiyi azaltmaktadir. Oral
kontraseptifin bir bgka yarari ise GnRH analog kullanimi sirasinda ededselik olasiligini

engellemesidir (51).

Bazen stimulasyonsal artms folikller cevap, artngimasif ovarian gegieme, bitin
foliklllerde arts ve yluksek serum E2 dizeyleri (3000 pg/mlI'den faitéasonuclanabilir. Bu
durumda OHSS riski belirgin olarak arytr. Bu hastalarda siklus iptal edilebilir; ,coasdf
denilen analoga devam edilirken 1-3 giin gonadatrdpizu kesilip serum E2 normale gelince
hCG verilebilir;, embriyo transfer guni 5.gine gddlebilir ya da embriyolar
dondurulabilir(52).

2.3.2. Kisa Protokoller
Over rezervinin kisitli oldgu (poor responder) olgularda kullanilir;

a) Kadin yai>40

b) Gilnltuk ortalama gonadotropin dozu >300 U
c) hCG gunu folikdl sayisi <5

d) Elde edilen matir oosit sayisi <5

e) Erken folikiler faz FSH >15 miU/ml

f) hCG guini E2<600 pg/ml (53)

Kisa protokolde GnRH angla mensturasyonun 2-4. ginidnde verilir, daha sooza d
azaltilir ve gonadotropin enjeksiyonuna menstunasga3.gunu bganir. Folikal gelsimi TV-
USG ile takip edilerek gerekirse gonadotropin doztesistirilir. Genelde hedef 17-18 mm
capta en az iki folikil elde etmektir ve ideal alarbirka¢ tane 14-16 mm arasinda folikdl
olabilir. Bu hedefe ukaldiginda 5000-10000 IU hCG uygulanir ve 34-36 saatss@usit
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toplama glemi yapilir. Ultra-kisa protokol ise alev (flarefkiyi uyarmak icin agonist tedavi t¢
gun sure ile verilir, daha sonra kesilir; tedawdesze gonadotropinle devam eder. Ancak erken
LH artiglarn diger protokollere gbre daha siktir ¢ciinkili endojen dotrapin salgilanmasini
baskilamak icin daha uzun sire analog tedaviskgezktedir. D§ik baari oranlari nedeni ile
nadiren uygulanir (52). Mikrodoz protokoliinde, tadincesinde oral kontraseptif kullanimi ile
folikuler faz bglangicinda verilen GnRH-a etkisi ile gelcek korpus luteumun kurtariimasi
problemi ortadan kaldiriimaktadir. GnRH-a dozunuigué tutulmasi (80ug/gin leuprolide
asetat) ile ekzojen gonadotropinlere endojen holanatestek vermektedir (52). Flare etkinin
dozu, klasik ko-flare protokollerinde gorilen erkeR yikselmesine neden olacak diizeye
ulasamamaktadir. Bu protokolde 21 gun sire ile oraltteseptif kullanilir, ilag bitiminde t¢
gun ara verilir. Ardindan iki gin GnRH-a denir ve 3.gunden itibaren rFSH veya HMG
eklenir. Dger takipler dnceden belirtilgii gibi yapilir (52).

2.3.3. Antagonist Protokolleri

GnRH antagonistleri doz panli sekilde GnRH reseptdrlerini bloke eder ve hizli
sekilde gonadotropin salinimini inhibe ederler. Ayataist tedaviye genellikle gonadotropin
tedavisi bglandiktan 5-6 giin sonra ya da en blyuk folikil #3rhim capina uktiginda
baslanir. Antagonist ve gonadotropinler hCG giintneakddrlikte verilir. Alternative olarak
tek ve yuksek doz antagonist kullanilabilir. Tekzdantagonist siklusun 8.guna verilir. Tek
doz antagonist erken LH ammi 96 saat kadar geciktirecektir. Yaveevap verenlerde ise
2.doz antagonist gerekebilir. Genelde hedef 17-&f8gapta en az iki folikil elde etmektir ve
ideal olarak birkac¢ tane 14-16 mm arasinda foliékabilir. Bu hedefe ukaldiginda 5000-
10000 IU hCG uygulanir ve 34-36 saat sonra oogilatoa slemi yapilir. Antagonist
protokollerde kullanilan toplam gonadotropin dozamdaha az olmasi nedeni ile maliyeti
daha azdir. Onemli bir komplikasyon olan OHSS rigkialog protokollere goére daha
dusuktar. Ancak elde edilen oosit ve embriyo sayisikliaik gebelik orani da antagonist
sikluslarda daha guktir (54).
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2.4. OVULASYON INDUKSiYONU MONITORIZASYONU

Hastalarin takibinde E2 ve TV-USG kullanilir. Falikboyutunun takibinde ve hCG
gununun belirlenmesinde ultrason kullanilir. Omadafolikil boyutu 16-18 mm’ye ugan iki
adet folikdl goruldginde hCG yapilir. Ayrica folikilometrinin sogamasinda endometrium
kalinhg! da olculur. Endometrium kaliggh 7 mm’nin altinda oldgu olgularda gebelik orani
anlamh dguktir (55). Normal giden bir siklusta gec folikllEzda E2'nin bir giin énceki

degerine oranla %50 civarinda artmasi, folikilleria is3mm/gin buyimeleri beklenir.

Ovilasyon induksiyonunda gonadotropinglaaan giinden hCG gintne kadar gecen
sure ortalama 10-12 gundiur. hCG yapildiktan 34-8&t sonra yumurta toplamalemi
(oocyte pickup,OPU) yapllir.

2.5. Folikdl Aspirasyonu ve Fertilizasyon

HCG uygulamasinin 36. saatinde oositler transvijiteasonografi giginde folikll
aspirasyonu yontemiyle toplanmaktadir. Analjezi&der gliginde (sedasyon altinda
paraservikal blok veya spinal anestezi tercih édil¢ ultrasonografik gozlemle her bir
foliklle igne ile girilerek icerik aspire edilir. Toplanan dtein matirasyonu mikroskop ile
deserlendirildikten sonra klasik IVF uygulanacak isentulus hicreleri mekanik olarak
gewetilir ardindan uygun bir inktibasyon medyumuna malkteak %5—-6 CQIi inklibatdrde
ortalama 3 saat inkiibe edilimtrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSlygulanacaksa
matlr oositlerin, kumulus korona ve oosit kompleksnzimatik (hyaluronidaz ile) ve
mekanik olarak denuide edildikten sonra iki saatib edilir.Inseminasyondan bir-iki saat
Oonce hastaninsgden sperm orrg alinir. Elde edilen motil spermler yikandiktanns®
yogunlasma ve motilite tekrar dgerlendirilerek 37 derecede %5 €lDinkibatorde 30 dakika
bekletilir. Fertilizasyonun gganmasi igin toplanan oositler kultir medyumundaitianms
spermler ile bekletilir. Fakat ciddi erkek faktovarsa, intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu
uygulanir. Erkek faktor olmayan olgularda ICSI'nikonvansiyonel IVFe Ustlinfit

saptanmangtir (56). O nedenle erkek faktéri olmayan olgulaid@ tercih edilmektedir.
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2.6. OOGENEZS

Dogum sirasinda overler 1-2 milyon germ hucresi ic&ubertede bu sayr 300.000-
500.000’e dger. 35-40 yil suren reproduktif donemde 400-500rghiicresi ovilasyon igin
secilmekte dierleri atreziye gramaktadir (57). Gametogenez ve steroidogenez esueiki
onemli fonksiyonudur. Oositlerin periyodiklarak olgum ve atilimlari geni anlamda
folikllogenezdir. Intrauterin hayatta 6-8.haftalardgerm hiicrelerinde hizli  mitotik
bolinmelerle ilk garetlerini veren ovarian Bkalasim ile 16-20.haftalarda 6-7 milyon

oogoniaya ulglir. Bu gonadin en ytksek oogonal seviyesidir.

2.6.1 Folikuler gelsim

Foliklller steroidojenik ve ovulatuar potansiyeiter elde edebilmek icin cdli
gelisimsel basamaklardan gecer. Fetal overde 20. hafyalgik 6-7 milyon primordial
folikil bulunur. Fakat bunlarin o pre veya postnatal donemde dejenere olur (58). Bi
menstriel dongindn ortalama siresi 28 gundir. Pdialofolikiilden preovulatuar folikul
asamasina kadar olan ggin sireci ise yakkak 85 guin strmektedir (59)Sékil 1). Folikller
gelisimin tamamlanmasi ve ovilasyonun gercgilesi icin hipofiz 6n lobundan salinan
gonadotropin hormonlara (FSH ve LH) ihtiya¢c vardholikiler gelgimin ilk bulgusu
primordial foliktl icindeki primer oosit boyutlann artmasidir. Ayrica folikil cevresindeki
graniloza hucreleri kiboidal hale gelir. Granuldd&releri ve oositler arasinda ghenti
yollari olusur. Granuloza hucreleri ile oosit arasindaki besigverisi, biyume faktorleri
transferi, metabolitlarin uzaldariimasi bu bglanti yollari araci ile saglanir. FSH uyarisi
ile primordial foliktl cevresindeki graniiloza hike bir bazal membranda galmaya bglar
ve primer folikil olgur. Folikil cevresindeki teka hcreleri farklibaaya balar (60).
Folikuler gelsim devam ettikce oosit cevresindeki graniloza Haargok katli hale gelir.
Stromadaki tekal htcreler folikil cevresine gdo yaklgir. Graniloza hicre bazal
membranina yakin olan teka hiicreleri teka intedada uzakta olanlar teka eksterna olarak
adlandiniir. Bu yapiya preantral folikil denir. é@ntral folikilde steroidegenez ska.
Preantral folikulde farkli hicrelerde farkli gonaigpin reseptdrleri bulunur. Teka htcreleri
LH reseptoru, grantloza hicreleri ise FSH reseptéimaktadir. LH teka hicrelerindeki
membran reseptorine @andginda, hicrede kolesterolden androstenedion vestestma

kadar olan steroidegenezi uyarir. Teka hiicrelekingiedrostenedion ve testosteron graniloza
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hiicrelerine aktanlir. Preantral folikildeki graozd hicreleri teka htcrelerinden gelen
androjenleri aromataz enzimi ile dstrojenlere geviFolikilde Uretilen 6strojen, FSH ile
sinerjistik olarak grantiloza hiicre proliferasyonweuhticre Gzerindeki FSH resepttr sayisini
arttirir. Folikdl gelsimine devam ettikce dnce grantloza hicreleri adednbglukta sivi
birikimi gozlenir. Daha sonra bu kiucuk ghaklar birleserek antruma dosir ve antral folikdl
olusur. Granuloza hicrelerinden salinan inhibin-B folde fazda FSH etkisi ile
uretilmektedir.Inhibin-A ise luteal fazda LH etkisi ile salinir. Hii inhibin formu FSH
dretimini ve salinimini inhibe eder. Folikil ggilkce Ostrojen ve inhibin-B Uretimi artar.
Uretilen bu iki hormon negatif feed-back ile hipmfi gonadotroplardan FSH Uretimini
azaltir. Overde galinekte olan antral folikiillerden FSH reseptoru fadkn, ortamda azalan
FSH’1I digerlerine gore daha fazla @ar ve gelsimine devam eder. Bu folikil dominant
folikdl olarak adlandirilir. Dier folikiller ise atreziye grarlar. Dominant folikill gekimine
devam ederken boyutlari ve folikil sivisi artarinfer oosit cevresindeki Ozejimis
granuloza hicrelerinden glan yapiya ise kumulus ooforus denir. Folikil géice Uretilen
ostrojen granuloza hicrelerinde LH reseptorlerirbadsine neden olur. LH etkisi ile bu
hiicrelerde ya birikimi baglar. Bu degisime luteinizasyon denir. LH'In yikselmeye
baslamasindan 36 saat sonra folikul sivisindgauyplazminin etkisi ile kollejenaz aktive olur
ve foliktl duvarinda ruptir ve ovilasyon gercgkle Ovilasyondan sonra geriye kalan

folikdller yapi ise korpus luteum olarak adlandrr(61).

Primordial Primary Secondary Preantral  Antral

Sekil 1: Folikillogenez basamaklari
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2.7. 009T MATURASYONU

Oosit, kadin vicudunda sadece yapisal ve fonkslygieden dgil, mayoz yani
rediksyonel bolinmeyegtayan tek htcredir. Oositteki mayotik strecin #genlesi oosit
mattrasonu olarak bilinir ve basitge birinci makdbolinmenin tekrar 3&ayarak metafaz Il
(MII) fazina ilerlemesi ve beraberindesbali fertilizasyon ve erken embriyonel gatie icin
gerekli sitoplazmik d@sikliklerin olmasidir (62). Aslinda bu tanim nikleee sitoplazmik

matirasyon olarak bilinen birbiri ile yakingkili stirecleri tarif etmektedir.
2.7.1. NUkleer Matirasyon

Nukleer matirasyon temelde oositin mayoz 1 diploemede arreste goams
bolinmesini 2.mayoz bolinmenin metafazina kadatetlmesi ve fertilizasyona hazir hale
gelmesi olarak tanimlanir. Oositler tam bir matyaasicin siklus ortasi LH pikine ihtiyac
duyarlar. LH reseptorlerinin uyariimasi cAMP Uretmm yol acgar (63). Oosit mikroskop
altinda birinci polar cisim iceren metafaz 2 (MIbirinci polar cisim ya da germinal vezikul
icermeyen metafaz 1 (Ml); germinal vezikul icerenofpz 1 (PI) olarak grublandirilir. Mii

oositlerin fertilizasyon oranlari belirgin olarakzladir (64).

Sekil-2: Matiir oosit ve 1. polar cisimcik

Ovilasyonda atilan oosit matir oosit ya da MIl boslarak isimlendirilir.
Ovilasyondan once oosit intakt bir germinal vezikggrir. Oosit 6 basamakta nikleer

matirasyonunu tamamlar.
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a) Mayozun yeniden kamasi ve germinal vezikil yikimi (GVBD)
b) Kromatin kondensasyonu

c) Mayotik spindle halkasinin alumu

d) Homolog kromozomlarin ayriimasi

e) Orantisiz sitoplazmik bdlinme ve 1.kutup cisgimn olusumu

f) Mayozun tekrar durmasi

2.mayoz boélinme fertilizasyon sirasinda spermsite@irmesi ile tamamlanir (65).

2.7.2. Sitoplazma Maturasyonu

Sitoplazma matirasyonu daauli  bir fertilizasyon, prontkleer bigcimlenme ve
implantasyon oncesi embriyonik gétn icin gerekli yapisal materyallerin @anmasi ve
gerekli biyokimyasal sirecin almasi, molekillerin zamaninda aktive olmasi, uygun
depolanma kadar, organellerin yeniden yarnlesi, proteinlerin ve mRNA’ larin sentezini ve

modifikasyonu igeren sureg olarak tanimlanir.

Sitoplazmik ve nikleer matirasyon, nukleer igerigerminal vezikulin yikiimasi
(GVBD) ile sitoplazmaya salinmasiyla, birbiri ileodrdineli hale gelen olaylardir. Her ne
kadar nukleer matirasyon bazi yonlerden sitoplazmakiirasyonu etkilese de, en azinda bazi
durumlarda sitoplazmik mattrasyon ntkleer olaylardaimsizdir (66). Bu nedenle oositler
birinci polar cisimcgi atip nukleer matirasyon agidan mattr (Mll) olde, aslinda bu oositler
fertilizasyon, pronikleer olum ve embriyonik gedim icin gerekli maternal faktorleri

icermede yetersiz olabilirler (65).

2.8 Embriyoner Gelisim

2.8.1 Erken Embriyonel Gelsim

Inseminasyondan 16-18 saat sonra pronikleuslar eitsiplazmasinin ortasinda
gozlenir. 20-34 saat sonra pronukleuslar irlgani singami olgur. Bunu 35,6 saat sonra
sitoplazmanin ikiye bolinmesiyle meydana gelendikiloid blastomerin olgumu izler. Bu
yap! iki hicreli bir embriyo olan zigottuinseminasyondan 45,5-45,7 saat sonra yani ikinci
ginde embriyolar dort hicreli, daha sonraki boluntaeictiinct ginde ortalama 54,3-56,4
saatlerde 8 hicrelsamaya ulailir.
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Sekil-3: Fertilize olmy oositler (pronukleuslar merkezde izleniyor)

Embriyonun ikinci ve Uglnci bolinmeleri arasindér{dblastomerli evreden sekiz
blastomerli evreye gegi maternal genden embriyonik gen gdami aamasina gegi
gerceklgmektedir. Bu nedenle, spermle bgrigeden itibaren ilk 48 saatte embriyo éncelikle
maternal mMRNA etkisiyle protein sentezi gercghiteken, bundan sonraki samalarda
embriyonik genom aktivasyonu ile ggtieye devam ederler (67).

Klinik IVF'de embriyo deerlendirmesinde kullanilan en 6nemli oOlgutlerden bie
fragmantasyondur. Fragmantasyon hicrenin plazmahbmsmmin ekstraselliler bolgeye bir
atigidir ve sitoplazma igerir (67). Fragmantasyonsotaun intraselliler mekanizmasi tam
olarak bilinmemekle birlikte, bélinme sirasindasalu 6limcul zararlar ve apoptotik olaylara
bagl oldugu iddia edilmitir (68). In vitro fertilizasyonda embriyonun gsitn 6zellikleri ve
implantasyon potansiyeli derlendirilirken; gund ile uyumlu blastomer sayisie v
blyukligtinin yaninda fragmantasyon miktarigdiani ve buyuUklEi de uygun embriyonun
bir se¢im kistasi olarak kullaniimaktadir (69). Buybre sitoplazmik fragmantasyonun miktari
ve dailimi, embriyonun implantasyon potansiyeli ile terantihdir ve embriyonun geimi
Uzerine olumsuz etkileri olabilir (70)
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2.8.2 Morula ve Blastokist Gekimi

Inseminasyondan sonraki tigiincii giinde blastomersitaplazmasinda graniler bir
yapilanma kicuk cukurganalar gozlenebilir. Bu gérinim blastomerler aragibeslanmanin

artmasi ve sekiz hicreli bir embriyonun kompagtiaya hazirii olarak yorumlanmnsgtir (67).

Fertilizasyondan sonraki dordinct ginde embriyo paktiggmaya baladigi zaman
morula olarak adlandirilir. Bu evrede blastomedexsinda, ilegimi ve hicreler arasi bariyer
olusumu sglayan siki ve geyek balar olusmustur. Morula evresinde hiicreler arasinda kavite
olustugu zaman embriyo blastokist adini alir. Kavitasylenledikce kompaktlgna sirasinda
blastomerlerin kutupkmasiyla meydana gelen iki farkh hiicre grubu (aptEdembriyonik
dokuyu olygturacak trofektoderm (b) Embriyo ve daha sonradiéh gekimi devam ettirecek
ic hiicre kutlesini olgturur. in—vitro blastokist olsumu inseminasyondan sonra 5 ve 7.
gunlerde gercekdr. Zona pellusida, fertilizasyonda c¢ok ©6nemli rollan ve henlz
intraselliler bglari oluumams blastomerleri bir arada tutarak fizyolojik bir baar gorevi
ustlenen, glikoprotein yapida bir tabakadir. Zoe#lusida, gelien blastokistin hacim olarak
blyumesi ile giderek incelir ve sonucta acilankdeh blastokist fitiklsmaya balar. Bu olaya
hatching, bu gamadan sonra 6-7. ginde zona pellusidadan tamarkan embriyoya ise
hatch olmy blastokist denir (67).

2.8.3 Embriyo Kalitesinin Deserlendiriimesi

Ik tanimlamalar 1986 yilinda hiicre sayisi, blastomi@yiklisu ve fragmantasyon

oranini igceren 2.giin embriyo g@éni degerlendiren skor sistemi ile damistir (71).

Devam eden caimalar 3.gin embriyo gerlendirmesinin 2.giin gerlendirmeye gore
gebelik baarisi, implantasyon orani ve canl gdon oranlarini belirlemede daha etkili

oldugunu gosterngiir (72).

Embriyo kalitesinin dgerlendiriimesinin temel amaci gebelik oranlaringémmede
anne yal ve transfer edilen embriyo sayisina gore dahditybelirte¢ bulmaktir. Boyle bir
belirtecin tanimlanmasi yiksek orandgdrg tek embriyo transfer edebilmek boylecgudo
gebelik riskini azaltmaktir (73,74).
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1988 yilinda Veeck'in (64) ya@ embriyo kalitesi siniflandirma sistemi halen
yayginolarak kullanilmaktadir. Buna gore;

Grade 1: kit baytklukte blastomerler ve sitoplazmik fragmaytan yok
Grade 2: kit bayuklukte blastomerler ve sitoplazmik fragmasytan minimal
Grade 3: Farkli buyuklukte blastomerler ve sitoptidzfragmantasyon yok
Grade 4: Farkli buyuklukte blastomerler ve majto@azmik fragmantasyon

Grade 5: Az ya da tanimlanamayan blastomerler yermsaoplazmik fragmantasyon

Terriou ve ark. (66) 2001'de 10.000 embriyo ile taladiklart kiimalatif embriyo
skoru; klivaj embriyo (1 puan), fragmantasyon (ybkpuan), bélinme durumu (4 hiicre 1
puan), irreguler hicre vagh (yok 1 puan) alt bdklarina gore hesaplanmaktadir.
Multivariable analizde kimulatif embriyo skoru gékeranlari Gzerinde en etkili parametre

olarak tespit edilnsir.

Desai ve ark. (75) 2000 yilinda embriyo kalitedoglirlemek icin 3.gliin embriyo
degerlendirmesinde kullandiklari parametreleri hi@wisi, fragmantasyon paterni, blastomer
olarak tanimlamgiardir.Yiksek Kkaliteli embriyolarin ekspanse, zomagesen ve az bir
perivitellin basluk iceren blastomerlerden glugunu go6sternglerdir. Bu parametreler
icinden en anlamlisinin hiicre sayisi @dau tespit etngierdir.

2003 yihinda Fisch ve ark. (76) dereceli embriyoorsk tanimlany bu da
inseminasyondan 16-18 saat sonra prontkleer mgirfa®-27 saat sonra erken klivaj ve 64-
67 saat sonra 3.gun embriyo morfolojisigddendiriimesini icermektedir. Yalnizca 3.gun
degerlendirmesine gore gebelik sonuglarini tespitteacanlaml bulunmyiur.

2008 yilinda Loi ve ark. (77) ICSI sikluslarindga&rametre iceren kimulatif embriyo
skoru tanimlangiar. Bélinen hiicre sayisi (44.saatte 4, 68.s&@ehlcre), fragmantasyon
varligl, hucresekil ve boyutu, sitoplazma durumunugedendirmglerdir. Kimulatif embriyo
skoru arttikga implantasyon orani, gebelik orani cenli d@um oranlarinin artgni
gostermglerdir. Embriyo Kkalitesine ilave olarak pro-nikleeskorlamanin kullaniimasi
(nUkleolus buyuklgl, sayisi, skorlamasi) bazi granacilar tarafindan faydali bulungtur
(78,79).
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Bir baska calsmada inseminasyondan 16-18 saat sonra zigot mgsioilocelenmg,
3.gun embriyo morfolojisi kadar gerli olmadgini gosterilmgtir (80).

2.9 Sitokinler

Folikiler sivi fonksiyonlarindaki ve biyokimyasirddarkliliklarin oositlerin gekim
potansiyelini hem hiicresel hem de kromozomal diezeykiledgi 6ne surilmektetir. Folikiler
sivilar oosit mattrasyonunun gercakii@ ortami sglarlar. Bu yizden, folikiler sivilar
insanlarda fertilizasyonu ve erken embriyonik gelietkilemektedir. Folikiler sivinin notrofil
granulositleri icin kemotaktik aktivite sergilgdive bu aktivitenin konsantrasyonunun in vitro

fertilizasyon (IVF) tedavisinin sonuclarini etkilgdgosterilmitir (81).

Immin hicrelerin ve immiino-modilator sitokinlerineriie traktistndeki gigli
fizyolojik proseslerde aktif olduklari gosterilgiir (81). Ovulatuar prosesin kendisi,
|0kositlerin ovulatuar folikillere migrasyonu ileatakterize olan fizyolojik bir enflamatuar
proses olarak kabul edilmektedir. Bunursidda, corpus luteum aojumu ve regresyonu
lenfositlerin ve makrofajlarin progressif migrasyon ve cgitli kemokinler, sitokinler ve
hiicre adezyon molekulleri arasinda Hgeti gerektirmektedir (82). Ayrica, insan over
dokusunda en bol bulunan I6kosit alt-grubunun mileos ve makrofajlar oldgu
tanimlanmgtir (83,84) ve bu hiicreler insan folikil sivilaranda fazla miktarda bulunrstur
(83,85). Bu sekilde insanlarda preovulatuar Folikil sivis’niayulatuar siklusta non-
ovulatuar siklustakinden daha yiksek olan nottofkemotaktik aktiviteye sahip olgu
(86,87) gosterilnsitir.

Sitokinler, steroidogenezin ve gamet uretiminin rahedizenleyicileri olmaktan
sorumlu tutulmaktadir (88,89)insan folikillerinin mikroortami normal oosit ggihi,
folikilogenez ve ovilasyon acisindan hayati bir mnegimaktadir. Overyen foliktler
hicrelerin buyumesi, diferansiyasyonu ve apoptamipkrin, parakrin ve otokrin faktorlerin
etkisi ve birbirleriyle olan etkilg@mleri ile dizenlenmektedir (90,91). Ayrica, pekgalsma
cesitli sitokinlerin ve buyame faktérlerinin pre-impigasyon’da temel bir rol oynadiklarini
ortaya ¢ikarnytir (92,93).

Uterusta interlokin-1 (IL-1) ve reseptorleri (94hsulin benzeri buyime faktorleri
(IGF-1 ve IGF-II) ve b&layici proteinleri (95), koloni stimtile edici faktér (96), transforme
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edici buyime faktort alfa (TGE&) ve beta (TGH) (97,98) ve I6semi inhibitor faktor (LIF)
(99) gibi caitli buyime faktorlerinin ve sitokinlerin temporale spatial(zamansal ve
mekansal yani belirli uyaran ile ve hedef dokudayak ekspresyonu, bu faktérlerin uterusun
implantasyona hazirlanmasinda ©6nemli bir fonksiyorrele sahip olabileceklerini
distindirmektedir (100). Endometrium dokusu steroidrnlarin, bliyume faktorlerinin ve
sitokinlerin kontroli altindadir (101). Buyime féakerinin ve sitokinlerin endometrium ile
blastokist arasindaki ilgim acisindan oldiu kadar implantasyon prosesi acisindan da
onemli bir aday olduklari 6ne surilgtiir (102,103). Ustelik, sitokinlerin implantasyon
yerinde Uretilmeleri ve etkileri trofoblast hicréybimesi, diferansiyasyonu ve invazyonu
acisindan da onemlidir (104,105). Normal bir gdbelelisimi igin IL-2, tumor nekroz
faktoru-alfa ve interferon-gama gibi enflamatudolsnlerin tretimi baskilanirken IL-4, IL-6

ve IL-10 gibi anti-enflamatuar sitokinlerin Uretinin arttgina inaniimaktadir.

2.9.1 Tumor Necrozis Factor (TNFe)

Tumor nekrozis faktorii TNk- c¢esitli hicre tipleri ve 6zellikle makrofajlar tarafian
uretilen 14-kDa @rliginda polipeptid yapida pleiotropik bir sitokindi®3). TNFea farkl
hedef hucreler Uzerinde sitotoksik etkiler yaninoidytmeyi dizenleyici aktiviteler de
sergilemektedir (106). TNE- enflamatuar l6kositleri aktive ederek IL-1, ILv& IL-8 gibi

diger pro-enflamatuar sitokinlerin tretimine sebep ¢107).

TNF-o, folikilogenezde ve over matirasyonunda temel tiiunan bir sitokindir (108).
Over fonksiyonunun potent bir modulatori olup hemanglosa hucrelerinin hem de
intersisyel teka hucrelerinin steroidogenezini letk{(109). Bu folikiler evrelerin 6tesinde
granulosa hucre akibetinin diizenlenmesinde N kesin roli bilinmemektedir. Dahasi,
TNF-0, ve mRNA'sI insan endometriyumunun epitelyal, stab ve lenfoid hicrelerinde
eksprese edilmektedir (110,111). TNFdizeyinin menstriel siklusun gec¢ sekretuar fazina
dogru arttgini gostermilerdir. Trofoblastlarin endometriyuma tutunduklamken gebelik
doneminde TNFe trofoblast proliferasyonunu inhibe eder (112) wesan trofoblast
hicrelerinin tGzerinde TNk; reseptorleri karakterize edilgiir (112). Serum TNFe
konsantrasyonu menstriel siklus boyunca buyuk talgaalar gdsterir. Konsantrasyonlar
gec folikuler faz ve orta-luteal faz boyunca anlabil sekilde artar. Dgerler erken luteal
fazda anlaml bigekilde azalir (113).
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2.9.2interlokin-6

Interlokin 6 ilk olarak preaktivasyon halindeki nairinsan lenfositleri ve Ebstein
Barr virisiince transformasyongratiimis B lenfositler tarafindan immunglobulin salgilatan
bir faktor olarak tanimlanmgiir. 26 kD girliginda olup 184 aminoasitten elu. Balica T ve
B lenfositler, monositler, fibroblastlar, keratimier, endotelyal hicreler, astrositler, kemik
iligi stromal hucreleri ve mezgimal hiicreler tarafindan sentez edilinsandaiL-6 ailesi
icinde ayricalL-11, LIF, OSM, CTNFA, ve CT-1 yer aliriL-6’nin baslica biyolojik etkileri:
B hiicrelerinden Ig yapiminin uyariimasi, T hicrévaisyonu vell-2 yapiminin uyariimasi,
hematopoetik koloni stimilasyonu, hepatosit akteas (akut faz proteinlerinin sentezi),
ates, prolaktin, buyime hormonu ve luteinizan hormonsadinmasinda stimilator etki,
glukokortikoid sentezinin uyariimasi, osteoklasttiasyonu, keratinosit buyimesinin

stimilasyonu, infeksiyonlara kamonspesifik dirence sebep olurlar.

IL-6’nin  endometriozis patogenezindeki rolii  detayblarak calgiimistir.
Endometriozisli hastalarda peritoneal makrofajlardaendometrial stromal hicrelerdeki
(114,115) ve periferal makrofajlardaki-6 cevabi bozulmgtur. Endometriozisli hastalarda
endometriotik hiicrelerden salindin-6'nin, interferon - gamma IFN-ile birlikte sICAM-1

molekilintn makrofajlardan salinimini uyarirlar.

Tsudo ve arkaddan sitokinlerin sadece immiin hucrelerdengitieendometriotik
implantlardan da salgilangini ileri stirmiglerdir. Endometriotik hiicreleriilL-6 mRNA’sInI
olusturup vellL-6 proteini sentezlediklerini ve TNE&-nin doz b&ml olarakilL-6 sentezini
uyardgini gostermglerdir. Endometriozisli hastalarin makrofaj ve emddriotik stroma
hiicrelerilL-6 sentezlenmesi agisindan kastirildiginda iki tip hiicreden de TN&- uyarimi

ile benzer diizeydi -6 salgilandgi tespit edilmgtir (116).

2.9.3.interldkin — 2

Antijen stimule T lemfositleri icin biiyiime faktérid IL-2 antijen tanitimindan sonra
T htcre klonal ekspansiyonundan sorumludur. T hiotrglime faktori olarak adlandirilir.
(sentezledii hiicreler tGzerine etki gosterir). CD4+ T hucrelbgta olmak Gzere CD8+ T
hicrelerden salgilanir. Antijen stimilasyonu ileKsiyonel IL-2 reseptdrlerinin ekspresyonu

artar. IL-2’'nin biyolojik etkileri, antijen spesKihucrelerin proliferasyonundan sorumludur.
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Bagska immun hucrelerin farklilgma proliferasyonunu da artirir (NK, LAK, ve B hilene).
Antijen ile aktive T hicrelerinin apoptotik 6lumuaitirir (117).

2.9.4interldkin - 4

IL-4 ig E yapimi ve native CD4+ yardimci T hiicrelerindé?® hiicrelerinin gegimi
icin en Onemli uyaricidir.Th2 alt grubunda CD4+Tclaleri ve aktive mast hucreleri
tarafindan sentezlenir. Biyolojik etkilerinden eneinli gérevi B hiicrelerindég E sentezini
sgilamaktir. Native CD4+T hicrelerinde Th2 hicre galini uyarir. Farkhlamis Th2
hicreleri igin otokrin blylume faktoriadar. IFNAIn hucresel immunitedeki etkilerini inhibe
eder (118).

2.9.5interldkin -5

Interlokin -5 eozinofil aktivatoridir. T hiicre akisyonu ve eozinofil inflamasyon
arasinda b#antiy oluturur. CD4+Th2 tip hicrelerden ve aktive mast higecken salgilanir.
Matlr eozonofillerin aktivasyonunda rol aliriL-5 eozonofillerin farklilama ve

blyumelerinde uyarici etkilere sahiptir (119).

2.9.6interferon gamma (IFN-y)

IFN-y en 6nemli makrofaj uyarici sitokindir. Ral ve adaptif immintede kritik Gneme
sahiptir. CD4+Th1l ve CD8+ hicreler tarafindan sdeter. Aktive makrofajlarin fagosite
etkileri mikroplari o6ldirmesini uyarir. Native CDZ%+ hicrelerinin Thl alt grubuna
farkhilasmasini sglar ve Th2 hucrelerinin proliferasyonunu inhibe,hBcrelerinin 6zellikle
bazi igG alt tiplerine gegi inhibe eder. Notrofilleri ve NK huicrelerinin slitik etkilerini
uyarir (117).
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3. GEREC VE YONTEMLER

Bu prospektif randomize ¢ama ocak 2010 ile temmuz 2010 tarihleri arasindau2ok
Eylil Universitesi Kadin Hastaliklari ve Bom Anabilim Dali IVF Merkezinde ICSI
uygulanan hastalardan elde edilen serum ve folikéilellarda gercekkgirildi. Calismaya
Universite Etik Kurulu onayi alindiktan sonragslaadi. islem éncesi cajmaya katihm igin

her hastadan yazili ve s6zli onam alindi.

Calsmaya balamadan 6nce randomizasyon tablosustolwldu ve cakmaya dahil
edilecek hastalar numaralandirilarak rastgele #klf tedavi protokoliine gatildi. IVF
Merkezine bgvuran hastalara da pairu sirasina gore randomizasyon tablosunda siaglam
alindi1 ve dnceden belirlenen tedavi protokoline tiaiolldu.

Rotterdam kriterlerine gére PCOS tanisi alan vetrodli ovaryan hiperstimilasyon
sonras! Oosit sayisi >15 (hight responder) oosié e€dilen hastalar ve KOH’a kotl yanit
veren(< 5oosit), hidrosalpinksi, endometriozisi pelvik enflamatuar hastalik nedeni ile
yogun pelvik yapgikliklart bulunan hastalar caima dgi birakildi. Ayrica over
stimilasyonuna yeterli yanit vermeyen ve testiki@lperm ekstraksiyonu (TESE) sirasinda

sperm bulunamayan hastalar g@adan cikarildi.

Calsmaya ceitli nedenlerle (erkek faktor, kadin faktor, acrdamayan infertilite)
klinigimize IVF/ICSI icin bgvuran toplam 66 hasta dahil edildi (agonist n=32agonist
n=34). Fakat Power analizine gore her gruba en(ahatta dahil edilmeliydi. Caada

hastalarin folikdl sivilari ve serum 6rnekleri siglin 2. ve 5. gunleri arasinda alindi.

3.1. Kontrollt Ovaryan Hiperstimulasyon

Calismaya katilan hastalara (n=32) GnRH agaldLucrin; Abbott, Turkiye) ile bir
onceki siklusun luteal fazinin ortasindanslagarak uzun protokol ile hipofizer down
regulasyon yapildi. Optimum down regulasyoplaadktan sonra bireysektrilmis dozlarda
rekombinant FSH (Gonal-F; Serona, Turkiye veya §ame Organon, Tirkiye) veya Human
menopozal gonadotropin (Menogon; Erkim, Turkiye aveyienopur; Erkim, Tuarkiye) ile
induksiyon balandi. Gonadotropin tedavisi gadiktan be ile alti gin sonra GnRH
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antagonist (Orgalutron; Organon, Turkiye veya Qatey Serona, Turkiye) tedavisi eklenerek
ekzojen gonadotropin uyarisina devam edildi. Fddikibiyime duzenli olarak ultrason
Olctimleri ile takip edildi. En az iki folikil ¢agil8 mm olunca 250 mcg rec.hCG (Ovitrelle;

Serona, Turkiye) uygulandi.

3.2. Oosit ve Folikiler Sivi Toplamaglemi

Oosit toplamasiemi hCG yapildiktan ortalama 36 saat sonra geegtdddi. Oosit
toplama oncesi hastalardan idrarlarini yapmalaendi. Hastalara intravendz sedasyon igin
midazolam (dormicum ampul 5mg/5ml, Roche, Turki§g€)2mg/kg, fentanyl (fentanyl citrate
ampul, Abbot, Turkiye) 1mcg/kg ve propofol (propbftakon 500mg/ml, Abbot, Ttrkiye)
1mg/kg dozlarinda kullanildi. Oosit toplamgemi 6ncesi vajen steril salin soliisyonuyla
yikandi. Steril bir kilif icindeki transvajinal US@robu (7,5 MHZ Endovaginal Probe,
Siemens, Japonya) ve beraberinde tutturglaspirasyongnesi (Gynetics, Hamont-Archel,
Belcika) overleri gormek ve folikilleri aspire etkegin kullanildi. Calgmaya dahil edilen
hastalardan alinan foliktler sivilar, 16 G’ligneler ile 15-20 mm buyukgiindeki ve proba
en yakin folikillere keskin olarak girildikten sanrl25 mmHg vakum basincinda aspire
edilerek elde edildi. Her bir folikil ayri ayri aspedildi. Her aspirasyondan sonra bir sonraki
folikdl sivisinin kontaminasyonunu o6nlemek icin demizlendi ve yeni toplama tlpu
kullanildi. Her bir hastadan csina icin 1-5 arasi foliktl aspire edildi. Her folikén
ortalama 2—7 ml sivi alindi. Cstina igin yapilan folikll aspirasyogléminden sonra standart
yontemlerle hastanin yumurta toplangi@imi tamamlandi. Yikama sivisi ve kan ile kontamine
olmus folikdl sivilar ve oositleri cagmaya dahil edilmedi. Aspire edilen her folikil svI
60x15 mm’lik polisteren dlere (BD Falcon 60x15mm petri dish, Biosciences,DARyri
ayri kondu. Tek oosit elde edilen sivi, icerisindeésit alindiktan sonra steril pipetle ayri
steril, apirojen, polipropilen konik tabanli 15 in&cimli tiplere (BD Falcon, Biosciences,
ABD) kondu. Alinan folikdl sivi 6rn@, debrisi ve granuloza hicrelerini uzagtlamak icin,
2000 devir/dk hizda, 4°C de, 10 dakika setrifUjlégidiSUpernatant 4 ayri steril polipropilen
tipe en az 0,4 ml sivi icerecekkilde her bir folikdl igcin ayri steril pipet kultalarak eit
miktarlarda bolindu. Materyaller -80°C’de analingiae kadar saklandi.
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3.3.0ositlerin Elde Edilmesi, Takibi, Morfolojik Degerlendiriimesi ve ICSI

Aspirasyon glemi ile tlp icerisine alinan her bir folikil siyidaminar flow kabinin
icerisindeki petri tabaklarina (BD Falcon, 3530Q®dx 20 mm, Biosciences) dokulup ve
stereo-mikroskop altinda oositler bulundu. Yumudgplam gund hazirlanan Falcon 353037
(60x15 mm) center well dishglna 2 mlt ic kismina 1 ml HEPES ile desteklen@uinn’s
Advantage medyum (SAGE Biopharma, Bedminster, NADAkonularak hazirlanan tapa
disinda yikanip bulunan oositler Pasteur pipet yardimiicine alindi. Yumurta toplama
bittikten sonra toplanan oositler OPU’dan bir ginté hazirlanan Quinn's Advantage Protein
Plus Fertilization (HTF) Medyumlu tapa (NUNC four well dish,176740, Thermo Fisher
Scientic, ABD) aktarildi ve bu tabakta 2—-4 saatllmk edilerek ICSI zamanina kadar
bekletildiler.

Folikullerden ¢alma icin elde edilen oositler ICSllemi dncesi mekanik ve kimyasal
olarak dente edildikten sonra invert mikroskoplaly@os 1X70, Olympos, Viyana,
Avusturya) morfolojik olarak dgerlendirildi. Nikleer matirasyonlarina gére oositleg
gruba ayrildi. Grub 1; mattr, metafaz Il (Mll) oibesi, Grub 2; immatir, metafaz | (MI) veya
germinal vezikdl (GV) olan oositler, Grub 3; dejemeolan oositler olarak belirlendi.
Sitoplazmik matirasyonlarina gore oositler iki grudyrildi. Grub 1; sitoplazmasi normal
yani seffaf olanlar, Grub 2; sitoplazmasi graniler, kayantler, vokual ve/veya refraktil

cisim iceren oositler olarak belirlendi.

Oosit toplamaslieminden sonra hastalariglerinden mastirbasyon ile semen @ine
alindi. Bu semen orggende sperm bulunamayan erkeklere TESE uygulandrrdpr swim
up ve ya@unluk gradiyenti santrifugasyon yontemi ile hazda Ayrilan spermler
kapasitasyon amaclyla 0,5-4 saat protein icerenumelh (Quin’s Sperm Washing Medium,
Sage Media, A.B.D) 3TC’'de, %5'lik karbon dioksitli ve %98’lik nemli ortada inkiibasyona
(Heraus inkubat6r, Almanya) birakildi. Mikroenjek@n prosediri Van Steirteghem ve ark.

tanimlamalarina goére yapildi (120).
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3.4. Fertilizasyon, Klivaj ve Embriyo Kalitesi

Fertilizasyon, ICSI dleminden 16-20 saat sonra mikroskop altinda ikii ayr
pronukleusun gorulmesi ile tespit edildi. Oositfertilize olmalarina goére iki gruba ayrildi
Grub 1, fertilize olanlar, Grub 2; olmayanlar olatanimlandi.

Fertilizasyondan sonra erken bdlinme (b6linmenin s24tten 6nce kiamasi)
durumuna gore oositler iki grubta @lendirildi. Grub 1: erken klivaj (b6linme) olanla

Grub 2: erken bolinme olmayanlar olarak tanimlandi.

Klivaj ICSI’dan 24 saat sonra gerlendirildi. Embriyolar klivaj durumlarina goreiik
gruba ayrildi. Grub 1 klivaj olanlar, Grub 2 klivamayanlar olarak tanimlandi.

Embriyo transferi ICSlsieminden yaklaik 48—72 saat sonra yapildi. Transfer ginu
embriyolar Kkalitelerine gotre derecelendirildi. Emybr kalitesi; hicre sayisi, simetri,
blastomerlerinsekli, perivitellin araliktaki sitoplazmik fragmarggonlarin buyuklga ve
klivaj orani dahil edilerek morfolojik 6zelliklerelayanarak modifiye Veeck kistaslari
kullanilarak hesaplandi. Grade 1 embriy (en Gdt&kambriyo); blastomerler yuvarlak veite
blyuklukte, % 0 fragmantasyon, grade 2 embriyostol@erler yuvarlak vesdé biyuklikte
%0-25 arasi fragmantasyon, grade 3 embriyo; blastemsit buylklikte dgil ve %25-50
arasi fragmantasyon, grade 4 embriyo; blastomegiebuyuklikte veya d&l ancak > %50
fragmantasyon orani olarak tanimlandi. Kalitelegiee dgerlendirilen embriyolar iki gruba
ayrildi. Grub 1: grade 1 (en Ust kalite embriygla®yub 2: grade 2, grade 3 ve grade 4

embriyolar olarak tanimlandi.

Embriyo transferi 6ncesinde vajen steril salin sptinuyla yikandi. Transabdominal
ultrasonografi (Sonoline Adara, Siemens, Almanyahberlginde transfer kateterinin
(Labotect, Almanya) ucu fundusa dokunmadan yakl@,5-1 cm altinda iken midkaviteye
embryo transferi yapildi. Transfer kateterinde awabikalip kalmadg kontrol edildikten
sonra gleme son verildi. Hasta embriyo transferi sonr&sili3istirahat ettikten sonra taburcu
edildi. Luteal faz desf@ dogal progesteron (Crinone vajinal jel %8 Progestersatona,
Tarkiye) 600 mg/gun, intravaginal uygulama ileglsadi. Biyokimyasal gebelik embriyo
transferi sonrasi 14. gunde ser@rhCG olcuimi >25 mlIU/ml ise ve klinik gebelik emhwiy
transferinden Ug¢ hafta sonra transvaginal USG’dedya daha fazla gebelik kesesi gorilmesi

ile tanindi.
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3.5. Serum ve Folikdl Sivisinda sitokin tayini

Gonadotropin tedavisine famadan 6nce bazal ve OPU gund alinan kandan elde
edilen serum drnekleri 3000 devrde 10 dk ve OPWigilman folikil sivisi 1500 devrde 10
dk. santrifuj edilerek sipernatant (plazma) angépilincaya kadar -80 derece’de saklandi.
Serum ve folikil sivi orneklerinde sitokin duzeyleELISA yontemiyle Biokimya

labaratuarinda calidi.

Folikil sivisi ve serum oOrneklerinde piyasada batuticari kitler kullanilarak IFNg
IL-4, L2, IL6, IL5, TNF-u konsantrasyonlar ol¢ildu. Bu kitler sadece sedurnekleri igin
onaylanmg olduklarindan foliktl sivi 6rnekleri mevcut ticaitlerle analiz edilmeden dnge
seri dilisyonlar test edilmive bu testler assay linearitesini gdasalligini) géstermitir (elde

edilen recovery orani %85 ile %120 arasindaydi).

IL6 konsantrasyonlari HSA kiti ile (invitrogen Corporation,Camarillo,USA)
olculdi. intra assay CV% 7,7, minumun tesbit edilebiligeieise 0,10 olarak saptant.

IL-4 konsantrasyonlari HSA kiti ile (Iinvitrogen Corporation,Camarillo,USA)

olculdi.Intra assay CV% 3, minumun tesbit edilebiligeeise 0,10 olarak saptangtar.

(IFN)-y, (TNF)-o konsantrasyonlari HBA Kkiti ile (invitrogen Corporation, Camairillo,
USA) olgiildi. intra assay CV% 5.2, minumun tespit edilebilirgele ise 0,10 olarak
saptanmytir.

IL-2 konsantrasyonlari HSA kiti ile (invitrogen Corporation, Camarillo, USA)

olculdi. intra assay CV% 5.8, minumun tespit edilebiligeieise 0,10 olarak saptant.

IL5 konsantrasyonlari HSA Kkiti ile (invitrogen Corporation, Camarillo, USA)

olculdi. Intra assay CV% 3.6, minumun tespit edilebiligeieise 0,10 olarak saptarygtm.

3.6.istatistiksel Analiz

Veriler SPSS (Statistical Package for Social Saieen Version 15.0) programinda
analiz edildi. Tanimlayici istatistiklerde bulgulatalama + standart sapma olarak vegtmi
iki bagimsiz grubun ortalamalari arasindaki farkin anlagliT testinin non-parametrik
karsiligl olan Mann-Whitney U testi ile aml grublarda iki grub ortalamalari arasindaki
fark ise Wilcoxon garetli siralar testi ile analiz edildistatistiksel olarak anlamlilik diizeyi
p<0.05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calisma toplam 66 hasta ile yapildi. Altgalti hastadan 32 tanesi GnRH uzun agonist
protokolle ve 34 tanesi GnRH antagonist protokadidavi edildi. 66 hastadan 38 (%57.6)
tanesinde gebelik ojtu, 28 (%42.4) tanesinde ise gebeliksohadi.

Hastalar infertilite nedenlerine gore irdelegidde; erkek faktor 25 (%37.9), Kadin
faktor 14 (%21.2), aciklanamayan 26 (%39.4), kadirerkek faktor faktor 1 (%1.5) hasta
saptanmytir (Tablo 2).

Hastalarin yg ortalamasi 30.24 + 4.36, vicut kitle indekslerMi 29,42 + 3,09,
infertilite streleri 6,5 £ 4,22 yil idi. Toplam iG#siyon siresi ortalama 9.71 + 1,92 gun,
HCG gunu endometrium kahgh11,6 + 2,22 mm, fertilizasyon orani %74.13, tfengdilen
ortalama embriyo sayisi 1, 5 = 0,72, klinik gebeaditani %52.6’dir.Bu sonugclarin gruplar
arasinda dalimi Tablo-3'de gosterilmgtir. Agonist ve Antagonist grubu afturan 66 hastada

karsilastirilan parametreler arasinda 6nemli fark gozlenigengp>0,05)

Her iki gruptaki stimilasyon o©ncesi (bazal) seruntoksn konsantrasyonlari
karsilastirildigl zaman iki grup arasindaki sitokin duzeyleri  fdrkl
gostermemektedip>0,05)(Tablo 4).

Antagonist grupta post-stimtlasyon (OPUgunt) serven folikil sivi interferon
gamma INFy dizeyleri uzun agonist grubuna gore istatistiksdamli olarak daha duk
saptand(p<0,05) (Tablo.5,6).

IL-6 ve TNFa agonist grubta OPU gunu stimilasyon oOncesine gimamli
azalmgtir. INF-y ise anlamli artngtir(p<0,05) Antagonist grubta ise sadeildF-y anlamli
artmstir(p<0,05) (Tablo 7).

Agonist grubta bazal serum interferon gamihE-y diizeyleri folikil sivi diizeylerine
gore anlamli olarak gk bulunmgtur(p<0,05) (Tablo 8).

IL-4, IL-6 ve INF-y duizeyleri her iki grubta da folikil sivisinda ORING sitokin

duzeylerine gore anlamli artgnbulunmuytur (p<0,05)(Tablo 9).
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Agonist grupta elde edilen 336 oositin 284 taneayotik maturiteye ukamis (Mll),
40 tanesi immatur (Ml veya GV) ve 12 oosit dejenefmuwstur.284 matir oosite ICSI
uygulanmg ve 184 tanesi iki pronikleus iceren (2PN) zigotinea gelmktir. Embriyo
morfolojisine gore 67 tanesi Grade -1 embriyo vet88esi Grade -2-4 embriyo olarak

degerlendirilmistir.

Antagonist grubdan elde edilen 315 oositin 253 sameayotik maturiteye utanis
(MII), 33 tanesi immatir (Ml veya GV) ve 29 oosibzlasmis olmustur. 253 matir oosite
ICSI uygulanmg ve 158 tanesi iki pronikleus iceren (2PN) zigdineagelmitir. Embriyo
morfolojisine gbre 74 tanesi Grade -1 embriyo vetd@esi Grade -2-4 embriyo olarak

degerlendirilmistir.

Iki grubta da folikiil sivi sitokin diizeyleriyle maéisyon, fertilizasyon ve embriyo

kalitesi arasinda anlamli istatistiksegkii saptanmad(p>0,05) ( Tablo 10.11.12).

Antagonist grubunda gebelik elde edilenlerde, ljelsdde edilmeyenlere gore IL-4

duzeyleri anlamli olarak daha yuksek{p<0,05) (Tablo 13).

Agonist uzun ve hasimca stimulasyon protokollerifiolékil sivi ve serum sitokin
duzeyleriyle Klinik gebelik oranlar arasinda igtksel olarak farkllik saptanamagtir
(p>0,05) (Tablo 14,15)

Tablo. 2. Hastalaririnfertilite nedenleri

Infertilite nedeni SayI %
Erkek faktor 25 37.9
Kadin Faktor 14 21.2
Aciklanamayan 26 39.4
Kadin +Erkek faktor 1 15
Toplam 66 100.0
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Tablo. 3. Agonist ve Antagonist Grubu Genel Ozellikleri

AGONIST ANTOGONIST P
(n:32) (n:34) Degeri
Ort+SD Ort £SD

Yas 30.24+4.36 30.03+4.15 0.802
BMI (Kg/m2) 29.50+3.07 28.87+2.89 0.11
Infertilite suresi (yil) 6.50+4.22 6.53+4.54 0.81
Indiiksiyon siiresi (giin) 9.71+1.92 9.93+1.60 0.13
Endometrium kalinfii hCG gunid (mm) 11.03+2.21 10.65+1.71 0.25
Toplam gonodotropin dozu (IU) 2137+762.69 2277.7240 0.24
Toplam folikul sayisi 11.42+4.19 11.43+4.19 0.88
Toplam oosit sayisi 9.84+4.59 10.46%4.23 0.22
Matur oosit sayisi 8.13+4.36 8.87+4.06 0.08
Fertilizasyon orani (%) 66+14 65+12 0.69
Transfer edilen embriyo sayisi 1.48+0.74 1.50+0.76 0.76
Klivaj orani (%) (95) (95) 0.49
G1 embriyo sayisi 2.19+1.86 2.21+2.09 0.73
Transfer edilen toplam blastomer sayisi 9.46+5.34 0.59+6.17 0.19
Klinik gebelik orani (%) 52.6 47.4 0.46

Mann -Whitney U analizlerine gére
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Tablo.4. Antagonist ve Agonist Gruplar Arasi Pre—Stimilasyd@uazal) Serum Sitokin

Duzeylerinin Kagilastiriimasi.

Bazal serum sitokin AGONIST ANTOGONIST P
dizeyi (n:32) (n:34) Degeri
(pg/mL) Ort +SD Ort £SD
IL-4 (pg/mL) 0.98+0.44 1.54+1.46 0.066
TNF-o (pg/mL) 11.98+7.31 13.64+8.92 0.077
IL-6 (pg/mL) 25.00+£15.27 23.761£12.23 0.164
IL-5 (pg/mL) 1.68+0.76 1.27+0.91 0.542
IL-2 (pg/mL) 0.37+0.30 0.78+0.30 0.403
IFN-y (pg/mL) 1.75+0.52 2.64+1.39 0.098

Mann-Whitney U analizlerine gére

Tablo. 5. Post-Stimulasyon (OPU gini) Antagonist ve AgonisigBar Arasi Serum Sitokin

Duzeylerinin Kagilastiriimasi.

Serum sitokin AGONIST ANTAGONIST P
duzeyi(OPU gunu) (n:32) (n:34) Degeri
(pg/mL) Ort £SD Ort £SD
IL-4 (pg/mL) 1.16+0.66 0.94+0.43 0.544
TNF-a (pg/mL) 6.19+3.95 7.62+5.28 0.184
IL-6 (pg/mL) 14.38+10.90 16.52+17.57 0.171
IL-5 (pg/mL) 2.86+1.46 0.86+0.44 0.365
IL-2 (pg/mL) 1.95+0.30 1.08+0.30 0.743
IFN-y (pg/mL) 10.00+4.49 7.53£3.63 0.001*

Mann-Whitney U analizlerine gore

36




Tablo.6. Post-Stimilasyon (OPUgunli) Antagonist ve Agonistlikeb sivi Sitokin
Duzeylerinin Kagilastiriimasi.

Folikiil sivi sitokin AGONIST ANTAGONIST P
duzeyleri (n:32) (n:34) Degeri
(pg/mL) Ort +SD Ort £SD

IL-4 (pg/mL) 3.00£1.30 3.00+1.30 0.938
TNF-, (pg/mL) 5.2945.03 8.11+1.67 0.441
IL-6 (pg/mL) 28.11+14.75 28.35+13.8 0.710
IL-5 (pg/mL) 3.82+2.82 3.55+0.34 0.739
IL-2 (pg/mL) 2.87+0.09 2.99+4.59 0.921
INF-y (pg/mL) 15.81+4.13 2.79+2.86 0.001*

Mann-Whitney U analizlerine gore

Tablo.7. Pre-Stimilasyon (Bazal) ve Post-stimilasyon (OPUnUyuSerum Sitokin

Degerlerinin Heriki Grupta (Agonist ve Antagonist) Ayri-Ayri Kgtastiriimasi

AGONIST (n:32)

ANTAGONIST (n:34)

Ort £SD Ort +SD
Bazal serum OPU guni P Bazal serum | OPU guni P
sitokin serum sitokin | degeri | sitokin duzeyi serum Degeri
duzeyi duzeyi (pg/mL) sitokin
(pg/mL) (pg/mL) dizeyi
(pg/mL)
IL-4 (pg/mL) 0.98 +0,44| 1.1620.66 | 0.165 | 1.54+1.46 | 0.94+0.43 | 0.25
TNF-o(pg/mL) | 11.98+7.31| 6.19+3.95 | 0.001*| 13.64+8.92 | 7.62+5.28 | 0.362
IL-6 (pg/mL) 25.00+£15.27 14.38+10.90| 0.024* | 23.76+12.23 | 16.52+17.57 0.334
IL-5 (pg/mL) 1.68+0.76 | 2.86+1.46 | 0.445 1.27+0.91 0.86+0.44 | 0.36
IL-2 (pg/mL) 0.37+0.30 | 1.95+0.30 | 0.106 | 0.78+0.30 1.08+0.30 | 0.575
INF-y (pg/mL) 1.75£0.52 | 10.00%4.49 | 0.001*| 2.64+1.39 7.53+3.63 | 0.001*

Wilcoxon Signed Ranks Testine gore
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Tablo.8. Pre-Stimilasyon (Bazal) ve Folikiil Sivisi SerumoBit Deserlerinin Her Iki

Grupta (Agonist ve Antagonist) Ayri-Ayri (kendingle) Kasilastirilmasi

AGONIST (n:32) ANTAGONIST (n:34)
Ort £SD Ort +SD

Bazal serum| Folikdl sivi P Bazal serum | Folikul sivi P
sitokin sitokin degeri sitokin sitokin degeri

dizeyi duzeyi duzeyi dizeyi

(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
IL-4 (pg/mL) 0.98 0,44 | 3.00£1.30 | 0.963 | 1.54+1.46 3.00£1.30 | 0.105
TNF-o(pg/mL) | 11.98+7.31| 5.29+5.03 | 8.545| 13.64+8.92 | 8.11+1.67 | 0.149
IL-6 (pg/mL) | 25.00+15.27 28.11+14.75| 0.403 | 23.76+£12.23| 28.35+13.8 | 0.364
IL-5 (pg/mL) | 1.68+0.76 | 3.82+2.82 | 0.211| 1.27+0.91 3.55+0.34 | 0.676
IL-2 (pg/mL) | 0.37£0.30 | 2.87+0.09 | 0.533| 0.78+0.30 2.99+4.59 | 0.123
INF-y (pg/mL) | 1.75+0.52 | 15.81+4.13 | 0.001*| 2.64+1.39 2.79+2.86 | 0.924

Wilcoxon Signed Ranks Testine goére

Tablo. 9. Post-Stimulasyon (OPUgiinii) Serum ve Folikiil sioldin Diizeylerini Herlki

Grupta (Agonist ve Antagonist ) ayri-ayri kdastiriimasi

AGONIST (n:32)

ANTAGON ST (n:34)

Ort £SD Ort £SD
Serum sitokin | Folikul sivi P OPU serum | Folikul sivi |P degeri

duzeyi(OPU sitokin degeri sitokin sitokin

gunt) (pg/mL) duzeyi duzeyi duzeyi

(pg/mL) (pg/mL) (pg/mL)
IL-4 (pg/mL) 1.16+0.66 3.00+1.30 | 0.001*| 0.94+0.43 | 3.00+1.30 | 0.001*
TNF-a(pg/mL) | 6.19+3.95 5.29+5.03 | 0.125| 7.62+5.28 | 8.11+1.67 | 0.474
IL-6 (pg/mL) 14.38+10.90 | 28.11+14.75 0.001*| 16.52+17.57 28.35+13.8| 0.001*
IL-5 (pg/mL) 2.86+1.46 3.82+2.82 | 0.650 | 0.86+0.44 | 3.55+0.34 | 0.241
IL-2 (pg/mL) 1.95+0.30 2.87+0.09 | 0.199 | 1.08+0.30 | 2.99+4.59 | 0.265
INF-y (pg/mL 10.00+4.49 | 15.81+4.13|0.001*| 7.53+3.63 | 15.81+4.13| 0.001*

Wilcoxon Signed Ranks Testine goére
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Tablo. 10.Folikul Sivi Sitokin Duzeylerinin Mattrasyona Gdarsilastiriimasi

M2 M1-GV P _
Degeri
IL-4 (pg/mL) 3.01+1.30 4.7316.76 0.310
TNF-a (pg/mL) 5.29+5.03 8.20+5.93 0.946
AGONIST IL-6 (pg/mL) 42.11+37.16| 43.50+28.11 0.980
(n=32) IL-5 (pg/mL) 3.82+2.34 2.33£3.14 0.910
IL-2 (pg/mL) 2.87+1.25 4.72+3.94 0.651
INF-y (pg/mL 7.79+2.86 4.24+3.20 0.667
IL-4 (pg/mL) 3.98+1.87 4.351£3.34 0.536
TNF-a (pg/mL) 5.86+5.23 4.34+2.32 0.624
Antagonist IL-6 (pg/mL) 80.71+75.34| 85.53+42.22 0.939
(n=34) IL-5 (pg/mL) 5.53+3.39 5.43+4.29 0.487
IL-2 (pg/mL) 16.53+7.13 15.6+5.45 0.385
INF-y (pg/mL) 4.56 £2.99 3.43+4.45 0.641
Mann-Whitney U analizlerine gére
Tablo.11.Folikal Sivi Sitokin Dizeylerinin Fertilizasyona @bKasilastiriimasi
N FERTILIZE P |
OLMAYAN DEGERI
IL-4 (pg/mL) 3.00£1.30 4.49+0.82 0.750
TNF-a (pg/mL) 5.29+5.03 2.85+0.28 0.893
AGONIST IL-6 (pg/mL) 82.11+37.16| 80.98+47.05 0.877
(n=32) IL-5 (pg/mL) 3.82+0.82 10.2749.25 0.843
IL-2 (pg/mL) 2.87+0.09 0.30+0.00 0.829
INF-y (pg/mL 7.79+2.86 7.19+0.65 0.955
IL-4 (pg/mL) 3.98+2.24 2.90+1.27 0.771
TNF-a (pg/mL) 22.23+20.66 25.45+5.16 0.581
Antagonist IL-6 (pg/mL) 81.7+20.7 82.19+41.5 0.809
(n=34) IL-5 (pg/mL) 16.53+13.39 13.39+6.64 0.942
IL-2 (pg/mL) 2.99+2.66 3.05+1.17 0.898
IFN-y (pg/mL 5.81+3.13 7.83+£2.95 0.814

Mann-Whitney U analizlerine gore
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Tablo. 12.Folikul Sivi Sitokin Duzeylerinin Embriyo KalitestnGore Kagilastirilmasi

Grade 1 Grade 2-4 P
Ort+SD Ort+SD Degeri
AGONIST IL-4 (pg/mL) 0.83+0.65 0.67+0.63 0.735
(n=32) TNF-a, (pg/mL) 12.30+7.78 11.96+7.63 0.781
IL-6 (pg/mL) 26.91+11.97 25.63+£13.64 0.953
IL-5 (pg/mL) 20.90+£15.38 17.32+15.34 0.937
IL-2 (pg/mL) 0.39+0.32 0.38+0.22 0.964
IFN-y (pg/mL 1.50+1.45 1.74+0.49 0.911
Antagonist IL-4 (pg/mL) 1.44+1.34 1.51+£1.45 0.924
(n=34) TNF-a (pg/mL) 14.83+11.44 14.93+7.56 0.431
IL-6 (pg/mL) 14.41+7.45 45.29+23.25 0.502
IL-5 (pg/mL) 9.35+5.35 6.26%5.65 0,706
IL-2 (pg/mL) 0.83+0.78 0.85+0.74 0.681
IFN-y (pg/mL 5.80+2.67 6.68+3.53 0.827

Mann-Whitney U analizlerine gére

Tablo.13. Klinik Gebelik Sonuglariyla Bazal Serum Sitokin Ryterinin Agonist Uzun ve

Antagonist Grublar Arasinda Kgalastiriimasi

AGONIST (n:32) ANTAGONIST (n:34)
Bazal Serum Ort +SD Ort +SD
Klinik Klinik P Klinik Klinik gebelik P

gebelik var | gebelik yok | degeri | gebelik var yok degeri
IL-4 (pg/mL) 1.49+1.41 | 1.9941.93 | 0.744 | 1.15+1.00 0.41+0.34 | 0.010*
TNF-o(pg/mL) | 25.39+51.82 19.11+4.45| 0.552 | 9.754+9.62 | 10.30+5.86 | 0.365
IL-6 (pg/mL) 80.22+25.25 83.85+34.81 0.272 [47.28+30.92 14.96+9.78 | 0.772
IL-5 (pg/mL) 7.07+3.18 | 9.00+£7.45 | 0.954 | 8.78+6.56 3.76x2.7 0.433
IL-2 (pg/mL) 0.30+0.00 | 0.32+0.23 | 0.833 | 1.32+1.12 0.30+0.02 0.175
IFN-y(pg/mL) 1.58+1.10 | 2.67+2.35 | 0.803 | 9.05+3.50 1.82+0.04 0.338

Wilcoxon Signed Ranks Testine goére
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Tablo. 14. Klinik Gebelik Sonuclariyla Serum (OPUgunu) Sitokbiizeylerinin Agonist
Uzun ve Antagonist Grublar Arasinda Kiéastiriimasi

AGONIST (n:32) ANTAGONIST (n:34)
Serum Ort £SD Ort +SD
(OPU gini) Klinik Klinik P Klinik Klinik P

gebelik var | gebelik yok | degeri | gebelik var | gebelik yok | degeri
IL-4 (pg/mL) 1.29+1.35 | 1.16+1.39 | 0.833 | 1.02+0.77 | 0.75%0.43 | 0.403
TNF-a, (pg/mL) | 9.35+8.05 | 6.08+2.83 | 0.477 | 10.16+4.54| 6.95+4.46 | 0.959
IL-6 (pg/mL) 59.54+11.68 56.52+17.80 0.744 | 58.18+28.73| 57.41+34.76| 0.851
IL-5 (pg/mL) 5.55+5.52 | 0.86+0.54 | 0.863 | 5.85+4.56 | 4.10+1.55 | 0.597
IL-2 (pg/mL) 0.73+0.43 | 1.28+0.87 | 0.734 | 1.50+1.23 | 0.38+0.23 | 0.463
IFN-y (pg/mL) 6.02+1.97 | 5.21+2.63 | 0.431 | 7.09+1.22 | 5.75+2.97 | 0.224

Wilcoxon Signed Ranks Testine goére

Tablo.15. Klinik Gebelik Sonuclariyla Folikil Sivi Sitokin 2@ylerinin Agonist Uzun ve
Antagonist Gruplar Arasinda Kglastiriimasi

AGONIST (n:32) ANTAGONIST (n:34)
Ort £SD Ort +SD

Folikdl Sivisi Klinik Klinik P Klinik Klinik P

gebelik var | gebelik yok | degeri | gebelik var | gebelik yok | degeri
IL-4 (pg/mL) 3.57+2.94 | 2.88+1.08 | 0.836| 4.29+3.88 3.34+1.45 | 0.506
TNF-o (pg/mL) | 30.11+15.65 29.64+23.87| 0.744 | 7.76%4.56 4.45+3.62 | 0.801
IL-6 (pg/mL) 45.34+33.4| 50.45+34.23| 0.526 | 76.96+67.8 | 80.33+56.8 | 0.721
IL-5 (pg/mL) 1.39+0.33 | 0.35+0.17 | 0.833| 6.82.5.76 4.50£1.07 | 0.746
IL-2 (pg/mL) 3.09+3.02 | 2.63+1.76 | 0.501| 4.18+3.35 1.79+£3.01 | 0.330
IFN-y (pg/mL) | 5.64+2.40 | 5.52+3.33 | 0.803| 6.85+3.07 8.99+0.97 | 0.76

Wilcoxon Signed Ranks Testine gbére
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5. TARTI SMA

Disi Ureme sisteminin normal ggiini ve islevleri, immin ve endokrin sistemlerle
yakin bir iliski icinde gerceklgr. Menstriel siklus ve gebelik sirasinda gorilegigklikler
hipotalamus-pituiter sistem tarafindan dizenleridirekt olarak overyan dokularin ve uterus
mukozasinin hormonla indiklengnyeniden modellenmesinin sonucudur. Hicresel dizeyd
hormonal etkiler, immunokompetan hucreler tarafmdeetilen lenfohemopoetik sitokinlerin
O0zel bir rol oynadii pek cok peptid faktorin katilimiyla gercekteektedir
(121, 122, 123).

Uzerinde en iyi cafilan konu, gestasyonun devaminin ve normal seyrinin
immunolojik yonleridir. Immin sistemin, Ureme sirecinin en erken evrelerinin
(folikiilogenez, oogenez ve embriyo implantasyonigeslenmesindeki rolt Gzerinde daha az
calsilmigtir.  Yardimci Ureme teknolojilerinin, orgm in vitro fertilizasyonun (IVF)
kullanima girmesi insanlarda bu sureglerin immuzetilenmesinin ¢afilmasini mamkuan
hale getirmektedir. Overyan dokular ve endometrigayjlari ve kompozisyonlari ovulatuar
siklus boyunca dgsen immun hicreler icerirler (124,125,126). Folikidevi konsantrasyonu
kandakinden cok daha yuksek duzeyleresarlabazi sitokinler icerir ki bu durum over
fonksiyonunun immiin diizenlenmede ki énemini destakktedir (127).Immin sistem
hiicreleri ve bu hucreler tarafindan Uretilen sitddd ovaryan fonksiyonun dizenlenmesiyle
birlikte, endometriumun embriyo implantasyonuna iHammasinda (128) ve gehsgh

devaminda (129) son derece 6nemli bir rol oynanthkta

Surasi ¢ok agciktir ki immunite bozukluklari gelggli olmamasinin ve IVF de
gorilenler de dahil olmak Uzere erken spontan ablantin ciddi bir sebebi olabilmektedir
(130). Bu yuzden, fertilite dizeylerinin aksine k@drda sitokin dizeylerinin kompleks bir
deserlendirmesi 6zel bir dikkat cekmektedir. Multipteproteom analizinin gglinesine ve
pratige girmesine kg olarak, sitokin aracili duzenleyici mekanizmatardaha yuksek
dizeylerde ¢agilmasi mumkun bir hale gelgtir (130).

Sitokinler siklikla parakrin veya otokrin etki gésdikleri icin sitokinler intrafolikiler
konsantrasyonlarin, ovarian fonksiyonlar tzerindekii kan konsantrasyonlarina gore daha
etkilidir. Sitokinlerin kan konsantrasyonlari eksivarian tretim yerlerinden etkilenebilgce

icin foliktl sivisindaki sitokin dizeyleri ile amt@i bir iligski gostermeyebilir. Bundan dolayi
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inantyoruz ki sitokinlerin intrafolikiler konsansigonlarina 6zel ilgi duyulmakta ovarian

fonksiyonlarda sitokinlerin rolti hakkinda gahalar yapiimaktadir.

Cok sayida cayjmada, IVF tedavisinden sonra gebe kalan ve gebayalmkadinlarin
serum ve folikdl sivi sitokin konsantrasyonlarisanala farkhliklar saptanmaya galmistir
(131). Ancak az sayida c¢ghada, IVF icin uygulanan farkli stimilasyon protté&onde
folikdl sivisi veya serum sitokin konsantrasyonlacelenmgtir. Serum/foliktl sivi sitokin
duzeyleri ile IVF sonuclan arasindaki ski ile ilgili stpheli bulgulart g6z 6ninde
bulundurarak, IVF'de sitokin duzeylerinin uygulanatimilasyon protokoliyle d@esip
degsismedigini cok sayida sitokinin g¢zamanli dgerlendirilmesi icin hem serum hem de
folikdl sivi drneklerini kullanarak dgrlendirdik. Camamiz bildgimiz kadariyla, prospektif
randomize olarak yapilmolan uzun etkili agonist ve antagonistle stimgddmis kadinlarda
serum ve folikdl sivisi sitokin duzeylering @amanl bir bicimde karastiran en blyuk hasta

populasyonuna sahip olan bir gatadir.

Calismaya over stimulasyonuna yeterli yanit veren venmrabrireme fonksiyonlarina
sahip kadinlari dahil ettik. (¢cinkd bircok infeitel sorunu artngi sitokin dizeyleri ile
ili skilidir). Sonuclara gore, ister pre-ovilasyon (@agerum), isterse oosit aspirasyon (post-
stimilasyon) gunt olsun iki stimulasyon protokatiasinda IL-4; TNFe; IL-6; IL-5; IL-2;
serum ve intrafolikiler sitokin konsantrasyonlarasanda gebelik sonuclarini etkileyecek

ciddi anlamli farkhliklar yoktu.

Antagonist grupta klinik gebelik sonuclarina bakildda IL-4 dizeylerini gebelik
elde edilmeyenlere gore anlamli daha yuksek @ldsaptanngtir.Th2/anti- enflamatuar
sitokin olan IL-4 varlgl folikil sivisinda dier sitokinlere gore daha az gdmistir. Bu
yuksek IL-4 duzeyleri ile Kklinik gebelik arasindaKiskiyi gosterecek hga calsmalara
ihtiyac vardir.

Post-stimiulasyon (OPU guni) ve intrafoliktler (IFN)Xeserleri antagonist grupta,
agonist gruba oranla anlamli derecedguiiibulduk. iki stimilasyon protokolii arasinda
bazal serum, (IFNy; dizeyleri arasinda farkllik saptanmamasi agomist antagonist
protokollerin (IFN)+y, diizeylerini farkli etkiledii dUstinebiliriz.

Endokrin ve sitokin sistemi arasinda birglzatinin bulundgu 6ne surilmektedir.
Sitokinlerin, foliktllerin gonadotropinlere karduyarhliginin  hem stimulasyonunda hem de
inhibisyonunda yer aldiklari 6ne surtulmektedir (LE8enzersekilde, dger argtirmacilar da

sitokinlerin folikdl gelsiminin oldugu kadar foliktler atrezinin dizenlenmesinde de dnem
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bir rol oynadiklarini 6ne surmektedirler (132). Bmu varsayima dayanarak, antagonist
protokolu verilen kadinlarda folikll sivi ve serwsitokin konsantrasyonlarinin agonist uzun

protokolu verilen kadinlarda farkli olabilegénipotezini gelgtirdik.

Foliktl sivisi gemekte olan oosit icin bir mikro-ortam @ar ve oositin geliminin
dizenlenmesi igin gereken immunolojik faktorleerig. Belirli sitokinlerin ekspresyonundaki
ve konsantrasyonlarindaki ggiklikler oosit ve embriyo kalitesini etkileyerek glik bir

implantasyon yetergeile sonuclanabilir (133-134).

Cok az sayida cama folikil sivi sitokin konsantrasyonlarini ART deullanilan
stimulasyon protokoliine gore incelatim Buscher ve arkagkri (135) uygulanan
stimilasyon protokoline Bh olarak folikil sivi TNFe, IL-1B, IL-6 ve IL-8
konsantrasyonlarini incelegteér ve sadece IL-6 konsantrasyonlarini GnRH/agdaianilan
grupta CC/gonadotropin uygulanan gruba gore anldmnlisekilde ylksek saptamiardir.
Fizyolojik olarak IL-6 salgilanmasi TNF’ in yanirailL-1'le uyariimaktadir ve IL-6 seviye
degisikliklerini TNF'in ve IL-1'in vicuttaki birgok enfhmatuar olayda gorev almasiyla
ili skilendirmisler. Ancak o calmada esas olarak 2 protokol, GnRH agonist/gonagliotro

veya CC/gonadotropin protokoll uygulagnae antagonist protokolu kullaniimagtir.

Baska bir calgmada, folikul sivisinda IL-6 ve IL-8 duzeylerinimlkanilan hMG veya
rESH/hMG stimulasyon protokoliinden etkilenmgdiaptanmgtir (136). Asimakopoulos ve
arkadalari tarafindan yapilan camada (137) folikil sivisi ve serum sitokin profili
antagonist veya agonist uzun protokoli kullaningdee incelenngiir. Yazarlar bu capmada
IL-1B, IL-6 ve TNFo' yi degerlendirmiler ve bu sitokinlerin benzer serum ve folikdl sivi
konsantrasyonlarini bildirglerdir. Benzer sekilde antagonist protokolii uzun agonist
protokolu ile kagilastirmiglar ancak bu ¢caimada sadece 3 sitokini (ILB1IL-6 ve TNF«)
incelemilerdir. ART'de kullanilan stimulasyon protokoliniserum folikil sivi sitokin
konsantrasyonlari Uzerindeki etkisini ggglendiren, kicuk hasta kohortlariyla oldukca az

sayida cadma yapiimgtir.

2 stimilasyon protokolini ayri-ayri pre-stimulasye® post- stimulasyon sitokin
diuzeylerini kagilastirdik. Post-stimilasyon agonist grubda stimulasyooesi serum TNk
degerlerini anlaml azalngibulduk. Daha 6nce 2 farkh stimilasyon protokolikaikilastiran

calismalarda serum ve intrafolikiiler TN&-duzeylerinde anlamli fark bulunamaim.
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Stimulasyon o©ncesi serum gleri intrafolikiler dgerlerle kagilastirildiginda
agonist grubta fark saptamadik. Antagonist grubdeafolikiiler IL-6 duzeylerini yuksek,

IFN-y dizeylerini anlamli derecedegidik bulduk.

Post-stimilasyon (OPUguni) serum ve intrafolikidegerler kasgilastirildiginda her

iki grupta IL-4 ve IFNy dezerlerini intrafolikiiler olarak yuksek bulduk.

IL-6 grantloza hicre steroidogenezini etkileyebitteeir (138). Gonadotropin
stimilasyonu esnasinda E2 dizeylerinde gorulegisidgklerin serum IL-6 ve TNFa
duzeylerindeki dgisikliklerle ili skili oldugu bildirilmistir (139)

Amato ve arkadgari tarafindan yapilan bir ¢canada (140). PCOS’ lu kadinlarda
serum IL-6 duzeylerinin erkek faktorl infertilitegin IVF uygulanan normal ovilasyon olan
kadinlarla kagilastirildiginda anlamli bigekilde daha yiiksek olgu saptanngtir. Baska bir
calsmada, OHSS olgularinda yiksefmserum IL-6 dizeyleri bildirilmgtir (141). Tam
tersine, yeni bir cagmada serum IL-6 dizeylerinin E2 dizeyleriyle ndgainde korelasyon
gosterdgi bildirilmi stir (139).

Ficiciggzlu ve arkadglari tarafindan yapilan camada (PCOS olgulari catnaya
alinmamgtir) 2 stimilasyon protokolii arasinda incelenen ikédl sivi  sitokin
konsantrasyonlari acisindan anlamli fark saptaglamancak serum sitokin konsantrasyonu
degerlendirildiginde, antagonist sikluslarinda agonist uzun sikiottan anlamh bigekilde
daha dguk IL-6 duzeyleri saptarslardir(142).

Bizin calsmamizda ise 2 stimilasyon protokolinuskastirdigimiz zaman serum ve
intrafoliktler IL-6 dizeylerinde anlamli bir farkagtamadik. Ancak iki grubu ayri-ayri
degerlendirdgimizde pre-stimilasyon oOncesi serum gelderi intrafolikiler dgerlerle
karsilastirdigimizda intrafolikiler olarak 1L-6 dgerlerini yiksek buluk. Bu bulgu, antagonist

protokolt verilen daha blytk hasta kohortlarindaadigeri dizeyde asariimalidir.

IL-6 dizeylerini embriyo kalitesi, oosit maturasypnfertilizasyon, klinik gebelik

sonugclariyla kanlandirdgimizda 2 grub arasinda istatistiksel olarak anldank bulunamadi.

Antagonist sikluslarinda, bazi sitokinlerin IVF shasi icin gereken biomarkerlar
olarak dnemini gosterebilecek molekiler mekanizmalanlgilabilmesi icin daha fazla

saylida hastanin yer agdileri calismalara gerek duyulmaktadir.
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6.SONUC VE ONERILER

Bu calsma sitokinlerden IL-4; IL-6; IL-5; IL-2; IFNy, tumor nekrotik faktorin TNF-
a folikil sivi ve serum konsantrasyonlarinin IVF nickullanilan farkl stimilasyon
protokollerine, yani GhnRH uzun agonist ve antagopistokollerine goére farklilik gosterip

gostermediini belirlemek icin yapildi.

Sonug¢ olarak GnRH agonist ve GnRH antagonist ilatriediti over stimilasyonu
uygulanan normal cevap veren kadinlarda serum Meifesivi 6rneklerinde sitokin profili
genellikle bezerdir. Antagonist grubda serum veaiiolikiiler interferon gamma’nin, IFN;
distik bulunmasi bu grubda klinik gebelik sonuclarembriyo kalitesini, fertilizasyonu ve

matirasyonu etkilemestir.

Her iki grubun serum ve folikdl sivilarini ayri-aykendi icinde) dgerlendirdgimiz
zamanda daha yiksek vesdl sitokin oranlari saptadik. Bu gexlendirmede de benzer bir
sekilde serum ve folikll sivisi sitokin duzeylere igebelik sonuglarini, embriyo kalitesini,
fertilizasyon ve maturasyon acgisindan bikilisaptanamadi.

Antagonist grubda gebelik elde edenlerde, gebelde eetmeyenlere goére IL-4
duzeylerini anlamli olarak yuksek bulduk. Th2/argnflamatuar sitokin olan IL-4 vagh
folikdl sivisinda dier sitokinlere gore daha az gdmistir. Bu yuksek IL-4 duzeyleri ile
klinik gebelik arasindaki igkiyi gosterecek bgka calgmalara ihtiyac vardir.

Antagonist sikluslarinda, bazi sitokinlerin IVF shasi icin gereken biomarkirlar
olarak dnemini gosterebilecek molekiler mekanizmalanlgilabilmesi icin daha fazla

saylida hastanin yer agdileri calismalara gerek duyulmaktadir.
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