T.C.
NECMETTIN ERBAKAN UNIiVERSITESI
MERAM TIP FAKULTESI
KADIN HASTALIKLARI VE DOGUM ANABILIiM DALI

INVITRO FERTILIZASYON TEDAVIi PROTOKOLU UYGULANAN
INFERTIL HASTALARDA SERVIKS KANSERI RiSKININ
ARASTIRILMASINA YONELIK VAJINAL SMEAR
ORNEKLERINDE MiCRONUCLEUS TARAMASI

UZMANLIK TEZI

DR.FEYZA OZCELIK

KONYA-2013



T.C.
NECMETTIN ERBAKAN UNIiVERSITESI
MERAM TIP FAKULTESI
KADIN HASTALIKLARI VE DOGUM ANABILIiM DALI

INVITRO FERTILIZASYON TEDAVIi PROTOKOLU UYGULANAN
INFERTIL HASTALARDA SERVIKS KANSERI RiSKININ
ARASTIRILMASINA YONELIK VAJINAL SMEAR
ORNEKLERINDE MIiCRONUCLEUS TARAMASI

UZMANLIK TEZI

DR.FEYZA OZCELIK

DANISMANI: DOC.DR.KAZIM GEZGINC

KONYA-2013



TESEKKUR

Uzmanlik egitimim ve tez c¢aligmalarim siiresince, tezimin labaratuar kisminda tiim
Ozverisiyle calisan Yrd.Dog¢.Dr.Aysegiil Zamani hocamiza ve ekip arkadaglarina ve klinik
hocalarim Prf.Dr.Mehmet Colakoglu,Prf.Dr.Metin Capar,Prf.Dr.Ali Acar,Prf.Dr.Hiiseyin
Gorkemli,Do¢.Dr.Kazim  Gezging, Do¢.Dr.Harun Toy,Do¢.Dr.Osman Balct ve
Yrd.Dog¢.Dr.Rengin Karatayli hocalarimiza,

Tezimin hazirlanmasinda ve asistanlik siiresince yasadigim tiim zorluklarda yanimda olup
destegini hep hissettiren sevgili esime,

Beni yalniz birakmayan yanimda olan sevgili aileme,

En i¢ten tesekkiirlerimi sunarim...

Eyliil 2013-09-20 DR.FEYZA OZCELIK



OZET
INVITRO FERTILIZASYON TEDAVI PROTOKOLU UYGULANAN INFERTIL
HASTALARDA SERVIKS KANSERI RISKININ ARASTIRILMASINA YONELIK
VAJINAL SMEAR ORNEKLERINDE MICRONUCLEUS TARAMASI,
DR.FEYZA OZCELIK, UZMANLIK TEZI, KONYA, 2013
Amac: Bu calismamizdaki amag, infertilite tedavisinde kullanilan IVF protokolii sonrasi
serviks kanseri riski artryor mu incelemektir.
Yontem: Caligmamizda, IVF protokolii uygulanan ve gebe kalmayan 15 hastadan
oncesinde ve sonrasinda smear Ornekleri alinip, 15 kontrol grubu ile karsilagtirip tedavi
protokolii ile iliskili olarak vajinal smear 6rneklerinde kanser tarama testi olarak kullanima
girmis olan micronucleus taramasi yapildi. Heriki gruba dahil edilen kisiler sigara
kullanmayan, ek hastalig1 olmayan ve daha dnce radyasyon almamig,smear 6rnekleri temiz
olanlardan olugmaktadir. Hazirlanan preparatlar 1000x(objektif=100x okiiler=10x)
bliyiitmede her bir kimsede totalde 2000 hiicre sayilarak analiz edildi. Mikroniikleuslar,
Stich ve Rosin’nin kriterlerine gore degerlendirildi. Sadece tek diismiis, list iiste yerlesim
gostermeyen, katlanmamis hiicreler sayildi. Sayilirken diizgilin sinirlari olan, sitoplazmanin
icinde yerlesim gosteren ¢ekirdekle ayn1 ve biraz daha az boyanma yogunluguna sahip,
cekirdegin iicte ikisinden kiigiik ebatta olan yapilar mikronukleus olarak degerlendirildi.
Mikrontikleus (MN), iki niikleuslu hiicreleri (BNC), kirik yumurta hiicreleri (BEC) ve
tomurcuklu hiicrelerin(BC) frekansi sonug olarak rapor edildi.
Bulgular: IVF protokolii uygulamasi dncesi ve sonrasi grupta sonug¢ degerlendirilmis olup
micronucleus alt grubu ve veya varyasyonlari olan BNC, BEC VE BC degerlerinde
anlaml fark bulunmamis olup sadece MN P degeri 0.001 olup anlamh kabul edilmistir.
IVF protokolii uygulamasi dncesi hasta grubu ile kontrol grubu karsilagtirilmis olup MN,
BEC, BC, BNC gruplar arasinda p degeri agisindan anlamli bir fark bulunamamigtir. IVF
protokolii uygulandiktan sonra hasta grubu ile kontrol grubu vajinal smear Ornekleri
karsilagtirilmistir.  Sonu¢ olarak MN P degeri 0.001 olup anlamli kabul
edilmistir. BNC,BEC ,BC P degerleri 0.005 degerinden biiylik olup anlamsiz kabul
edilmistir.
Sonu¢: Sonu¢ olarak kontrol grubu 15 hastadan alinan ornekle, 15 1vf protokolii
uygulamasi sonrasi ve oncesi karsilastirildiginda micronucleus p degerinde anlamli bir artig
oldugu (p < 0.005) ama varyantlar1 olan BNC, BC, BEC P degerlerinde anlamli bir fark
olmadigi izlenmistir(p >0.005).
Anahtar Kelimeler: IVF,SERVIKS CA,MICRONUCLEUS



ABSTRACT
IN VITRO FERTILIZATION TREATMENT PROTOCOL IMPLEMENTATION
IN INFERTILE PATIENTS CERVICAL CANCER RISK RESEARCH ORIENTED
IN THE VAGINAL SMEAR SAMPLES THE MICRONUCLEUS SCAN,
FEYZA OZCELIK, SPECIAL PROJECT, KONYA, 2013
Aim: Aim of this study was, in the treatment of infertility, IVF protocol used to examine
the risk of cervical cancer been increasing.
Methods: In this study, 15 nonpregnant patients underwent IVF protocol smear samples
were taken before and after, to compare with a control group of 15 smear samples of
vaginal cancer associated with treatment protocols which are used as a screening test was
performed micronucleus. Both groups are included in the non-smoking people, additional
disease and previously received radiation, smear samples consists of clean ones.
The cells were examined with a binocular light microscope, with an objective of 100X and
oculars of 10X .A total of 2000 cells per person were evaluated. The criteria used for the
identification of a micronucleus have been established by Stich and Rosin. the
micronucleus must have a regular contour, round or oval, and must be inside the cytoplasm
of a cell; it must be Feulgen-positive and of an equal or lower intensity, it must be smaller
than the main nucleus, that is, its diameter must be 1/3 of the diameter of the main nucleus.
Frequency as a result report has been Micronucleus (MN),two nuclei of cells (BNC),
broken egg cells (BEC) and cells in bud (BC) .
Results: IVF Protocol implementation is evaluated in the group before and after the result
of variations in the lower group and micronucleus or BNC, BEC and BC does not have
significant difference at P value is meaningful, only if it has been accepted in MN 0.001.
Patient group before IVF protocol implementation compared with the control group
MN, BEC, BC, BNC significant difference was found between the groups in terms of the
value of p.Patient group after IVF protocol implementation compered with the control
group’s vaginal smear samples. As a result, the value of MN P is 0.001 was considered
significant. BNC, BEC, BC P values greater than 0005 and has been considered
insignificant.
Conclusion: As a result, the example of a control group of 15 patients, compared with 15
IVF protocol implementation patients before and after ,micronucleus is a significant
increase in the value of p (p <0.005), but that variants of the BNC, BC, BEC P values
showed no significant differences (p> 0.005).
Key words: IVF,SERVIKS CA,MICRONUCLEUS
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KISALTMALAR LiSTESI

ART : Assisted Reproduktive Techniques
BBT : Bazal Viicut Sicaklig

BC : Tomurcuklu Hiicre

BEC : Kirik Yumurta Hiicreleri

bHCG : Human Koryonik Gonodotropin
BNC : Iki Niikleuslu Hiicre

CBMN : Cytokinesis Block Micronucleus
CIN : Servikal Intraepitalyal Neoplazi
E2 : Estrodiol

FiSH : Floresan In Situ Hibridizasyon
FSH : Folliikiil Stiimiilate Hormon
GNRH : Gonodotropin Releasing Hormon
HPV : Human Papilloma Virus

IUI : Intrauterin Inseminasyon

IVF : Invitro Fertilizasyon

LH : Liiteinize Hormon

MN : Mikroniikleus

NPB : Nukleoplazmik K&prii

OHSS : Overyal Hiperstimiilasyon Sendromu
PID : Pelvik Inflamatuar Hastalik

Rfsh : Recombinant Fsh

SIL : Squamoz Intraepiteltal Lezyon
SPSS : Statistical Package For Social Sciences
TV USG : Trans Vajinal Ultrasonografi

Ufsh : Uriner Folliikiil Stiimiilate Hormon

WHO : Diinya Saglik Orgiitii



1.GIRIS ve AMAC

Infertilite, 1 yillik korunmasiz iliskiye ragmen konsepsiyonun gerceklesmemesi olarak
tanimlanmaktadir. Saglikli ciftlerin yaklasik % 85- 90’ ninda ilk bir y1l igerisinde gebelik
ger¢ceklesmektedir. Dolayisiyla infertilite ¢iftlerin % 10 -15 ini ilgilendiren bir sorundur.
Asiste reprodiiktif teknolojilerin gelismesiyle beraber infertilite tedavilerinde basari
oranlar1 artmis ve daha cok infertil ¢iftin saglikli bebeklere sahip olmasi saglanmistir.
Boylece infertil ciftlerin tedaviye yonelik umutlar1 artmis ve bu nedenle hastaneye bagvuru
sayisinda onemli artiglar olmustur. Evlilik yasinin ilerlemesinin, ge¢ anne olma isteginin,
toplumda kadinlarin roliiniin degigsmesinin ve yetersiz sosyokiiltiirel kosullarinin da infertil
ciftlerin artisina katkis1 olabilir.

Halen yardimci iireme tekniklerinin basarisini arttirmak ic¢in g¢alismalar
stirmektedir. Tedavinin bagarisi, hastalarin uygun olarak degerlendirilmesine, uygun
tedavinin planlanmasina, uygun tekniklerin kullanilmasina ve hasta uyumuna baglhdir.
Tim bu asamalarda hastalarin bazal olarak dogru degerlendirilmesi, semen kalitesi ve over
rezervinin saptanmasi ¢ok Onemlidir. Ciinkii yardimer lireme teknikleri tedavisi infertil
ciftler icin pahali, diizenli zaman gerektiren, ayn1 zamanda stresli bir tedavidir ve tedavinin
baslangicinda hastalarla basar1 oranlari tartisilarak klinisyenle ortak karar vermeleri
saglanmalidir.

Over rezervi oosit sayist ve kalitesiyle ilgilidir ve kadinin reprodiiktif potansiyelini
gosterir. Over rezervinin gosterilmesi klinisyenin basari sansi konusunda hastay: realistik
olarak bilgilendirilmesini saglar. Boylece over rezervinin kotii oldugu hastalarin basarisiz
bir tedavi siklusu yasamasindan kaynaklanan emosyonel stres, maddi kaynaklarmin bosa
harcanmas1 ve zaman kaybi1 dnlenmis olur. Bunun yanisira tedaviden fayda gorebilecek
hastalarin da tedavi programinda tutulmasi saglanir.

Glniimiize kadar gelen yayinlarda belirtilen ve over rezervini degerlendirmede
kullanilan geleneksel parametreler yas, bazal FSH ve E2 diizeyleri, viicut kitle indeksidir.
Bunlarin yanisira over voliimii, antral folikiil sayisi, ovarian ve uterin arterlerin vaskiiler
rezistanst iizerinde de calisilmistir. Fakat tiim endokrin sistemlerde o6rnegin Cushing
sendromunda oldugu gibi normal bazal hormon diizeyleri normal fonksiyonu
gostermeyebilir. Bu nedenle baz1 provakatif ve dinamik testler gelistirilmistir. Scoott ve
Hofmann, GnRH agonist testi ile ilk kez Navot ve arkadaslarmin tanimladigi klomifen

sitrat testi lizerinde ¢caligsmislardir.



Halen tiim diinyada over rezervini belirlemede kesin bir standartizasyon
yapilmamistir. En giivenilir parametrenin ne oldugu konusunda tartismalar ve karsit
calismalar mevcuttur. Bu nedenle arastirmalar siirmektedir.

Serviks kanseri diinyada kadinlar arasinda sik goriilen bir kanser olmasina karsin
gelismis iilkelerde tarama ve erken tami sayesinde giderek alt siralarda goriilmektedir.
Diinya verilerine gore meme ve kolorektal kanser sonrasi ii¢iincii sirada yer almakta iken,
iilkemizde de 2004-2008 verilerine gore uterus korpus kanseri ve over kanseri sonrasi
jinekolojik kanser olarak ti¢lincli sirada yer alir. Daha ¢ok yoksul ve saglik hizmeti iyi
olmayan toplumlarda daha sik goriilmektedir.

Infertilite ve nulliparite 6zellikle over ve endometrium kanserleri igin bagimsiz risk
faktorleridir. Infertilite tedavisinde kullanilan infertilite ajanlarmin jinekolojik kanserler
tizerindeki olas1 etkisi bir¢ok calismada degerlendirilmistir. Klomifen sitrat kullaniminin
over ve endometrium kanseri iizerine prediktif etkisi oldugu savunulmaktadir. Ama bugiine
kadar serviks kanseri ile infertilite ve tedavi protokolleri sonrasi iligki var m1 tam olarak
aydinlatilmis genis capta bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu calismayr yapmamizdaki amag; in vitro fertilizasyon uygulanan hastalarda
tedavi protokolii sonrasi serviks kanser riski artiyor mu? izleyebilmek i¢in vajinal smear
orneklerinde kanser tarama marker1 olarak kullanima giren micronucleus incelemektir.
Halen tedavi gebeliklerinde kullanilan tedavi protokolleriyle iliskili olarak kanser riskinin
artip artmadig1 ya da infertilite ile iligkisinin olup olmadig1 kesin olarak bilinmemekte olup
cok fazla ¢caligma bulunmamamaktadir.

Amacimiz birgok kanser lizerinde calismalara dahil edilen micronucleus ve
varyantlarini inceleyip serviks ca riski arttyor mu ? yoksa azaliyor ya da etkilenme

olmuyor mu ? bakmaktir.



2.GENEL BILGILER

2.1 INFERTILITE NEDIiR

Infertilite 1 yillik korunmasiz iliskiye ragmen konsepsiyonun gergeklesmemesi
olarak tanimlanmaktadir. Saglikli ¢iftlerin yaklasik % 85- 90° ninda ilk bir yil igerisinde
gebelik gerceklesmektedir. Dolayisiyla infertilite ¢iftlerin % 10-15’in1 ilgilendiren bir
sorundur. Daha o6nce hi¢ gebelik olugsmamigsa, primer infertilite, canli dogumla
sonuclansin ya da sonuglanmasin, en az bir gebelik olusmussa, sekonder infertilite denir.
Evlilik yasinin ilerlemesi, ge¢ ¢ocuk sahibi olma istegi kontrasepsiyon kullaniminin artis,
toplumda kadinlarin roliiniin degismesi, ¢evresel ve sosyoekonomik faktorler fertilitenin
azalmasini etkileyen nedenlerdir (1).

Gilinlimiizde yardimci iireme tekniklerinin gelismesiyle infertil g¢iftlerin tedavi
sanslar1 artmig, bu yonde olumlu sonuglar elde edilmistir. Dogru tedavi icin infertiliteye

neden olan sebepler iyi belirlenmeli ve nedene yonelik tedavi yapilmalidir.

2.1.1 INFERTIL CiFTiN DEGERLENDIRILMESI
2.1.1.1 Anamnez:

-Yas: Kadinda ilerleyen yasla beraber over rezervi, overin gonadotropinlere verdigi
cevap ve tedavi basarisi olumsuz etkilenir ve aneuploidi orani artar. Fekondabilite 31
yasindan sonra azalmaktadir. Buna karsin erkekte ileri yasla sperm parametreleri arasinda
boyle bir iligki olmadig1 goriilmiistiir (2).

-Infertilitenin siiresi: Tedavi edilmemis hastalarda spontan gebelik olusumunda
infertilite siiresi major bir faktordiir. Bu hastalarda lireme sisteminde organik bir problem
ya da germ hiicrelerinde fonksiyonel bir sorun olabilir.

-Primer ya da sekonder olup olmadigi ve varsa onceki gebeliklere yonelik
anamnezin alinmasi: Daha once termde gebeligi olanlarda genital organlarin intrauterin
gelisim icin yeterli olabilecegini gdosterebilir. Diigiik, postpartum ve postoperatif
komplikasyonlar kadin fertilitesini engelleyebilir.

-Menstrasyon diizeni ve son adet tarihi: Hipotalamus, hipofiz, overler ve
endometrium aksinin diizeni hakkinda bilgi verir.

-Sistemik hastalik varliginin ve ozellikle galaktore, hirsutismus gibi sikayetlerin
sorgulanmast

-Sigara ve alkol kullaniminin sorgulanmasi: Kadin ve erkegin sigara iciciligi

fekondabiliteyi olumsuz etkilemektedir (3).



-Gegirilmis operasyon varligi: Operasyon sonrasi olusabilecek adhezyonlardan
enfeksiyonlara kadar genis bir yelpaze olusturan problemler tedavi ve sonuglarini
etkileyebilir.

-Daha oOnce infertilite tedavisinin uygulanip uygulanmadigi, uygulandi ise
kullanilan ilaglar, bunlara alinan cevap ve sonuclarinin sorgulanmasi: Tedavi seklinin

belirlenmesinde yardimeidir.

2.1.1.2 Fizik muayene
-Tiroid muayenesi, galaktorenin ve hirsutismusun tespit edilmesi endokrin problemleri

aciga cikarilmasina yardimei olabilir.

2.1.1.3 Jinekolojik muayene

-Rutin jinekolojik muayene organik ve anatomik bazi bozukluklarin saptanmasini saglar.
-Servikal koterizasyon: Servikal oslarin agikliginin ve serviks-fundus mesafesinin
belirlenmesini saglar.

-Pap smear alinmasi,

-Direkt yayma ve taze preparatlar, servikal kiiltiir, mikoplazma kiiltiirii, servikal klamidya

antijeni bakilmasi

2.1.1.4 Ultrasonografi

-Uterus boyutu, kontiir ve pozisyonu; myometrimun homojenitesi, myomatoz yapi varligi
ve bunlarin uterustaki yerlesimi; endometriumun kalinligi, yapisi, siklus fazi ile uyumu,
intrakaviter patoloji varlii; overlerin ekojenitesi ve stromal yapisi, voliimii, siklus
donemine gore dominant folikiil veya korpus luteum varligi, over i¢i ya da paraoveryan

solid-kistik kitle varlig1 hakkinda bilgi verir.

2.1.1.5 Laboratuar incelemeleri
-Hormonal testler: Folikiil stimulan hormon (FSH), LH, 6strodiol (E2), prolaktin, inhibin
B, serbest testosteron, 17-OH- progesteron, DHEA-S, androstenedion, Tiroid uyarict
hormon(TSH),

-Serolojik testler: Hbs Ag, Anti-Hbs, Anti-HCV, Anti-HIV, Rubella IgG (ve/veya
IgM), toxoplasma IgG (ve/veya IgM)

-Hematolojik testler: Kan grubu ve tam kan sayimi



-Endometrial biyopsi: Luteal faz yetmezligi diisliniilen olgularda kullanilir. Cogu
kez siklusun 21. giinii progesteron bakilarak tespit edilebilmektedir.
-Histerosalpingografi: Konjenital anomaliler, intrakaviter yer kaplayan lezyonlar,

sinesiler ve tubal pasaj degerlendirmesinde kullanilir.

2.1.1.6 Laparoskopi ve histeroskopi
2.1.1.7 Over rezervinin degerlendirilmesi:
Adet kanamasinin 2. ya da 3. giiniinde alinan bazal degerler kullanilmaktadir.

-FSH: Over cevabi azaldik¢a FSH nin kan diizeyi artar. FSH nin 10’un iizerinde
oldugu olgularda konvansiyonel oviilasyon indiiksiyonu ve YUT uygulamalarinda overin
verdigi cevap azalmaktadir.

-E2: Yiiksek Ostrojen degerleri over rezervinin kisithi oldugu yoniinde uyaricidir.
Ayrica, kontrollii over stimulasyonunda insan korionik gonadotropini (hCG) giinii E2
degerinin 800 pg/ml’nin altinda olmasi da zayif cevap olarak adlandirilmaktadir.

-Inhibin-B: 45 pg/ml ve altinda saptanan olgularda gebelik oranlarinin diisiik, iptal
riskinin yiiksek oldugu gosterilmistir.

-Klomifen sitrat challenge testi: Siklusun 5 -9. giinleri arasinda 100 mg Klomifen
sitrat verilir. Siklusun 3. ve 10. giinlerinde FSH o6lgiliir. Bu o6l¢iimlerde laboratuar
siirlarini agan bir FSH degeri bulunmussa test pozitif olarak degerlendirilir. Bu smir
genellikle 10- 12 mIU/mL dir . (2,4)

-GnRH analogu stimulasyon testi (GAST): Ikinci ya da 3. giinii verilen GnRH
analoguna cevaben E2’deki degisim paternleri degerlendirilir. Diger testlere gore
istiinliigii olmadig1 belirlenmistir. (2)

-Ultrasonografik ol¢iimler: Antral folikiil sayis1 ile kadin yasi, indiiksiyon ig¢in
kullanilan toplam ila¢ miktari, hCG giinii toplam E2 degeri, elde edilen toplam ve metafaz
IT oosit sayist ve gebelik oranlari arasinda istatistiksel anlamlilik saptanmistir. Antral
folikiil sayisina gore yapilan derecelendirme tedavi semasi ve ila¢ dozlari belirlemede

yardimcidir . (2,5)

Buna gore:

Grade I overler 4 ve altinda antral folikiil igerir, yanitlar genellikle basarisizdir.
Grade II overlerde 4-6 AF bulunur. KOH’a cevap yetersizdir.

Grade III overlerde 7-10 AF olup, bu hastalar iyi cevap verirler.



Grade IV overler PCO ya da PCO benzeri olup, bunlarda folikiiler atrezi ya da
OHSS riski ytiksektir.

Doppler USG ile over kan akiminin 6Slgiilmesi folikiil ve oosit sayisini tahmin
etmede

belirleyici olabilir (5).

-Onceki tedavilere verilen cevap

2.1.1.8 Sperm yeterliliginin degerlendirilmesi:
Erkek hastalarin degerlendirilmesi primer olarak infertilite kliniklerindeki ekibin bir bireyi
olmas1 gereken lrologlar tarafindan yapilmalidir. Erkek faktoriiniin varligini belirlemek
icin gerekli degerlendirme Oykii, fizik muayene, baslangictaki laboratuar inceleme (kan
grubu, Hbs Ag, Anti-HIV, Anti-HCV, total testosteron; gerekli goriildiigiinde FSH, LH,
prolaktin, periferik karyotip, Y kromozomu mikrodelesyonu, kistik fibrozis delesyonu) ve
diger invaziv girisimleri icerir. Oykii ve fizik muayeneye ek olarak semen analizi etiyoloji
ve yeterlilik konusunda bilgi verir. Semen 6rnegi 2- 3 giinliik abstinens siiresi sonunda
tercihen mastiirbasyon yontemi ile almr. {lk sperm 6rnegi normal sinirlarda ise test
tekrarlanmaz; aksi takdirde 6- 12 hafta sonra ikinci bir 6rnek alinmahidir (2).

Semen degerlendirmesinde Diinya Saglik Orgiitii (WHO) niin onerdigi referans
degerler sunlardir : (2,6)

-hacim: 2 ml veya daha fazla

-pH: 7,2 ya da daha fazlas1

-sperm konsantrasyonu: 20 milyon spermatozoa/ml ya da daha fazla

-total sperm sayisi: 40 milyon spermatozoa/ejakiilat veya daha fazlasi

-hareketlilik: ejakiilasyondan sonra 60 dakika icinde %50 veya daha fazlasi
hareketli (grade a+b) veya %25 veya daha fazlasi ilerleyici hareketlilige sahip(grade a) ise
normal

-morfoloji: %30’tan fazlas1 normal morfolojide (kruger kriterlerine gore >%14)

-vitalite: %75 veya daha fazlasi canli

-16kosit sayist: 1x106’dan daha az

-immunubead testi: motil spermatozoalarin %50’den az1 immuntaneciklere bagl

-MAR testi: motil spermatozoalarin %50’den azinda partikiiller yapisik.

Bu referans degerlerinden farklari tanimlamak icin kullanilan terminoloji herhangi
bir nedensel iligkiyi belirlemez:

-normozoospermi: Referans degerlerle tanimlanan normal ejekiilat



-oligozoospermi: Referans degerlerden diisiik sperm konsantrasyonu
-asthenozoospermi: Hareketlilik i¢in referans degerden daha diisiik deger
-teratozoospermi: Morfoloji i¢in referans degerden daha diisiik deger
-oligoasthenoteratozoospermi: Her ii¢ degiskende olan bozukluga isaret eder
-azoospermi: Ejakiilatta hi¢ spermatozoa olmamasi

-aspermi: Hig ejakiilat elde edilememesi (17,18)

2.1.2 INFERTILITE NEDENLERI
Gebelik, saglikli oosit ve sperm Tlretimi, reprodiiktif traktusta gametlerin bir araya
gelebilmesi, olusan embriyonun uterin kaviteye ulagip endometriuma yerlesmesi ile
gerceklesir. Bu asamalardaki bozukluklar subfertilite olarak karsimiza cikar. Infertil
ciftlerdeki reprodiiktif hastaliklarin dagilimi bilimsel verilerden ziyade tarifsel gdzlemlere
ve hastaliklar hakkindaki varsayimlara dayanmaktadir.

Infertiliteye neden olan belli bash sebepleri asagidaki gibi siralayabiliriz:

- Ovulatuar disfonksiyon - %15 ( genclerde daha sik)

- Tuba - peritoneal patoloji - %30- 40 ( genglerde daha sik)

-Erkek faktorii - %30- 40 ( yash ¢iftlerde daha sik )

- Uterin patoloji

-Aciklanamayan infertilite (yash ciftlerde daha sik )

2.1.2.1 Ovulatuar disfonksiyon
Normal bir sperm, kadin genital sisteminde 3- 5 giin kalabilir ve bu siire iginde oositi
fertilize edebilir. Oosit i¢in bu siire 12- 24 saattir(8) .Ovulasyon ile birlikte fertilite azalir
ve ovulasyondan sonra fertil donem sonlanir. Bu yiizden fertilitenin en yiiksek oldugu
donemi tespit etmeye yonelik bir takim testler pratik uygulamada kullanilmaktadir.

Bu amagla yapilan testler asagida siralanmistir:

-Menstruel hikaye

-Bazal viicut sicakligi 6l¢iimii

-Serum progesteron konsantrasyonu 6l¢timii

-Uriner LH 6l¢iimii

-Endometrial biopsi

-Transvajinal ultrasonografi ile ovulasyonun gézlenmesi



2.1.2.1.1 Menstruel hikaye- Normal olarak ovule olan kadinlar genellikle diizenli adet
goriirler. Adet miktar1 ve siiresi genellikle sabittir ve genellikle premenstruel ve menstruel

semptomlar eslik eder.

2.1.2.1.2 BBT- Bazal viicut sicaklig1 folikiiler fazda diisiiktiir, ovulasyondan sonra luteal
fazda 0.4- 0.8 derece artar ve menstruasyondan hemen Once tekrar bazal seviyelerine
diiser. Ovulatuar kadinda bazal viicut sicakliginda izlenen bu bifazik patern, sabah yapilan
Ol¢iimlerle kolaylikla tespit edilebilir. Bazal viicut sicakligimin en diisiik seviyesi,
ovulasyondan bir giin 6nce ya da ovulasyon giinii izlenir.

Termojenik kayma yani bazal viicut 1sisinin yiikselmeye baslamasi, progesteron
konsantrasyonu > 5ng/ml oldugunda gerceklesir. Bu dénem LH yiikselisinden 1- 5 giin
sonra baglar ve ovulasyondan sonraki dordiincii giine kadar siirer. BBT en yiiksek dereceye
ulastiginda fertil period bitmistir.Dolayisiyla en fertil donem bazal viicut sicakliginin
midsiklus peakinden 7 giin 6nceki donemdir. Sikluslar1 diizenli olan kadinlarda, bu bifazik
paternin semasi ¢ikartilirsa — bunun i¢in birkag siklus takibi gerekebilir. Ozaman en erken
ve en ge¢ BBT kaymasinin basladigi intervali igeren zaman diliminde gilinasirt iligki
Onerilerek en fertil periodun atlanmasi engellenmis olur. BBT’nin diger ovulasyon
testlerine {istlinliigli maliyetinin disiik olmasidir. Ancak bazi1 kadinlarda, diizenli

ovulasyon olmasina ragmen bifazik patern gézlenmedigi de unutulmamalidir.

2.1.2.1.3 Serum progesteron ol¢iimii - Folikiiler fazda genelde <Ing/ml’dir. Progesteron
konsantrasyonlar1 LH yiikselis giinii hafifce artarak 1-2 ng/ml olur. Bu artis ovulasyondan
7-8 giin sonrasina kadar devam eder ve menstruasyondan hemen 0nce azalmaya baslar.
3ng/ml lizerindeki degerler ovulasyon oldugunun gostergesidir. Serum progesteron 6lglimii
icin en uygun zaman, progesteronun en yiiksek degerlerine ulastig1, menstruasyondan bir
hafta 6ncesidir. Progesteronun miktar1 ve siiresi korpus luteumun fonksiyonel kapasitesini,
dolayisiyla luteal fonksiyonun kalitesini gosterir. Ovulasyondan sonraki 5- 9. giinler
arasinda alinan ii¢ 6l¢iimiin toplamimin30 ng /ml olmasi ya da tek bir 6l¢iimiin 10 ng/ ml

olmasi luteal faz eksikliginin olmadiginin gdstergesidir (9) .

2.1.2.1.4 Uriner LH sekresyonu - LH tirmanisi, 48- 50 saat siiren kisa siireli bir olaydir.
Saat 16 ve 22 arasinda yapilmasi onerilir ¢linkii LH tipik olarak sabah saatlerinde salinir ve

ancak birkac saat sonra idrarda tespit edilebilir. En fertil donem LH tirmanisinin (surge)



oldugu giin ya da bir sonraki giindiir. LH tirmanisindan sonraki giin, planlanmais iliski ve

inseminasyon i¢in en uygun giindiir.(10,11,12)

2.1.2.1.5 Endometrial biopsi- Korpus luteumun fonksiyonel kapasitesini ve end-organ
yanitin1 degerlendiren bir testtir. Progesteronun, endometrium iizerinde yaptig1 degisikliler
gbzlenerek ovulasyonun gerceklesip gerceklesmedigi izlenir. Anovulatuar kadinlarda
endometrium hep proliferatif hatta hiperplazik tiptedir.

Endometrial biopsi diger tan1 yontemlerinden daha fazla bilgi saglamaz, ancak
endometrial hiperplaziyi ya da kronik endometriti ya da luteal faz eksikligini tanimak
agisindan faydalidir. Infertil kadinlarda, luteal faz eksikliginin goriilme prevelans: %5- 10
civarinda olup, bu oran tekrarlayan gebelik kaybi olan kadinlarda daha yiiksektir.

GnRH pulse frekansin1 ve kisa hipofizer cevabr bozan ekstrensek veya intrensek
birgok faktor, luteal faz defektine neden olabilir (Orn: endokrinopatiler, &strojen
klirensinin azalmasi, SHBG seviyeleri, vs.).Histolojik tarih ve ornekleme tarihleri
arasindaki fark <2 giin ise, corpus luteum fonksiyonlari normaldir. Histolojik tarih ve
ornekleme tarihleri arasinda >2 giin fark varsa luteal faz yetmezliginden bahsedilebilir.
Ornekleme, premenstruel dénemde yapilmalidir(13,14). Luteal faz yetmezligi en az iki
ornekleme ile teyid edilmelidir, ¢iinkii normal ovule olan kadinlarda da sporadik olarak

luteal faz defekti gergeklesebilir.

2.1.2.1.6 Tv USG (transvajinal ultrasonografi) — Ovumun atilmasindan Onceki ve
sonraki olaylarin degerlendirilmesine dayanir. Gelisiminin son dénemlerinde preovulatuar
folikiil giinde 2 mm biiylir. Ovulasyondan sonra folikiil kiigtiliir, kenarlar1 belirsizlesir,
internal eko dansitesi ve cul-de-sac’daki sivi dansitesi artar(15,16). Ozellikle eksojen
gonadotropinler ile ovulasyon indiiksiyonu yapilan vakalarda, Tv USG takip igin

vazgecilmezdir.

2.1.2.2 Erkek faktorii

Semen analizi ile erkek faktoriinden siiphelenilerek ek klinik ve biokimyasal
degerlendirmelere yonelinir. Konsantrasyon, motilite ve morfoloji 6zellikle 6nemlidir.Bu
10 parametrelerden bir tanesi bozuksa, infertilite olasilig1 2- 3 kat, iki tanesi bozuksa 5-7
kat, {licii de bozuksa 16 kat artar.Erkek faktorii disinda sperm ve mukus iliskisi de

incelenmelidir. Ostrojen, servikal mukus salinimini arttirir ve viskositesini azaltir, servikal



mukus berraklasir sperm gegisine izin verir. Progesteron ise viskositeyi arttirir. Post-coital

test ( simshuhner) testi ile servikal faktor infertilitesi taranabilir.

2.1.2.3 Uterin faktor
2.1.2.3.1 Kronik endometrit- endometrial reseptiviteyi bozdugunu iddia edenler vardir.
2.1.2.3.2 Konjenital uterin malformasyonlar—Septat uterus, fertil ve infertil kadinlarda esit
oranda (%]1) gortilmektedir, ancak tekrarlayan gebelik kaybi olanlarda daha fazladir
(%3.5). En sik goriilen ve infertilite ile en fazla iligkisi olan konjenital malformasyondur.
Septal kan akiminin bozuklugu, implantasyona uygun bir alan olmamasi embryo gelisimini
olumsuz etkilerken, relatif servikal yetersizligin de bu duruma eslik etmesi infertilite ile
iliskisini agiklamaktadir.
2.1.2.3.3 Edinsel uterin malformasyonlar-
2.1.2.3.3.1 myoma uteri: Infertiliteyi etkiledigi kesinlikle bilinen, en kétii yerlesimli
myom, kornual myomdur. Tiiplin interstisyel segmentini bozar, uterin kontraktilite ve
ovum-sperm transportu bozulur. Submiik6z myomlar da implantasyonu bozarak
infertiliteyi etkiler.Subser6z ve intramural myomlar da ise, endometrial kavite
bozulmuyorsa fertilite etkilenmez. Posterior duvarda yerlesimli myomlar, adezyon riskini
arttirdigi icin infertilite agisindan risklidir.
2.1.2.3.3.2 Asherman sendromu: Hipomenore, amenore veya dismenore ile kendini
gosterir. Mukozal, fibromuskuler, ya da konnektif dokudan meydana gelen bantlar vardir.
Histeroskopik adezyolizis sonrasi, normal menstruasyon diizeni %70- 90 oraninda,gebelik
ise %25- 70 oraninda saglanir.
2.1.2.3.3.3 Endometrial polip: Prevelans1 %3- 5 dir. Infertilite iizerine etkisi belirsizdir.
2.1.2.4 Tubal faktor :infertil ¢giftlerin %30-35’inde rastlanir. Ik PID (pelvik enflamatuar
hastalik) atagindan sonra tubal adezyon riski %10-15, ikinci PID’den sonra tubal adezyon
riski % 23-35, {i¢iincii ataktan sonra ise % 54-75 tir. Laparoskopik adezyolizis sonrasi, ilk
bir y1l igersinde, gebelik sans1 %50, hafif dereceli distal okliizyonlarda gebelik sans1 %80,
orta dereceli okliizyonlarda

%30, ciddi okliizyonlarda ise %15 dir. Distal tubal okliizyonlarin prognozunu
belirleyen adezyon disindaki faktorler, tubal kalinlik ve ampuller mukozal yapidir. Birgok
gebelik cerrahiden sonraki iki yil iginde gergeklesir. Tanida, HSG( histerosalpingografi)
orta derecede duyarli, nispeten daha Ozgiildiir; yani HSG tubal agiklik gdsterdiginde
tubanin ger¢ekten agik olma ihtimali %60’dir, ancak kapali olma ihtimali diistiktiir (%5).
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2.1.2.5 Aciklanamayan infertilite: Infertil ¢iftlerin %10-30’inda infertilite nedeni
aciklanamaz. Bu hastalar, normal semen ve normal ovulatuar fonksiyona sahip, normal
uterus yapist ve bilateral tubal acgikligi olan hastalardir. Bu hastalarda siklus fekunditesi
%?2- 4 tiir. (Ortalama siklus fekondabilitesi normalde %20- 25). Tedavi siklus fekunditesini
arttirmaya yoneliktir. Infertilite nedenlerini anlamaya c¢alisirken, oncelikle reprodiiktif
yaslanma fizyolojisini bilmek 6zellikle 6nemlidir. Fetal hayatta germ hiicreleri mitoz ile
boliinerek, 16- 20. gebelik haftasinda, 6-7 milyon oogoniay1 olusturur. Bu haftadan sonra
germ hiicre populasyonu gen diizeyinde apoptozis ile gittik¢e azalir. 1. mayoz boliinmeden
sonra germ hiicre sayisi, dogumda 1- 2 milyon olup,pubertede 300 -500 bin civarindadir.
35- 40 yillik reprodiiktif hayat boyunca sadece 400- 500 oosit ovule olur. Geri kalan
oositler ise atreziye ugrar. Reprodiiktif donem boyunca, 37- 38 yasina kadar, folikiil
sayisinda azalma orani sabittir ancak bu olay menapozdan 10- 15 yil 6nce ivme kazanir.
Menapozda, overde yaklasik 1000 folikiil kalmistir. Yapilan gézlemler, menapozun yastan
bagimsiz olarak, folikiil sayis1 belli bir seviyenin altina diistiigiinde (<1000) gerceklestigini
gostermektedir. Genetik Ozelliklere bagli olarak over dokusunu bozan hastaliklar, overin
cikarilmasina neden olan hastaliklar, konjenital olarak folikiil sayisinin az olmasi ya da
rezervin hizlica azalmasina neden olan durumlar da vardir.Erken menapoz ve prematiir
overyan yetmezliginin genetik 6zelliklerinin benzer oldugu ve gerek anne gerekse baba
tarafindan dominant kalitildig1 bildirilmistir.

Overyan stimulasyona zayif cevap veren hastalarin, ivmelenmis rezerv azalmas ile
fertilitenin tamamen kaybolmasi arasindaki gecis doneminde olan hastalar oldugu
diistiniilmektedir. Folikiiler azalmanin bagladigi donemde, heniiz menstruel diizensizlikler
olusmadan once, FSH seviyesi artmaya baslar. LH konsantrasyonu ise degismez. Bu
monotropik yiikselisin nedeni, folikiillerdeki azalmaya bagli overyan hormonlarin ve
inhibin-B’nin azalmasi1 ve hipofizer FSH sekresyonu {izerindeki negatif feedback
inhibisyonun yeterince gerceklesmemesi ile aciklanabilir. FSH konsantrasyonundaki artisla
birlikte hatta biraz daha 6nce dolasimda folikiiler faz inhibin-B seviyeleri azalmaktadir .
Daha sonra luteal faz inhibin-A seviyeleri diiser. Iki inhibin de selektif olarak hipofizer
FSH saliimini inhibe eden peptidler oldugundan folikiil havuzundan salinan inhibin
azaldikc¢a, 6zellikle erken folikiiler fazda, FSH konsantrasyonu artar. Inhibin iiretimindeki
azalma, azalan folikiil sayisin1 veya kalan folikiillerin azalan fonksiyonel kapasitesini
gosterir.

Hipofizer FSH salinimin1 tetikleyen aktivinler, ovarian rezerv lizerine etkili diger

peptidlerdir. Activin- A’nin yas1 ilerleyen kadinlarda arttigi gosterilmistir. Ancak
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menopozda, artan FSH seviyeleri iizerine ne derece etkili oldugu bilinmemektedir
(25,26,27). Overyan steroid hormonlarin ise rezerv tizerine herhangi bir etkisi yoktur. FSH
konsantrasyonundaki artis, estradiol seviyeleri diismeden ¢ok onceki senelerde gergeklesir
ve yaslanan kadinlarda folikiiler faz E2 seviyesi, gen¢ kadinlarla ayni, hatta daha yiiksektir.
Luteal faz progesteron diizeyleri de yash ve geng hastalarda asagi yukar1 benzerdir. Yas ve
FSH seviyesi arttikca, folikiiler faz kisalir, LH seviyesi ve luteal faz siiresi ise degismez.
Sikluslar diizenli olsa da, siklus uzunlugu ve siklus variabilitesi azalmistir(28). FSH
arttikca ve folikiiler faz kisaldikca E2 seviyeleri daha erken artmaya baglar. FSH artis1
folikiiler gelisimin daha hizli ve erken olmasina neden olur. Folikiilin erkenden iyi
gelismesi ve dominant folikiiliin erken se¢imi, E2 seviyesinde akut artiglara neden olur
(29,30).

Sonug olarak, menstruel siklusun endokrin 6zelliklerindeki yasa bagli degisimler,
progresif folikiiler azalmadan kaynaklanmaktadir ve bunun sonucunda overyan rezervde ve
erken folikiiler fazda, tv USG ile saptanan antral folikiil sayisinda azalma gozlenmektedir.

Ilerleyen yasla birlikte, folikiillerin gonadotropin stimulasyonuna duyarliligi
progresif olarak azalir ve dolayisiyla bu hastalarda multiple folikiiler gelisimi saglamak
icin kullanilan ila¢ dozu ve tedavi siiresi artar.

Ancak yapilan ¢aligmalar gostermektedir ki, folikiiler gelisme ve biiyliime birkez
basladiginda, yasa bagli herhangi bir folikiiler fonksiyon bozuklugu izlenmez (21).
Sikluslar1 devam eden ileri yastaki kadinlar da gengler kadar diizenli hatta daha sik ovule
olurlar. Artan FSH degerleri ile, gonadotropin uyarisina karsi azalan sensitiviteyi
kompanse ederler.Yaslanan kadinlarda preovulatuar folikiiller daha erken yola
koyulmasina ragmen normal hizda gelisir ve normal boyuta ulasir. Folikiiler sivi
karakteristikleri de bu follikiillerin saglikli olduklarini géstermektedir.

Biitin bu olumlu verilere ragmen reprodiiktif yaslanmaya bagli fertilitenin
azalmasinin nedeni progresif folikiiler azalma ve oositlerdeki yasa bagli anomali riskindeki
artistir. Yasla birlikte leiomyom, endometrial polip, adenomyozis prevelansi artsa da,
yaslanmanin uterus ve endometrial gelisim ve fonksiyon iizerine olumsuz etkisi

yoktur(31,32).

2.1.3 TEDAVI
Normal c¢iftlerde siklus fekondabilitesi %20- 25 oramindadir. Infertil giftlerde
(agiklanamayan infertilite) ise bu oran daha diisliktiir. Tedavi siklus fekondabilitesini

arttirmaya yoneliktir.

12



Ortalama siklus fekondabilitesi

Tedavi Yok ise %1.3-4.1
1UI %3.8
Klomifen sitrat kullanimi %75.6

Klomifen sitrat kullanimi+ IUI  %8.3

Gonadotropins %7.7
Gonadotropins+ IUI %8-15
IVF %20.7

ART (Assisted ReprodiictiveTechniques), 0Ozellikle aciklanamayan infertilite
tedavisinde ¢i1gir agan ve her gecen giin daha da ilerleyen bir tekniktir. En sik kullanilan
ART teknikleri IVF, ICSI, GIFT, ZIFT, TET dir. GIFT, ZIFT, TET daha invazif
olmalarinin yanisira diger tekniklerle karsilastirildiginda ¢ok da avantajli degildir. IVF,
ART teknikleri arasinda en sik uygulanandir. Ciddi tubal hastalik, ciddi endometriozis,
ciddi erkek faktorii, multifaktoryel infertilite, overyan yetmezlik, yasa bagli ya da
aciklanamayan infertilite olgularinda gebelik sansini arttirir. IVF’te sperm sayis1 <3milyon,
normal morfoloji <%4 ise prognoz kotiidiir. Oligoastenospermi ve teratospermi de tercih

edilen yontem ICSI dir.

2.1.3.1 TEDAVI PROTOKOLLERI

2.1.3.1.1 Dogal siklusa birakilan IVF lerde siklus iptal oranlarn ytksektir (33,36), ayrica
dogal sikluslarda 1 oosit ve 1 embryo elde edilir. Dogal sikluslar, overyan stimulasyona
zayif cevap veren hastalarda (1- 2 folikiil ile) ya da stimulasyonu tolere edemeyecek
durumdaki hastalarda kullanilir. Tedaviye GnRH antagonistinin eklenmesi, prematur LH

ylkselmesini onleyerek IVF sonuglarini iyilestirir.

2.1.3.1.2 Klomifen sitrat ile ovulasyon indiiksiyonu: Siklusun 3. giinii 100 mg/giin
dozunda baslanir,5-8 giin devam edilir. Dogal sikluslara oranla siklus iptali oranlar1 daha
disiiktiir. Toplanan oosit, transfer edilen embryo ve gebelik oranlari daha yiiksektir.
Prematiir LH yiikselmesini engellemek i¢cin GnRH antagonisti ve eksojen HCG tedaviye

eklenebilir (37).
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2.1.3.1.3 Klomifen sitrat + eksojen gonadotropin tedavisi: Multifolikiiler gelisim saglanir.
Bes giin 100 mg/giin dozunda klomifen sitrat tedavisine ek olarak, diisiik doz eksojen
gonadotropin tedavisi baslanir(38,40). Transfer ve cryopreservasyon i¢in long protokole
oranla daha az oosit ve embryo elde edilir, ancak gebelik oranlar1 daha az degildir ve
OHSS riski daha diisiiktiir. Cok kullanilmamasinin nedeni total reprodiiktif potansiyelinin
az olmasidir. Erken LH yiikselmesini engellemek i¢in GnRH antagonisti de tedaviye

eklenebilir.

2.1.3.1.4 Long protokol ( uzun etkili GnRH agonisti ile down regulasyon sonrasi eksojen
gonadotropin uygulamasi ) :Uzun etkili GnRH agonistleri, endojen hipofizer gonadotropin
sekresyonunu suprese eder. Boylece eksojen gonadotropin stimulasyonu sirasinda
gelisebilecek prematur LH yiikselisi engellenmis olur. Bu uygulama sayesinde hastanin
uyumunu zorlagtiran sik stk LH o6l¢timiine gerek kalmadigi gibi, sikluslarin %20 inin
iptaline neden olan prematur liiteinizasyon da engellenmis olur . GnRH agonist down
regulasyonundan sonra sikluslarin sadece <%2 inden azinda prematur LH yiikselmesi
izlendiginden, folikiiller yeterince biiyiiyene kadar stimulasyon devam edebilir. GnRH
agonisti kullanilan ¢aligmalarda, sadece gonadotropin kullanilanlara oranla yumurta ve
gebelik oranlarinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir . Bahsettigimiz bu long protokol,
ART ig¢in uzun yillar tercih edilen stimulasyon protokolu olmustur. Tek dezavantaji, uzun
stireli agonist tedavisinin, takip eden eksojen gonadotropin tedavisine yanit1 azaltmasidir.

Gonadotropin stimulasyonuna baglamadan 6nce serum E2 seviyelerini ve overyan
folikiiler aktiviteyi degerlendirmek gerekir.

E2 <40 pg/ ml olmal

Bazal tv USG ile > 10-15 mm folikiiler kist izlenmemeli

Bazi arastirmacilar, folikiiler kist olusumunun gonadotropin stimulasyonuna iyi
cevap olugsmayacaginin bir isareti oldugunu ve diisiik sayidaki oosit ve embryo sayisi
nedeniyle, kotii bir IVF basar1 oran1 saglayacagini iddia etmektedir. Bazi aragtirmacilar ise
etkisi olmadigini iddia eder (47-56) . Sonuglar ayni olsa da siklus iptali ve kullanilan total
gonadotropin dozu, kisti olan hastalarda artar. Ovarian kisti aspire etmek, stimulasyon
cevabimi kotii etkilemez hatta aspire edilen overde folikiiler cevabi arttirir (57) . Ancak
kontralateral over normalse, infeksiyon riski yaratmamak icin bu isleme gerek duyulmaz.

Gonadotropinin klasik baglama dozu 225- 300 IU/giin’diir.
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Kullanimda olan gonadotropinler {iriner FSH, rekombinant FSH, {iriner menotropin
(hMG)dir. Hepsi subkutan uygulanir. Fakat menotropin (hMG) tercihen intramuskuler
kullanilir.

Stimulasyona cevap, E2 ve tvUSG ile takip edilir. Ik E2 6l¢iimii gonadotropin
uygulamasindan 3-5 giin sonra yapilir ve 1-3 giin arayla tekrarlanir. Bircok kadma 7-12
giin stimulasyon gerekir.

Amag, 17-18 mm ¢apinda, en az iki ve 14-16 mm capinda birka¢ tane folikiil
saglamak ve kohortun biiyiikliigiine ve matiiritesine uygun E2 seviyelerine ulagsmaktir.
(Orn:14 mm’lik folikiil i¢in yaklasik 200 pg/ml E2). Yarari tartigmali olmakla beraber
endometrial gelisim de incelenmektedir. HCG uygulama giinii endometrial kalinlik > 8-9
mm, ya da trilaminar goriinlimdeyse prognozun ¢ok iyi oldugu, end < 6-7 mm ise ve
homojen goriiniimdeyse prognozun kot oldugu bildirilmistir(59-65). Endometrium
kalinliginin ¢ok arttigt (<14 mm) vakalarda da prognozun kétii oldugu bildirilmistir.
Folikiiller hazirlandiginda, hCG 5000-10000 mIU dozunda uygulanir (Rekombinant formu
250 microgram ).

Gonadotropin  stimulasyonuna 1iyi cevap veren hastalarda da midsiklus
progesteronseviyeleri artabilir (Progesteronun midsiklusta yiikselmesi >0.9- 1.0 ng /ml,

ozellikle zayif yanit veren olgularda 6nemli).

2.1.3.1.5 Kisa protokol varyasyonlari:

2.1.3.1.5.1 Ultra - kisa protokol:3 giin agonist uygulamasiyla flare cevap alinir daha sonra
agonistler kesilerek sadece gonadotropinlerle tedaviye devam edilir. Endojen gonadotropin
baskilanmasi i¢in yeterince uzun siire GnRH agonisti kullanilmadigr i¢in prematiir LH
yiikselmesi daha sik gozlenir. Bu protokol nadiren kullanilir, ¢iinkii sonuglar klasik kisa ve

uzun protokole gore daha kotiidiir.

2.1.3.1.5.2 OKS+ mikrodoz + GnRH agonist: 14-21 giinliik OKS supresyonunu takiben
mikrodoz olarak hazirlanmis leuprolid asetat, siklusun 1. giinii, 40 microgr giinde 2 kez
olacak sekilde baglanir. Siklusun 1.glinlinden HCG giiniine kadar uygulanir. Leuprolid
tedavisinin 3.giinli yiliksek doz (300-450 IU/ giin) gonadotropin baslanir. Bu tedavi kisa
protokole gore daha avantajlidir.Uygulanan GnRH agonist dozu diisiik oldugundan ve
OKS ile cevap verebilecek corpus luteum olugmasi engellendiginden serum progesteron ve

androjen konsantrasyonlarinda artig olmaz.
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Serum FSH degerinde dramatik artiglar izlenen, zayif cevapl olgular i¢in iyi bir
protokoldiir. Siklus iptal orami azalir, serum tepe E2 seviyesi, transfer orani, klinik ve
devam eden gebelik oranlar1 artar. Dezavantaji, mensturasyonun OKS ile kontrol
edilmedigi hastalarda, hastayr sik sik kontrole ¢agirma gerekliligidir. Flare protokoliiyle,
corpus luteumun ge¢ kurtarilmasimna bagli serum progesteron ve androjen seviyeleri
artmaktadir. Bu durum, oosit kalitesi, fertilizasyon ve gebelik {izerine ters etki

gostermektedir.

2.1.3.1.6 Eksojen gonadotropin + antagonist: GnRH agonistleri reseptdr down regulasyonu
ile gonadotroplarin GnRH’a kars1 desensitize olmasini saglar bdylece gonadotropin
sekresyonu Once stimule sonra inhibe olur. Antagonistler ise GnRH reseptorlerini doza
bagl kompetetif sekilde bloke eder, flare etki yaratmaz ve gonadotropinleri suprese eder
(66) .

Antagonistlerin agonistlere gore avantajlar ¢oktur:

-Tedavi siiresi agonistlere oranla daha azdir.

-Kullanilmasindaki ama¢ LH ylikselmesini engellemek oldugundan ve etkisini
hemen gosterdiginden, antagonist tedavisi folikiiler gelisimin ge¢ donemine kadar
ertelenebilir(gonadotropin tedavisinin 5-7 giinlinden sonraya kadar).Hatta E2 seviyeleri
yiikseldikten sonra bile uygulanabilir. Bodylece GnRH agonist tedavisi ile gozlenen dstrojen
eksikligine bagl semptomlar goriilmez (67).

-Agonistlerin, gonadotropin stimulasyonuna karsi overyan cevabi suprese eden
etkileri de olmayacagindan, kullanilan gonadotropin dozu ve siiresi azalir. Dolayisiyla
standart uzun protokolden fayda gérmeyen zayif cevapli olgularda antagonist tedavisi
fayda saglar.

-Agonistlerin flare etkisi olmayacagindan folikiil kisti olugsmaz.

-OHSS riski, agonistlerden daha azdir (67-70).

Dezavantajlart:

- Hasta uyumunun ¢ok iyi olmasi gerekmektedir.

- Antagonistler, endojen gonadotropin sekresyonunu agonistlerden daha iyi
baskilar. Bu nedenle agonistlerle saglanan ve folikiilogenez i¢in az da olsa gereken LH
konsantrasyonlar1 antagonistler ile saglanamaz.

- Serum E2 seviyeleri azalir ya da plato yapar (71-73).

- Folikiiler biiytime etkilenmemis goriinse de , diisitk doz hMG gerekebilir (75 TU).
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- Gebelik oranlart GnRH agonistlerinin kullanildig1 uzun protokollere oranla biraz
daha diisiiktiir. Ciinkii GnRH antagonistleri folikiilogenezde rol oynayan hiicrelerin mitotik
programlanmasina, blastomer olusumuna ve endometrial gelisim lizerine etkilidir.

Ganirelix ve cetrorelix klinik kullanimda olan GnRH antagonistleridir. Prematiir
LH yiikselmesini 6nleyen minimum doz 0.25mg/giin’dlir. Subkutan olarak uygulanir
(74,75).

Bu calismadaki amag, in vitro fertilizasyon uygulanan 15 hastadan uygulama
oncesi vajinal smear 6rnegi alinip kontrol grubu 15 hasta ve 15 1vf uygulanan hastadan
gebe kalmayanlarin kontrol vajinal smear 6rnekleri incelenip micronucleus artigi var mi
bakilacak. Amag, ileri ki yillarda uygulanan tedavi protokolii ile iliskili olarak serviks ca
acisindan risk var mi arastirmaktir.

Serviks kanseri ile 1vf protokolleri arasindaki iliskiyi arastiran fazla bir ¢alisma

bulunmamasi agisindan ¢alismamiz 6nem arz etmektedir.

2.2 SERVIKS KANSERI
Serviks kanseri diinyada kadinlar arasinda sik goriilen bir kanser olmasina karsin gelismis
tilkelerde tarama ve tani testlerinin artmis olmasindan dolay1 erken tani almasi sayesinde
alt siralarda yer almaktadir. Daha ¢ok yoksul, saglik sistemi tam oturmamis toplumlarda
sik goriilmektedir. Diinya verilerine gore meme ve kolorektal kanser sonrasi {igiincii sirada
yer almakta iken, lilkemizde de 2004-2008 verilerine gore uterus korpus kanseri ve over
kanseri sonrast jinekolojik kanser olarak {igiincli sirada yer alir (104-105). ABD’de
kadinlarda goriilen tiim jinekolojik kanserlerin yarisina yakinini olusturmaktadir. 2003
yilinda ABD’de 27.000 jinekolojik kanser tanis1 almis ve

27.000 den fazla kadin bu nedenle hayatini kaybetmistir (106). WHO diinyada 2
milyondan fazla kadinin serviks kanseri oldugunu tahmin etmektedir. Her y1l 500.000 yeni
serviks kanseri olgusuna tami koyulmaktadir (105-106). Tim diinyada oldugu gibi
Tiirkiye’de de serviks kanseri kadinlarin hayatini tehdit etmektedir(105). 2003 yil1 Saglik
Bakanlig1 verilerine gore, serviks kanseri kadinlarda en sik goriilen 10 kanserin i¢inde yer
almaktadir. Ulkemizde 763 serviks kanserli kadin oldugu belirtilmektedir. Serviks kanseri
tanist konulan kadinlarin %350°si 35-55 yaslar arasindadir (107).WHO liderliginde 2004
yilinda toplanan Diinya Saglik Asamblesi serviks kanserlerinin 6nlenmesini tireme sagligi
acisindan en 6nemli 5 konudan biri olarak se¢mistir (108). Serviks kanserinde en 6nemli
risk faktorii Human papillomavirus (HPV) ile enfekte olmaktir. Cinsel yonden aktif olan

kadinlarda HPV enfeksiyonu ilk koitus ile addlesan cagda baslayarak dogurganlik ¢aginda
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ve daha az olmak tizere ileri yaslarda goriilebilir. 118 HPV tipi tanimlanmistir. 40 HPV tipi
genital enfeksiyondan sorumludur. 14 tip yiiksek riskli HPV tipi bulunmaktadir (109).
Epidemiyolojik ¢alismalar %99 serviks kanserinden HPV sorumlu tutulmustur. Pap testi
ile HPV virusunun serviksteki hiicrelerde neden oldugu degisiklikleri saptanabilir. Haziran
2006 da FDA tarafindan HPV (6,11,16,18 tipi) asis1 onaylanmistir. Korunmada HPV
asisinin -~ %100 etkili oldugu belirtilmektedir. HPV’nin diger tipleri i¢in bu asininn
koruyucu etkisi bulunmamaktadir. FDA HPV asisim1 9-26 yas kizlara 3 doz seklinde
uygulanmak iizere onaylamistir. Ulkemizde kullanilma orani yiiksek olmayan kondom ve
bariyer 6nlemleri riski azaltir, ancak tam olarak koruyucu degildir. Genital sigil sikayeti ile
tedavi i¢in bagvuranlarda da onemli artiglar gézlenmektedir. Daha ¢ok geng yetiskinlerde
goriilen bu hastaligin cinsel yasam tarzinda ortaya ¢ikan degisikliklere bagli olarak son
yillarda 6zellikle gencler arasinda ililkemizde de giderek artan bir siklikta goriilmektedir
(104).Serviks kanseri birden bire degil daha Oncesinde kanser oOncesi lezyonlarin
olusmastyla gelisir.Bu lezyonlar CIN(Servikal intraepitelyal neoplazi) ya da SIL (Squamoz
intraepiteltal lezyon) adlandirilir.Bu lezyonlarin erken tani ve tedavisi pap smear testi
kullaniminin yayginlagsmasi sonucu miimkiindiir.Boylece serviks kanseri tanisi almadan

hasta kanserden korunmaktadir.

2.2.1 SERVIKS KANSERI RiSK FAKTORLERI

Yiiksek riskli HPV tipleri ile karsilagsma en biiylik risk faktoriidiir.Bunlar arasinda en fazla
tip 16,18,31 ve 33 suclanmaktadir.ilk cinasel ilskinin geng yasta olmasi ya da birden fazla
partnerinin olmasi,siinnet olmamis erkekle cinsel iligki yasanmasi,iligki sirasinda korunma
yontemi (kondom) kullanilmamasi,sigara icilmesi (riski 2 kat artirmaktadir),Aids
hastaliginin mevcut olmasi (immiin sistemi baskilayarak direnci azaltip es zamanli HPV
riskinin de mevcut olmasina neden olur),klamidya enfeksiyonu,anne ya da kiz kardesinde
serviks kanseri olmasi,obezite,sebze ve meyveden fakir beslenme(vitamin a ve folik asit
eksikligi),sosyoekonomik diizeyin diisiik olmasi,diizenli pap smear testi yapilmamasi ve

dogurganligin fazla olmasi sayilabilir.

2.2.2 PAP SMEAR TESTI NE SIKLIKTA YAPILMALIDIR?
Cinsel yonden aktif ya da 18 yas iistii her kadina yilda 1 kez pap smear yapilmasi gerekir.
Ama 30 yas Ustii enaz 3 tane {ist liste normal pap smear testi varsa ,70 yas st 10 yil

icinde enaz {i¢ tane normal smear testi varsa,serviks kanser dist bening bir nedenle
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cikarilmigsa ,ailede serviks kanser Oykiisii yoksa ,risk faktorlerini tasimiyorsa her yil smear

testi yapilmayabilir.

2.2.3 PATOLOJI VE YAYILIM
Serviks kanserlerinin biiyiik ¢cogunlugunda sorumlu hiicre tipi (80-85°1) squamoz hiicreli
kanserlerdir( yass1 hiicreli kanser),%10-20 oraninda ise adenokanser sorumludur.malign
hiicreler epitelinbazal membranini agarak serviksin stromasina girdiginde durum geriye
doniislimsiiz bir hal almis demektir.Lezyon eksternal otsan kaynaklandiginda ekzofitik
,endoservikal kanaldan kaynaklandiginda endofitik olarak gelisir;infiltratif ve nekroze
bagl iilseratif gelisim de miimkiindiir.
Dort gesit yayilim sekli vardir:

1.direk yayilim

2.lenfatik yayilim

3.hematojen yayilim

4.intraperitoneal yayilim

Cogunlukla komsu dokulara ,vajinaya,paraservikal ve parametrial dokulara
yayilir,daha ileri evrelerde mesane ve rektum yayilimi mevcuttur.myometrruma dogru
yayillm %10-30 arasinda goriiliir(110).lenfatik yayilim sirasiyla paraservikal ve
parametrial,oradan obturator ,hipogastrik,eksternal iliak ve presakral lenf nodlarina oradan
da sekonder grup olarak bilinen common iliak ,periaortik ve inguinal lenf nodlarina

yayilim gercgeklesebilir (109).

2.2.4 SEMPTOMLAR VE BULGULAR

Serviks kanseri ilk basta fazla bulgu vermez.En sik lekelenme tarzi kanama,ilgki sonrasi
kanama ileri evrelerde kotii kokulu akinti,cevre dokulara yayilim nedeniyle bacakta belde
kasikta agri,bacakta sisme ve idrar yollarinda genisleme kotii prognozu gosterir.Serviks
kanseri genelde lokal ,bolgesel ve lenf yoluyla yayilim gdstermekle berarer uzak organ
metastazlar1 oldugunda tutlan organa gore semptom verir.Kan yoluyla en ¢ok uzak organ

metastazi karacigerdir.

2.2.5 TANI
Tan1 i¢in en 6nemli yontem kolposkopi (serviksin kamera ile 30 kat biiytitiilmesi) esliginde
biyopsi alinmasidir. Biyopsi asamasina gelmeden Once sikayeti olan veya olmayan ancak

pap smear testi slipheli olan hastalarda oncelikle muayene yapilip kolposkopi esliginde
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biyopsi Onerilir. Bazen kolposkopi esliginde alinan biyopsi sonucuna gore kanser sinirinda
sliphe varsa konizasyon (serviksin genis bir bdoliimiiniin koni seklinde ¢ikarilmasi)

gerekebilmektedir.

2.2.6 EVRELEME (FiGO ‘ya gére klinik)
Evre 1: tiimdr servikste sinirhdir.
Evre la:yalnizca mikroskop altinda goriiliir ve en derinde <5Smm en genis yatay
uzanim<7mm.
Evre lal: en derinde >3mm ama <Smm ,en genis yatay uzanim<7mm.
Evre 1b:servikste sinirli ama evre 1a dan daha ileri
Evre 1bl:en genis yerinde <4cm
Evre 1b2:engenis yerinde >4cm
Evre 2: vajen 2/3 iist sinir1 ya da parametrium tutulumu vardir.
Evre 2a:vajen 2/3 iist sinir tutulumu var ,parametrium tutulumu yok
Evre 2b: parametrium tutulumu var
Evre 3:vajen alt 1/3 tutulum var ve veya pelvik yan duvar tutulumu var
Evre 3a: vajen alt 1/3 tutulum var
Evre 3b:pelvik yan duvar tutulumu var (hidronefroz)
Evre 4:rectum ve mesane ya da uzak organ tutulumu var
Evre 4a: rectum ve mesane tutulumu var

Evre 4b: uzak organ tutulumu var

2.2.7 TEDAVI
Tedavi secenekleri kanserin evresine, tiimoriin boytuna ,hastanin yasina ve ¢ocuk istegine
gore degisir.Ama evre 2a dahil oncesi evrelerde cerrahi tedavide yer alirken,evre 2b ve
sonrasinda kemoradyoterapidir.

Hastalar en c¢ok bdobrek tutulumu sonrasi iliremiden kaybedilir. Agresif koti
prognozlu bir kanser olmasi nedeniyle erken tani ve tedavisi, korunma yontemleri 6nem

arz etmektedir.

2.3 MICRONUCLEUS NEDIR
Mikroniikleus, kromozom pargalarindan veya tiim kromozom kaynakli olup boliinme
esnasinda anafazda geciken kiigiik ve fazladan olusan niikleer olusumlardir. Son yillarda in

vitro mikroniikleus testi, genotoksisite i¢in umut verici bir metod olarak kabul gérmeye

20



baslamistir. Cytokinesis Block MicroNucleus (CBMN) analizi mikronukleusla beraber
apoptotik ve nekrotik hiicreleri de tanimlar. Bu test kanser tedavisi sirasinda ve
genotoksisiti belirlemede kullanilabilmektedir. Bu gibi ol¢limler kromozom kirigi ve
apoptoz - kanser yolagindaki mekanizmalarin aydinlanmasinda da faydali olacaktir.
Kromozom kiriklari, ya kendiliginden ya da mutajenik ajanlar nedeniyle olusabilirken;
bazen de iyonize radyasyon veya DNA hasarina neden olan kimyasallardan kdken
alabilmektedir. Genellikle kirilmis uclar yeniden birlesir ve kirik onarilir ancak bazi
durumlarda, bir kirik kromozomlarda delesyona yol acabilir veya bir hiicrede birden fazla
kirik meydana gelmisse kromozomlarin yeniden diizenlenmeleri miimkiin olabilmektedir
(76). Kromozom kiriklar1 hiicre siklusunun G1, S ve G2 evrelerinde mitoz ve mayoz
siiresince olusabilir. Kromozom kirik calismalari, gen mutasyonlarinda yapilan
aragtirmalar ile baglantilidir. Cilinkii pek ¢cok mutajen hem kromozom kiriklarin1 hem de
gen mutasyonlarini indiikkler. DNA’nin bir kolunda kirik olugma nedenlerini; pirimidin
dimerlerinin olugmasi1 (kisa dalga boylu UV), baz alkilasyonu (alkilleyici ajanlar),
iplikcikler arasinda ¢apraz baglanti (uzun dalga boylu UV, ¢ok fonksiyonlu alkilleyici
ajanlar), DNA c¢ift sarmalinin arasina mutajen girmesi (acriflavin, proflavin vb.) gibi
etkenleri soyleyebiliriz (77,78,79,80).

Kromozomlarda yapisal olarak iki tip kirik vardir. Bunlar, kromozom tipi kirik ve
kromatid tipi kiriklardir. Bir ajanin kromozom ya da kromatid tipi kiriklara neden olmasi,
hiicre siklusunun hangi fazinda etkili olduguna baglidir. Eger ajan mitoz bdliinmenin Go
ya da G1 fazinda etkiliyse kromozom tipi kiriklara, S ya da G2 fazinda etkili ise kromatid
tipi kiriklara neden olur. Kromozom kiriklari, eger G1 fazinda yalniz bir kromatid de bir
kirik meydana getirir ve S fazi boyunca devam ederse, metafazdan sonra her iki kromatid
de kirik olusur ve bdylece kromozom tipi kirtk meydana gelir. Bu kirik tekrar birlesmez
ise, bir delesyonlu kromozom ve bir asentrik fragment meydana gelir. Kromozom kirilmasi
sonucu olusan asentrik parcalar ya metafazda kaybolmakta ya da anafazda

mikrontikleuslar1 olusturmaktadir (77,78,79,80).

2.3.1 Mikroniikleus olusum mekanizmasi ve kriterleri

MN (Mikroniikleus) olusumu ilk olarak Howell ve arkadaslar1 tarafindan eritrositlerde
saptanmustir. Jolly tarafindan tanimlanmistir. Bu nedenle Howell-Jolly cisimcigi adi da
verilmektedir. Mikroniikleus, hiicre bolinmesi sirasinda serbest kalan kromozom
fragmentinin ya da kromozomlarin ortamda varligini siirdiirmesidir. Bir niikleoplazma ile

sartlarak sitoplazma igerisinde ana niikleusun yaninda yer alan niikleer materyaldir
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(81).MN olusumunun temelini, DNA hasar1 olusturmaktadir. Organizmanin c¢esitli
mutajenik, klastojenik ve karsinojenik ajanlara maruz kalmasi sonucunda DNA’da
harabiyet meydana gelmektedir. Genetik hasar Sl¢limiinde, MN testinin toksikolojide,
diyette, ila¢ sanayide, kanser riski olusumu siiphesinde, radyoterapide dnemi anlagilmistir
(82). DNA hasar oraninin in vivo ve in vitro olarak belirlenmesinde, en ekonomik ve pratik
tekniklerden biri haline gelmistir (81,82,83,84,85)MN teknigi, insan periferik kan
lenfositlerinde, kemik iliginde ve yanak mukoza hiicresinde kimyasal ajanlarin genotoksik
etkilerinin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir.

Teknigin basit olusu, kisa zamanda sonuca ulasilmasi ve DNA harabiyeti
konusunda giivenilir bilgi vermesi teknigi onemli hale getirmistir (82,83,84)Bugiin, pek
cok kanser tipi ile spesifik kromozom diizensizlikleri arasinda baglanti oldugu
bilinmektedir. Bu amagla kanserli olgularda mikroniikleus testi yapilmakta ve anlamli
sonuglar elde edilmektedir (85,86,87) MN testi ile oOlgiilen genotoksisiti ve iyonize
radyasyonla tedavi sirasinda sitotoksik iliski incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore MN
testi, gerek kanser gerekse tedavi sirasinda kullanilabilen bir test haline gelmistir. MN
testinin genig bir arastirma ortami buldugu diger bir alanda yaslanmadir. Yas artisiyla
anoploidi siklig1 arasinda yakin bir iligki vardir. Bireyin yasam igerisinde maruz kaldigi
cevresel ajanlarin etkisiyle kromozomlarin normal boéliinmeden saptig1 belirlenmistir. Her
hiicrenin mitotik aktivitesi yas ilerledikce yavaslamakta ve mitoz boliinmede ig
iplik¢iklerinde  katalizér gérevi yapan enzimlerde dejenerasyon olugmaktadir
(88,89,90,91,92)

CBMN (Cytokinesis Block MicroNucleus) analizleri, Cyt-B’nin (Cytochalasin-B)
hiicre boliinmesini sitokinez evresinde durdurmasi 6zelligi temel alinarak tanimlanmistir.
(81,82,83). Cyt-B, Helmin dematiodeumdan elde edilen bir ekstraktir. Cyt-B hiicre
boliinmesini sitokinez evresinde aktin filamentlerini etkileyerek durdurur. Bu etkisini de
aktin filamentlerin ucuna baglanarak, aktinin polimerize olmasini 6nleyerek gerceklestirir
(90,91,92,93,94,95)Maluf ve arkadasglari, CBMN yonteminden faydalanarak, Down
sendromlu ve Fanconi anemili hastalarda MN frekanslarinin yiiksek oldugunu
gostermislerdir (95)Down sendromlu bireylerin malin hastaliklar i¢in yiiksek riske sahip
hastalik grubundan oldugunu belirterek, bu hiicrelerin ¢esitli mutajen, radyasyon, viriis ve
kimyasallara kars1 fazlaca hassas oldugu icin periferik kanlarinda MN frekansinin
yiikseldigini belirlemislerdir (95). Bisht ve arkadaslar1 da doza bagli olarak artan MN
dagilimindan 1’li MN oranmnin fazla olusunun asentrik fragment kaynakli oldugunu

aciklamiglardir (96).
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Mikronukleuslardaki kromozom orijinlerini belirleyebilmek i¢in, MN’un orijinin
tiim kromozomdan m1 (sentromer pozitif MN) yoksa asentrik kromozom pargasindan mi1
kaynaklandigin1 (sentromer negatif MN) anlayabilmek i¢in de FISH (Floresan In Situ
Hibridizasyon) teknigi kullanilmaktadir (96,97,98) .Fenech ve arkadaslar1 ise, NPB
(NucleoPlasmic Bridge: Niikleoplazmik Ko6prii) olusumlarinin anafazda kromozomlarin
sentromerlerin zit kutuplarina ¢ekilmesi sirasinda gerceklestigini ve bir yada daha fazla
NPB’lerin yanindaki I'li veya 2’li MN’larin % 60’indan daha fazlasinin asentrik
kromozom pargasindan orijin aldigin1 gdstermislerdir (80). Bu olusumlarin molekiiler
mekanizmasi tam olarak ortaya konamamistir ama gelecekte bu yonlii caligmalar ile
mekanizmalar agia cikarilacaktir. Mikronukleus hesaplama kriterleri insan lenfositlerinin
sitokinezinde bloklanan mikroniikleus i¢in detayli hesaplama yontemleri Washington’da
Genotoxicity International Work Shop’la tiim diinyaya bildirilmistir (84). Buna gore,
CBMN analizlerinde oOncelikle hiicre tipleri belirlenmelidir. Hiicreler, mononiikleus,
biniikleus, multiniikleus, hiicre tipinde ya da apoptotik veya nekrotik hiicre tipinde
olabilirler. Mononiikleuslu hiicreler kiigiik sitoplazma, biiyiik niikleus seklindedir.
Biniikleuslu hiicreler ise aynadaki goriintli kadar es biiyiikliikteki iki hiicre tipindedir. Bu
tip hiicreler niikleoplazmik kopriiyle (NPB) beraber olabilir. Niikleuslar birbirine
dokunabilir veya iist iiste olabilir.

Multiniikleuslu hiicreler {i¢ veya dortli halde, farkli biiyiikliikteki hiicre
formundadir (84). Bu tip hiicreler pek ¢ok MN igerebilir. Apoptotik hiicrelerde ise
sitoplazma bozulmamistir. Kromatin yogunlugu artmistir. Niikleer sinirlar ya erken ya da
gec apoptotik formundadir. Nekrotik hiicrelerde, sitoplazmik sinirlar daha az tanimlhidir ve
vakuoller vardir. Cok sayidaki vakuoller sitoplazmadadir. Sitoplazmik membranin hasara
ugrayip niikleusun ¢ok az bozuldugu kisim erken nekrotik hiicre fazidir. Geg¢ nekrotik

hiicrede ise sitoplazma kaybolmustur (84).
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Sekil 2.1. Sitotoksik ajanin etkisindeki hiicrelerin olast durumlari

Not : Fenech M.: Micronuclei, NPB & nuclear buds induced in folic acid deficient
human lymphocytes CBMN assay’den modifiye edilerek alinmistir. (80).

Son yillardaki caligmalar gostermistir ki; niikleer olusumlar giiglii gen
amplifikasyon Ol¢limleridir ve bu olusumlar MN artisiyla beraber goriilmektedir. Farkli
maddelerdeki sitotoksik etkinin belirlenmesi ¢alismalari, CBMN analizlerine farkl
boyutlar kazandirmistir. Biniikleus hiicrelerdeki, yapisik olan olusumlar DNA
amplifikasyonu olarak degerlendirilmeye baglanmis ve tipki CBMN sayimindaki gibi BN
hiicrelerin yanindaki olusumlar sitotoksite kontrolii i¢in ayr1 birer biyolojik marker olarak
kabul gérmeye baslamistir.Sitotoksik ajanlarin etkisindeki hiicreler kromozom kiriklarina,
mikronukleus ve apoptotik hiicre olusumlarina yol agmaktadir. Cytokinesis Block
MicroNucleus (CBMN) metodu ile apoptotik ve nekrotik hiicreler de belirlenerek, DNA
hasar1 gosterilebilmektedir. Mikroniikleus (MN) indeksi kanser riskinde de belirleyicidir.

Boyle calismalarin eklenmesi ile de kromozom kirig1 onu takip eden mikronukleus
ve apoptotik hiicre olusumu ve kanser iliskisi ortaya konabilecektir. Bununla beraber bu

yolakta daha pek ¢cok mikro diizeydeki ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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3. MATERYAL VE METOD

Bu calisma Meram Tip Fakiiltesi Hastanesi Etik Kurul 'undan (2012/11 gibi) sayili
karariyla onay alinarak Meram Tip Fakiiltesi kadin dogum ve hastaliklar1 klinigine
basvuran IVF/ICSI programina alinacak 15 olgu dahil edildi.

Calismamizda hastalarla goriisme yapilarak anamnezlerine ve onceki tedavilerine
ait bilgiler 6grenildi.

Hastalarin genel fizik ve jinekolojik muayeneleri yapildiktan sonra, bazal
degerlendirme i¢in gerekli olan tetkikleri istendi. Bu tetkikler; spermiogram,
menstruasyonun 3. giinli yapilan USG ve hormonal degerlendirme, histerosalpingografi
(son bir y1l ignde yapilmamigssa tekrarlandi), serolojik testler (HbsAg, anti-HBC, anti-HIV,
Rubella-IgG, Toxo-IgG), servikovajinal smear, kan grubu ve tam kan sayimindan
olusuyordu. Bazal hormonal degerlendirme amaciyla menstruel siklus 3. giin
immunoenzimatik yontemle kan FSH, E2, LH diizeyleri bakildi. Ayni giin yapilan
ultrasonografik degerlendirme sirasinda over boyutlar1 ve antral folikiil sayis1 sayimi
yapild1 (General Electrik Alfa Logic 200 marka 5 mHz ultrason probu).Menstruel siklus
supresyonu amaciyla uzun protokol seklinde GnRH analogu uygulandi. Siklus 21. giin
10tinite Leuprolide asetat sc. olarak baslandi. Menstruasyonun 2. giinii dl¢iilen serum E2
diizeyinin <50 pg/ml olmast ve USG de 6lgiilen endometrium kalinliginin <4 mm.olmasi
down-reguasyon olarak kabul edildi. Bundan sonra gonadotropin tedavisine gegildi.
Tedavide kullanilacak gonadotropin dozu, hastanin yasi, bazal FSH degeri, viicut kitle
indeksi dikkate alinarak bireysel olarak belirlendi. Bu amagla 150-450 1U/g arasinda
degisen dozlarda r-FSH ile tedaviye baslandi. 5. giin USG ile yapilan degerlendirmede 9
mm.lik folikiil sayis1 3 ten az ve serum E2 diizeyi <100 pg/ml olan hastalarda ila¢g dozu
artirildi (step-up protokol).

>3 adet >18 mm.lik folikiil olusumu saglandiktan sonra 10000 IU. HCG im.
uygulandi. Bundan 36 saat sonra genel anestezi altinda steril sartlarda litotomi
pozisyonunda, lizerine ¢ift liimenli 17 mm. ve 30 cm. boyutlarinda oosit aspirasyon ignesi
yerlestirilmis transvajinal USG probu vaginaya uygulanarak folikiil aspirasyonu
gerceklestirildi. Folikiil aspirasyonunda 125 mmHg lik negatif basing uygulandi. Elde
edilen folikiil stvisindan matiir ve immatiir oositler tespit edilip matiir oositler ayristirilarak
IVF-GI ve G2 kiiltiir mediumuna alindu.

Bu ¢alismadaki amacimiz ,ivf uygulanan ve gebe kalmayan 15 hastadan 6ncesinde

ve sonrasinda smear ornekleri alinip, kontrol grubu ile karsilastirip tedavi protokolii ile
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iliskili olarak serviks kanseri risk artis1 i¢in micronucleus taramas1 yapmaktir.Oncelikle
bazal estrodiol seviyeleri alindi . IVF uygulamasi sonrasi gebe kalmayan olgular 3 ay sonra
tekrar ¢agirilip estrodiol seviyeleri ile kontrol smear 6rnekleri tekrar alinip micronucleus
taramasi1 yapildi. IVF uygulamasi sonrasi serviks ca riski artiyor mu incelendi.15 kontrol
grubu hi¢ hastalig1 olmayan, sigara kullanmayan , ek ila¢ tedavisi almamis ,radyasyona
maruz kalmamis, 20-40 yas bayandan olusturuldu. Bu 15 kontrol grubu bayanlardan
vajinal smear alinip genetik labaratuarinda incelendi.

Ayre spatulasiyla smear yapilarak elde edilen serviks hiicreleri daha dnceden steril
olarak hazirlanmig olan 0.9% ‘luk serum fizyolojik i¢eren falcon tiipleri i¢inde yikanarak
toplandi. Genetik AD’na ayn1 giin i¢inde iletildi. Materyal daha sonra santrifiij edilerek
siipernatan uzaklastirildi. Tiipte kalan eksfoliyatif serviks hiicrelerini iceren pellet {lizerine
hipotonik soliisyon eklenerek 5 dakika beklendi. Yeniden santriflij islemi yapildi.
Siipernatan atildiktan sonra pellet iki kere soguk taze hazirlanmis fiksatif soliisyonu (
metanol: asetik asit ,3:1) ile yikandi. Lamlar damlatma isleminden 6nce hasta ismi, tarih ve
kod numarast verilerek hazirlandi. Elde edilen pellet soguk ve temizlenmis lamlara
damlatildi. Preparatlar oda sicakliginda kuruldu. Daha sonra %5’lik Giemsa boya ile 5
dakika siireyle boyandi. Preparatlar 1000x(objektif=100x okiiler=10x) biiylitmede 2000
hiicre sayilarak analiz edildi. Mikroniikleuslar, Stich ve Rosin’nin kriterlerine gore
degerlendirildi. Sadece tek diigmiis, iist liste yerlesim gostermeyen, katlanmamis hiicreler
sayildi. Sayilirken diizgiin sinirlar1 olan, sitoplazmanin i¢inde yerlesim gosteren ¢ekirdekle
ayni ve biraz daha az boyanma yogunluguna sahip, ¢ekirdegin iigte ikisinden kiigiik ebatta
olan yapilar mikronukleus olarak degerlendirildi. Mikroniikleus (MN), iki niikleuslu
hiicreleri (BNC), kirik yumurta hiicreleri (BEC) ve tomurcuklu hiicrelerin(BC)
frekansi sonuc¢ olarak rapor edildi.

Kullanilan Malzeme: Falcon Tiipii, Serum Fizyolojik ,Santrifiij Tiipii,KCl,Metanol,Asetik

Asit,Giemsa,Lam,Soransen Buffer,Plastik pastor pipeti

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler igin SPSS
(Statistical Package for Social Sciences) for Windows 15.0 programi kullanildi. Normal
dagilim gostermeyen parametrelerin gruplar arasi karsilasgtirmalarinda Mann Whitney U

test kullanildi. P degeri < 0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Tezde, Necmettin Erbakan iiniversitesi Meram tip fakiiltesi kadin hastaliklar1 ve dogum
kliniginde IVF uygulanan hastalarin vajinal smear 6rnekleri ile kontrol grubu ve hastalarin
IVF yapilmadan 6nceki smear ornekleri karsilastirilmistir. Toplam 15 IVF hastasi ve 15
kontrol grubu alinmistir. Hastalar da kontrol grubu da 20 — 40 yas aras1 olup ek hastalig
olmayan , sigara kullanmayan saglikli kisilerden olusmaktadir.IVF yapilacak tiim

hastalarin ilk denemeleri olup primer infertilite sorunlart mevcuttur (Tablo 4.1.).

Tablo 4.1. Caligma grubu karakteristik 6zellikleri

OZELLIKLER ORT + SD MINIMUM MAXIMUM
YAS (YIL) 33.1+2 24.0 39.0
INFERTILITE SURESI(YIL) 542.0 2.0 9

BMI 24,69 + 3,55 17,31 30.0

SONUC OLARAK

IVF uygulamasi Oncesi ve sonrasi grupta sonu¢ degerlendirilmis olup micronucleus alt
grubu ve veya varyasyonlari olan BNC, BEC VE BC degerlerinde anlamli fark
bulunmamis olup MN istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir (P< 0.001) (p<0,05)
(Tablo 4.2).

Tablo 4.2. IVF 6ncesi ve sonrasi grubun istatistiksel karsilagtiriimasi

deney grubu ilk 6l¢iim deney grubu ilk dl¢iim P
(N=15) (N=15)
Mean Rank  Sum of Ranks Mean Rank Sum of Ranks

MN 10,33 155,00 20,67 310,00 0,001*
BNC 15,83 237,50 15,17 227,50 0,838
BEC 14,87 223,00 16,13 242,00 0,713
BC 15,50 232,50 15,50 232,50 1,000

*P<0,05 anlamli fark. MN: Mikroniikleus, BNC: Iki Niikleuslu Hiicre , BEC: Kirik

Yumurta Hiicreleri, BC: Tomurcuklu Hiicre
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IVF yapilmadan 6nce hasta grubu ile kontrol grubu karsilagtirilmis olup MN, BEC, BC,
BNC gruplari arasinda p degeri agisindan anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05) (Tablo
4.3).

Tablo 4.3. IVF oncesi grup ile kontrol grubu istatistiksel karsilastirilmasi
IVF Oncesi Kontrol Grubu P
(N=15) (N=15)
Mean Rank  Sum of Ranks Mean Rank Sum of Ranks

MN 15,23 228,50 15,77 236,50 0,897
BNC 15,37 230,50 15,63 234,50 0,933
BEC 15,37 230,50 15,63 234,50 0,932
BC 15,50 232,50 15,50 232,50 1,000

MN: Mikroniikleus, BNC: ki Niikleuslu Hiicre , BEC: Kirik Yumurta Hiicreleri, BC:

Tomurcuklu Hiicre

IVF yapildiktan sonra hasta grubu ile kontrol grubu vajinal smear O&rnekleri
karsilagtirilmigtir. Sonug olarak MN P<0.001 olup anlamli kabul edilmistir. BNC, BEC,BC
P degerleri istatistiksel anlamsiz olarak kabul idi (Tablo 4.4).

Tablo 4.4. IVF sonrasi ile kontrol grubu istatistiksel karsilastirilmasi
IVF Sonrasi Kontrol Grubu P
(N=15) (N=15)
Mean Rank  Sum of Ranks Mean Rank Sum of Ranks

MN 20,80 312,00 10,20 153,00 0,001*
BNC 15,10 226,50 15,90 238,50 0,806
BEC 16,00 240,00 15,00 225,00 0,775
BC 15,50 232,50 15,50 232,50 1,000

*P<0,05 anlamli fark. MN: Mikroniikleus, BNC: iki Niikleuslu Hiicre , BEC: Kirik

Yumurta Hiicreleri, BC: Tomurcuklu Hiicre
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5. TARTISMA

IVF yani tedavi gebelikleri giiniimiizde yaygin olarak kullanilan ve basarisi yiiksek olan bir
tedavi seklidir. Yalniz infertilite ile kanser arasinda ya da kullanilan ilaglarla iliskili olarak
bir etkilesim var mi1 heniiz tam olarak bilinmemektedir. Serviks kanseri diinyada kadinlar
arasinda sik goriilen bir kanser olmasina karsin gelismis iilkelerde tarama ve erken tani
sayesinde giderek alt siralarda goriilmektedir. Diinya verilerine gére meme ve kolorektal
kanser sonrasi ligiincii sirada yer almakta iken ,iilkemizde de 2004-2008 verilerine gore
uterus korpus kanseri ve over kanseri sonrasi jinekolojik kanser olarak tigiincii sirada yer
alir. Daha ¢ok yoksul ve saglik hizmeti iyi olmayan toplumlarda daha sik goriilmektedir.

Bizim bu calismadaki hedefimiz, 15 kontrol grubu ile 15 1vf yapilan hasta
grubunu Oncesi ve sonrasiyla alinan vajinal smear Orneklerinde micronucleus taramasi
yaparak karsilastirip kullanilan tedavi protokolii sonrasi serviks ca artryor mu?,azaliyor mu
ya da degismeden kaliyor mu? bakmaktir.Bu hastalar 6zellikle sigara kullanmayan ,ek
hastalig1 olmayan ,ilk defa 1vf yapilan ve 20-40 yas aras1 grup olarak secilmistir.Yani hasta
gruplart agisindan homojenizasyonu saglamak i¢in sonucu etkileyebilecek faktorlere limit
konulmustur.

Sonug olarak kontrol grubu 15 hastadan alinan 6rnekle ,15 1vf hastasinin tedavi
protokolii sonrasi ve dncesi karsilastirildiginda micronucleus p degerinde anlamli bir artis
oldugu (p < 0.005) ama varyantlart olan BNC,BC,BEC P degerlerinde anlamli bir fark
olmadig1 izlenmistir(p >0.005).

Serviks kanseri ile infertilite veya fertilite ilaglar1 arasindaki iligkiyi arastiran fazla
calisma bulunmamaktadir. Bir calismada infertil kadinlarda anormal squamoz hiicre
anomalileri infertilite sorunu olmayan kadinlardan daha sik goriilmiistiir ( 101).

Kallon ve ark.nin caligmalarinda servikal kanserin IVF yapilan olgularda diistik
oldugu gosterilmistir (102).Yine benzer sekilde Yli —Kha ve ark.9175 IVF olgusunu kanser
acisindan degerlendirdiklerinde invazif servikal kanserin anlamli olarak daha az
goriildiigiini bildirmiglerdir(103).

Yapilan bu ¢alismalar sonucuna gore infertilite ve infertilite ilacglar ile servikal
kanser arasindaki iligkiyi arastiran kisitli ¢aligma olmakla birlikte servikal kanserin bu

populasyonda artmadigi hatta azaldig1 goriilmiistiir.
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6.SONUC VE ONERILER

Infertilite ile serviks kanseri arasinda ya da kullanilan ilaglarla iliskili olarak bir etkilesim
var m1 heniiz tam olarak bilinmemektedir. Ayrica serviks kanseri ile infertilite veya fertilite
ilaglar arasindaki iliskiyi arastiran fazla ¢alisma bulunmamaktadir . Yapilan caligsmalar
sonucuna gore de infertilite ve infertilite ilaclari ile servikal kanser arasindaki iligkiyi
arastiran kisitli calisma olmakla birlikte servikal kanserin bu populasyonda artmadig1 hatta
azaldig1 goriilmiistiir. Bizim ¢calismamizda sadece invitro fertilizasyon protokolii
uygulamasi sonrasi sadece {i¢ aylik bir siireci icermesi,gelecege yonelik sonuglarin
kapsamli olarak heniiz incelenmemesi nedeniyle tam olarak kesin sonug
verememektedir.Daha fazla hasta ile ¢alisilmasi ve daha uzun siire takipleri olmasi daha iyi
olacaktir.
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