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ONSOZ

Bir saglik kurulusunun poliklinik hizmetinden, yatakli servis hizmetine,
ameliyathanesinden sosyal programlarina kadar tiim organlar ile birlikte sevk ve
idaresinde bana katmis oldugu bilgi birikimi i¢in; gerceklestirilen ameliyatlarda,
midahalelerde acil durumlarin yonetimine yonelik verdigi cesaret i¢in; bir hastanin
degerlendirilmesinde ve tedavisinin planlanmasinda kusursuzlugun ehemniyetini
gosterdigi i¢in; yara bakimi konusunda bana kattiklari; cerrahi prosediirlerde
yetenegin gelismesindeki tabiri ile “elimizi kirdig1” i¢in ve sayesinde elimdeki nester
her daim keskin kalacagi i¢in klinigimizin bagdastiric1 ve biitlinlestiricisi, yiiregi
ciissesinde biiyiik degerli hocam Prof. Dr. Mehmet ibrahim Harma’ya minnettarim.

Her bir 6grencisini kendi ailesinden biri olarak goren ve yeri geldigi zaman
kendisini dahi ihmal ederek Ogretme aski ve sevki igerisinde olan, sabah erken
saatlerde gelerek birebir vaka yaptiran, gosteren, vajinal histerektomi, endometriozis
cerrahisi basta olmak {izere bir¢ok cerrahi teknigi sabirla ve sevgiyle bana anlatan,
hasta oldugumda bir anne sefkati ile yaklasan, hastalari ile iliskisini her daim 6rnek
aldigim, kusursuz riskli gebelik yonetiminden, kusursuz malignite cerrahisine kadar
bir ¢cok yaklasimi sayesinde izlemleyebildigim sevgimi ve saygimi dile getirmekte
kelimelerin yetersiz kaldigr saygideger hocam Prof. Dr. Miige Harma’ya
siikranlarim1 ve minnetimi sunarim.

Tarifi miimkiin olmayan cerrahi yetene8ini her ameliyatta hayranlikla
izledigim ve her izleyisimde tekrar hayran kaldigim, dinamizmi, enerjisi, iletisimi ve
glizelligi ile etrafindaki herkese ilham kaynagi olan, laparoskopik ve histeroskopik
cerrahi prosediirlerde bana katmis olduklarindan dolayr kendimi izahi miimkiin
olmayacak sekilde goniil borcu igerisinde hissettigim, minimal invaziv cerrahi
teknikleri ile birlikte hastalariyla olan iligkisini birebir 6rnek aldigim, tarafimca goriis
bildirilmesini dahi ukalalik olarak tanimlayabilecegim tibbi muhteviyatinin yaninda,
akademik durusu, 6grenci egitimi, insan iliskileri ve hayata dair goriisleri ile her
zaman kendime yol gosterici olmasint diledigim kendisi kadar kalbi de giizel sevgili
hocam Prof. Dr. Ulkii Ozmen’e hayranligimi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Perinatolojik - jinekolojik degerlendirmesi ve teorik bilgisi ile bana katmis
olduklarinin yaninda, ileride icra edecegim meslegin tiim adli ve biirokratik
islemlerini sayesinde 6grendigim, babacan ve sabirli tavri ile her daim yaninda bana

yer vermis olan, nesesi ve mizahi duygusu ile sancili egitim Ogretim hayatimin



tebesstimii oldugu kadar, hasta degerlendirmesindeki ciddiyetini kendime referans
olarak belirlemeye calistigim, her tiirlii derdimizin dinleyicisi, ¢dziimleyicisi, yol
gostericisi kiymetli hocam Dog. Dr. Aykut Barut ve bu tezin yapiminda énemli bir
paya sahip kiymetli hocam Tibbi Patoloji Anabilim Dali 6gretim iiyesi Prof. Dr.
Figen Barut’a minnettarligimi sunarim.

Komplikasyonlarin minimalize edilmesi ve ultrasonografik degerlendirme
konusunda bana katmis olduklari i¢in, literatiirel bilgi arastirmasina yoOnelik bana
olan tesviki icin, tesadiife ve sansa higbir tibbi islemin birakilmamasi gerekliligini
tavir ve tutumundan &rnekledigim Dog. Dr. Inan ilker Arikan’a tesekkiirlerimi
sunarim.

Asistanlik déonemimin son zamanlarinda bilgisi ile bana katki saglamis olan
Yrd. Dog. Dr. Abdiil Hamid Giiler’e, bu tezin yapiminda katkisi yadsinamaz olan
Yrd Dog. Dr. Fiirlizan Kotirk’e tiim yan dal asistanligt boyunca bana
kazandirdiklar1 i¢in Uzm. Dr. Anil Turhan Cakir’a, bilgi birikimlerini bana aktaran
Uzm. Dr. Gorker Sel ve Uzm. Dr. Oguz Ozdemir’e ve klinige benden sonra gelmis
olan, caligmaktan biiyiikk keyif aldigim ve tiim bildiklerimi kendilerine aktarmaya
calistigim kiymetli asistan arkadaslarima tesekkiirii borg bilirim.

Benim bugiine ulagmami saglayan ve beni ¢ok seven, “zor” un olmadigini
“imkansizin” bahane oldugunu 6greten, tim deger yargilarimi kendisinden aldigim
sevgili babam Metin Sucu’ya; aile methumunun ne demek oldugunu kendisinde
gordiigiim ve 6grendigim, mevcut karakterimdeki her duygusal zerrenin kendisinin
151g1n1n bir yansimasi olan sevgili annem Goniil Sucu’ya ve benden 3 yil sonra aileye
katilip pabucumu dama atarak bendeki ¢aligma azmini koriikleyen, hayatin ¢ok da
ciddiye alinacak bir sey olmadigini 6greten sevgili kardesim Bahri Sucu’ ya, her
daim yanimda olan ve ne olursa olsun, nasil olursa olsun yanimda olmasini diledigim
Serap Topkaraya var olduklari i¢in tesekkiirler.

Sadun SUCU
ZONGULDAK, 2017



OZET

Sucu S., Wistar Albino Sicanlarda Granulosit Koloni Stimule Edici Faktoriin
Endometriyum Kahnhgna Etkisinin Arastirilmasi, Biilent Ecevit Universitesi Tip
Fakiiltesi, Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Tezi, Zonguldak, 2017.

Infertilitenin, ciftleri etkileyen bir¢ok yonii ve sebebi vardir. Basarili bir
tedavi rejimi olusturmak i¢in, bu sebepler ortaya konmali ve uygun tedavi
protokolleri gelistirilmelidir. Calismamizda, ince endometriyuma sahip infertil
ciftlerin tedavi rejimleri i¢in kullanilabilecek olan G-CSF’nin etkinligini arastirmay1
ve G-CSF’nin muhtemel yan etki potansiyelini ortaya koymayi amagladik.

Hayvan modeli olarak olusturdugumuz ¢alismamizda, 50 adet rat, bes gruba
ayirarak, alkol ile inceltilmis endometriyum iizerinde ve normal endometriyum
tizerinde G-CSF’nin etkisini arastirdik. Bu aragtirmanin yaninda, uygulanan doz ve
siirede G-CSF’nin yan etki potansiyelini ortaya koymaya c¢abaladik. Endometriyum
ve uterus kalinlik oOlgiimleri tarafsiz patolog tarafindan semikantitif olarak
gerceklestirildi. Her bir rat grubu icerisinde, parametrelerin birbiri ile olan iliskisini
ortaya koymak icin korelasyon analizi yapild.

Uygulanan doz ve silirede G-CSF, endometrium yiizey epitel kalinligim
arttirmistir. Uterus kalinligi ve endometriyum kalinligina etkisinin olmadig tespit
edilmistir. Uygulanan tedavi siiresinde ve dozunda G-CSF’nin nétrofil ve 16kositler
tizerinde beklenenin aksine negatif bir etkisinin oldugu ortaya konulmustur.

Infertil ¢iftlerin tedavisinde uygulanabilecek G-CSF tedavi protokolii i¢in
daha ¢ok kontrollii calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anahtar Kelimer: Infertilite, G-CSF, Endometriyum, Sigan,



SUMMARY

Sucu S., Investigation of the Effect of Granulocyte Colony-Stimulating Factor to
Endometrium Thickness in Wistar Albino Rat, Biilent Ecevit University Faculty
of Medicine Obstetrics and Gynecology Department of the Thesis. Zonguldak
2017.

Infertility has many aspects and causes that affect couples. In order to
establish a successful treatment regimen, these reasons should be determined and
appropriate treatment protocols developed. In our study, we aimed to investigate the
efficacy of G-CSF, which could be used for treatment regimens of infertile couples
with thin endometrium and to demonstrate G-CSF’s side-effect potentials.

In our study as an animal model, by dividing 50 rats to 5 groups, we studied
the effect of G-CSF on thin endometrium developed by using alcahol and normal
endometrium. Besides this study, we tried to reveal the potential side effects of G-
CSF at the dose and duration. Endometrium and uterine thickness measurements
were performed semiquantitatively by a neutral pathologist. Within each group of
rats, we performed a correlation analysis to show the relationship of the parameters
to each other.

G-CSF increased endometrium surface epithelium thickness at the dose and
duration. It has been determined that there is no effect on uterine thickness and
endometrium thickness. It has been demonstrated that G-CSF has a negative effect
on neutrophil and leukocyte as opposed to anticipated.

More controlled studies are needed for the G-CSF treatment protocol that can

be applied in the treatment of infertile couples.

Keywords: Infertility, G-CSF, Endometrium, Rat
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1. GIRIS

Infertilite, ciftleri tibbi, kiiltiirel ve sosyo-ekonomik yonden etkileyen dnemli
bir sorundur. Bu etkilerinin azaltilmas1 ve basarili bir tedavi rejimi olusturulmasi igin
infertilitenin nedenleri ortadan kaldirilmali veya geri doniisii miimkiin olmayan
nedenler alternatif yontemler ile tedavi edilmelidir. Spermatogenezden ve
ovulasyondan, saglikli ve canli bir doguma kadar gegen siire igerisinde bir¢ok etken
ve sorun ile karsilasma riski mevcut iken infertil ciftlerin daha yolun basinda
karsilagtig1 sorun, kendi saglik sorunlarina ek olarak psikolojik sorunlara da neden
olmaktadir. Saglikl1 bir gebelik gelisimi i¢in uygun ovumun sperm ile déllenmesinin
yaninda embriyonun uterin kaviteye ulasmasi ve endometriyum igerisine implante
olmas: gerekmektedir. Implantasyon icin endometriyumun sekretuar fazda olmasi
kendi basina yeterli olmayip, endometriyumun kalinliginin, yiizey antijenlerinin, kan
akiminin yeterli olmasi gerekir. Infertilite tedavisinde son teknoloji olarak uygulanan
invitro fertilizasyon tedavisinde dahi endometriyum ozellikleri biiyilk 6nem arz
etmektedir.

Infertilitenin birgok sebebi olmasi nedeniyle uygulanacak tedavi rejimleri
farklilik gosterir. Bu nedenlerin bir kismi kolayca diizeltilebilirken bir kisminda ise
literatiirel bilgi ve tedavi yontemleri kisithidir. Bu kisitliligin en ¢ok hissedildigi hasta
grubu ise ince endometriyuma sahip hastalardir. Etiyopatogenezi net olarak
aydinlatilmis olan edinilmis ince endometriyum patolojilerinin  yaninda
etiyopatogenezi hakkinda net bir fikire sahip olmadigimiz endometriyum
patolojilerine yonelik tedavi rejimlerini olusturmak ve uygulamak, infertil giftler ve
klinisyenler i¢in zorlayici bir siirectir.

Ince endometriyumun tedavisinde sildenafil sitrat, asetil salisilik asit, E
vitamini gibi birgok ajan kullanilmis ve bir kisminda cesitli derecelerde fayda
sagladiklar1 gorilmiistiir. Bu tedavi rejimlerinin yaninda koloni stimiile edici
faktorlerin de ince endometriyum tedavisi tizerinde etkisi gosterilmis fakat uygun
doz, uygulama siiresi ve farmakodinamigi net olarak belirlenememistir.

Ureme ¢agindaki ciftlerin %10 - %15°i infertilite tamis1 alirken ve biiyiik bir
kisminin nedeni agiklanamazken, uygulanacak tedavi rejimlerinin giivenilirligi de
sorgulanmalidir. Uygulanacak olan rejimlerde etkinligin arastirilmasinin yaninda,
potansiyel yan etkileri de ortaya konarak daha bilingli tedavi yontemleri

belirlenmelidir.



Calismamizda graniilosit koloni stimiile edici faktoriin ince endometriyum

tizerine etkisi arastirilmig ve yan etki potansiyeli belirlenmeye caligiimistir.



2.GENEL BILGILER

Uygun siklikta korunmasiz 1 yil cinsel iliskiden sonra gebe kalamama, infertilite
olarak tanimlanir. Infertilite; daha once gebelik olmamas1 primer infertilite ve en az
bir gebelik sonras1 gebe kalamama sekonder infertilite olarak ikiye ayrilabilir. Diger
taraftan fekundabilite, gebe kalma yetenegidir. Biiylik populasyon caligmalarinda
elde edilen bilgiler, aylik gebe kalma olasiliginin %20 ile %25 arasinda oldugunu

gostermistir. Gebe kalmaya calisan kadinlarin yaklasik %50°s1 3 ayda, %75’1 6 ayda

ve %85°den fazlasi 1 yilda gebe kalacaktir.
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Basaril1 bir gebelik i¢in ovulasyon, ovumun fallop tiipii tarafindan tutulmasi,
fertilizasyon, fertilize ovumun uterus icine tasinmasi ve reseptif uterin kavite igine
implantasyonunu igeren, karmasik olaylar sirasi gereklidir. Genellikle infertilitenin
ticte birine kadin, iicte birine erkek ve kalan licte birine her ikisi katkida bulunabilir.

Bu yaklasim, tedaviye baslamadan Once, ¢iftlerin her iki {iyesinin de

degerlendirilmesini vurgulamaktadir (1).




Grafik 2: Infertilte nedenlerinin dagilim1
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(Abma, 1997; Amerikan Ureme Tibb1 Dernegi Uygulama Komitesi)
2.1 Kadin Infertilitesi

Infertilite degerlendirmesi; teorik olarak ovulasyon, normal kadin iireme
sistemi anatomisi ve normal semen 06zelliklerinini dogrulanmasi ile basitlestirilebilir.
Herhangi bir tibbi durumda oldugu gibi, eksiksiz bir hikaye ve fizik muayene
kritiktir. (Amerikan Ureme Tibb1 Dernegi 2000) Ozellikle menstiirasyon, énceki
kontraseptif yontem kullanimi, infertilite siiresi, tekrarlayan over kisti Oykiisii
endometriozis, leiomyomlar, cinsel yolla bulasan hastaliklar, pelvik inflamatuar
hastalik oykiisii, gebelik kaybi, erken dogum, ge¢ gebe kalma, plasenta retansiyonu,
dilatasyon ve kiiretaj 0ykiisii, koryoamniyonit, fetal anomaliler, disparoni, servikal
konizasyon Oykiisii sorgulanmalidir. Bunlarla birlikte bir dizi infertiliteye neden
olabilecek durum arastirilmalidir (1).

a. Hiperprolaktinemi

b. Tiroid hastaliklar:

. Androjen fazlali§i semptomlari
d. Gegirilmis kemoterapi

Pelvik radyoterapi maruziyeti
Pelvis ve batin cerrahisi dykiisii

Ovulasyonu kotli yonde etkileyebilecek ilaglar ve besin takviyeleri

o «Q —Hh @

Viicut kitle endeksi
i. Sigara, kafein ve alkol kullanimi
J. Agir metal ve insektisitlere maruziyet

K. Yasam tarzi, yeme aligkanliklar1 ve toksinlere maruziyeti



2.1.1 Kadin infertilitesi Nedenleri

8500 infertil ¢iftin degerlendirildigi Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) bir
caligmasinda, gelismis iilkelerde kadin kaynakli infertilite oran1 %37, erkek kaynakl
infertilitenin oran1 %8, her iki cinsiyetinde infertilite nedenine sahip oldugu oran
%35 olarak tespit edildi. Geriye kalan ciftler ¢alisma sirasinda ya gebe kaldi ya da
belli bir neden bulunamadi. Ilerleyen kadm yas1 ile birlikte infertilite oranlarinda
artig tespit edildi. Buna ek olarak leiomyom, tubal hastaliklar ve endometriozis gibi

diger faktorler, gebelik oranlarini diisiirdii (2).

Grafik 3: Kadin infertilitesi nedenleri
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2.1.1.1 Ovulatuar Bozukluklar

Seyrek ovulasyon veya anovulasyon, oositin her ay fertilizasyon i¢in hazir
olmamast nedeniyle infertilite ile sonuglanir. Yas, kadin infertiltesini etkileyen
onemli bir faktordiir. Yas ile birlikte azalan fekundabilite oositin niceliginin ve
niteliginin azalmasina baghdir. Oositin kaynaklandigr kok hiicre toplulugu, 6-7
milyon ile fetal yasamin ortasinda maksimum degere ulasir ve dogumda 1-2 milyona,
pubertenin baslangicinda ise 300.000 folikiile kadar diiser (3). Folikiil kayb1 30’lu

yaslarin ortalarindan sonra hiz kazanmaktadir (4-5).


https://www.uptodate.com/contents/causes-of-female-infertility/abstract/3
https://www.uptodate.com/contents/causes-of-female-infertility/abstract/4

Sigara kullanimi, radyasyon maruziyeti, kemoterapi ve otoimmiin hastaliklar
folikiil kaybint hizlandirir (6-8). Over kistlerinin (6 cm’ye kadar olan) infertilite
tizerinde bir etkisinin olup olmadig: ise agik degildir, fakat cerrahi tedaviler, over
rezervi lizerinde, kistin kendisinden daha zararli bulunmustur. Bu over Kkistlerinin

biiyiik bir ¢ogunlugunu endometriomalar olusturmaktadir (8).

2.1.1.2 Tubal Anormallikler ve Pelvik Adezyonlar

Tubal hastaliklar ve pelvik adezyonlar sperm ve oositin fallop tiipi
icerisindeki normal ilerleyisini 6nler. Tubal anormalliklerin birincil nedeni klamidya,
gonore gibi patojenlerin neden oldugu pelvik inflamatuar hastaliktir. Diger nedenler
arasinda endometriozis, 6nceden gegirilmis pelvik cerrahi sonrasi yapisikliklar,
pelvik tiiberkiiloz, tubal kaynakli olmayan enfeksiyonlar (6rn: fallop tiipiine agilan
divertikiil) gosterilebilir. Proksimal tubal okliizyon bir pihti, mukus, amorf debris ya
da uterotubal ostiumun spazmina bagl gelisebilir ve gercek bir anatomik okliizyon
olarak etki gostermez (9).

Distal tubal tikaniklik sonucunda in vitro fertilizasyon (IVF) basarisi
oranlarini diisiiren hidrosalphinks olusabilir. Hidrosalphinks, sperm migrasyonunu
engellemesine ek olarak tubal igerigin retrograd akis1 ile embriyonun
implantasyonuna uygun olan c¢evreyi koti etkileyerek fertiliteyi diislirtir.
Hidrosalphinks olarak tespit edilmis fallopi tiiplerinin eksize edilmesi IVF basarisim

artirir.

2.1.1.3 Uterus Leiomyom

Uterus leiomyomu sik rastlanan monoklonal benign diiz kas timdridiir. Bir
meta-analizde, sadece submukozal ya da intrakaviter komponenti olan myomlar
diisiik gebelik oranlari ve implantasyon oranlari ile iliskili bulunmustur (10).
Submiik6z myoma sahip infertil kadinlara yapilan myomektomi sonucunda
fekundabilitede artis gorilmistiir. Buradaki muhtemel mekanizma normal

implantasyonun inhibisyonudur.
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2.1.1.4 Uterin Anomaliler

Uterin anomalilerin normal implantasyon mekanizmasini bozarak infertiliteye
neden oldugu diisiiniilmektedir. Miillerien anomaliler ise tekrarlayan gebelik
kayiplarinin 6nemli bir nedenidir. Septat uterus, reprodiiktif sonuglari kotii yonde
etkilemektedir. Infertilite ile iliskilendirilebilecek diger yapisal anomaliler,
endometrial polipler ve dnceki gebeliklerle iliskili kiiretajlar sonrasi olusan sinesileri

kapsar.

2.1.1.5 Luteal Faz Defekti

Luteal faz defekti, implantasyona uygun cevap verebilmesi igin
endometriyumu hazirlayan progesteronun korpus luteumdan uygun olarak
tiretilmemesini  anlatmaktadir. American Society of Reproductive Medicine
komitesinin 2015 yilindaki toplantisinda goriis “ Her ne kadar progesteron erken
embriyonik gelisim ve implantasyon siireci i¢in ¢ok dnemli olsa da luteal faz defekti
infertiliteye neden olan bagimsiz bir antitedir. Genel kabul gérmiis tan1 koyduracak

bir tetkiki ya da tedavisi yoktur.” seklinde olmustur (11).

2.1.1.6 Endometriozis

Endometriozisin fertiliteyi azaltmadaki rolii; pelvik adezyonlar1 arttirmasi,
endometrioma formasyonu ile ve cerrahi tedavisi ile over dokusuna zarar vermesi,
ovulasyon, fertilizasyon ve implantasyon igin gerekli sitokin ve biiyiime

faktorlerinde azaltmaya neden olmasi olarak belirtilebilir.

2.1.1.7 Servikal Faktor

Menstriiel siklusun ortasinda servikal mukus spermlerin ge¢mesine izin
verecek yapi kazanir. Konjenital malformasyonlar ve serviks travmalar1 (6rn: cerrahi
islemler) normal mukus iretim siirecini bozabilir veya servikal stenoz ile

sonuclanabilir.


https://www.uptodate.com/contents/causes-of-female-infertility/abstract/14

2.1.1.8 Kalitsal Trombofili

Kalitsal trombofilinin agiklanayamayan infertilite ile iligkisi net olarak ortaya
konamamustir. Genis bir retrospektif calisma, faktér 5 Leiden mutasyonu ve lupus
antikoagulan1 varligini da igeren yaygin trombofililerin IVF basarisizlig ile iliskisini
ortaya koyamamustir (12). Bu nedenle tekrarlayan infertilite tedavisi

basarisizliklarinda ne trombofili taramasi ne de tedavisi 6nerilmemektedir.

2.1.1.9 immiin Faktorler

Antifosfolipit antikor varligi erken gebeliklerin immunolojik kaybina ve
plasenta hasarina neden olur. Anfosfosfolipid antikorlar haricindeki antikorlar ve
anormal immun sistem test sonuclari, tekraralayan reprodiiktif basarisizliga ugrayan
kadinlarda siklikla rapor edilse de; calismalar, bu fenomenin nedenini ve etkisini
kanitlayamamiglardir  (13). Otoimmiin hastaliga sahip kadinlarda, antikorlarin
fertilizasyon ve implantasyona etkisinin tam olarak ag¢iklanamadigi bir artmis
infertilite riski so6z konusudur. Colyak hastaligina sahip kadinlarda, reprodiiktif
anormalliklerin, intrauterin gelisme geriliginin, abortuslarin, infertilitenin siklig:

artmigtir (14).
2.1.1.10 Genetik Faktorler

Infertil ciftlerde karyotip anomalileri, genel populasyona oranla daha sik
goriiliir (15). Infertilitede en sik rastlanan andploidi anomalisi; kadinlarda Turner
sendromu (45,X), erkeklerde Kleinefelter sendromudur.

2.1.2 Infertilitede Yapilan Tetkikler

Infertilite degerlendirilmesi teorik olarak oviilasyon, normal kadm iireme

sistemi anatomisi ve normal semen 0zelliklerinin dogrulanmasi ile basitlestirilebilinir

().
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2.1.2.1 Ovulatuar Disfonkisyon

Ovulasyon; hipotalamus, 6n hipofiz veya overlerdeki anomalilere bagli olarak
alt Ust edilmis olabilir. Hipotalamik bozukluklar, kazanilmis veya kalitsal olabilir.
Kazanilmis bozukluklara; asir1 egzersiz, yeme bozukluklar1 veya stres gibi yasam
bigimleri neden olabilir. Alternatif olarak, hipotalamik gonodotropin releasing-
hormon ndronlarmin disfonksiyonu ya da uygunsuz migrasyonu, idiyopatik
hipotalamik hipogonadizm (IHH) ya da Kallman sendromunda meydana geldigi gibi
kalittmsal da olabilir. Tiroid hastaligi ve hiperprolaktinemi de menstriiel
bozukluklara katkida bulunabilir (1).

2.1.2.1.1 Serum Midluteal Progesteron

Luteal fazin ortasinda, serum progesteron diizeylerinin Olgiilmesiyle
ovulasyon belirlenebilir. Klasik 28 giinliik bir sikluSta, menstriiel kanamanin ilk
giinlinden itibaren siklusun 21. giinii veya ovulasyondan sonra 7. giinde serum alinir.
Folikiiler faz boyunca diizeyleri, genellikle <2ng /mL’dir. 4 ile 6 ng /mL’nin
tizerindeki degerler ovulasyon ve korpus luteum tarafindan iiretilen progesteron ile
oldukga iligkilidir (16). Progesteron pulsatil olarak salgilanir ve bu nedenle tek
Ol¢iim, luteal faz boyunca tiim iiretimin gostergesi degildir. Sonug¢ olarak, kabul
edilebilr progesteron diizeyleri i¢in kesin bir esik deger tam olarak
degerlendirilememistir. Bununla beraber, midluteal 9.4 ng /mL’den biiyiik
progesteron diizeyinin, 10 ng/mL’den az olan hastalarda gozlenenden daha fazla
gebelik orani1 6ngordigiinii bildirilmistir (17). Bir¢ok klinisyen, progesteron diizeyi
bu degerin altinda olan herhangi bir hastayi, ampirik olarak dogal progesteron ile
tedavi etmeyi tercih eder. Bu yaklasimin zararli olma olasilig1 olmasa da bu tedavinin
yarari kanitlanamamustir. Buna gore, midluteal progesteron diizeyi ovulasyonu
saptamak icin en milkkemmel 6l¢iim olarak kabul edilir, fakat luteal fonksiyonun

kesin gostergesi degildir (1).



2.1.2.1.2 Ovulasyon Belirleyici Kitler

Ovulasyonu belirlemek i¢in birgok ek test gelistirilmistir. idrarda ovulasyon
belirleme kitleri eczanelerde yaygin olarak bulunmaktadir. Kolorimetrik yontemle
idrarda liiteinizan hormonun (LH) konsantrasyonunu 6l¢gen bu kitlerin kullanimlari
oldukea kolaydir ve yorumlamalari ile ilgili kolay agiklamalar saglanmaistir.

Genellikle, kadin, 6ngériilen LH artigindan 2 ile 3 giin dnce teste baglamalidir
ve testi hergiin yapmalidir. Test igin en uygun zamanla ilgili kesin bir fikir birligi
yoktur. Bazi infertilite uzmanlari, yogun ilk sabah idrarinin uygun test zamani
oldugunu ileri siirer. Digerlerinin bu 6rnegin yalanci pozitif sonuglar gosterebilecegi
konusunda kaygilar1 vardir ve sabah ikinci idrar 6rnegi ile test yapilmasi onerilir. Bir
diger grup ise serum LH pikinin sabah oldugunu ve idrar pikinin saptanma
olasiliginin ge¢ 6gleden sonra ya da aksam daha fazla oldugu sonucuna varmislardir
(1). Zamanlama, olasilikla testin hergiin yapilmasi kadar énemli degildir, ¢iinkii LH
artisinin yar1 Oomrii, yalnmizca 48 ile 50 saat arasmadadir. Olgularin ¢ogunda,
ovulasyon, idrar LH pikinden sonraki giinde meydana gelecektir (18,19). Kuskulu
sonuglar elde edilirse, test 12 saat iginde tekrarlanabilir. Bir ¢alismada, idrar LH
analizlerinin %100 duyarlilik ve %96 dogruluga sahip oldugu hesaplanmis olmasina

ragmen bu tipik kullanim sonuglarindan fazladir (1,20,21).

2.1.2.1.3 Overyan Rezerv

Erken folikiiler fazda serum folikiil stimulan hormon (FSH) diizeylerinin
Olglimii, over rezervinin basit ve duyarli bir belirtecidir (22). Over fonksiyonun
azalmastyla, graniiloza ve luteal hiicreler hipofiz 6n lobundaki gonodotroplardan
FSH salgilanmasinin inhibisyonundan sorumlu bir peptid hormon olan inhibini daha
az salgilar. FSH diizeyleri, luteal inhibinin azalmasiyla erken folikiiler fazda yiikselir.
Serum FSH diizeylerinin 6l¢iimii, klasik olarak adetin baglamasindan sonra siklusun
3. gliniinde yapilir, boylece “siklus 3. giin” FSH seviyesi olarak adlandirilir. Ancak,

10 mlU/ml’den fazla degerler, over rezervindeki belirgin kaybi isaret eder ve daha

10



hizli degerlendirme ve daha yogun bir tedavi basanmalidir (1). In vitro fertilizasyon
(IVF) sikluslarini degerlendiren biiyiik bir ¢aligmada, 15 mlU/ml’yi gecen siklus 3.
gin FSH diizeyleri, diisiik gebelik oranlarmin anlamli bir belirteci olarak
saptanmustir (22,23,24). Es zamanh olarak birgok klinisyen ostrodiol diizeyini de
dlger (25,26). Ostrodiol dlgiimiiniin eklenmesi ile tek basina FSH’nin yalanci negatif
degerlerinin sikligini azaltabilir. Biraz ¢eligkili olarak, over folikiillerinin tamami
bitse de, yash kadinlarda Ostrojen diizeyleri, artmis FSH diizeylerine bagli olarak
artmis overyen steroidogenezin uyarilmasi nedeniyle, siklusun erken donemlerinde
yiikselmis olacaktir. Siklusun 3. giiniinde >80 pg/mlL Gstrodiol diizeyi anormal
olarak kabul edilir. Ostrodiol ve FSH’nin referans degetlerinin laboratuarlar arasinda
degisebilecegi bilinmelidir. Bu nedenle, her klinisyen kendi laboratuarinin normal
degerlerini bilmelidir (1). Over rezervinin ek belirteglerini belirlemek igin girisimler,
graniiloza hiicrelerinin {irettigi inhibin B’yi dahil etmistir. inhibin B, folikiiler faz
boyunca artar, hipofiz bezi tarafindan FSH salimminin progresif olarak
baskilanmasina yol agar. FSH ve 0striol gibi, inhibin B’ de, siklus boyunca serum
seviyelerindeki biiyiik dalgalanmalar sebebiyle, folikiiler fazin erken doneminde
Olciilmelidir. Baslangigcta umut verici olsa da FSH testinden elde edilen bilgiye ek
katks1 oldugu gosterilememistir ve boylece bu test gozden diismiistiir (1).

Antimiillerien hormon (AMH) over rezervinin bir gdstergesi olarak analiz
edilen giindemdeki en yeni faktérdiir (27). Isminden de tahmin edilebilecegi gibi,
erkek farklilasmasi sirasinda fetal testislerden iiretilen AMH, miillerien sistemin
(fallop tiipleri, uterus ve ist vajen) olusumunu engeller. AMH ayrica, biiyiik
folikiillerde sinirli iiretimi ile kiigiik preantral folikiillerin graniiloza hiicreleri
tarafindan da tretilir. Bu goézlem, AMH’nin dominant folikiil belilenmesinde rol
oynadigin1 diisiindiirmektedir. AMH 0l¢limiiniin siklus donemlerinden bagimsiz
tretilmesi nedeniyle FSH ve inhibin testlerine gore avantaji vardir. Ayrica, AMH
seviyelerinin FSH veya 0Ostrodiol seviyelerindeki gozlemlenebilen degisikliklerin
oncesinde diisebilir, bu durum AMH seviyelerinin azalan overyan primoridal folikiil
sayist ile iligkili oldugunu diistindiirmektedir (28). AMH seviyeleri normal siklusu
olan kadinlarla kiyaslandiginda polikistik over sendromu (PKOS) olan kadinlarda 2-
3 kat artmistir. Bu gozlem bu hastalarda bulunan multiple erken folikiil ile
uyumludur (1).

Klomifen sitrat uyarma testinin, over rezervindeki azalmayi gdstermede,

“uayarilmamis” hormon diizeylerindeki azalmay1 gdstermede daha duyarli olduguna
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inanilir (29). Klomifen sitrat, bir nonsteroidal Ostrojen reseptdor modulatoriidiir.
Gergek mekanizmasi tam olarak anlagilamasa da klomifen’in, endojen dstrojenlerin
FSH salinimi {izerindeki negatif feedback inhibisyonunu engelledigine inanilir. Bu
test ile, kadin siklusun 5 ile 9. giinleri arasinda oral olarak 100 mg klomifen sitrat
alir. Ostrodiol ve FSH diizeyleri 3. giinde ve FSH diizeyi 10. giinde &l¢iiliir. Her iki

zaman noktasindaki FSH’nin artiglari, azalmis over rezervinin gostergesidir (1).

2.1.2.1.4 Overyan Sonografi

Seri over sonografisi matiir antral folikiil gelisimini ve daha sonra ovulayon
sirasindaki  kollapsin1  gosterebilir. Bu yaklagim zaman alicidir ve ovulasyon
kagirilabilir. Ancak sonografi, polikistik over sendromu (PCOS) tanisini desteklemek
icin mitkemmel bir yontemdir (1). Folikiiler faz antral folikiil sayiminin sonografik
degerlendirilmesi infertilite pratiginde ovulasyon indiikSiyonu sonrasi cevap igin
kabul edilebilir bir gosterge olarak siklikla kullanilmaktadir (30,31). Kiigiik antral
folikiillerin sayisi, istirahatteki folikiil havuzunun biiyiikliigiinii yansitir. Her iki
overdeki 2 ve 10 mm arasindaki antral folikiiller sayilir. Ureme cagindaki kadinda
toplam antral folikiil sayis1 siklikla 10 ile 20 arasindadir. 10’dan az antral folikiil

say1st gonadotropin stimulasyonuna kotii yaniti tahmin ettirir (1).

2.1.2.1.5 Bazal Viicut Isis1 Cizelgesi

Bazal viicut 1sis1 ¢izelgesi ovulasyonun saptanmasi i¢in uzun zaman
kullanilmigtir. Bu test, kadinin sabah oral viicut isisinin gizelgeye isaretlenmesini
gerektirir. Oral 1s1, folikiiler faz boyunca genellikle 36.1 ile 36.6 santigrad
arasindadir. Ovulasyon sonrasi progesteron diizeylerindeki ylikselme bazal 1siy1
yaklasik 0.1 ile 0.3 santigrad arttirmaktadir. Bu bifazik 1s1 paterni ovulasyonun giiclii
bir belirtecidir (32). Ancak bu test ucuz olma avantajina sahip olsa da, bircok
kadinda duyarli degildir. Bu test ilk kez gebe kalmaya calisan bir ¢iftte yararh

olabilse de, genelde infertilitenin tanisal bir araci olarak kabul edilmemektedir (1).

2.1.2.1.6 Endometrial Biyopsi
Yeterli progesteron diizeyi implantasyondan Once endometriyumun

hazirlanmasi i¢in gereklidir. Suboptimal progesteron tiretimi, yetersiz endometrial
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gelisimle sonuglandiginda luteal faz dekti (LFD) ortaya ¢ikar. Boylece, endometrial
biyopsi, hem korpus luteum fonksiyonunu hem de endometrial yaniti1 gosterecegi ve
dolayisiyla, tek basmma serum progesteron diizeyinden daha fazla klinik bilgi
saglayacag1 onerilmekteydi.

1975 yilinda periovulatuar, luteal ve erken menstriiel evrelerde
endometriyumdaki histolojik olaylar sekansi tanimlandi. LFD, endomeriumun
histolojik goriiniimiiniin siklusun gercek giinline gore 2 gilinden fazla geri olmasi
olarak tanimlandi. Bu uyumsuzluk “faz dis1 biyopsi” olarak tanimlandi. Klasik olarak,
bir endometrial biyopsi onceki siklus uzunlugu ve daha yeni olarak LH artisinin
zamani temel alinarak, yaklasan menstriiel siklusa en yakin zamanda yapilir (33).

Ne yazik ki bu testin yarari, degerlendirmeler ve degerlendirmeciler
arasindaki yiiksek degiskenlik nedeniyle oldukca engellenmektedir. Infertil
populasyonda LFD’ nin hesaplanan siklig1 oldukca degiskendir, fakat genellikle %5 -
%10 arasinda oldugu kabul edilir. Bununla beraber, faz dis1 biyopsi bulgusu, fertil
kadinlarda da infertil kadinlarda olusan kadar sik goriiliir, bu durum nedeniyle
klinisyenler tarafindan LFD’nin klinik bir antite olmayacagi sonucuna varilmistir.
Gliniimiizdeki haliyle endometrial biyopsinin ¢ok az belirleyici degeri vardir. Bu
nedenle rutin olarak kullanilmamaktadir.

Endometrial bezler ve stromadaki protein ekspresyonun zamanini anlamamiz
etkileyici gelismelerin olusmasinda ilgi ¢ekici olacaktir. Uterin reseptivite i¢in olasi
belirtecler, osteopontin, sitokinler (I6semi inhibitor faktor, koloni-stimiilan faktor -1
ve interlokin-1), hiicre adezyon molekiilleri (integrinler) ve embriyonun yapismasina
aracilik ettigi diisiinlilen L-selektin ligandir. Gelecekte bu proteinlerin ekspresyon
paternleri, endometrial reseptiviteyi Ongdrmeyi saglarsa, endometrial biyopsiler

yeniden tanisal degerlendirmenin bir bileseni olacaktir (34,35).

2.1.2.2 Tubal ve Pelvik Faktorler

2.1.2.2.1 Histerosalphingografi

Histerosalphingografi (HSG) zamanlamasi, enfeksiyon riskini azaltmak ve
intrauterin kan ve pihtinin intraabdominal gegisinden kag¢inmak amaci ile
kontrasepsiyonu takiben menstriiel kanamanin bitiminde sonraki 2- 5 giin arasinda

olmalidir. HSG 6zel bir hazirlik gerektirmemesine ragmen, islem sirasindaki agrinin
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azaltilmasi i¢in, islemden 30-60 dk 6nce bir non—steroid antiinflamtuar ile analjezi
saglanmasi amaci ile premedikasyon uygulanabilinir (36). Bu radyolojik yontem,
tubanin durumunun belirlenmesinin yaninda uterin kavitenin biiyiikliigiiniin ve
seklinin degerlendirmek i¢in de yararli olabilir. Bu test igin iyotlu kontrast madde
uterus icine yerlestirilen bir katater araciligi ile verilir. Floroskopi altinda, boyanin
once uterin kaviteyi, daha sonra tuba liimenini doldurusu ve son olarak tubal
fimbriadan pelvik kavite igine dokiilmesi izlenir.

Tubal hastaliklar her iki tubay1 da etkiler ve bu nedenle, tek tarafli hastalik
nadirdir. Normal kars1 taraf tuba ile tek tarafli obstriksiiyon biiyiik olasilikla HSG
sirasinda boyanin daha az direngli yolu izlemesi nedeniyledir. Tedavi 6ncesi son bir
tan1y1 dogrulamak i¢in kromopertiibasyonlu laparoskopi yapilmalidir.

Gebelik oranlarinin HSG sonrasi arttigr bildirilmistir ve tuba icindeki
kalintilarin temizlenmesi sonucu meydana geldigi ileri siriilmistir. Ancak bu
sonuglar, giiniimiizde kullanilan su bazli boyalardan ¢ok, yag bazli boya ile yapilan
degerlendirmelerde goriilmustiir (1).

Histerosalphingografi ile uterin anomaliler hakkinda bilgi sahibi olunabilinir.
Intrauterin kavitenin smirlarimin da degerlendirilmesini saglar. Kavite igerisindeki
polip, leiomyom ya da yapisiklik kontrast maddenin yayilmasini engeller ve
radyografide boya opasitesi olusturarak intrauterin defekt goriintiisiine neden olur. Kan
pihtilar, mukus plak ve kataterin yerlestirilmesi sirasinda endometriyumun yirtilmasi
yalanc1 pozitif sonuglara yol agsa da, HSG’nin intrauterin patolojileri belirledigi
gosterilmistir (1). Altin standart olarak histereskopinin kullanildigi, 300’den fazla
olgudan olusan ¢alimada HSG’ nin duyarlilig1 %98, 6zgiilliigi %35, pozitif predikitif
degeri %70 ve negatif prediktif degeri % 8 olarak saptanmistir. Yanlis tanilarin ¢ogu,
submiikoz myomun polipten ayrimindaki yetersizlik nedeniyledir (37). HSG,
gelisimsel uterus anomalilerini de tanimlayabilir. Histerosalpihngografide Y- seklinde
bir uterus izlenmesi, septali veya bikornuat uterusu gosterebilir. Bu olgularda uterus
fundusunun dis sinirlari, manyetik rezonans goriintiileme (MR) , yiiksek rezolusyonlu
3 boyutlu (3-D) sonografi veya laparoskopi kullanilarak degerlendirilmelidir. Diizgiin
fundal sinir, uterin septum tanisi ile uyumludur. Bu 6nemli bir belirtidir, ¢linkii septum
siklikla kesilir, fakat bikornuat uterus genellikle tedavi edilemez. Genellikle gelisimsel
uterus anomalileri infertilite nedeni degildir, fakat diisiik veya ge¢ donem fetal kayipla
iligkili olabilir, tedavide ikilem olusturur. Bu nedenle, gebelik sonuglarini diizeltmek

icin bazi uterin anomalileri cerrahi olarak tedavi etme girisimi mantikl olabilir. Ancak,
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cifte gebe kalmalarinin etkilenmesinin olas1 olmadigi dikkatli bir sekilde anlatilmis
olmalidir (1).
2.1.2.2.2 Kromopertiibasyonlu Laparoskopi

Diliie edilmis metilen mavisi, servikse yerlestirilen akorn kaniil ya da uterus
icine yerlestirilen balon katater araciligi ile enjekte edilir. Tubal gecis laparoskopi
araciligi ile degerlendirilir. Bazi durumlarda metilen mavisi yerine indigo karmen
boyasi kullanilir. (6rn: glikoz fosfat 6- dehidrogenaz eksikligi, methemoglobinopati)
Indigo karmenin 5 ml’lik ampuli 50-100 cc’lik steril salin ile seyreltilerek
transservikal olarak uterin kavite icerisine enjekte edilir. Indigo karmenin veya
metilen mavisinin tubal dolumu ve intrapelvik yayilimi laparospik olarak izlenerek

tubal patens degerlendirilir.

2.1.2.3 Uterin Faktorler

Uterin anomaliler kalitimsal ya da edinilmis olabilir. Sik uterin anomaliler uterin
septum, bikornuat uterus, unikornuat uterus ve uterus didelfisi i¢erir. Bu anomalilerin alt
gruplarinin, gebelik komplikasyonlar ile iliskisi belirgin olsa da, biiylik uterin septum
disinda gebe kalmamaya olas1 etkilerini kanitlamak zordur. Dietilstilbestrole intrautero

maruziyetinin vajinal adezyon riskindeki artisa neden oldugu gortilmiistiir (1).

2.1.2.3.1 Transvajinal Sonografi

Transvajinal pelvik sonografi kalinlasmis endometriyumun myometriuma
gore daha ekojen oldugu luteal fazda uterin anatominin belirlenmesinde yardimeci
olabilir. 3-D sonografi cihazlari yaygin olarak mevcut olmasa da, gelistirilmis

sonografinin ayirt edici yetenegini arttirmaktadir.

2.1.2.3.2 Salin-infiizyon Sonografi

Folikiiler fazda, endometrial kaviteye sonografi sirasinda salin inflizyonu,
uterus duvarlari ile kavite arasinda farklilik olusturmasi igin diger bir yaklasimdir.
Bu islem, histerosonografi, sonohisterografi veya salin-infiizyon songrafisi (SIS) gibi

bircok isme sahiptir. Endometrial bozukluklart saptamada salin-infiizyon
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sonografinin %75 duyarliliga ve %90’dan fazla 6zgiilliige sahip oldugu bildirilmistir.
%50 gibi kabul edilebilir bir pozitif prediktif degere ve %95 ile mikkemmel bir
negatif prediktif degerine sahiptir ve negatif prediktif degeri HSG’nin negatif
prediktif degerinden oldukga fazladir (38). Ayrica SIS, uterus kavitesindeki defektin,
sapli bir leiomyom veya polip olup olmadigint ayirt etmede HSG’den daha fazla
duyarl olabilir. SIS, submukozal leiomyomun kavitede olan kisminin ne biiyiikliikte
oldugunu saptamaya yardimci olabilir, ¢iinkil intramural kisminin sadece %50’sinden
daha azma sahip olanlara histereskopi uygulanmalidir. SIS’in baslica kisithilig,
fallop tiipleri hakkinda bilgi saglamamasi iken, salinin pelvis i¢ine hizli gecisi, en
azinda tek tarafli agiklikla uyumludur. Salin infiizyon sonografi, genellikle HSG’den
daha az agrihidir ve radyasyona maruz kalinma gerektirmez. Bu nedenle, in vitro
fertilizasyon gerektigi bilinen hastalarda oldugu gibi, tubal aciklik hakkinda bilginin

gerekmedigi durumlarda tercih edilen bir yontemdir (1).

2.1.2.3.3 Manyetik Rezonans Goriintiileme

Miillerian anomaliler, farkli derecede olumsuz iireme sonuglart ile iliskili,
gelisimsel anomalilerdir. Son zamanlara kadar, ayrintili degerlendirme igin
laparoskopi, laparotomi, HSG ya da histereskopi gerekiyordu. Giiniimiizde bu
invaziv teknikler, MR goriintiileme ile yer degistirmistir. Miillerian anomalilerin MR
goriintiileme ile degerlendirilmesi, girisime tercih edilmektedir ve yaklasik %100 e
yakin bir dogruluga sahiptir.

Bikornuat uterusta, ayirict septum, myometriumdan olusmakta olup MR
goriintiilemede myometriumun sinyal yogunlugu ile karakterizedir. Bikornuat uterus
endometriyumu, normal genisliktedir ve birlesen artmis sinyal yogunlugunun
gorildiigli baglantili iki uterin kaviteyi orter. Fundusun konturlar1 konkavdir. Sonug
olarak, bikornuat uterusun, fundusta iki boynuz arasinda belirgin bir centigi
-lem’den biiyiik- vardir ve interkornual ¢ap 4 cm’den biyiiktiir. Uterus septus, iki
uterus arasindaki fibréz septumun inkomplet rezorpsiyonu sonucunda olusur. Septum
hem T1 hem T2 agirlikli goriintiilerde diisiik sinyal yogunlugu gosteren kollajenden
olusmustur. Uterus septusun fundus kenarlar1 konveks, diiz ya da hafif konkav
olabilir, fakat fundusdaki girinti-gentik 1 cm’den kiigiiktiir. MR goriintiilemenin

kullanildig1r diger anomaliler, uterus didelfis ve rudimenter horn’un klinik olarak
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olduk¢a Onemli bir bulgusu olan ana uterus kavitesi ile birlesip birlesmedigini

belirleyebilir. MR goriintiileme uterus didelfisi de tanimlayabilir (1).

2.1.2.3.4 Histeroskopi

Uterin kavitenin histeroskopik degerlendirilmesi, intrauterin anomalilerin
saptanmasinda kullanilan baslica yontemdir. Histeroskopi, muayenehane ya da
ameliyathane kosullarinda yapilabilir. Aletlerin  gelismesi ile muayenehane
kosullarinda es zamanli olarak tani ve tedavi olanagini artirmaktadir. Yine de daha
kapsamli histeroskopik cerrahi ameliyathane kosullarinda olanaklidir. Histeroskopi
endikasyonlar1 degiskendir. Infertilite degerlendirmesi ve bazi olgularda tedavisini,
tekrarlayan gebelik kaybini, anormal uterin kanamayi, amenore ve kalan yabanci
cisimi igerir. Histereskopik tekniklerle anormal kanama; endometrial ablasyon,
polipektomi veya submiikdz myomektomi ile tedavi edilebilir. infertilite, intrauterin
adezyon veya septumlarin insizyonu ile iyilestirilebilinir. Ayrica tikali ostiumlar
acilabilinir veya dilate edilebilinir. Alternatif olarak sterilizasyon isteyenler i¢in tubal

okliizyon araglari etkili ve giivenli bir kontrasepsiyon yotemi olarak kullanilabilinir

(1).

2.1.2.3.5 Laparoskopi

Dogrudan inspeksiyon; pelvis patolojilerinin degerlendirilmesinde en dogru
yaklasim olup; laparoskopi, altin standart yaklasimdir. Kromopertubasyon
yapilabilinir ve diliie boya, servikse yerlestirilen bir akorn kaniilii veya uterus igine
yerlestirilen balon katater araciligi ile enjekte edilir. Tubal gecis laparoskopi araciligi
ile degerlendirilir. Indigo karmen boyasi, metilen mavisine tercih edilir, ¢iinkii
ozellikle glukoz-6-fosfat dehidrogenez yetersizligi olan hastalarda nadiren akut
methemoglobinemiyi tetikleyebilir. indigo karmen 5ml’lik ampulii, 50 ila 100 m1’lik
steril salin ile serviksten verilmek iizere karistirilir. Laparoskopi, endometriozis ya da
pelvik yapisikliklar gibi anomalilerin tant ve dogrudan cerrahi tedavisinin
yapilmasini saglar. Endometriotik lezyonlarin ya da adezyonlarin laparoskopik
ablasyonu, gebelik oranlarini artirabilir. Laparoskopi kesinlikle gerekliyse, uterin

kaviteyi degerlendirmek i¢in hasta anestezi altindayken histeroskopi de yapilabilir.
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Ayrica, operatif histeroskopi olgularinda, o6rnegin septum kesisi sirasinda
laparoskopi, dogrudan cerrahiye yardimei olur ve perforasyon onlenir.

Laparoskopi, klomifen sitrat veya gonadotropin ile yapilan ovulasyon
indiksiyonu ile gebe kalamayan hastalarda da diisiintilebilir. Pelvik hastalik saptanir
ve tedavi edilirse, IVF’e gecis engellenebilir. IVF’deki basar1 oranlarinin artmasi ile
bu son goriisiin hakliligi azalmaya baslamistir, ¢iinkii cerrahinin maliyeti bir IVF

siklusunun maliyetini gegmistir (1).

2.1.2.4 Servikal Faktor —Postkoital Test

Serviks ve servikal mukus, tireme siirecinde birgok yolda rol oynamaktadirlar.
Servikal mukus, vajina ve ejekulattan spermleri yakalayarak diger seminal proteinleri
ayirir, anormal morfolojili spermleri filtre eder, biyokimyasal olarak hazir hale getirir
Ve sperm igin rezervuar gorevi yapar. Bu sekilde, spermlerin canli kalma siiresi ve
iligki ile ovulasyon arasi siire uzayacaktir. Mukus, kat1 ve sivi komponentleri olan jel
yapisinda bir glikoproteindir. Miisin dizileri arasinda kanallar olan bir yapis1 vardir.
Steroid hormon yapisindaki degisimlerle birlikte menstriiel siklus boyunca bu
kanallarda genisleme ve daralma olmaktadir ve sperm gegislerini ayarlamaktadirlar.
Ostrojen, servikal mukus iiretimin artirir. Folikiiler gelisim boyunca dstrojen diizeyi
artikca mukus miktar1 ve akiskanlig1 artarak sperm gecisine olanak saglanmaktadir.
Progesteron ise servikal mukus iiretimini azaltarak viskdz yapiya gelmesine neden
olur, boylece sperm gecisine engel olacaktir. Servikal mukustaki siklik degisiklikler,
gebelik olasiliginin ovulasyona yaklastik¢a artmasini ve daha sonra hizla azalmasim
aciklamaktadir.

Sims-Hiihner testi olarak da bilinen postkoital test, infertilitede servikal
faktorii belirleyen geleneksek bir metoddur. Onerilen teknikler, zamanlama ve
yorumlar degisiklik gostermektedir. Bununla birlikte, servikal mukus orneklemesi
(aspirasyon veya nazal polip forsepsiyle) beklenen ovulasyondan hemen once,
iliskiden 2-12 saat sonra yapilmalidir. Postkoital testte, klasik olarak mukusun
mikroskopik ve makroskopik incelenmesi yapilir ve varolan spermlerin motilite ve
sayist belirlenir. Mukusun fiziksel ozellikleri olarak; hacmine, pH degerine,
berrakliging, selliilaritesine, viskositesine (spinnbarkeit olarak da bilinen santimetre
olarak mukusun uzama yetenegi) ve ferning testine (mukusun cam {izerinde

kurutulmas: sonras1 kristal yapisinin incelenmesi) bakilmalidir. Motil sperm
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izlenmesi, iligki teknigi ve sperm yagam siiresinin yeterli oldugunu gosterirken, motil
sperm sayisi, sperm kalitesi (dansite ve motilitesi) ve fekundabiliteyi gostermektedir.

Negatif testin en sik nedeni zamanlamanin uygunsuzlugudur. Ovulasyondan
hemen oOnce uygulanmazsa, mukus yeteri kadar Ostrojen etkisinde kalmamis
olacaktir. Ovulasyon sonrasi yapilir ise mukus ozellikleri yine kotii bulunacaktir.

Test giiniiniin idrarda siklus ortast LH artisina gore veya transvajinal
ultrasonografi ile preovulatuar folikiillerin durumuna gore ayarlanmasi dogru
zamanlama veya sonuglarin dogru degerlendirilmesi agisindan énemlidir. Diger kot
mukus sonuglartyla iligkili durumlar, servisit, daha dnceden endoservikal glandlarin,
servikal intraepitelyal neoplazi tedavisi sirasinda hasari ve antidstrojenlerle tedavidir.
Iyi kalite mukusun icerisinde motil sperm izlenmemesi, iliskinin yetersiz olmas,
ejakiilasyonun olmamasi, kotii semen kalitesini ve spermisidal igeren lubrikanlarin
kullanilmast sonrasi olusabilir. Bozulmus, haraketsiz veya pihtilasmig spermlerin
izlenmesi, her iki partnerde de olusabilecek antisperm antikorlarinin saptanmasi igin
ileri inceleme yapilmasi gerektigini gostermektedir. Servikal faktor tanisinin
konulmas: i¢in ikinci bir postkoital testin tekrar1 uygun olabilir ¢linkii, normal fertil

kisilerde de anormal sonug goriilebilmektedir (36).

2.1.2.5 Semen Analizi

Semen incelemesi, erkekte fertilite durumunu degerlendiren temel testtir. Bu
test i¢in, erkegin iki ile {i¢ giin siiresince ejekiilasyondan kaginmasi istenir ve 6rnek,
masturbasyon ile steril bir kabin icerisinde toplanir. Masturbasyon istenmezse, bu
durumda ¢ift kayganlastirici igermeyen 6zel olarak tasarlanmis silikon kondomlar
kullanilabilir. Optimal analiz i¢in ejekulasyondan sonra bir saat i¢inde Ornegin
labaratuara ulastirilmasi 6nemlidir.

Prostat bezinin s1vi katkist sonucu olusan enzimatik aktivite nedeniyle drnek
stvilasmaya ve seminal sivi incelmeye bagslar. Bu siireg, 5 -20 dakika siirer ve
seminal stvidaki sperm igeriginin daha dogru degerlendirilmesini saglar. Iideal olarak,
bir ay ara ile en az iki semen Ornegi incelenmelidir. Pratikte, paramatreler normalse
siklikla yalnizca tek 6rnek incelenir.

Klinisyen bu testle ilgili birka¢ dnemli durumu anmimsamalidir. Birincisi,
semen ozellikleri, ayn1 kiside zaman icinde degisecektir. Ikincisi, semen inceleme

sonuclari, 6zellikle morfolojik yorumlar, labaratuarlar arasinda farkli olacaktir. Bu
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nedenle, labaratuarlarin kullanmakta oldugu referans degerleri bilinmelidir.
“Referans” aralig1 kavraminin “normal” araliktan daha uygun olacagina dikkat edin.
Toplam haraketli sperm sayis1 fertilite ile iliskili olsa da, “normal” semen
parametreleri olan tiim erkekler normal fertilite gostermez (39). Aslinda oositi
fertilize etme yetenegi olan sperm fonksiyonu hakkinda bilgi saglayamadigi gercegi
nedeniyle, bu testin kesin belirleyici degerinin olmama olasilig1 vardir.

Bildirilen semen incelemelerinin ¢ogu semen hacmini, pH ve fruktozun
varligimi ya da yoklugunu gosterecektir. Semen hacminin yaklasik %80°1 seminal
vezikiilden gelir. Seminal sivi alkalidir ve spermi, prostat salgisi ve vajinadaki
asiditeden korudugu diisiiniilmektedir. Seminal sivi, sperm i¢in enerji kaynagi olan
fruktozdan saglanmaktadir. Asidik bir pH ya da fruktozun olmamasi, seminal kanal

veya ejekulasyon kanal problemini diistindiiriir.

Tablo 1: Diinya Saglik Orgiitii semen inceleme degelendirmesi

SEMEN INCELEMESI
HACIM >1,5 ml
SAYI >20 milyon / ml
HARAKET >%50
MORFOLOIJI >%30

>%14 (kruger)

LOKOSIT <1 milyon /ml

YUVARLAK HUCRELER <5 milyon/ml

Diisiik semen hacmi ¢ogunlukla basitce Ornegin yetersiz toplanmasi veya
cinsel iligkiden sakinma siiresinin kisa olmasi nedeniyledir. Parsiyel veya komplet
vaz deferens obstriiksiyonu, enfeksiyon, timor, gegirilmis testikiiler veya inguinal
cerrahi ile travma sebebi ile olusabilir.

Erkekte, sperm saysi normal, oligospermi (diisiik sayi) veya azospermi
(sperm olmamasi) olabilir. Oligospermi, mililitreden 20.000.000’dan az sperm
bulunmasi olarak tanimlanmistir ve mililitrede 5.000.000’dan az spermin bulunmasi
ise siddetli olarak degerlendirilmistir.

Azalmis sperm motilitesi, astenospermi olarak adlandirilir. Bazi labaratuar;

haraketleri, hizli (grade 3-4), yavas (grade 2) ve haraketsiz (grade 0-1) olarak
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ayirmaktadir. Toplam progresif motilite, ileriye dogru haraket ettigi (grade 2-4)
goriilen spermin ylizdesidir. Astenospermi, cinsel iliskiden uzun kaginma siiresine,
antisperm antikorlarin1 varligina, genital yollarinin enfeksiyonun varligina veya
varikosele baglanmistir. Hipoozmotik sisme testi, Olii ve haraketsiz spermleri
ayirmada yardimci olabilir. Canli spermler 6lii spermlerden farkli olarak osmotik
gradienti siirdiirebilirler. Bu nedenle, hipoosmotik ¢ozelti ile karistirildiginda, normal
membran fonksiyonu olan haraketsiz sperm siviy1r i¢ine ¢ektiginde siser ve halka
seklinde kivrilir. Saptandiktan sonra bu canli spermler, intrasitoplazmik sperm
enjeksiyonu i¢in kullanilabilirler.

Anormal sperm morfolojisi teratospermi olarak adlandirilimigtir. Yakin
zamanda Kruger ve arkadaslar1 (1988), normal morfolojinin tanimlanmasi i¢in daha
kesin kriterler gelistirmislerdir. Yaptiklar1 calismalarda, IVF sikluslar1 sirasinda
fertilizasyon oranlar ile daha iyi iliski gosteren, normal sperm morfolojisinin daha
ayrintili bir nitelendirilmesini tanimladilar. Koyduklart kriterlerde, sperm basinin
sekil ve biiyiikliigli, goreceli akrozom biiyiikliiglinlin basa orantisi ile uzunluk,
kivrilma veya iki kuyruk varligi dahil kuyruk o6zelliklerinin dikkatli incelenmesi
gerektirir.

Antisperm antikorlar erkeklerin %10 kadarinda saptanabilse de semendeki
antisperm antikorlarinin (ASA) fertilite tizerindeki etkisi hakkinda tartigmalar devam
etmektedir. Bu antikorlar, 6zellikle vazektomi, testis torsiyonu, testis biyopsisi
sonrasinda veya kan-testis bariyerinin bozuldugu diger klinik durumlarda yaygin
olabilir (40). Giiniimiizde yalnizca spermin basina ya da orta kismina baglanan Ig G
veya Ig A antikorlarinin fertilizasyon yeteneginin azalmasinda kritik role sahip

oldugu distiniilmektedir (1).

2.1.3 Kadin infertilitesinin Tedavisi

Infertilite, ciddi medikal, psiko-sosyal ve ekonomik yonleri olan kompleks bir
rahatsizliktir.  Yardimci iireme tekniklerinin (YUT) gelismesi ile infertilite
tedavisinde biiyiik atilimlar yapilmistir.

Oncelikle infertilitenin nedeni belirlenmeli; tedavide geri déndiiriilebilir
etyopatolojinin diizeltilmesi amaglanmali, geri dondiiriilmesi miimkiin olmayan
etkenler i¢in baska tedavi alternatifleri ile infertilitenin {istesinden gelinmeye

calisiimalidir. Ayrica ciftlere, fertiliteyi artirici yasam oOnerilerinde bulunulmalidir.
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Ornegin; tiitiin tiiketiminin birakilmasi, asir1 alkol ve kafein tiiketiminin azaltilmas,
uygun koital aktivite sikiliginin belirlenmesi (beklenen ovulasyon zamaninda iki

giinde bir) gibi.

Hasta, infertilite tedavisi seceneklerine dahil edilmelidir. Bu se¢enekler 4 ana
faktorii igerir.
e Etkinlik (Orn: canli dogum orani)
e Tedavini getirdigi sorumluluklar (Enjeksiyon ve visite siklig1)
e Giivenlik (Orn: ¢ogul gebelik, ovarian hiperstimulasyon sendromu)

e Maliyet

2.1.3.1 Ovulatuar Disfonksiyon

Diinya saglik orgiitii (WHO), ovulatuar disfonkisyonu 3 grup altinda siniflamaktadir.

e WHO smif 1: Hipogonadotropik hipogonadal anovulasyon en az siklikta

bulunan gruptur. Tiim vakalarin %5-%10’unda goriiliir. Asir1 egzersiz yapan

veya diisiik viicut agiligina sahip kadnlarda oldugu gibi fonksiyonel etyoloji

nedeniyle hipotalamik amenorede olan kadinlar bu gruba 6rnek gosterilebilir.

e WHO smf 2: Normogonadotropik normodstrojenik anovulasyon en sik

bulunan gruptur. Tim vakalarin %70-%85’inde goriilir. PCOS bu grup
icerisinde degerlendirilir.

e WHO simif 3: Hipergonadotropik hipodstrojenik anovulasyon 9%10-%30

oranin da goriiliir. Primer ovaryen yetmezlik, gonadal disgenezi bu gruba

ornek gosterilebilir.

Hiperprolaktinemik anovulasyon ayr1 bir kategoridir. Gonadotropin
konsantrasyonlar1 bu durumda normal ya da azalmistir.

Ovulatuar disfonksiyon ile iligkili olmayan oligoovulasyon genellikle
ovulasyon indiiksiyonu ile basarili bir sekilde tedavi edilir. Bu hastalarda
fekundabilite tedavi ile normal ciftlerdeki seviyeye getirilebilinir. Bir menstriiel
siklusta basarili bir gebelik elde edilme ihtimali %15-%25 arasindadir. Yine de

normal fekundabilite orani, artmis multiple gebelik ihtimalini de yaninda getirir (41).
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Ovulayon indiikksiyon yontemi secenekleri, ovulatuar disfonksiyonun altta
yatan nedeni, yontemin etkinligi, maliyeti, riskler ve potansiyel komplikasyonlar g6z
Oniinde bulundurularak secilmelidir.

Ovulasyon indiksiyonu secenekleri:

e Viicut agirliginin diizenlenmesi

e Klomifen sitrat ya da segici 0strojen receptdr modulatorii (SERMS)

e Metformin ya da diger insiilin-sensite edici ajanlar

e Gonadotropin terapisi

e Aromataz inhibitorleri,

e Laparoskopik overyan cerrahi

e Bromokriptin ya da diger dopamin agonistleri (sadece hiperprolaktinemi ve
anovulasyon vakalarinda)

e Yardimci iireme teknikleri (YUT)

Bu indiiksiyon segeneklerinin biiyiik ¢cogunlugu WHO smif 2 hastalarda
etkindirr. WHO smuf 1 hastalar yasam tarzi modifikasyonlarina ya da
gonadotropinlere iyi cevap verirler. Bazi WHO smif 3 hastalar gonadotropin
terapisine ve IVF tedavisine cevap verebilirler. Bu tedavilerden fayda gérmeyen
hastalara oosit donasyonu gerekir.

Viicut agirhgmin diizenlenmesi: Ideal kilosunun iizerinde veya altinda olan
kadinlarda ovulatuar disfonksiyona ve subfertiliteye egilim vardir. Viicut agirliginin
diizenlenmesi fertilite ihtimalini arttirmaktadir.

Yiiksek viicut agirhgi: Anovulasyon nedeniyle infertil, VKIi > 27 kg/m?
olan, artmis viicut agirligina sahip kadinlara kilo vermesi onerilir. PCOS’u bulunan
obez kadinlarda, viicut agirliginin %5-%10 oranina kaybi ovulasyonu alt1 ay
icerisinde %55-%100 oraninda geri getirmektedir (42,43,44). Obez (VKI > 29 kg/m?)
ve infertil kadinlar1 kapsayan multisentrik 24 aylik bir ¢alismada, infertilite tedavisi
oncesi 6 ay yasam degisikligi terapisi uygulanan ve direk infertilite tedavisi
uygulanan kadmlar arasinda tekil vajinal dogum oranlar1 arasinda bir fark
bulunmazken, %26’ya %16’lik bir oranlar 6 aylik yasam degisikligi terapisi alan
kadinlarin spontan gebe kalmasinda bir iistiinliik saptanmistir (45).

Diisiik viicut agirh@i: Yeme bozuklugu bulunan, yorucu egzersiz rejimleri

uygulayan VKI < 17 kg/m? olan anovulasyonu mevcut kadinlarda hipodonodotropik
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hipogonadizm veya hipotalamik amenore (WHO smif 1) gelisebilir (46). Psikojenik
stres, gonadotropin releasing hormon (GnRH) sekresyonunu bozarak, azalmisg
pituiter sekresyon ile azalmis ovaryen fonksiyona neden olabilir (47,48,49). Yogun
egzersiz yapan veya yeme bozuklugu olan, davranigsal terapiye cevap vermeyen
hipogonadotropik hipogonadizmli hastalar GnRH terapileri ile gebe kalabilir.

Ovulasyon indiiksiyon ajanlari:

Klomifen: Klomifen sitrat, gonadotropin salinimini arttiran, agonist ve
antogonistik estrojenik etkiye sahip segici Ostrojen reseptér modiilatoriidiir (SERM).
WHO smif 2 normogonodotropik normodstrojenik ovulatuar disfonksiyonu bulunan
kadinlarda fertiliteyi arttiran, etkili bir ovulasyon indiksiyon yontemidir.

Aromataz inhibitorleri: Klomifen sitrat tedavisi ile cevap alimmamamis
vakalarda, WHO smif 2 hastalar i¢in aromataz inhibitorleri kullanilarak daha iyi
sonuglar alinabilir. Bu ajanlarin klomifen sitrata olan tstiinliikleri;

e Daha az folikiil gelisimi ve daha diisiik 6strodiol seviyeleri ile ¢ogul gebelik
ihtimalini azaltir.

e Yarilanma 6mrii klomifen sitrat a gére daha kisadir (50 saate karsin 5 giin),
boylece servikal mukus ve endometriyum iizerine daha az antidstrojenik
etkiye sahiptir.

Cift kor multisentrik bir ¢alismada gosterilmistir ki, PCOS’lu kadinlarda canli
dogum oranlari1 goz 6niine alindiginda letrozole, klomifen sitrata gore tistiindiir (50).

Gonadotropin terapi: Klomifen sitrat ile kiyaslandiginda, gonadotropin
tedavisi daha fazla c¢ogul gebelik riski tasir ve yakin hormonal ve sonografik
degerlendirme gerektirdiginden maliyeti daha yiiksektir. Gonadotropin tedavisi,
insiilin-sensite edici ajanlar veya klomifen sitrat ile gebe kalamamis ovulasyonu
olmayan WHO sinif 2 normogonadotropik hastalarda, hipopituarizmi olan amenoreik
WHO simnif 1 hastalarda ve ikincil tedavi gerektiren hipotalamik amenoreli hastalarda
kullanilir.

Metformin: Insiilin direnci PCOS’lu hastalarda ¢ok yaygm olarak izlenir.
Metformin ile hiperinsiilineminin diizeltilmesi, spontan gebelik oranlarini arttirmasi
ve menstriial sikluslar1 arttirmasi nedeniyle amoneroik PCOS’lu hastalarda fayda
saglar. Yine de klomifen sitrat ile kiyaslandiginda metformin kullaniminin canl
dogum oranlar1 klomifen sitrat kadar yiiksek degildir. Klinisyenlerin bir kismi da
glukoz intoleranst bulunan kadinlarin, ovulasyon indiiksiyonunda rutin metformin

kullanimina kars1 ¢ikmaktadir (51).
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Tamoksifen: Tamoksifen sitrat, hormonal cevapli meme kanserinin ikincil
medikal korunmasinda ve PCOS’lu hastalarin ovulasyon indiiksiyonunda yaygin
olarak kullanilan bir SERM dir. Tamoksifen, klomifen sitrata gére endometriyum ve
serviks lizerinde daha az antidstrojenik etkiye sahiptir. Yine de 4 randomize
caligmanin kullanildigi metaanalizde bu iki medikasyon kiyaslandiginda, gebelik
oranlarinda ve ovulasyon indiiksiyonlarinda esit etkinlik tespit edilmistir (52).

Tamoksifen, meme kanseri bulunan hastalarin IVF tedavisinde, azaltilmis
Ostrojen seviyesi avantaji saglayarak, gonadotropinler ile birlikte ovaryen
stimulasyonu i¢in kullanilabilir (53,54).

Laparoskopik cerrahi: Laparoskopik ovarian drilling, PCOS’lu
anovulasyonu olan hastalarda, ovulasyon indiiksiyonu igin kullanilan cerrahi bir
tedavi yontemidir. PCOS’lu anovulasyonu bulunan subfertil kadinlar1 degerlendiren
6 adet randomize ¢alismay1 degerlendiren bir cochrane, laparoskopik ovaryen cerrahi
ile 3-6 siklusluk gonodotropin ovulasyon indiiksiyon tedavisinin benzer gebelik
oranlarina sahip oldugu bulunmustur (55). Laparoskopik ovaryen cerrahi uygulanmisg
hastalarda, cogul gebelik oranlar1 daha diisiik saptanmistir.

Dopamin  agonistleri:  Dopamin agonistleri  (6rn:  bromocriptin),
hiperorolaktinemisi bulunan anovulasyonlu kadinlarda tedavi segenegi olarak
kullanilir.

Yardima iireme teknikleri: Diger tedavi rejimlerinden fayda gérmemis,
oligoovulasyonu bulunan hastalarda tedavi rejimi olarak yardimci ilireme teknikleri
degerlendirilebilinir.

WHO smif 3 hastalarda veya prematiire ovaryen yetmezligi bulunan

hastalarda oosit donasyonu gerekebilir.

2.1.3.2 Tubal Faktor ve Adhezyonlar

IVF tedavisine ulasma imkani olmayan, bilateral distal veya proksimal tubal
okliizyonu olan hastalara cerrahi rekonstriiksiyon onerilir. Ciddi tubal hastaliklar
olan (bilateral tubal hidrosalphinks, proksimal ve distal tubal okliizyon birlikteligi,
dens adezyonlar) hastalara ve ileri yas kadinlara, tubal cerrahi tedavinin basari
sansinin diisiik olmasi nedeniyle ilk basamak tedavi olarak IVF tedavisi onerilir.
Unilateral proksimal tubal okliizyon baslangi¢ tedavisi olarak, kontrollii

ovaryen hiperstimulasyon ile medikal olarak tedavi edilebilir. Retrospektif bir vaka-
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kontrol ¢alismasi gdstermistir ki, tek tarafli tubal okliizyonu bulunan ve kontrollii
ovaryen hiperstimulasyon tedavisi uygulanarak intra uterin inseminasyon (1UI)
yapilmis olan hastalarin gebelik oranlar istatistiksel olarak, nedeni agiklanamayan
infertil hastalara benzerlik gostermektedir. (%31’e karsin %43), tek tarafli mid-distal
ya da distal tubal okliizyonu bulnan hastalarda ise daha diisiik gebelik oranlar1 tespit
edilmistir (%19’a karsin %43) (56).

Distal obstriiksiyon: Cerrahi tedavinin en yiiksek basariya sahip oldugu
tubal faktorlii infertilite tedavisi bu grup icerisinde yer almaktadir. Fimbrioplasti,
fimbrial tubal adezyolizis, fimbrial striktliriin dilatasyonu, neosalpingostomy,
laparoskopik veya laparatomik olarak gergeklestirilebilinir.

Proksimal obstriiksiyon: Proksimal tubal obtriksiyon, histereskopik veya
floroskopik tubal Kkateterizasyon ile tedavi edilebilir. Buna ek olarak laparotomik
tubokornual anastomoz da cerrahi tedavi seceneklerinden biridir. (Laparoskopik
girisimde miimkiindiir fakat 6nemli derecede tecriibe gerektirir.) Rekonstriktif
proksimal tubal okliizyon cerrahisinin etkinligi diisiik olup ektopik gebelik riski
oldukga yiiksektir (57).

IVF: Tubal rekonstriiksiyon cerrahisi ile avantaj ve dezavantajlari
kiyaslandiginda tubal foktor nedenli infertilitede onerilen bir yontemdir.

Tablo 2: IVF tedavisinin tubal rekontriikksiyon cerrahisine gore avantaj ve

dezavantajlar1 (58)

IVF TEDAVISININ TUBAL REKONTRUKSIYON CERRAHISINE GORE AVANTAJ VE
DEZAVANTAJLARI

AVANTAJLAR

DEZAVANTAJLAR

1-Siklus basina, infertilite tedavilerine oranla daha yiiksek

1-Siklus bagina daha yiiksek maliyet

basari ve tekrarlayan sikluslarda tedavi
gerekliligi

2-Tubal cerrahi rekonstriiksiyona gore daha az invaziv olmas1 | 2-Istenen her gebelik igin IVF
yapilmasi gerekliligi

3-Eslik edebilecek infertilite nedenlerinin de Tistesinden

gelmesi (male faktor, servikal faktor, azalmig ovaryen rezerv)

3-Tekrarlayan injeksiyon ve takip

gerekliligi

4-Bagarisinin  tubal hasarin yerinden ve ciddiyetinden

bagimsiz olmasi

4-Artmig gogul gebelik riski

5-Artmis OHSS riski
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Hidrosalphinks icin salpenjektomi: Cerrahi tedavi géormeden IVF tedavisi
almis olan hidrosalphinkse sahip hastalara gore laparoskopik salpenjektomi yapilmis
ve sonrasinda IVF tedavisi uygulanmis hidrosalphinksli hastalarda daha yiiksek
basar1 elde edildigini gosteren randomize ¢alismalar bulunmaktadir (59).

Hidrosalphinksin IVF tedavisi lizerinde negatif etkilerinin sebepleri:

e Embriyotoksik olmasi
e Endometrial reseptivitenin azalmasi
e Tubal s1ivinin mekanik olarak embriyoyu uterustan atmasidir.

Bu hasta grubunda tubal rekonstruktif cerrahinin basar1 sans1 azdir. Secilmis
hasta grubunda 35 yas alti hastalarda, baska infertilite sebebi yoksa, hafif bir
hidrosalpinks varsa ve hasta kesinlikle YUT kabul etmiyorsa denenebilir (60).

Hidrosalpinks canli dogum oranlarinda %50 ye varan oranda azalmaya neden
olmaktadir. Hidrosalpinks ne kadar biiyiik ve vajinal usg ile ne kadar belirgin ise
basar1 o kadar azalmaktadir (61). Salpenjektomi ¢ogunlukla tubal ektopik gebelikler
sonrasinda ya da hidrosalpinksi tedavi etmek amaciyla yapilmaktadir. Ektopik
gebelik tedavisinde yapildiginda tekrarlama oranini diistirmektedir. IVF den once
yapilan salpenjektomi, dogum oranlarinda 2,4 kat artmaya neden olmaktadir (62).
Salpenjektominin fallop tiipii ile over dokusu arasindaki kanlanmayi bozdugu igin
over rezervini azaltabilecegi ve gonadotropinlere verilen yaniti dolayisiyla IVF
tedavisinde basariy1 azaltabilecegine dair goriisler vardir. Ancak ektopik gebelik ya

da hidrosalpinks sonrasi yapildig1 igin bu goriis tam olarak ispatlanamamistir (63).

2.1.3.3 Endometriozis

Endometrioziste embriyo kalitesi ve implantasyon oranlar1 diismektedir. Bazi
calismalarda endometriosiz ile agiklanamayan infertil hastalarin IVF sonuglar
karsilagtirildiginda benzer bulunmustur. Ancak bir meta-analizde ise endometriosiz
ile tubal faktor karsilastirildiginda endometriosizde fertilizasyon ve implantasyon
oranlari diisiik bulunmustur (64). IVF sonras1 gebelik elde edilen 1026 ¢iftten olusan
bir kohort c¢alismasinda, aciklanamayan infertilite grubunda abort oranlari daha
diisiik, daha yiiksek canli dogum, daha ¢ok ¢ogul gebelik goriilmiistiir. Tubal faktore
ya da endometirozise gore agiklanmayan infertilitede daha iyi bir endometriyal ortam

oldugu disiiniilmistiir (65). Eger multiple infertilite faktorii varsa (male faktdr,
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azalmis ovaryen rezerv, pelvik faktorler) endometriozisli olgularda konservatif

tedavinin basar1 sansinin diisiik olmasi nedeniyle IVF tedavisi dnerilir.

2.1.3.4 Uterin Faktor Nedenli Infertilite

Uterin anomalilerin her zaman azalmis reprotiikdif perfomans ile iligkili
olmamasindan dolayi, uterin anomaliler her zaman cerrahi miidehale gerektirmez
(66). Yine de, gebe kalmada basarisizlik ve tekrarlayan gebelik kayiplarinda
submiikoz bir fibrom, endometrial polip, Septat uterus veya intrauterin sinesi
saptandiginda, olasi iliskiden dolay1 cerrahi miidahale gergeklestirilmektedir.

Leiomyom: Leiomyom ile infertilite arasindaki iliski tartismalidir. Ciftlerin
infertilite nedeni, leiomyoma baglanmadan 6nce diger nedenlerin varligini tespit
etmek amaci ile ayrintili bir tetkike tabi tutulmalidir. Genel olarak, myomektomi igin
en iyi aday olabilecek hastalar, uterin kaviteyi deforme eden intramural myoma sahip
ya da submukozal myoma sahip hastalardir.

Sinesi, uterin septum, konjenital anomaliler: Histereskopik rezeksiyon ile
diizeltilebilen, intrauterin sinesi ve septat uterus infertiliteye neden olabilmektedir.
(6zellikle tekrarlayan gebelik kayiplarima) Randomize kontrolli c¢alisma
bulunmamasina ragmen, iki tane retrospektif seri gostermistir ki intrauterin
sinesilerin ve uterun septumun rezeksiyonu sonrasi gebelik kayiplart azalmistir
(66,67). Ciddi uterin defektlere sahip hastalar i¢in ise tasiyict anne gerekmektedir.

Endometrial polipler: Asemptomatik endometrial polipe sahip subfertil
hastalarda, polipektomi fertiliteyi arttirabilir. Subfertil kadinlarin degerlendirildigi
randomize kontrollii ¢aligma gostermistir ki, IUI tedavisi Oncesi polipektomi
yapilmig hastalarin gebelik oranlari, polipektomi yapilmadan IUT yapilmis hastalara
gore artmustir (%63’e karsin %28) (68). Bu calisma ve diger gozlemsel ¢aligmalar
gostermistir ki anormal uterin kanamalara neden olmasa bile endometrial polipler
infertil kadinlarda eksize edilmelidir.

Luteal faz defekti: American Society of Reproductive Medicine derneginin
2015 yilindaki komite kararina gore; luteal faz defektinin infertilite nedeni olarak
kendi basina degerlendirilmesi kanitlanamamustir. Luteal faz defektinin tan1 olarak
aydinlatilmis bir taniminin olmamast bunun en biiyiik nedenlerinden biridir.

Fertiliteyi etkileyen, persiste luteal fonksiyon ve folikiiler defektler oligomenore ile
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birlikte semptom gosterir. Bu hastalarin infertilite tedavisinde, progesteron

tedavisinden ziyade, ovulasyon indiksiyonu ile oligomenore tedavisi yapilmalidir.

2.1.3.5 Servikal Faktor Nedenli infertilite

Servikal faktdr nedenli infertilitenin diizeltilmesi icin degisik secenekler
bulunmaktadir. Beklenen ovulasyon doneminden once egzojen Ostrojen kullanimi
(konjuge ostrojenler 0,625mg - 5,0 mg veya mikronize Ostrodiol 2 mg /giin) mukus
tiretimini artiracaktir. Mukolitik ajanlar (guaifenesin) ve sodyum bikorbonat
solusyonu ile vajinal dus da onerilmektedir. Bununla birlikte, bu yontemlerden
herhangi birinin etkinligi heniiz kanitlanamamistir (69). Servikal faktorlii
infertilitenin en iyi tedavi yontemi IUI dir. IVF ise IUI tedavisinden fayda gérmeyen
hastalarda ikinci basamak tedavi olarak kullanilir. Servikal faktor nedeniyle
yapilacak olan IUI tedavisinde ovulasyon indiiksiyon ajanlarinin kullaniminin
gerekliliginin gosterecek kuvvetli kanitlar bulunmamaktadir. Randomize ve kontrollii
caligmalarin gézden gegirildigi cochraen gostermistir ki zamanlamasi yapilmis cinsel
birliktelik ile 1UI tedavisi arasinda, servikal faktorli infertilite tedavisinde, anlamli

bir fark bulunmamustir (70).

2.1.3.6 Nedeni Aciklanamayan infertilite

Nedeni aciklanamayan infertilitede kapsamli bir arastirmanin ardindan
infertilite etyolojisinin tam olarak ortaya konulamamasindan dolayr uygulanacak
olan tedavi rejimleri ampiriktir. Klomifen sitrat ile indiiksiyon tedavi baglangi¢
tedavisi olarak kullanilabilir; basarisizlik durumunda klomifen sitrat tedavisine IUI
eklenebilir. Bu tedavilerin basarisizligr durumunda gonadotropin enjeksiyonu ile TUI

ve IVF tedavisi denenmelidir.

29



Tablo 3: Nedeni agiklanamayan infertilitedeki tedavi yontemlerinin ortalama siklus

fekundabilitesi (71).

ORTALAMA SIKLUS FEKUNDABILITESI

Tedavi uygulanmamis %1,3-4,1
Ul %3,8
Klomifen %5,6
Klomifen & Ul %8,3
Gonadotropinler %7,7
Gonadotropinler & Ul %17,1
IVF %20,7

2.1.3.7 Kadin Infertilitesinin Tedavisinin Kontraendikasyonlar

Infertilite tedavisinin tek mutlak kontraendikasyonu, gebelik veya fertiliteyi
artiran medikasyonlara karsi olan kontraendikasyonlardir. Etik olarak infertilite
tedavisinin smirlandirici baska unsurlari da bulunmaktadir ve bu unsurlar
tartigmalidir. Orn: ciddi obezite, ebeveynin g¢ocuk yetistirme yetenegi, tiitiin
kullanimi, alkol tiikketimi (72,73,74), ciftlerin medeni durumu, cinsel yonlendirme,
Human Immunodeficiency Virus (HIV) tasiyiciligy; ¢iftlerin tedavi edilmesinin reddi

icin gecerli bir neden olamaz (75,76).

2.2 Kullanilan Deney Hayvam1 Hakkinda Genel Bilgiler (77)

Deney hayvanlari igerisinde en biiyiik yeri tutan hayvan grubu kemirgenlerdir
(rodentia). Deney hayvanlarinin yaklasik %70 - %85’ini olustururlar. Genellikle gece
aktif olan bu hayvanlar; bulunduklar1 laboratuar ortamina kolay uyum saglamalari,
bakimlarinin kolay olmasi, kisa siirede ¢ok sayida firetilebilmeleri ve fiziki
yapilarinin kiiclik olmasi nedeniyle biyomedikal arastirmalarda en ¢ok tercih edilen
hayvan grubudur. Kemirgenler gibi tavsanlarda (lagomorpha) biyomedikal
arastirmalarda siklikla kullanilmaktadirlar. Kemirgen ve tavsanlar arasindaki en

bliyiik fark; tavsanlarin daha biiyiik olmasi ve biiyiik {ist kesici dislerinin hemen
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arkasinda yerlesmis bir ¢ift kiigiik kesici diglerinin daha bulunmasidir (78). Deneysel
arastirmalarda kullanilan si¢anlar, Rattus norvegicus’tan koken almiglardir. Bu
amagla tiretilen ilk sican soyu A.B.D. Philedelpihia’da bulunan Wistar Enstitiisii’'nde
tretilmistir. Giinlimiizde aragtirmalarda kullanilan inbred soylarin biiyiik boliimii
Wistar Albino soyundan koken almistir. Sicanlar; temel tip, farmakoloji, gida,
davranig gibi alanlarda yapilan arastirmalarda kullanilmaktadir. Genetik olarak
tanimlanmis yaklasik 400 inbred ve 50 outbred soy bulunmaktadir. Giinlimiizde
bircok sican soyu, bilimsel calismalarda kullanilmaktadir. Bunlar arasinda Wistar
Albino, Spargue Dawley, Fischer 344 ve Long Evans en sik kullanilan soylardir.
Ratlarin viicut agirligr disilerde 250-300 gr, erkeklerde 300- 500 gr dir. Ratlarin
yasam siiresi 2-3 yildir. Viicut sicaklign 37,5-38,5 santigrat derecedir (78). Ratlarin
puberta baslangicindan yasliliga kadar siklik aktivite gdsteren ve mevsimsel

degisiklige ugramayan poliostrik menstriiel siklus diizenleri vardir.

2.2.1 Ratlarda Davranis

Ratlar nokturnal hayvanlar olduklarindan daha ¢ok gece ve sabaha dogru
aktivite gosterirler. Giin 15181 almayan odalarda barindirilan ratlarin 1sik-karanlik
dongiileri degistirilerek hayvanlarin  giindliz  aktif olmalarn1 ve bdylelikle
aragtirmacilarla ayni zamanda uyanik kalmalart saglanabilir. Bu degisimin
gerceklesebilmesi igin iki haftalik bir uyum siiresi gereklidir. Soylar arasinda
farklilik gosterse de, genelde saldirgan olmayan, merakli ve egitilebilir hayvanlardir.
Sik sik ele alindiklarinda ve dokunulduklarinda saldirganliklart azalir. Boylelikle
yeni girdikleri ¢cevreye ve deney kosullarina daha rahat uyum saglarlar. Uygun bir
sekilde tutulmamalari, beslenme yetersizligi ve ortamdaki diger ratlarin seslerini
duymalar1 istenmeyen davramiglar sergilemelerine neden olabilir. Erkek ratlar
genelde disilerden daha saldirgandirlar. Erkek ratlar, farelerden farkli olarak bir
arada tutulduklarinda birbirleriyle pek kavga etmezler. Yine farelerden farkli olarak
barmaklarinda yalniz kalmayi severler. Grup halinde barindirilan ratlar, bireysel
olanlara gore yliksek plazma kortikosteroit diizeylerine sahiptir. Kiicilik, karanlik ve
kapali yerleri tercih ederler. Bu tiir ortamlar davranig caligmalarinda onlar
odiillendirmek amaciyla kullanilabilir (79). Yeni ortamlara uyum saglama giicii
yiiksek bir tiirdiir ancak yer degistirme durumlarinda yeni kosullara alisabilmesi i¢in

3-7 giinliik bir siire taninmas1 gerekir (80). Insanlar 16 Hz - 20 kHz arasindaki
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frekansa sahip ses dalgalarm duyarlar. Ote yandan ratlar 250 Hz — 80 kHz arasindaki
ses dalgalarina duyarlidirlar (81). Ultrasonik ses 20 kHz {izerindeki ses dalgalaridir.
Basparmagimizi isaret parmagimiza siirttiiglimiizde olusan ses ultrasonik bir sestir ve
biz bunu duyamayiz. Ancak ratlar ultrasonik seslere karsi duyarli olduklarindan
bizim duyamadigimiz bir¢ok sesi duyarlar. Ratlar dikromatik goriise sahiptirler ve
retinalarinda mavi ve yesil renkleri algilayan kon reseptor bulunmaktadir (82).
Albino ratlarin gérme keskinlikleri azdir ve hareket eden cisimleri 1yi algilayamazlar
(83). Gelismis bir koku duyusuna sahiptirler. Beyinde koklama duyusundan sorumlu

olan bolge biiyiik bir yer kaplar (84).

2.2.2 Cevre Ve Viicut Isis1

Ratlar 10 °C ile 30 °C arasindaki ¢evre sicakliklarina adapte olabilirler ancak
ratlar i¢in optimal ¢evre sicakligl 20 °C ile 26 °C arasidir. Erkek ratlarin yiiksek ¢evre
sicakliklarina (31,6 °C - 32,5 °C) maruz kalmasi geri doniisiimsiiz testis harabiyetine,
disilerde ise laktasyonun normal seyrinin bozulmasina neden olabilmektedir. Cevre
sicakliginin degismesi bagisiklik sistemini de etkilemektedir. Soguk stresi antikor
tiretiminde azalmaya neden olurken, sicak stresi kortikosteroid diizeyinin artmasina,
fagositik indeksin artmasina, avidite indeksinin azalmasina ve antikor cevabinin
azalmasina neden olabilmektedir (85). Kendi kafeslerinde rahatsiz edilmediklerinde
i¢ viicut 1silar1 35 °C’ye kadar diisebilir. Kafeslerinden disar1 alindiklarinda ise 41
°C’ye kadar artabilir. Bu derecelerden diisiik degerler hipotermi, yiiksek degerler ise
ates olarak degerlendirilebilir (86). Ortalama viicut sicakligi ise 35,9-37,5 °C’dir.

2.2.3 Isik

Barinakta uygulanan 1sik siddetinin artirilmasi ratlarda retina hasari
sekillenmesine neden olabilir. Albino ratlar pigmentli soylara gore retina hasarina
kars1 daha duyarhidirlar (87). Kronik stres retina hasarina duyarliligi artirmaktadir
(88). Uygulanan 151k siiresinin dstrus siklusunun uzunlugu tizerine 6nemli bir etkisi
vardir. Aydinlik/karanlik stiresi 12 saat/12 saat olan ratlarda Gstrus siiresi 4 giin iken,
16 saat/8 saat olan hayvanlarda Gstrus 5 giindiir. Hayvanlar giin igerisinde 22 saat
siireyle 1s18a maruz birakildiklarinda ise Ostrus siklusunun diizensizlestigi ve

hayvanlarin tireyemedikleri goriilmiistiir. Bu nedenle hayvanlar karanlik evrede iken
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151810 agtlmamasma dikkat edilmelidir. Ratlarin  kirmizi 15181 goremedikleri
sOylenmektedir ancak siirekli kirmiz1 151k altinda tutulan ratlarda dstrusun uyarildigi
tespit edilmistir. Aydinlik/karanlik evre siiresi (fotoperiyod) redoks enzim
aktivitesini ve dolayisiyla ilag metabolizmasini ve toksisitesini etkilemektedir.
Timusa bagimli antijenlere karsi gosterilen humoral ve hiicresel bagisiklik da
sirkadiyen bir ritim gostermektedir. Fotoperiyodun degistirilmesi timusa bagiml

antijenlere kars1 gosterilen bagisiklik yanitinin azalmasina neden olmaktadir (89).

2.2.4 Barinma

Sicanlarda fareler gibi sert, dayanikli ve seffaf plastik materyalden yapilmis
kafeslerde barindirilirlar.  Siganlarin  barindirilmasinda  filtreli  ve  bireysel
havalandirilan kafesler de kullamilabilir. Ozel ¢alismalarda, hava akimmi &nlemek
veya patojen mikroorganizmalar ile bulagsmay1 engellemek icin filtreli kapaklara
sahip kafesler de bulunmaktadir. Bu tip kafeslerin disinda, patojenlerle bulasmay1
engellemek icin dis ortamdan tamamen bagimsiz, otomatik olarak havalandirilan
kapali sistem kafesler de kullanilir (Bireysel havalandirilan kafes, individual
ventilated cage, IVC) Rat kafeslerinin taban alanlari, grup halinde barindirilan
sicanlarda birey basina 250 cm2, tek basina barindirilan sicanlarda birey basina 350
cm2 olmalidir. Sicanlar erkeklerde dahil olmak iizere rahatlikla gruplar halinde
barindirilabilirler. Yapilan ¢alisma i¢in zorunlu degil ise yalniz barindirma tercih
edilmez. Althik olarak kullanilan materyal genellikle farelerde oldugu gibi agac
talagidir. Kafeslere konacak rat sayisinda standartlara uyulmalidir. Sikisik kafeslerde
asir1 sicakliga bagl ani oliimler sekillenebilir. Ayrica kalabalik kafeslerde yetersiz
beslenmeye bagli cannibalismus goriilme sikligi artar. Ratlar noktiirnal (gece aktif)
hayvanlardir. Bu nedenle dogal gece/giindiiz dongilisii bu hayvanlarin normal
fizyolojik davranislari i¢cin ¢ok onemlidir. Ratlar; aydinlik/karanlik dongiisii olan, iy1
havalandirilmis, %60 rolatif nem oranmna ve 20-24 °C ortam sicaklifina sahip
odalarda barindirilmalidir. Bu degerler disindaki hallerde siganlar strese girerler ve
hastaliklara karsi duyarli hale gelirler. Ratlar, seslere karsi ¢ok hassastirlar. Ani
giirtiltilere kars1 yogun tepkiler verirler. Bu nedenle ratlarin barindirildigi odalarin

giiriiltiiden ve titresim yaratacak cihazlardan uzak olmasi saglanmalidir (78,90).
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2.2.5 Beslenme

Ratlar, deneysel calismalarda farelerden sonra en ¢ok kullanilan laboratuar
hayvanidir. Beslenme sekilleri farelerle oldukc¢a benzerlik gosterir. Ratlar gilinliik
ortalama 15-25 g (100 g canli agirlik (CA) igin 5-6 g) kadar yem yer ve 30-45 ml
(100 g CA i¢in 10-12 ml) kadar da su igerler. Farelerde oldugu gibi yem ve su ad
libitum olarak sunulur. Hububat taneleri ve bazi bitki tohumlarinin ezme ve kirmalari
ile de beslenebilmelerine karsin genellikle ticari pelet (¢ap1 12-16 mm) yem en ¢ok
kullanilan yemlerdir. Ratlarin beslenmesinde kullanilan yemlerin %20 -22 ham
protein ve 2600-2650 kcal/kg enerji, %4-5 ham yag ve %5-7 diizeyinde ham seliiloz
icermesi gerekmektedir. Bazi spesifik caligmalar i¢in besin madde igerigi
degistirilmis (yliksek kalorili, vitaminsiz, mineralsiz veya diisiik proteinli vb.) 6zel

yemler hazirlanip ratlara verilebilmektedir (91,92,93,94).

2.2.6 Ratlarda Ureme (95)

Ratlar fusiform viicut yapisinda, burun, dudaklar, kulaklar, ayakalt1 ve avug
icleri hari¢ viicudu tipik memeli tiiyleri ile kapli rodentlerdir. Erkek ratlarda biiylime
ve ossifikasyon 2 yasina kadar devam edebilir. Disi ratlar genellikle daha kiigiiktiir
ve hayatlarinin ilk birka¢ ayinda olgun hale gelirler (96,97,98). Yetigkin ratlarda
ovaryum folikiillerle dolu bir yapidadir ve bobreklerin kranial kutbunda yer alirlar.
Helezonik yapidaki ovidukt, ovaryumu bikornual yapidaki uterusa baglar. Resim

1’de gosterilmistir.
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Resim 1: Disi ratlarda iirogenital sistemin anatomisi (99)

B Adrenal bez
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w—-Vagina
G\ Anis,
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Ratlarda Reproduktif Sistem (100)

Genel Reproduktif Parametreler Yavru sayisi: ortalama 10
Dogum agirligi: 6 g

Siitten kesme: 4 haftada

Pubertaya ulagsma: 8-10 hafta

Ostrus siklus: 4-5 giin

Ostrus siiresi: 12-24 saat

Post partum 6strus: dogumdan 24 saat sonra (fertil)

Gebelik siiresi: 20-22 giin

Tablo 4: Ratlardaki kan sayim1 normal degerleri (77)

Minimum deger Maksimum deger
Hemoglobin (g/dl) 11 18
Beyaz kiire sayis1 (x103/mm?3) 3 17
Nétrofil (%) 9 34
Trombosit sayis1 (x103/mm?3) 500 1300
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2.2.6.1 Cinsiyet Tayini

Ergin ratlarda cinsiyet, perineal bolgeye bakilarak kolaylikla saptanabilir.
Erkek ratlarda, aniis ile iiretral acikligin arasinda belirgin olarak skrotum goriilebilir.
Burada dikkat edilmesi gereken nokta erkek ratlarin testislerini abdomene
cekebiliyor olmalaridir. Bu nedenle anogenital acgikliga da bakilmalidir. Anogenital

aciklik erkek ratlarda disilere gore daha fazladir (Resim 2).

Resim 2: Ratlarda cinsiyet tayini. 2 haftalik ratlarda cinsiyet tayini (Erkek-Sol, Disi-
Sag)(A). 6 haftalik ratta cinsiyet tayini (Erkek-Sol, Disi-Sag)(B) (101)

2.2.6.2 Pubertas ve Gonadotropinler

Postnatal 6. giin itibariyle pulsatii GnRH salinimlart ile birlikte LH
konsantrasyonu da yavas artislarla yiikselmekte ve en yiiksek seviyeye juvenil
donemde erismektedir (102). Pubertas baslangici irklar arasinda 6nemli farkliliklar
gostermektedir. Ornegin fazla miktarda yiyecek bulunan ortamdaki ratlar ve ayni
batinda daha az kardese sahip olan ratlar daha erken pubertasa erigirler (103).
Intaruterin pozisyonlari iki erkek ratin arasinda ters olan disi ratlar 5nemli derecede
gec pubertasa erigirler (104). Pubertas baslangicini indiikleyen faktor tam olarak
saptanamamugtir. Erkek ratlarda pubertas descensus testis ve spermatogenesisin
baslangici ile karakterizedir. Sperm ilk defa dogum sonrasi 45. giinden itibaren
tiretilir. Fakat optimum {iretim 75. giinden 6nce gergeklesmez (105). GhRH hem LH
hem de FSH salgilanmasini saglayarak pubertasta testosteron hormonu {iretimini
arttirir. LH leydig hiicrelerini uyararak testosteron saliimini arttirmaktadir. Fakat

erkekte FSH’nin rolii tam olarak saptanamamistir. Pubertas oncesi yapilan
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hipofizektomi, pubertal degisimleri Onlemektedir. Destekleyecek  sekilde
hipofizektomi sonras1 LH ve FSH uygulamalar1 spermatogenezisi uyarmaktadir
(106). Disi ratlarda pubertasin indikatorii vaginal agiklik ve ilk proGstrustur. Vaginal
aciklik ilk defa 33-42. giinlerde, viicut agirlig1 yaklasik 100 gram iken meydana gelir
(107). Diizenli 0Ostrus sikluslar1 yaklasik olarak vaginal agiklik baslangicindan
itibaren bir hafta sonra meydana gelir. Gonadtropin seviyeleri ve morfolojik
Ozelliklere gore prepubertal ovaryum gelisimi 4 doneme ayrilmistir: Neonatal donem
(dogum-1. hafta), infantil donem (1-3 hafta aras1), jiivenil donem (3-4.5 hafta arasi)
ve peripubertal donem (jiivenil donem sonrasi 3 giin). Neonatal donemde ovaryumlar
FSH etkisi ile testosteronu dstradiol-17f’ya metabolize ederler. Infantil donemde,
FSH ve LH etkinligi ile follikiiler gelisim goriiliir (108). Jiivenil dénemde follikiiller
Ostrojen sekresyonuna baslarlar. Peripubertal donem boyunca uterus sivi ile doludur,
follikiiller biiyiikk miktarlarda Ostrojen salgilarlar ve gonadotropinlerdeki artis ilk
ovulasyonlara neden olur. Ovaryum gelisimi gonadotropinlere, FSH, LH, GnRH,
prolaktin ve bilylime hormonu (GH)‘na baghdir. FSH seviyeleri dogumdan 12. giine
kadar artar ve kademeli olarak diiser. GnRH salimmlari esnasinda LH
konsantrasyonu yavagca artarak yiiksek seviyelere ulasir. Hipotalamustaki GnRH
dogumdan pubertasa kadar artar. Juvenil donemde her 3 saatte bir prolaktin salinimi
meydana gelir ve bu salimim ovaryumdan o6stradiol ve progesteron salinimini
indiikler (109). Biiyiime hormonu, prolaktine paralel bir salimim grafigi cizer ve

ovaryan steroidogenesiz ile iligkilidir.

2.2.6.3 Ostrus Siklusu

Rat 6strus siklusu, ortalama 4-5 giin siirmektedir. Ostrus siklusu laboratuvar
kolonilerinde mevsimden bagimsiz olarak yil boyu siirmektedir (110). Siklus 4
donemi kapsar. Prodstrus, Ostrus, metadstrus ve didstrus. Korpus luteum en yiiksek
biiyiikliigiine erken didstrus doneminde ulasir ve en yiiksek progesteron degerlerine
de Ostrus siklusunun 2. giiniinde ulagilir. Hormonal salinimlar, 6n hipofizden salinan
ve vaginal sitolojik degisimler seklinde saptanabilen ovaryum ve follikiiler
degisimlere neden olan gonadotropinler tarafindan diizenlenir. LH atimli (pulsatile)
olarak salinir ve en yiiksek frekansa prodstruste, en diisiige ise Ostrusta ulasir. LH
atim1 (pulse) GnRH saliiminin yiiksekligine baghdir. Prodstrus esnasinda salinan

LH dalgalar preovulatuvar follikiillerde (preovulator follikiil 0,9-1,0 mm capinda)
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ovulasyonun meydana gelmesine ve corpora lutea sekillenmesine neden olur. Iki adet
preovulatuvar FSH dalgas: kiigiik folikiillerin gelisimini stimule eder (111,112). flk
dalga LH dalgasi ile alakali ve ikinci dalga ovulasyon sonrasi inhibindeki azalma ile
iligkilidir (113,114). Rat follikiillerinde yapilan ¢alismalar 17-o-Hidroksilaz ve
aromataz mRNA diizeyinin preovulatuar LH dalgasindan once artig gosterdigini
ortaya koymustur (115,116). Metadstrus boyunca, korpus luteumdan progesteron
salinir. Progesteron seviyesi didstrusta azalir ve artan Ostradiol-173’ya bagl olarak
follikiiler gelisim tekrar baslar. Siklus, prodstrusta meydana gelen Gstrojen piklerinin
ovulasyona neden olan gonadotropin salinimini indiiklemesi ile tamamlanir.
Prolaktinde Iuteotropik mekanizmaya katilmaktadir, su var ki progesteron salinimini
dogrudan Ratlarda 5 giin devam eden 6strus siklusu, 4 giinliik siklusa benzer fakat
LH ve Ostrojen sekresyonu, luteolozis ve uterus degisiklikleri 24 saat gecikmeli
olarak meydana gelir. Ostrus senkronizasyonu fazla miktarda ve ayn1 donemde gebe
kalmis rat elde etmek igin gerekli bir yontemdir. Bu amagla 1 litre igme suyu
icerisine 200 ml. etanol ve 40 mg. Medroksiprogesteron eklenir. Bu soliisyon her giin
taze olarak hazirlanip 6 giin boyunca uygulanir. Bundan sonra 1 [U PMSG (Pregnant

mare serum gonadotropin) intramiiskiiler olarak uygulanir ve dstrus indiiklenir (117).

2.2.6.4 Ostrus Siklusu Déneminin Saptanmasi

Ratlarda reprodiiktif performansi arttirma amacli olarak Ostrus doneminin
saptanmas! i¢in bircok ydntem kullamlmaktadir. Onemli ydntemler arasinda
davranigsal degisimlerin gozlenmesi, vaginal sitolojik baki, vaginanin elektrik
iletkenliginin dlgiilmesi sayilabilir. Ostrusun (8strus siklusunun strus dénemi) siiresi
9-15 saat stirmekte ve disinin erkegi kabul ettigi donem olarak tanimlanmaktadir.
Bunun yaninda 6strustaki diside hareket artisi, bas ve sirta vuruldugunda kulaklarin
titretilmesi, pelvik stimiilasyon sonras1 lordozis hareketi (vertebral siitunda
dorsifleksiyon hareketi) goriiliir (118). Ostrus esnasinda vaginal duvar kuru ve vulva
odemlidir (119). Vaginal sitolojik baki Ostrus siklusu doneminin saptanmasinda
yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Etkili bir saptama ic¢in vaginal sitolojik
orneklerin giin boyunca ayni saatte alinmasi gerekmektedir. Cekirdekli siiperfisiyal
hiicrelerle karakterize olan prodstrus donemi yaklasik olarak 12 saat stirmektedir
(120). Proostrus doneminde 6zellikle prepubertal ratlarda uterus sivi ile doludur ve

bu durum hidrometra ile karistirilmamalidir. Ostrus déneminde; vaginal sitolojik
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bakida baslangicta %75 cekirdekli siiperfisiyal ve %25 keratinize siiperfisiyal hiicre
saptanirken donemin ortalarina dogru bu oran keratinize siiperfisiyal hiicreler lehinde
degisir. Donemin sonlarina dogru bu keratinize (kornifiye) hiicreler dejenere olur ve
epiteliyal bir yigint1 halini alir. Metadstrus dénemi, ovulasyondan sonra goriiliir ve
yaklasik 21 saat siirer. Donemde alinan sitolojik 6rneklerde cekirdekli ve kornifiye
hiicreler etrafinda ¢ok miktarda 16kosit saptanir (Resim 3). Didstrus, en uzun
donemdir ve 57 saat kadar siirmektedir (121). Sitolojik bakida dominant hiicre tipi
l1okositlerdir. Vaginal mukustaki elektriksel direncin 6l¢iilmesi yonteminde vaginaya
prob yerlestirilir. Prodstrusta direng pik yaparken, Ostrusta en diisiik seviyeye geriler
(122).

Resim 3: Ratlarda seksiiel siklus donemlerine gore vaginal sitolojik goriiniim (123).
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2.2.6.5 Ratlarda Ciftlesme - Reprodiiktif Davrams

Farelerde goriilen 3 reprodiiktif fenomen ratlarda goriilmekle birlikte cok
zay1f etkiye sahiptir. Bunlar:

Bruce Etkisi: Ortama yeni katilan bir erkekten kaynaklanan feromonlar
dolayis1 ile embriyo implantasyonunun gecikmesi

Whitten Etkisi: Ortamda erkek fare bulundugunda disi farelerin 6struslarinin
senkronize olmasi

Lee-Boot Etkisi: Birlikte barmdirilan digi rat gruplarinda andstrus goriilmesi.
(120).

Lordozis onemli bir ciftlesme davramisidir. Ostrojen ve progesteron bu
refleksin meydana gelmesinde birlikte gérev almakla birlikte, dstrojen tek basina da
bu davranisi uyarabilmektedir (124). Erkek ratlarda ¢iftlesme davranisi ancak
testosteron varliginda meydana gelir. Kastre edilmis ratlarda ciftlesme davranisi
goriilmemektedir. Erkek c¢iftlesme davramiglarinda feromonlar da c¢ok oOnemlidir
(125). Isitsel uyarmm, hem erkek hem de diside reprodiiktif davranislar agisindan

etkilidir. Disi ve erkek ciftlesme esnasinda 50-kHz’lik bir ses ¢ikarirlar. Bu ¢agri sesi
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erkek tarafindan Ostrustaki disileri fark ettiginde ve disi tarafindan erkegin dikkatini
¢ekme amacl olarak da ¢ikartilir. Kopulasyon, daha ¢ok gece sabaha kars1 meydana
gelir (126). Erkek rat ¢iftlesme baslangicinda ostrustaki disi ratin genital bolgesini
koklar. Uygun donemdeki disi rat sigrayarak ve kulak titretme ile karsilik verir.
Erkek bunun sonucunda disinin lizerine ¢ikar. Cesitli intromisyon ve ejekiilasyon
kombinasyonlar1 meydana gelir. intromisyon olmadan iizerine ¢ikma, iizerine ¢tkma
ve intromisyon olup ejekiilasyon olmamasi ve iizerine ¢ikma ile birlikte intromisyon
olmasi ve ejekiilasyon ile sonu¢lanmasidir. Bir intromisyon tipik olarak 2-9 pelvik
itisten meydana gelir ve yaklasik 0.3-0.6 saniye siirer. Ejekiilasyon tipik olarak 3-44
intromisyon sonucu meydana gelir. Ciftlesme, aralikli olarak 3 saate kadar siirer.
Siire boyunca 3-10 ejekiilasyon meydana gelir. Ciflesme vaginal smearde sperm
varlig1, vaginal tikacin saptanmasi ya da direk olarak c¢iftlesme davranisinin
gozlenmesi ile dogrulanabilir. Vaginal tikag farede oldugu kadar giivenilir bir
yontem degildir. Clinkii ratlarda vaginal tikag uzun siire ortamda bulunmaz. Vaginal
smear’da sperm saptanmasi ile gebelik arasinda %90-94 korrelasyon saptanmistir
(119). Ciftlesme zamaninin saptanmast i¢in pratikte en ¢ok kullanilan yontem koyu
renk bir kagidin giftlesme kafesinin altina yerlestirilmesidir. Postcoital 12-24.
saatlerde vaginal tikacin atilmasina dair bulgular koyu renkli kagit {izerinde

saptanabilir.

2.2.6.6 Dogum

Disi ratlarda yuva yapma davranis1 dogumdan yaklasik 2-3 giin 6nce
baslar ve laktasyon boyunca siirer (127). Disi gebeligin son déneminde yavrulari i¢in
pamuk, kagit mendil, talas ve kirpilmis kagittan yuva yapar. Ozellikle yavrularin
icine gomiilebildigi malzemeler tercih edilmelidir. Bu sayede anne yavrularim
emzirirken cevresel strese maruz kalmaz. Oda sicakligi ve altligin yavrulart sicak
tutmak i¢in uygun olmasina dikkat edilmelidir. Yavrularin {isiimesi, ortamda bulunan
yiiksek sesler ya da yavrularin ele alinmasi annenin yavrular1 reddetmesine veya

6ldiirmesine neden olabilir (117).
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2.2.6.7 Ratlarda infertilite ve Genel Infertilite Sorunlari

Disi ratlar 20-30 haftalik yasa geldiklerinde iireme verimleri diismeye
baslamaktadir. Ratlarin iireme verimini olumsuz etkileyen diger faktorler; asiri
giiriiltl, kirli kafes ve kotli bakim sartlari, yuva yapma materyalinin olmamasi ya da
azlhg1, sivri-keskin kenarli altlik kullanimi, agalactia, organofosfat zehirlenmesi ve
beslenme yetersizlikleri ve ektoparazitlerdir (128). Yiiksek 1s1 veya nem orani veya
151k diizeninin hep ayn1 kalmasi (12 saat 151k/12 saat karanlik) maksimal reprodiiktif
performans icin gereklidir. Ayrica Vitamin E eksikligide infertiliteye neden
olmaktadir. Bugday taneleri E vitamini bulundururlar ve yemine sik¢a konulursa bu
eksiklik Onlenebilir. Diisiik protein orani da infertiliteye neden olmaktadir. Bu
yizden adult ratlarda protein oram1 %14 olmakla birlikte fertiliteyi arttirmak
amaciyla %24 oranina yiikseltilebilinir. Genital mycoplasma da infertilite
nedenlerinden biridir (129).

2.2.6.8 Ovariohisterektomi (Kisirlastirma)

Operasyona hazirlik i¢in hayvanin arka tarafi hafifce yiikseltilerek
bagirsaklarin 6ne dogru yer degistirmesi saglanir. Daha sonra abdominal bolge tras
edilir. Daha sonra operasyon bolgesi dezenfekte edilerek steril bir ortii ile kapatilir.
Linea alba {izerinde, bistiiri vasitast ile 2 cm’lik suprapubik bir ensizyon agilir.
Uterus kornular1 ve ovaryumlarin explorasyonu ve disar1 alinmasi kolaydir. Daha
sonra ovaryumlar ve uterus, kedi ve kdpeklerde uygulanan prosediir ile ligatiire
edilip kesilerek disar1 alinir. Peritoneal agiklik, 3-0 yada 4-0 emileblilir bir iplikler
basit ayr1 olarak dikilir. Deri alt1 ayni tiir bir iplikle siirekli olarak dikilir. Deri i¢in ise

3-0 yada 2-0 emilemeyen iplikler ile basit ayr1 dikis teknigi uygulanir (130).

2.3 Koloni Stimiile Edici Faktorler (131)

1960’1 yillarda arastirmact grubu (Pluznik ve Sachs, Brdaley ve Metcalf)
kemik iligi progenitor hiicrelerini in vitro olarak, liretebilen yar1 kat1 kiiltiir sistemin
gelistirmislerdir (132). Bu sayede 1970’11 yillarda insan ve si¢an hiicreleri ile yapilan
calismalar sonucu koloni stimule edici faktorlerin (CSF) saflastirilmasi miimkiin

olmustur. 1984-1987 yillar1 arasinda rekombinant DNA teknolojisinin
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uygulanmasiyla bakteri, maya ve ¢esitli memeli hiicreleri kullanilarak bol miktarda
elde edilen CSF’ler 1980’11 yillarin sonuna dogru klinik denemelerde kullanilmaya

baslanmustir (133).

2.3.1 Koloni Stimiile Edici Faktorlerin Ozellikleri

Giiniimiizde yapilan ve etki ettikleri hedefleri agisindan birbirinden farkli dort
cesit CSF elde edilmistir. Glikoprotein yapidaki bu maddelerde iigii tek zincirli
polipeptid iinitelerden meydana gelmistir. M-CSF ise iki es polipeptid alt linitesinden
olusmus dimerdir. Sistein-Sistein disiilfid kdopriileriyle olusturulan ii¢ boyutlu
konfigiirasyonlar1 biyolojik aktivite i¢in gereklidir.

Her CSF bir gen ile kodlanir, Insanlarda GM-CSF, M-CSF, M-CSF reseptor
geni, Multi —CSF ve IL-4, IL-5 genleri 5. Kromozomun proksimal uzun kolunda bir
araya toplanmislardir. G-CSF geni ise 17. Kromozoma yerlesmistir.

Monosit ve makrofajlar, T-lenfositleri, endotel hiicreleri ve fibroblastlar
CSF’lerin baglica hiicresel kaynaklaridir. Fibroblast ve endotel hiicreleri M-CSE’yi
yapisal sentezlediklerinden normal insan serumunda M-CSF olgiilebilir miktarda
mevcuttur (134). Bu mediyatorler inflamatuar uyarimlara yanit olarak biyiik

oranlarda sentezlenmeye baslanirlar (135).

Tablo 5: CSF’ler ve gesitleri

CSF’ler ve CESITLERI
CSF MW GEN LOKUS HUCRESEL OLGUN HEDEF
KAYNAK HUCRE
GM-CSF 14700 5q T hiicresi Graniilosit
Endotel Monosit
Fibroblast Eozinofiller
Monosit
G-CSF 18600 17 q Endotel Granulosit
Monosit
Fibroblast
M-CSF 2100 5¢ Monosit Monosit
(dimer) Fibroblast
Endotel
IL-3 15400 5q T hiicresi Eozinofil
(Multi-CSF) Monosit
Graniilosit
Bazofiller
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CSF’ler etkilerini spesifik membran reseptorleri yoluyla gosterirler. Bu
reseptorlerin afinitesi ve biyolojik aktivitesi oldukga yiiksektir. CSF’ler, etki ettikleri
hiicreler agisindan hiyerarsik bir sira izlerler. GM-CSF ve Multi-CSF erken myeloid
proginetorlerin  proliferasyonu  ve  diferansiasyonunda  etkiliyken,  hiicre
olgunlagmasinin zayif indiikleyicisidirler. G-CSF ve M-CSF ise daha ge¢ donemde
etkilidir, 6zellikle hedef hiicrelerin olgunlagsmasinda rol oynarlar. CSF’lerin biyolojik

etkileri i¢ ige gegmis durumdadir (136).

2.3.2 Graniilosit Koloni Stimiile Edici Faktor (G-CSF)

Koloni stimiilasyon faktorii 3 (CSF-3) olarak da bilinen G-CSF, granulosit ve
kok hiicre tireten kemik iliginden koken alan glikoproteindir (137). Yirmibes
kilodalton molekiil agirhiginda 174-177 aminoasit uzunlugunda iki formu olan
ekstaselliiler reseptoriine baglanarak etki gosteren bir faktordiir. Rekombinant DNA
teknolojisi ile {iretilmektedir (138). Onkolojik ve hematolojik hastalarda tedavi
stirecinde notropeni tedavisi amaci ile kullanilmaktadir (139).

G-CSF temel olarak kemik iligi hiicreleri iizerinde etkili bir molekiil olsa da
osteoblastlarda, diiz kas hiicrelerinde, endotelyal ve epitelyal hiicreler basta olmak
tizere bir¢ok hiicrede de reseptorii, tiretimi ve etkileri gosterilmistir (140). Desidual
hiicrelerde ve plasentada da G-CSF varligi bildirilmistir (141). G-CSF-R hiicre
yiizeyinde bulunan reseptoriidiir. Bu reseptor temel olarak kemik iligi Oncii
hiicrelerinin {izerinde bulunmaktadir. G-CSF, reseptoriine baglandiginda nétrofilik
graniilositler ve makrofajlarda proliferasyon ve farklilasma baglatir (142). Luteinize
granuloza hiicrelerinde G-CSF ekspresyonu mevcuttur ve follikiil sivisinda da G-CSF
miktarimt  yiiksek bulunmustur (143). Follikiil sivisindaki G-CSF  yiiksekliginin
ovulasyonda ve sonrasinda gebeligin devamlilifinda 6nemli oldugunu belirtilmektedir
(144). G-CSF’in trofoblast biiylimesinde ve plasenta metabolizmasi {lizerinde etkileri
olup, trofoblast hiicre yiizeylerinde G-CSF-R saptanmistir. Bu tespit neticesinde G-
CSF’in trofoblast ve plasenta gelisiminde ve embriyo implantasyonunda etkisi oldugu
diistiniilmektedir (145). Erken hafta abortuslarda trofoblastlar degerlendirildiginde G-
CSF ekspresyon yetersizligi bulunmustur (146). Gebelik semi-allogreft bir durumdur;
bu nedenle gebelerde greft toleransi saglanmasi 6nemlidir. G-CSF Th2 (T-helper2)
cevabim arttirir, NK hiicrelerini ve mononiikleer hiicreleri inhibe ederek T hiicre

toleransini arttirarak greft toleransini saglamaktadir (147).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Hayvan Deneyi Protokolii

Calismamiz icin literatiir taramas1 tamamlanarak, Biilent Ecevit Universitesi
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu'ndan (HADYEK) etik kurulu karari ile onay
alindiktan sonra, Biilent Ecevit Universitesi Deney Hayvanlar1 Labaratuar’ ndan
temin edilen 50 adet 250 gr — 280 gr araliginda agirliga sahip disi Wistar albino ratlar
deneyimize dahil edilmistir. Deneye dahil edilen tiim hayvanlara Biilent Ecevit
Universitesi Deney Hayvanlar1 Labaratuari’nda 14 saat aydinhik/ 10 saat karanlik
dongiisiinde, ticari pelet (¢ap1 12-16 mm) ve su ad libitum seklinde verilmistir.
Deney hayvanlar1 randomize sekilde 5 gruba ayrilmistir. 5 grup halinde ayrilan
deney hayvanlarinin mentriiel siklus diizenlerinin tayin edilmesi i¢in giinliik takipleri
yapildi ve serviks uterilerinin hiicresel degisiklikleri servikal siiriintii alinarak
mikroskop altinda incelendi. Papanicolaou boyama yontemi kullanilarak baskin olan
hiicere tipi (intermediyer, bazal, superfisial, kornifiye epitelyum hiicreleri v.b.),
goreceli 16kosit varligi, siiperfisiel hiicrelerin diger epitelyum hiicrelerine orant,
eozinofilik sitoplazma ve niikleus biiziismesi menstiiel siklusun doneminin
belirlenmesinde goz oniinde bulunduruldu.

5 gruba ayrilan deney hayvanlarinin grup isimlendirmesi agsagidaki gibidir;

e Deney grubu 1: (Alkol+GCSF) intaruterin alkol tatbiki ile inceltilmis

endometriyuma sahip ve s.c. G-CSF tedavisi uygulanmis grup

e Deney grubu 2: (Alkol+ SF) intrauterin alkol tatbiki ile inceltilmis

endometriyuma sahip ve s.c. serum fizyolojik (SF) enjeksiyonu yapilan grup

e Deney grubu 3: (GCSF) sadece s.c. G-CSF enjeksiyonu tatbik edilmis grup

e Deney grubu 4: (SF) sadece s.c. SF enjeksiyonu tatbik edilen grup

e Deney grubu 5: (Kontrol) hig¢ bir cerrahi ve medikal isleme tabi tutulmayan

kontrol grubu
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3.1.1 Deney Grubu 1 (intaruterin alkol tatbiki ile inceltilmis endometriyuma sahip
ve s.c. G-CSF tedavisi uygulanmig grup)

Bu grupta 10 adet 250 — 280 gram agirliga sahip Wistar albino ratin, menstriiel
siklus fazlarinin tayinine gore zamanlamasi yapilarak, ostrus doneminde, Ketamin
80-100 mg /kg dozunda intraperitoneal anestezi uygulanip uygun traslama ve batikon
ile saha temizligini takiben ventral alt segment 2 cm’lik kesi ile batinlarina girildi.
Uterin hornlar batin disarisina traksiyone edilerek, overlere en yakin yerden ipek ile
baglandi. Servikal seviyeden, uterus, ezmez klemp ile klemplenerek, hornial dolum
izlenerek her iki horna 0.1 mP’lik %95 etil alkol enjeksiyonu yapildi. 3 dakika (dk)
beklenildikten sonra 0.1 ml’lik enjeksiyon her iki horna tekrarlandi, 2 dk daha
beklenildikten sonra servikal klemp agildi. Uterin hornlar batin igerisine
yerlestirilerek kas tabakasi ve batin 6n duvar1 2-0 yuvarlak vicryl ile cilt 2-0 keskin
ipek ile siitiire edildi. Cerrahi prosediir sonrasi ratlar 4-6 saat boyunca anesteziden
uyanmalar1 i¢in izlendi. iki siklus boyunca beklendi. Takip eden siklus igerisinde
izlem yapilarak menstriiel siklus faz tayini yapildi ve menstriiel siklusun ilk
giiniinden itibaren 5 giin siire ile s.c. 40 pg/kg/g G-CSF enjeksiyonu uygulandi. G-
CSF enjeksiyonu toplamda 4 siklus boyunca, menstriiel siklusun ilk 5 giinii tatbik
edilmek tizere devam etti. G-CSF tedavisi uygulanan sikluslar bittikten sonra 1 siklus
beklenerek, takip eden siklusunun ostrus fazinda ratlara, histerektomi operasyonu
yapildi. Cikarilan spesmen %10 formaldehit ¢6zeltisi i¢cinde muhafaza edilerek,

histolojik ve patolojik incelemeye alindi.

3.1.2 Deney Grubu 2 (intrauterin alkol tatbiki ile inceltilmis endometriyuma sahip

ve s.c. serum fizyolojik (SF) enjeksiyonu yapilan grup)

Bu grupta 10 adet 250 — 280 gram agirliga sahip Wistar albino ratin,
menstiiriiel siklus fazlarinin tayinine gére zamanlamasi yapilarak, strus doneminde,
Ketamin 80-100 mg /kg dozunda intraperitoneal anestezi uygulanip uygun traglama
ve bation ile saha temizligini takiben ventral alt segment 2 cm’lik kesi ile batinlarina
girildi. Uterin hornlar batin disarisina traksiyone edilerek, overlere en yakin yerden
ipek ile baglandi. Servikal seviyeden, uterus, ezmez klemp ile klemplenerek, hornial
dolum izlenerek her iki horna 0.1 mI’lik %95 etil alkol enjeksiyonu yapildi. 3 dakika
(dk) beklenildikten sonra 0.1 ml’lik enjeksiyon her iki horna tekrarland:1 2 dk daha
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beklenildikten sonra servikal klemp acildi. Uterin hornlar batin igerisine
yerlestirilerek kas tabakasi ve batin 6n duvar1 2-0 yuvarlak vicryl ile cilt 2-0 keskin
ipek ile siitiire edildi. Cerrahi prosediir sonrasi ratlar 4-6 saat boyunca anesteziden
uyanmas1 icin izlendiler. iki siklus boyunca beklendi. Takip eden siklus igerisinde
izlem yapilarak menstriiel siklus faz tayini yapildi ve menstriiel siklusun ilk
giiniinden itibaren 5 giin siire ile s.c. 40 pg/kg/g SF enjeksiyonu uygulandi. SF
enjeksiyonu toplamda 4 siklus boyunca, menstriiel siklusun ilk 5 giinii tatbik edilmek
lizere devam etti. SF tatbiki uygulanan sikluslar bittikten sonra 1 siklus beklenerek
takip eden siklusunun Ostrus fazinda ratlara, histerektomi operasyonu yapildi.
Cikarilan spesmen %10 formaldehit ¢ozeltisi icinde muhafaza edilerek, histolojik ve

patolojik incelemeye alindi.

3.1.3 Deney Grubu 3 (sadece s.c. G-CSF enjeksiyonu tatbik edilmis grup)

Bu grupta 10 adet 250 — 280 gram agirliga sahip Wistar albino ratin menstriiel
siklus faz tayini yapildiktan sonra menstriiel siklusun ilk giiniinden itibaren 5 giin siire
ile s.c. 40 pg/kg/g G-CSF enjeksiyonu uygulandi. G-CSF enjeksiyonu toplamda 4
siklus boyunca, menstriiel siklusun ilk 5 giinii tatbik edilmek {izere devam etti. G-CSF
tedavisi uygulanan sikluslar bittikten sonra 1 siklus beklenerek takip eden siklusunun
Ostrus fazinda ratlara, histerektomi operasyonu yapildi. Cikarillan spesmen %10
formaldehit ¢ozeltisi i¢cinde muhafaza edilerek, histolojik ve patolojik incelemeye

alindi.

3.1.4 Deney Grubu 4 (sadece s.c. SF enjeksiyonu tatbik edilen grup)

Bu grupta 10 adet 250 — 280 gram agirliga sahip Wistar albino ratin menstriiel
siklus faz tayini yapildiktan sonra menstriiel siklusun ilk giiniinden itibaren 5 giin
stire ile s.c. 40 pg/kg/g SF enjeksiyonu uygulandi. SF enjeksiyonu toplamda 4 siklus
boyunca, menstriiel siklusun ilk 5 giinii tatbik edilmek iizere devam etti. SF tatbiki
uygulanan sikluslar bittikten sonra 1 siklus beklenerek takip eden siklusunun Ostrus
fazinda ratlara, histerektomi operasyonu yapildi. Cikarilan spesmen %10 formaldehit

cozeltisi icinde muhafaza edilerek, histolojik ve patolojik incelemeye alindi.
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3.1.5 Deney Grubu 5 (hig bir cerrahi ve medikal isleme tabi tutulmayan kontrol grubu)

Bu grupta 10 adet 250 — 280 gram agirliga sahip Wistar albino rata, diger
deney gruplarindaki ratlar ile birlikte esit slire takibe alinip, esit kosullarin
saglanmasi gerceklestirilerek, diger gruptaki ratlar ile yakin zamanli olarak menstriiel
sikluslarinin 6strus fazinda, histerektomi operasyonu yapildi. Cikarilan spesmen %10
formaldehit ¢ozeltisi icinde muhafaza edilerek, histolojik ve patolojik incelemeye

alindi.

3.2. Ratlarin Kan Degerlerinin Ol¢iilmesi Ve Viicut Agirhklarimin Olgiimii

Deney oncesi homojenize bir agirlik dagilimina sahip, agirliklart 250-280 gr
olan ratlarin histerektomi ve ekssanguinasyon yontemi ile Otenazilerinden hemen
Once anestezi altinda agirliklar 6l¢iildii. Ekssanguinasyon ile toplanan kan drnekleri,
Biilent Ecevit Universitesi Saghk Uygulama ve Arastirma Merkez’inde
mikrobiyoloji labaratuarinda Beckman Coulter Unicel DXH 800 Slidemarker Stainer
CA USA marka tam kan sayimi cihazi ile Coulter DxH Cell Lysey, Coulter DxH
Diff Pack, Coulter DxH Retic Pack, Coulter DxH Cleaner solusyonlari kullanilarak
hemoglobin, beyaz kiire, trombosit, notrofil sayisal degerlendirmesi agisindan tetkik

edildi.

3.3 Histopatolojik inceleme

Caligma gruplarina ait uterus materyalleri %10 luk formalin soliisyonunda
fikse edilerek rutin doku takip islemi uygulandi. Histopatolojik inceleme i¢in dokular
parafine gomiildii ve bu parafin bloklardan hematoksilen-eosin (H&E) kesitler elde
edildi. Uterus icin hazirlanan H&E kesitler, 151tk mikroskobisi (Optical microscope
systems Leica DM2500, Germany) ile gruplar bilinmeksizin tarafsiz patolog
tarafindan degerlendirildi. Her calisma grubu i¢in mikroskopik goriintiiler (imaging
sistem, Zeiss Microscope Axio Imager.A2m, U.S) elde edildi. Endometriyum yiizey
epitel kalinligi, endometriyum kalinlig1 ve total uterus kalinligi semikantitatif olarak
dijital Ol¢iildii. Tiim gruplarin endometriyum ve total uterus kalinligi, epitel
girintilerinin en diislik seviyede oldugu bolgeler dikkate alinarak her preparattan 6

alan belirlendi ve bu alanlardan 6l¢iim yapilarak ortalamalar1 saptandi.
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3.4 istatistiksel Analiz

[statistiksel degerlendirme SPSS 19.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)
programi kullanilarak yapildi. Tanimlayici istatistikler aritmetik ortalamastandart
sapma olarak ifade edildi. Gruplarin karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis varyans
analizi kullanildi. Kruskal-Wallis varyans analizinde alt gruplarin ikiserli
karsilastirilmasi ise Dunn testi ile yapildi. ki sayisal degisken arasindaki dogrusal
iliski Spearman korelasyon analizi ile incelendi ve tiim degerlendirmeler igin p<0.05

degeri anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Yapilan Ol¢timler neticesinde tiim degerler gozden gegirilmis ve “6” numarali
rat, histolpatolojik incelemede apse formasyonu ile uyumlu bulgular sahip olmasi ve
spesmenin makroskopik goriintiisiiniin konglomere bir yapida olup net bir uterus
formasyonu ve histopatolojik degerlendirme saglanamamasi nedeniyle istatistiksel
degerlendirmeye dahil edilmemistir. Ratlarin kan degerlerinin degerlendirmesinde
“43” numarali rattan elde edilen kanin pihtilasmasi sonucunda oOl¢iimlerin hatali
olmasi nedeniyle sadece kan degerlerinin istatistiksel degerlendirilmesi yapilirken
calisma haricinde tutulmustur. “36” ve “41” numarali ratlarin kan degerlendirmesi
strasindan notrofil degerlerinin dlclilememesi nedeniyle, gruplar arasi farkin nétrofil

sayis1 bakimindan degerlendirmesinde, istatistiksel degerlendirme disinda tutuldu.

4.1 Endometrium Yiizey Epitel Kalinhgi Bulgular:

Endometriyum yiizey epitelyum kalinligt bakimindan gruplar arasinda
anlaml fark bulunmustur (p<0.001). Gruplara miidahil ratlarin endometriyum yiizey
epitel kalinliklarimin aritmetik ortalamasi, median ortalamasi, standart sapmasi,
minimum ve maksimum degerleri Tablo 6’da sunulmustur ve aritmetik
ortalamalarinin  grafiksel degerlendirmesi Grafik 4’te gosterilmistir. Yapilan

Olctimlere iliskin patolojik goriintiiler Resim 4°‘te sunulmustur.
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Tablo 6: Endometriyum yiizey epitelyum kalinliklar1 aritmetik ve median
ortalamasi, minimum ve maksimum degerleri, standart sapma degerleri

(mikrometre)
Gruplar Say1  Aritmetik  Standart Median Minimum Maksimum
ortalama sapma ortalama deger deger

ALKOL+GCSF 10 23,392 7,560 24,638 11,560 32,561
ALKOL+SF 9 10,602 3,237 9,058 7,586 15,635
GCSF 10 18,397 3,054 17,410 15,313 23,400
SF 10 19,748 2,946 19,239 15,610 24,876

KONTROL 10 20,267 3,618 20,065 15,750 26,053

TOTAL 49 18,642 5,994 18,741 7,586 32,561

Grafik 4: Gruplara gore endometriyum yiizey epitel kalinligi aritmetik ortalamalari

Endometrium epitel kalinhigi (um)

25
20
15

10
5 .-’-’-’-

ALKOL+GCSF  ALKOL+SF GCSF SF KONTROL
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Gruplar aras1 ikili degerlendirme sonuglar
Tablo 7°de gosterilmistir. Gruplarin kendi arasindaki |-
ikili degerlendirilmesinde "Alkol+SF" grubu ile "SF"
grubu,  "Kontrol* ve  "GCSF"  gruplari
karsilastirihdiginda ~ “"Alkol+SF"grubunun  daha =
diisiik bir endometriyum yiizey epitelyum kalnlik §
ortalamasma sahip oldugu goriildii ve aralarindaki
farkin istatistiksel olarak anlamali olmasi nedeniyle
(p<0,001), uygulanan  cerrahi  iglem ile
endometriyum yiizey epitelyum kalmlhiginin alkol ile
inceltilmesinin basarili oldugu tespit edildi.

"SF" grubu ile "Kontrol" grubu arasmda -
istatistiksel anlamli bir fark bulunmamasi nedeniyle, : ) /
glinlik enjeksiyon yapilmasi ile olusabilecek rat ‘
lizerindeki stresin endometirum yiizey epitel kalnhg
lizerinde anlamli bir etkisinin olmadigi goriildii
(p=0,684).

"GCSF" ve "SF" grubu kiyaslanmasinda,
giinliik enjekiyonun rat iizerinde olusturabilecegi
stess faktorii de goz oniinde bulundurularak yapilan
degerlendirmede  anlamhi  fark  bulunmamasi
(p=0,315) normal endometriyum (iatrojenik olarak
inceltilmemis) tizerinde G-CSF’nin anlamh bir fark
yaratmadigini gosterdi.

"GCSF" ve "Kontrol" grubunun
karsilastinlmasinda, anlaml bir fark bulunmayarak
(p=0,190) G-CSF nin normal endometriyum
(iatrojenik olarak inceltilmemis) iizerinde anlaml bir
fark yaratmadig1 goriildii.

Resim 4: Calisma gruplarinda kalinlig1 6lgiilen endometrial yiizey epiteline ait
histopatolojik goriiniimler (H&E)
a) Alkol+GCSF grubu, b) Alkol+SF grubu, ¢) GCSF grubu, d) SF grubu e) Kontrol grubu
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"Alkol+GCSF" ile "SF", "GCSF"

degerlendirmesinde; istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmayarak, iatrojenik

"Kontrol" ve gruplarinin  ikili
olarak inceltilmis endometriyum yiizey epiteli tizerindeki G-CSF’nin etkinligi ve
inceltilmis endometriyum yiizey epitelini normal degerlere kadar kalinlastirdigi
gosterildi.

"Alkol+GCSF" ve “Alkol+SF” grubu arasinda, "Alkol+GCSF" grubunun
daha kalin endometriyum yiizey epitelyum kalinligina sahip oldugunu kanitlayan
fark bulundu. (p=0,001) G-CSF’nin inceltilmis endometriyum yiizey epitelyum

kalinligin1 saptandi.

Tablo 7: Rat gruplarinin, endometriyum yiizey epitelyum kalinliklarina gore, ikili

istatistiki degerlendirme sonrasi aralarindaki farkin anlamliligini belirten

“p” degerleri
ALKOL+GCSF | ALKOL+SF GCSF SF KONTROL
ALKOL+GCSF 0,001 0,75 0,105 0,393
ALKOL+SF 0,001 0,001* <0,001* <0,001*
GCSF 0,75 <0,001* 0,315 0,190
SF 0,105 <0,001* 0,315 0,684
KONTROL 0,393 <0,001* <0,190 0,684

(*) ile 1saretli degerler istatistiki anlamli degerlerdir.

4.2 Endometrium Kalinhgi Bulgular:

Endometriyum  kalinlig1

bakimindan gruplar

arasinda

anlamli fark

bulunmamustir (p=0,803). Gruplara miidahil ratlarin endometriyum kalinliklarinin
aritmetik ortalamasi, median ortalamasi, standart sapmasi, minimum ve maksimum
degerleri Tablo 8’de gosterilmis ve yapilan Olgiimlere iliskin patolojik goriintiiler

Resim 5°te sunulmustur.
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Tablo 8: Endometriyum kalinliklarinin aritmetik ve median ortalamasi, minimum ve

maksimum degerleri, standart sapma degerleri (mikrometre)

Gruplar Say1 Avritmetik Standart Median Minimum Maksimum
ortalama sapma ortalama  deger deger

Alkol+GCSF 569,691 287,239 591,622 238,493 855,420

Alkol+SF 711,218 157,863 765,233 490,152 878,335

GCSF 730,505 245,423 601,178 526,430 1118,320
SF 689,592 130,776 692,145 539,852 868,650
Kontrol 667,483 73,182 670,120 542,118 746,028

Total 672,932 195,903 691,648 238,493 1118,320

4.3 Uterus Kalinhg1 Bulgular:

Uterus kalinlig1 bakimindan gruplar arasinda anlamli fark bulunmamstur. (p=0,751)
Gruplara miidahil ratlarin uterus kalinliklarinin aritmetik ortalamasi, median
ortalamasi, standart sapmasi, minimum ve maksimum degerleri Tablo 9’da
gosterilmistir.  Yapilan Olgiimlere iliskin patolojik goriintiiller Resim 6°da

sunulmustur.

Tablo 9: Uterus kalinliklarimin aritmetik ve median ortalamasi, minimum ve

maksimum degerleri, standart sapma degerleri (mikrometre)

Gruplar Say1 Aritmetik Standart Median Minimum Maksimum
ortalama sapma ortalama deger deger

Alkol+GCSF 986,890 200,563 977,560 773,298 1228,060
Alkol+Sf 1087,671 270,355 1067,715 782,082 1412478
GCSF 1067,854 300,786 1087,504 739,535 1471,743
SF 1104,844 168,918 1165,132 850,625 1316,257

Kontrol 1020,761 135,897 1046,173 796,540 1196,785

Total 1052,909 217,851 1061,472 739,535 1471,743
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Resim 6: Calisma gruplariin total
uterus kalinliklar1 (H&E)

a) Alkol+GCSF grubu b) Alkol+SF grubu

¢) GCSF grubu d) SF grubu e) Kontrol grubu

Resim 5: Calisma gruplarinin endometriumuna
ait histopatolojik goriiniimler ve
kalinliklar (H&E)

a) Alkol+GCSF grubu b) Alkol+SF grubu
¢) GCSF grubu d) SF grubu e) Kontrol grubu
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4.4 Deney Bitiminde Ratlarin Viicut Agirh@ Bulgular

Ratlarin histerektomi ve ekssanguinasyon yontemi ile 6tenazilerinden hemen
once anestezi altinda viicut agirliklar1 6lgtimiinde gruplar arasinda istatistikel anlaml
bir fark bulundu (p=0,002). Gruplara miidahil ratlarin viicut agirliklarmin aritmetik
ortalamasi, median ortalamasi, standart sapmasi, minimum ve maksimum degerleri
Tablo 10’da sunulmustur ve ve aritmetik ortalamalarinin grafiksel degerlendirmesi

Grafik 5’te gosterilmistir.

Tablo 10: Deney bitiminde ratlarin viicut agirliklarinin aritmetik ve median ortalamasi,

minimum ve maksimum degerleri, standart sapma degerleri (gram)

Gruplar Say1 Aritmetik  Standart Median Minimum  Maksimum
ortalama sapma ortalama  deger deger

Alkol+GCSF 247,40 24,391 249,00

Alkol+SF 274,33 9,138 274,00

GCSF 266,10 16,414 259,50
SF 248,90 14,602 248,00
249,10 11,435 247,50

256,82 18,971 258,00

Grafik 5: Gruplara gore ¢alisma bitiminde gruplardaki ratlarin agirlik aritmetik

ortalamalari

Agirlik (gr)
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260 -
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ALKOL+GCSF  ALKOL+SF GCSF SF KONTROL
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Gruplar arasi ikili degerlendirme sonuglart Tablo 11°de gosterilmistir.
Gruplarin kendi arasindaki ikili degerlendirilmesinde ““ sf”” grubu ile “ kontrol” grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamasi nedeniyle (p=0,971),
giinliik enjeksiyon uygulamasinin ratlara yaratacagi stresin kilo kaybina yol agmadigi
gosterildi.

"Alkol+GCSF" ve “Alkol+SF” gruplarinin karsilagtirilmasinda p= 0,006 ‘lik
degeri ile istatistiksel analiz bu iki grup arasinda anlamli bir fark oldugunu ortaya
koymustur. "Alkol+GCSF" grubundaki fareler, diger gruptakilere kiyasla en diisiik
viicut agirhigina sahiptir. Cerrahi islem gecirmis ratlarda, cerrahi islemden bagimsiz
olarak G-CSF’ nin viicut agirligini azalttigi goriilmiistiir.

"Alkol+SF" grubu ile "Kontrol" ve “SF “gruplar1 arasinda anlamli bir fark
bulunmasina karsin (p=0,001) "Alkol+SF" grubunun daha yiiksek bir viicut agirlik
ortalamasina sahip olmasi, yapilan cerrahi islemin ratlarin viicut agirligina negatif bir
etki gostermedigi gibi, kilo artisini veya daha az kilo kaybina neden oldugunu
gostermektedir. Bu bulguyu "Alkol+GCSF" ile “GCSF” gruplari arasinda anlamli bir
fark olmamasi da desteklemektedir (p=0,165).

Tablo 11: Rat gruplarinin, viicut agirliklarina gore, ikili istatistiki degerlendirme

sonrast aralarindaki farkin anlamliligini belirten “p” degerleri

ALKOL+GCSF | ALKOL+SF GCSF SF KONTROL
ALKOL+GCSF 0,006* 0,165 1,000 0,971
ALKOL+SF 0,006* 0,095 0,001* 0,001*
GCSF 0,165 0,095 0,019* 0,009*
SF 1,000 0,001* 0,019* 0,971
KONTROL 0,971 0,001* 0,009* 0,971

(*) ile isaretli degerler istatistiki anlaml1 degerlerdir.

4.5 Deney Bitiminde Ratlarin Hemoglobin Degeri Bulgulari

Ratlarin histerektomi ve ekssanguinasyon yontemi ile dtenazilerinden hemen
once anestezi altinda alinan kanlariin hemoglobin degerlerinin 6l¢iimiinde, gruplar

arasinda istatistikel anlamli bir fark bulundu (p=0,001). Gruplara miidahil ratlarin
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hemoglobin degerlerinin artimetik ortalamasi, median ortalamasi, standart sapmasi,

minimum ve maksimum degerleri

Tablo

12°de

sunulmustur ve aritmetik

ortalamalarinin grafiksel degerlendirmesi Grafik 6’da gosterilmistir.

Tablo 12: Deney bitiminde ratlarin hemoglobin degerlerinin aritmetik ve median

ortalamasi, minimum ve maksimum degerleri, standart sapma degerleri (g/dl)

Aritmetik
ortalama

~

Alkol+GCSF
Alkol+SF
GCSF

SF

Kontrol

Total

Standart

sapma

0, 529

1,442

1,147

1,314

0, 892

1,327

Median

ortalama

12,000

12,300

14,500

13,600

13,400

12,900

Minimum
deger

Maksimum
deger

11,500

10,900

12,500

12,200

12,800

10,900

Grafik 6: Deney bitiminde rat gruplarinin hemoglobin degerlerinin aritmetik

ortalamasi
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Gruplar aras1 ikili degerlendirme sonuclar1 Tablo 13°te gosterilmistir. Giinlik
enjeksiyon stresinin hemoglobin degeri lizerinde anlamli bir fark olusturmadig: "SF"
ve "Kontrol™ gruplar arasidaki ikili karsilastirmada goriilmiistiir (p=0,604). "GCSF"
grubu ile "Kontrol" ve "SF" grubunun kiyaslanmasinda anlamli bir farklilik tespit
edilmemis olup, G-CSF’nin hemoglobin degeri iizerine bir etkisinin olmadig:
gosterilmistir (p=0,604; p=0,353). Cerrahi miidehale geg¢irmis olan "Alkol+GCSF"
grubu ile "Alkol+SF" grubu arasinda anlamli bir fark olmamasi da bu durumu
desteklemektedir (p=0,661).

Grup ortalamasi en diisik olmakla birlikte “Alkol+GCSF” grubunun,
"GCSF", "SF" ve "Kontrol" grubu ile arasinda anlamli bir fark bulunmasi cerrahi
islemin hemoglobin degerini diisiirmiis olabilecegi belirtir ve "Alkol+SF" grubu ile
"GCSF" ve "Kontrol" grubu arasindaki fark bu diisiinceyi desteklemektedir. (“p”
degerleri Tablo 13’de sunulmustur.)

Tablo 13: Rat istatistiki

gruplarinin, hemoglobin degerlerine gore, ikili

degerlendirme sonrasi aralarindaki farkin anlamhiligini1 belirten “p

degerleri
ALKOL+GCSF | ALKOL+SF GCSF SF KONTROL
ALKOL+GCSF 0,661 0,001* 0,002* <0,001*
ALKOL+SF 0,661 0,002* 0,095 0,024*
GCSF 0,001* 0,002* 0,353 0,604
SF 0,002* 0,095 0,353 0,604
KONTROL <0,001* 0,024* 0,604 0,604

(*) ile isaretli degerler istatistiki anlaml1 degerlerdir.

4.6 Deney Bitiminde Ratlarin Trombosit Degeri Bulgular:

Ratlarin histerektomi ve ekssanguinasyon yontemi ile dtenazilerinden hemen
once anestezi altinda alinan kanlarinin trombosit degerlerinin 6l¢iimiinde gruplar
arasinda istatistikel anlamli bir fark bulundu. (p=0,001) Gruplara miidahil ratlarin
trombosit degerlerinin aritmetik ortalamasi, median ortalamasi, standart sapmasi,
Tablo 14°te

minimum ve maksimum degerleri sunulmustur ve aritmetik

ortalamalarinin grafiksel degerlendirmesi Grafik 7°de gosterilmistir.
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Tablo 14: Deney bitiminde ratlarin trombosit degerlerinin aritmetik ve median

ortalamasi, minimum ve maksimum degerleri, standart sapma degerleri

Gruplar Say1  Aritmetik Standart Median Minimum Maksimum
ortalama sapma ortalama  deger deger

Alkol+GCSF 804400 326818,4 928000 343000 1107000

AlKkol+SF 1114333,33  293160,792 1297000 708000 1327000

GCSF 753800 76352,69 703500 699000 870000
SF 703600 150513,344 719500 446000 892000
Kontrol 794666,67 44274711 762000 753000 850000

Total 829145,83 247716,12 761000 343000 1327000

Grafik 7: Deney bitiminde rat gruplarinin trombosit degerlerinin aritmetik ortalamasi

Trombosit (/ul)
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P
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Gruplar aras1 ikili degerlendirme sonucglari Tablo 15°te gosterilmistir.
"Alkol+SF" grubu ile "SF" grubu” arasinda anlamli bir fark bulunmasi cerrahi
islemin trombositoza neden olabilecegini gosterir (p=0,01). Diger ikili

karsilastirmalar anlamli bulunmamastir.
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Tablo 15: Rat gruplarinin, trombosit degerlerine gore, ikili istatistiki degerlendirme

sonrasi aralarindaki farkin anlamliligini belirten “p” degerleri

ALKOL+GCSF | ALKOL+SF GCSF SF KONTROL
ALKOL+GCSF 0,053 0,143 0,143 0,156
ALKOL+SF 0,053 0,001* 0,258 0,912
GCSF 0,143 0,001* 0,912 0,156
SF 0,143 0,258 0,912 0,053
KONTROL 0,156 0,912 0,156 0,053

(*) ile isaretli degerler istatistiki anlaml1 degerlerdir.
4.7 Deney Bitiminde Ratlarin Beyaz Kiire Degeri Bulgular

Ratlarin histerektomi ve ekssanguinasyon yontemi ile 6tenazilerinden hemen
Once anestezi altinda alinan kanlarinin beyaz kiire degerlerinin 6l¢iimiinde gruplar
arasinda istatistikel anlamli bir fark bulundu (p<0,001). Gruplara miidahil ratlarin
beyaz kiire degerlerinin aritmetik ortalamasi, median ortalamasi, standart sapmasi,
minimum ve maksimum degerleri Tablo 16°da sunulmustur ve aritmetik

ortalamalarinin grafiksel degerlendirmesi Grafik 8’de gdsterilmistir.

Tablo 16: Deney bitiminde ratlarin beyaz kiire degerlerinin aritmetik ve median

ortalamasi, minimum ve maksimum degerleri, standart sapma degerleri

Gruplar Say1  Aritmetik Standart sapma  Median Minimum Maksimum
ortalama ortalama deger deger

Alkol+GCSF 513,052
Alkol+SF 325,747
GCSF 166,333
SF 414,327

Kontrol 194,365

Total 465,508
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Grafik 8: Deney bitiminde rat gruplarinin beyaz kiire degerlerinin aritmetik

ortalamasi

Beyaz Kiire(/ul)

2.000
1.500 +
1.000 +

500 +~

Alkol+gcsf Alkol+sf Gesf Sf Kontrol

Gruplar arasi ikili degerlendirme sonuglar1 Tablo 17°de gosterilmistir. Giinliik
enjeksiyon stresinin, ratlarin beyaz kiire miktarlar {izerinde etkili olmadig: "SF" ile
"Kontrol" gruplarinin karsilagtirilmas: sonucunun anlamli ¢ikmamasi ile ortaya
konmustur (p=0,968).

"Alkol+GCSF" grubu ile "GCSF" grubu kiyaslandiginda opere edilmis
(endometriyumu dokusu iatrojenik olarak inceltilmis) ratlarda cerrahi islemin beyaz
kiire artisina neden oldugu veya beyaz kiire miktarinda diisiis olmasini engelledigi
goriilmekte iken (p<0,001); "GCSF" ile "Kontrol" ve "SF" grubu kiyaslandiginda G-
CSF’nin beyaz kiire artisindan ziyade beyaz kiire miktarini diislirdiigii ortaya
cikmistir (p<0,001).

"Alkol+SF" grubu ile "SF" grubu arasinda ve "Alkol+SF" grubu ile "Kontrol"
grubu arasinda anlamli bir fark bulunmamasi cerrahi iglemin beyaz kiire artisina ya
da beyaz kiire miktariin azalmasina etkisinin olmadigim1 gosterir. Bu
karsilagtirmalar neticesinde cerrahi islemin, ratlarin beyaz kiire degerleri tizerinde
etkili olmadig fakat G-CSF kullaniminin beyaz kiire miktarinda beklenenin aksine
diisiise neden oldugu ortaya ¢ikmuistir.

"Alkol+GCSF" ile "SF" grubu arasinda ve “Alkol+GCSF” ile” kontrol”
gruplarinin ikili karsilastirmalarinda birbiri ile olan iligkisinin anlamsiz oldugunu
ortaya koyan “p” degerleri mevcut olup, G-CSF’nin cerrahi miidehale gecirmis
(endometriyumu dokusu iatrojenik olarak inceltilmis) ratlarda beyaz kiire diisiisiine

neden olmadig1 ortaya konmustur.
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Beyaz kiire miktarinin diisiisliniin 6niine gecen ana unsurun cerrahi miidehale

oldugunu

"Alkol+GCSF"

ile

"Alkol+SF"

grubu arasinda anlamli bir fark

bulunmamasi (p=0,095); "Alkol+SF" grubu ile "GCSF" grubu arasinda "Alkol+SF"

grubu lehine anlamli bir fark bulunmasi destekler.

Tablo 17: Rat gruplarinin, beyaz kiire degerlerine gore, ikili istatistiki degerlendirme

sonrasi aralarindaki farkin anlamliligini belirten “p” degerleri

ALKOL+GCSF | ALKOL+SF GCSF SF KONTROL
ALKOL+GCSF 0,095 <0,001* 0,190 0,315
ALKOL+SF 0,095 <0,001* 0,720 0,730
GCSF <0,001* <0,001* 0,002* <0,001*
SF 0,190 0,720 0,002* 0,968
KONTROL 0,315 0,730 0,001* 0,968

(*) ile isaretli degerler istatistiki anlaml1 degerlerdir.

4.7 Deney Bitiminde Ratlarin Notrofil Degeri Bulgular

Ratlarin histerektomi ve ekssanguinasyon yontemi ile dtenazilerinden hemen
once anestezi altinda alinan kanlarmin nétrofil degerlerinin 6lgiimiinde gruplar
arasinda istatistiksel anlamli bir fark bulundu (p<0,001). Gruplara miidahil ratlarin
notrofil degerlerinin aritmetik ortalamasi, median ortalamasi, standart sapmasi,
Tablo

minimum ve maksimum degerleri 18’de sunulmustur ve aritmetik

ortalamalarinin grafiksel degerlendirmesi Grafik 9’da gosterilmistir.
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Tablo 18: Deney bitiminde ratlarin nétrofil degerlerinin aritmetik ve median

ortalamasi, minimum ve maksimum degerleri, standart sapma degerleri

Gruplar Say1  Aritmetik Standart sapma  Median Minimum Maksimum
ortalama ortalama deger deger

Alkol+GCSF 10 580,00 248,551

AlKkol+SF 9 455,56 52,705

GCSF 10 240,00 51,640
SF 8 350,00 119,523
Kontrol 9 444,44 52,705

Total 48 415,22 173,804

Grafik 9: Deney bitiminde rat gruplarinin nétrofil degerlerinin aritmetik ortalamasi

Notrofil

600
500

400
300

200
100

ALKOL+GCSF ALKOL+SF GCSF SF KONTROL

Gruplar aras1 ikili degerlendirme sonuglar1 Tablo 19’da gosterilmistir.
Giinliik enjeksiyon stresinin, ratlarin nétrofil miktarlar iizerinde etkili olmadigi
"SF" ile "Kontrol" gruplarmin karsilagtirilmasi sonucunun anlamli ¢ikmamasi ile
ortaya konmustur (p=0,114).

"GCSF" grubu en diisiik median ve aritmetik ortalamaya sahiptir ve "Kontrol"
grubu ile arasinda anlamli bir fark bulunmustur (p<0,001). G-CSF’nin beyaz
kiiredeki etkisine benzer sekilde beklenenin aksine notrofil sayisinda diismeye neden
oldugu goriilmistiir. "GCSF" grubu ile “SF” grubu arasinda anlamli bir fark
bulunmaz iken “p” degerinin 0,055 olmas1 G-CSF’nin bu etkisine dikkat ¢ekicidir.
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"Alkol+SF" grubu ile "Kontrol" grubu arasinda ve "Alkol+SF" grubu ile "SF"
grubu arasinda anlamli bir istatistiksel fark bulunmamasi, yapilan cerrahi
miidehalenin notrofil sayisi lizerine arttirict veya azaltict bir etkisinin olmadigin
gosterir.

"Alkol+GCSF" grubu ile "SF" ve "Kontrol" gruplarinin arasindaki farkin
istatistiki olarak anlamli degerlendirilmemesi G-CSF’nin nétrofiller iizerindeki
azaltic1 etkisinin cerrahi miidehale ile notralize edilmis olabilecegini ortaya ¢ikarir.
Bu durum beyaz kiireler tizerindeki etkisine benzerdir. Bu kanaati “ Alkol+GCSF”
ile "Alkol+SF" gruplar1 arasinda anlamli fark bulunmamasi da destekler.

"GCSF" grubu ile "Alkol+GCSF" ve "Alkol+SF" gruplarinin
karsilastirilmasindaki anlamli fark G-CSF’nin beyaz kiiredeki etkisine benzer

sekilde beklenenin aksine nétrofil sayisinda diismeye neden oldugu belirtir.

Tablo 19: Rat gruplarinin, nétrofil degerlerine gore, ikili istatistiki degerlendirme

sonrast aralarindaki farkin anlamliligini belirten “p” degerleri

ALKOL+GCSF | ALKOL+SF GCSF SF KONTROL
ALKOL+GCSF 0,156 0,009* 0,068 0,156
ALKOL+SF 0,156 <0,001* 0,074 0,730
GCSF 0,009* <0,001* 0,055 <0,001*
SF 0,068 0,074 0,055 0,114
KONTROL 0,156 0,730 <0,001* 0,114

(*) ile isaretli degerler istatistiki anlaml1 degerlerdir.

4.8 Korelasyon Analizi Bulgular:

Rat gruplarin her biri i¢in bakilan ve degerlendirilen parametreler arasinda

korelasyon varlig1 sorgulandi. Bu degerlendirmelerin sonucu her bir rat grubu i¢in

ayr1 ayri ele alinmastir.
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4.8.1 Grup 1- “Alkol+GCSF”- Korelasyon Degerlendirmesi

Cerrahi miidehale ile endometriyum dokusu iatrojenik olarak inceltilmis olan
rat grubundaki degerlendirmede bakilan parametreler arasidan endometriyum
kalinlig1 ile uterus kalinligi arasinda pozitif bir iligki bulunmustur (p=0,013;
r=0,745). Diger parametreler arasinda bir iligki tespit edilmemistir. Parametreler arasi

“r” degerleri Tablo 20°de gosterilmistir.

4.8.2 Grup 2- “Alkol+SF”- Korelasyon Degerlendirmesi

Cerrahi miidehale ile iatrojenik olarak endometriyumu inceltilmis olan ve SF
enjeksiyonu yapilan rat grubunda, endometriyum yiizey epitel kalinlig: ile ratlarin
agirliklart arasinda kuvvetli pozitif bir korelasyon oldugu goriilmiis (p=0,001; r:0,90)
olup yine ayn sekilde kuvvetli pozitif iliski hemoglobin degerleri ile endometriyum
kalinligi (p=0,001; r=0,90) ve uterus kalinlig1 (p<0,001; r=0,983) arasinda tespit
edilmistir. Grup 1 korelasyon analizi ile ayni parallelikte endometriyum kalinligi ile
uterus kalinligi arasinda pozitif kuvvetli bir iliski goriilmistiir (p=0,001; r=0,917).

IR
T

Parametreler aras1 “r” degerleri Tablo 21°de gosterilmistir.

4.8.3 Grup 3- “GCSF”- Korelasyon Degerlendirmesi

Cerrahi miidehale ile iatrojenik olarak endometriyumu inceltilmemis olan ve G-
CSF enjeksiyonu yapilan rat grubunda, Grup 1 ve Grup 2 korelasyon analizi ile ayni
parallelikte; endometriyum kalinligi ile uterus kalinlig1 arasinda pozitif kuvvetli bir iligki
goriilmiistiir (p<0,001; r=0,903). Endometriyum epitel kalinligi ile uterus kalmhg
arasinda da pozitif yonde iliski mevcuttur (p=0,025; r=0,697). Beyaz kiire ile
endometriyum epitel kalinligr (p=0,006; r=-0,796) ve rat agirliklar1 (p=0,025; r=-0,698)
arasinda negatif bir iliski saptanmustir. Beklenildigi {izere G-CSF uygulanan grupta
beyaz kiire ile notrofiller arasinda pozitif kuvvetli iliski mevcuttur (p=018; r=0,724). Rat
agirliklar ile notrofiller arasida ise kuvvetli negatif iligki tespit edilmistir (p=0,021; r=-

0,711). Parametreler aras1 “r”” degerleri Tablo 22°de gosterilmistir.
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4.8.4 Grup 4- “SF”- Korelasyon Degerlendirmesi

Cerrahi miidehale ile iatrojenik olarak endometriyumu inceltilmemis olan ve
SF enjeksiyonu yapilan rat grubunda, Grup 1, Grup 2 ve Grup 3 korelasyon analizi
ile ayni parallelikte endometriyum kalinligi ile uterus kalinligi arasinda pozitif
kuvvetli bir iliski goriilmistiir (p<0,001; r=0,952). Endometriyum epitel kalinligi ile
endometrum kalinlig1 arasinda da negatif yonde iliski mevcuttur (p=0,038; r=-0,661).
Beyaz kiire ile endometriyum kalinligi (p<0,001; r=0,924) ve uterus kalinligi
(p<0,001; r=0,912) arasinda kuvvetli pozitif iligki tespit edilmistir. Parametreler arasi

“r” degerleri Tablo 23’de gdsterilmistir.

4.8.5 Grup 5- “Kontrol”- Korelasyon Degerlendirmesi

Kontrol grubunda, sadece beyaz kiire ile hemoglobin degeri arasinda negatif bir iliski

tespit edilmistir. Diger parametreler arasi korelasyon bulunmamaktadir (p=0,22; r=-0,744).
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5. TARTISMA

Birgok ¢alisgmanin ortak bulgusu, ince endometriyumun diisiik implantasyon
bulgular ile iliskili oldugudur (148,149,150). ince endometriyumun tedavi edilmesi
ve implantasyon oranlari ile birlikte gebelik oranlarinin artirilmaya calisilmasi
zorlayic1 bir protokoldiir. Tirli tedavi rejimleri denenmis olup (diisik doz
asetilsalisilik asit, dstrojen replasmani, E vitamini v.b.) bunlara yonelik ¢aligmalar
literatiire kazandirilmistir. Genel olarak ise ince endometriyum olusmasinin nedenine
yonelik goriisler, endometrial biiylimenin normal siirecinin kesintiye ugramasi veya
bu kaskat iizerinde bir patolojinin mevcut olmasma bagh oldugudur. Ince
endometriyuma sahip hastalarda endometrial bitylimenin patolojik olmasina yonelik
siirli bilgi bulunmaktadir. Tirlii etyopatogenezler arastirilmis ve ¢aligmalarda ele
almmistir. Bunlardan bir tanesi endometrial kan akimi ve anjiyogezisdir. Ichiro
Miwa ve ark. yaptig1 calisma buna 6rnektir. Normal menstriiel siklusa sahip (26-35
giin), 23-44 yaslar1 arasinda 96 infertilite Oykiisii bulunan kadin iizerinde yapilmis
olan ve midluteal estrodiol (E2) — progesteron (P) degerleri, uterin arter direng
indeksi (RI) ve radial arter RI degeri ile endometrial biyopsilerini degerlendiren
calismada, kadinlar endometrial kalinliklarina gére 8mm ve iizeri, 8§ mm’ nin altinda
olmak tizere iki gruba ayrilmistir. Midluteal fazdaki radial arter ve uterin arter direnci
ince endometriyuma sahip grupta daha yiiksek bulunmustur. Yas ise bu direng degeri
ile dogrusal iliskili olarak tespit edilmis, E> ve P degerleri ise her iki grup arasinda
belirgin farklilik gdstermemistir. Endometrial patolojik incelemede ise glandiiler
endometrial hiicre bolgesi, normal endometriyum kalinligina sahip gruba gore
belirgin ince saptanmustir. Ince endometriyuma sahip grupta kan damari sayisi ise
belirgin bir azlik gdstermistir. Bu sonug gosterir ki, glandiiler epitel hiicre kalinligs,
epitel kalinligr ile yakin iligkili olup vaskiiler gelisim bozuklugu ince endometriyuma
sahip grupta belirgindir. Bu bulgular, ince endometriyuma sahip gruptaki
endometrial biyopsilerinde diisiik miktarda VEGF bulunmasi ile desteklenmistir
(151). Chien LW ve ark.’nin yapmis oldugu ¢alismada; endometrial kan akimi ile
IVF sikluslarinda gebelik oranlarimin iliskili oldugunu gosterir. Dort yiiz yetmis yedi
vakanin subendometrial kan akimi tetkik edilen calismada gebelik oranlar1 ve
implantasyon oranlart subendometrial kan akimimin mevcut oldugu grupta

istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde farkli ve yiiksek bulunmustur (152).
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Yapmis oldugumuz hayvan deneyi modelli G-CSF’nin endometrial kalinliga etkisini
arastiran c¢alismada; G-CSF’nin endometrial epitel kalinligini arttirdigi goriilmiis
olup, endometrial toplam kalinlig1 etkilemedigi goriilmiistiir. Bir implantasyon ve
gebelik modeli olusturulmamis olan, fertilite dykiisii bulunmayip iatrojenik olarak
ince endometriyum modeli olusturulmus olan c¢aligmamizda bu epitelyum
kalinligmin G-CSF tarafindan arttirllmasi G-CSF’nin vaskiilarizasyonu arttirmis
olabilecegi ve glandiiler epitelyum kalinligin1  arttirmis  olabilecegi ile
iligkilendirilebilinir.

Endometrial kalinligin, endometrial kan akimu ile iliskisini aragtiran bir diger
caligma ise Takasaki ve ark. tarafindan yapilan 56 adet herhangi baska bir hastaligi
bulunmayan, tiitlin kullanimi, myoma uterisi, adenomyozisi ve ek ila¢ kullanimi
bulunmayan, normal menstriial siklus diizenine sahip (26-35 giin), 23 ile 44 yaslar
arasinda, endometrial kalinligi <8mm olan ve radial arter diren¢ indeksi (RA-RI
>0,81) yiiksek olan infertil kadin tizerinde E vitamini, sildenafil sitrat ve L-arginin
tedavilerinin etkisini arastiran ¢alismadir. Endometrial kalinlik, radial arter direnci ve
endometrial biyopsiler bu ¢alismada degerlendirilmistir. 25 hastaya verilen giinliik
600 mg E vitaminin onceki sikluslar ile karsilastirildiginda endometrial kalinligt
arttirdigl ve RA-RI’y1 diisiirdligii istatistiki olarak kanitlanmistir. Ayrica E vitaminin
endometrial biyopsi spesmenlerinde VEGF miktarinin artirdig: tespit edilmistir. 12
hastaya verilen intravajinal sildenafil sitratin yine ayni paralellikte endometrial
kalinligi arttirdign ve RA-RI indeksini disiirdiigi saptanmistir. Dokuz hastaya
uygulanan gilinlilk 6 gramlik L-arginin tedavisi ise deneyin diger ajanlari ile ayni
sonucu gostermistir (153). Bu calismay1 destekleyici ve ayni dogrultuda sonuglar
veren birgok c¢alisma vardir (154,155). Sildenafil sitratin vazodilatator etkisi, L-
argininin antioksidan etkisi ve E vitamininin anjiyogenezisi arttiran etkisi ile elde
edilen sonucun medikal farmakodinamigi sorgulanabilir. Bizim c¢alismamizda,
uygulanan ajan G-CSF’nin bu farmakodinamiklerden birine veya bir kagina hizmet
ettigi ya da bambagka bir yolak iizerinde etki gostererek endometriyum yiizey
epitelyum kalinligimi arttirdign soylenebilir. Uygulanan ilaglarin farmakodinamik
etkisinin onemi, Hsieh YY ve ark.’nmin yapmis oldugu c¢alismada diisiik doz
asetilsalisilik asit tedavisinin intrauterin inseminasyon veya o00sit donasyon
rejimlerinde gebelik oranlarimi arttirmasina ragmen endometrial kalinlikta belirgin
bir degisiklik gostermemesi ile belirtilebilinir (156). Yine asetilsalisilik asit temelli,

ince endometriyuma sahip kadinlar tizerinde yapilan Weckstein ve ark.’nin
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gerceklestirdigi calismada diisiik doz asetilsalisilik asit tedavisinin endometrial
kalinlig1 degistirmedigi, klinik gebelik ve implantasyon oranlarini arttirdigi fakat
dogum oranlari iizerinde etkisinin olmadig1 gosterilmistir (157).

Endometrial kalinlig1, reseptiviteyi etkileyen bir diger etken endometrial kok
hiicrelerdir. Insan endometriyumu &strojen ve progesteron etkisi altinda yikilan ve
rejenerasyona maruz kalan asir1 degisken ve aktif bir dokudur. Endometrial kalinligi
arastirirken, endometrium igerisindeki kok hiicrelerin degerlendirilmesi yadsinamaz.
Endometriozis teorilerinden biri olan retrograd menstiirasyon ile endometrial kok
hiicrelerin uterus disinda endometrial doku olusturmalart bu degerlendirmeyi gerekli
kilmaktadir. Bu endometrial kok hiicrelerin, piiloripotent diferansiyasyon gdsteren
kok hiicreler oldugu varsayilir ve bu kok hiicrelerin glandiiler, stromal, endotelyal,
diiz kas hiicrelerine doniisebildigi goriilmiistiir. Kendi aralarinda ylizey antijenleri,
klonal verimliligi, in vitro kiiltiir tireme tercihleri ve endometriyum igerisindeki
lokalizasyonlarina gore siniflandirilabilinecek olan bu kok hiicrelerin toplamda kag
cesit oldugu ve fonksiyonlar1 bilinmemektedir (158). Miyazaki K ve ark.’nin yapmis
oldugu c¢alismada, Tomato (TdTom) isimli kirmizi refle veren florasan bir protein
eksprese eden lentiviriisler ile isaretlenmis izole endometrial kok hiicreler,
isaretlenmemis ve herhangi bir izolasyon islemine maruz kalmamis endometrial
hiicreler ile kanstirilarak immiin-defektif, ooferektomize farelerin bobrek
kapsiillerinin altina ekilmistir. Bu fareler 8 haftalik ostrojen ve progesteron tedavisi
altina alinarak, tedavi bitiminde bobrekleri eksize edilmistir. Tiim spesmenlerde
endometrial doku gelismis olup TdTom ile isaretlenmis olan endometrial kok
hiicrelerden diferansiye olan stromal, glandiiler, endotelyal hiicrelerin miktar igaretli
olmayan hiicrelerden fazla bulunmustur (159). Bu g¢alismaya benzer farkli
caligmalarda da endometriyumun farkli kisimlarinin gelisme gosterdigi, transplante
edilen endometrial kok hiicrelerin farkli endometriyum subiinitlerine farkli oranlarda
farklilastigi goriilmistiir (160-161). Yapmis oldugumuz calismada endometriyum
yiizey epitel kalinliginin G-CSF enjeksiyonlar1 ile artmasi endometrial yiizey
epitelyum prekiirserii olan endometrial kok hiicrelerin G-CSF ile etkilendigini ve
proliferasyona ugradigini gosterir. Toplam uterus kalinligi ve endometriyum total
kalinligt G-CSF ile etkilenmemistir ve bu durum diger kok hiicre gruplan ile G-
CSF’nin etkilesime gegmedigi ile iligkilendirilebilinir.
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Temel olarak endometrial hasarlanmaya bagli olarak (bazal line) gelismis
olan intrauterin adezyonlar ve Asherman sendromu hasarlanan bdélgelerde
rejenerasyonu saglanamamasi ve endometrial kok hiicre yokluguna baghdir ve
intrauterin adezyonlar infetil kadinlar arasinda %2 - %22’ lik bir orana sahiptir (162).
Endometrial kok hiicrelerin transplantasyonu, yetersiz endometriyuma sahip kadinlar
icin endometrial kalinligi arttirmada, rejenerasyonda, ve implantasyonda fayda
saglayabilir. Uygun kok hiicrelerin transplantasyonu sonrasi uygulanacak ostrojen ve
progesteron tedavi rejimine G-CSF’nin eklenebilir bir ajan olmasina, ¢alismamiz
endometriyum yiizey epitel kalinligin1 artirdigini gostererek katkida bulunmustur.

Endometrial kok hiicreler, c¢esitli siniflandirmalara ugratilarak anlagilir
kilinmaya ¢alisilmistir. Bu ayrimlardan bir tanesi de epitelyal adezyon molekiilii olan
Epithelial Cell Adhesion Molecule (EPCAM) proteini iizerinden yapilmistir.
EPCAM" olan epitelyal kok hiicreler ve EPCAM™ stromal kok hiicreler olarak
smiflandirilir (163). Boyut bakimindan ayrim yapilmasi ise hiicrelerin farklilagma
potansiyellerini de belirler. Genis epitelyal endometrial kok hiicreler; Matrigel hiicre
kiiltiiriinde sitokeratin® gland benzeri yapilara farklilasirken ve genis stromal
endometrial kok hiicreler, diiz kas hiicrelerine, osteoblastlara, kondrositlere
farklilasabilirken; kiiciik endometrial hiicreler sinirli diferansiasyon yetenegine
sahiptir ve hangi yapiya farklilagtigi tam olarak aydinlatilamamistir (164,165). G-
CSF’nin muhtemel etkisi EPCAM* hiicreler lizerindendir. Calismamizda saptanan
total uterus kalinliginda anlamli fark saptanamamasi da ¢alismada uygulana dozlarda
G-CSF’nin genis stroma kok hiicreler lizerinde belirgin etkisinin olmadigina agiklik
kazandirir.

Ikoma T. ve ark.’nin yapmis oldugu calisma, kemik iligi nakli ile aktarilmis
olan kok hiicrelerin endometrial kok hiicreler olarak aktive olup endometriyum
dokusunda rejenerasyon, proliferasyon ve differansiasyonu saglamasi sadece sabit bir
kok hiicre havuzu olmayabilecegini akla getirir. Akut ve kronik myeloid 16semi
nedeniyle erkek hastalardan alinan kemik iligi nakli planlanan, 12 Gray dozdan 4 giin
radyoterapi, 2 giin 60 mg/kg siklofosfomid ve 4 giin 2 gr/m?> ARA C terapisi
uygulanan 3 kadin hastanin 6 aylik hormon replasman tedavisi (0,625 mg
estrodiol/giin ve 5 mg medoksiprogesteron/giin) sonrasi toplanan endometrial biyopsi
orneklerinde floresan in situ hibridizasyon (FISH) yontemi ile Y kromozomu tespit
edilmesi ve bu 3 hastaya da periferal kandaki kok hiicre stabilizasyonu i¢in G-CSF

verilmesi; hem G-CSF’nin endometrial kok hiucreler tizerinde etkili olabilecek bir

75



ajan oldugunu yaptigimiz ¢aligma ile ayni goriis paralelliginde teyit eder, hem de
endometrial kok hiicre havuzunun kemik iligi kok hiicre havuzu ile cinsiyetler farkli
donorler arasi transferde dahi yakin iliskili oldugunu gosterir (166).

Calismamizda G-CSF medikasyonu ile endometrial toplam kalinligin
arttirilmadigr  fakat endometriyum yiizey epitelyum kalinliginin  arttirildiginin
gosterilmesi Li Y ve arkadaglarinin yapmis oldugu, sildenafil, beta-blokdr, dstrodiol
tedavi rejimlerinden fayda gérmeyen, endometriyum kalinligi <7mm olan infertil
kadinlarin  dahil edildigi ¢alisma ile paralellik gosterir. Human chorionic
gonadotropin (HCG) uygulanmasi dncesi ve HCG uygulamasindan 48 saat sonra G-
CSF’nin yavas intra-uterin inflizyonu, endometrial kalinli§i 7mm’in iizerine
cikarmamasina ragmen (endometrial kalinlik 2,9+2,0 mm artmis) gebelik oranlarini
%19,1 artirmigtir (167).

Calismamiza benzer hayvan modeli deneyleri daha dncesinden olusturulmus ve
cesitli sonuglar elde edilmistir. Zhao J ve ark.’nin yapmis oldugu 40 tane Sprague-
Dawley rat ile 5 giinlik 40ug/kg/gin G-CSF’nin endometrial kalinliga etkisini
arastirmanin  sonuglarinda  G-CSF  medikasyonunun  endometrial ~ kalinhgi,
endometriyum yiizey epitel kalinligini ve endometrial gland sayisini kontrol gruplarina
gore arttirdigi tespit edilmistir. Ratlar randomize olarak secilmis 10 rattan olusmak
lizere 4 gruba ayrilmis ve ilk gruba 40pg/kg/giin G-CSF medikasyonun 5 giin
uygulanmasi sonrasi histerektomi islemi yapilmis, ikinci gruba 40ug/kg/giin SF
medikasyonu sonrasi histerektomi iglemi yapilmis, iclincii ve dordiincii gruba ayni
sekilde SF ve G-CSF medikasyonu uygulanarak ornekler medikasyon uygulamasindan
12 giin sonra toplanmustir (168). Zhao J ve arkadaslarmin calismasi ile bizim
calismamiz arasindaki belirgin farklilik ise G-CSF dozunun ayni olmasina ragmen,
uygulama siiresindeki farklilik ve orneklerin toplanma (histerektomi) zamani ile
medikasyon bitim zamani arasindaki siirelerin farkli olmasidir. Uzun dénem uygulanan
G-CSF’nin endometriyum total kalinligi {izerinde bir etkisinin olmadigi fakat
endometriyum yiizey epitelini kalinlagtirdigi ¢alismamizda gosterilmistir. Zhao J ve
arkadaslarmim yapmis oldugu calismadaki birinci ve fglincii deney gruplarinin
kiyaslamasinda G-CSF medikasyonundan 12 giin sonra histerektomi yapilan iigiincii
deney grubunun endometrial kalinlik ortalamasinin (487,78+19,48), birinci deney
grubuna gore (569,37+£37,01) belirgin az olmasi, c¢alismamiz ile Zhao J ve
arkadaslarinin ¢alismasi arasindaki farkliligin zamansal bir etkenden kaynaklandigini

gostermektedir. Her iki ¢alismada G-CSF uygulama siiresi ve G-CSF’nin etkinlik
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stiresi hakkinda bilgi vermekte olup ¢alismamiz G-CSF’nin pozolojisinin uygulanma
stiresine ve etkinlik siiresine yonelik literatiire katkida bulunmustur.

G-CSF’nin endometriyum iizerine etkisini arastiran insan bazli bir ¢alisma
olan Xu B ve arkadaslarinin, endometriyum kalinligi <7mm olan, 40 yasindan geng;
submukozal myom, uterin malformasyon, belirgin uterin adezyon, endometrial polip
ve ek hastalig1 bulunmayan, G-CSF kullanimina kars1 kontraendike bir saglik sorunu
bulunmayan 30 kadin iizerinde yapmis oldugu c¢alismada, hastalar1 ovarian
indiksiyon rejimleri ve embriyo transferi siirecinde intra-uterin G-CSF 300ug
medikasyonuna tek seferlik tabi tutarak, G-CSF’nin endometriyum kalinlig1 {izerine
etkisi arastirmiglardir. Bir 6nceki siklus ile kiyaslanmasinda ve ayni siklus igerisinde
G-CSF indiksiyonunu takiben endometriyum kalinliginin artisi anlamli bulunmustur.
Calismada G-CSF uygulamasi sonrasi daha yiiksek implantasyon orani tespit edilmis
(p<0,01), canli dogum oranlarini arttirmis fakat canli dogum oranlarinda kontrol
grubuna gore istatistiksel anlamli bir farklilik goriilmemistir (169). (%33,3’e karsin
%17,3) G-CSF’nin endometrial kalinlig1 artirmasi, implantasyon igin anlamli olurken
canli dogum oraninda degisiklige neden olmamasi farkli kaskatlar tizerinden olusan
implantasyonun devamlilik sagladigint ve G-CSF’nin tek basma yeterli olmadig
gosterir. Ayrica ciddi endometrial hasarlanmalarda G-CSF’nin basarisizligi da
asikardir. Ayrica G-CSF’nin canli dogum oranini arttirdigini gosteren ¢aligsma oldugu
gibi degistirmedigini gdsteren galismalar da bulunmaktadir (170,171). Implantasyon
orani ile endometrial kalinligin arasinda iliski kurulamayacagini gosteren bir diger
calisma Barad D H ve ark.’nin yapmis oldugu ¢alismadir. G-CSF’nin intra-uterin
uygulanmas1 endometrial kalinlig1 artirmasina karsin, implantasyon oranlar1 plasebo
grubunda daha yiiksektir (172). Buna karsilik olarak Gleicher ve ark.” yaymladigi 4
hastayr kapsayan vaka sunumunda; subcutan G-CSF enjeksiyonu ile ince
endometriyuma sahip 4 kadinin hepsinde gebelik olustugu gosterilmis (173). Yine
Gleicher ve ark.’nin yapmis oldugu bir diger calismada; intra uterin G-CSF
uygulamasi ile ince endometriyuma sahip kadinlarda endometrial kalinligin
arttirildigr gosterilmis fakat gebe kalan ve gebe kalmayan deneklerde endometrial
kalinliga dair bir farklilik bulunmamustir. Ayrica ¢alismada G-CSF uygulanma
sikligina dair tatmin edici bir datanin olmadigi belirtilmistir. Calismalar arasindaki
farklt sonuglarin tespiti ince endometriyuma neden olan etyopatogenezin farkli
olabilecegi ve cesitli yolaklar {izerinde etkilenebilecegini gdsterir. Calismamizdaki

zamanlama ve G-CSF wuygulama siiresindeki farklihigin G-CSF etkisi ile
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endometriyumun kalinlagtigin1 ve bu kalinlik artisinin implantasyon oranina artis
saglayacagi diislincesini sorgulatmaktadir.

G-CSF, endometriyum {izerinde etki gosterdigi gibi overler {izerinde de
etkilidir (174). Salmasi ve arkadaslarinin yapmis oldugu c¢alismada; 82 hastanin
folikiiler sivist HCG enjeksiyonundan 36 saat sonra toplanmis ve folikiiler sividaki
G-CSF’nin kan serum seviyesine oranla yiliksek oldugu bulunmustur. G-CSF’nin
folikiiler sivida fazla olmasi, G-CSF’nin over tarafindan da {iretildigini ve kendi
mikro ¢evresinde parakrin ve otokrin etki gosterecegine isaret eder. Calismamiz da
uzun siireli G-CSF medikasyonu ile toplam endometrial kalinligin artmamis olmasi
nedeniyle; over ve endometriyum iliskisinde G-CSF’nin uzun siireli veya yiiksek
konsantrasyonda mevcudiyetinin ya da kan serumu ile folikiiler siv1 arasindaki G-
CSF konsantrasyonu uyusmazliginin, endometriyum kalinhigr {izerine etki
gosterebilecegi yoniinde goriis bildirilebilinir. G-CSF’nin overler tarafindan ekprese
edildigini gosteren ¢alismaya ek olarak G-CSF benzeri bir mediyator olan granulosit
makrofaj koloni stimiile edici faktor (GM-CSF)’iin insan endometriyumu igerisinde
bulunmasi, GM-CSF, GM-CSF reseptor mRNA ve protein ekspresyonun
endometriyumda yapilabilir oldugunu kanitlyan Zhao Y ve Chegini N’nin ¢aligmasi
bu parakrin/otokrin veya over endometriyum iligskisinde koloni stimule edici
faktorlerin roli olduguna destekler niteliktedir (175).

IVF tedavisi goren hastalarda endometrial kalinlik ile gebelik oranlarinin
iliskisini degerlendiren Kasius A ve ark.’nin olusturdugu meta-analizde, gebelik
olugmasi ile endometrial kalinligin prediktif bir deger olarak kullanilmasinin yeterli
olmadigr belirtilmistir. Ayirict endometrial kalinlik degeri endometriyum kalinliginin
cok ince degerlerinde anlam kazanirken gebelik olusmasina yonelik kesin bir cut-off
degeri belirtmemektedir (176).

Ayni1 bulgular1 Kovacs ve arkadaglarinin yapmis oldugu ve toplam 1382 IVF
ve intrasoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) siklusunu igeren, gebelik basari oranlari
ile endometrial kalinlik arasindaki iligkiyi anlamlandirabilecek endometrial kalinlik
cut-off degeri bulmayir amaglayan ¢alisma destelemekte; kesin bir endometriyum
kalinlik smirt tespit edilememektedir. En yiiksek gebelik oranlari, endometriyumun
10-14 mm’lik kalinliga sahip oldugu aralikta bulunmustur (177).

Endometriyum kalinligi ile kotii gebelik  sonuglarinin ve IVEF/ICSI
sonuglarinin iligkisi net degildir. Ne yazik ki ince endometiruma sahip kadinlarin

endometrial histopatolojisini ~arastiran bir calisma bulunmamaktadir. Ince
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endometriyuma sahip hastalarin endometrial bazal tabakasinda oksijen seviyesinin
arttigina ve bu artmis olan yliksek oksijen seviyesinin embriyo implantasyonuna
engel olduguna dair goriisler bulunmaktadir (178). indiiklenmis veya indiiklenmemis
sikluslarda, farkli gen ve protein ekspresyonlarinin endometrial reseptivite iizerinde
kritik role sahip oldugu disiiniilmektedir (179). Gebeligin baslangicini ilgilendiren
bu implantasyon ve endometriyum arasindaki kaskatin sadece gebeligin
baslangicinda degil, gebeligin ilerleyen doneminde de etkili olabilecegi giindeme
gelebilir. Intarauterin gelisme geriliginin (180,181), preeklampsinin (181,182),
gestasyonel trofoblastik hastaliklarin  (183,184) ve koryoanjiyogenezin (185)
oksidatif stres, anjiyogenezis ile iliskili oldugunu gosteren caligmalar ile ileride
gebeligin erken ve ge¢ donemdeki komplikasyonlarina iligkin implantasyon
zamanindan veya gebelige hazirlanma zamanindan baslanmak {izere tedavi rejimleri
olusturulabilinir.

Calismamizda ratlarin endometriyum kalinliklar {izerinde G-CSF’nin etkisi
arastirilirken; ratlarin viicut agirligindaki degisiklik, hemoglobin, trombosit, beyaz
kiire ve nétrofil degerlerindeki degisiklikler géz Oniinde bulundurulmus olup G-
CSF’nin muhtemel yan etki potansiyeline dair goriis elde edilmeye calisilmistir.
Endometriyum kalinligina iliskin yapilan hayvan deneyi modelli bir ¢alismada yan
etki potansiyeline iliskin bir literatiirel kaynak bulunamamis olup, bu hali ile
calismamiz literatiire katki saglayacaktir. Bu olglimler yapilirken deney oOncesi
degerler ele alinmayip grup homojenizasyonu, ¢alismanin asil amaci olan
endometriyum kalinliginin degerlendirilmesinin etkilenmemesi i¢in, yapilamamuistir.
Calisma 6ncesinde endometriyum kalinligr ile viicut agirligi, hemoglobin, trombosit,
beyaz kiire ve notrofil degerleri arasinda bir kolerasyonun bulunup bulunmadiginin
bilinmemesi nedeniyle random olarak gruplara dagitilmis ratlarin  grup
homojenizasyonunun oldugu kabul edilmis ve deney bitimindeki Ol¢timler
degerlendirmeye katilarak yan etki potansiyeline iliskin fikir edinilmeye ¢alisilmistir.
Bu sartlar altinda yapilan Olgiimler bazinda "Alkol+GCSF" ve “Alkol+SF”
gruplarinin karsilastirilmasinda G-CSF’nin kullanildig1 grubun deney bitiminde daha
diisiik viicut agirlik ortalamasina sahip olmasi gecirilen cerrahi operasyondan
bagimsiz olarak G-CSF’nin viicut agirhigmin azalttiini ve kilo kaybina neden
oldugunu gosterebilir. Diger rat gruplarinin diger ikili karsilastirilmalarindan bu
durumu destekler nitelikte sonuglarin mevcut olmamasi kilo kaybinda baska bir

etkenin oldugunu diisiindiirtir.
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Deney bitiminde Gtenazi oncesi ratlardan alinan kanlarin sayiminda tiim rat
gruplarinin hemoglobin ve trombosit degerleri agisindan Tablo 4’te gosterilen ratlar
i¢in normal kan sayimi1 degerleri g6z 6niinde bulunduruldugunda aritmetik ve median
ortalamalari ile normal aralikta bulundugu goriilmektedir. Cerrahi miidehale ge¢irmis
olan rat gruplarinda hemoglobin degerlerinde diisme oldugu goriilmiis ve yine
cerrahi miidehale ge¢irmis olan ratlarin trombositoza egilim gosterdigi saptanmustir.
Sadece G-CSF uygulanmis olan gruptaki ratlarin en diisiikk trombosit degerleri ve
ortalamalar1 ile G-CSF’nin trombosit degerleri iizerinde baskilayict bir etkisinin
oldugu gilindeme gelebilir. Beyaz kiire ve noétrofil sayilart bakimindan
degerlendirildiginde ise sasirtict bir sekilde ortalamalarindan ziyade, her bir ratin
beyaz kiire ve notrofil sayisinin minimun degerin altinda oldugu gériilmektedir ve en
diisiik beyaz kiire ve notrofil sayisina sahip grup sadece G-CSF uygulanmig olan
gruptur. Uygulanan doz aralifinda ve medikasyon siiresince G-CSF’nin beklenenin
aksi bir etki gosterdigi saptanmustir.

Hayvan veya insan modelli diger ¢aligmalarda gosterilmis olan G-CSF’nin
toplam endometriyum kalinligini arttirici etkisinin bu ¢aligmada gosterilmemesi ile
birlikte G-CSF’nin beklenen 16kositoz ve nétrofili etkisinin gozlenmemis olmast,
ayrica lokopeniye ve trombositopeniye neden olmasi, uygulanacak dozun ve
stiresinin beklenenin aksi bir etki olusturdugunu goéstermektedir. Uzun siireli G-CSF
uygulanmasi ratlarin iizerinde tehtid edici bir unsur olusturmaktadir. Cerrahi islemin
ise G-CSF’nin kullanim siiresinden dogan bu negatif etkini nétrolize ettigi anlasilmig
olup, cerrahi iglemin beyaz kiire artisina ihtiya¢ duyulacak kaskatlar1 aktive etmesi
gerekliligi goéz Oniinde bulundurularak, mevcut ihtiyacin fazlasi siiresinde G-CSF
maruziyetinin negatif etkisini bu caligma ile ortaya koymus bulunmaktayiz. Bu
bulgumuz cerrahi isleme maruz kalmig ratlarda G-CSF’nin negatif etkisinin
istatistiksel olarak "Kontrol" grubu ve "SF" grubu ile farklilik géstermemesi ile
desteklenmektedir. Cerrahi miidehalenin noétrofil sayilar iizerinde de benzer etkisi
bulunmaktadir ve beyaz kiire sayilarinda gostermis oldugu bulgularimiz nétrofil
sayilar1 i¢in de gegerlidir. Tiim bu bilgiler 1s181nda kan sayimi icerisinde kirmizi kan
hiicrelerine nazaran daha kisa Omiire sahip ve yapim yikim dongiisii daha hizli olan
trombositler, beyaz kiireler ve nétrofiller lizerinde uzun siireli G-CSF tedavisinin

negatif bir etkisi oldugunu goriilmektedir. Hayvan modelli caligmamiz, ileride
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uygulanmas1 muhtemel olan ince endometriyum iizerinde etkili G-CSF’nin tedavi
stiresinde kisitlayici bir zaman araligi oldugunu gostermektedir.

Korelasyon analizlerinin mantiksal ve biitiinciil degerlendirmesinde goriilen,
beyaz kiire ve notrofil degerlerinin G-CSF uygulanan grupta negatif korelasyon
gostermesi ve beklenildigi lizere ¢ogu grupta endometriyum kalinligi veya
endometriyum yiizey epitel kalinlig1 ile uterus kalimliginin birbiri ile olan pozitif
korelasyonudur. Diger korelasyon analizi sonuglarinin degerlendirilmesi ve mevcut
parametrelerin birbiri ile olan iligskisinin ortaya konabilmesi ig¢in olusturulacak
hipotezlere dair, degisken ve etken miktarinin azaltildig1 daha fazla ¢aligmaya ihtiyag
duyulmaktadir.

Endometrial kalinligin artirilmasina yonelik uygulanabilecek G-CSF
tedavisine 151k tutmak amaci ile diizenlenmis olan hayvan deneyi modelli
calismamiz, ilag doz, uygulama yontemi ve zaman iliskisi igerisinde G-CSF’nin
etkileri, diger ¢alismalar ile farklilik gostermektedir. Ayn1 konu iizerinde yapilmis
olan bir¢ok ¢alisma ve genel olarak endometriyum ile implantasyon, gebelik oranlari,
canli dogum oranlar arasinda iliskiye dair yapilan calismalar, bu kaskat iizerinde bir
cok farkli etkenin oldugunu ortaya koyar. Bu kaskat icerisindeki her hangi bir yerde
mevcut olan patoloji, uygun endometriyum elde edilmesinden, embriyonun
implantasyonuna ve hatta canli dogum oranlarina kadar etki gostermektedir. Bu
kaskatin endometriyum kalinlig1 yoniinii arastiran ¢alismamiz ile birlikte literatiire
katk1 saglanmasi amaglanmis olup, uygulanabilecek G-CSF tedavisinin muhtemel
etkisi, ilag pozolojisi, kullanim siiresi ve yan etki potansiyellerine dair goriisler

ortaya konulmaktadir.
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7.EKLER

Ek 1: Etik Kurulu Onay1
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BULENT ECEVIT UNIVERSITESI & Q ‘§|
Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu 5% 5‘

TOPLANTI TARIHI : 01.07.2015
TOPLANTI NO : 2015/05

4- B.E.U. Tip Fakiiltesi Kadin Hastalikiarn ve Dogum Anabilim Dali Bagkanlidi'nin
2015-16-01/07 Protokol no'lu “Wistar Albino Siganlarda Granulosit Koloni Stimule
Edici Faktorin Endometriyum Kalinhgina Etkisinin -~ Aragtinlmast™  konulu
calismasinin Etik Kurul fikelerine uygun olduguna,

Oy birligi ile karar verildi.
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