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OZET

Giris ve Amag¢: Implantasyonun gerceklesmesinde ve gebeligin devaminda
immunolojik faktorlerin 6nemli rolii oldugu diisiiniilmektedir. Calismamizin amaci,
tekrarlayan implantasyon basarisizligi olan infertil kadinlarda immunitenin yerini ve
Onemini ortaya koymak icin paternal lenfosit immunizasyonunun gebelik sonuglarina

etkisini arastirmak.

Materyal ve Metod: Calisma retrospektif ve prospektif olarak tasarlandi.
Olgularrmiz1, Yeditepe Universitesi Hastanesi Kadin Hastaliklart ve Dogum
Anabilim Dali biinyesindeki Uremeye Yardimci Tedaviler Merkezi (UYTM) ve
Istanbul Fertijin Tiip Bebek Merkezi’'ne Ocak 2008-Ocak 2012 yillar1 arasinda
basvuran ve en az 2 defa tiip bebek tedavisi géormesine ragmen gebe kalamamig 500
hasta olusturdu. Tekrarlayan spontan abortusu olanlar, 20 yas altt ve 40 yas {isti
hastalar, diyabet, hipertansiyon ve metabolizma bozuklugu olan ¢iftler calismaya
dahil edilmedi. Hepatit B, HIV ve HCV seroloji pozitifligi olan ¢iftler ¢calisma disi
birakildi. Mikrodoz ve diger kisa protokol uygulanan vakalar calismaya dahil
edilmedi. Tiim olgulara embriyo transferi 6ncesi 3 defa, transfer sonrasi 2 defa
paternal lenfosit asis1 uygulandi. Caligmamizda istatistiki analizde Ki-Kare (y2) testi

ve Student-t testi kullanild.

Bulgular: Calismaya dahil edilen tiim vakalarin gebelik sonuglarina bakildiginda
olgularin 262 (%52)’sinde gebelik izlenmezken, uygulanmis tedaviye ragmen daha

onceki tedavilerinde gebelik elde edilememis 238 (%48) kadinda gebelik izlenmistir.

Sonug¢: Calismamiz neticesinde tekrarlayan IVF basarisizligi olan hastalarda paternal
lenfosit immunizasyonu devam eden gebelik oranini1 %48'ler seviyesine ¢ikarmistir.
Standardize ve yaygin olarak uygulanabilen testler ve etkinligi kanitlanmis tedavi
yontemleri olmadigindan, tekrarlayan IVF basarisizliginda allojenik lenfosit
izoimmunizasyonu ancak iyi tasarlanmis bir Kklinik ¢alisma kosullarinda giftlere

onerilmelidir.

Anahtar Kelimeler: Paternal lenfosit immunizasyon, tekrarlayan IVF basarisizligi,

infertilite.
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SUMMARY

Introduction and objective: Immunological factors are thought to be a significant
part of implantation process and pregnancy. Aim of this study is to discuss the effects
and significance of paternal lymphocyte immunization on pregnancy outcomes in

infertile women who have recurrent implantation failure.

Materials and methods: This study was designed as a retrospective and prospective
study. The subject population consisted of 500 women undergoing infertility
investigation at Yeditepe University Assisted Reproduction Center and Istanbul
Fertijin IVF center between January 2008 and January 2012. Couples were included
if they had 2 or more IVF failure. Couples were excluded if they 1) had recurrent
abortus, 2) were below or above 40 years age, 3) had diabetes , hypertension and
metabolism disorder, 4) had positive serology for Hepatitis B, HIV and HCV, 5) had
microdose or other short term protocol treatments. All subjects had paternal
lymphocyte immunization treatment 3 times before and 2 times after embryo
transfer. Ki-square (y2) and Student-t tests were used in statistical analysis.

Results: Among all subjects included, 262 (52%) patients had no pregnancy in spite
of treatment and 238 (48%) patients had ongoing pregnancy.

Conclusion: Paternal lymphocyte immunization had a significant influence on
pregnancy rates (48%) in patients with repeated IVF failure. However, since this
procedure is not standardized enough and not yet on approved routine usage, it

should only be applied in a well-designed clinical study.

Key Words: Paternal lymphocyte immunization, repeated IVF failure, infertility.
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1. GIRIS

Infertilite, bir yil boyunca korunmasiz diizenli cinsel iliskiye ragmen gebe
kaliamamas1 olarak tanimlanmaktadir. Infertilite, reprodiiktif dénemdeki ¢iftlerin
%10-15'i ilgilendirmektedir [1]. Birinci yilin sonunda geng saglikli giftlerin %85-90"
gebe kalabilmektedir.

Bat1 toplumlarinda azalmis fertilite ve dogum oranlari; artmis evlilik yasi, gecikmis
dogum yas1, kadinlar arasinda artmis egitim diizeyi, dogum kontrol ydntemlerinin
yayginlagmasi ve sosyoekonomik sartlardaki degisiklikler gibi faktorlere

baglanmistir. Bu nedenledir ki infertilite insidans1 giderek artmaktadir.

Gilinlimiizde infertiliteye yonelik tedavilerde 6nemli gelismeler olmustur. Yardimei

tireme tekniklerinin gelisip yayginlasmasiyla basarili sonuglar elde edilmistir.

Yardimc1r Ureme Teknolojisi-ART (Asiste reprodiiktif teknik), overden oositlerin
elde edilmesini saglayan tiim teknikleri igermektedir. ilk ve en yaygm ydntem in
vitro fertilizasyondur (IVF). IVF ile ilk gebelik 1978'de saglanmistir [2].
Gilinlimiizde teknikler gelismis ve genislemistir. ART artik ejekulat ile (ICSI-
intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu), mikrocerrahi epididimal sperm aspirasyonu
(MESA) veya testikiiler sperm ekstraksiyonu (TESE) ile elde edilmis spermlerin
intrasitoplazmik olarak enjekte edildigi yontemleri, yardimli embriyo tutunma
teknigini (asisted hatching) ve implantasyon oOncesi genetik taniyr (PGD)
icermektedir. ART'nin diger ¢esitleri olan tubal oosit ve sperm transferi (GIFT),
zigot transferi (ZIFT) ve tubal embriyo transferi (TET) invazif tekniklerdir ve

digerleriyle karsilagtirildiklarinda ¢ok da avantajli degildir.

IVF, ART teknikleri arasinda en sik uygulanandir. Gegirilmis pelvik inflamatuar
hastalik (PID) veya ileri evre endometriozise bagl siddetli tubal faktor varligi, erkek
faktorii, multifaktoriyel infertiliteli ovaryan yetmezlik, yasa bagl veya agilanamayan
infertilite IVF'nin en ¢ok kullanildig1 alanlardir. Oligoastenospermi ve teratospermi

de tercih edilen yontem ise ICSI (intarsitoplazmik sperm enjeksiyonu)’ dir.



Embriyonun implantasyonunu arttirmak iizerine pek ¢ok arastirma yapilmistir. Ama
tekrarlayan implantasyon basarisizliklarinin etyolojisi aydinlatilamamistir  ve

muhtemelen sorunun tek bir nedeni yoktur.

Biz c¢alismamizda tekrarlayan implantasyon basarisizligi olan infertil kadinlarda
immunitenin  yerini ve Onemini belirlemek amaciyla paternal lenfosit

immunizasyonunun (lenfosit asisinin) gebelik sonuglarina etkisini arastirdik.



2. GENEL BILGILER

Implantasyon, embriyonun endometriuma tutunmasi ve epiteli gegip maternal
dolasim sistemine plasentay1 olusturmak i¢in ulasmasini kapsayan bir islem olarak
tamimlanmaktadir. Implantasyon fertilize oositin uterusa girisinden iki ile ii¢ giin

sonra olmaktadir [3].

2.1 implantasyon Fizyolojisi

Fertilizasyondan {i¢ giin sonra sekiz hiicreli klivaj evresindeki embriyo olusur. Bir
giin sonra da morula asamasindaki embriyo uterin kaviteye girmektedir. Otuz ile
ikiyiiz hiicre arasinda degisen blastokist, fertilizasyonun alti ile yedinci giinlerinde
zona pellusidanin ayrilmasindan sonra endometriuma implante olur. Proliferatif
endometriumdan sekretuar endometriuma gecis, implantasyon ic¢in gerekli olan
reseptivitenin elde edilmesi i¢in son derece 6nemlidir. Proliferatif fazda ovaryan
folikiil gelisimi ve Ostrojen salimminin artim: s6z konusudur. Steroidal etki sonucu
endometrium gelismesi ve rekonstrilksiyon olur. Bu proliferasyon, ozellikle
blastokist implantasyon sahasi olan uterusun {ist iigte ikilik kisminda artan mitoz,
niiklear DNA ve sitoplazmik RNA sentezi ile belirgin hale gelir. Ostrojen ve
progesteron reseptér konsantrasyonlar1 ovulasyondan once siklus ortasinda tepe
noktasina ulasir. Proliferasyon sirasinda endometrium ortalama 0,5 mm’den 3,5-5
mm’lik tek kat kalinhiga ulasir. Ovulasyondan sonra endometrium hem Ostrojene
hemde progesterona karsi reaksiyon gosterir. Devamli Gstrojen varligina ragmen
endometrial kalinlik preovulatuar donemde 5-6 mm olur. Stromal elemanlarin her
biri biilylimeye devam ederken endometrial kalinligin sabit kalmas: bezlerde ve spiral
damarlarda kivrilmaya neden olur. Ovulasyon oldugunda ilk histolojik bulgu,
siklusun 17-18. giiniinde subniiklear intrastoplazmik glikojen vakuollerinin bez
epitelde goriilmesidir. Dev mitokondriler ve niikleolar kanal sistemi bez hiicrelerde
gortiliir. Niikleolar kanal sistemi progesterona bagl olarak gorillen 6zgiin bir
olusumdur. Bu yapisal degisiklikleri takiben glikoprotein ve peptidlerin endometrial

kaviteye aktif sekresyonu baslar. Plazmanin transiidasyonu da endometrial
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sekresyona katkida bulunur. Onemli immunglobulinler dolasimdan ahinir ve epitel
etrafinda yapilmis olan baglayici proteinler ile kaviteye verilir. Sekresyonda tepe
noktasina siklus ortasi gonadotropin zirvesinden yedi giin sonra ulasilir. Bu da
blastokist implantasyonuyla ayn: zamana denk diismektedir. Endometrium
implantasyon zamaninda midluteal fazda 10-14 mm’lik ¢ift kat kahinhgindadir.
Endometrial reseptivite penceresi 28 giinlilk normal bir siklusun 20-24 giinleri

arasinda stnirlandirilmastir [3].

Implantasyon, apozisyon, adezyon ve invazyon olmak iizere ii¢ evreden

olusmaktadir.

2.1.1 Apozisyon ve Adezyon

Insan blastokisti bir ile {i¢ giin aras1 endometrial kavitede sekresyon igerisinde
kalmaktadir. Bu siire igerisinde zona pellusidasindan ayrilarak (hatching),
endometrium epiteline tutunmaya hazirlanmaktadir. Blastokistin embriyonik
kutbunun tersi bolgesinde hatching baslangi¢ noktasi olusur. ‘Zona kirici hiicreler’
olarak adlandirilan 6zellesmis trofoblastik hiicreler bu noktada toplanarak zona
pellusidanin erimesini saglarlar. Zona kirict hiicreler zona pellusiday: eritebilen
keseciklere sahiptirler. Mekanik olarak, mikrovilus ve monofilamanlarin
kontraksiyonlariyla da hatching islemi gergeklesir. Bu siire iginde blastokist bir i¢

hiicre kitlesine (embriyo) ve bir trofoektoderme (plasenta) farklilasir [4].

Blastokist endometrium ile daha yakin bir temasa geldik¢e yiizeyindeki mikroviluslar
kisalir ve epitelyal hiicrelerin luminal yiizeyindekiler ile baglanti kurarlar. Sonugta
hiicre membranlarinin  son derece yakin bir temasta oldugu ve baglanti
komplekslerinin kuruldugu adhezyon evresine ulasilir. Adhezyon asamasinda
integrin ve selektinleri de iceren tiim adhezyon molekiilleri gorev alir. Desidualize
endometrium ve erken embriyo hiicre adhezyonunu saglayan laminin ve fibronektin
gibi ekstraseliiler matriks kompomentlerini eksprese ederler [5]. Bu dénemde
bliylime faktorleri ve sitokinlerle birlikte bir¢ok molekiil embriyo ile endometrium
arasinda sinyal iletimine yardimci olarak adhezyonu saglarlar. Glycodelin-A da

immunsupresif 6zelligi ile embriyonun maternal reddini engeller [6].



2.1.2 Invazyon

Implantasyon  isleminin  basinda  trofoektoderm;  dista  multiniikleuslu
sinsityotrofoblast ve igte sitotrofoblast tabakalarini olusturmak iizere farklilasir.
Sinsityotrofoblast tabakasi, aralarindaki hiicre zarlarim kaybederek birbirleriyle
birlesmis olan trofoblast hiicre agindan meydana gelir. Sinsityotrofoblast
implantasyonun oncii birimini olusturur. Endometriumda ekstraseliiler matriks
proteinlerini yikmak i¢in kollajenaz ve plazminojen aktivatorii gibi enzimleri
salgilar. Plazminojen aktivatorii, plazminojenin plazmine doniisiimiinii saglayarak,
metaloproteinazlarin salinmasina yol agar. Sonug¢ta matriks proteinleri yikilarak,
invazyon gergeklesir. Uterin spiral arterioller sitotrofoblastlar ile invaze edilir ve
maternal endotel myometriumun ilk tgte birlik kismina kadar sitotrofoblastlar
tarafindan kaplanir [5]. Trofoblastik aktivitenin kisitlanmasi biiyiime faktorlerinin,
sitokinlerin, enzimlerin, baslatict ve engel olucu faktorlerin arasindaki denge ile
gerceklesir. PAIl-1 (Plazminojen aktivator inhibitor), desidual hiicrelerin major
rliniidiir. Menstruasyon sirasinda asir1 kanamayi ve erken gebelikte trofoblastik

invazyonu sinirlar [7].

Tekrarlayan in vitro fertilizasyon basarisizligi, ardisik ii¢ veya daha fazla IVF/ICSI-
ET siklusunda toplam 10 adet morfolojik olarak iyi kalitede embriyonun anatomik

olarak normal yapiya sahip uterusa transferini takiben gebelik olusmamasi olarak

kabul edilmektedir [8].

Tekrarlayan implantasyon basarisizliklarinin etyolojisi aydinlatilamamistir  ve
sorunun muhtemelen tek bir nedeni yoktur. O nedenledir ki, ciftlerin li¢ veya daha
dazla basarisiz deneme sonrasi immunolojik, anatomik, genetik ve diger faktorler

acisindan tekrar degerlendirilmeleri gerekmektedir.

Basarili bir implantasyonun gergeklesebilmesi igin blastokistin belli bir zaman
araliginda reseptif endometriumla karsilasmas: gerekir. Endometrium menstrual
siklus boyunca yeniden yapilanirken ancak kisitli bir zaman araliginda embriyoya
reseptif durumda olur. Bu zaman araligina implantasyon penceresi dénemi denir.
Dogal bir siklusta embriyo ovulasyondan ortalama dort glin sonra uterin kaviteye
girer [9]. Ovulasyondan alti ile sekiz giin sonra endometrium blastokist
implantasyonu i¢in reseptif hale gelir. Ortalama dort giin boyunca reseptif halde kalir

[10]. Yiksek kalitedeki embriyolarin alict annelere transferinin, verici annelere



transferinden daha iyi implantasyon oranlariyla sonuglandigi c¢alismada, verici
annelerde hiperstimiilasyona bagli estradiol yiiksekliginin endometrial reseptiviteyi
olumsuz etkiledigini gostermektedir [11]. Diisiik embriyo kalitesi implantasyon

basarisizliginin en 6nemli nedenlerinden biridir [12].

Ovaryan stimulasyon uygulanan sikluslarda implantasyon oranini arttirmak igin
implantasyon penceresi donemini belirleyebilmek ve segilen en kaliteli embriyoyu bu
donemde transfer etmek gereklidir. Endometrial reseptiviteyi ve embriyo kalitesini,
yardimcit  ireme  teknolojilerinin  uygulandigi  siklusa zarar vermeden
degerlendirilebildigi  yontemlerin  bulunmas:  gerekir. Implantasyon oosit
matiirasyonunun erken dénemlerinde baglayan, embriyo ve endometrium arasindaki
kompleks iligskiler sonucunda olur [13]. Embriyo gelisimiyle endometrial
matiirasyonun  senkronizasyon  igerisinde  olmasiyla  basarili  blastokist
implantasyonu gergeklesir. Yardimci tireme tekniklerinin uygulandigi sikluslarda
implantasyon oranlarini arttirabilmek igin endometrial reseptiviteyi gosteren ve

invaziv olmayan yontemler bulmak gerekir.

Infertilite ve IVF basarisim etkileyecek faktorler ile ¢alismamizda implantasyonun

gerceklesmesinde immunolojik faktorlerin rolii asagida anlatilmaya galisilmistir.

2.2 infertilite

Infertilite, bir yil boyunca korunmasiz diizenli cinsel iliskiye ragmen gebe
kalinamamasi olarak tanimlanmaktadir. Infertilite, reprodiiktif donemdeki giftlerin
%10-15'1 ilgilendirmektedir [1]. Birinci yilin sonunda geng saglikli ¢iftlerin %85-90"
gebe kalabilmektedir.

Populasyon demografisindeki degisiklikler, biyolojik olarak inaktif olma egiliminde
olan ve yast ilerlemis kadinlarin da gebe kalma isteginin artmasina yol agmaktadir.
Fertilitenin yasla beraber azalmasi nedeniyle infertil ciftler tiim tedavi se¢eneklerini
denemektedir. Bu nedenledir ki, son yillarda infertiliteye yonelik tedavilerde ciddi

yenilikler ve ilerlemeler olmustur.

e Kadinlar arasinda yayginlasan egitim ve kariyer istegi
e {leri yasta yapilan evlilik ve bosanma oranlarinin artmasi
e Aile planlamasi ve dogum kontroliine yonelik gelismeler

e (Cocuk dogurma yasinin artmasi
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e Azalmis aile sayisi
e Cinsel yolla bulasan hastaliklarin sikligmin artmasi gibi durumlar

genel populasyonda fertilitenin azalmasina neden olmustur.

Infertilite nedenleri arasinda en iyi agiklanmis olami, kadin fertilitesi ve yaslanma
arasindaki iliskidir. Kontrasepsiyonun yasaklandigi dogal yasami tercih eden
topluluklarda yapilan ¢aligmalar infertilitenin yasla beraber azaldigini gosteren en iyi
kamtlardir  [14]. Ancak, ileri kadin yasinin over rezervi itizerindeki olumsuz
etkisinin yaninda, ¢ocugu olan kadinlarin tekrar gebe kalmak istememesi, yasla
beraber cinsel istek ve cinsel iligki sikliginin azalmasi ve de fertiliteyi etkileyen
hastaliklarin (miyom, endometriozis, pelvik enfeksiyon) sikliginin yasla beraber

artmasi, kadin fertilitesinin azalmasina ek olarak katkida bulunmaktadir.

Yapailan g¢alisma sonuglarina gore, dogurganlik orani 20-24 yaslar1 arasinda en
yiikksek seviyededir. Dogurganlik orani 30-32 yasina kadar hafifce azalirken, 32

yasindan sonra azalma ivme kazanir. Bu azalma 40 yasindan sonra iyice hizlanmistir.

e 25-29 yaslarinda %4-8

e 30-34 yaslarinda %15-19

e 35-39 yaslarinda %26-46

e 40-45 yaslarinda %95 oraninda fertilite azalir.

Son 15-20 yilda, tim yas gruplarinda elde edilen gebelik oranlari artmis olsa da
1989'dan beri toplanan veriler dogrultusunda "kadin yasinin", ART basarisini
etkileyen tek ve en 6nemli neden oldugu bildirilmistir. ilerleyen yasla birlikte, elde
edilen oosit ve embriyo sayisi azalir, embriyo fragmantasyon orani artar ve
implantasyon orani azalir [15]. Yas ilerledik¢e gebelik kayiplarinin artmasi da dikkat
ceken diger bir noktadir.

Yas faktorii (6zellikle >35 yas), infertilite lizerine bagimsiz olarak ¢ok etkilidir. Yas

ve infertilite sliresinden bagimsiz olarak;

e 35 yas lizeri kadinlar

e Adet diizensizligi olanlar

e Pelvik enfeksiyon ve endometriozis Oykiisii olanlar

e Kotlii semen kalitesi oldugu bilinen veya siliphelenilen ciftler

infertilite degerlendirilmesine alinmalidir.



Infertil ciftlere degerlendirilmeye alinirken, normal dogurganlik ve iireme siireci
hakkinda biligilendirme yapilmalidir. Yas ve fertilite arasindaki iligkinin yaninda,
siklus basina gebe kalma olasiligimin (fekundabilite) yaklasik %20 oldugu

vurgulanmalidir. Gebelik oranlarinin ise;

e Ik 3 ayda %57,
e ilk 6 ayda %72,
o Ik 1 yilda %85,
e Yilda %93 oldugu belirtilmelidir.

Fertilizasyon ve takibinde spontan gebeligin olusmasi i¢in birtakim faktorlerin

birarada bulunmas1 ve kusursuzca ¢alismasi gerekmektedir:

e Sperm servikse birakilmali ve depolanmali, uterus igine girip fallop
tiiplerine ilerleyebilmeli ve oositi dolleme yetenegine sahip olmali
(erkek faktorii)

e Diizenli ve siklik olarak matur oosit oviile olabilmeli (ovaryan faktor)

e Serviks spermi yakalayabilmeli, elemine edebilmeli, olgunlastirmali,
uterus ve tubalara iletebilmeli (servikal faktor)

e Fallop tiipleri oviile olmus oositi yakalayabilmeli, sperm ve
embriyonun taginmasini saglayabilmeli (tubal faktor)

e Uterus embriyo implantasyonu i¢in uygun O6zellikte olmali, normal

biiylime ve gelisme i¢in kapasitesi yeterli olmali (uterin faktor).
Infertiliteye sebep olan baslica nedenlere deginecek olursak:

e Ovulatuar disfonksiyon ...%15

e Tubal ve pelvik patoloji ...%30-40
o Erkek faktorii ...%35

e Aciklanamayan infertilite ...%10

e Uterin patoloji ...< %5

2.2.1 Ovulatuar Disfonksiyon

Infertil ¢iftlerdeki ovulasyon bozuklugu yaklasik %15 siklikta goriilmektedir.
Normal bir sperm, kadin genital sisteminde 3-5 giin kalabilir ve bu zaman zarfinda
oositi fertilize edebilir. Oosit igin bu zaman 12-24 saattir [16]. Ovulasyon ile fertilite

azalir ve ovulasyondan sonra fertil donem sonlanir. Bu nedenle fertilitenin en yiliksek
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oldugu donemi tespit etmeye yonelik bir takim testler pratik uygulumada
kullanilmakla birlikte hi¢bir test ovulasyonun kesin olarak gerceklestigini gostermez.

Ovulasyon tespiti amaciyla yapilan testler sunlardir:

e Menstruel oykii

e Bazal viicut 1s1s1

e Serum progesteron konstrasyonu
e Uriner LH salmimi

e Endometriyal biyopsi

e Transvaginal ultrasonografi ile ovulasyon takibi

2.2.1.1 Mentruel oykii

Normal ovulasyonu olan kadinlarda adetler genellikle diizenli, miktar ve siire
acisindan sabittir. Ayrica premenstruel veya menstruel semptomlarla birliktelik

gosterir. Anovulatuar kadinlarda menstruel siklus her acidan diizensizdir.

2.2.1.2 Bazal viicut 1s1s1 (BBT)

BBT, dinlenme durumundaki viicut 1sisidir. Pratikte her sabah yatar pozisyondan

ayaga kalkmadan 6l¢timii yapilmalidir.

Bazal viicut 1s1s1 folikiiler fazda diisiik diizeyde iken luteal fazda 0.4-0.8 derece artis
gosterir ve tekrar diiserek mens doneminde bazal seviyeye iner. Ovulatuar kadinlarda
bazal viicut 1sisinda bifazik patern izlenmelidir. Ovulasyondan bir giin 6nce ya da
ovulasyon giinli bazal viicut 1sisinin en diisiik seviyesi izlenir. Termojenik kayma
yani bazal viicut 1sismin yiikselmeye baslamasi, progesteron konsantrasyonu >5
ng/ml oldugunda ger¢eklesir. Bu donem LH yiikselisinden 1-5 giin sonra baslar ve
ovulasyondan sonraki dordiincii giine kadar siirer. Fertil donem BBT en yiiksek
dereceye ulastiginda sona erer. Fertilitenin en yiiksek oldugu doénem, siklus ortasi
BBT artisindan 6nceki 7 giinliik donemdir. Ovulasyon zamaninin saptanmasindaki
karmasiklig1 gidermek i¢in birkag siklus takip edilmeli ve 1s1 degisikliginin oldugu en
erken ve en geg siireler tespit edilmelidir. Buna gore iliski zamanlamasi, 1s1 artisinin
oldugu en erken donemden en ge¢ doneme kadar giin asir1 iligki seklinde olmalidir.
BBT'nin diger ovulasyon tespit testlerine istiinliigii maliyetinin diisiik olmasidir.
Ancak bazi kadinlarda, diizenli ovulasyon olmasina ragmen bifazik patern

gozlenmedigi akilda tutulmalidir.



2.2.1.3 Serum progesteron konsantrasyonu

Folikiiler fazda serum progesteron diizeyi <l ng/ml'dir. LH degerinin yiikseldigi giin
progesteron konsantrasyonu hafifce artarak 1-2 ng/ml olur. Progesteronun bu artisi
ovulasyondan sonra 7-8 giin devam eder ve mesntruasyondan hemen 6nce azalmaya
baslar. Ovulasyonun gostergesi 3 ng/ml (5 veya 10 ng/ml kabul edenler de vardir)
tizerindeki degerlerdir. Progesteronun en yiliksek degerlerine ulagtigi mentruasyondan
bir hafta 6ncesi, progesteron Ol¢iimii i¢in en uygun zamandir. Progesteronun miktari
ve siiresi korpus luteumun fonksiyonel kapasitesini, dolayisiyla luteal fonksiyonun
kalitesini gosterir. Ovulasyondan sonraki 5.-9. giinler arasinda alinan ii¢ 6l¢iimiin
toplammin 30 ng/ml olmasi veya tek bir Ol¢limiin 10 ng/ml olmasi luteal faz

eksikliginin olmadiginin gostergesidir [17].

2.2.1.4 Uriner LH salimimi

Siklus ortast LH artig1 48-50 saat stirmektedir. Test sonuglari, sivi alim miktart ve
testin uygulandigi zamana duyarlidir. Testin saat 16 ve 22 arasinda yapilmasi
onerilir, ¢iinkii LH tipik olarak sabah saatlerinde salinir ve ancak birkag¢ saat sonra
idrarda tespit edilebilir. Genellikle ovulasyon, idrar LH artimindan 14-26 saat sonra
ve genellikle 48 saat iginde olmaktadir. Bu nedenle fertilitenin en yiiksek oldugu
dénem LH pikinin oldugu giin ve takip eden iki giindiir. LH artisindan sonraki giin,

planlanmas iliski ve inseminasyon i¢in en uygun giindir [18-20].

2.2.1.5 Endometriyal biyopsi

Korpus luteumun fonksiyonel kapasitesini ve end-organ yanitini degerlendiren bir
testtir. Progesteronun, endometrium iizerinde yaptigi degisiklikler gozlenerek
ovulasyonun gerceklesip  gerceklesmedigi izlenir. Anovulatuar kadinlarda
endometrium hep proliferatif hatta hiperplazik tiptedir. Endometrial biyopsi diger
tan yontemlerinden daha fazla bilgi saglamaz, ancak endometrial hiperplaziyi ya da

kronik endometriti ya da luteal faz eksikligini tanimak agisindan faydahidir.

Infertil kadinlarda, luteal faz eksikliginin goriilme prevelans: %5-10 civarinda olup,
bu oran tekrarlayan gebelik kaybi olan kadinlarda daha yiiksektir. GnRH pulse
frekansint ve kisa hipofizer cevabi bozan ekstrensek veya intrensek bircok faktor,
luteal faz defektine neden olabilir (6rn:endokrinopatiler, Ostrojen klirensinin

azalmasi, SHBG seviyeleri, vs.). Histolojik tarih ve 6rnekleme tarihleri arasindaki
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fark <2 giin ise, korpus luteum fonksiyonlar1 normaldir. Histolojik tarih ve
ornekleme tarihleri arasinda >2 giin fark varsa luteal faz yetmezliginden
bahsedilebilir. Ornekleme, premenstruel dénemde yapilmalidir [21,22]. Luteal faz
yetmezligi en az iki ornekleme ile teyid edilmelidir, ¢iinkii normal ovule olan

kadinlarda da sporadik olarak luteal faz defekti gerceklesebilir.

2.2.1.6 Transvajinal Ultrasonografi (Tv Usg)

Ovumun atilmasindan o6nceki ve sonraki olaylarin degerlendirilmesine dayanir.
Gelisiminin son donemlerinde preovulatuar folikiil giinde 2mm biiyiir. Ovulasyondan
sonra hizla folikiil kiigiiliir, kenarlar diizensizlesir, internal eko dansitesi ve cul-de-
sac'daki siv1 dansitesi artar [23,24]. Ozellikle eksojen gonadotropinler ile ovulasyon
indiiksiyonu yapilan vakalarda, Tv Usg folikiil sayr ve boyut takibi igin

vazgecilmezdir.

2.2.2 Erkek Faktorii

Semen analizi (Tablo 1) ile erkek faktoriiden siiphelenilerek ek klinik ve
biyokimyasal degerlendirmelere yonelinir. Konsantrasyon, motilite ve morfoloji
ozellikle onemlidir. Bu parametrelerden bir tanesi bozuksa, infertilite olasilig: 2-3

kat, iki tanesi bozuksa 5-7 kat, {i¢ii de bozuksa 16 kat artar.

Tablo 1: 2010 WHO Kriterlerine Gore Standart Semen Analiz Degerleri

Voliim 1.5ml

Ph >7.2

Sperm Konsantrasyonu > 15 milyon/ml

Total Spermatozoa Sayis1 > 39 milyon/ejekiilat

Total Motilite > %40

Progresif Motilite > %32

Morfoloji >%4

Canlilik > 958 spermatozoa

Immunbead testi (IBT) < %50 partikiil baglanmis spermatozoa
MAR (Mikst antiglobulin reaksiyon) Testi < %50 partikiil baglanmis spermatozoa

Erkek faktorii disinda sperm ve mukus iliskisi de incelenmelidir. Ostrojen, servikal

mukus salinimint arttirir ve viskositesini azaltir, servikal mukus berraklasir sperm
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gecisine izin verir. Progesteron ise viskositeyi arttirir. Post-koital test (Sims-Huhner)

testi ile servikal faktor infertilitesi taranabilir.

2.2.3 Uterin Faktor

Uterin anomaliler infertilitenin nadir nedenlerindendir. Uterusun konjenital
malformasyonlari, leiomiyomlar ve intrauterin adezyonlar fertiliteyi olumsuz
etkileyen uterin anormallikler olmasina karsin endometriyal poliplerin infertilite

uzerine etkisi belirsizdir.

Septat uterus, fertil ve infertil kadinlarda esit oranda (%1) goriilmektedir, ancak
tekrarlayan gebelik kaybi olanlarda daha fazladir (%3.5). En sik goriilen ve infertilite
ile en fazla iliskisi olan konjenital malformasyondur. Septal kan akiminin bozuklugu,
implantasyona uygun bir alan olmamas: embriyo gelisimini olumsuz etkilerken,
relatif servikal yetersizligin de bu duruma eslik etmesi infertilite ile iliskisini

aciklamaktadir.

infertiliteyi etkiledigi kesinlikle bilinen, en kotii yerlesimli miyom, kornual
miyomdur. Tapiin interstisyel segmentini bozar, uterin kontraktilite ve ovum-sperm
transportu bozulur. Submukoz miyomlar da implantasyonu bozarak infertiliteyi
etkiler. Subserdz ve intramural miyomlar da ise, endometriyal kavite bozulmuyorsa
fertilite etkilenmez. Posterior duvarda yerlesimli miyomlar, adezyon riskini arttirdig:

icin infertilite agisindan risklidir.

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.

2.2.4 Tubal Faktor

Tubal ve peritoneal patoloji en sik goriilen infertilite nedenlerindendir. Infertil

ciftlerin yaklasik %30-35'inde rastlanir.

Tubal faktorlerde mekanizma sperm ve ovumun transportuna engel olan anotomik

anormalliklerdir.

Infertil kadinlarda tubal potensi degerlendiren iki test: HSG ve laparoskopidir.
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ilk PID atagindan sonra tubal adezyon riski %10-15, ikinci PID'den sonra tubal
adezyon riski % 23-35, tgiincii ataktan sonra ise % 54-75 tir. Laparoskopik
adezyolizis sonrasi, ilk bir yil igerisinde, gebelik sansi %50, hafif dereceli distal
okluzyonlarda gebelik sansi %80, orta dereceli okluzyonlarda %30, ciddi
okluzyonlarda ise %15'dir. Distal tubal okluzyonlarin prognozunu belirleyen
adezyon disindaki faktorler, tubal kalinlik ve ampuller mukozal yapidir. Birgok
gebelik  cerrahiden sonraki iki yil iginde gerceklesir. Tamda, HSG
(histerosalpingografi) orta derecede duyarli, nispeten daha 6zgildiir; yani HSG tubal
aciklik gosterdiginde tubanin gergekten agik olma ihtimali %60'dir, ancak kapal
olma ihtimali distiktar (%5).

2.2.5 Agiklanamayan Infertilite

Infertil ciftlerin %10-30'mmda infertilite nedeni aciklanamaz. Bu hastalar, normal
semen ve normal ovulatuar fonksiyona sahip, normal uterus yapisi ve bilateral tubal

acikligi olan hastalardir.

Nedeni agiklanamayan infertilite, standart degerlendirme yontemleriyle tanisi
konulamayan sperm veya oosit fonksiyon anormallikleri, fertilizasyon, implantasyon
veya preembriyo gelisim bozukluklarmi igermektedir. Bu hastalarda siklus
fekunditesi %2-4'tur. (Ortalama siklus fekundabilitesi normalde %20-25). Tedavi

siklus fekunditesini arttirmaya yoneliktir [25].

2.3 Tekrarlayan IVF Basarisizhgim Etkileyen Faktorler

Tekrarlayan implantasyon basarisizliginin = etyolojisinde rol oynayan uterus,
endometrium ve tubalara ait sorunlar, embriyo kusurlar1 ve diger etkenler

incelenecek ¢6zliim Onerileri tartigilacaktir (Sekil 1).
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E Endometriyal Trombofili ve Kollajen
g Fonksiyon Bozuklugu Doku Hastaligi .
o Anatomik Faktorler Immunolojik Faktérler
g
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Septum Rezeksiyonu Aspirin ? LMWH Yiiksek Doz IVIG
Aspirin ?
- - Sildenafil
Miyomektomi Kortikosteroid
Paternal Lenfosit
Mekanik Stimulasyon immunizasyon
Polipektomi
Yiiksek Doz Ostrojen
Adhezyolizis
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::3 Genetik Anomali Bozulmus Embriyo
i _ Gelisimi
e (Karyotip) Erkek Faktér
s (uterusta)
8
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PGD Asisted Hatching IMSI
Blastokist Kultlird LMWH: Disiik molekiik agirlikli heparin

IVIG: intravendz immunglobulin

Ardisik Transfer ]
IMSI: Intrasitoplazmik morfoloji olarak

secilen sperm enjeksiyonu

ZIFT
PGD: Preimplantasyon genetik tani

Co-Kiltar ZIFT: Zigot intrafallopian transfer

Sekil 1: Tekrarlayan Implantasyon Basarizliklarin1 Degerlendirme ve Tedavi
([26]'dan modifiye edilmistir).
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2.3.1 Yas ve Over Rezervi

Bir kadinin kronolojik yast her zaman overyan yasi ile esdeger olmayabilir. Bu
nedenle tedavi, kadinin kronolojik yasina gore degil, over yasina gore planlanmalidir.
Infertilite nedenlerini anlamaya cahsirken, oncelikle reprodiiktif yaslanma
fizyolojisini bilmek o6nemlidir. Fetal hayatta germ hiicreleri mitoz ile bélinerek, 16-
20. gebelik haftasinda 6-7 milyon oogoniay: olusturur. Bu haftadan sonra germ
hiicre populasyonu apoptozis nedeniyle ile gittikge 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 oviile
olur. Geri kalan oositler ise atreziye ugrar. Reprodiiktif donem boyunca, 37-38
yasina kadar, folikiil sayisinda azalma oran sabittir ancak bu olay menapozdan 10-
15 yil 6nce ivme kazanir. Menapozda, overde yaklasik 1000 folikiil kalmistir.Yapilan
gozlemler, menapozun yastan bagimsiz olarak, folikiil sayis1 belli bir seviyenin altina
distiigiinde (<1000) gerceklestigini gostermektedir. Genetik 6zelliklere bagli olarak
over dokusunu bozan hastaliklar, overin c¢ikarilmasina neden olan hastaliklar,
konjenital olarak folikiil sayisinin az olmasi ya da rezervin hizlica azalmasina neden
olan durumlar da vardir. Erken menapoz ve prematiir ovaryan yetmezliginin genetik
ozelliklerinin benzer oldugu ve gerek anne gerekse baba tarafindan dominant kalitim1

oldugu bildirilmistir.

Son 15 yildir , folikiiler biiyiikliik ve ovaryan folikiiler havuzun kalitesini 6lgmeye
yonelik ¢alismalar artmistir. Amag, fekundabilite sansini ve infertil kadinin tedaviye
cevabin: tahmin edebilmek igin prognostik faktorleri degerlendirebilmektir. Yapilan
caligmalar, yas ve ovaryan rezerv testlerinin, IVF basarisi agisindan bagimsiz ve

onemli indikatorler oldugunu gostermistir.
Overyan rezerv testi endikasyonlari;

e >35yas,

e Aciklanamayan infertilite,

e Ailede erken menapoz hikayesi,

e Gegirilmis overyan cerrahi (overyan kistektomi veya drilling,

unilateral ooferektomi, kemoterapi ya da radyasyon),
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e Sigara i¢imi  (ivmelenmis folikiiler = azalmaya, menstruel
diizensizliklere, gamet yada embriyoda mutageneze neden olur- doza
bagli olarak),

e Eksojen gonadotropin stimulasyonuna kétii yaniti olan hastalar.

Reprodiiktif yaslanmayla birlikte infertilitenin azalmasi ve yaslanmanin erken
doneminde FSH seviyelerinin yiikselmesi, overyan rezervi degerlendirmek agisindan
FSH'nin iyi bir prognostik indikatér olarak kullanilmasini saglamistir. Gergekten
siklusun 3. giinli yapilan FSH odl¢timii giintimiizde en yaygin kullanilan ve kolay

uygulanabilen overyan rezerv testidir.
Over rezerv testleri;

e Yas

e Klinik Semptomlar

e Biyokimyasal parametreler (Bazal FSH, bazal E2, bazal FSH/LH
orani, bazal Inhibin B, AMH)

e Ultrasonografi (transvajinal 2 ve 3-boyutlu) (Antral follikiil sayisi,
ovaryan voliim, stromal kan akimi)

e Overyan biyopsi

e Dinamik testler (Klomifen Sitrat Challenge Testi, GhRH Agonist

Stimulasyon Testi ve Ekzojen FSH Ovaryan Rezerv Testi)

3. giin FSH degeri ve FSH/LH orani arttik¢a, tepe ostradiol seviyesi, toplanilan oosit

sayisi, gebelik ve canli dogum sayis1 azalir [27-29].

Erken folikiiler faz E2 seviyesi, overyan rezervi degerlendirmede ek bir bilgi saglar.
Ucgiincii giin E2 > 80 pg/ml olarak dl¢iilmesi, fekundabilitenin azaldigim ifade eder.
Serum E2 seviyesindeki erken artislar, folikiiliin erken gelisimini ve dominant
folikiiliin erken se¢imini gosterir. Erken E2 artisi, FSH artisini maskeleyerek aslinda
diisiik olan overyan cevabi yiiksek olarak gosterir. Dolayisiyla, E2 ve FSH'nin
beraber degerlendirilmesi yalanci negatifligi azaltir. Hem FSH hem E2'nin arttigi

durumlarda, overin stimulasyona verdigi cevap ¢ok zayiftir.

Klomifen sitrat testi, overyan rezervi degerlendirmek agisindan duyarli bir testtir.
Klomifen sitrat (CC) tedavisinden 6nce ve sonra, siklusun bazal ve stimule olmus
degerleri olgtlir. Siklusun 3. giin FSH ve E2 degerleri olgiiliip, 5. ve 9. giinleri
arasinda 100 mg/ giin dozunda CC uygulanir. Siklusun 10. giinii FSH ve E2 degerleri
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tekrar olgiliir. Klomifen uygulamasinin ardindan, normal cevap olarak, gonadotropin
seviyelerinde artis beklenmektedir. Geng fertil kadinda (<35 yas) LH, FSH'tan daha
fazla artarken, diisiik overyan rezervi olan kadinlarda FSH, LH'tan daha fazla artar.
Bu farkliligin mekanizmas: tam olarak anlasiimamakla birlikte yaslanan kadinlardaki
kiiciik folikiillerin daha az inhibin-B ve Ostradiol drettigi ve bu nedenle klomifenin
indiikledigi hipofizer FSH salinimi tizerine daha az negatif feedback inhibisyonu
olusturdugu diistiniilmektedir. Basarili gebelik oranlar: 3. ve 10. giin FSH seviyeleri
ile ters orantilidir. Ugiincii giin normal , 10. giin yiiksek ise prognoz kotiidiir. Sadece
10. giin FSH degerinin prognostik degeri yoktur. Yastan bagimsiz olarak 3. giin FSH
seviyesi yiiksekligi ve anormal klomifen sitrat testi, IVF basarisi agisindan koti
prognostik faktordiir (<%10).

Over rezerv testi kotii sonuglu olan kadinlarda, hasta geng bile olsa, bu durum
prognozun kotli olacagina isaret eder. Ancak normal testi olan kadinlarda sonuglar
yasla beraber degerlendirilmelidir. Cilinkii sonucunun normal olmasi, yasa bagh

prognozu katii olan hastanin sonucunu iyilestirmez.

Yaslanan kadinlarda bazal FSH seviyelerinde varyasyonlar ¢oktur, ancak
gonadotropin stimulasyonuna cevapta ise varyasyon goriilmez. Tedavide optimal
siklusu belirlemek i¢in anormal test sonucu olan kadinlarda testleri tekrarlamanin
anlami yoktur; ¢iinkii anormal test sonucunda prognoz genelde koétiidir. Ancak
normal testi olanlarda, testlerin tekrar edilmesi komplike ve pahali bir tedavinin

Oniine ge¢mis olur.
Over rezervi 6lgmeye yonelik diger yontemler;

e Overyan voliim ve erken folikiiler faz antral folikiiliin sayist 6¢limii
[30,31],

e Bazal ve klomifene veya eksojen FSH stimulasyonona bagli inhibin-
B seviyesi 6l¢iimii [32,33],

e HMG veya GnRH agonist ile stimulasyonu sonrasi1 FSH, E2, inhibin-
B seviyeleri 6l¢iimii [34-36],

e Bazal, GnRH agonist veya gonadotropin ile stimule edilmis,

antimiillerian hormon seviyesi (AMH 6l¢iimii) [34],
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e Tv usg ile saptanan antral folikiil sayis1 folikiiler havuz rezervini
gosterir ve yas ve gonadotropin stimulasyonu ile koreledir. <10
folikiil, siklus iptali riskini arttirir [37,38],

e Bazal ve stimule inhibin-B seviyelerinin disiikligii, overyan

rezervinin de disiik oldugunu gosterir [32,33].

GnRH agonist testi veya ekzojen FSH ovaryan reserv testi, CC testinden daha
sensitif olmamasi nedeniyle daha degerli bilgi saglamadilar1 gibi, ayrica daha pahali

yontemlerdir.

Over rezerv testleri prognozu, tedavi protokolunu ve yonetimini etkiler. Ekzojen
gonadotropin uyarisina overin cevabini degerlendirilebilmesi nedeniyle, over rezerv
testleri IVF basarist konusunda da yonlendirici olur. CC testi tarama testi olarak
kullanildiginda, anormal test prevalans:t %10 civarindadir. Bu oran agiklanamayan

infertilitesi olanlarda ve yasla birlikte artar.

Ultrasonografide goriilen matiir follikiil sayisinda azalma (ort: 2-5) , artmis bazal
FSH degeri (ort 6.5-15 mlU/mL) , hCG 6ncesi pik stradiol degerinde azalma (300-
660pg/mL) kotii cevap parametreleridir.

FSH > 25 1U/mL, E2 > 45 — 80 pg/mL (15), FSH / LH > 3, inhibin B < 45 ng/L

degerleri azalmis rezerv gostergeleridir.

2.3.1.1 Ovariyan yaslanma

Kot yanith hastanin tedavisinde klinikte goriilen ana problem, oositlerin hem say1
hem de kalitelerinde goriilen azalmadir. Bu durum " ovariyan yaglanma" nedenidir ve

kadinin kronolojik yasina bagl olabildigi gibi, yasla higbir iliskisi de olmayabilir.

Stimiile edilmemis overlerdeki oositlerin mayoz yetenegi yasla birlikte azalir.
Mayotik ve gelisimsel yetenekler, oosit gelisiminin ge¢ asamasinda kazanildig: igin,
yasa bagimh follikiilogenezisde azalmanin oosit kalitesindeki bozulmayla
sonuglandigt ve yasa bagimli mayotik non-disjunction'daki artisin, o0osit
gelisimindeki kotii  etkilenmenin bir belirtisi  oldugu sdylenebilir. Bir insan
oositindeki mtDNA T414G transversiyon nokta mutasyonun birikimi, yas artisi ile
birlikte artmaktadir. Bu nokta mutasyonunun potansiyel 6nemi oositin reprodiiktif

yaslanmasiyla iliskili olabilir [39].
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2.3.2 Uterin Kavite Anormallikleri

I¢ genital sistemin en sik anomalisi uterus, serviks ve vajinayr olusturan yapisal
ciftlerin flizyon defektleridir. Defektin olusma derecesi parsiyel ile komplet arasi
degisir. Eger flizyonda total bir eksiklik varsa uterus didelfis olusur. Bu hastalarda iki
vajina, iki serviks ve iki uterus bulunur. Miillerian kanalin parsiyel fiizyonu sonucu
ise uterus bikornis bikollisten uterus bikornis unikollis'e veya arkuat uterusa kadar
degisir. Bu fiizyon anomalilerinin tiimiinde iki uterus arasinda bir duvar bulunur.
Uterus igindeki sagittal septumun inkomplet rezorpsiyonu sonucunda uterin septum
olusur. Septumun boyutuna bagli olarak komplet veya inkomplet uterin olarak
adlandirilir. Ug boyutlu ultrasonografi, HSG, laparoskopi veya MRI Kkonjenital
anomalilerin tanisinda kullanilabilir. Submiiké6z fibroidlerin varliginin implantasyona
zarar verdigi bilinmektedir. Histeroskopi kadar kesin sekilde bu lezyonlarin Tv usg
ile tanis1 konulabilir. Ayrica salin kontrast sonografi ile bu lezyonlarin sinirlar1 basit

ve etkili olarak gosterilebilir.

Bazi hastalarda IVF/ICSI Oncesi hazirlik asamasinda cerrahi islem gerekebilir.

Bunlar,

e Yararhiligt kanitlanmis islemler:  Hidrosalpenksli  hastalarda
salpenjektomi veya proksimal tubal ligasyon yapilmasi, submukoz

miyomlarin ¢ikarilmasi.

Endometriyal kavitede yer tutan herhangi bir lezyonun implantasyonu bozdugu
bilinmektedir. Submukoz miyomlar gebelik oranlarini ciddi oranda diigsiirmekte ve

abortus oranlarini artirmaktadir [40].

e Yaran tartismali olan islemler: intramural miyomlarin ¢ikarilmasi,
stenotik endoservikal kanalin traslanmasi, endometriyal poliplerin

¢ikarilmasi, uterin subseptusun ¢ikarilmasi.

Miyomlarin IVF ve ET sonuglar iizerine etkisi oldukga tartismalidir. Her ne kadar
baz1 ¢aligmalarda intramural veya subser6z miyomlarin diigiik IVF gebelik hizlarina
yol actig1 rapor edilse de bir¢ok ¢alisma bunun tersini gostermistir [41,42]. Anania
ve ark.t bazi IVF hastalarinda immunohistokimyasal yontemlerle  overyan
stimulasyona bagli miyomlarin biiylidiigiinii ve bazi sitokinlerin salinimina neden
oldugunu gostermislerdir [43]. Miyomlarin sitokinler agisindan aktif olmasi, bazi

hastalarda implantasyonu bozabilir. Bu yiizden miyomlu hastalar IVF tedavisi
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sirasinda yakindan takip edilmeli, eger miyomlar biiyiime egiliminde ve I\VVF tedavisi

basarisiz olursa, bu miyomlar bir sonraki IVF 6ncesinde ¢ikarilmalidir.

Zor embriyo transferlerinde gebelik oranlar1 diismektedir. Embriyo transferi zorlugu
endoservikal kanalin stenozu ve dolambagli olmasindan kaynaklanabilir. Ancak
servikal stenozu olan hastalarda ise histeroskopik stenoz agma, genisletme veya
kanali tiraslama yontemi ile kanalin genisletilmesi yapilarak transfer zorlugunun

Ontine gegilebilir [44].

Polipler submukoz miyomlar gibi endometriyal kavitede yer tutar. Polipler bazen
implantasyonu engelleyebilir. Histeroskopi artik kolaylikla uygulanan bir iglem
oldugu igin bir polip goriildiigiinde onu ¢ikarmak en akilci yonetim sekli olacaktir.
Ancak bazen polipler kontrollii ovaryan hiperstimulasyon sirasinda goriilmektedir.
Bu poliplerin varliginin gebeligi etkileyip etkilemedigi siiphelidir. Mastrominas 2 cm
altindaki poliplerin IVF basarisini etkilemedigini, Lass ise 2 cm altindaki poliplerin
gebelik oranlarini azaltmadigini ancak abortuslarda bir artisa neden oldugunu rapor
etmistir [45,46].

Bikornuslu ve subseptuslu hastalarda saglikli kontrol hastalarina goére benzer
oranlarda gebelik elde edilebilmektedir [47]. Fakat bazi ¢alismalarda ise
implantasyon oranlar1 daha diisiik bulunmustur [48]. Bu yiizden 6zellikle supseptuslu
hastalara IVF oOncesinde septum rezeksiyonu uygulanmasi Onerilir. Bikornuslu

hastalarda ise ancak abortus ve kotii obstetrik dykiisii varliginda metroplasti onerilir.

2.3.3 Oosit Faktoru

Oositin etrafinda bulunan kumulus korona hiicre kitlesinin genislemesine ve 1sinsal

cikintilar yapmasina bakilarak oosit matiritesinin degerlendirilmesi yapilabilir [49].

Matiir oositler, genislemis ve luteinize kumulus matriksi ve 1sinsal ¢ikintilar1 olan
korona tabakasi ile taniir. Bu morfolojideki oositlerin metafaz Il maturasyonunda

oldugu kabul edilir.

Intermediate oositler, korona-kumulus kompleksinin daha hafif ¢ikmtili oldugu
oositlerdir. Bu morfolojideki oositlerin metafaz | maturasyonunda oldugu kabul

edilir.
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Immatiir oositler, profaz I asamasindaki oositlerde korona-kumulus kompleksinde
herhangi bir genisleme bulgusu yoktur. Oositin etrafinda bazen birkag katli sik1 bir

tabaka halinde folikiller bulunur.

Oositlerin matiir, intermediate ve immatiir olarak siniflandirilmasi, oositin niikleer
maturasyonu hakkinda genel bir fikir saglasa da, kesin bir sonu¢ vermez. Bu nedenle
laboratuarda gametler iizerinde yapilacak islemlerde hatali davranilmasina yol

acabilir.

Oositin niikleer maturitesi ile kumulus kompleksinin hiicresel maturitesi arasindaki
farklilik nedeniyle, immatiir oositler yanlislikla erken donemde insemine edilebilir.
Oosit ve spermin suboptimal zamanda bir araya getirilmesinin yaratabilecegi

sorunlar;

o Fertilizasyon basarisizligi,
e Uygulanmig olan ovulasyon stimulasyon protokoliiniin basarisinin
yanlig degerlendirilmesi,

o Erkek faktoriiniin yanlhs degerlendirilmesi.

Yukarida bahsedilen sorunlar1 ¢6ziimlemek ve oositin mayotik durumunu daha net
bigimde ortaya koymak amaciyla oositin etrafindaki korona-kumulus kompleksi

enzimler yardimiyla dagitildiktan sonra maturasyon skorlamasi yapilmaktadir [49].

Metafaz Il oosit, matiire, olgunlagsmis veya preovulatuar oosit olarak ta
isimlendirilmektedir. Germinal vezikiil bulunmamakla birlikte, ancak 1. polar
cisimcik mevcuttur. Oosit toplama isleminden 3-5 saat sonra inseminasyon veya

injeksiyon yapilabilir.

Metafaz | oosit, kismen matiire veya intermediate diizeydeki matiire oosit olarak ta
adlandirilir. Germinal vezikiil ve I. polar cisimcik yoktur. Follikiil aspirasyonu
sonrasinda kiiltiir ortamina alinan metafaz I oosit, 1 -24 saat icinde I. mayoz boliinme
asamalarini tamamlar. 1. polar cisimcik atildiktan 3-5 saat sonra inseminasyon veya

injeksiyon yapilir.

Profaz I oosit, immatiir veya olgunlagsmamis oosit olarak ta adlandirilir. Profaz | oosit
gonadotropin artig1 ve oosit maturasyon inhibe edici faktordeki azalmaya bagli olarak
mature olmaya baslar. Oosit biiyiidiikkce baslangigta gozlenen germinal vezikiil
kaybolmaya baslar ve germinal vezikiiliin kayboldugunun gézlenmesi mayozun
tekrar basladiginin gostergesidir. Profaz 1 asamasindaki bir oosit sperm tarafindan
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penetre edilse bile, mayotik olarak matiire olmayan oosit aktivasyonu baglatamaz ve
sperm kromozomlar1 erken asamada yogunlasmaya ugrayarak afonksiyonel hale
gelir. Profaz | asamasindaki immatiir oositlerin izole edilip, uygun kiiltiir
ortamlarinda 24 saat siireyle inkiibe edildikleri takdirde, % 80 oraninda metafaz I,
metafaz 1l asamalarini1 tamamlayabildikleri bildirilmistir [49]. In vivo maturasyonun
ileri asamalarinda toplanan oositlerin inseminasyon veya injeksiyondan sonra iki
proniikleus gelistirme kabiliyetlerinin en fazla oldugu gorilmustir [50].
Inseminasyon veya injeksiyon uygulamasi 6ncesinde 0—20 saat ge¢mesine ragmen
gebelik olusma potansiyelleri yoniinden metafaz I oositler ile metafaz II oositler
arasinda belirgin bir farklilik saptanamamistir. Bununla birlikte profaz I oositlerden
elde edilen preembriyolarin implantasyon ve canli dogum oranlarinin metafaz I
oositlerinkine gore belirgin derecede diisiik oldugu gosterilmistir. Fertilizasyon
oranlarindaki azalmanin nedenlerinden biride, oositler matiire oluncaya kadar
beklenen siire iginde sperm fonksiyonlarinda olumsuz yonde etkilenmenin ortaya

¢ikmasi olarak diisiiniilmektedir.

Ovulasyon stimulasyonu sonucunda olusan ¢ok sayida kiigiik follikiillerin aspire
edilmesi halinde, bu follikiillerden elde edilen oositlerin % 20-30"nun mayotik a¢idan
immatiir olacag: bildirilmektedir. Mayoz boliinme agamalarin1 tamamlanmadan 6nce
sperm  penetrasyonu uygulandiginda genellikle ooplasma i¢inde sperm
dekondensasyonu gergeklesmemekte, fertilizasyon oranlari diismektedir. Tersine
sperm penetrasyonunun geciktirildigi durumlarda ise invitro yaslanmaya bagli olarak

fertilizasyon oranlar1 azalmaktadir [50].

2.3.4 Ovaryan Stimulasyon Protokolleri

Normal giftlerde siklus fekundabilitesi %20-25 oranindadir. Infertil giftlerde
(agiklanamayan infertilite) ise bu oran daha diisiiktiir. Tedavi siklus fekundabilitesini

arttirmaya yoneliktir.

IVF, eksojen gonadotropinler ile kontrollii overyan hiperstimulasyonu, transvajinal
USG altinda overlerden oosit toplanmasi, laboratuar kosullarinda fertilizasyonu,
embriyolarin transservikal olarak uterusa transferi basamkalarini kapsar. IVF'in
prognozu maternal yas, overyan rezerv ve gecmis reprodiiktif performansla direkt

iliskilidir. Endometriozisi olan hastalarda IVF basarisi, tubal faktor infertilitesine
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oranla daha kétiidiir. Ugilincii giin FSH degeri yiiksekligi ve CC testinin anormal

olmasi, yastan bagimsiz olarak IVF prognozunu kétii yonde etkiler.

Tablo 2: Ortalama Siklus Fekundabilitesi

Tedavi yok ise % 1.3-4.1
Ul % 3.8
Klomifen sitrat kullanimi % 5.6
Klomifen sitrat kullanimi + [UI % 8.3
Gonadotropin % 7.7
Gonadotropin + 1UI % 17.1
IVF % 20.7

Yiiksek cevapli olgular (High responders); Masif overyan biiyiime, gesitli boyutlarda

bircok folikiil ve belirgin derecede artmis E2 seviyeleri ( E2 >3000 pg/ml) ile

kendisini gosterir.

Tedavisi:

Siklusu iptal etmek

Coasting uygulamak. (Agonist tedavisine devam edilse de
gonadotropinlere 1-3 giin ara verilir. E2 seviyeleri normale doniince
HCG uygulanir. Coasting ile biiyiik folikiiller biiyiimeye devam
ederken, kiigiik ve orta boyuttaki folikiillerin gelisimi engellenmis
olur). Coasting uygulanan sikluslarin sadece %20-30'u iptal
edilmektedir, ayrica OHSS ( ovaryan hiperstimulasyon sendromu)
riski de azaltilms olur.

Siklusun tamamlanip oosit toplanmasi ve fertilizasyon islemlerinin
uygulanmas: sonrasi embriyolarin  saklanmast hem siklustan
yararlaniimasini saglar hem de OHSS riskini azaltir.

Transferin  geciktirilip oosit toplanmasindan 5 giin sonraya

birakilmasi; bu arada OHSS semptomlar: takip edilir.

Yiiksek cevapli olgularin bir sonraki siklusta prognozlari genelde iyidir.

Zayif cevapli olgular (Poor responders); zayif cevapli olgularin yonetimi zordur. Bir

onceki siklusta <3 oosit elde edilen olgular, <3 adet 16 mmden biiyiik folikiil olmas,
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tek dominant folikiil olmasi, maksimum serum E2 seviyelerinin < 500 pg /ml olmasi,

hastanin zayif cevapl olarak tanimlanmasina neden olur.
Tedavisi:

e Yiiksek doz gonadotropin (450 IU/giin - dozun daha da arttiriimasi
etkiyi arttirmaz) uygulanan uzun protokoller [51,52]

e GnRH agonist dozunu diisiirmek ya da gonadotropin baslamadan ya
da basladiktan kisa bir siire sonra GnRH agonistini kesmek [53,54]

e Standard ya da mikrodoz GnRH agonist flare protokolu uygulamasi
[55,56]

e Uzun siireli GNRH agonisti yerine GnRH antagonisti kullanmak [57]

e Klomifen sitrat + eksojen gonadotropinin ardisik kullanimi

uygulanabilir [57].
IVF tedavisinde uygulanan tedavi protokollere kisaca deginecek olursak:

2.3.4.1 Dogal siklus

Dogal siklusa birakilan IVF'lerde siklus iptal oranlari yiiksektir [58], ayrica dogal
sikluslarda 1 oosit ve 1 embriyo elde edilir. Dogal sikluslar, ovaryan stimulasyona
zayif cevap veren hastalarda (1-2 folikil ile) ya da stimulasyonu tolere edemeyecek
durumdaki hastalarda kullanilir. Tedaviye GnRH antagonistinin eklenmesi, prematiir

LH yiikselmesini 6nleyerek IVF sonuglarini iyilestirir.

2.3.4.2 Klomifen sitrat ile ovulasyon indiiksiyonu

Siklusun 3. giinii klomifen sitrat 100 mg/giin dozunda baslanir, 5-8 giin devam edilir.
Dogal sikluslara oranla siklus iptali oranlari daha diistiktiir. Toplanan oosit, transfer
edilen embriyo ve gebelik oranlari daha yiiksektir. Prematiir LH yiikselmesini

engellemek i¢cin GNRH antagonisti ve eksojen HCG tedaviye eklenebilir [59].

2.3.4.3 Klomifen sitrat + eksojen gonadotropin tedavisi

Bu tedaviyle multifolikiiler gelisim saglanir. Bes giin 100 mg/giin dozunda klomifen
sitrat tedavisine ek olarak, disik doz eksojen gonadotropin tedavisi baglanir.
Transfer ve kriyopreservasyon icin long protokole oranla daha az oosit ve embriyo

elde edilir, ancak gebelik oranlar1 daha az degildir ve OHSS riski daha diisiiktiir. Cok
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kullanilmamasinin nedeni total reprodiiktif potansiyelinin az olmasidir. Erken LH

yiikselmesini engellemek i¢in GnRH antagonisti de tedaviye eklenebilir [60-62].

2.3.4.4 Long protokol (uzun etkili GnRH agonisti ile down regulasyon sonrasi

eksojen gonadotropin uygulamasi)

Uzun etkili GnRH agonistleri, endojen hipofizer gonadotropin sekresyonunu suprese
eder. Bu sayede eksojen gonadotropin stimulasyonu sirasinda gelisebilecek prematiir
LH yiikselisi engellenmis olur. Bu uygulama sayesinde hastanin uyumunu zorlastiran
sik sik LH olglimiine gerek kalmadigi gibi, sikluslarin %20'nin iptaline neden olan
prematiir luteinizasyon da engellenmis olur [63-64]. GnRH agonist down
regulasyonundan sonra sikluslarin sadece  <%Z2'inden azinda prematir LH
yiikselmesi izlendiginden, folikiiller yeterince biiyiiyene kadar stimulasyon devam
edebilir. GnRH agonisti kullanilan ¢alismalarda, sadece gonadotropin kullanilanlara
oranla oosit ve gebelik oranlarinin daha yiiksek oldugu bildirilmistir [65,66]. Long
protokolu, ART igin uzun yillar tercih edilen stimulasyon protokolu olmustur. Tek
dezavantaji, uzun siireli agonist tedavisinin, takip eden eksojen gonadotropin
tedavisine yaniti azaltmasidir. Bu nedenledir ki, uygun folikiiler gelisimi saglamak

icin kullanilan total gonadotropin dozu ve miktarini arttirmak gerekebilir.

Alisilagelmis olan long protokolunde ~ GnRH agonist tedavisine, endojen
gonadotropinlerin en diisiik seviyelerde oldugu midluteal fazda yani, ovulasyondan
1 hafta sonra baslanir. GnRH agonist tedavisi (6rnegin 1 mg/giin dozunda leuprolid
asetat) adet donemine yada gonadotropin stimulasyonuna kadar uygulanir. Daha
sonra HCG uygulama giiniine kadar yari1 dozda devam edilir. GnRH agonist
uygulamas: ile depolanmis hipofizer gonadotropinler birden salinir (flare etki).

Ancak bu hafif artisin, folikiiler gelisimi saglayabilecek bir etkisi yoktur [67,68].

GnRH agonist tedavisine erken folikiiler fazda da baslanabilmekle birlikte down
regiilasyonu saglamak igin gereken siire uzar ve bu uygulamayla kistik folikiil
gelisimi daha fazla goriilir. Agonist tedavisine luteal fazda baslandiginda,
gonadotropinlerle daha ¢ok folikiil ve oosit elde edilebilmektedir [68,69]. GnRH
agonist tedavisine ideal baslama zamani 28 giinliik siklusu olan kadinlarda siklusun
21. giinidir. BBT de artis ya da triner LH olgtimii ile ovulasyon zamani tespit

edilerek, ovulasyondan sonraki 8. giin de tedaviye baslanabilir.

Standard tedaviye iyi cevap vermeyen hastalarda;
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e GnRH agonist dozu yarisindan fazla azaltilabilir,

e Gonadotropin uygulamasinin 5. giinii agonistler kesilebilir,

e Stimulasyona baslandiginda agonistler tamamen  kesilerek
gonadotropin  stimulasyonuna  cevabin  iyilesmesi  saglanir.
Gonadotropin  stimulasyonuna baslamadan o6nce serum E2
seviyelerini ve overyan folikiiler aktiviteyi degerlendirmek gerekir.
E2 < 40 pg/ ml olmaly, bazal tv USG ile > 10-15 mm folikiiler Kkist

izlenmemeli.

Bazi arastirmacilar, folikiiler kist olusumunun gonadotropin stimulasyonuna iyi
cevap olusmayacaginin bir isareti oldugunu ve diisiik sayidaki oosit ve embriyo
sayis1 nedeniyle, koti bir IVF basar1 orani saglayacagini savunruken, bazi
arastirmacilar ise etkisi olmadigini disiinmektedir [70,71]. Kisti olan hastagarda
sonuglar ayn1 olsa da siklus iptali ve kullanilan total gonadotropin dozu artar.
Ovaryan kisti aspire etmek, stimulasyon cevabini koti etkilemez hatta aspire edilen
overde folikiiler cevabi arttirir [72]. Ancak kontralateral over normalse, infeksiyon

riski yaratmamak icin bu isleme gerek duyulmaz.

Gonadotropinin klasik baslama dozu 225-300 IU/gin'dir. Kullanimda olan ve
subkutan uygulanan gonadotropinler {riner FSH, rekombinant FSH, driner
menotropin (hMG)dir. Step-up ya da step-down protokolu kullanilabilir ancak daha
cok tercih edileni step-down protokoludur. LH reseptorlerinin %1 inin baglanmasini
sagalayan LH dozu, folikiiler steroidogenez i¢in yeterlidir. Dolayisiyla GnRH agonist
tedavisi sonrasinda yine de az da olsa salinan LH , folikiilogeneze yardim etmeye
yeter (UFSH veya rFSH ile stimule edilen). Ancak iyice suprese olmus sikluslarda,
LH konsantrasyonlar: yeterli olmaz [73]. Sadece FSH ile tedavi edilip bu tedaviye
cevap vermeyen hastalarda rFSH + rLH tedavisi denenebilir. Sadece FSH tedavisi ile
tedavi edilip LH seviyelerinin iyice azaldigi vakalarda (<1 IU/L), kullanilan total
gonadotropin dozu ve siiresi artar, E2 seviyesi azalir, oosit ve embriyo sayis: azalir.

Bunun disinda fertilizasyon, implantasyon ve gebelik oranlar1 da azalmaktadir.

Stimulasyona cevap, E2 ve tv-usg ile takip edilir. ilk E2 &lciimii gonadotropin
uygulamasindan 3-5 giin sonra yapilir ve 1-3 giin arayla tekrarlanir. Bir¢ok kadina 7-
12 giin stimulasyon gerekir. Amag, 17-18 mm ¢apinda, en az iki ve 14-16 mm
capinda birkag tane folikiil saglamak ve kohortun biiyiikligiine ve matiiritesine

uygun E2 seviyelerine ulasmaktir. Yarar: tartismali olmakla beraber endometriyal
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gelisim de incelenmektedir. HCG uygulama giinii endometriyal kalinlik (EL) > 8-9
mm ya da trilaminar goriiniimdeyse prognozun ¢ok iyi oldugu, EL < 6-7 mm ise ve
homojen goriiniimdeyse prognozun kéti oldugu bildirilmistir [74,75]. EL ¢ok arttigi

(>14 mm) durumlarda da prognozun kotii oldugu bildirilmistir.

Folikiiller uygun durumu ulastiginda, hCG 5000-10000 mIU dozunda uygulanir
(Rekombinant formu 250 microgram).

Gonadotropin stimulasyonuna iyi cevap veren hastalarda da midsiklus progesteron
seviyeleri artabilir. Bu durum o6zellikle zayif yanit veren olgularda Gnemlidir.

Progesteronun midsiklusta yiikselmesi >0.9-1.0 ng /ml'dir.

2.3.4.5 GnRH agonist ve eksojen gonadotropinin ardisik uygulanmasi

(kisa=flare protokol)

Bu protokolde leuprolid asetat 1 mg/gin dozunda, siklusun 2-4. giinlerinde
uygulanir. Daha sonra doz 0.5 mg/giin dozuna diigiiriiliir. Siklusun 3. giinii ise 150-

450 TU giin dozunda gonadotropin stimulasyonuna baglanir.

Ultra-kisa protokol: 3 giin agonist uygulamasiyla flare cevap olustuktan sonra
agonistler kesilir ve sadece gonadotropinlerle tedaviye devam edilir. Dezavantaji,
endojen gonadotropin baskilanmas: igin yeterince uzun sire GnRH agonisti
kullanilmadig: i¢in prematiir LH yiikselmesi daha sik gbzlenir. Bu protokol nadiren

kullanilir, ¢iinkii sonuglar klasik kisa ve uzun protokole gore daha koétiidiir.

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 baslanir. Siklusun 1.giiniinden HCG giiniine kadar uygulanir.

Leuprolid tedavisinin 3.giinii yiiksek doz (300-450 IU/ giin) gonadotropin baglanir.
Bu tedavi kisa protokole gore daha avantajlidir. Uygulanan GnRH agonist dozu
diisiik oldugundan ve OKS ile cevap verebilecek korpus Iluteum olusmasi

engellendiginden serum progesteron ve androjen konsantrasyonlarinda artis olmaz.

Serum FSH degerinde artiglar izlenen, zayif cevapli olgular i¢in iyi bir protokoldur.
Bu protokolde siklus iptal oran1 azalir, serum pik E2 seviyesi, transfer orani, klinik
ve devam eden gebelik oranlar: artar. Yedi klinik ¢alismayi iceren metaanalizde kisa
ve uzun GnRH agonist tedavisinin benzer iptal ve gebelik oranlarinin oldugu
bildirilmistir [65].
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Flare protokoliinde gebelik ve canli dogum oranlart diisikk gibi goriinse de flare
protokolu follikiiler cevabi gelistirir ve siklus iptal oranini azaltir. Dezavantaji,
mensturasyonun OKS ile kontrol edilemedigi hastalarda, hastay: sik sik kontrole
cagirma gerekliligidir. Flare protokoliiyle, korpus luteumun geg¢ kurtarilmasina bagh
serum progesteron ve androjen seviyeleri artmaktadir. Bu durum, oosit Kalitesi,

fertilizasyon ve gebelik tizerine ters etki gostermektedir.

2.3.4.6 Eksojen gonadotropin + antagonist

GnRH agonistleri, GnRH reseptorlerini down regiile ederek gonadotropinlerin
GnRH'a kars1 desensitize olmasini saglar boylece gonadotropin sekresyonu once
stimule sonra inhibe olur. Antagonistler ise GnRH reseptorlerini doza bagh
kompetitif sekilde bloke eder, flare etki yaratmaz ve gonadotropinleri suprese eder
[76].

Antagonistlerin agonistlere gore avantajlari:

e Tedavi siiresi agonistlere oranla daha azdir.

e Kullamlmasindaki ama¢ LH yiikselmesini engellemek oldugundan ve
etkisini hemen gosterdiginden, antagonist tedavisi folikiiler gelisimin
ge¢ donemine kadar, yani gonadotropin tedavisinin 5-7 giiniinden
sonrasina kadar ertelenebilir. E2 seviyeleri yiikseldikten sonra bile
uygulanabilir. Boylece GnRH agonist tedavisi ile gozlenen 6strojen
eksikligine bagl semptomlar goriilmez [77].

e Agonistlerin, gonadotropin stimulasyonuna karsi ovaryan cevabi
suprese eden etkileri de olmayacagindan, kullanilan gonadotropin
dozu ve siiresi azalir. Dolayisiyla standart uzun protokolden fayda
gormeyen zayif cevapli olgularda antagonist tedavisi faydali olabilir.

e Agonistlerin flare etkisi olmayacagindan folikiil kisti olusmaz.

e OHSS riski, agonistlerden daha azdir [78,79].

Dezavantajlar ise:

e Hasta uyumu gerekmektedir.
e Antagonistler, endojen gonadotropin sekresyonunu agonistlerden
daha iyi baskilar. Bu nedenle agonistlerle saglanan ve folikiilogenez

icin az da olsa gereken LH konsantrasyonlari antagonistler ile
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saglanamaz. Serum E2 seviyeleri azalir ya da plato yapar [77,80].
Folikiiler bityiime etkilenmemis olsa bile, diisiik doz hMG gerekebilir
(75 1V).

e Gebelik oranlart GnRH agonistlerinin kullanildig:r uzun protokollere
oranla biraz daha disiiktir. Ciinkii GnRH  antagonistleri
folikiilogenezde rol oynayan hiicrelerin mitotik programlanmasina,

blastomer olusumuna ve endometrial gelisim tizerine etkilidir.

Klinik kullanimda olan GnRH antagonistleri Ganirelix ve Cetrorelixtir. Prematiir LH
yiikselmesini 6nleyen minimum doz 0.25mg/giin'diir. Subkutan olarak uygulanir
[81,82].

Gonadotropin stimulasyonunun 5-6. giiniinden sonra (sabit protokol) tedavi
baslanmakla birlikte hastanin cevabina goére (esnek protokol) de diizenlenir. Sabit
protokolle agonistler kadar kuvvetli sekilde LH yiikselmesi onlenebilir. Esnek
protokolde 6nde giden folikiil 13-14 mm oldugunda tedaviye baslanir ve bu protokol
overyan stimulasyonu kolaylastirir [83,84]. Tedavi kisisellestirildiginde, kullanilan
total gonadotropin dozu daha az olup, sonuglar daha basarili olmaktadir. Esnek
protokolun uygulandig: bir ¢calismada elde edilen oosit sayisinin ve klinik basarinin
arttigi bildirilmistir, ancak ¢alismanin giicti kesin sonuglari ortaya koymak agisindan

yeterli bulunmamistir [83].

2.3.5 Luteal Faz Destegi

Luteal faz destegi stimulasyon siklusunun ikinci fazinda hormon uygulanmasi
durumunu  ifade etmektedir. In vitro fertilizasyon sikluslarinda rutin olarak
uygulanmaktadir. Destegin amaci korpus luteumun yetersiz fonsiyonuna karsi
profilaksidir. Luteal faz, embriyo transfer giinlinden human Kkoriyonik

gonadotropinin dl¢limiine kadar gegen 2 haftalik periodu tanimlamaktadir.

Implantasyon, uterusun hazirlanmasi, gebelik ve endometriumun stabilizasyonu igin
normal luteal fonksiyon temel unsurdur. Normal luteal faz, korpus luteumdan yeterli
seviyede progesteron salintmi ve endometriumun sekretuar degisimi ile
karakterizedir. Korpus luteum fonksiyonelligi, normoovulator siklusta pituiter
gonadotropinlerin destegine baglidir. Luteinize hormon sinyali olmadan korpus
luteum disfonksiyene olarak, progesteron veya ostrojen sekresyonu anormal sekilde

olusacaktir. Implantasyon penceresi uterusun reseptif oldugu, ovulasyondan sonraki
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8-10 gilinlik periodu tanimlamaktadir. Uygun progesteron veya Ostrojen
stimulasyonu olmadan endometrial reseptivite bozulacaktir. Progesteronun primer
etkisi stroma iizerine olmaktadir. Bu hormonal etki ile endometrium implantasyon
zamaninda, glandlarda maksimum sekretuar aktivite, perivaskiiler stromal hiicrelerde
genisleme ve embriyo tutulmasini fasilite eden fibronektin, laminin ve tip—4 kollojen
iceren  ekstraselliiler matriks sekresyonu olusmaktadir.  Fertilizasyon ve
implantasyonu takiben gelisen blastokistin salgiladigi hCG, korpus luteumun
devamimi saglamaktadir. Steroid iretiminin overden plasentaya gecisi haftalar
almakta, plasental progesteron tespiti gestasyonun 50. giiniinde olmaktadir.
Gonadotropin-releasing hormon agonistler ile yapilan uzun ovaryan stimulasyon
protokolleri ve down regiilasyon, luteal fonksiyonlar1 etkilemektedir. Uzun protokol,
luteal fazda progesteron seviyelerinin azalmasi ile sonuglanmaktadir. GnRH-a
kullanimi luteinizan hormon saliniminin azalmasina ve dolayisi ile korpus luteumun
fonksiyonlarmin devamini saglamada eksiklige yol agmaktadir. Luteal faz destegi,
eksojen hCG nin kayboldugu ve erken implantasyonda endojen hCG'nin yiikselmesi

arasinda olusan boslugu doldurmada faydalidir [85].

Luteal faz destegi icin kullanilan ilaglar progesteronlar, Ostrojenler ve hCG'dir.
Progesteron ve Ostrojen uygulanimi etkili hormon destegidir, hCG ise bu

hormonlarin korpus luteumda stimulasyonu i¢in kullanilmaktadir.

2.3.6 Dogru Spermin Se¢ilmesi, Sperm Matiiritesi ve DNA Fragmantasyonu

Viicudun en biiyiik hiicresi olan oosit, rekombinant bir 6zellige sahiptir. Gerek
kendisindeki, gerekse spermlerdeki DNA fragmantasyonlarini belirli bir orana kadar

onarma yetenegine sahiptir.

Lyon hipotezine (Lyon Fenomeni -Mary Frances Lyon) gore, genetik olarak aktif
disi hiicrelerinde iki adet X kromozomundan sadece bir tanesi aktiftir. X kromozomu
inaktivasyonu, embriyonik gelisimin ge¢ evrelerinde gerceklesir. Fertilizasyon ve
erken partenogenezde seks kromozomlarmin aktif rolleri yoktur. Bu gorevi, 3.

otozomal kromozom iizerinde ki gen grubu replikalar1 (homolog) iistlenmistir.

Ik 3 giin embriyolarinda seks kromozomlar: heniiz devreye girmemistir, Seks
kromozomlarinin iyi veya kotii kaliteli olmalarindan embriyolar etkilenmezler. Bu
nedenle, in vitro fertilizasyonda ii¢lincii giin embriyolar incelendiginde, bunlarin

giniimiizde kullandigimiz embriyo derecelendirilme kriterleriyle "iyi kalite"
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embriyolar oldugunu gorebiliriz. Transfer edilen embriyolarin siblinglerini, 5. giine
kadar kiiltiire ederek blastokiste kadar gidis olup olmadigimi izleme imkani
buldugumuzda, bir kisim olgularda > % 30 blastokiste gitme orani oldugunu veya
bunun altinda kaldigimi1 gérmekteyiz. Seks kromozomlar iigiincii giin sonrasinda
devreye gireceginden, blastokiste gidis orani, dogrudan seks kromozomlarinin

kalitesi ve DNA biitiinliigii ile ilgilidir.

Blastokiste ulasma oranmnin > % 30 oldugu olgularda, hastanin gebelik elde
edilebilecegi hakkinda iyi bir prediksiyon yapilabilir. Blastokiste gitme oraninin < %
30 oldugu olgularda, tiglincii giinde transfer edilen embriyolarin kalitesi ne olursa

olsun, gebelik oraninin diisiik kalacagi predikte edilebilir.

Fertilizasyon kalitesi ve blastokiste gitme oranini belirleyen en dnemli faktdrlerden
birisi sperm DNA integritesidir. Sperm DNA integritesinin tam veya tama yakin
olmadig1 durumlarda, fertilizasyon gergeklesecek, hatta {igiincii giin embriyo
gelisimine kadar 151k mikroskobunda algilanabilecek bir sorun izlenmeyecek, ancak
daha sonra bu embriyolarin ii¢lincli glin sonrasinda arrest oldugu, blastokiste gitme
oranlarinin diisitk oldugu ve gebelik oranlarinin diisiik kaldigi goriilecektir. Bu

nedenledir ki DNA fragmantasyon indeksi ¢ok iyi degerlendirilmelidir.

Sperm DNA fragmantasyon indeksi % 30'a kadar olan fertilizasyonlarda, oositin
rekombinant fabrika Ozellikleri, sperm DNA fragmantasyonlarini kompanse
edecektir. Ancak, sperm DNA fragmantasyonu > % 30 olan olgularda, her ne kadar
ilk ii¢ glinliikk embriyo gelisimi olumsuz etkilenmese de, daha sonra bunu saglikli
blastokiste gidis ve gebelik oranlar takip etmeyecektir. Bu konuda Evenson ve ark.
ile Bungum ve ark.'nmin yaymladigi metaanaliz c¢alismalarda birbiriyle uyumlu

bulgularin elde edilmis olup bu ¢alismalardan ¢ikan sonuglar [86,87]:
DFI < %30 DNA fragmantasyonu olan olgularda,

e 7.3 kat daha fazla naturel konsepsiyon ve IUI basarisi
e [UI + IVF uygulanmasi halinde 3 kat basar1 artist
e Yanlizca IVF uygulanmasi halinde 2.2 kat basari artist

e |IVF + ICSI uygulanmasi halinde 1.7 kat basari artis1 sz konusudur.
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2.3.7 Azalmis Endometriyal Reseptivite

Yardimci lireme teknikleri, nedeni ne olursa olsun infertilite olgularinda etkin bir
tedavi segenegidir. Basarisiz olunan olgularin g¢ogunda etken faktér, embriyo
transferi yapilmasina ragmen implantasyon i¢in hazir bir endometrium ve saglikli bir
blastokistin olmamasidir. Ancak, bugiinkii bilgilerimizle, implantasyon miidahale
edilemeyen tek asamadir. Desiduaya adezyon ve trofoblastik invazyon igin hem

maternal hem de embriyonik faktorlerin gerekliligi agiktir.

Endometrial reseptiviteyi saptayabilmek i¢in farkli  yOntemler {izerinde
calisiimaktadir. Elektron mikroskopuyla endometrial ultra morfolojik yapilar
incelenebilmektedir. Bu yontemle endometrial reseptiviteyi gosteren pinopodlar ve
niiklear kanallar gosterilebilir. Blastokistin endometriumda sadece pinopod bulunan
alanlara implante oldugu ve pinopodlarin implantasyon pencere déneminde ortaya
¢ikmast ve sonra kaybolmasi nedeniyle endometrial reseptivitenin belirteci

olabilecegi bildirilmistir [88]. Ancak klinik olarak uygulanabilir bir yontem degildir.

2.3.7.1 Implantasyon

Blastokist uterin endometrium kivrimlarindan birine yerlesip zona pellusidadan
tamamen ¢ikinca implantasyon baslar. Implantasyon asamalar1 olan karsi karsiya

gelme (apposition), yapigsma (attachment) ve invazyondan yukarida bahsedilmistir.

2.3.7.2 Desiduanin immunolojik ve hematolojik 6zellikleri

Seruloplazmin, a-1 antitripsin, sekretuar komponent, T-pargasi, kompleman 3 ve 4,
leukemia inhibitor faktor (LIF), graniilosit makrofaj koloni stimiilan faktér (GM-

CSF), interlokin 6 (IL-6) endometrial glandlarda saptanmistir [89].

Desidua bazalis ve parietalis'in %40'm1 olusturan makrofajlar immunosupresif,
fagositik, antiinflamatuar 6zelliklerle implantasyonda 6nemli rol oynarlar, sitokinler,
peptidler ve interlokinlerin sentez ve regiilasyonunda etkilidirler. Monositler, T
lenfositler de stroma ve glandlarda yerlesmislerdir. B lenfositler, plazma hiicreleri,
PMN Iokositler ve 'natural killer' hiicreler erken desiduada nadir goriliirler.
Endometrial graniile lenfositler birinci trimester sonunda en yiiksek sayiya ulagirlar

ve diger fonksiyonlarinin yaninda relaksin salgilarlar.

Endometriumdaki 16kosit sub-populasyonlarinin orani implantasyonun basarisini

etkileyebilir. Trofoblastlar da klasik HLA (insan l6kosit antijeni) antijenleri degil
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HLA-G antijenleri salgilayarak lizisten kagabilir. Kofaktor proteinler sitotrofoblast

ve dev hiicrelerde yiiksek oranda bulunur ve lizisten korunmak i¢in yardim eder.

2.3.7.3 implantasyon penceresi:

Uterin reseptivite implantasyona uygun uterusu tanimlar ve bu donem implantasyon
penceresi denen kisa araliga sinirlidir; embriyolar uterusa bu donemin diginda
ulasirlarsa gebelik olusmayacaktir. Implantasyon penceresinin tam olarak hangi
zaman araligimi gosterdiginin bilinmemesi ART sikluslarinda majér smirlayici
faktdrlerden biridir [89]. Implantasyon penceresinin hiicresel ve molekiiler 6zellikleri
vardir. Hiicresel diizeyde, fibroblastik stromal hiicrelerin glikojen ve lipid igeren
biiyiik poligonal hiicrelere transformasyonu ile karakterizedir. Desidual reaksiyon
denen bu degisiklikler 6nce stromal kan damarlarinin ¢evresinde baslar, daha sonra

giderek endometriumda yayilir ve desidua olusur.

Postovulatuar dordiincti  giinde endometriyal hiicrelerde subniiklear vakuoller
hiicrelerin apikaline dogru kayarken nukleus bazale kayar. Postovulatuar besinci-
altinc1 giinlerde, yani periimplantasyon déneminde, luminal uterin epitelin apikal
ylizeyinde pinopodlar belirir. Postovulatuar sekizinci giinde pinopodlar geriler ve
bunlarin yerini mikrovilluslar alir. Nikas ve ark.lart eksojen hormon alarak adet
goren kadinlarda yaptiklart ¢aligmada, pinopodlarin sadece bir giin izlendigini ve
Omiirlerinin 48 saati ge¢medigini gosterdiler [90]. Bu bulgular implantasyon
penceresinin ne kadar dar bir zaman araligini sahip oldugunu kanitladi. Ayn1 tedavi
rejimindeki degisik kadinlarin implantasyon pencereleri de degisik zamanlarda
izlenmistir. Diger bir 6nemli bulgu da, serum hormon degerleri ile pinopodlar
arasinda bir korelasyon olmamasidir. Bu durumda, ART sikluslarinda transfer
penceresi hem embriyonun gelisimine hem de kadinin maruz kaldigi hormonal

uyaranlarla pinopod gelisimine baglhdir.

2.3.7.4 Uterin reseptivitenin belirtecleri

Endometriyal hiicre yiizeyinde bulunan Muc-1 glikoproteinin miktar1 implantasyon
fazinda maksimuma ¢ikar. Bu madde, adeziviteyi artirir. Fare galismalarinda,
endometriumda heparin siilfat proteoglikan, laminin ve tenasinin uterin reseptivite ile

iliskili oldugu saptanmistir [90].
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Reseptif fazda apikal plazma membraninda onceleri sadece yanlara daha sonra bazal
membrana ulasan 'gap junctions' ve bol desmoplakin I ve II iceren 'hemidesmosome

like junctions' goriiliir [90].

Cadherin denen baska bir molekiiliin endometrium ve blastokistte bol miktarda
bulundugu saptanmistir. Bu molekiil endometrial epitelyum trofektoderm araliginda
da bulunur. E-cadherin embriyo kompaktlasmasinda gereklidir. Blastokist
asamasinda E-cadherin bulunmayan embriyolarda trofektoderm epitelinin olusmadigi

ve blastokist kavitesinin goriilmedigi gosterilmistir [90].

Fibronektin, laminin, entaktin, kollajen tip 4, hyaluronik asit gibi bir¢ok
ekstraselliiler matriks komponentleri in vitro olarak blastokist gelisimini destekler.
Bu adezyon molekiillerinde ortak yapiin tripeptid arginin-gilisin aspartik asit dizisi
oldugu gosterilmistir. Bu dizi integrin denen reseptorlerce taninir ve baglanir [90].
Implantasyonda etkin olan steroidler sistemik etkiler yaparken, sitokinler otokrin,
parakrin etkilerle rol oynarlar. Sitokinlerin etkileri hayvan deneylerinde gen

hedefleme yontemiyle olusturulan gen delesyonlari ile incelenmistir.

Ovulasyondan 7-10 giin sonra her siklusta embriyo ile endometrium arasindaki
iliskiyi saglamak amaciyla implantasyon penceresi doneminde bir¢ok molekiiliin
ekspresyonu meydana gelir. Embriyonun endometriuma implantasyonunda integrin
molekiilleri, L-selectin ligandlari, mucin-1, HB-EGF (heparin-baglayic1 epidermal
biiylime faktorii) ve pinopodlar gorev alir. Endometriumdan salgilanan sinyallere
(leukemia inhibitor faktor reseptorii, colony stimulating faktor reseptori, insulin-
benzeri biiyiime faktorii ve HB-EGF reseptorii) karsilik embriyodan sitokin ve
biyime faktorleri salgilanir.  Glycodelin, inhibin ve interlokinler gibi
immunmodiilator faktorler implantasyonda embriyonun maternal reddine engel
olurlar. VEGF (vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii) ve prostoglandinler
implantasyonda angiogenezisde rol alirlar [6] (Sekil 2).

Pinopodlar: Kabarcik seklinde endometrium epitelinin  apeksinde bulunan
cikintilardir. Elektron mikroskop yontemi pinopodlar1 tespit etmek icin en yararl
yontemdir. Luteal fazin ortasinda fertilitesi ispatlanmis 68 kadindan endometrial
biyopsi Orneklemesi ve kan oOrneklemesi yapilmis. Progesteron seviyelerinde
yiikselmeyle beraber pinopodlarin ortaya ¢ikisi elektron mikroskopuyla gozlenmistir
[88].
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Blastokist implantasyonu i¢in endometrial reseptivitenin diizenlenmesinde HOXA -
10 geni rol alir. Farelerde yapilan galismada HOXA-10 geninin bloke edilmesi
endometrial histolojiyi etkilemedigi, pinopod sayilarinda azalmaya yol agtigi
gozlemlenmistir [91]. Fertilitesi ispat edilen 5 kadindan endometrial biyopsi
orneklemesi LH pikinden bes giin sonra alinmis ve endometrium Orneklerinde
implantasyon i¢in blastokistin pinopod bulunan bdlgeleri tercih ettigi gosterilmistir
[92]. Diger taraftan luteal fazdan 11. gebelik haftasina kadar endometriumda pinopod
olusumunu gosteren ¢alismada; pinopodlarin implantasyon penceresi donemine 6zgii
olmadiklari, belli bir siire progesteron etkisinde kalan endometriumda pinopod
olusumunun goriilecegi bildirilmistir [93]. Endometrial reseptiviteyi gostermede

pinopodlarin tespit edilmesi implantasyon oranlarini arttirmak igin etkin bir yontem

degildir.
/ "\_
/ ,T \
[ VEGF | Glycodelin | 1L LIF CSF1
| |
| @ LA 1 \
! weorin \
\ ; Y o \
— e e £ N T TTIN AT e, e o e R 20,
23 HABEANDCORAS B 68
-._../’\..:)\’/\-m - o e +‘A""‘)\ K ~:—)~-
\,
N J PGs CSFa
N ~5Y J
e A7 &
vy GAL_ AW ( ’!
f:aﬂ« 4
Endometrial kapiller Makrofai

Sekil 2: Embriyo ile endometrium arasindaki iliskiyi saglayan faktorler [6].

Leukemia inhibitor faktor (LIF): 1L—6 (interlokin—6), 1L-11 (interlokin—11), CT—1
(cardiotropin), OSM (oncostatin-M), CNTF (silier norotrofik faktor), CLC
(cardiotropin-like cytokine), NP (neuropoietin) gibi sitokin grubuna ait, dort alfa-
heliks yapisinda bir sitokindir [91]. Bu molekiiller sinyal iletimini gp130 proteini

yoluyla yaparlar. Farelerle yapilan bir ¢alismada endometrium epitelinden, blastokist
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implantasyonundan 6nce LIF mRNA ekspresyonunun artan seviyelerde gosterilmesi
ve LIF geni olmayan farelerde implantasyon basarisizligi olmasi, LIF’in
implantasyonda 6nemli gorevi oldugunu gosterilmistir [94]. Endometrial kavite
yikama sivilarinda LIF diizeyine LH pikinden 10 giin sonra bakilan bir ¢alismada,
aciklanamayan infertilite tanis1 olan hastalarda LIF diizeyi normal fertil gruba gore
anlamli olarak diisiik bulunmustur [95]. LIF’in implantasyondaki goérevini arastiran

calismalar devam etmektedir.

Interleukin-6 (IL-6), Tumor Necrosis Factor (TNF), Transforming Growth
Factor-J5 (TGF-J5) ve digerleri: Bu sitokinler IVF sirasinda embriyo kiiltiir
stvilarinda bulunmustur. IL—6 yapisal olarak LIF'e benzer ancak IL—6 eksikligi olan
fareler fertildir. IL-1 hem fare endometriumu hem de embriyosunda bulunur. TNF-a
preimplantasyon embriyolarin kiiltlir ortamlarindan izole edilebilir. Preimplantasyon
doneminde TNF-a giinliik enjeksiyonu ile uygunsuz ¢iftlesmeden kaynaklanan fetal
anomaliler ve fetal kayiplar diizeltilebilmistir. TGF-J5 in vitro olarak trofoblastlardan

salgilanan onkofetal fibronektinin {iretimini modiile eder.

Integrinler: integrinler, 18 alfa ve 8 beta zincire sahip glikoprotein yapida hiicre
adezyon molekiilleridir [96]. Integrin subiiniteleri; ekstraseliiler, intraseliiler ve
transmembrandz alanlar igerir. Embriyolojik gelisme, hemostaz, tromboz, yara
iyilesmesi, immun ve nonimmun savunma mekanizmalari ve onkojenik
transformasyon gibi bir¢ok fizyolojik olayda hiicreler arasi adezyonu saglayarak
gorev alirlar [97]. Diizenli adet goren, endometrial patolojisi olmayan 45 kadinda
menstrual siklus boyunca osteopontin ve onun reseptorii olan beta—3 integrin
diizeyine immunohistokimyasal yontemlerle bakmislar ve ge¢ sekretuar fazda
salmimlarinin daha yiiksek oldugunu bulmuslardir [98]. Progesteron indirekt ve
direkt yollarla endometrium epitelinden beta—3 integrin ve osteopontin
ekspresyonunu arttirir. Indirekt olarak stromal hiicrelerde biiyiime faktdrlerinin
diizeyini artirir ve biitylime faktorleri de parakrin yolla beta-3 integrin ekspresyonunu
saglar. Diger taraftan progesteron direkt olarak da endometrium epitelinden beta—3

integrin ve osteopontin ekspresyonunu saglayabilir [99].

Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii: Altinct kromozom iizerine yerlesmis, insan
viicudunun degisik bolgelerinde angiogenezisde gorev alan bir biiyiime faktoriidiir
[100]. Embriyonun implantasyonu ve plasentasyonu i¢in angiogenezis gereklidir.

VEGF, angiogeneziste onemli bir faktér olarak, embriyonun implantasyonunda
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gorev almast muhtemeldir [101]. Bir ¢alismada, VEGF diizeyinin kan 6rneklerinde
gonadotropin uygulamasiyla diistigii ve embriyo transfer zamani serum VEGF
diizeyi yiiksek olan IVF hastalarinda gebelik oranlarinin daha yiiksek oldugu
gosterilmistir [102]. VEGF o6l¢timlerinin implantasyonda belirteg¢ olarak diagnostik

degerinin olabilmesi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag¢ vardir.

Graniilosit Koloni Stimulan Faktor (G-CSF): Sitokinlerin ovaryan fonksiyon i¢in
onemli lokal faktorler oldugu goriilmektedir. G-CSF hemotopoetik biiylime faktorleri
ailesine aittir [103]. Primer olarak hemotopoetik hiicrelerden fiiretilmesine ragmen
osteoblastlar, diiz kas hiicreleri, endotel, epitel, insan over ve endometriumu
tarafindan da iretilir [104]. Overyan stimiilasyon uygulanan sikliislarda beyaz kiire
hiicrelerinin arttigi, sonu¢ olarak da G-CSF diizeyinin kanda siklus boyunca
yiikseldigi gosterilmistir [105]. Baz1 arastirmacilar da G-CSF diizeyinin ovulatuar
fazda en fazla arttigini, bu yiizden G-CSF’nin ovulasyonda 6nemli role sahip
oldugunu ileri stirmiislerdir [106]. Bir baska g¢alismada servikovajinal sivida ve
periferik kanda implantasyon belirteci olabilmesi igin sitokinler ¢alisilmis, M-CSF
(makrofaj-koloni stimulan faktor) ve EGF (epidermal biiyiime faktorii) en yararh
biyokimyasal belirte¢ler olarak bulunmustur [107]. EGF, zona pellusidadan

'hatching' ve trofoblastlann biiylimesini artirir.

2.3.8 Embriyo Transfer Teknigi

ART sikluslarinda gebelige ulasmadaki en son basamak embriyo transferidir. Tlk IVF
bebeginin dogumundan beri embriyo transferi (ET) tekniklerinde ¢ok biiyiik
degisiklikler olmamistir. Transfer sirasinda uterusun pozisyonu, tenakulum ile
portionun tutulmasi, kateterde kan/mukus olmasi gibi parametreler bu konuda
degisik gortisler oldugunu ortaya koymustur. ET giinil, transfer edilen embriyo sayisi

ve grade'leri gebelik oranlari tizerine etkili olabilmektedir [108].

Transferin zorlugu veya kolayhigi ¢ogu vakada oldukga subjektif bir yargi olmakla
beraber transfer kateterinin endoservikal kanaldan zor gectigi, kateterin ucunda kan
bulunan veya transfer sonrasinda hastanin kramp hissettigi transferler zor transfer
olarak tamimlanmaktadir. Kolay transferler ve zor transferlerin sonuglarini
karsilagtiran bir meta analizde gebelik oranlarinin zor transferlerde yaklasik %30
azaldigi bildirilmigtir [109].

37



Embriyo transferinin etkileri konusunda yapilan bir baska c¢alismada da
ultrasonografi esliginde transfer yapmanin implantasyon oranlarin1 anlamli derecede
etkiledigi gbézlenmistir [110]. Buna karsin transferi yaptiktan sonra kateterin hemen
geriye c¢ekilmesi veya 30 sn bekledikten sonra g¢ekilmesi arasinda gebelik oranlari

acisindan fark bulunamamigtir [111].

2.3.8.1 Blastokist transferi

Selektif klivaj evresi embriyo transferleri ile bildirilen en yiiksek implantasyon
oranlar1 blastokist transferleri ile bildirilenlerden dusiiktir [112,113]. Ancak
blastokist transferleri ile klivaj evresi embriyo transferinin degerlendirildigi bir
Cochrane metaanalizinde rutin olarak blastokist transferi uygulamasinin faydasi
gosterilebilmis degildir [114]. Mikerrer klivaj evresi embriyo transferi sikluslarinda
gebelik elde edemeyen kadinlarda blastokist transferinin daha iyi sonug verdigini
gosteren sadece bir prospektif randomize ¢alisma vardir [115]. Daha 6nceden 2-3
siklus Kklivaj evresi embriyo transferi ile gebelik elde edilemeyen 54 kadin 2-3. giin

transferi ile 5. giin transferi arasinda randomize edilmistir. Blastokist transferi ile
implantasyon orani anlamli olarak daha vyiiksek bildirilmistir (%21.2 -%6).
Randomize olmayan baska bir ¢alismada miikerrer basarsiz sikluslardan sonraki
siklusta 3. giin transferi yapilan 22 kadmn ile 5. giin transferi yapilan 15 kadini
karsilastirmis ve 5. giinde transfer edilen embriyo sayisinin anlaml olarak daha az
olmasina ragmen implantasyon oraninin anlamli olarak daha yiiksek oldugunu
bildirmistir [116]. En az g siklus klivaj evresi embriyo transferiyle gebe kalamayan
hastalarda blastokist transferiyle daha yiiksek oranda gebelik elde edildigini bildiren
bir calisma da yayinlanmistir [117]. Ancak bu ¢alisma retrospektif olup, az sayida
klivaj evresi embriyosu olan hastalarda da in vitro kiiltiir siiresi uzatilarak blastokist
transferi denenip denenmedigi belirtilmemektedir. Bu nedenle blastokist transferi
yapilan hastalarin daha ¢ok oosit ve klivaj evresi embriyosu olan zaten daha iyi

prognozlu bir hasta grubundan olusup olusmadig: belirli degildir.

Iyi kalitede embriyo transferlerine ragmen gebe kalamayan hastalarda blastokist
transferi, embriyo gelisiminin daha uzun bir periyotta gozlenerek implantasyon
potansiyeli daha yiiksek embriyolarin se¢imine olanak saglayabilir. Ancak transferin

gerceklesmeme olasiligi 3. giin transferlerine gore daha yiiksek olabilmektedir.
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2.3.8.2 interval transfer

Klivaj evresi ve blastokist embriyolarin ardisik olarak transferi, transfer iptali
olasiligini azaltabilir [118]. ikinci veya iigiincii giinde transfer edilecek embriyolarin
endometriyumla etkileserek implantasyon ig¢in daha uygun bir ortamimn olusmasini
saglayarak daha sonra transfer edilecek olan embriyolarin implantasyon olasiligin
arttiracag: diisiiniilmiistiir. Tyi kalite embriyo transferlerine ragmen gebe kalamayan
kadinlarda interval transferin sonuglarinin incelendigi retrospektif bir ¢aligmada 2.
ve 4. giin transferleriyle %38, 2. ve 5. giin transferleriyle %60 gebelik bildirilmistir
[119]. Boyle bir stratejinin Onerilebilmesi igin tekrarlayan basarisizliklarda
etkinliginin prospektif randomize ¢aligmalarda degerlendirilmesi gereklidir.

2.3.9 immunolojik faktérler

Tekrarlayan IVF basarisizligi olgularinda periferik lenfositlerde T helper (Th) 1 ve 2
ekspresyonunun arttigi gosterilmistir [120]. Normal gebelikte Th2 konsantrasyonu
Thl konsantrasyonundan yiiksek olmaktadir.Tekrarlayan abortus ve tekrarlayan
implantasyon basarisizliklari vakalarinda Th1/Th2 oraninin fertil kontrollerden
yiiksek oldugu bildirilmistir [121]. Baz1 ¢alismalarda periferik natural killer (NK)
hiicrelerin arttigi bulunmus olmakla beraber bu bulgu tam olarak dogrulanabilmis
degildir [122].

2.4 Gebelik ve immunite

Gebelikte anneye ve fetusa ait immun sistemin yeterli ve dogru ¢alismasi fetusun
yasamini devam ettirebilmesi i¢in ¢ok dnemlidir. ilk baslarda fetus, izole durumda
steril bir ¢evrede gelisir ve fetus i¢in immun sistem c¢ok gerekli degildir. Ancak
gebeligin ilerleyen donemlerinde anneye ait immun sistemdeki degisikliklerle
birlikte fetusun immun sisteminin de farklilasmasi, gebeligin saghkl: gelisimi i¢in
gereklidir (Sekil 3) [123].
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Sekil 3: Gebelikte Abortus ve Abortus Karsiti Immiinolojik Mekanizma [123].

Gebelik  siirecinde maternal immun cevap ¢esitli  faktorlerin  etkisiyle
baskilanmaktadir. Bu baskilanma hem hiicresel hem de humoral immun sistemde
gozlenmektedir. Gebe bayanlarda timusun dramatik olarak degisime ugradigi, timus
korteksinin biiziisiip, medullanin biiyiidiigii bilinmektedir. CD4*, CD8" kortikal
timositler kaybolur (Eksojen glukokortikoidlerin yiiksek diizeylerinin CD4" , CD8"
hiicrelerde apoptozu indiikledikleri gosterilmistir). Gebeligin sonunda, timus agirhg:
ve timosit sayis1 belirgin bigimde azalir. Timustaki bu gerilemenin gesitli hormonlar
kontroliinde oldugu, laktasyon durunca timusun hizla normale dondigi goriilmiistir.
Bu degisimlerin paternal ya da fetal antijenlere karsi potansiyel reaktif klonlarin
delesyonu ile iligkili olabilecegi disiinilmektedir [124]. Timustaki bu degisime
ragmen gebelikte periferik kanda maternal T hiicre, T hiicre alt grup sayis: ve B
hiicre sayisinin degismedigi bir¢ok arastirmaci tarafindan bildirilmistir. Buna karsin
T hiicre fonksiyonunda azalma goriilebilmektedir. Thl ve Th2 sitokin dengesi
incelendiginde ise Th1 sitokin profilinin gebelik siiresince baskilandig: ve dengenin

Th2 yonine kaydig:r goriilir. I1L-2 olusturan Thl sitokin profili gebelik siiresince
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baskilanir ve profil Th2 yoniine kayar. Th1l cevabi fetus i¢in zararlt olabilir. Ciinkii
fetal allograftin rejeksiyonunu provoke eder. Hamile bayanlarda Th1/Th2 sitokin
orani belirgin bigimde diisiiktiir ve bu oran, dogumdan sonra da bir siire devam eder
[125]. Th1/Th2 sitokin oraninda Th2 sitokinlerinin baskinlig 6zellikle feto-plasental
cevrede belirgindir. Desidual Thl hiicrelerinin azalmasi, Fas-FasL araciligi ile olusan
apoptoz ile iliskilendirilmistir [126]. Feto-plasental iinitten alinan siipernatantlarda,
artmis I1L-4, IL-5, IL-10 ve IL-3 diizeyleri saptanir. IFN-y ekspresyonu gegici olarak
baskilanmistir. Gebelikte notrofil aktivitesi de belirgin olarak azalmis bulunur. Th2
dominansina uygun olarak maternal immun cevap hiicresel immuniteden uzaklasir ve
antikor yapimina dogru kayar. Gebe farede immunglobulin izotipi, kompleman fikse
eden, fetal alloantijenlere reaktif olan 1gG2a (insanda IgGl) izotipinden 1gG1
(insanda 1gG4) izotipine yonelir. Gebelik siiresince RA gecici remisyona girer. Buna
karsilik asirt otoantikor yapimi ile iliskili oldugu bilinen SLE alevlienmeler
gosterebilir [126].

Gebelerde maternofetal karsilikli yiizeylerde Th2 sitokin yapiminin artmig
bulunmasi, fetal yasam bakimindan 6nemlidir ve muhtemelen, immunolojik tolerans:
korumaya yonelik bir durumu ifade eder. NK aktivitesi gebede azalmistir. Farelerde,
IFN- v ile NK aktivitesinin indiiklenmesi fetal rezorbsiyona yol acar. Uteroplasental
TNF-a yapimi gebelik siiresince artsa bile, sitokin, sinsisyotrofoblastlar tarafindan
sentezlenen solubl TNF-a reseptorleri ile notralize edilir. Gebelerde CD4™ T
hiicrelerinin azaldig1, supresér CD8" T hiicrelerinin arttig1 ve B hiicre immunitesinin
degismedigi bildirilmistir [127]. Trofoblastik hiicreler CD95L sentezlemektedirler.
Bu sekilde trofoblastlar, tehlike yaratabilecek T hiicrelerini apoptoza yonlendirerek
elimine ederler [128]. Gebelikte dengenin Th2 yoniine kaymas: fetusa karsi
gelistirilen tolerans ile iligkilendirilmektedir. Baz1 arastiricilar da gebelikte immun
sistemin baskilanmasinin patojen istilas1 igin bir firsat olabilecegini, boyle bir
durumun da tiiriin gelecegini riske atacagini séylemislerdir. Aslinda gebelikte immun
sistemin baskilanmadigi, gebe bayanlardaki bir¢ok hiicrenin gebe olmayan bayanlar
ile aynm sayr ve fonksiyonda oldugunu bildirmislerdir. Gebelikte grantilositlerin,
monosit/makrofajlarin  say1 ve fonksiyonlarinin artmasma kargin  NK hiicre
fonksiyonu, ozellikle sitotoksik kapasiteleri ve IFN-y sentez kapasiteleri
azalmaktadir. Kompleman sisteminin komponentleri ve akut faz proteinleri de

gebelik siiresince artmigtir. Dolayisiyla gebelikte fetusun gilivenligini saglayan
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selektif immunolojik degismelerin, bir immun yetmezlik gibi degerlendirilmesi
dogru degildir. Dogal immunitenin gebelik sirasinda asir1 diizeyde aktif olmasi, anne
yoniinden (baz1 enfeksiyonlarin agirhiginda artis, pre-eklampsi) ve fetus yoniinden
(diisiik riski) zararli olabilir. Insanda maternal enfeksiyonlarda pro-enflamatuvar

sitokin yapimi dogum agrilarin1 baslatarak erken dogumu indiikleyebilir [129,130].

2.4.1 Allograft Olarak Fetus

Fetus immunojeniktir ve gebeligin 12. haftasinda fetal HLA Sinif 11 antijenleri
belirir. Yar1 antijen yapisi1 babaya ait (paternal) oldugu i¢in fetus, esas itibariyle bir
semi-allograft' tir. Ancak aralarinda yiizeyel bir organ-graft benzerligi bulunsa bile
semi-allogenik plasenta ve maternal uterus arasindaki iliskiler, transplantasyon
biyolojisinde gegerli kurallara gore yonetilemez. Implantasyon, fetustan koken almis
yabanci hiicrelerin belli 6lgide maternal dokulara invazyonunu gerektirmektedir.
Gebeligin olusmasi ve giivenle siirmesi, ashinda fetal ve paternal antijenlere karsi
immun tepkisizligi degil, tam tersine maternal bir immun tepkinin dogmasini gerekli
kilmaktadir. Anne ve babanin MHC yakinhginin fazla oldugu durumlarda
tekrarlayan spontan diisiiklerin sayisinin arttigina yonelik bazi raporlar da bir immun
aktivasyonun gerekliligi hipotezini desteklemektedir. Bu calismalarda kadinlar,
babanin MHC antijenleri (lenfositleri) ile asilandiklari taktirde, anti-paternal

antikorlarin olustugu ve diisiiklerin 6nlenebildigi iddia edilmektedir.

Gebelikte fetusa karst maternal bir immun tepki vardir ve bu tepki 12. haftadan
itibaren artan titrede anti-paternal HLA antikorlarinin ve paternal antijenlere karsi
maternal sitotoksik T hiicre cevabinin gelismesi olarak agikca belirir. Ancak
fetal/paternal antijenlere karsi otolog T hiicre cevabint modiile eden maternal T
supresor hiicre etkinligi de ortaya ¢ikar ve boylece fetusa karsi gelisebilecek humoral
ve selliiler tepkiler baskilanir. Fare deneyleri, gebelikte 3 tip supresor hiicrenin
calistigin gosteriyor: Lenfoid dokuda bulunan ve T hiicre karakteristigi gdstermeyen
supresorler; klasik T supresorler ve supresor faktorler sentezleyen trofoblast
hiicreleri. Gebelik sirasinda annede 1gG sinift blokan antikorlar da gelisir. Bu
antikorlar paternal antijenleri bloke ederek, bunlarin maternal immun sistem
tarafindan taninmasini 6nler ve paternal antijenlere karst maternal lenfosit cevabini

baskilar. Blokan antikorlar gebe olmayanlarda bulunmamaistir [131].
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Trofoblast, ovumu uterus duvarina baglar ve embriyonun beslenmesini saglar;
koryon ve amniyonu olusturur. Trofoblastin koryonik villusu o6rten i¢ tabakasina
sitotrofoblast, dis tabakasina sinsisyotrofoblast denir. Trofoblast hiicreleri IFN-y ile
indiiklenmelerine ragmen (ilk trimesterde HLA-C ekspresyonu hari¢), MHC Sinif-1
ve Sinif-11 molekiillerini eksprese etmezler ve bu nedenle bir antijen sunucu hiicre
(ASH) gibi fonksiyon yapamazlar. Bu durum fetusu maternal T hiicre ataklarindan
korur. Bu hiicreler yapisal olarak, sadece non-klasik molekiil olan HLA-G eksprese
ederler. Bu molekiil, diisiik diizeyde olmak {iizere baska dokularda da eksprese
edilebilir. HLA-G, B2 mikroglobulin ile asosiye olup diisiik diizeyde polimorfizm
gosterebilir. CD8" diferansiyasyon molekiilii, HLA-G'yi tamr ve ona baglanir.
Trofoblastlarda HLA-G ekspresyonu, ilk trimestrde ¢ok yiiksek diizeyde olup 3.
trimestrde iyice azalmis bulunur. HLA-G antijeninin fonksiyonu tam bilinmemekle
beraber, semiallogeneik fetusa karsi, annenin immun toleransinda 6nemli bir rol
oynadigi goriilmistiir. Desidua hiicrelerinin Sldiiriicii hiicre inhibitor reseptorler
(KIR) ve CD94/NKG?2 reseptorlerini eksprese ettigi gosterilmistir. Bu reseptorler
trofoblastlardaki HLA-G'yi tanirlar. Boylece, alloantijenlere karsi hiicresel immun
cevabin komponenti olan NK hiicreleri, trofoblastlarda eksprese edilen HLA-G
molekiilleri ile silahsiz birakilir. MHC Sinif-1 molekilleri, éldirici hiicre inhibitor
reseptorleri (KIR) i¢in liganddirlar ve hiicre yiizeyinde yer almadiklarinda, normal
olarak sitolitik NK hiicre cevabi tetiklenir. NK hiicrelerinde muhtemelen birden fazla
farkli KIR bulunmaktadir. NK hiicrelerinin, inhibitér KIR'lar1 araciligi ile hiicre
yiizeylerindeki Smif-I molekiillerini spesifik olarak tanimalari, onlarin sitolitik
aktivite gostermesini engelleyen HLA-G ise muhtemelen biitiin NK hiicre serilerinin
sitolitik aktivitesini bloke etmektedir. Bu inhibisyon, anti-HLA-G monoklonal
antikorlar: ile ortadan kaldirilabilir. Trofoblastlarda HLA-G ekspresyonu fetusa karsi
maternal toleransin olusmasinda 6nemli rol oynar. NK hiicreleri ise trofoblast

invazyonunu sinirlamada rol oynar [131].

2.4.2 Plasenta

Plasenta, gebelikteki fizyolojik aktiviteleri diizenleyen bir immun organ gibi
degerlendirilebilir. Plasenta protein ve steroid hormonlar sentezler; fetal akciger,
bobrek, ince barsak ve karaciger gibi fonksiyon yapar; materno-fetal tinitte immun
regiilasyona katilir. Plasenta immun siizge¢ gibi ¢alisan gii¢lii bir bariyerdir ve

paternal antijenlere karsi olusmus antikorlart dolasimdan toplayarak, bunlarin fetusa
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ulasmalarini engeller. Bu antikorlar pinositoz ile alinirlar ve potent trofoblastik

proteazlar ile yikilarak zararsiz hale getirilirler.

2.4.2.1 Semi-Allograft olarak plasenta

Koryonik kese plasentanin bir kisminit olusturdugundan, hem babaya hem de anneye
ait genlerin gectigi, embriyoyu ve embriyo disindaki yapilari olusturacak dokular,
anne tarafindan uterus igerisinde bir allograft olarak algilanabilir. Kan sinusoidleri
igerisinde maternal immun hiicrelere maruz kalmasina ragmen, yiizen koryonik
villuslarin sinsisyotrofoblast hiicrelerinde MHC antijenlerinin  bulunmayisi, red
cevabin1 uyandirmaz [132]. Bununla beraber bagli villuslari olusturan ve uterin
desidual dokuyu invaze eden ekstravilloz sitotrofoblast hiicreleri MHC Sinif |
antijenlerini (HLA-G) ekspresse etmektedir. Bu hiicreler desidua icerisinde maternal
T lenfositler ve NK hiicrelerine maruz kalmaktadir ve bu nedenle immun saldirinin
potansiyel olarak hedefidir [133]. Bu hiicrelerin korunmasinin en az iki mekanizma

yoluyla gergeklestirildigine inanilmaktadir.

Birincisi desidual hiicrelerin, desidua icerisinde T ve NK hiicrelerinin aktivasyonunu
onleyen prostaglandinler E2 gibi aktif immunsupressor molekiilleri lokal olarak
tiretmeleridir [134]. ikincisi ise, ekstravilloz trofoblast hiicrelerindeki MHC Sinif |
antijenlerinin ekspresyonudur. Ekstravillus trofoblast hiicrelerinde ekspresse olan,
klasik olmayan MHC sinif | antijenlerinden HLA-G' nin nonpolimorfik yapis1 ve NK
hiicre inhibitor reseptorleriyle olan etkilesimleri bu hiicreleri maternal immun

cevaptan koruyan faktorlerdendir.

Plasental trofoblast hiicreleri yiizeylerinde Sinif 11 MHC molekiilleri bulundurmazlar.
Insan viicudundaki tiim diger hiicrelerden farkli olarak, trofoblast hiicrelerinin
yiizeyinde klasik Simif I MHC transplantasyon antijenlerinden HLA-A ve HLA-B
bulunmaz. Bunun yerine, plasental hiicrelerin bir alt grubunun, 6zellikle villus dis
sitotrofoblastik (ekstravillus sitotrofoblast) hiicrelerin yiizeyinde klasik Simf I-MHC
trtinii olan HLA-C ve klasik olmayan MHC sinif | antijenlerinden HLA-E ve G
bulunurlar [133]. Immun sistemde NK hiicreleri, yiizeylerinde MHC olmayan
hiicreleri taniyip sitotoksik aktivite ile bu hiicreleri elimine ederler [135]. Trofoblast
hiicrelerinin yiizeyinde higbir MHC molekiiliinin bulunmamas: bu hiicreleri
implantasyon baélgesinin her tarafinda yaygin olarak bulunan NK hiicrelerinin hedefi

haline getirecektir. Trofoblast hiicrelerinin yiizeyindeki HLA-C, E ve G, NK

44



hiicreleri aracihigiyla dogrudan o&ldiirilmeden korunmaya ek olarak, NK hiicre
fonksiyonlarini inhibe edici reseptor etkilesimleriyle maternal immun cevabi

baskilayici ya da toleransi artirici rollere de sahip olabilirler (Sekil 4) [133].
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Sekil 4: Maternal Fetal Arayiiziin Biyolojik Onemi (Immunology of Pregnacy
2005'den alinmustir.)

Implantasyonun gerceklesmemesinde immunolojik faktorlerin rol oynayabilecegi
goriisii steroid kullanimi, intraven6z immunoglobulin (IVIG) uygulamas: ve allojenik

lenfosit terapisi gibi uygulamalarin denenmesine neden olmustur.
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3. MATERYAL VE METODLAR

Olgularrmizi, Yeditepe Universitesi Hastanesi Kadin Hastaliklari ve Dogum
Anabilim Dali biinyesindeki Uremeye Yardimci Tedaviler Merkezi (UYTM) ve
Istanbul Fertijin Tiip Bebek Merkezi'ne Ocak 2008-Ocak 2012 yillar1 arasinda
basvuran ve en az 2 defa tiip bebek tedavisi gérmesine ragmen gebe kalamamis 500
hasta olusturdu. Calisma retrospektif - prospektif olarak planlandi. Yeditepe
Universitesi Hastanesi Etik Kurul Onayi (tarih: 10.01.2012, no: 157) alindiktan sonra
hastalarin dosyalar1 tarandi. Calismaya prospektif olarak dahil edilen yeni

hastalardan "bilgilendirilmis onam formu" alindu.
Olgu segim kriterleri olarak ;

e Enaz 2 defa IVF denemesine ragmen gebe kalamamis olmak
e Primer ya da sekonder infertilite

e 20 yas Ustii, 40 yas alt1 kadinlar

e Viicut kitle indeksi (VKI) 18'den biiyiik, 30'dan kii¢iik olmak
e Diizenli menstruel siklusa sahip hastalar (21-32 giin)

e Prematiir over yetmezligi olmamasi

e Bazal FSH <12 U/ml, >9 U/ml olan hastalar

e Long agonist ve antagonist uygulanan vakalar

Tekrarlayan spontan abortusu olanlar, 20 yas alt1 ve 40 yas iistii hastalar, diyabet,
hipertansiyon ve metabolizma bozuklugu olan ciftler ¢alismaya dahil edilmedi.
Hepatit B, HIV ve HCV seroloji pozitifligi olan ¢iftler calisma dis1 birakildi. leri
derecede over rezervi diigiik olan hastalar ¢aligmaya alinmadi. Histerosalpingografi
ya da ofis histeroskopi ile endometrial kavitenin degerlendirilmesi sonucunda polip,
submiikoz miyom, hidrosalpenks gibi lezyonu olan vakalar ¢alismaya alinmadi.

Mikrodoz ve diger kisa protokol uygulanan vakalar calismaya dahil edilmedi.

Taramasi1 yapilan hastalarin dosyalarinda ilk muayenelerinde kimlik ve yas tespiti,
obstetrik ve jinekolojik 6zgegmisleri, menstruel siklus diizenleri yer almaktaydi.

Fizik muayenelerinde kan basinci, boy, agirlik ve viicut kitle indeksleri (kg/m?)
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vardi. Sekonder seks karakter gelisimi degerlendirilmisti. Rutin pelvik muayeneleri

yapilmisti. Tedavi 6ncesinde asagidaki laboratuar degerlerine bakildig: goriildii.

e Erken folikiiler fazda ( 2-3. giin ) ise; bazal USG yapildi ve uterus
boyutlari, endometrium kalinligi, over boyutlari, folikiil sayis1 ve
¢aplar olgtildi. Bunun igin Voluson 730 Pro (GE Medical Systems
Milwaukee, USA) marka ultrasonografi cihazi ve 5 MHz" lik
vajinal prob kullanild:.

e Bazal (3. giin) FSH, LH, E2, Prolaktin (Elecsys, Meinheim, Almanya
kitleriyle ve Roche Elecsys 1010 cihazi ile) degerleri 6l¢iildii.

e Tiroid fonksiyon testleri (Roche diagnostic, Achen , Almanya Kitleri
ile ve Roche Elecysys 1010 cihazi ile ) degerlendirildi.

Calismaya dahil edilen hastalarin 324'tine multidoz antagonist, 176'sina agonist uzun
protokol uygulandi. Her iki protokolde de over stimulasyonuna menstrual siklusun 3.
giiniinde baslandi. Stimulasyonda r-FSH (Puregon; MSD, NJ/USA) ya da (Gonal-F;
Merck-Serono, Geneva/Switzerland) ve/veya Hp-hMG (Menopur, Ferring, Sweden)
kullanildi. Baslangig dozu belirlenirken her bir olgu igin tahmini over cevabi g6z
oniine alindi. Buna gore ortalama 300 IU ile baslayan dozlarla sabah ve/veya aksam
sc enjeksiyonlar karin bolgesine hastanin  kendisi tarafindan  uygulandi.
Stimulasyonun 6-7. giiniinden itibaren USG ile folikiil sayi1 boyutu ve serum
ostrodiol olgtimleri ile degerlendirilen over cevabina goére yeni doz ayarlamasi

yapildi ve stimulasyon hCG giiniine dek devam etti.

3.1 Ovulasyon Indiiksiyon Protokolleri

Antagonist prokolde gonadotropinlerle over stimulasyonu devam ederken, dominant
folikiil boyutu >14 mm olarak saptandiginda yada E2 >400-600 pg/ml oldugunda
GnRH antagonisti Cetrorelix flakon ( Cetrotide flakon 0.25 mg, Merck-Serono,
Geneva/Switzerland) 1x1 s.c baslandi. GnRH antagonisti hCG enjeksiyon giiniine
dek devam edildi.

Her iki protokolde de oosit maturasyonu i¢in hCG uygulama kriteri ayniydi. Onde
giden folikiil 18 mm oldugunda veya folikullerden ikisi 17 mm oldugunda iiriner
hCG 10000 IU (Pregnyl amp, MSD, NJ/USA) veya r-hCG 250 u gr (Ovitrelle,

Merck-Serono, Geneva/Switzerland) ile ovulasyon tetiklemesi yapildi. Oosit toplama
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islemi HCG uygulamasindan 36 saat sonra gergeklestirildi. ICSI standart proseduru
uygulanarak oosit toplanmasindan 3 gun sonra skorlanan embriyolardan tercihen tip
A iyi kalitede olanlarindan 1-4 adet uterin kaviteye transfer edildi. Luteal destek
saglamak amaciyla intravajinal mikronize progesteron 3x2 (Progestan yumusak
kapsul, 100 mg , Kocak ilac , Tiirkiye ) ek olarak 310 hastaya estradiol (Estrofem tb,
Novo Nordisk A/S, Denmark) ve 189 hastaya sildenafil sitrat (Viagra, Pfizer,
NY/USA) kullanildi.

Lenfosit asis1 transfer Oncesi birer ay arayla 3 kez, transferden sonra ise 2 kez

intradermal olarak uygulandi.

3.2 Paternal Lenfosit Asisinin Hazirlanis1 ve Uygulanisi

Paternal lenfosit asisinin hazirlanmasinda Klinik rehberlerde bildirilen teknik
uygulandi [136].

o Erkek esten 9 tane EDTA'1 tiipe 10 ml'den toplam 90 ml kan alindu.
e Oniki tane konik tiipe 3 er ml Lymphoprep (Axis-Shield PoC AS-
Oslo/Norvey) soliisyonu koyuldu.

e Alinan kan 6rnegi bu oniki tiipe soliisyonla kan karismayacak sekilde

eklendi (3 ml soliisyon tizerine 7 ml kan).
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e Tiipler agizlar kapatilmadan 1500 devirde 30 dak. Santrifiij edildi.

e Santrifiij sonrasi ortada olugan beyaz kisimlar 4 ayr tlipe paylastirildi

(Yaklagik olarak 3 tiipteki beyaz kisim 1 tiipe olacak sekilde).

e Uzerine maksimum miktarda olacak sekilde izotonik eklenip

calkalandi ve agzi kapatilip 1200 devirde 15 dak. santrifiij edildi.
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e Santrifiij sonras1 dipte pellet kalacak sekilde iist kisimlar bosaltildi.

e Dort tiipteki pellet karistirilarak bir kiiciik tiipte toplandi.

e ki ayr insiilin enjektdriine 0,8 er ml olacak sekilde cekilip, her iki
kolun arka kismina, iki farkli bolgeye 0,4 er ml olacak sekilde yani
toplamda 1,6 ml enjekte edildi.

Embriyo transferi 6ncesi 3 defa, transfer sonrasi 2 defa lenfosit asis1 uygulanan tiim

olgularin indiiksiyon siiresi, kullanilan ortalama gonadotropin dozu, elde edilen oosit
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sayisi, MII oosit sayisi, fertilizasyon orami (fertilize oosit/ICSI uygulanan
00sitX100), tansfer edilen embriyo sayisi, ET giinii, hastalardaki gebe kalma orani ve
bahsedilen tiim parametrelere gore gebelik oranlar1 arastirildi. Ayrica vakalar kendi
icinde gebe kalanlar ve kalmayanlar, protokolu agonist olanlar ve antagonist olanlar,
lutal destek igin estradiol verilenler ve sildenafil sitrat verilenler olarak alt gruplara

ayrildi ve bunlara gore degerlendirmeler yapildi.

Istatistik hesaplamalar igin SPSS 11.5 (Statistical Package for Social Sciences
version for Windows - Chicago, IL/USA) paket programi kullanildi. Gruplarin genel
demografik ozelliklerinin karsilastirilmasinda tanimlayici istatistiksel analizlerden
faydalanildi. Gebe olan ve olmayan gruplarin niceliksel verilerinin
karsilastirilmasinda Student-t test kullanildi. Gruplarin non-parametrik verilerinin
karsilastirilmasinda Ki-Kare (x2) testi kullanildi. Sonuglar degerlendirilirken p<0.05

diizeyi istatistiksel anlamli oran olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Olgularrmizi, Yeditepe Universitesi Hastanesi Kadin Hastaliklari ve Dogum
Anabilim Dali biinyesindeki Uremeye Yardimci Tedaviler Merkezi (UYTM) ve
Istanbul Fertijin Tiip Bebek Merkezi'ne Ocak 2008-Ocak 2012 yillar1 arasinda
basvurmus en az 2 defa tlip bebek tedavisi gérmesine ragmen gebe kalamamis 500

hasta olusturdu.

Vakalarin genel demografik 6zellikler Tablo 3'de siralanmistir. Olgularin ortalama
yast 33.5+0.2 (ortalama +SEM-standart error of means) y1l idi. Caligsmaya dahil
edilen 500 vakanin ortalama infertilite siiresi 8.8+0.2 y1l olarak hesaplandi. Vakalarin
hormon profiline bakildiginda ortalama FSH diizeyi 8.5+0.4 (U/ml), LH 7.0+0.4
(U/ml), Ostradiol (E2) 61.3+4.1 (pg/dl), PRL 16.4+0.5 (ng/ml) ve TSH 1.79+0.05
(U/ml) olarak hesaplandi.

Tablo 3: Olgularin demografik 6zellikleri (n=500)

Ort + SEM

Yas (yil) 33.5 0.2
Esinin Yas1 (y1l) 36.6 0.2
Infertilite Siiresi (y1l) 8.8 0.2
FSH (U/ml) 8.5 0.4
LH (U/ml) 7.0 0.4
E2 (pg/dl) 61.3 4.1
Prolaktin (ng/ml) 16.4 0.5
TSH (U/ml) 1.79 0.05

Ciftlerin kan gruplar1 Tablo 4'de gosterilmistir. Kadinlarin %38.4’c A Rh (+),
%15.2’si B Rh(+), %29’u 0 Rh(+), %4.4’ti AB Rh(+), %5.0’1 A Rh(-), %2.2°si B
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Rh(-), %4.4’i 0 Rh(-), %1.4’40 AB Rh(-) idi. Eslerinin kan gruplarinin oranlari ise
yukaridaki siralamaya gore sirastyla %33, %19.6, %30.0, %5.4, %4.4, %1.2, %5.8,

%00.6 olarak izlendi.

Tablo 4: Ciftlerin Kan Gruplari

Kadin Erkek
n % n %
A Rh+ 192 38.4 165 33.0
B Rh+ 76 15.2 98 19.6
0 Rh+ 145 29 150 30.0
AB Rh+ 22 4.4 27 54
A Rh- 25 5.0 22 4.4
B Rh- 11 2.2 6 1.2
0 Rh- 22 4.4 29 5.8
AB Rh- 7 1.4 3 0.6

Ciftlerin akrabalik durumlar1 Sekil 5'de verilmistir. Olgularin akrabalik durumlarina
bakildigina tiim c¢iftlerin 59’u, yani %11.8’inin akraba oldugu goriildii. Ciftlerin
441’inde, yani %88.2’sinde akrabalik yoktu.

AKRABALIK
ok
Wvar

Sekil 5: Ciftlerin Akrabalik Durumlari
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Hastalarin infertilite tipleri Sekil 6'da gosterilmistir. Ciftlerin 460 (%92) nin primer
infertilitesinin oldugu izlenirken, 40 (%8) ¢iftin sekonder infertilitesi oldugu goriildii.

INFERTILITE
[ Primer

. Sekonder

Sekil 6: Infertilite Tipleri

Bes yiiz olgunun tamamina bakildiginda infertilite nedenleri Sekil 7'de gosterildigi
gibidir. Ciftlerin 231’inde erkek faktorii, 135’inde aciklanamayan infertilite, 80’inde
kadin faktorii, 41°inde ileri yas nedenli ve 13’iinde mikst (erkek + kadin faktorii)

faktoriin infertiliteye neden oldugu izlenmistir.

46%

n=231
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Sekil 7: Infertilite Nedenleri
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Ciftlerin 93’iinde infertilite nedeni kadin faktorii olarak izlenmis olup kadin
faktoriiniin alt gruplar1 Sekil 8'de gosterilmistir. Kadin faktorii nedeniyle basvuran
ciftlerin 48 (%9.6)’inde tubal faktor, 34 (%6.8)’inde ovulatuar disfonksiyon, 8
(%]1.6)’inde uterin faktorler, 2 (%0.4) tanesinde trombofili ve 1 (%0.2) tanesinde
kromozomal anomali (47,XXX) oldugu goriilmiistiir. Vakalarin 13’tinde kadin

faktoriiyle birlikte erkek faktorii de izlenmistir.

Sekil 8: infertilite Nedeni Kadin Faktorii Olan Hastalar

Ciftlerin 244’inde infertilite nedeni erkek faktorii olarak izlenmis olup erkek
faktoriiniin alt gruplart Sekil 9'da gosterilmistir. Erkek faktorii nedeniyle bagvuran
ciftlerin 180 (%36.0) ninde oligoastenoteratospermi, 52 (%10.4)’sinde azospermi, 1
(%0.2)’inde globozoospermi, 1 (%0.2) tanesinde aspermi ve 1 (%0.2) tanesinde
hipergonadotropik  hipogonadizm, 2  (%0.4)’sinde de  hipogonadotropik
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hipogonadizm oldugu goriilmiistiir. Vakalarin 13’iinde erkek faktoriiyle birlikte

kadin faktorii de izlenmistir.

Sekil 9: Infertilite Nedeni Erkek Faktorii Olan Hastalar

Tedavi protokollerine gore (Sekil 10) vakalarin 324 (%64.8) tanesine antagonist
protokol, 176 (%35.2) tanesine ise long agonist protokolu ile tiip bebek tedavisi

uygulanmigtir.

M 2nitagonist

D Long

Sekil 10: Tedavi Protokolleri
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Vakalara 2, 3, 4 ve 5. gilinlerde embriyo transferleri uygulanmistir (Sekil 11).
Vakalarin 315 (%63)’ine 3. giin, 160 (%32)’na 2. giin, 17 (%3.4)’sine 4. giin, 8

(%1.6)’ine 5. glin embriyo transferi yapilmistir.

Sekil 11: Embriyo Transfer Giinii

Olgularin tedaviyle ilgili genel 6zellikler Tablo 5'de siralanmistir. Calismaya dahil
edilen 500 olgunun ortalama tedavi siiresi 10.6 (min:6, max:16) giin, kullanilan
ortalama gonadotropin dozu 3553 (min:650, max:9000) Unite, ortalama oosit sayisi
11 (min:1, max:38), ortalama MII oosit sayist 8 (min:1, max:32), ortalama
fertilizasyon orant %68.1 (min:%13.3, max:%100) ve ortalama ET sayist 2 (min:1,

max:4) olarak izlenmistir.

Calismaya dahil edilen tiim vakalarin gebelik sonuglart Sekil 12'de gosterilmistir. Bu
vakalar daha onceki tedavilerinde gebe kalamamis hastalardan se¢ilmisti. Olgularin
262 (%52)’sinde gebelik izlenmezken, uygulanmis tedaviye ragmen daha onceki

tedavilerinde gebelik elde edilememis 238 (%48) kadinda gebelik izlenmistir.

57



Tablo 5: Tiim Olgularin Tedaviyle ilgili Genel Ozellikleri

Ort Min Max

Tedavi siiresi (Giin) 10.6 6 16
Toplam Gonadotropin Dozu (Unite) 3553 650 9000
Oosit Sayisi (n) 11 1 38
MII Oosit Sayisi (n) 8 1 32
Fertilizasyon (%0) 68.1 13.3 100
ET Sayisi 2 1 4

52%

n=262 48%
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Sekil 12: Tiim Olgularin Gebelik Sonuglari

Tedavi sonuglarina gore hastalar gebe kalan ve gebe kalamayanlar olarak 2 grupta
incelenmistir (Tablo 6). Gebe kalanlarin yas1 32.44+0.3 y1l, gebe kalamayanlarinki ise
34.5+£0.3 olarak hesaplanmistir (p=0.001). Her iki grup ic¢in hastalarin eslerinin
yaslar karsilastirildiginda gebe kalanlarinki 36.0+0.4 yil iken, diger gruptakilerinki
37.2+0.3 ile istatistiksel anlaml bir sekilde yiiksek bulunmustur (p=0.03). Infertilite
stiresi gebe grupta 8.6+0.3 yil, diger grupta 8.9+0.3 yil idi (p=0.58). Her iki grup
hormon profili agisindan karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir fark
saptanmadi. Gebe kalan ve kalamayan gruplardaki hormon profili sirasiyla FSH
8.6+0.6 U/ml, 8.4+0.4 U/ml (p=0.82), LH 6.8+0.7 U/ml, 7.1+0.4 U/ml (p=0.75), E2
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60.0£5.5 pg/dl, 62.7+6.0 pg/dl (p=0.74), PRL 17.1£0.8 ng/ml, 15.7£0.5 ng/ml
(p=0.17) ve TSH 1.6+0.05 U/ml, 1.9+£0.08 U/ml (p=0.10) idi. Tedavi siiresi gebe
grupta 10.5+£0.1 giin iken, diger grupta 10.6+0.1 idi (p=0.35). Toplam kullanilan
gonadotropin dozu gebe olan grupta anlamli olarak (p=0.001) daha diisiik bulundu
(3174 tiniteye karsin 3898 {inite). Elde edilen toplam oosit sayist (12.2+0.4’e karsi
10.3+£0.4) ve MII oosit sayist (9.2+0.4’e kars1 7.5+0.3) gebelik elde edilen grupta
anlamli olarak daha yiiksek idi (p=0.006 ve p=0.002). Her iki grup fertilizasyon orani
ve ET sayisi agisindan karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir fark
saptanmadi. Gebe kalan ve kalamayan gruplardaki fertilizasyon oranlar1 %68.8+1.3
ve %67.4+1.4 (p=0.48) olarak izlendi. Gruplardaki ET sayisi1 ise retrospektif olarak
2.7£0.1 ve 2.5+0.1 (p=0.12) idi.

Tablo 6: Gebelik Sonuglarina Gore Vakalarin Genel Ozellikleri

Gebe Gebe Degil
Ort + SEM Ort + SEM P
Yas (yil) 32.4 0.3 34.5 0.3 0.001
Esinin Yags1 (y1l) 36.0 0.4 37.2 0.3 0.03
infertilite Siiresi (y1l) 8.7 0.3 8.9 0.3 0.58
FSH (U/ml) 8.6 0.6 8.4 0.4 0.82
LH (U/ml) 6.8 0.7 7.1 0.4 0.75
E2 (pg/dl) 60.0 55 62.7 6.0 0.74
Prolaktin (ng/ml) 17.1 0.8 15.7 0.5 0.17
TSH (U/ml) 1.6 0.05 1.9 0.08 0.10
Tedavi siiresi (Giin) 10.5 0.1 10.6 0.1 0.35
(le’rﬁ’i'g; Gonadotropin Dozu 3174 93 3898 105  0.001
Oosit Sayisi (n) 12.2 0.4 10.3 0.4 0.006
MII Oosit Sayisi (n) 9.2 0.4 7.5 0.3 0.002
Fertilizasyon (%0) 68.8 1.3 67.4 1.4 0.48
ET Sayis1 2.7 0.1 2.5 0.1 0.12

Calismaya dahil edilen olgularin infertilite tiplerine gore gebe kalip kalmama
durumlart Tablo 7'de gosterilmistir. Gebe kalarin 213 (%89.5)’li primer infertil, 25
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(%10.5)’1 sekonder infertil grupta yer almaktadir. Gebe kalamayanlarin ise 247
(%94.3)’s1 primer infertil iken,15 (5.7)’1 sekonder infertildir. Primer infertile olan
460 hastanin 213 (%46.3) tanesi gebe kalabilirken, 247 (%53.7) tanesi gebe
kalamamistir. Buna karsin sekonder infertil olan 40 hastanin 25 (%62.5)’1 tedavi

sonrast gebe kalirken, 15 (%37.5)’1 gebe kalamamuistir (p=0.04).

Tablo 7: Gebelik Sonuglarinin Infertilite Tipleriyle Karsilastiriimas1

Gebelik
Var Yok p
n £+ % n = %
Primer infertil 213 89.5 247 94.3 0.04
Sekonder Infertil 25 10.5 15 5.7 '

Olgularin gebelik sonuglarinin infertilite nedenleriyle karsilastirilmasi Sekil 13'te
verilmistir.  Gebelik goriilen olgularin 213 (%43)’0 primer infertil, 25 (%35)’1
sekonder infertil olarak izlenmistir. Gebelik izlenmeyen olgularin ise 247 (%49)’si

primer infertil iken, 15 (%3)’1 sekonder infertil oldugu goriilmiistiir.

49%
n=247 INFERTILITE
500%4 43% Wrrimer
=213 B sekonder

40%+

30%+

20%

5%
n=25

3%
n=15

10%+

T T
Negatif’ Pozitif

Sekil 13: Gebelik Sonuglarmin Infertilite Tiplerine Gore Kryaslanmasi
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Gebe kalan ve kalamayan gruplarin genel infertilite nedenleri Tablo 8'de verilmistir.
Gebe kalan gruptaki infertil ¢iftlere bakildiginda 36 (%15.1)’s1 kadin faktorii, 124
(%52.1)’1 erkek faktorii, 61 (%25.6)’1 aciklanamayan infertilite, 13 (%5.5)’1 ileri
yas ve 4 (%1.7)’1 mikst faktor kaynaklidir. Gebe kalamayanlarin ise 44 (%16.8)’
kadin faktori, 107 (%40.8)’si erkek faktorii, 74 (%28.2)’li agiklanamayan infertilite,
28 (%10.7)’i ileri yas ve 9 (%3.4)’u mikst faktdr nedenlidir. infertilite sebebi kadin
faktorii olan 80 hastanin 36 (%45)’s1 gebe kalmis, 44 (%55) tanesi ise gebe
kalamamistir. Erkek faktorii tanisi nedeniyle 231 vakanin 124 (%53.7)’i gebe
kalmis, 107 (%46.3)’l ise gebe kalamamistir. Aciklanamayan infertilitesi olan 135
ciftin 61 (%45.2)’i gebe kalmis olup, 74 (%54.8)’ii gebelik elde edilememistir. ileri
yas nedeniyle tedaviye alinan 41 hastadan 13 (%31.7)’li gebe kalirken, 28 (%68.3)’1
gebe kalamamistir. Mikst nedenlerden dolayr gelen 13 hastanin 4 (%30.8)’li gebe
kalirken, 9 (9%69.2)’u gebe kalamamistir (p=0.04).

Tablo 8: Gebelik Sonuglarinin Kadin I¢in Infertilite Nedenleriyle Karsilastirilmasi

Gebelik
Var Yok P

n =+ % n = %
Kadin Faktorii 36 151 44 16.8
Erkek Faktorii 124 52.1 107 40.8
Aciklanamayan infertilite 61 25.6 74 282 0.04
fleri yas 13 5.5 28 10.7
Mikst Faktorler 4 1.7 9 3.4

Gebelik sonuglarina gore kadin faktorii nedenli infertil hastalar siiflandirilmistir
(Tablo 9). Tubal faktorlii olgularin 17 (%41.5)’sinde gebelik mevcut iken, 31
(%59.6)’inde gebelik goriilmemistir. Uterin kaynakli infertil ¢iftlerin 3 (%7.3)’u
gebe kalmigken, 5 (%9.6)’i gebe kalamamustir. Ovulatuar disfonksiyonu olan
hastalarin 19 (%46.3)’'unda gebelik olusmusken, 15 (%28.8)’inde gebelik
olugsmamigtir. Trombofilisi olan 2 hastanin 1 (%2.4)’1 gebe kalmis, 1 (%1.9) gebe
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kalamaistir. Kromozom anomalisi (47,XXX) olan 1(%2.4) hasta gebe kalmistir
(p=0.30).

Tablo 9: Gebelik Sonuglarinin Kadin Infertilite Nedenleriyle Kiyaslanmasi

Gebelik
Var Yok p

n =+ % n = %
Tubal faktor 17 41.5 31 59.6
Uterin Anomali 3 7.3 5 9.6
Ovulatuar Disfonksiyon 19 46.3 15 28.8 0.30
Trombofili 1 24 1 1.9
Kromozom anomalisi (47,XXX) 1 2.4 0 0

Gebelik sonuglarina gore erkek faktorii kaynakli infertil hastalar siniflandirilmigtir
(Tablo 10). Gebe kalanlarin 94 (%75.8)’i oligoastenoteratospermi (OAT), 28
(%22.6)’s1 azospermi, 1 (%0.8)’1 globozoospermi, 1 (%0.8)’1 hipogonadotropik
hipogonadizm tanili ¢iftler olusturmaktadir. Gebe kalamayanlar ise OAT’s1 olan 86
(%76.1), azospermisi olan 24 (%21.2), aspermili 1 (%0.9), hipergonadotropik
hipogonadizm olan 1 (0.9) ve hipogonadotropik hipogonadizm olan 1 (0.9) hastadir
(p=0.67).

Tablo 10: Gebelik Sonuglarmin Erkek Infertilite Nedenleriyle Karsilastiriimasi

Gebelik
Var Yok p

n + % n = %
Oligoastenoteratospermi 94 75.8 86 76.1
Azospermi 28 22.6 24 21.2
Globozoospermi 1 0.8 0 0
Aspermi 0 0 1 0.9 0.67
g adotoni o o1 09
Hipogonadotropik Hipogonadizm 1 0.8 1 0.9
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Tim hastalarin kan gruplari gebe kalan ve kalmayanlar olarak Tablo 11'de
incelenmistir. Gebe kalanlarin kan gruplari sirastyla A Rh(+) 89 (%37.4), B Rh(+) 42
(%17.6), 0 Rh (+) 63 (%26.5), AB Rh(+) 7 (%2.9), A Rh(-) 15 (%6.3), B Rh(-) 6
(%2.5), 0 Rh (-) 11 (%4.6) ve AB Rh(-) 5 (%2.1)’dir. Gebe kalamayanlarinki ise A
Rh(+) 103 (%39.3), B Rh(+) 34 (%13.0), 0 Rh (+) 82 (%31.3), AB Rh(+) 15 (%5.7),
A Rh(-) 10 (%3.8), B Rh(-) 5 (%1.9), 0 Rh (-) 11 (%4.2) ve AB Rh(-) 2 (%0.8)
olarak saptanmistir (p=0.29).

Tablo 11: Gebelik Sonuglarinin Kan Gruplariyla Karsilastirilmasi

Gebelik
Var Yok P
n = % n = %
A Rh+ 89 37.4 103 39.3
B Rh+ 42 17.6 34 13.0
0 Rh+ 63 26.5 82 31.3
AB Rh+ 7 2.9 15 5.7
A Rh- 15 6.3 10 3.8 029
B Rh- 6 2.5 5 1.9
0 Rh- 11 4.6 11 4.2
AB Rh- 5 2.1 2 0.8

Tablo 12'de tedavi protokollerine gore gebelik sonuglar1 verilmistir. Gebe kalan
gruptaki infertil ¢iftlerin 103 (%43.3)’line long agonist protokol, 135 (%56.7)'ine
antagonist protokol uygulanmistir. Gebe kalamayan gruptakilerin 73 (%27.9)"line
long agonist, 189 (%72.1)ma antagonist protokol uygulanmistir. Tedavi
protokollerine kendi igerisinde bakildiginda long agonist uygulanan 176 hastanin 103
(%58.5)' gebe kalmisken, 73 (%41.5)1 gebe kalamamistir. Antagonist uygulanan
324 hastanin 135 (%41.7)'t gebe kalmisken, 189 (%58.3)'u gebe kalamamistir
(p=0.001).
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Tablo 12: Gebelik Sonuglarinin Tedavi Protokolleriyle Karsilastirilmasi

Gebelik
Var Yok p
n = % n £ %
Long Agonist 103 43.3 73 27.9 0.001
Antagonist 135 56.7 189 72.1 '

Olgularin gebelik sonuglarinin tedavi protokolleriyle karsilastiriimast Sekil 14'de
verilmistir. Gebelik goriilen olgularin 135 (%27)’ine antagonist protokol, 103
(%21)tine long agonist protokol uygulanmistir. Gebelik izlenmeyen olgularin ise
189 (%38)’una antagonist protokol uygulanmisken, 73 (%15)’iine long agonist

protokol uygulanmistir.

38%

TEDAYI PROTOKOLU
[ antagonist

- Long
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Sekil 14: Gebelik Sonuglarinin Tedavi Protokolleriyle Karsilagtirilmasi

Olgularin gebe olup olmama durumuna gore ET gilinleri Tablo 13'de
karsilastirilmistir . Gebelik olusan gruptaki hastalarin 65 (%27.3)'ine 2. giin, 160
(%67.2)'ma 3. giin, 8 (%3.4)'ine 4. giin, 5 (%2.1) 5. gin ET uygulanmistir. Gebe
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kalamayan grubun ise yukaridaki siraya goreye siralamasi 95 (9%36.3), 155 (%59.2),
9 (%3.4) ve 3 (%I1.1) idi. Bulgular agisindan istatistiksel olarak olarak anlamli
farklilik saptanmamistir. (p=0.16).

Tablo 13: Gebelik Sonuglarinin ET Giiniiyle Karsilastirilmasi

Gebelik
Var Yok p
n + % n = %
2. giin ET 65 27.3 95 36.3
3. giin ET 160 67.2 155 59.2 0.16
4. giin ET 8 3.4 9 3.4 '
5.giin ET 5 2.1 3 1.1

Uygulanan luteal destek protokolleri gebelik sonuglarina gore incelenmis olup (Tablo
14) istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Progesterona ek olarak gebelik sonucu
pozitif olan grubun 124 (%52.3)"lne estradiol, 113 (%47.7)'line sildenafil sitrat
kullanilmistir. Gebelik sonucu negatif olan grubun ise 186 (%71.0)'sina estradiol, 76
(9%29.0)'sina sildenafil sitrat kullanilmistir. Estradiol alan 310 hastanin 124 (%40)'4
gebe kalmigken, 186 (%60)'s1 gebe kalamamistir. Buna karsin sildenafil sitrat alan
189 hastanin 113(%59.8)'ii gebe kalmigsken, 76 (%40.2) gebe kalamamistir
(p=0.001).

Tablo 14: Gebelik Sonuglarinin Luteal Destek Protokolleriyle Karsilagtirilmasi

Gebelik
Var Yok p
n =+ % n + %
Estradiol 124 52.3 186 71.0
) o 0.001
Sildenafil Sitrat 113 477 76 29.0
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Olgularin gebelik sonuglarinin luteal destek protokolleriyle karsilagtirilmast Sekil
15'de gosterilmistir. Gebelik goriilen olgularin 124 (%25)’tine luteal destek igin
progesterone ek olarak Estradiol verilmis, 113 (%23)’line ise Sildenafil sitrat
verilmistir. Gebelik izlenmeyen olgularin ise 186 (%37)’sina Estradiol verilmisken,

76 (%15)’sina Sildenafil sitrat verilmistir.

37% LUTEAL DESTEK
[ Estradicl
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Sekil 15: Gebelik Sonuglarinin Luteal Destek Protokolleriyle Karsilagtiriimasi

Tim hastalarin genel oOzelikleri uygulanan protokollere gore Tablo 15'de
kiyaslanmistir. Antagonist protokol uygulanan hastalarin ortalama yas1 35.1+0.3 y1l
iken, long protokolu uygulananlarinki ise 30.74+0.3 olarak hesaplanmistir (p=0.001).
Her iki grup i¢in hastalarin  eslerinin yaslar1 karsilastirildiginda antagonist
uygulananlarinki 32.8+0.3 yil iken, diger gruptakilerinki 34.5+5.0 ile istatistiksel
anlamli bir sekilde diisiik bulunmustur (p=0.001). Infertilite siiresi antagonist grupta
8.9+0.2 yil, diger grupta 8.6+0.3 il idi (p=0.56). Her iki grup hormon profili
acisindan karsilastirildi. Antagonist ve long protokol uygulanan gruplardaki hormon
profili sirasiyla FSH 9.3+0.5 U/ml, 6.6+0.2 U/ml (p=0.002), LH 7.6+0.5 U/ml,
5.5+0.3 U/ml (p=0.02), E2 65.1+5.3 pg/dl, 51.0+4.6 pg/dl (p=0.12), PRL 16.2+0.6
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ng/ml, 16.7+0.8 ng/ml (p=0.68) ve TSH 1.8+0.1 U/ml, 1.7+0.1 U/ml (p=0.43) idi.
Tedavi siiresi antagonist kullanilanlarda 10.4+0.1 giin iken, diger grupta 10.8+0.1 idi
(p=0.001). Toplam kullanilan gonadotropin dozu antagonist protokol uygulananlarda
anlamli olarak (p=0.001) daha yiiksek bulundu (3965 iiniteye karsin 2796 iinite).
Elde edilen toplam oosit sayisi (9.2+0.4’¢ karsi 14.8+0.5) ve MII oosit sayisi
(6.6+£0.3’e kars1 11.3+0.4) antagonist uygulanan grupta anlamli olarak daha diisiik idi
(p=0.001 ve p=0.001). Her iki grup fertilizasyon oranmi (68.5+1.2'e kars1 67.2+1.6)
acisindan karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmadi (p=0.54).

Gruplardaki ET sayisi ise retrospektif olarak 2.4+0.1 ve 3.0+0.1 (p=0.001) idi.

Tablo 15: Tedavi Protokoliine Gore Vakalarin Karsilagtirilmasi

Antagonist Long Agonist
Ort =+ SEM Ort + SEM "
Yas (y1l) 35.1 0.3 30.7 0.3 0.001
Esinin Yas1 (yil) 32.8 0.3 34.5 5.0 0.001
Infertilite Siiresi (y1l) 8.9 0.2 8.6 0.3 0.56
FSH (U/ml) 9.3 0.5 6.6 0.2 0.002
LH (U/ml) 7.6 0.5 5.5 0.3 0.02
E2 (pg/dl) 65.1 5.3 51.0 4.6 0.12
Prolaktin (ng/ml) 16.2 0.6 16.7 0.8 0.68
TSH (U/ml) 1.8 0.1 1.7 0.1 0.43
Tedavi siiresi (Giin) 10.4 0.1 10.8 0.1 0.001
(th’rﬁ’i';r)” Gonadotropin Dozu 4965 99 2706 094 0.001
Oosit Sayis1 (n) 9.2 0.4 14.8 0.5 0.001
MII Oosit Sayisi (n) 6.6 0.3 11.3 04 0.001
Fertilizasyon (%0) 68.5 1.2 67.2 1.6 0.54
ET Sayis1 24 0.1 3.0 0.1 0.001
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5. TARTISMA

Tekrarlayan in vitro fertilizasyon basarisizligi, ardisik ii¢ veya daha fazla IVF/ICSI
ET siklusunda toplam 10 adet morfolojik olarak iyi kalitede embriyonun anatomik
olarak normal yapiya sahip uterusa transferini takiben gebelik olugsmamasi olarak
kabul edilmektedir [8]. Tekrarlayan implantasyon basarisizliklarinin etyolojisi
aydinlatilamamaistir ve sorunun muhtemelen tek bir nedeni yoktur. O nedenledir ki,
ciftlerin li¢ veya daha dazla basarisiz deneme sonrasi immunolojik, anatomik,

genetik ve diger faktorler agisindan tekrar degerlendirilmeleri gerekmektedir.

Gebelik olusum mekanizmalar1 tek bir parametre ile agiklanamayacak kadar
karmagik olaylar dizisidir. Tekrarlayan gebelik basarisizliklarinda belirlenebilen tek
bir mekanizmadan  s0z etmek imkansizdir. Gebelik olusturmasi beklenen
embriyonun bozulmus genetik yapisi, yumurta gelisimi sirasinda kullanilan ilag
protokollerinin uygun olmamasi, embriyonun gelistigi kiiltiir ortamlarinin yeterli
olmamasi, embriyo dis zarinin kalinlagmasi gibi embriyoya ait nedenler birer sebep
olabilir. Endometriumu etkileyen dogumsal uterus bozukluklari, kavitede
embriyonun tutunmasini engelleyen polip, miyom, daha onceki enfeksiyon veya
kiiretajlara bagli yapisikliklar, embriyonun rahim i¢inde tutunup biiylimesini
etkileyen pihtilasma fonksiyon bozukluklari, yiiksek kalitede de olsa gelisen

embriyonun tutunup biiylimesini engelleyebilen diger faktorlerdir.

Ureme performansmin yetersizliklerinde immunolojik faktdrlere onemli bir pay
bicilmesine ragmen, ne yazik ki alloimmun nedenleri taniyabilen bir tan1 testi yoktur.
Her ne kadar habituel abortuslar1 olan hastalarda bakilan MLR (Mixed Lymphocyte
Reaction) supresyon testi, anti-paternal lenfosit antikorlar (komplement bagimli
mikrositotoksisite testi, flow cytometry crossmatch(FCXM)) gibi testler alloimmun
hastaliklarin arastirilmasinda kullanilsa da bunlarin tan1 koymadaki basarilar yiiksek
degildir [137]. Ayrica oldukga yiiksek sayidaki kanitlar [138,139], NK hiicre
aktivitesinin tekrarlayan diisiiklerde arttigim1 gostermistir. Bu nedenledir ki

fonksiyonel veya kantitatif NK hiicre aktivitesi olgiimleri gebelik prognozunu ve
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tedavisini monitorize etmekte kullanilmistir [140,141]. Hayakawa ve ark.lar1 ise
yaptiklar1 ¢alismada, kontrol grubuna kiyasla tekrarlayan implantasyon basarisizligi
veya diistigli olan hastalarda Th1l (IFNy iireten CD4 hiicreleri) / Th2 (IL 4 iireten
CD4 hiicreleri) oraninin arttigini bildirmistir [142]. Anti-kardiyolipin ve anti-niikleer
antikorlar ve dolasimdaki anti-paternal lenfosit antikorlar da alloimmun hastaliklar
aragtirmada kullanilabilen diger parametreler arasinda sayilabilir. Ancak biitiin bu
tanisal modalitelere karsi tekrarlayan implantasyon basarisizligi olan hastalarda

immunolojik tan1 i¢in rutin kullanilabilen herhangi bir test yoktur.

Basaril1 bir gebelik immunolojik olarak tam bir paradoks olusturur. Fetus anne igin
semiallograft olmasina karsin gebelikte 280 giin boyunca anne tarafindan sorunsuz
bir sekilde viicutta tagmir. immiinolojik faktorler tekrarlayan diisik veya IVF
basarisizliklarinda ana etmenlerden biri olarak suglanmistir [143]. Immun sitemin
kapasitesini, temel immunite ve inflamasyon kurallar1 ger¢evesinde kendinden
olmayan antijenleri taniyarak tahrip etmek olusturur. Gebelik veya implantasyon
sirasinda paternal antijenler viicut i¢in yabancidir. Bu nedenle maternal immunite
semiallojenik fetusu tolere etmeli ve implantasyona izin vermelidir. Ekstravilloz
trofoblastlarda MHC'nin eksprese olmamasi [144], Thl ve Th2 sitokin dengesinin
Th2 yoniine kaymasi ve Thl sitokin profilinin gebelik siiresince baskilanmasi [145]
ve NK aktivitesinin azalmasi [146] gibi koruyucu mekanizmalar fetusun yabanci
olarak taninip red edilmesini engeller. Saglikli bir gebeligin olusumu ve devami
maternal ve fetal hiicreler arasinda uyumlu bir iliskiyi gerektirir. Her iki taraf da
annenin fetusa karsi, fetusun de anneye karsi toleransini saglayacak mekanizmalar
gelistirir. Maternal immun sistem siklik degisiklikler gosterir [143]. Implantasyondan
itibaren olusan karsilikli tolerans mekanizmalar1 ve bu siklik degisiklikler ile fetusun
atilmasmin oniine gegilir. Bu mekanizmalardaki bozukluklar fetusun immunolojik
olarak yabanci kabul edilmesini ve implantasyon basarisizlifina veya tekrarlayan

diistiklere neden olabilir.

Immiinolojik ve immunofenotipik kanitlar, agiklanamayan tekrarlayan implantasyon
basarisizliginda lokal ve periferal NK hiicre aktivasyonu ve Thl dominansinin rol
oynadigini ortaya ¢ikarmistir. Bu tiir vakalarda immunoterapinin tedavi basarisina
olumlu katki1 saglayacagi one siirtilmiistiir. Az sayida hasta iceren ilk ¢alismalarda
IVIG ile degisen oranlarda basari bildirilmisse de daha sonra cift kor prospektif

randomize plasebo kontrollu bir ¢aligmada canli dogum oraninda bir artis
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gosterilememistir [147,148]. Daha sonra yapilan 6n ¢alismalarda IVIG ve anti-TNFa
(Infliximab) tedavinin gebelik basar1 oranlarini arttirdigi bildirilmistir [149]. Yine de
tekrarlayan IVF basarisizhiginda IVIG uygulamasinin faydas: tartismahdir. Plasebo
kontrollu bir Kanada c¢aligmasinda tekrarlayan IVF basarisizliginda IVIG tedavisinin
canli dogum oranlarini arttirmadigint ortaya konulmustur [148]. Daha sonra ASRM,
yaymladigr pratik biiltende IVIG'in deneysel bir tedavi oldugunu ve sadece
bilgilendirilmis onam veren hastalara, ancak etik kurul onay1 c¢iktiktan sonra
uygulanabilecegini bildirmistir [150]. Baska bir anti-TNFa olan Etanercept'in
tekrarlayan IVF basarisizligi olan hastalarda TNF-o ve Thl embriyotoksik sitokinleri
salgilayan aktive NK hiicrelerini suprese edip gebelik oranlarina olumlu etki yaptigi

bildirilmistir [151].

Gebeliklerin en biiyiik komplikasyonlarindan biri olan spontan diisiiklerin nedenleri
arasinda anne ile fetus arasindaki immunolojik sapmanin yer aldigi goésterilmistir
[136]. Gegmiste transflizyon yapilmis olan transplant hastalarinda allograft organ
rejeksiyonu oranlarinin daha diisiik oldugu goriilmiistir. Bu bulguyla hareketle
paternal lenfosit immunizasyonu yapilan kisilerde semiallograft olarak kabul edilen
gebelik basarisinin yiiksek oldugu gosterilmistir [152]. Taylor ve Faulk [153]
aciklanamayan diistikleri olan hastalarda ilk defa paternal lenfosit immunizasyonunu
uygulanabilecegini bildirdikleri tarihten itibaren bu yontem alloimmun nedenli
diistiklerin tedavisinde kullanilagelmistir. Recurrent Miscarriage Immunotherapy
Trialist Group (RMITG) 1994 yilinda 9 randomize c¢alismay1 alarak paternal lenfosit
immunizasyonun etkinligini degerlendirmislerdir [154]. Bu c¢alismada canli dogum
orant 1.16 (%95 CI, 1.01-1.34) olarak hesaplanmigtir. Bunun yaninda IVIG

tedavisini 6nerenlerde olmustur. Her iki tedavinin etkinligi tartismalidir [136].

Birgok immunolojik problem tekrarlayan implantasyon basarisizliklarinda sebepler
arasinda yer almaktadir. Birebir ayn1 mekanizma ile olmasa da habituel abortuslarda
da bazi immunolojik sebepler suglanmistir. Tekrarlayan diisiigi olan hastalara
lenfosit immunoterapisinin fayda sagladigi cesitli ¢aligmalar ile [136,155,156]
gosterilmistir. Clark ve Chaouat'un hayvan c¢alismalari sonrasi paternal lenfosit
immunizasyonu insanlarda kullanilmaya baslanmistir [157]. Bu ¢alismalarda
arastiricilar CBA/J disi fareleri, DBA/2 erkek farelerin lenfositleriyle asiladiktan
sonra DBA/2 tip farelerle giftlestirerek rekiirren spontan diisiiklere olan egilimi

azaltmiglardir. Tekrarlayan diisiikleri onlemede paternal lenfosit immunizasyon
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tedavisinin anahtar rolu, Th2 aktivitesini uygun bir sekilde restore etmesidir
[142,158]. Ayn1 zamanda bazi idiyopatik infertilite vakalarinda Th2 hipoaktivitesinin
suclanmas1 gergegi, paternal lenfosit immunizasyonunun bu tiir hastalarda da
terapoOtik bir Oneri olarak sunulmasini saglamistir [159-161]. Paternal lenfosit
Immunizasyonunun bazi immunolojik degisiklikleri diizelterek sonraki gebelik
basarisin1  arttirdigina inanilmaktadir [145]. Calismalarda paternal lenfosit
immunizasyonunun olumlu immunosit degisiklikleri yaparak [162] ve sitokin
dengesini Th2 aktivitesi yoniine kaydirarak [142,158] etki ettigi gosterilmistir. Yakin
zamanda Gafter ve ark.lar1 paternal lenfosit immunoterapisi uygulan kadinlarin
monosit kiiltiirlerinde IL-6 diizeyinin diistiigiinii bildirmislerdir [163]. Baz1 in vitro
calislamalar1 diisiik doz IL-6'min asimetrik antikor sentezini stimule ettigni
gostermistir. Bu ¢alismalar IL-6'nin trofoblastlarda plasental antijeni (R80K) [164]
ve NK hiicrelerini [165] bloke eden asimetrik antikorlarin sentezini regiile ettigini
ortaya ¢ikarmustir. Lenfosit immunizasyonu yapilan kadinlarda CD8*  of
hiicrelerinin CD4" ve CD8" hiicrelerine doniistiirdligii ve ayrica bunlardan bagimsiz
olarak IL-4 ve IL-10 diretimini arttirarak NK hiicre aktivasyonunu, karsit

inflamasyonu ve alloantikor formasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir [166,167].

Bir ¢ok data paternal lenfosit immunoterapisinin implantasyon sonrast immuno-
modulatuar proteinleri stimiile ettigini spekiile etmistir. Ancak etki mekanizmasi tam
olarak bilinmemektedir. Paternal lenfosit immunizasyonunun APCA (anti-paternal
sitotoksik antikor) [168], Ab2 (anti-idiotypic antibodies) [169], MLR-Bf (mixed
lymphocyte reaction blocking antibodies) [170] ve progesteronun indiikledigi blokan
faktorlerin -~ (PIBf) [171] ekspresyonunu arttirarak etki ettigi bildirilmistir. Bu
faktorler NK hiicrelerinin asir1 aktivitesini inhibe edip Th2'de kayma yaparak fetusu
annenin immun sisteminin toksik etkilerinden korur ve basarili bir gebelik saglar
[123]. Yakin zamanli bazi ¢alismalarda paternal lenfosit immunizasyonunun NK
hiicre aktivitesinin azalmasina bagl Thl tip reaktiviteden Th2 tip reaktiviteye gegcisi
arttirarak etkili oldugu iddia edilmistir [142]. Paternal lenfosit immunizasyonu en az
2 defa IVF-ET uygulanip basarisiz olan vakalara 6nerilmektedir. Li ve ark.larmin 36
vakalik ¢aligmalarinda paternal lenfosit immunizasyonu yapilan ve daha dnceki IVF
tedavilerinde basarisiz sonuglari olan vakalarda gebelik oran1 %89.6 [172] iken,
Check ve ark.larmin 37 vakalik 6n ¢alismalarinda paternal lenfosit immunizasyonu

uygulanan bdyle vakalarda gebelik oranini %70.3 olarak saptamiglardir. Kontrol
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grubunda ise bu oran %45.9 da kalmistir. Canli dogum orani ise ¢alisma grubunda
%51.3, kontrol grubunda ise %16.2 olarak bildirilmistir [173]. Yukaridaki kii¢iik
capli arastirmalarda yiiksek gebelik oranlarinin aksine bizim genis serili
calismamizda gebelik oram1 %48 olarak saptandi. Bu grupta en az 2 defa IVF-ET
yapilan hastalar oldugu g6z Oniinde bulunduruldugu taktirde bu oranin diisiik
olmadig1 goriiliir. 1k iki calisma sadece pilot calisma niteligindedir ve vaka sayilari

oldukga yetersizdir.

Ucten fazla basarisiz IVF siklusu olan 686 hastada allojenik 16kosit immunizasyonu
uygulamasini retrospektif olarak degerlendiren bir ¢alismada immunizasyondan
sonra 6 ay siiren gegici bir olumlu etki bildirilmistir [174]. Ancak ¢aligmanin tasarimi
nedeniyle sonuglar dikkatli yorumlanmalidir. Tekrarlayan [IVF basarisizhigi
vakalarinda partnerin l6kositleri ile immunizasyon yapilan benzer bir ¢alismada
olumlu bir etki gosterilememistir [175]. Tekrarlayan IVF basarisizligi vakalarinda
prospektif randomize bir c¢alisgma bulunmamakla beraber tekrarlayan abortus
vakalarinda yapilan prospektif randomize bir ¢alismada allojenik l6kosit
izoimmunizasyonunun faydah bir etkisi gozlenmemistir [176]. Tekrarlayan diisiigi
olan hastalar iizerinde yapilan bir ¢alismada lenfosit immunoterapisi alan grupta
tekrar diisiikk olma oran1 %26 iken, sadece progesteron verilen kontrol grubunda bu
oran %57.1 olarak saptanmistir [156]. Bu ¢alisma ile immunoterapinin yalniz basina

progesteron tedavisinden ¢ok daha etkin oldugu kanitlanmistir.

Recurrent Miscarriage Immunotherapy Trialist Group (RMITG)'un 1994 yilinda
[154] yaptigi derlemeye zit olarak 1999 yilinda Ober [176] tarafindan genis bir
multisentrik ¢alisma yayimlanmistir. Burada tekrarlayan diisiigii olan 91 kadina
paternal mononiikleer hiicre transferi (calisma), 92 kadina ise steril salin (kontrol)
uygulanmis ve ¢alismayla kontrol grubu arasinda istatistiksel fark bulunmamistir.
Hatta immunize edilen grupta basarili ve devam eden gebelik oran1 daha diisiik
saptanmistir. Bunun iizerine bu grup paternal lenfosit immunizasyonun gebelik
basarisin1 etkilemedigini ve Onerilmemesi gerektigini vurgulamistir. Daha sonra
Scott tarafindan [177] yapilan analizde de tipki Ober ve ark.larinin vurguladigi gibi
paternal lenfosit immunizasyon tedavisinin plaseboya bir iistiinliigiiniin olmadig1 6ne
stirilmiistiir. Bu yayinlar oldukca tartismali bulunmustur. Bir ¢ok grup tarafindan her
iki caligmada da bir takim problemlerin oldugu ileri siiriilmiistiir. Birincisi drneklem

biiyiikliigiiniin lenfosit immunizasyon grubunda kii¢iikk oldugu, ikincisi ise anti-
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niikleer antikor pozitif olan hastalarin ¢alisma dis1 birakilmadigidir [178]. Ugiincii bir
tartismali konu ise immunize edilen 7 hastada karyotip anomalisi bulunmasi ve
bunlarin c¢alismaya dahil edilmesidir. Ek olarak bu c¢alismalarda yapilan
immunizasyon metoduda da tartigmali bulunmustur. Intention to treat meta-
analizlerinde ek bir canli dogum elde etmek igin paternal lenfosit immunizasyonu
yapilmasi gereken hasta sayist 11.2 olarak hesaplanmistir [179]. A¢ik ve kesin bir
yargiya varana kadar paternal lenfosit immunizasyonunun tekrarlayan implantasyon
basarisizlig1 olanlarda tartismal1 bir tedavi modalitesi olacagi {izerinde durulmustur

[178].

Check ve ark.larinin tekrarlayan implantasyon basarisizligi olan vakalarim
randomize edip bir gruba paternal lenfosit immunizasyonu yaptiklari retrospektif
calismalarinda; asilanan grupta (n=94) transfer edilen embriyo basina canli dogum
orant %30.8, diger grupta (n=98) ise %19.7 ile anlamli olarak (p=0.02) yiiksek
gebelik orani elde etmislerdir [180]. Bu galisma ile lenfosit immunoterapisinin
tekrarlayan implantasyon basarisizligi olan hastalarda umut vaad eden bir tedavi

oldugu vurgulanmis, ancak bunun i¢in genis serilere ihtiya¢ duyuldugu bildirilmistir.

Paternal lenfosit immunizasyonu yapildiktan 12 ay sonra gebelik elde edilememesi
islemin basarisiz oldugu anlamma gelir [123]. Ancak bir¢ok yayinda tartigsmali olan
nokta islemin sadece gebelikten Once uygulanmis olmasidir. Halbuki paternal
lenfosit immunizasyonu 2-4 haftalik araliklarla gebelik Oncesi diizenli olarak ve
birka¢ kez de gebelik esnasinda uygulanmasi gerekir. Ancak bu sekilde uygulanmis
olmasina ragmen gebelik olusmazsa islemin basarisiz olduguna karar verilir.
Maejima ve ark.lar1 paternal lenfosit kullanilarak yapilan immunoterapiyi sadece
gebelik oncesi ve gebelik elde ettikten sonra da uygulanan hastalar olmak tizere iki
gruba randomize ettikleri ¢aligmalarinda daha basarili sonuglarin ikinci grupta
oldugunu saptamislardir [181]. Carp ve ark.lar1 da serokonversiyonu saglamak igin
destekleyici ilave dozlarin gerekli oldugunu vurgulamistir [182]. Pandey ve ark.lar
da lenfosit immunoterapisinin etkinliginin gebelik Oncesi ve gebelik sirasinda
yapildiginda daha fazla oldugunu bildirmistir [123]. Aymi arastirmacilar ayrica
paternal lenfosit immunizasyonu yapilan hastalarda serokonversiyonun (APCA,
MLR-Bf, NK hiicre aktivitesinin supresyonu, Th1l'den Th2 reaktiviteye gegis, Ab2,

PIBf vb.nin) pozitiflesmesinin tedavinin basarisina isaret edebilecegini spekiile
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etmiglerdir. Benzer sekilde Gafter ark.lart [163] da 9 seropozitif alloimmun
kadindan 7'sinin gebe kaldigim1 ve canli dogum yaptigmi bildirmistir. Bazi
arastirmacilar ise preimmunize kadinda otoimmun antikor (anti-niiklear antikor, anti-
fosfolipid antikor) veya alloimmun antikor (APCA, Ab2, MLR-Bf) pozitifligi
varliinda immunoterapi basarisinin  ilging bir sekilde diisik oldugunu

yayinlamiglardir [183,184].

Pateral lenfosit immunizasyonunda basarinin doz bagimli oldugu ileri siiriilmiistiir.
Koruyucu optimal etki i¢in tek enjeksiyonda en az 100x10° veya >100x10° hiicre
verilmesi gereklidir [123]. Immunoterapide uygulanan lenfosit sayis1 kritik énem
tasir. 60-150x10° dan diisiik lenfosit transferinde suboptimal etki olusur, karsit olarak
asir1 lenfosit uygulamast (>500x10%) da etkili olmayabilir [185,186]. Biz
caligmamizda sadece intradermal uygulamayi kullandik. Benzer sekilde ¢alismalarda
intradermal veya intravendz yolun basari iizerine daha fazla etki ettigi, buna karsin
subkutan, intrakutan ve intramuskuler uygulamalarda basarinin daha az oldugu
bildirilmistir.

Amerika Ilag ve Gida Dairesi Baskanligi hiicre ve hiicresel iiriinlerin insanlara
uygulanmasim1 sadece klinik arastirma projelerinin bir pargasi olarak tavsiye
etmektedir. FDA'nin tavsiye niteligindeki bu bildirisinden sonra ABD'de paternal
lenfosit immunizasyonunun kullanimi durmustur. Buna karsin Japonya'da iiniversite
Kliniklerinin %80'inde bu yontem tedavilere yardimci olarak kullanilmaktadir [136].
Alloimmunizasyonun yan etkileri seyrektir, ancak bu tedavinin transfiizyon
reaksiyonu, graft versus host reaksiyonu, Hepatit B ve HIV gibi viral enfeksiyonlarin
transmisyonu gibi potansiyel riskleri vardir. Paternal lenfosit immunizasyonunun
bildirilen en 6nemli yan etkisi ciltte olusan graft versus host benzeri reaksiyondur.
Yetmis vakalik seride 1 vakada boyle bir reaksiyon bildirilmistir [187]. Ciltte olusan
bu doku reddi reaksiyonunu énlemin yolu uygulama 6ncesi hiicrelerin 1sinlanmasidir.
Bizim 500 vakalik serimizde buna benzer bir reaksiyona rastlanmadi. Ayrica
anaflaksi, lokal veya sistemik enfeksiyon goriilmedi. Sadece 2 hastada ilk uygulama
sonrast 37.5 dereceyi gegmeyen ve kendiliginden diizelen subfebril ates goriildii.
Yine de bu reaksiyona 6zel bir ilgi gostermek gerekir, ¢linkii bu fenomen hayati
tehdit edici olabilir. Islemin hastane kosullarinda yapilmas: hayati 6nem tasir. Viral
hastaliklarin transfer riski ise detayli bir serolojik tarama ile Onlenebilir. Bizim

serimizde herhangi bir viral gegis ve benzeri bir komplikasyon goriilmedi.
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Ayrica paternal lenfosit immunizasyonu yapilan kadinlarda ikiz gebelik, erken
dogum, intrauterin gelisme geriligi ve bazi konjenital anomaliler gibi ¢esitli yan
etkiler bildirilmistir [176,188]. Fakat bu yan etkiler diger genis serilerde
saptanmamustir [189].

Paternal lenfosit immunizasyonun bildirilen diger bir olumsuz etkisi ise asilanan
kadinlarin serumunda sperm antikorlarini arttirmasidir. Yapilan bir ¢alismada asi
uygulanan 10 kadindan 7'sinde (%70) anlamli bir seklide sperm antikorlarinin arttig
ve bunun ilerdeki gebe kalma iizerine olumsuz etki edebilecegi spekiile edilmistir
[190]. Ancak sonraki g¢aligmalarda anti sperm antikorlarmin IVF/ICSI sonuglari
tizerine olumsuz etkisinin olmadig: bildirilmistir [191,192]. Giincel literatiir verileri

nedeniyle biz ¢alismamizda anti sperm antikor baktirmaya gerek duymadik.

Lenfosit immunoterapisi maternal kanda HLA-alloantikorlar1 iiretir. Aslinda bu
antikorlar normal gebelikte de goriiliir ve fetus tizerine olumsuz bir etkisi yoktur
[154]. Immiinoterapi sonras1 dogan ¢ocukta bu alloantikorlara bagli olarak gelismesi
varsayilan durumlarin baginda hemolitik hastalik, alloimmun trombositopeni ve
alloimmun nétropeni gelir [193]. Fakat genis serili meta-analizlerde bu sorunlarla

karsilagilmamigtir [154].
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6. SONUC

Tekrarlayan implantasyon basarisizliklarinin  etyolojisi aydinlatilamamistir  ve
sorunun muhtemelen tek bir nedeni yoktur. O nedenledir ki, ¢iftlerin {i¢ veya daha
dazla basarisiz deneme sonrasi immunolojik, anatomik, genetik ve diger faktorler
acisindan tekrar degerlendirilmeleri gerekmektedir. Tekrarlayan IVF basarisizlig
olan kadinlarda tipki tekrarlayan spontan diisiik yapan vakalardaki gibi organ
spesifik ve/veya organa spesifik olmayan otoantikorlarin arttig1 bilinmektedir [194].
Bu antikorlarin implantasyon basarisizligina neden oldugu net olarak ortaya
konulamamustir. Tekrarlayan IVF basarisizligi olan hastalara prednizolon, heparin
ve aspirin yalniz basina veya immunoglobulinlerle (IVIG) kombine olarak ve
paternal lenfositlerin kullanildig1 aktif immunoterapi gibi bir ¢ok terapotik girisim
kullanilagelmistir. Ancak gilinlimiizde IVF ile birlikte bu girisimlerin kullanilmasi
deneysel modelde kalmistir. Kontrollu randomize prospektif genis serili vaka

caligmalar yetersizdir.

Bizim calismamiz 500 vaka ile literatiirdeki en genis serili ¢alisma olacaktir. Bu
calisma ile tekrarlayan IVF basarisizligt olan hastalarda paternal lenfosit
immunizasyonu devam eden gebelik oranin1 %@48'ler seviyesine ¢ikarmistir.
Standardize ve yaygin olarak uygulanabilen testler ve etkinligi kanitlanmis tedavi
yontemleri olmadigindan, tekrarlayan IVF basarisizliginda allojenik lenfosit
izoimmunizasyonu ancak iyi tasarlanmis bir klinik ¢alisma kosullarinda ciftlere

onerilmelidir.
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