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1. GIRIS

Infertilite, kontrasepsiyon yontemleri kullanmadan bir y1l korunmasiz cinsel
iliski sonucunda konsepsiyonun gergeklesmemesi olarak tanimlanir. Saglikli geng
ciftlerin %85-90’inda bir yil i¢inde gebelik olusurken, %10-15’inde infertilite
problemi mevcuttur. Son 30 yilda infertilitenin insidanst degismemistir ancak
infertilitenin degerlendirilmesi ve tedavisi alaninda 6nemli gelismeler olmustur.
Infertilite, daha once hi¢c gebelik olusmamissa; primer infertilite, canli dogumla
sonuglansin ya da sonuglanmasin, en az bir gebelik olusmussa; sekonder infertilite
olarak tanimlanir. Evlilik yasinin ilerlemesi, ge¢ ¢ocuk sahibi olma istegi,
kontrasepsiyon kullaniminin artisi, toplumda kadinlarin roliiniin degismesi gevresel
ve sosyoekonomik faktorler, fertilitenin azalmasmi etkilemistir. Otuzlu yaslarin
sonlarinda olan kadinlarda, infertilite goriilme orami %25’°e ulasirken, 40 yasindan
sonra fertilitede azalma daha hizli olur (1,2). Fekondabilite bir menstriiel siklusta,
gebe kalabilme olasiligi, fekondite ise bir siklusta canli doguma kadar gidebilecek

gebelik olusma olasiligidir (2).

Gilintimiizde yardimci iireme tekniklerinin gelismesi ile infertil ¢iftlerin tedavi
sanslar1 artmustir. In vitro fertilizasyon (IVF) ilk ve hala en sik kullamilan YUT
(Yardimcr iireme teknikleri) seklidir, ancak giinlimiizde bu teknikle iligkili
intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI), gamet intrafallopian transfer (GIFT),
zigot intrafallopian trasfer (ZIFT) gibi bir¢ok yontem uygulanmaktadir (2).
1992°den itibaren uygulanan intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) yontemleri
erkek faktor infertilitesi basta olmak {izere giliniimiizde c¢esitli nedenlere baglh
infertilitede umut olmustur. YUT kullanilacak hastalarda kontrollii over
hiperstimulasyonu (KOH) ile multiple follikiillerin, bunun sonucunda ¢ok sayida
oosit ve embriyolarin elde edilebilmesi ile YUT basarisin1 artirmak amagclanmustir.
Ne var ki, IVF’in ilk yillarinda, KOH uygulanan sikluslarda luteinize edici
hormonun (LH) tahmin edilemeyen ani yilikselmesinin %20'lere varan siklikla
olusmasinin gebelik sonuglarmi olumsuz etkiledigi goriilmiistiir. Pituiter bez
gonadotropin salgilatict hormon (GnRH) reseptdrleri iizerinde desensitizasyona
neden olarak endojen LH artiginin engellenebileceginin bulunmasi ile gonadotropin

salgilatict hormon (GnRH) analoglarinin kullanima girmesi, bu tahmin edilemeyen



LH yiikselmelerini %2 ’lere diislirmiis, gebelik oranlarmi arttirmustir (3,4). Ancak, bu
tedavi protokolii 2—3 haftalik bir desensitizasyon siiresi gerektirdiginden, tedavi
stiresi, ihtiya¢ duyulan gonadotropin miktar1 ve over hiperstimulasyon sendromu
(OHSS) riski artmustir. Hastalar desensitizasyon periodunda sicak basmasi, bas
agrisi, kanama ve vajinal kuruluk gibi yan etkilere maruz kalmislardir. GnRH
zincirinde aminoasitlerin bir¢ok noktada baska molekiillerle yer degistirmesi ile elde
edilen, reseptore yiiksek afinite ile baglanan ve endojen gonadotropin salinimini
engelleyen GnRH antagonistlerinden beklenti olduk¢a fazla olmus, olumlu
farmakokinetik ve farmakodinamik ozellikleri ile agonistlerin yerini alabilecekleri
diisiiniilmiistiir. ik alevlenme etkisinin olmamasi, uzun desensitizasyon siiresi
gerektirmemesi ve boylece 0strojen eksikligi semptomlar1 yasanmamasi, kisa siirede
yeterli LH baskilamasi saglamasi, etkisinin doza bagimli olmasi ve antagonist etkinin
GnRH ya da agonisti ile hizlica geri dondiirtilebilmesi antagonistleri agonistlere
istliin kilan ozellikleridir (3,4). Ayrica yapilan g¢aligmalar tedavi siiresinin ve
kullanilan gonadotropin dozunun antagonist protokolde daha az oldugu yoniindedir
(4,5).

YUT alanindaki tiim gelismelere ragmen gebelik oranlar1 ayni dlgiide artis
gosterememistir. Transfer edilen embriyo basina diisen implantasyon oram %15 gibi
diisiik seviyelerde kalmistir (6,7). Kontrollii ovaryen stimiilasyon tedavi basarisini
direkt olarak etkileyen bir faktordiir. Antagonist protokoliin uygulanmaya baslandigi
yillarda uzun protokolle kiyaslandiginda sikliis basina gebelik oranlar1 daha diisiik
cikma egiliminde iken, O0grenme ve uygulama pratiginin gelismesi ile gebelik

oranlar1 iki protokol arasinda hemen hemen ayni seviyelere gelmistir.

Bir zamanlar kimyagerlerin ilgi alaninda olan serbest radikallerin, simdi
bir¢ok biyolojik sistemde esas rol oynadiklar1 gerg¢egi kabul edilmistir ve serbest
radikallerin, oosit, spermatozoa, embriyo ve bunlarin mikrogevrelerini etkiledigi
artik anlagilmistir. Follikiiler sivida serbest radikallerin artmasi implantasyon ve
erken embriyo gelisimi ile dogrudan baglantilidir ve yardimci iireme tekniklerinde de

basar1 oranlarini etkilemektedir (7,8).



2. GENEL BILGILER

Infertilite 1 yillik korunmasiz iliskiye ragmen gebe kalamama olarak

tanimlanir. Saglikli c¢iftlerin yaklasik %85-90’inda ilk bir yil i¢inde gebelik

gerceklesmektedir. Infertilite citlerin %10-15"ini ilgilendiren bir sorundur. Daha

once gebelik olugsmamissa primer infertilite, canli dogumla sonug¢lansin ya da

sonu¢lanmasin, en az bir gebelik olustuysa sekonder infertilite olarak adlandirilir.

Infertilite nedenleri WHO’nun standart tanisal protokolleri kullanarak olusturdugu

verilere gore incelendiginde; ovulatuar disfonksiyon %15, tubal ve peritoneal

patolojiler %30— 40, erkege ait faktorler %30-40 oraninda goriiliir. Uterusa ait

patolojiler nadirdir ve geri kalan olgular ise cogunlukla aciklanamayan infertilite

olarak tanimlanir (9).

2.1. Infertilite Nedenleri

Fekondabiliteyi etkileyen durumlar 5 ana baslik altinda toplanabilir:

1.

2.

Oosit ve ovulasyon anormallikleri

Sperm, oosit ya da embriyonun transportunu engelleyen reprodiktif

sistem anormallikleri
Implantasyonu etkileyen anormallikler

Diger nedenler (immunolojik, genetik nedenler ve ac¢iklanamayan

infertilite)

Sperm tiretimindeki anormallikler

2.1 1. Oosit uretimindeki Anormallikler

Kadin infertilitesinin en sik nedenlerindendir (% 15-20).Anoviilasyon,

oligooviilasyon, over folikiillerinin yaslanmasi en sik rastlanilan durumlardir.

Oviilasyonunun tespiti i¢in bazi gosterge ve testler kullanilmaktadir:

Hikaye: Diizenli aylik menstrasyon goren ve meme hassasiyeti ya da

dismenore gibi siklik semptomlar1 olan hastalar tipik olarak ovulatuar kabul edilirler.



Bazal viicut 1sis1 Ol¢limii: Bazal viicut sicakligi follikiiler fazda diistiktiir,
ovulasyondan sonra luteal fazda progesteronun termojenik etkisi sonucu 0.4-0.8
santigrad derecede artar. Menstruasyondan hemen 6nce tekrar bazal seviyelere diiser.
Bu bifazik patern sabah yapilan 6l¢timlerle kolaylikla tespit edidlir. Bu bifazik patern

hemen hemen her zaman oviilasyon gostergesidir.

Mid luteal progesteron olgiimii: Follikiiler fazda genelde 1ng/ml’nin altinda
olan progesteron miktar1 orta luteal fazda 10 ng/ml progesteron seviyesine yiikselir.
Progesteronun pulsatil karakterinden dolay1 siklusun 20-24 giinleri arasinda en az 3

ornekle serum progesteron tayini gerekir (1).

USG: Dominant follikiilin varhigi ve ¢atlamasinin utrasonografik olarak

tespit edilmesi oviilasyonun oldugunu gostermektedir.

LH: Seri LH o6l¢iimlerinde LH yiikselmesinin olugmasi ovulatuar siklus

olabilecegini gdsterir.

Endometrial biyopsi: Premenstruel dénemde yapilan biyopside sekretuar
degisikliklerin go6zlenmesi oviilasyonunun gostergesidir, ayrica luteal faz
progesteronun ve endometrial cevabm yeterliligi hakkinda bilgi verir. invaziv bir
girisim oldugundan luteal faz defekti ya da endometrial reseptivitede bozukluk

diistiniildiigiinde uygulanir (3).
Anoviilasyon ve infertilite ile giden hastaliklarn WHO siniflamasi soyledir:

a. WHO I hipogonadotrofik hipogonadizm (kilo ve viicut kompozisyonunda
degisiklikler, stres, asir1 egzersiz, prolaktinoma, hipotalamusun infiltran hastaliklari,

Cushing hastaligi, akromegali, bos sella sendromu, sheehan sendromu.)

b. WHO 1II Gstrojenik oviilatuar disfonksiyon [Polikistik over sendromu
(PCOS)]

¢. WHO III hipergonadotrofik hipogonadizm (over yetmezligi)

Viicut kitle indeksi (VKi),serum FSH, prolaktin, TSH ve gerektiginde
androjenlerin  Ol¢iimii  anovulasyonun 0Ozellikli nedenini anlamaya yonelik

tetkiklerdir.



Anovulatuar hastaliklarin tedavisi ile normal ciftlerin fekonditesine yakin

sonuglar alabilir (3).
2.1.2. Tubal Faktor

Infertil ¢iftlerin yaklasik %30-40’1nda neden tubal ya da peritoneal faktordiir.
Pelvik inflamatuar hastaliklar, apendisit, septik abortus, dnceki tubal cerrahi, pelvik
enfeksiyona neden olan intrauterin ara¢ kullanimi, C.trahomatis ile subklinik pelvik
enfeksiyonlar tubal hastaliga katkida bulunurlar. Tubal durumu degerlendirmek i¢in
en ¢ok kullanilan testler histerosalpingografi (HSG) ve laparoskopidir. HSG uterin
kavite ile 1lgili bilgi saglayarak ve peritoneal ortami degistirmek suretiyle
fekondabiliteyi arttirabilmektedir. Prosediiriin agrili olmasi ve adhezyonlar ya da
endometriozis gibi peritoneal hastaliklar hakkinda fikir vermemesi islemin
dezavantajlaridir. HSG’de proksimal tubal okliizyon goriildiigiinde dogrulayici
testler (selektif tubal kataterizasyon veya laparoskopi) yapilmasi gerekir. (3).
Laparoskopinin HSG’ye iistiinliigii tubal hastaliklar1 tespit etmede daha sensitif ve
spesifik olmasidir. Laparoskopi ayrica endometriozisi tespit edebilir ve saptanan
anormalliklerin tedavisini saglar. Cerrahi ile tedavi edilen hastalarin kiimiilatif

gebelik orani %20 olup bunlarmn %20'si ektopik gebeliktir (3).
Servikal faktor infertilitesi

Normal servikste salgilanan mukus spermin gecisini kolaylastiran ozelliklere
sahiptir. Konjenital malformasyon ve servikal travma normal mukus {retimini
engeller. Servikal mukus yeterliligini ve sperm-mukus etkilesimini degerlendirmek
icin postkoital test kullanilmaktadir. Ancak normal ve anormal sonuglarin tahminsel

degerinin az olmasi bu testle ilgili problem olusturmaktadir (10).
Endometriozis

Laparoskopi ile saptanan endometriozis prevalansi infertil kadinlarda %21-47
iken fertil kadinlarda %5’tir. Tubal adhezyona neden olmamig minimal
endometriozisin infertiliteye neden olup olmadig: kesin degildir. Endometriozisin
ablasyonunun gebelik hizint arttirdigi belirtilmektedir. Buna kargm oviilasyonu

baskilamanin beklentisel tedavi ya da YUT tedavisine gore sadece potansiyel



konsepsiyonu geciktirdigi yolunda veriler mevcuttur mevcuttur (5). ileri evre

endometriozis ise cerrahi tedavi endikasyonudur (11).
2.1.3. Uterin Faktorler

Uterin deformiteler, submukdz leimyomlar, Intrauterin septumlar ve sinesiler,
uterin infertilite nedenleridir. Histereskopik olarak tani ve tedavisi infertilite

tedavisine katki saglar.
2.1.4. immunolojik Faktérler

Otoantikor orami infertil kadmlarda %15, fertil kadinlarda % 1-4 olarak

bulunmustur (11).
Aciklanamayan infertilite

Infertil ciftlerin %10-30’unda infertilite nedeni bulunamaz. Bu hastalar,
normal semen ve ovulatuar fonksiyonlu, normal uterus yapisi ve bilateral tubal
aciklig1 olan hastalardir. Bu hastalarin %30’u tedavi edilmedigi taktirde 3 yil i¢cinde
gebe kalmaktadir. Agiklanamayan infertil hastalar IVF ile tedavi edildiginde tubal
faktor infertilitesi olan hastalara gore diisiik oosit fertilizasyonu ve embriyo klivaj
hiz1 gostermiglerdir. Bu durum acgiklanamayan infertilitenin oosit ya da sperm
fonksiyon anomalilerine bagl olabilecegini gostermektedir. Bu hastalarda IVF ile ilk

siklustaki gebelik oran1 %18 olarak tespit edilmistir (3,11).
Genetik nedenler

Turner sendromu, X kromozomu translokasyon ve delesyonu, fertilite ve
fekondabilite ile ilgili genlerdeki mutasyonlar (FSH, LH reseptdor mutasyonu vb.),

galaktozemi gibi enzim eksiklikleri infertilite nedenleri arasindadir (11).
2.1.5. Erkege Bagh Faktorler

Degerlendirme, kadindakine benzer ve hipotalamik-hipofizer-testikiiler aksin,
spermin digar1 atim yollarmimn ve testikiiler fonksiyonun incelenmesinden olusur.

Semen analizi kriterlerine gore erkek infertilite nedenleri sunlardir:



a. Ejakiilasyon yoklugu: ilaclar, cerrahi, vaskiiler okliizyon, diabet,

psikolojik bozukluklar

b. Azoospermi: Seminifer tiibiiler skleroz (kleinfelter sendromu), germinal
aplazi (idiopatik, ilag, radyasyon, mozaik Kleinefelter sendromu, XYY
sendromu), matiirasyon arresti (idiopatik, XYY sendromu, varikosel),

duktal obstriiksiyon, endokrinopati

c. Oligospermi: Idiopatik, kriptoorsidizm, varikosel, ilaclar, sistemik

enfeksiyonlar, endokrinopati

d. Infertil ancak normal: Jinekolojik anormallik, anormal koit aliskanlig,

akrozomal defektler, immunolojik, agiklanamayan

e. Sperm yapisal defekti, uzamis abstinens, idiopatik, genital enfeksiyonlar,

antisperm antikor (4).
2.2. Ovaryan Fizyoloji ve Follikiilogenez

Ureme biyolojisinin ana organi overin 2 fizyolojik gorevi vardir:
1. Follikiilogenez,
2. Steroidogenez.

Follikiilogenez intrauterin hayatta baslar, steroidogenez puberteye kadar
baskilanir. Puberteden itibaren overde follikiil olgunlasmasi, ovulasyon, korpus
luteum fonksiyonu, steroid hormon biyosentezi ve salinimi birbirleri ile baglantili

olarak baslar.

Fetal hayatta, germ hiicreleri mitoz ile boliinerek gebeligin 16-20.
haftalarinda yaklasik olarak 6—7 milyon oogoniaya ulasilir. Bu haftadan sonra germ
hiicre popiilasyonu gen diizeyinde apoptozis ile gittikge azalir. Birinci mayoz
bolinme sonrasi oosite doniisen germ hiicrelerinin sayis1 dogumda 1-2 milyona,
pubertede ise 300.000-500.000’¢ diiser. Ureme ¢agmim 3540 yil1 boyunca, yalnizca
400 ile 500 tane oosit ovule olur, geri kalanlar ise atrezi yoluyla kaybedilirler.
Reprodiiktif donemde folikiiler tilkenme 37-38 yasina kadar sabit bir hizla yavasca
olurken, menopozdan onceki 10-15 yil boyunca hizla gergeklesir ve oosit sayisi

menopoz doneminde 1000’in altina diiser (5).



Oogoniadan ovum gelisimi 2 mayoz bdliinme sonucunda olusur: 1.mayoz
bdliinme ovulasyondan hemen 6nce, 2.mayoz boliinme sperm penetrasyonu sirasinda

tamamlanir.

Profaz swrasinda duraklamis olan oositlerin etrafini tek kat saran graniiloza
hiicreleri ve bazal lamina primordial follikiilii olusturur. Primordial follikiil 150 giin
gibi uzun bir siirede ovulasyon yapacak hale gelir. Buna follikiilogenez denir. Ilk
olarak cevresindeki yass1 graniiloza hiicreleri kiiboidal sekle doniisiir ve bu hiicreler
FSH reseptorii sentezlemeye baslar. Graniiloza hiicreleri ¢ogalmaya baslar ve 6-7
tabaka oldugunda teka interna tabakasi olusur. Boylece sekonder follikiil olusmus
olur. Teka interna tabakasi vaskiilarize olur. Daha sonra teka interna ve eksterna
tabakalar1 olusmaya baglar. Graniiloza hiicreleri i¢inde kavitasyon goriilmesi ile
follikiil artik tesiyer follikiil olarak adlandirilir ve kavite olusumuna da antrum denir
(12). Burada hiicrelerde bulunan gap junction ‘larin rolii biiyiiktiir. Bunlar konneksin
denen proteinlerden olusur ve sentezleri FSH tarafindan artirilir. Konneksinler
graniilosa hiicrelerinin ovulasyona kadar biiyiimesini saglarlar. Bu yol LH tarafindan
kapatilir ve bu yiizden anormal LH diizeyleri preovulatuvar follikiillerde atreziye
neden olur (13,14). Teka interna, eksterna, bazal lamina, graniilosa hiicreleri, 00sit ve
foolikiiler stvidan olusan follikiil graaf follikiil olarak adlandirilir. Antral follikiil
olusumundan onceki sekonder ve tersiyer follikiil asamalarina preantral follikiil ad1
da verilir. Bunlar en az 5 siklus 6nceden segilirler. Eger yeterli gonadotropin destegi
olmazsa preantral donemden antral doneme gegemezler va atreziye ugrarlar. Atrezi

apoptozis yoluyla olur.

Dominant follikiil se¢imi igin follikiil i¢indeki dstrojen ve FSH etkisi, hipofiz
FSH sekresyonu iizerine dstrojenin etkisi onemli faktorlerdir. Mikrogevredeki artmis

FSH seviyeleri dominant olmayan follikiilleri atreziden kurtarabilir.
2.2.1. Ovulasyon

Ovulasyon genellikle LH artisindan 10-12 saat, Ostradiol artisindan ise 24-36
saat sonra olusur. Oosit over yiizeyinden LH pikinden 36 saat sonra atilir. Serum
ostradiol seviyesi ovulasyondan bir giin dnce yiikselmeye baslar. Ostradiol ve
progesteron pozitif feed-back etki gostererek serum LH seviyesini 10 kat artirirlar.

LH seviyesinin ovulasyondan hemen 6nce pik yapmasiyla oositte germinal vezikiiliin



yikilmasi gerceklesir ve kromozomlar metafaz 1’den telofaz 1 evresine gecer. Oosit
1. Mayoz bolinmeyi ovulasyondan hemen 6nce tamamlar. Meydana gelen sekonder
oosit haploid kromozom igerir ve niikleus 2. Mayoz bolinme evresine girer.
Fertilizasyonla 2.mayoz boliinme tamamlanir ve 2. Kutup cisimcigi atilir.
Ovwvulasyonla atilan oosit matiir, sekonder oosit ya da metafaz 2(MIl) oosit olarak

adlandirilir.

Klasik IVF’den farkli olarak ICSI’de islemden Once oositin g¢evresindeki
hiicreler kimyasal ve mekanik yontemlerle uzaklastirildig1 i¢in oosit maturasyonu ve
yapisal Ozellikleri daha net gozlenebilmektedir. Kaliteli oosit tanimi soyledir; iyi
kalitedeki bir MII oosit seffaf veya hafif¢e graniiler sitoplazmaya sahip, perivitellin

araligi dar ve zona pellucidanin renksiz gériindiigi bir hiicredir (15).
2.3. Oosit Kalitesinin Degerlendirilmesi

Oosit morfolojisi i¢in su kriterler degerlendirilir:

1) Sitoplazmadaki graniilasyon (homojen, santral, periferik). Asir1

graniilasyon oosit kalitesini azaltir.
2) Vakualizasyon ve inkliizyon cisimcikleri.

3) Polar body: Fragmante ya da yassi1 olabilir. Fragmantasyonun ¢ok olmasi

kaliteyi azaltir.
4) Perivitellin aralik: Genis veya dar olabilir. Genis olmasi kaliteyi azaltir.
5) Zona pellucida: Diizensiz ve kalin olmasi kaliteyi azaltir.

ICSI i¢in M II oositler kullanilir. Profaz 1,M I,anomalili ve dejenere oositler

islem dis1 brrakilir.
2.4. Embriyo Kalitesinin Degerlendirilmesi

Fertilize olmus oosit zigot olarak adlandirilir. Zigot sferik, kiiciik ve vertikal
eksen boyunca polarizasyon gosteren bir hiicredir. Mitotik aktivasyonla bdliinmeye
baglayan zigotta hiicre boliinmesi sonucu blastomerler olusur. Blastomer morfolojisi
embriyo grade sisteminde dnemlidir. Blastomerlerin ayn1 biiyiikliikte olup olmamasi,

granulasyon ve vakualizasyon olup olmamasina gére embriyolar Grade I-IV arasinda
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derecelendirilir. Tkinci giinde 4 hiicreli veya 3. Giinde 7 hiicreli, fragmantasyonu
%20 altinda, olan blastomerleri simetrik, vacualizasyon ve graniilasyon igermeyen

embriyolar kaliteli yani grade | olarak siniflandirilir.
2.5. Yardime1 Ureme Teknikleri

Overden oosit alimini takiben yapilan islemlere Yardimec1 Ureme Teknikleri
(YUT) adi verilir. Giiniimiizde en yaygm olarak kullanilan Yardimci Ureme
Teknikleri Klasik IVF ve ICSI‘dir. YUT de basar1y etkileyen en dnemli faktdr hasta
se¢imidir. IVF ilk olarak tubal patolojilerden kaynaklanan infertilitede kullanilmistir,
ancak giinlimiizde daha genis bir alanda uygulanmakta olup infertilitenin tiim
nedenlerinde kullanilmaktadir. IVF, bagka tedavi secenekleriyle ¢oziimlenemeyecek
bir veya daha fazla sayida infertilite nedeni oldugunda kesin olarak endikedir.
Onceden gegirilmis infeksiyon veya ileri evre endometriozisten kaynaklanan agir
tubal hastalik ve agir erkek faktoriine bagli infertilite problemi yasayan ¢iftler i¢in de

en uygun tedavi segenegidir.

IVF, yasa bagl olarak veya baska nedenlerle ortaya ¢ikan agiklanamayan
infertilite ve diger tiim tedavi seceneklerinin denendigi ve basarisiz oldugu hastalar

icin de uygun tedavi secenegi olmaktadir.

YUT lerinin basarismni etkileyen ana faktdrler maternal yas, over rezervi ve
daha onceki reprodiiktif performanstir. Daha once canli dogum yapmis kadin i¢in
basar1 sans1 nulliparlara gore daha fazla iken, basarisiz bir IVF siklusu ge¢irmis olan
kadinin gebe kalma ihtimali daha distiktiir. Kadin yasi ve infertilite arasindaki iliski
net olarak bilinmektedir. Buna gore kadin fertilitesi 20-24 yaslar1 arasinda zirveye
ulagmakta, 30-32 yasina kadar goreceli olarak ¢ok az degisiklik olmakta ve bundan
sonra fertilite kapasitesi hizla diismektedir. Ilerleyen yasla birlikte overlerde kalan
folikiil sayis1 giderek azalirken, uyarilmis sikluslardaki gozlemler, yaslanan
folikiillerin ~ gonadotropinlerle uyarilmaya kars1 hassasiyetinin  azaldigini
gostermektedir (5). Yaslanan oositlerde mayotik igcik olusumu ve fonksiyonunu
diizenleyen mekanizmadaki bozukluk sonucunda andploidi insidansinin arttigi ve bu
nedenle fertilitede diislis ve spontan abortus oranlarinda artisin  gorildiigii

saptanmustir (16,17).
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2.5.1. Yardime1 Ureme Tekniklerinde Tedavi Asamalar:
2.5.1.1. Kontrollii Ovaryan Hiperstimiilasyon

Tedavinin ilk adim yeterli sayida fertilize olabilir oosit elde edilmesidir. Bu
amacla KOH kullanilr. KOH degisik ajanlarla ve degisik protokollerle
uygulanabilir. En sik kullanilan ajanlar klomifen sitrat, Human Menopozal
Gonadotropin (hMG), saf, rekombinant FSH*dur.

IVF’de ideal ovulasyon indiiksiyonu rejimi; diisiik maliyetli, yan etki
insidansi ve siklus iptal orani diisiik olan rejimdir. Ayni1 zamanda bu rejimle gebelik
oranlar1 da maksimum olmalidir. Bu amagla bir¢ok ovulasyon indiiksiyon rejimi
kullanilmaktadir. Her bir rejimin kendine ait avantaj, dezavantaj ve kullanim alan1
vardir. Hastanm yasi, daha 6nceki stimulasyon rejimine olan cevabi ve over rezervi

g6z Oniinde bulundurularak uygun tedavi sekli se¢ilmelidir.
Glinlimiizde siklikla GnRH agonistleri veya GnRH antagonistleri ile

oviilasyon indiiksiyonu rejimleri uygulanmaktadir.

2.5.1.1.1. GnRH Agonistleri

GnRH agonistleri, endojen hipofizer gonadotropin sekresyonunu suprese
eder. Boylece ekzojen gonadotropin stimulasyonu sirasinda gelisebilecek ve % 20
oraninda siklus iptaline neden olan prematiir luteinizasyon engellenmis olur. GhnRH
agonisti kullanilan c¢aligmalarda, sadece gonadotropin kullanilanlara oranla oosit

sayis1 ve gebelik oranlarimin daha yiiksek oldugu bildirilmistir (18,19).
Kullanimdaki GnRH agonistleri;
Leoprolid asetat (subcutan)
Nafarelin asetat (intranasal)
Buserelin asetat (subcutan, intranasal)

Triptorelin asetat (subcutan)
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2.5.1.1.2. Agonist Tedavi Protokolleri

Long protokol

Bu protokolde GnRH agonist tedavisine bir onceki siklusun luteal fazinda
(genelde 21. Giinde) baslanir. Bu donemde endojen gonadotropinler en diisiik
seviyededir. Siklusun 2-3. giiniinde hipofizer-ovaryan supresyonun saglanip
saglanmadig1 kontrol edilir. Eger serum E2 diizeyi 50 pg/ml’den disiikse
supresyonun yeterli olduguna karar verilir ve tedaviye gonadotropin eklenirken
GnRHa uygulamasina da HCG giiniine kadar devam edilir. Bu protokoliin tek
dezavantaji ardi sira yapilan gonadotropin stimulasyonuna olan cevabin bazen
azalarak, folikiiler gelisim i¢in gerekli olan gonadotropin dozunun artmasi ve tedavi
stiresinin uzamasidir. Uzun protokol (bir Onceki siklusun midluteal fazinda
baslayacak sekilde) erisilen oosit ve gebelik oranlar1 bakimindan en iyi IVF
sonuglarmi1 vermistir. Bu protokol erken follikiiler faz sirasindaki endojen
gonadotropin salmiminin supresyonunu derin bir sekilde indiikleyerek erken antral
follikiillerin eksojen gonadotropinlere bir yanitla koordine gelisimlerini saglar ve
simiiltane matiirasyon ger¢eklesir Bu, FSH penceresinin uzamis genislemesine,
artmis FSH gereksinimine ve sonugta daha fazla matiir follikiil ve oosit sayisina
ulasilmasina yol agar (20). Avantajlar1 dezavantajlarindan fazla oldugundan, long
protokol 10 yili agkin siiredir standart ovaryan stimulasyon rejimi olarak

kullanilmaktadir (3).
Kisa protokol

Bu protokolde agonist tedaviye siklusun 1. giiniinde baslanip, HCG giiniine
kadar devam edilirken siklusun 3. Gilinlinden baglayarak tedaviye gonadotropinler
eklenir. Flare-up etki ile endojen FSH ve LH salinimmi artiracagindan ovaryan
stimiilasyon {izerinde olumlu etki saglar. Takip eden donemde olusan hipofiz

supresyonu ise prematiir LH salinimi ve prematiir luteinizasyon riskini azaltir.
Ultra-kisa protokol

Siklusun ilk giini GnRHa baslanir ve 3 giin verildikten sonra kesilir.
Tedaviye gonadotropinlerle devam edilir., Ama¢ sadece flare-up etkiden

yararlanmaktir.
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GnRH agonistinin kullanilmas1 sayesinde endojen olarak hipofiz bezinden
salgilanan  gonadotropin  sekresyonu baskilanarak ekzojen  gonadotropin
stimulasyonu sirasindaki erken LH yiikselmesi engellenmis olur. GnRH agonistiyle
hipofizer baskilama yapilan sikluslarin %?2’sinden azinda erken LH yiikselmesi
gorildiiglinden, stimulasyona folikiiller daha biiylik ve olgun olana kadar devam
edilebilmektedir.  Klinik  c¢alismalarda, bu sikluslarda sadece ekzojen
gonadotropinlerle stimulasyon yapilan sikluslara gore daha fazla sayida oosit elde

edildigi ve gebelik oranlarinin daha yiiksek oldugu gosterilmistir (20,21).

GnRH agonistiyle hipofizer baskilamay1 takiben, ovaryan folikiil gelisimini
uyarmak i¢in kullanilan ekzojen gonadatropinlerin baslangic dozu hastanin
ithtiyacina gore ayarlanmalidir. Tipik baslangic dozlar1 yasa, over rezervine ve dnceki
ovaryan stimulasyona olan cevaba bagh olarak gilinliik 75-300 IU iiriner FSH,
rekombinan FSH veya iriner menotropinler (hMG-insan  menopozal
gonadotropinleri) arasinda degismektedir. Kademeli olarak diisiik doz ile baslanip
cevaba gore doz arttirillan (step-up) veya kademeli olarak yiiksek doz ile baslanip

cevaba gore doz diistiriilen (step-down) rejimlerinden biri kullanilabilir.
2.5.1.2. GnRH Antagonistleri

GnRH antagonistleri, agonistlerden daha karmasiktir ve gonadotropin
salgilanmasimi baskilamada bagka bir mekanizma ile ¢alisir. GnRH antagonistleri,
GnRH reseptorlerini doza bagli kompetetif sekilde bloke eder. Flare etki yaratmaz ve
gonadotropinleri suprese eder (22).Yakin zamanda GnRH antagonistlerinin klinik
kullanima girmesiyle birlikte YUT sikluslarinda ovaryan stimulasyon i¢in yeni bir
secenek sunulmustur. Reseptor sayisinin azaltilmasi yoluyla, gonadotrop hiicrelerin
GnRH’a kars1 hassasiyetini azaltarak hipofiz bezinden salgilanan gonadotropin
miktarmi Once uyaran daha sonra baskilayan uzun etkili agonistlerin aksine,
antagonistler doza bagimli sekilde GnRH reseptdrlerini bloke eder, alevlenme etkisi
yoktur ve gonadotropinlerin baskilamasi hemen gerceklesir (3). Antagonistlerin
agonistlere gore avantajlar1 ¢oktur. Tedavi siiresi agonistlere oranla daha kisadir ve
kullanilan gonadotropin dozu daha azdir (23,24). LH yiikselmesini engelleme
etkisini hemen gosterdiginden tedavi follikiiler gelisimin ge¢ donemine kadar

ertelenebilir. Hatta E2 seviyeleri yiikseldikten sonra bile uygulanabilir. Boylece
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agonist tedavisi ile gozlenen Ostrojen eksikligine bagli semptomlar izlenmez (25).
Agonistlerle goriilen alevlenme etkisi olmadigindan, antagonistlerle tedavide folikiil
Kisti gelisme riski de ortadan kalkmis olur. Agir ovaryan hiperstimulasyon gelisme

riski agonistlere gore daha azdir (26,27,28).

GnRH antagonistlerinin baz1 dezavantajlar1 da vardir. Antagonistler, endojen
gonadotropin sekresyonunu agonistlere gére daha fazla baskilar, dolayisiyla agonist
tedavisi swrasinda stimulasyon i¢in rekombinant FSH (rFSH) veya iriner FSH
(uFSH) kullamildiginda, diisik LH seviyeleri normal folikiiler steroid sentezini
desteklemek i¢in yeterli olurken, antagonistlerle tedavi edilenlerdeki daha da diisiik
olan LH diizeyi yeterli olmayabilir. Bu nedenle bazi klinisyenler antagonistlere ek
olarak diisiik doz (75 IU) hMG eklemeyi tercih ederler. Ayrica antagonist tedaviyle
long protokoliin karsilastirildig1 bes randomize ¢alismada es sayida ve ayni kalitede
embriyolar transfer edilmesine ragmen, antagonistle tedavide gebelik oranlarinin %5

daha diisiik oldugu bildirilmistir (49).

Klinik kullanimda olan iki GnRH antagonisti vardir: Ganirelix (Organon,
Oss, Hollanda) ve Cetrorelix (ASTA-Medica, Frankfurt, Almanya)

Tek ve ¢oklu olmak iizere iki antagonist tedavi protokolii mevcuttur. Tek doz
uygulamalarda spontan siklusun 2-3. Giiniinde gonadotropin stimiilasyonuna
baslanmakta ve en biiyiik follikiiliin ¢cap1 14 mm oldugunda yada serum E; diizeyi
150-200 pg/ml ulastiginda antagonist enjeksiyonu yapilmaktadir. Bu genelde
siklusun 7-9. Giliniine denk gelmektedir. Sabit veya esnek protokol uygulamalari
iceren iki coklu antagonist protokolii gelistirilmistir. Her iki tedavi plani da,

antagonistlerin geg folikiil fazinda uygulanmasina olanak saglar.

Sabit protokolde, gonadotropinlerle stimulasyondan 5 giin sonra, human
chorionic gonadotropin (hCG) uygulanan giine kadar antagonist ayn1 dozda siirekli
olarak verilmeye baslanir. Prematiir LH ani yiikseligini 6nleyen en diisiik doz 0,25

mg olarak bulunmustur (29,30).

Esnek protokolde, GnRH antagonisti onde giden follikil 13-14 mm

oldugunda tedaviye baslanir. hCG giiniine kadar devam edilir.

Uygulanan tedavi protokollerinde stimulasyona olan cevap, kan E;

seviyelerinin seri Ol¢limii ve ovaryan folikiillerin transvaginal ultrasonografi ile
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goriintiilenmesi ile takip edilir. Bu takip ile kullanilan gonadotropin dozu
ayarlanabilir. Cogu hastada 7-12 giinliik stimulasyon siiresinin sonunda genel olarak
ortalama ¢ap1 17-18 mm olan en az iki folikiil ve birkac¢ adet 14-16 mm’lik folikiil
elde edilmesi amaglanir. Serum E; seviyesi, 14 mm veya daha biiyiik olan her folikiil
icin ortalama 200 pg/mL olarak Olg¢iilmelidir. Amaclanan folikiiler gelisim
saglandiginda, folikiiler olgunlagsmayi tamamlamak igin 5000-10000 IU human
koryonik gonadotropin (hCG) uygulanir. Buna alternatif olarak 250 ug rekombinan
hCG de kulanilabilir.

Endometriyal kalmlik ve ekojenite, normal bir menstriiel siklus boyunca
degisim gosterir. Menstriiel fazda endometrium ince ve myometriuma oranla

hiperekojen bir yapida izlenir (31).

Hiperekojen goriinlimiin nedeni kanama ve dokiilmiis endometrium olabilir
(32). Proliferatif fazda folikiiler biiyiime olduk¢a endometriyal kalinlik artar ve bu
fazin sonunda trilaminar goriiniim alir (31). ki endometriyal tabakanm dis ve ic
smir1 ekojenik (bazal tabaka ve endometriyal kanal), diger kisimlar ise hipoekojen
(fonksiyonel tabaka) goriiniir. Bunun nedeni glandlarin diiz ve diizgiin sirali olup az
miktarda sekresyon igermeleridir. Sekretuar fazda ise progesteronun etkisi ile
glandlar biiyiir ve kivrimlanr, glikojen ve mukus igeriginin artmasi nedeniyle

endometrium daha kalin ve hiperekojen bir goriiniim alir (33).
2.6. Luteal Faz Destegi

Dogal sikluslarda oviilasyondan yaklasik 4 giin sonra tepe noktasina ulasan
steroid hormonlar 1 hafta bu seviyede kalir ve menstrual perioddan 5 giin dnce
diismeye baslar. Uyarilmis sikluslarda luteal faz hormon iiretimi multiple korpus
luteum varligindan dolay1 suprafizyolojiktir, ancak daha kisa siirelidir. Stimule
edilmis IVF sikluslarinda ovum toplanmasindan sonraki ilk haftada steroid iiretimi
yeterli goriilmektedir. Ancak, KOH sikluslarinda GnRH’1n kullanilmas: ile korpus
luteum fonksiyonunun anormal oldugu goriilmiis ve luteal faz desteginin 6nemi
ac1ga ¢cikmistir. Progesteron kadar dstrojen de direkt olarak luteinizasyonu saglamasa
da progesteron reseptorii yenilenmesinde gerekli oldugu i¢cin dnemlidir. Bu nedenle
korpus luteumdan hem Ostrojen hemde progesteron salmimi iizerindeki uyarici

etkisinden dolayr hCG kullanim ileri siiriilmiigtiir. Teorik olarak korpus luteum
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devamliligint sagladig1 icin GnRH-a sikluslarinda hCG’nin progesterondan daha
etkili olmas1 beklenir. Ancak yapilan klinik ¢aligmalara gére GnRH-a kisa ya da
uzun protokollerinde, tek bagina veya Ostrojenle kombine i.m. progesteron ya da
vajinal yolla verilen progesterona goére hCG nin ustiinligii olmadigi sonucuna
varilmigtir. Intramuskiiler progesteron, vajinal yolla karsilastirildiginda klinik
gebelik oran1 ve dogum orani agisindan daha etkili oldugu ve tiim tedavi formlarina

gore oral progesteronun en etkisiz oldugu goriilmiistiir (4,5).
2.7. Monitorizasyon

Monitorizasyondaki amag folikiiler matiirasyonu kontrol etmek, hCG verilme
zamanini tespit etmek ve siklusun gelecegini tahmin edebilmektir. Yiiksek over
cevaplilarda siklusu iptal ederek OHSS’yi engellemek, diisiik cevaplilar1 tespit
ederek tedavide ayarlamalar yapmak i¢cin monitorizasyon gereklidir. KOH takibinde

serum Ostrodiol, LH 6l¢timii ve USG kullanilir.
Serum Ostrodiol seviyesi her zaman folikiil biiyiimesi ile korele degildir (5).

Uzun donem GnRH-a  protokoliinde  pituiter  desensitizasyonun
degerlendirilmesinde de E2 seviyesi kullanilmaktadir (USG’de 10 mm’den biiyiik
folikiil olmamasi1 ile birlikte E2’nin 50 pg/ml altinda olmasi). GnRH

antagonistlerinin kullanim1 E2 cevap paternini degistirebilir.

Folikiil boyutlar1 13-14 mm c¢apa ulastiginda veya E2 diizeyi 250 pg/ml
seviyesine yiikseldiginde LH pikinin takip edilmesi gerekir. Bu Ol¢iim oosit
toplanma saatinin ve prematiir luteinizasyonun saptanmasi i¢in bilgi saglamaktadir.
(5) Folikiiler biiylime ultrasonografi olgtimii ile degerlendirilerek folikiiler
matiirasyon ve hCG zamanlamas1 hakkinda bilgi edinilebilir. Endometrial kalinlik
Ol¢timii E2 sekresyonu hakkinda indirekt bilgi saglayabilir. Bir calismada hCG giinii

endometrial kalinligin <6mm oldugu olgularda gebelik olusmadigi goriilmiistiir (5).
2.8. Oosit Toplanmasi

hCG enjeksiyonunu takiben 34-36 saat sonra oosit toplama (oocyte pick-up,
OPU) islemi gergeklestirilir. Transvaginal ultrasonografinin kullanima girmesi ile

OPU giiniimiizde hemen hemen tim merkezlerde lokal veya genel anestezi ile
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kolaylikla yapilabilmektedir. TVUSG esliginde lateral fornikslerden igne ile girilerek
oositler follikiil siv1 ile birlikte aspire edilir. En sik karsilagilan komplikasyonu
ignenin gegis yerinde olan kanamalardir. Nadiren mesane, damar, barsak

yaralanmalar1 olabilir.
2.9. Gamet Hazirlanmasi ve Kiiltiirii

OPU islemi swrasinda aspire edilen follikiil igerigi hemen laboratuarda
Laminair flow kabin iginde bir stereo mikroskop ile incelenir ve sivinin iginde
bulunan oosit kiiltlir sivisinin i¢ine konarak inkiibatére kaldirilir. Oosit kiiltiirii ve
sperm hazirliginin ardindan fertilizasyon islemine gecilir. IVF planlaniyorsa oosit
bagma 20.000 sperm ile inseminasyon yapilir. Sperm parametrelerinde bozukluk
oldugu durumlarda bu sayi artirilabilir. Erkek faktorii varliginda veya nedeni
aciklanamamus infertilite olgularmmda ICSI tercih edilir. 16-18 saat sonra ikKi

proniikleus yani fertilizasyon olup olmadigi arastirilir.
2.10. Embriyo Transferi

Elde edilen embriyolar proniikleer fazdan blastosist asamasina kadar herhangi
bir donemde transfer edilebilir. Glniimiizde 5.glin blastosist transferi tercih
edilmektedir. Transfer edilecek embriyo sayisi ile klinik gebelik oranlar1 arasinda
direk bir ilski mevcuttur. En iyi sonuglar 2-4 embriyonun transfer edilmesi ile
almmaktadir. Ancak ikiden fazla embriyo verildiginde ¢ogul gebelik oranlarmin
yiikselmesi nedeniyle pek ¢ok iilkede transfer edilen embriyo sayis1 kisitlanmaktadir.
Mart 2010 tarihinden itibaren lilkemizde 35 yas altindaki hastalara 1 embriyo,35 yas

iistiindeki hastalara ise 2 embriyo transferi yapilmaktadir.
2.11. Serbest Radikaller

Atomun yapisin1 olusturan elektronlar; orbita adi verilen yoriingede ¢iftler
halinde bulunurlar. Az sayida molekiilde ise elektronlar ¢iftler halinde olmayip tek
olarak bulunurlar. Eksik elektronlu bu molekiiller karsilastiklar1 herhangi bir molekiil
ile asir1 sekilde reaksiyona girmeye egilimli olup diger molekiillerle elektron
ahgverisinde bulunurlar. Iste diger molekiillerle kolayca elektron aligverisi yaparak

onlarin yapisint bozan bu molekiillere radikal, serbest radikal veya oksidan
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molekiiller denilir. Tek olan bu elektron yapilar1 genellikle {ist kisma yazilan bir

nokta (O") veya ¢izgi (O ) ile gosterilir (34,35).

Biyolojik sistemlerde en onemli serbest radikaller oksijenden olusanlardir.
Molekiiler oksijenin (O2), iki tane eslenmemis elektronu bulundugundan dolay1
kendisi ayni zamanda bir radikaldir. Oksijenin bu 06zelligi onun diger serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girmesini saglar. Serbest radikal olmayan maddelerle
daha yavas reaksiyona girer. Organizmada oksijenin kismi rediiksiyonuyla, ¢ok
sayida ve yliksek derecede reaktif iirtinler (ROS) olusur. Oksijen, hiicre i¢inde ¢esitli
reaksiyonlardan sonra en son H20’ya indirgenir (Cizelge 2.3.1.) (34,36,37).

Tablo 1. Reaktif oksijen iiriinleri (37)

Radikaller Radilal Olmavyanlar

Hidroksil (HO™) Hidrojen peroksit (H20a)
Alkoksil (RO Singlet oksijen (t0y)
Perolksil (ROO7) O=zon {O3)
Siiperoksit (027 Hipoldorid asit {HOCT)
Nitrik oksit (N0 Lipid ndroperoksit (LOOH)
Arot dioksit (N0 Perolsimitnt {ONOO7

2.11.1. Siiperoksit Radikali (02.-)

Stiperoksit radikali; tiim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak
indirgenmesi sonucu meydana gelir (34, 38, 39).

02 +e-> 02-

Stiperoksit, serbest radikal olmakla beraber kendisi ¢ok zararli degildir. Asil
onemi H202 kaynagi ve gegis metal iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir (40).

2.11.2. Hidrojen Peroksit

Hidrojen peroksit, O2’nin enzimatik olarak iki elektron almasi ya da O2’lerin
enzimatik/nonenzimatik dismutasyon tepkimeleri sonucu olusur (34, 41).

202.- + 2H+ > H20 + 02
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Yapisinda paylagilmamis elektron igermediginden radikal 6zelligi tagimaz,

reaktif bir tiir degildir (34).
2.11.3. Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali (OH-) hemen biitiin biyomolekiillerle reaksiyona girebilen
serbest radikaller icinde en kuvvetli oksidan olan radikaldir. Suyun iyonize

radyasyona maruz kalmasi ile olusur (34, 41, 42).
H20 - H. + OH.

Hidroksil radikalleri, fenton reaksiyonu ile H202’nin Fe+2 ve diger gecis
elementleri varliginda (Cu, Mn, Zn, Cr, Co, N1, Mo) indirgenmesiyle, H202’nin O2-
radikali ile reaksiyona girmesiyle de (Haber-Weis reaksiyonu) olusmaktadir. Haber-
Weis reaksiyonu katalizér varliginda ya da katalizorsiiz gerceklesebilir. Katalizorsiiz

reaksiyon oldukea yavas ilerlemektedir (42-44).

02.- + Fe+3 > 02 + Fe+2
Fe+2 + H202 - Fe+3 + OH. + OH- (Fenton reaksiyonu)
H202 + 02.- > OH. + 02- + OH- (Haber-Weis reaksiyonu)

2.11.4. Singlet Oksijen

Singlet oksijen (102), ortaklanmamis elektronu olmadigr i¢in radikal
olmayan reaktif oksijen molekiiliidiir. Doymus yag asitleri ile dogrudan tepkimeye
girerek peroksit radikalini (ROO-) meydana getirir ve lipid peroksidasyonu
(LPO)’nu baslatabilir (42).

2.12. Organizmada Serbest Radikal Reaksiyonlarim Artiran Faktorler

Serbest radikal artirict faktorler eksojen ve endojen olmak iizere iki grupta

toplanabilir (45). Bunlar asagidaki sekildeki gibi siralanabilir;

Eksojen faktorler
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Diyetsel faktorler: Doymamis yag asitlerince beslenme, alkol, fazla kalorili
beslenme (obezite), hayvansal proteinlerden zengin beslenme, az sebze ve meyve

yenmesi, yiyeceklerin uygun olmayan ortam ve kosullarda hazirlanmasi
Cevresel faktorler: Sigara dumani, hava kirliligi, radyasyon
[laglar: Kemoterapotik ilaglar (adriamisin), glutatyon tiiketen ilaclar
Endojen faktorler
Yogun egzersiz, sedanter yasam
Stres
Doku hasar1 ve kronik hastaliklar

Diyetsel antioksidan alimimi etkileyen kosullar (malabsorbsiyon, kolestaz)

olarak belirlenebilir.
2.13. Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbonhidrat ve enzim gibi

tiim 6nemli bilesiklerini etkilerler (46).
2.13.1. Serbest Radikallerin Membran Lipidlerine Etkileri

Serbest radikaller, savunma mekanizmalarinin kapasitesinin asacak oranlarda
olustuklar1 zaman organizmanin ¢esitli yapilarinda bozukluklara yol acgarlar.
Biyomolekiillerden en hassas olani lipidlerdir (47). Lipid peroksidasyonu ¢oklu
doymamus yag asitleri (PUFA)’nin oksidan maddeler etkisiyle alkol, aldehit, hidroksi
asit, etan ve pentan gibi ¢esitli liriinlere yikilmasini kapsayan reaksiyonlar dizisidir.
Peroksidasyon ROS’in PUFA’nin yan zincirdeki metilenik karbonlardan hidrojen
atomunu c¢ikarmak i¢in yaptiklar1 atak ile baslar. Hidrojen atomunun zincirden
cikarilmasi, karbon atomu iizerinde eslesmemis bir elektron birakarak karbon
merkezli radikal olusumuna yol agar. Bu radikal molekiiler diizenleme ile konjuge
dien sekline gevrildikten sonra molekiiler oksijenle reaksiyona girerek ROO™ radikali
olusur. Bu ROO, radikali diger ROO" radikali ile birlesebilir ya da membran
proteinleri ile etkilesebilir. En 6nemlisi ROO™ radikalinin membrandaki diger yag

asitlerinden hidrojen atomlarini ¢ikarmasi ve peroksidatif zincir reaksiyonunu



21

yaymalaridir. Boylece her defasinda lipid hidroperoksitler (LOOH) ve yeni bir ROO"
radikali olusacaktir. Peroksidasyon bir kere bagladiktan sonra yayilabilmekte,
yiizlerce yag asiti zincirleri LOOH’lere gevrilebilmektedir. Bu sekilde yag asitlerinin

kayb1 membran hasarina yol agmaktadir (47).

U¢ veya daha fazla c¢ift bag iceren yag asitlerinin peroksidasyonu
malondialdehit (MDA) {iretimi ile sonuclanir. Malondialdehit LPO’nun derecesinin
saptanmasmda kullanilan bir belirtegtir. Lipid LOOH ve lipid ROO™ radikalleri
hiicrenin bir¢gok komponenti ile reaksiyona girerek toksik etkilerini gosterirler (48,
49).

Malondialdehit membran komponentlerinin polimerizasyonuna ve capraz
baglanmalarina neden olarak i¢ membranin bazi 6zelliklerini degistirir. Ayrica
diffiize olabildiginden deoksiriboniikleik asit (DNA)’nin nitrojen baglar1 ile
reaksiyona girebilir. Malondialdehit bu 6zelliklerinden dolayr mutajenik, genotoksik
ve karsinojenik bir bilesiktir (50). Membrandaki PUFA ve protein igeriginin fazla
olmasi1 peroksidasyonun yayilmasini artiran faktorlerdir. Bunun yaninda kolesteroliin

varlig1 peroksidasyonu baskilamaktadir. Demir ve bakir iyonlar1 ya da bu iyonlarin

fosfat esterleriyle olusturdugu basit selatlar (Fe 2 -ADP) hem, Hb ve miyoglobini de
iceren bazi demir proteinleri lipid LOOH’m yapismn1 bozarak peroksidasyonu
sonlandirilmaktadir. Ayrica C ve E vitamini gibi zincir reaksiyonlarini durduran,

kiran antioksidanlarin varligi da peroksidasyonun sonlandirilmasinda onemlidirler

(52).
2.13.2. Serbest Radikallerin Proteinler Uzerine Etkileri

Proteinler serbest radikal etkisine PUFA’nden daha az hassastirlar ve
baslayan zincir reaksiyonlarmin hizla ilerleme ihtimali daha azdir. Doymamis bag ve
siilfiir ihtiva eden molekiillerin ROS ile reaktivitesi yiiksek oldugundan triptofan,
tirozin, fenil alanin, histidin, metionin ve sistein gibi amino asitlere sahip proteinler
serbest radikallerden kolaylikla etkilenirler. Serbest radikallerin neden oldugu hasar

sonucu proteinlerde par¢alanma, ¢capraz baglanma ve agregasyon olusur (41,52).
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2.13.3. Serbest Radikallerin Karbonhidratlar Uzerine Etkileri

Glikoz ve mannoz gibi monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu H202,
peroksitler ve okzalaldehitler olusabilir. Okzalaldehitler DNA, riboniikleik asit (13)
ve proteinlere baglanarak antimitotik etki gostererek kanser ve yaslanma olaylarmda

rol oynarlar (41,45).
2.13.4. Serbest Radikallerin Niikleik Asitler ve DNA’ya Etkileri

Serbest oksijen radikallerinin niikleik asitler ve DNA iizerine etkisiyle, DNA
zincirinde kopmalar, bazlarda ve deoksiribozlarda kirilmalar ve hasar olusur.

Sonugta sitotoksisite, mutasyon ve malign degisim potansiyeli olusabilir.
2.14. Antioksidan Savunma Sistemleri

Serbest radikallerin zararli etkilerini engellemek {izere organizmada
antioksidan savunma sistemleri veya kisaca antioksidanlar olarak adlandirilan ¢esitli
savunma mekanizmalar1 gelismistir. Saglikli bireylerde olusan ROS ile antioksidan
savunma sistemi arasinda bir denge s6z konusudur. Bu dengenin bozulmas1 oksidatif

stresle sonu¢lanmaktadir.

Antioksidanlar genel olarak endojen ve eksojen olmak ftizere iki grupta
incelenir.

2.14.1. Endojen Antioksidanlar

A- Enzimatik antioksidanlar (mitokondrial sitokrom oksidaz sistemi, SOD,
CAT, glutatyon peroksidaz (GSH-Px), glutatyon S transferaz, glutatyon rediiktaz).

B- Enzimatik olmayan antioksidanlar (vitamin E, B karoten, vitamin C,
melatonin, sistein, seruloplazmin, transferrin, laktoferrin, miyoglobulin, albumin,

bilurubin ve glutatyon).
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2.14.1.1. Enzimatik Antioksidanlar
2.14.1.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit genel olarak, zincirleme radikalik tepkimeleri baslatir ve
tepkimeler boyunca hidroksil radikali, 102 ve organik radikallerin olusumuna neden
olur. Radikalik zincir tepkimelerinin baglamasi ve tepkimeler boyunca O2.-‘den ¢ok
daha reaktif ve toksik etkili radikallerin yapimi1 SOD tarafindan engellenir. Serbest
radikallere karsi organizmada ilk savunma SOD enzimiyle ger¢eklesir. SOD, CAT
ve GSH-Px’den farkli olarak serbest radikali substrat olarak kullanir.

02.- + 02.- + 2H+ —2 H202 + 02

Stiperoksit dismutaz ile katalizlenen tepkimenin {iriinii olan H202 ise CAT

ile H2O’ya indirgenmektedir.
2.14.1.1.2. Glutatyon Rediiktaz (GSH-Rediiktaz)

Rediikte glutatyon (GSH) un yiiksek konsantrasyonlar1 ve okside glutatyonun
(GSSG) diisiik diizeyleri organizmanin yasami i¢in gereklidir. Rediikte glutatyon,
protein siilthidrillerinin oksidasyonunu geriye cevirir. Yiiksek GSSG diizeyleri
protein siilthidrilleriyle reaksiyona girer ve proteinleri inaktive eden karisik GSH-
protein siilthidrilleri olusturur. Antioksidan savunmanin etkinligini siirdiirebilmesi
icin oksitlenmis GSH’m tekrar indirgenmis sekle doniismesi gerekir. Glutatyon
rediiktaz, nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH) varliginda indirgenme

reaksiyonunu katalizler.

GSH Rediiktaz

GSSG + NADPH+ + H+ = > 2GSH + NADP+
NADPH/NADP+ ve GSH/GSSG oranlarindaki degisiklikler akut prooksidan
stres ile antioksidan savunma arasindaki dengesizligin belirtisidir.

2.14.1.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Hidrojen peroksidin detoksifikasyonundan esas olarak GSH-Px enzimi
sorumludur. Glutatyon peroksidaz, lipid peroksidasyonunun baglamasin1 ve

gelismesini engelleyici 6zellikte olan bir enzimdir (52).
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H202 + 2GSH — = GSSG + 2H20

LOOH + 2GSH ———— | OOH + GSSG + 2H20

Glutatyon peroksidazin fagositik hiicrelerde 6nemli fonksiyonlar1 vardir.

Eritrositlerde de oksidan sisteme kars1 en etkili antioksidandir.
2.14.1.1.4. Katalaz

Katalaz tiim hiicre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda bulunan hem

enzimidir. Hidrojen peroksidin O2 ve H20 indirgenmesini katalizler (42).

2H202 —"—> 2H20 + 02
2.14.1.2. Enzimatik Olmayan Endojen Antioksidanlar

1. C vitamini (Askorbik Asit): Giiclii bir indirgeyici ajan ve antioksidan olup,
02.-, peroksit ve OH- radikalleri ile reaksiyona girerek bir ara iriin
semidehidroaskorbat yoluyla metaboliti dehidro askorbik asiti olusturur. Membran

icindeki ve ekstraseliiler dokulardaki LPO’nu onler.

2. E vitamini (a-tokoferol): Lipid peroksidasyonuna karsi koruyucu serbest
radikal temizleyicisidir. Ayn1 zamanda 102’nin kuvvetli bir tutucusudur. Ayrica

OH- radikali, peroksi radikali ve O2.- ile direk olarak reaksiyona girebilir (46).

3. B karoten: A vitamini 6n maddesi olan B karoten etkili bir 102 ve radikal

tutucu antioksidandir.

4. Melatonin: Pineal bezden salgilanan viicutta birgok etkisine ek olarak direk
radikal temizleyici, indirek olarak da antioksidan enzim diizeylerini artiran ve nitrik
oksit (NO) sentetaz gibi prooksidatif enzimleri baskilayarak antioksidan etki

gosteren bir hormondur (53).

5. Glutatyon (GSH): Antioksidan olarak onemli bir yer tutan GSH, serbest
radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif hasardan korur.
Glutatyon, proteinlerdeki —SH gruplarin1 rediikte halde tutarak bu gruplarin
oksidasyona kars1 korunmasmi saglar. Glutatyon eritrositleri, 16kositleri ve goz

lenslerini oksidatif hasara kars1 korumada hayati onem tasir.
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2.14.1.3. Diger Enzimatik Olmayan Endojen Ajanlar

Bazi durumlarda {rik asit, sistin, albumin, bilurubin, seruloplazmin,
transferin, laktoferrin, kreatinin ve Gstrojenler de serbest radikallere karsi koruyucu

rol oynarlar (42).
2.14.2. Eksojen Antioksidanlar
Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopurinol, oksipurinol)
NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin, lokal anestezikler)
Kalsiyum kanal blokerleri (verapamil, nifedipin)
Non-steroid antiinflamatuar ilaglar (ibuprofen)
Demir tutucular1 (desferroksamin, EDTA)
Rekombinant SOD (r-SOD)
Besinlerdeki dogal antioksidanlar. A, C, E vitamini ve 3 karoten
Notrofil adezyon inhibitorleri
Asetil sistein, mannitol, melatonin

Oksidatif stresin hastaliklarin patogenezinde rolii anlasildik¢a bu alandaki
calismalar da yogunlagsmistir. Oksitatif stres ¢caligmalarinda serbest radikallerin artigi
veya antioksidan savunma sistemlerinin yetersizligi arastirilmaktadir. Bunun igin
plazma, serum, eritrosit, doku ornekleri gibi gesitli materyallerde analiz yapmaya
uygun yontemler gelistirilmistir. Serbest radikaller son derece reaktif ve kisa
Omiirliidiirler. Bu yiizden direkt olarak olgiilmeleri zordur. Serbest radikalleri direkt
olarak Olgen tek analitik teknik spin rezonans spektrometrisidir. Spin rezonans
spektrometrisi ileri teknik donanim gerektirir, ayrica ¢ok duyarli olmamasi ve
mikromolar diizeyde sabit konsantrasyonlarda serbest radikaller gerektirmesi
nedeniyle kullanimi yaygm degildir. Serbest radikal iiretimi artiginin belirlenmesi
icin bunlarm lipidlerle, proteinlerle ve DNA ile reaksiyonlar1 sonucu olusan ¢esitli
driinlerin Sl¢imii gibi indirekt yontemler kullanilir. Bu yontemler arasinda lipid
peroksidasyonunun son iriinlerinin 6l¢iimii en ¢ok kullanilan yontemdir. Hidroksil
serbest radikali (OH") reaksiyon firiinlerinin 6l¢timii ile tayin edilebilir. Hidroksil

serbest radikali (OH") salisilik asitle reaksiyona girerek 2,3-dihidroksibenzoat (2,3-
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DHB) ve fenilalanin ile reaksiyona girerek o- ve m-tirozinleri olusturur. Organizma
stvilarinda  2,3-dihidroksibenzoat (2,3-DHB) veya o- ve m-tirozinlerin tespiti
hidroksil serbest radikalinin (OH") artisin1 gosterir. Ancak bu teknik uygulanmasi zor

ve sonuglar1 bakimindan pek giivenilir degildir.
2.15. Antioksidan aktivitenin dl¢iilmesi
2.15.1. Lipid Peroksidasyon Uriinlerinin Olgiilmesi

Oksitatif stres calismalarinda, organizmada serbest radikal iiretimi artiginin
belirlenmesi i¢in ¢esitli biyolojik materyalde lipid peroksidasyonunun g¢esitli
irlinlerinin konsantrasyonlar1 siklikla 6l¢iilmektedir. Serbest oksijen radikallerin
baslattig1 lipid peroksidasyon zincir reaksiyonu sonucunda lipid hidroperoksitleri
(LOOH) ve konjuge dienler olusur. Lipid hidroperoksitleri (LOOH) ve konjuge
dienler de daha sonra alkan aldehitler, alken aldehitler, hidroksialken aldehitler,
malondialdehit (MDA) ve ugucu hidrokarbonlar olusturmak {izere pargalanirlar.
Serbest radikal tiretimi artisinin belirlenmesi i¢in lipid hidroperoksitlerinin (LOOH)
Olciimii, konjuge dienlerin Olglimii, MDA disindaki aldehitlerin 6lglimii, ugucu
hidrokarbonlarin 6l¢iimii, lipid peroksidasyonu fluoresan lriinlerinin Slgimi ve
malondialdehit (MDA) 6l¢iimii yapilabilir. Her bir teknigin kendine gore zorluklari
vardir ve hi¢bir metodun lipid peroksidasyonunu tam bir dogrulukta Olctiigii
sOylenemez. Ayrica, olusan Uriinlerin miktar1 ¢esitli faktorlerden etkilenebildiginden

bir tek iirlin yerine birden fazla iiriinii 6l¢mek idealdir.

Malondialdehit (MDA) ol¢iimii lipid peroksidasyonunun derecesinin
belirlenmesi i¢in en sik bagvurulan testtir. MDA Ol¢iimii en yaygin olarak

tiyobarbitiirik asit (TBA) yontemiyle yapilir.

Serbest MDA'nin direkt tayini en gilivenilir sekilde yiiksek performans likit
kromatografisi (HPLC) yontemiyle yapilir. HPLC ¢ok hassas ve hizli bir metottur ve

az numune gerektirir. Fakat teknik ¢cok dikkatli numune hazirlig1 gerektirir.

Oksitatif stres caligmalarinda, organizmada antioksidan savunma
sistemlerinin yetersizligini arastirmak i¢in c¢esitli biyolojik materyalde cesitli
antioksidanlarin aktiviteleri veya konsantrasyonlari siklikla ol¢iilmektedir. Enzim

olan ve enzim olmayan bir¢cok antioksidan ¢esitli yontemlerle 6l¢iilmektedir.
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2.16. Follikiiler Siv1 icerigi

FF(Follikiiler sivi) oositlerin gelisimi i¢cin ¢ok Onemli bir mikrogevre
olusturur. FF, hem kan follikiiler bariyerini gecen kan plazma bilesenleri akiminin
hem de graniiloza ve tekal hiicrelerin sekretuar aktivitesinin bir iirlintidiir (54). Oositi
cevreleyen FF’in bazi biyokimyasal 6zelliklerinin oosit kalitesinin belirlenmesinde
ve akabinde embriyo gelisimi ve fertilizasyonun basariyla saglanmasinda énemli bir
rol oynayabilecegini diisiinmek makuldur. FF kompozisyonu dolasimdaki
biyokimyasal ¢evreye yansiyacagindan, FF komponentlerinin incelenmesi ayrica kan

serumundaki metabolik degisimler hakkinda da bilgi saglayabilir (55